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Tiivistelma
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Glukosinolaatit ovat ristikukkaisilla kas-
veilla esiintyvid rikkid sisdltavid yhdisteita.
Entsyymit hajottavat niitd ja hajoamistuot-
teet ovat fysiologisesti aktiivisia. Glu-
kosinolaatit saattavat vaikuttaa mm. kasvi-
en kestdvyyteen, siementen itimiseen, kas-
vitautien ehkaisyyn sekd kasvien makuun.
Yhdisteiden kéyttdytyminen elimistdsséd
sekd mahdolliset terveysvaikutukset ovat
my0s huonosti tunnettuja.
Aikaisemmasta kisityksestd poiketen
glukosinolaatit kasvissa esiintyessddn saat-
tavat vaikuttaa kasvin kehittymiseen, eri-
tyisesti poikkeavissa tilanteissa. Niiden
esiintymiseen vaikuttaa sellaisia eldvid ja
elottomia (bioottiset ja abioottiset) tekijoi-
td, joista ainakin osaa voidaan jo nyt huomi-
oida viljelytekniikassa. Tdmin lisaksi erilai-
set drsykkeet saattavat kiithdyttdd glu-
kosinolaattien muodostumista. Sellaisen
viljelytekniikan kehittdminen, joka suosii
tarvittaessa glukosinolaattien muodostu-
mista edellyttdd yhdisteiden biosynteesin ja
hydrolyysin ymmartimista.
Glukosinolaatteja pidetidin kasvien
puolustuskemikaaleina. Ristikukkaiskasvi-
en murskatut solut, lahoavat kasvijitteet ja
kasveista eristettyjen glukosinolaattien ha-
joamistuotteet estivit muiden kasvien sie-

menten itdmistd ja taimien kasvua. Ne
my0s rajoittavat maassa eldvien kasvintu-
hoojien lisadntymistd. Glukosinolaattien
hajoamistuotteet vaikuttavat ristikukkais-
kasvien ja niitd sy6vien hyonteisten viliseen
kemialliseen viestintddn. Ristikukkaiskas-
vien avulla uskotaan voitavan vihentdd ke-
miallisen torjunnan tarvetta viljelykierros-
sa.

Elintarviketeknologiset prosessit ja va-
rastointi vaikuttavat siithen, miten glu-
kosinolaatit hajoavat ja paljonko hajoamis-
tuotteita on elintarvikkeissa. Hajoamis-
tuotteista erityisesti indoleilla ja isotiosy-
anaateilla on todettu positiivisia terveysvai-
kutuksia.

Kasvien glukosinolaatit mairitetdin
monivaiheisen esikasittelyn jilkeen. Mene-
telmdnd kdytetdin pddasiassa korkean ero-
tuskyvyn nestekromatografia. Glukosino-
laattien hajoamistuotteiden analysoinnissa
kiytetddn puolestaan kaasu- tai nestekro-
matografiaa.

Tihidn kirjallisuuskatsaukseen on koot-
tu uusinta tutkimustietoa glukosinolaateis-
ta, niiden muodostumisesta ja hajoamisesta,
biokemiasta, kidytostd kasvintuhoojien tor-
juntaan, kisittelyjen vaikutuksista, terveys-
vaikutuksista seké analysoinnista.



Alkusanat

Kasviksilla, marjoilla ja viljatuotteilla on
todettu olevan edullinen vaikutus ihmisen
terveyteen. Viimeaikaisen tutkimuksen
valossa erityisesti kasviperdiset biomole-
kyylit suojaavat esim. syddn- ja ve-
risuonitaudeilta ja syoviltd. Tdllaisia ovat
fenoliset yhdisteet (flavonoidit ja lig-
naanit) sekd glukosinolaatit.

Kasvin vegetatiivista kasvua rajoitta-
vien pohjoisten kasvuolojen vaikutuksia
biomolekyylien médiridn jalaatuun ei tun-
neta, mutta viitteitd esimerkiksi pitkan
paividn edullisista vaikutuksista on kuiten-
kin olemassa. Myoskéddn nididen biomole-
kyylien kiyttiytymistd elintarvikeketjus-
sa el tunneta.

Viime vuosina on kiinnostuttu maail-
manlaajuisesti siitd, miten kasvikunnasta
periisin olevia, luonnollisia biomolekyyle-
ja voitaisiin hyddyntéd terveysvaikutteis-
ten eli funktionaalisten elintarvikkeiden
aineosina. Tami edellyttdd kuitenkin tie-
teellisen tutkimustiedon syventimistd
biomolekyylien muodostumisesta, sithen
vaikuttavista tekijoistd ja viime kddessd
biomolekyylien vaikutuksista ihmisen eli-
mistOssa.

Maatalouden tutkimuskeskus (MTT)
aloitti vuonna 1998 tutkimusohjelman
"Kasviperiiset biomolekyylit elintarvike-
tuotannossa”’. Ohjelman tavoitteena oli
kehittda suomalaiseen paivittdiseen pe-
rusruokavalioon uusia, kasvipohjaisia
funktionaalisia elintarvikkeita, joilla voisi
olla edullista vaikutusta kansantervey-

teen. Ohjelmassa tutkitaan kasviperiisten
biomolekyylien koko elinkaarta pellosta
poytddn.

Kasvintuotannon tutkimus selvittii,
kuinka viljelytekniikan avulla voidaan
muuttaa abioottisia ja bioottisia kasvute-
kijoitd terveysvaikutteisia biomolekyylejd
suosivaksi. Kasvinsuojelu pyrkii osoitta-
maan, ettd terveysvaikutteisilla biomole-
kyyleilld on vaikutusta myos kasvien puo-
lustuksessa. Lisdksi tutkitaan biomole-
kyylien kiyttdytymistd elintarvikeproses-
seissa. Ndin prosesseja pyritddn optimoi-
maan, jotta biomolekyylit sdilyvit ja sa-
malla kehitetddn mallituotteita kliinisiin
tutkimuksiin. Helsingin yliopistossa teh-
tavissd osaprojektissa haetaan mittareita,
joilla voidaan havainnoida biomolekyylien
vaikutuksia ithmisessi.

Tutkittaviksi kasveiksi valittiin Suo-
messa viljeltdvid, hyviksi biomolekyylien
ldhteiksi tiedettyja kasveja ja marjoja tai
luonnonmarjoja: kaalit (glukosinolaatit),
mustaherukka, mansikka, puolukka ja
tattari (flavonoidit) sekd pellava (lig-
naanit, oligosakkaridit). Ohjelmaa rahoit-
taa MTT:n lisiksi maa- ja metsitalousmi-
nisterion elintarvikeklusterin tutkimus-
ohjelma. Seurantaryhmaissd on edustettu-
na my0s kotimaisia elintarvikeyrityksid.

Tiamid glukosinolaatteja kisitteleva
kirjallisuuskatsaus koottiin tutkimusoh-
jelman taustamateriaaliksi. Myohemmin
julkaistaan my0s fenolisia yhdisteitd ja ter-
peeneji koskevat kirjallisuusselvitykset.

Hannu Korhonen

Professori

Ohjelman vastaava johtaja
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1 Yleista glukosinolaateista

Marjo Keskitalo” & Helena Hyvirinen’

)

Y Maatalouden tutkimuskeskus, Kasvintuotannon tutkimus, Peltokasvit ja maaperd,
31600 _Jokioinen, marjo.keskitalo@mit.fi
) Maatalonden tutkimuskeskus, Elintarvikkeiden tutkimus, Elintarvikekemia ja -tekniikka,
31600 _Jokioinen, helena.hyvarinen@mit.fi

Glukosinolaatit ovat kasveissa esiintyvid se-
kunddirisid aineenvaihduntatuotteita. Ne
muodostuvat aminohapoista, ovat vesi-
liukoisia ja haihtumattomia. Ristikukkaisis-
sa kasveissa, kuten rypsissd ja rapsissa, ne
ovat tyypillisid rikkid sisdltdvid glykosideja.
Glukosinolaatteja ja niitd hajottavia my-
rosinaasi-entsyymeja on todettu mm. Bras-
sicaceae-, Resedaceae-, Tovariaceae-, Tropaeola-
ceae-heimoihin kuuluvissa kasveissa (Rod-
man 1991). Glukosinolaattien yleinen ra-
kenne on esitetty kuvassa 1.

R-C-S-B-D-Glu

N-0SO;

Kuva 1. Glukosinolaatin rakennekaava. R =
alkyyli, alkenyyli, aryyli, aryylialkyyli, aryylitio-
alkyyli, B-hydroksialkyyli tai indolyylimetyyli
(Verhoeven et al. 1997).

Erilaisia glukosinolaatteja on tunnistet-
tu jo yli 100. Glukosinolaattien lukumairi
kasveissa vaihtelee, mutta yleensd samasta
kasvista on tunnistettu useampia kuin yh-
dentyyppisid yhdisteitd. Kaalien glukosino-
laattikoostumus on melko yhtenidinen, silld
20 kasvilajista tunnistettiin vain 15 erilaista
glukosinolaattia (Cole 1997). Sen sijaan yh-
destd lituruohosta analysoitiin jopa 23 eri-

laista glukosinolaattia (Haughn 1991).
Glukosinolaatit hajoavat kasveissa my-
rosinaasi-entsyymin vaikutuksesta yhdis-
teiksi, joista mm. isotiosyanaatit ovat haih-
tuvia (Doughty et al. 1996). Glukosinolaat-
tien pitoisuus kasvissa on yleensi hyvin pie-
ni (1-250 wmol g") yhdisteesti ja lajista
riippuen, mutta voi kuitenkin olla jopa 10
% kasvin kuivapainosta (Cole 1997).
Glukosinolaatit muodostuvat kasvin so-
luissa monivaiheisen reaktiosarjan tulokse-
na. Yhdisteiden merkitys kasville ei ole tiy-
sin selvéd, mutta aikaisemmasta kisityksestd
poiketen, glukosinolaatit saattavat kuiten-
kin vaikuttaa kasvin kasvuun. Ne ilmeisesti
my0s osallistuvat rikkitasapainon ylldpiti-
miseen, milld saattaa olla merkitysti kasvin
selviytymisessd erilaisissa normaalioloista
poikkeavissa tilanteissa. Yhdisteiden bioke-
miasta sekd niiden esiintymiseen vaikutta-
vista tekijoistd kerrotaan luvussa 2. Kasvin
ja sitd ympdroivin ekosysteemin vuorovai-
kutuksessa glukosinolaateilla sekd niiden
hajoamistuotteilla tiedetdadn olevan tirked
rooli. Erityisesti glukosinolaattien hajo-
amistuotteiden, kuten isotiosyanaattien, on
todettu karkottavan hyonteisid, ehkiisevin
kasvitauteja sekd muiden kasvien kasvua,
mistd kerrotaan luvussa 3.
Glukosinolaattien on aikaisemmin to-
dettu olevan yksinomaan haitallisia lim-
minverisille eliimille, mutta viimeaikaiset
tutkimukset osoittavat, etti erdit niistd
saattavat ehkdistd tiettyjen kansansairauk-
sien syntymistd. Glukosinolaatit ovatkin



kiinnostavia kasvien sekundéirisid aineen-
vaihduntatuotteita siksi, ettd niiden entsy-
maattisesti vapautuvat hajoamistuotteet
ovat ilmeisesti fysiologisesti aktiivisia yhdis-
teitd. Sen lisdksi ne esim. antavat kaalikas-
veille tyypillisen pistdvin maun (McGregor
et al. 1983). Niiden takia on tirkedd tietdd,
miten elintarvikkeiden valmistusprosessit
vaikuttavat glukosinolaattien siilymiseen.
Tistd kerrotaan luvussa 4.

Kasvisten terveyttd edistdvd vaikutus
saattaa johtua eri komponenttien vuorovai-
kutuksesta. Sen takia on tirkedd ymmartdd
kasvi kokonaisuutena sekd myos muiden
molekyylien muodostuminen (Schreiner et

al. 1998, Kushad et al. 1999), vaikka téssa
kirjoituksessa keskitytddnkin pelkdstddn
glukosinolaatteihin.

Glukosinolaatit ovat negatiivisesti va-
rautuneita yhdisteitd, jotka esiintyvit kas-
veissa yleisimmin kaliumsuoloina. Ne voi-
vat my0s esiintyd sinapiinihapon koliinies-
tereind (McGregor et al. 1983). Glu-
kosinolaatti muodostuu sivuketjusta (R) ja
tiohydroksamaatti-O-sulfonaattista, jossa
sokeriosa on kiinnittynyt B-sidoksen avulla
rikkiatomiin (Kuva 1). Taulukossa 1 on esi-
tetty erdiden glukosinolaattien triviaalini-
met seka sivuketjut (R).

Glukosinolaattien sokeriosana on lihes

Taulukko 1. Glukosinolaattien triviaalinimid, sivuketju (R-ryhma).

Triviaalinimi Sivuketju

glukoalyssiini 5-metyylisulfinyylipentyyli
glukoberteroiini 4-pentenyyli
glukobrassikanapiini S-metyylitiopentyyli
glukoerusiini * 4-metyylitiobutyyli
glukoerysoliini 4-metyylisulfonyylibutyyli
glukoiberiini 3-metyylisulfinyylipropyyli
glukoiberveriini * 3-metyylitiopropyyli
glukokappariini metyyli

glukokeiroliini 3-metyylisulfonyylipropyyli
glukokokleariini 2-metyylibutyyli
glukojiabutiini

glukolepidiini etyyli

glukonapiini * 3-butenyyli
glukonapoleiferiini 2-hydroksi-4-pentenyyli
glukonapoliferiini 2-hydroksi-4-pentenyyli
glukoputranjiviini iso propyyli

glukorafaniini *
progoitriini **
epiprogoitriini

sinigriini *

glukonasturtiini *
glukotropaeoliini

sinalbiini
4-hydoksiglukobrassikiini *
4-metoksiglukobrassikiini *
glukobrassikiini *

goitriini
neoglukobrassikiini *

4-metyylisulfininyylibutyyli
(R)-2-hydroksi-3-butenyyli

2-propenyyliallyyli
2-fenyylietyyli

bentsyyli

p-hydroksibentsyyli
4-hydroksi-3-indolyylimetyyli
4-metoksi-3-indolyylimetyyli
1-metoksi-3-indolyylimetyyli
5-vinyylioksazolidiinitioni
N-metoksi-3-indolyylimetyyli
1-metoksi-3-indolyylimetyyli

* = esiintyvat yleisesti kaalikasveissa (Brassica)

** = jsomeereja

Tiedot koostettu seuraavista lahteista: VanEtten et al. 1976, Fenwick et al.
1983, Sones et al. 1984 ja Shahidi et al. 1997.



poikkeuksetta glukoosi, mutta se voi olla
my®&s jokin muu sokeri. Sivuketjunsa perus-
teella glukosinolaatit voidaan jakaa alifaat-
tisiin, aromaattisiin ja heterosyklisiin eli in-
dolyyliglukosinolaatteihin. Kasviperiisten
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2 Glukosinolaattien biokemia ja
esiintymiseen vaikuttavat

kasvutek

Ijat

Marjo Keskitalo

Maatalonden tutkimuskeskus, Kasvintuotannon tutkimus, Peltokasvit ja maaperd,
31600 Jokioinen, marjo.keskitalo(@mit.fi

Glukosinolaatit, joita tunnetaan tilld het-
kelld yli 100, ovat rikki- ja typpi-pitoisia
kasvin sekundairisid yhdisteitd, jotka muo-
dostuvat aminohaposta ja sokerista.
Erityisesti ristikukkaisissa kasveissa esiin-
tyvia glukosinolaattien oletettiin aikaisem-
min olevan pelkdstddn ylijadmatuotteita,
joilla ei olisi merkitystd kasvin kehityksessa.
Vieldkiddn glukosinolaattien merkitystd
ei tdysin tunneta, mutta niiden on havaittu
osallistuvan moniin kasville tirkeisiin ta-
pahtumiin. Niitd ovat mm rikkitasapainon
sadtely, itiminen ja kasvien puolustus. Sen
lisiksi glukosinolaatit ovat tunnetun kasvi-
hormonin, IAA:n esiasteita.
Aikaisemmasta kisityksestd poiketen
erdiden glukosinolaattien on todettu vai-
kuttavan my0s ihmisen terveyteen positiivi-
sesti. Sen lisiksi glukosinolaateilla on kas-
vinsuojelullista merkityst.
Glukosinolaattien hyodyllisten tekijoi-
den takia on tirkeda tietdd, miten eri abi-
oottiset ja bioottiset kasvutekijit vaikutta-
vat niiden muodostumiseen, jotta yhdistei-
den pitoisuuteen voitaisiin viljelyteknisesti
vaikuttaa. Abioottisista tekijoistd tdarkeim-

pid ovat valo, limpdtila, kuivuus, maalaji,
ravinteet, ilman dioksidit ja ulkoiset kemi-
kaalikidsittelyt. Bioottisia tekijoitd ovat
puolestaan kasvilaji, kasvilajike, kehitysvai-
he, kasvinosa ja muiden satokomponenttien
vaikutus.

Glukosinolaattien biosynteesi tapahtuu
solun mikrosomeissa tai muiden soluor-
ganellien kalvorakenteiden laheisyydessa.
Glukosinolaatit esiintyvit soluissa ilmeises-
ti varastoproteiineihin liittyneind tai nk.
myrosiinisoluissa, joissa glukosinolaattien
lisiksi esiintyy myos niitd hajottavia my-
rosinaasientsyymeja.

Rypsi ja rapsi ovat esimerkkejd siitd, mi-
ten klassisen jalostuksen avulla on voitu vi-
hentdd sekundidiriaineina esiintyvien glu-
kosinolaattien pitoisuuksia. Glukosinolaat-
tien biosynteesin ja myrosinaasien geneetti-
nen sddtely ei ole vield selvd, vaikka useita
sadtelyyn osallistuvia geenejd onkin voitu
tunnistaa. On kuitenkin todennikoistd,
ettd geeni- ja biotekniset menetelmat mah-
dollistavat jo ldhitulevaisuudessa hyodyllis-
ten glukosinolaattien modifioinnin.

Avainsanat: rvistikukkaiset kasvit, kasvinviljely, sekundddrinen aineenvaibdunta,
glukosinolaatit, muodostuminen, biosynteesi, myrosinaasit, hajoaminen, hydrolyysi,
biokemia, geneettinen sddtely, solu, abioottiset ja bioottiser kasvutekijit
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2.1 Glukosinolaattien merkitys

kasvin kasvussa

Kasvien sekundiiristen aineenvaihdunta-
tuotteiden, kuten glukosinolaattien oletet-
tiin aikaisemmin olevan pelkistdin ylijaa-
mictuotteita, joilla ei olisi merkitystd kasvin
kehityksessd. Vieldkddn glukosinolaattien
merkitystd ei tdysin tunneta, vaikka niiden
on havaittu osallistuvan moniin kasville tdr-
keisiin tapahtumiin.

Erddt glukosinolaatit ja niiden johdan-
naiset, kuten IAA (indolyyli-3-etikkahap-
po), ovat kasvihormoneja, jotka edistdvit
auksiinien tapaan mm. Pituuskasvua. Glu-
kosinolaatit toimivat kasvissa ilmeisesti rik-
kitasapainon yllapitdjind tai varastoina. Ne
osallistuvat myo6s kasvin typpiaineenvaih-
duntaan, ja saattavat siten vaikuttaa kasvin
kykyyn selviytyd erilaisista stresseistd.
Rikinpuutteessa glukosinolaattien on ha-
vaittu hajoavan, jolloin vapautuva rikki
kiytetddn muiden aineenvaihduntatuottei-
den, kuten aminohappojen valmistukseen.

Glukosinolaattien sisdltimat molekyylit
saattavat olla erityisen tdrkeitd kasvin sel-
viytymisessid poikkeavissa limpétiloissa,
kuten talvehtimisen tai kuumuusstressin ai-
kana (Ludwig-Muller et al. 2000). Glu-
kosinolaattien, myrosinaasin ja niiden hyd-
rolyysiin vaikuttavan askorbiinihapolla on
ilmeisesti tiarked rooli siemenen itamisessa,
jolloin komponenttien pitoisuuksien on ha-
vaittu muuttuvan selvisti. Lukuisat glu-
kosinolaatit sekd niitd hajoittavien my-
rosinaasi-entsyymien eri muodot viittaavat
sithen, ettd glukosinolaatit tai niiden hajo-
amistuotteet ovat tdrkeitd tietyissd kasvin
kehitysvaiheissa (Kelly et al. 1998).

Glukosinolaateista, kuten muistakin se-
kundiairisistd aineenvaihduntatuotteista,
on ollut ihmiselle apua hinen jaotellessaan
kasveja taksonomisesti eri ryhmiin (Bennet
et al. 1997a).

Kasvin ja sitd ympdroivin ekosysteemin
vuorovaikutuksessa glukosinolaateilla seka
niiden hajoamistuotteilla tiedetddn olevan
tiarked rooli. Hajoamistuotteista erityisesti
isotiosyanaattien on todettu karkottavan
hyonteisid sekd ehkidisevin kasvitauteja.

1

Niiden avulla kasvi pystyy puolustautu-
maan vaaratekijoitd vastaan. Toisaalta iso-
tiosyanaatit voivat houkutella tai muutoin
muuttaa hyonteisten kdyttdytymistd kasvin
laheisyydessda. Glukosinolaattien kitkerd
maku karkottaa kasvissyojid, milld on saat-
tanut olla evoluutiossa merkittdvi rooli kas-
vin sdilymisen ja levidmisen kannalta.

2.2 Glukosinolaattien
muodostuminen

2.2.1 Biosynteesi

Glukosinolaatit ovat rikki- ja typpipitoisia
yhdisteitd, jotka koostuvat sokeriosasta
(glykonista) sekd sivuketjusta (aglykoni).
Sivuketjun muodostamat aminohapot ovat
pédasiassa samoja, joita kiytetddn valkuais-
aineiden synteesiin (0t-aminohapot), mutta
myos muita aminohappoja tavataan glu-
kosinolaattien sivuketjuissa. Aromaattisten
aminohappojen muodostumista ja siirty-
mistd glukosinolaattien sekd fenolisten yh-
disteiden synteesiin on havainnollistettu
kuvassa 2.

Glukosinolaatit jaetaan sivuketjussa
olevan aminohapon mukaan kolmeen ryh-
miidn: L-metioniinistd muodostuneet ali-
faattiset- eli alkenyyliglukosinolaatit, L-fe-
nylalaniinista, L-tyrosiinistd (ja mahdolli-
sesti L-fenyylietyylistd) muodostuneet aro-
maattiset glukosinolaatit, sekd L-trypto-
faanista muodostuneet indolyyliglukosi-
nolaatit (Sgrensen 1990). Alifaattiset glu-
kosinolaatit voidaan edelleen jakaa propyy-
li-, butyyli- ja pentyyliglukosinolaateiksi
(Magrath et al. 1993). L-metioniinistd joh-
detut alifaattiset glukosinolaatit ovat ylei-
simpid juuri ristikukkaisissa (Giamoustaris
& Mithen 1996).

Glukosinolaattien biosynteesin tar-
keimmat vaiheet ovat sivuketjun hiilirun-
gon pidentyminen, N-hydroksiaminohap-
pojen muodostuminen, aldoksiimien muo-
dostuminen vastaavista aminohaposta, glu-
koosin ja rikin liittyminen sekd sivuketjun
muotoutuminen (Bennett et al. 1995, Ben-
nett et al. 1996, Halkier & Du 1997). Nii-



GLUKOOSI
Glykolyysi / \Pentoosifosfaattireitti
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Kuva 2. Yksinkertaistettu kaavio aromaattisten aminohappojen siirtymisesta glukosinolaattien ja
fenolisten yhdisteiden biosynteesiin.

den pditapahtumien aikana glukosinolaat- madiseen vaiheeseen, aldoksiimien muodos-
tiin pddttyvd aminohappo kiy ldpi eri vai- tumiseen aminohapoista, osallistuu kol-
heita, joista tunnetaan ainakin seuraavat vi- menlaisia entsyymejd. Happea vaativista
lituotteet: N-hydroksiaminohapot, aldok- mono-oksygenaasityyppisistd entsyymeistd
siimit, tiohydroksimaatit sekd desulfoglu- toinen, sytokromi P450, toimii tyrosiini- ja
kosinolaatit (Kuva 3) (Haughn et al. 1991, fenyylialaniinildhtoisten aromaattisten glu-
Magrath et al. 1993). Vield biosynteesin lo- kosinolaattien tuotannossa. Toinen entsyy-
pussa muotoutuvat ainakin osa metioniini-, mi, flaviiniin sitoutunut mono- oksygenaasi
tryptofaani- ja tyrosiinilahtoisten glu- (FMO), sitoo fenyylialaniinista ja me-
kosinolaattien sivuketjuista (Halkier & Du tioniinista muodostuneita aminohappoja
1997). aromaattisiksi ja alifaattisiksi glukosinolaa-

Glukosinolaattien biosynteesin ensim- teiksi (Halkier & Du 1997). Kolmas entsyy-
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| L-fenyylialaniini | | L-metioniini | | L-tryptofaani

Sivuketjun piteneminen
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v vovov

| Vastaavista aminohapoista muodostuneet hydroksiaminohapot |

NADPH+ O, v v v vV oy v
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. A {

| Vastaavista aminohapoista muodostuneet aldoksiimit |

/ / rikin liittdminen L-kysteiinista
IAA-kasvihormoni ﬂ @

Syanogeeniset glykosidit Rikkid sisdltiava vilituote

——> Pyruvaatti + NH;

Tiohydroksimaatti

UDP-glukoosi ?ﬁ
UDP

Desulfoglukosinolaatti

PAPS
1€ v

Primiaériset glukosinolaatit

Sivuketjun muokkaus

{

Aromaattiset, alkenyyli- ja
indolyyli glukosinolaatit

Kuva 3. Yksinkertaistettu malli aromaattisten, alifaattisten/alkenyyli- ja indolyyliglukosinolaattien
biosynteeseistd. Osa léhtdaineina toimivien aminohappojen sivuketjuista pitenee ennen varsi-
naisen glukosinolaatti-synteesin alkamista, jonka seurauksena muodostuvat homologiset
aminohapot (Hfen = homofenyylialaniini, Hmet = homometioniini, Dhmet = dihomometioniini,
Thmet = trihomometioniini). Aldoksiimeja tuottavat lahtdainespesifiset entsyymit: Syt P450 = sy-
tokromi-P450-mono-oksygenaasi, FMO = flaviiniin liittynyt mono-oksygenaasi seka peroksidaa-
sit Hydroksiaminohapot, aldoksiimit, tiohydroksimaatit ja desulfoglukosinolaatit ovat glu-
kosinolaatti-synteesin vélituotteita. Glukoosin liittiminen desulfoglukosinolaattiin tapahtuu
UDPG-tiohydroksimaatti-glukosyylitransferaasin avulla. Sen jalkeen tapahtuu sulfaatin liittami-
nen PAPS:desulfoglukosinolaatti-sulfotransferaasin avulla. Osa priméaristen glukosinolaattien
sivuketjuista muokataan ennen lopullisten glukosinolaattien muodostumista. IAA = indolyy-
li-3-etikkahappo, UDPG = uridiinidifosfaatti-glukoosi, PAPS = 3’-fosfoadenosiini-5’-fosfosulfaatti.
(Du et al. 1995, Halkier & Du 1996, Bennet et al. 1997a, Bennet et al. 1997b).
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mityyppi on peroksidaasi, jolla tuotetaan
tryptofaanista indolyyliglukosino- laatteja
(Wallsgrove et al. 1995, Bennett et al.
1997a, Halkier & Du 1997). FMO:n on to-
dettu toimivan kaaleissa, isovesikrassissa ja
retiisissd. Sytokromi P450-tyyppinen
mono-oksygenaasi-entsyymi on yleinen
keltasinapissa ja koynnoskrassissa (Du et al.
1995, Bennett et al. 1996, Du & Halkier
1996), eiki entsyymid ole tavattu muissa
kasveissa (Bennet et al. 1997b). Keltasina-
pissa toimii P450:n lisiksi myos FMO ja pe-
roksidaasi (Bennett et al. 1997b).

Biosynteesid sdddellddn ilmeisesti alku-
vaiheessa, ja sddtelystd vastaavien entsyy-
mien aktivoitumisen onkin havaittu vaikut-
tavan lopputuotteiden muodostumiseen
(Halkier & Du 1997). Synteesin alkuvai-
heessa toimivat sytokromi P450, FMO ja
peroksidaasit ovat erittdin ldhtoainespesifi-
sia (Bennett et al. 1995, Bennett et al.
1996, Bennet et al. 1997b). Sen sijaan syn-
teesin loppuvaiheen entsyymeilld on havait-
tu olevan vain vihin ldhtoainespesifisyytta
(Halkier & Du 1997). Glukosinolaattien
muodostuminen riippuu lihtoaineesta,
pH:sta, rauta-ioneista, epitiospesifisen pro-
teiinin mukanaolosta sekd muista vield huo-
nosti tunnetuista tekijoistd (Taipalesuu et
al. 1997).

Aminohappojen dekarboksylaasi-aktii-
visuutta on havaittu tietyissd soluorganis-
meissa, kuten mikrosomeissa, joiden arvel-
laan olevan glukosinolaatti-synteesin vili-
tuotteita (aldoksiimeja) muodostavien
FMO-entsyymien sijaintipaikkoja (Bennett
et al. 1996). Peroksidaasien on sen sijaan to-
dettu toimivan solukalvoihin sitoutuneena
ja riippuvan kasvin kehitysasteesta (Ben-
nett et al. 1997a).

Glukosinolaattien lisdksi saman biosyn-
teesin tiedetddn tuottavan mm syanogeeni-
sid glykosidejd sekd kasvihormoneja. Aro-
maattisten glukosinolaattien (tyrosiini- ja
fenyylialaniinildhtdiset) ja syanogeenisten
glukosidien biosynteesit erkanevat juuri al-
doksiimien muodostumisen jilkeen, minka
takia aldoksiimit ovat térkeitd vilituotteita
myds syanogeenisten glukosinolaattien
synteesissd (Du et al. 1995). Glukosinolaat-
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tien synteesistd poiketen syanogeeniset glu-
kosinolaatit ovat ilmeisesti riippuvaisia pel-
kdstddn sytokromi P450:n toiminnasta
(Bennett et al. 1996). Tryptofaani toimii
puolestaan indolyyliglukosinolaattien li-
siksi tunnetun kasvihormonin, indolyy-
lietikkahapon (IAA), ldhtdaineena (Halkier
& Du 1997).

2.2.2 Sijainti kasvissa

Glukosinolaattien ja myrosinaasien sijainti
kasvisolukossa seki solun sisilld ei ole selvi.
Glukosinolaatit sijaitsevat erdiden tutki-
musten mukaan samassa solussa niitd hyd-
rolysoivien myrosinaasi-entsyymien kanssa
(Bones & Rossiter 1996). Tilldin tarkoite-
taan  myrosinaasi-glukosinolaatti-systee-
mid, josta kerrotaan glukosinolaattien hyd-
rolyysin yhteydessd luvussa 2.3.

Erdiden tutkimusten mukaan itdvissi
sareptansinapin siemenessi glukosinolaatit
(sinigriini) ja myrosinaasit sjjaitsevat pido-
sin téysin eri soluissa. Glukosinolaatit esiin-
tyvat mahdollisesti solujen vakuoleissa (so-
lunesterakkuloissa) tai proteiineihin (protein
body) liittyneind tai niiden yhteydessa.
Nimi proteiinia sisdltdvit solut muistutta-
vat heindkasvien varastoproteiinia sisdltavid
aleuronisoluja, joissa ei kuitenkaan esiinny
glukosinolaatteja. Myrosinaasit sijaitsevat
nk. myrosiinisolujen myrosiinijyviasissd, nii-
den ulkokalvoilla tai muiden soluorganelli-
en ulkokalvoihin kiinnittyneind (Kuva 4).
On mahdollista, ettd glukosinolaattien si-
jainti ja pitoisuus muuttuu selvisti itimisen
alkuvaiheessa, silla noin neljin vuorokau-
den vanhassa taimessa proteiinivarasto oli
hajonnut ja sinigriinid oli vakuolissa jdljelld
endd vihdn (Kelly et al. 1998). Glu-
kosinolaatin lisiksi vakuolit ilmeisesti sisal-
tavit melko suuria pitoisuuksia askor-
biinihappoa (Bones & Rossiter 1996).

Glukosinolaattien on havaittu kerddn-
tyvédn erityisesti juuriin ja lehtiin. Erdilld
kasveilla, kuten papaijalla, mono-oksy-
genaasi-entsyymiaktiivisuus rajoittuu vain
lehtiin (Bennett et al. 1997a). Niiden lisik-
si glukosinolaatteja esiintyy runsaasti risti-



kukkaisten siemenissd ja kehittyvissd alki-
oissa, vaikka ne eivit tutkimuksen mukaan
pysty syntetisoimaan nditd yhdisteitd, vaan
ainoastaan muodostamaan rikkipitoisia
aminohappoja (Toroser et al. 1995).

Glukosinolaattien kulkeutumisesta tuo-
tantokohdasta muualle solukkoon ei ole
tarkkaa tietoa. Glukosinolaattien fysioke-
miallisten ominaisuuksien todettiin kuiten-
kin olevan sellaisia, ettd niiden kuljetus kas-
vin varren johtosolukon nilaosassa on mah-
dollista (Brudenell et al. 1999). Glu-
kosinolaattien todettiin kulkeutuvan kehit-
tyvien rapsinsiementen alkioista kasva-
tusalustaan, mikd osoitti jonkinlaisen kulje-
tusmekanismin toimivuutta (Gijzen et al.
1989).

Kun siemenissd esiintyville glukosino-

laateille etsittiin mahdollista synteesipaik-
kaa, havaittiin ettd litujen glukosinolaatti-
pitoisuus vihenee samanaikaisesti, kun sie-
menten glukosinolaattipitoisuus kasvaa.
On ilmeistd, ettd litu toimii varsinaisena
synteesisolukkona siemeniin kuljetettaville
glukosinolaateille (Bilsborrow et al. 1993a,
Toroser et al. 1995).

2.2.3 Biosynteesin geneettinen saately

Glukosinolaattien biosynteesin sddtelyd on
ymmirrettdvd, kun tavoitteena on niiden
hallittu ja optimoitu tuotanto sekd mahdol-
lisesti aineenvaihduntatuotteiden muok-
kaus. Usein tutkimuksissa hyodynnetdin
mutantteja kasveja, joilta tutkittava aineen-

Endoplasmakalvosto

\

Tarkkelyksen
tayttama Vakuolia ympardivé
amyloplasti Vakuoli tonoplasti

\

Tuma

Soluseind

Solukelmu eli //

plasmalemma

Glukosinolatteja
ja askorbiinihappoa

Myrosinaaseja

Mitokondrio

Varastoproteiini-verkostoa,

johon myrosinaasit ovat
liittyneet muodostaen
myrosiinijyvisen

Kuva 4. Myrosinaasi-entsyymin ja glukosinolaattien oletettu sijainti soluissa. Myrosinaasi-entsyy-
mit sijaitsevat myrosiinijyvasissa, niiden ulkokalvoilla tai muiden soluorganellien ulkokalvoilla.
Glukosinolaatit esiintyvat mahdollisesti vakuoleissa tai Kkiinnittyneind varastoproteiineihin.
Myrosinaasien sijaintisolua kutsutaan myrosiinisoluksi (Bones & Rossiter 1996, Kelly et al. 1998).
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vaihduntatuote puuttuu tai sen muodostu-
minen on vahdistd. Ndin aineenvaihdunnan
merkitystd kasvin kehityksessd voidaan tut-
kia. Alifaattisten glukosinolaattien vihyys
tai puuttuminen mutantista lituruohosta ei
muuttanut kasvin rakennetta tai kasvua,
vaikka usein aineenvaihduntatuotteiden ta-
sapainon muuttuminen on kasvin kehityk-
sen kannalta tuhoisaa. Glukosinolaattien
vahyys johtui mutantista geenistd (gsml).
Tilloin yhdisteen oleelliset ldhtoaineet
puuttuivat, eikd metioniinia muodostunut
alifaattisia glukosinolaatteja varten
(Haughn et al. 1991).

Erityisesti on tutkittu niiden geenien
toimintaa, jotka vaikuttavat metioniinildh-
toisten glukosinolaattien sivuketjun muo-
dostumiseen. Vihintiain kahteen, mutta
mahdollisesti useampaankin eri lokukseen
(geeni) (Gsl-alk, Gsl-elong, Gsl-obp, Gsl-
oxid), kuuluvien muotojen (alleeli) arvellaan
sadtelevin alifaattisten eli metioniinildh-
toisten glukosinolaattien muodostumista
(Magrath et al. 1994, Giamoustaris & Mit-
hen 1996, Halkier & Du 1997). Ristikuk-
kaisilla Gsl-elong madrdi sen, muodostuuko
vain propyylijohdannaisia vai niiden lisdksi
my6s butyylijohdannaisia (Magrath et al.
1994, Mithen & Campos 1996). Gsl-elong
midrdd mahdollisesti myos alifaattisten
glukosinolaattien kokonaispitoisuuden
(Halkier & Du 1997). Gsl-elongin lisiksi
Gsl-pron on havaittu sditelevin propyyli-
glukosinolaattien muodostumista (Mag-
rath et al. 1994).

Lituruoholla Gsl-alk sidtelee butyyli- ja
pentyyliglukosinolaateiksi pddtyvid sivu-
ketjuja. Gsl-ohp ja Gsl-ob siitelevit hydrok-
siryhmien liittymistd mm. metyylisulfinyy-
libutyylija butyyliglukosinolaatteihin (Mit-
hen & Campos 1996).

Maantieteellisesti tarkasteltuna linsieu-
rooppalaiset lituruohot sisélsivit Gs/-ohp-
alleeleja ja tuottivat propyyli- ja butyyli-
glukosinolaatteja. Keski- ja itdeurooppalai-
set kasvit puolestaan sisdlsivit Gsl-elong-
alleeleja ja tuottivat pelkistddn propyyli-
glukosinolaatteja (Mithen & Campos
1996). On ilmeisti, etti eri kasveilla esiin-
tyy erilaisia Gisl-elong -lokuksen (geeni)
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muotoja (alleeleja), mikd aiheuttaa vaihte-
lua glukosinolaattien sivuketjun pituuteen
sekd sithen liittyvien toiminnallisten ryhmi-
en kiinnittymiseen (Magrath et al. 1994,
Mithen & Campos 1996).

2.3 Glukosinolaattien hajoaminen

2.3.1 Hydrolyysi

Myrosinaasi-entsyymit  hajottavat  glu-
kosinolaatteja D-glukoosiksi ja thiohydrok-
simaatti-O-sulfonaatiksi (aglukoni). Pysy-
mitén aglukoni hajoaa muun muassa sul-
faatiksi, isotiosyanaatiksi, tiosyanaatiksi,
epitionitriiliksi ja nitriiliksi, joista osa on
myrkyllisid. Myrosinaaseja on tavattu Bras-
sicaceae-heimoon kuuluvien kasvien lisdksi
ainakin 14 muusta heimosta (Rodman
1991). Myrosinaasi-aktiivisuutta on ldydet-
ty myo0s sienistd, bakteereista, kirvoista ja
nisikkiiden soluista (Bones & Rossiter
1996).

Glukosinolaattien hajoamisnopeus ja
hajoamistuotteen luonne riippuu glu-
kosinolaatin sivuketjun sisdltimistd ryh-
mistd, pH:sta sekd myrosinaasiin liittyneis-
td proteiineista (Bones & Rossiter 1996,
Sharma & Garg 1996, Taipalensuu et al.
1996, Halkier & Du 1997, Eriksson 2000).
Suurin myrosinaasi-aktiivisuus havaittiin
pH 7:ssd (+37 °C limpotilassa) (Sharma &
Garg 1996), ja poikkeama tdstéd arvosta las-
ki aktiivisuutta. Neutraaleissa (pH 5) olois-
sa hajoamistuotteina olivat isotiosyanaatit
ja happamissa (pH 2) nitriilit, joiden muo-
dostumiseen vaikuttavat rautaionit ja muut
kationit (Bones & Rossiter 1996).

Hydrolyysin sijaintipaikkaa tutkittaessa
on ensin selvitettivd glukosinolaatteja sekd
niitd hydrolysoivien myrosinaasi-entsyymi-
en keskindinen sijainti kasvisolukossa. Asiaa
vaikeuttaa se, ettd hydrolyysi kdynnistyy
vasta solukon vioittuessa, minki takia kom-
ponenttien keskindinen sijainti on edelleen
episelvi (Bones & Rossiter 1996). Eriis ole-
tus on, ettd hajottajaentsyymit ja glu-
kosinolaatit sijaitsevat eri soluissa, josta ker-
rottiin kappaleessa 2.2. Toinen oletus on,



ettd hajottavat entsyymit sijaitsevat glu-
kosinolaattien kanssa samassa solussa. Niiti
kutsutaan myrosinaasi-glukosinolaatti-so-
luiksi tai myrosiinisoluiksi, joiden hajottua
glukosinolaattien hydrolyysi alkaa. Solussa
glukosinolaatit ja myrosinaasi-entsyymit
voivat sijaita joko eri tai samassa osassa, jol-
loin ne ovat inaktiivisia. Myrosinaasin ja
glukosinolaattien lisiksi samassa solussa
esiintyy askorbiinihappoa, jonka on havait-
tu lisddvdn myrosinaasiaktiivisuutta ja siten
nopeuttavan glukosinolaattien hajoamista
(Bones & Rossiter 1996).

Myrosiinisolut ovat kasvien eritesoluja.
Niiden koko ja rakenne muuttuvat kas-
visolukon erilaistuessa. Erityisesti laaja eri-
tekanavaverkosto sekd runsas myrosiinijy-
vdsten midrd erottavat myrosiinisolut ym-
paroivistd soluista. Myrosiinijyvaset sisaltd-
vit homogeenista varastoproteiinia (Bones
& Iversen 1985) (Kuva 4). Solun vanhetessa
myrosiinijyvasten ympirille kehittyy va-
kuoleja, jotka voivat my6hemmin yhdistya.
Myrosiinisolujen madrin on havaittu pie-
nenevin kasvisolukon kehittyessd. Tama
johtuu ilmeisesti siitd, ettei uusia soluja
muodostu, eivitkd ne jakaudu kasvun aika-
na. Sinapilla havaittiin olevan enemmin
myrosiinisoluja kuin samassa kehitysvai-
heessa olevalla retiisilli. My6s valossa kas-
vaneissa kasveissa niitd oli enemmain kuin
pimeidssd kasvaneissa (Bones & Iversen

1985).

2.3.2 Hajottajaentsyymit

Myrosinaasi-entsyymi on glykoproteiini,
jonka hiilihydraattipitoisuus on 9-23 %
molekyylin kokonaispainosta (Bones &
Rossiter 1996) ja molekyylimassa 61-70
kDa (Falk et al. 1992). Rypsin myrosinaa-
sista on tunnistettu kolme isoentsyymistd
muotoa, MA, MB ja MC, joista MA esiintyy
pddasiassa siemenissd ja MB siemenissi,
sirkkavarressa ja lehdissa (Eriksson 2000).
Myrosinaasia on paikallistettu my-
rosiinisolujen myrosiinijyvisistd, joissa on
my0s proteiinia. Myrosinaasi-aktiivisuuden
ei kuitenkaan ole havaittu edellyttdvin jy-
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visen olemassaoloa (Bones & Iversen 1985).
Myrosinaasia on loydetty myds esimerkiksi
rapsin kehittyvissd siemenessd myrosiinijy-
visten ulkopuolelta (Hoglund et al. 1991).
Vakuolin ulkopuolella sitd on erityisesti so-
lukalvoissa, kuten endoplasmakalvostossa
(ER), solukelmussa seki mitokondrion kal-
vorakenteissa (Bones & Iversen 1985).
Myrosinaasin sijainti solussa ja sen pitoisuus
muuttuvat ilmeisesti hyvin paljon siemenen
kehittyessi seké taimen alkukehityksen ai-
kana. On mahdollista, ettd entsyymi kulje-
tetaan synteesipaikaltaan (ribosomeihin
liittyneestd ER:std) muualle soluun (Len-
man et al. 1993).

Myrosinaasi-entsyymin aktiivisuutta on
l6ydetty kaikista kasvinosista (Bones & Ros-
siter 1996), mutta aktiivisuuksissa on ha-
vaittu selvid eroja kasvinosien vililld (Hog-
lund et al. 1991). Myrosinaasi-aktiivisuutta
on erityisesti vioittuneissa tai kuolleissa kas-
visolukoissa (Schnug 1989), mutta my0s
elivien lehtien vihredssid perussolukossa,
juuren karkisolukossa sekd siemenissd (Iver-
sen 1970, Bones & Iversen 1985). Rapsin
sirkkavarren myrosinaasi-aktiivisuus oli sel-
visti suurempi kuin sirkkalehtien (Bones
1990, Falk et al. 1992), joka puolestaan oli
moninkertainen juureen verrattuna (Bones
1990). Myrosinaasi-aktiivisuus oli ruusu-
kaalin ulkolehdessd neljdsti viiteen kertaa
suurempi kuin muissa osissa (varsi, sisileh-
det, keskusta) (Springett & Adams 1989,
Bones & Rossiter 1996). Myrosinaasiin liit-
tyneen proteiinin aktiivisuutta todettiin
pelkdstddn siemenissd (Taipalensuu et al.
1996).

Myrosinaasi-aktiivisuus riippuu kas-
vinosan lisiksi kasvin kehitysvaiheesta
(Hoglund et al. 1991, Falk et al. 1992,
Bones & Rossiter 1996). Jopa erilaistumat-
tomassa solukossa eli kalluksessa esiintyi
selvdd myrosinaasi-aktiivisuutta, mikd py-
syi tasaisena jopa kahden vuoden ajan. Kal-
luksesta kasvaneiden versojen myrosinaa-
si-aktiivisuus oli sen sijaan erilaistumatonta
solukkoa korkeampi (Bones 1990). Eristet-
tyjen ja erilaistuneiden solujen myrosinaa-
si-aktiivisuuden on havaittu laskevan kehi-
tysvaiheen mukana (Bones & Rossiter



1996). Vanhoissa kasveissa myrosinaasi-ak-
tiivisuus on yleensd nuoria pienempi. Poik-
keuksena ovat kehittyvit siemenet, joissa
entsyymiaktiivisuus oli korkein noin kuu-
kauden kuluttua polytyksestd. Muissa kas-
vinosissa aktiivisuus oli pieni, eikd sitd ha-
vaittu lainkaan varsissa ja juurissa (Falk et
al. 1992).

Myrosinaasi-entsyymit voivat aktivoi-
tua sekd ulkoisten ettd sisdisten sddtelyteki-
joiden takia. Ulkoisia tekijoitd ovat mm.
kasvisolukon vahingoittuminen (Koritsas
et al. 1991). Sisdisid sadtelytekijoitd ovat
puolestaan tietyt kasvin viestijarjestelmadn
liittyvdt kemikaalit, jotka sddtelevit kasvi-
fysiologisia toimintoja. Viestikemikaaleja
vapautuu kasvin kérsiessd stressistd, jota
voivat aiheuttaa seki abioottiset ettd bioot-
tiset kasvutekijat. Eniten on tutkittu kas-
visolukon vioittumisen ja taudinaiheuttaji-
en vaikutusta kasvin sisdiseen viestintddn
(Doughty et al. 1996, Taipalensuu et al.
1997). Sisdistd sddtelyd saattaa tapahtua
my®s silloin, kun kasvi kirsii rikin puuttees-
ta ja glukosinolaatteja hajotetaan primaari-
metabolian tarpeita varten (Schnug 1989).
Rikin puutteesta johtuvassa stressitilassa
toimii askorbiinihappoa tuottava askor-
baatti/glutationi -sykli (Schung et al.
1995). Pienind pitoisuuksina askorbiini-
happo kiihdyttdd ja suurina pitoisuuksina
estdd myrosinaasia (Bones & Rossiter 1996).
Tamin mahdollistaa se, ettd myrosinaasista
esiintyy useita isoentsyymisia muotoja, jois-
ta ainakin yksi aktivoituu askorbiinihapon
vaikutuksesta (Springett & Adams 1989,
Xue et al. 1995, Bones & Rossiter 1996,
Taipalensuu et al. 1996). Askorbiinihap-
po-pitoisuuden lisdksi myrosinaasin aktiivi-
suuteen vaikuttavat limpatila (Springett &
Adams 1989, Sharma & Garg 1996) ja my-
rosinaasi- sekd lihtéainepitoisuus (Sharma
& Garg 1996).

Myrosinaasien toiminnan lisiksi glu-
kosinolaattien hajoamisprosessiin vaikutta-
vat nk. myrosinaaseihin liittyvit proteiinit
(MyAP, myrosinase associated proteins ja MBP,
myrosinase binding proteins), joiden toimintaa
on kisitelty laajasti viimeaikoina Andreas-
sonin (2000) ja Erikssonin (2000) teoksissa.
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Proteiinit vaikuttavat myrosinaasi-entsyy-
min toimintaan ja erddt jopa aktivoituvat
myrosinaasin tavoin eri drsykkeille (Falk et
al. 1992, Taipalensuu et al. 1996, Taipa-
lesuu et al. 1997, Andreasson 2000, Eriks-
son 2000). Proteiineilla ei vilttamattd ole
myrosinaasi-aktiivisuutta, mutta ne
edesauttavat myrosinaasi-entsyymin toi-
mintaa ja vaikuttavat hajoamistuotteiden
muodostumiseen tuottaen rautaionien
kanssa epitionitriileja (Bones & Rossiter
1996). Eriiden myrosiiniin liittyvien prote-
iinien on todettu aktivoituvan myrosiinien
tavoin solukon vioittuessa tai kemikaalika-
sittelyiden seurauksena (Taipalensuu et al.

1997).

2.3.3 Hajotuksen geneettinen saately

Myrosinaasi-entsyymin aktiivisuutta sdite-
lee geeniperhe, josta rapsilla on tunnistettu
ainakin MA-(=Myrl) ja MB-(=Myr2) gee-
nit (Xue et al. 1992, Thangstad et al. 1993,
Bones & Rossiter 1996). Lituruoholla esiin-
tyy kolme myrosinaasi-geenid, joista kah-
den(TGG1 ja TGG2) rakenne on selvitetty.
Niiden rakenne kuitenkin erosi rapsin my-
rosinaasi-geeneistd, mikd havainnollisti
rapsin ja lituruohon evoluutionaalista eroa
(Xue et al. 1995). Rapsin myrosinaasi-gee-
niperhe puolestaan sisdltdd neljastd lihes
kahteenkymmeneen jdsentd, silli MA-
tyyppisid geenejd todettiin vihintddn neljd
ja MB-tyyppisid yli kymmenen (Lenman et
al. 1993, Thangstad et al. 1993; Xue et al.
1995). Sinapista on tunnistettu MAI-
MBI-, MB2- ja MB3-geenit (Xue et al.
1992). Rapsissa myrosinaasi-geeniaktiivi-
suutta esiintyi erityisesti sirkkalehdissd, en-
simmiisissd kasvulehdissd sekd kehittyvissid
siemenissd, ja jonkin verran liduissa, terd-
lehdissa ja lehtiruodissa. Varressa, vanhois-
sa lehdissd ja juurissa aktiivisuutta ei havait-
tu tai se oli erittdin matala (Falk et al. 1992).

Molempien myrosinaasi-geenityyppien
(MA, MB ) havaittiin toimivan kehittyvissi
sinapin siemenen alkiossa, mutta vain MB
oli aktiivinen itdvdn taimen sirkkalehdissi
ja sirkkavarressa (Xue et al. 1993, Bones &



Rossiter 1996). On ilmeistd, etti my-
rosinaasi-geenit ilmenevit ajallisesti ja pai-
kallisesti eri tavalla: MA on aktiivisin sieme-
nen alkiossa ja MB puolestaan nopeasti ja-
kaantuvissa solukoissa, kuten sirkkataimen
maanpddllisissi osissa sekd mahdollisesti
siemenissa (Falk et al. 1992, Lenman et al.

1993, Xue et al. 1993).

2.4 Glukosinolaattien esiintymiseen
vaikuttavat tekijat

Glukosinolaattien kuten muidenkin sekun-
dddristen aineenvaihduntatuotteiden muo-
dostumiseen ja niiden vaihteluun vaikuttaa
niin perimé kuin ympiristotekijatkin. Nii-
den esiintyminen kasvissa tai solukossa riip-
puu yhteyttdmistuotteiden saatavuudesta
(ldhtoaineista), glukosinolaattien biosyn-
teesistd sekd niitd hajottavien entsyymien
aktiivisuudesta.

Glukosinolaattien tiedetddn muodostu-
van kahdella tavalla. Eriitd glukosinolaat-
teja kasvi tuottaa jatkuvasti (riippuen kehi-
tysvaiheesta ja kasvinosasta), mutta tietyt
glukosinolaatit muodostuvat vasta kasvin
reagoidessa drsykkeisiin. Arsykkeet voivat
myos kithdyttdad biosynteesid. Siemens ja
Mitchell-Olds (1998) testasivat kahta ylei-
sesti esiintyvad vdittdmad glukosinolaattien
esiintymisestd. Ensimmadisen hypoteesin
mukaan drsykkeeseen reagoivan kasvin ai-
neenvaihdunnan ja perustasoisen metaboli-
an vililli on negatiivinen korrelaatio eli
mitd enemmin glukosinolaatteja muodos-
tuu aineenvaihdunnan perustasolla, sitd vi-
hemmin glukosinolaattien muodostumi-
nen lisddntyy drsykkeen jilkeen. Toisen hy-
poteesin mukaan korkea perusmetabolia
vaatia kasvilta runsaasti energiaa, mik ai-
heuttaa siemensadon alenemista. Tutki-
mukseen kiytettiin rypsid, jonka tiedettiin
tuottavan glukosinolaatteja vaihtelevia
mdirid riippuen kasvuoloista. Tulokset ei-
vit tukeneet ensimmiistd hypoteesia, silld
aineenvaihduntatuotteiden muodostumi-
nen drsytyksen (patogeenit ja hyonteiset)
seurauksena oli joko riippumaton perus-
tasoisesta glukosinolaatti- ja myrosinaa-
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si-pitoisuudesta tai aineenvaihduntatuot-
teita syntyi enemmin, kun perustasoinen
tuotto oli korkeampi. Sen sijaan tulokset
vahvistivat toista vdittdmaa, silld runsaasti
myrosinaasia tuottavilla kasveilla oli noin
16 % pienempi siemensato kuin vihin tuo-
tavilla kasveilla (Siemens & Mitchell-Olds
1998).

Glukosinolaattien synteesiin ja my-
rosinaasin aktiivisuuteen vaikuttavat useat
eri tekijat. Abioottisia eli elinympiristdssid
olevia elottomia tekijoitd ovat limpdotila,
valo, ilman hiilidioksidipitoisuus, ravinneti-
la ja kuivuus. Bioottisia eli elollisia tekijoitd
ovat kasvilaji, kasvilajike, kehitysvaihe, kas-
vinosa ja yhteyttimistuotteiden kulkeutu-
minen muihin satokomponentteihin. Glu-
kosinolaatti-synteesin lisdksi lopulliseen glu-
kosinolaatti-pitoisuuteen vaikuttaa my6s my-
rosinaasin toiminta.

2.4.1 Abioottiset tekijat
2.4.1.1 Valo

Valo on kasvien yhteyttimisen sekd sen kas-
vuun ja kehitykseen tarvittavien primaéris-
ten aineenvaihduntatuotteiden synteesien
peruselementti. Valon merkitys sekunddi-
risten aineenvaihduntatuotteiden muodos-
tumisessa ei ole kuitenkaan selvd. Valon
vaikutus kasvien kehitykseen riippuu yh-
teyttamiskelpoisen siteilyn mddristd (pho-
tosynthetic active radiation, PAR, muusta
siteilystd (nm. UVA ja UVB), siteilyn voi-
makkuudesta sekd piivinpituudesta.
Valon vaikutus kahdeksan vuorokautta
vanhojen retiisintaimien glukosinolaattien
muodostukseen riippui kasvinosasta sekd
siita, montako vuorokautta taimia oli kas-
vatettu yhtdjaksoisesti joko valossa tai pi-
meissd. Valovuorokausien médrin lisddnty-
minen lisdsi yleensd myos glukosinolaattien
muodostumista sirkkavarressa ja vihensi
niiden muodostumista sirkkalehdissid. Kun
taimia oli kasvatettu jatkuvassa valossa, oli
sirkkavarressa hyvin paljon glukosinolaat-
tia ja sirkkalehdissd puolestaan hyvin vi-
hdn. Jatkuvassa pimeidssd kasvatettujen



kasvien sirkkavarsissa glukosinolaattia oli
sen sijaan hyvin vihin ja sirkkalehdissd hy-
vin paljon verrattuna muissa olosuhteissa
kasvatettuihin kasveihin (Kimura et al.
1995).

Kerikaalintaimia kasvatettiin kasvatus-
kaapeissa, joiden yo- ja pdivdalampotila oli
sama. Glukosinolaatti-pitoisuudet vaihteli-
vat valo- ja pimedjaksoista riippumatto-
masti (ultraradiaanisesti), silldi molempien
jaksojen aikana havaittiin sekd juurissa ettd
lehdissd korkeita glukosinolaatti-pitoi-
suuksia (Rosa & Rodrigues 1998). Aikai-
semmassa kokeessa samat tutkijat havaitsi-
vat, ettd valojakson aikana juurten koko-
naisglukosinolaatti-pitoisuudet laskivat pi-
medjaksoon verrattuna (Rosa 1997). Valo-
jaksoisuudesta aiheutuva rytmitys peittyi
sen sijaan korkean kasvatuslimpétilan aihe-
uttamien stressioireiden alle (Rosa & Rodri-
gues 1998).

Valo vaikuttaa ilmeisesti myrosinaasin
toimintaan, silld valossa kasvatetun keltasi-
napin sirkkalehdet sisilsivit vihemmin si-
nalbiinid kuin pimeidssd kasvatetun. Ilmion
oletettiin johtuvan siitd, ettd myrosinaa-
si-aktiivisuus ja siten glukosinolaattien ha-
jotus on runsaampaa valossa kasvatetuissa

lehdissa (Bennett et al. 1997b).

2.4.1.2 Lampdtila

Limpotila vaikuttaa yhteyttamistehokkuu-
teen sekd glukoosin muodostumiseen. Pri-
madrisen aineenvaihdunnan tarpeesta riip-
puen ylijadvistd glukoosista syntetisoidaan
sekunddirisia  aineenvaihduntatuotteita.
Kerikaalin maanpdillisten osien seké juur-
ten glukosinolaatti-pitoisuudet kohosivat
limpimissd oloissa (Rosa & Rodrigues
1998). Vaihtelut kokonaisglukosinolaat-
ti-pitoisuudessa ja yksittdisten gluko-
sinolaattien pitoisuuksissa olivat selvisti
suurempia lampimidssid kasvatetuissa tai-
missa.

Tutkimukset osoittavat, ettd korkeassa
limpotilassa glukosinolaatti-pitoisuudet
saattavat olla suurempia, mutta glu-
kosinolaattien vaihtelut vuorokauden aika-
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na ovat my0s normaalia suuremmat (Rosa &
Rodrigues 1998). Portugalilaisessa tutki-
muksessa verrattiin kesilld ja talvella kasva-
tettujen kaalien glukosinolaatti-pitoisuuk-
sia. Kesdkautena kasvatettujen kaalien ko-
konaisglukosinolaatti- sekd glukoiberiini-
pitoisuudet olivat korkeimmat (Rosa &
Heaney 1996, Rosa et al. 1996). Viileissd
talvioloissa kasvatetut kaalit sisélsivit sitd
vastoin runsaasti typped (Rosa & Heaney

1996).

2.4.1.3 llman dioksidit

Hiilen ja typen tasapainoteorian mukaan
kasvi suuntaa yhteyttimistuotteitaan ensi-
sijassa kasvuun. Energian siirtyminen se-
kunddédrimetaboliitteihin ja kasvin puolus-
tukseen riippuu kokonaisenergiatilanteesta
sekd hiilen ja typen tasapainosta kasvissa.
Mikaili energiaa on ylimédrin tai ravinteiden
saatavuus ei ole tasapainossa, saattaa kasvi
lisatd sekunddiristen aineenvaihduntatuot-
teiden biosynteesid (Gleadow et al. 1998).
Ilmakehin hiilidioksidi-pitoisuuden kasva-
essa hiilen ja typen tasapaino kasvissa muut-
tuu ja typpi tulee olemaan kasvien kasvua
rajoittava tekijd. Tdmi rajoittaa typpi-pi-
toisten primédriyhdisteiden muodostumis-
ta, mistd seurannee typped sisiltdvien se-
kunddidristen  aineenvaihduntatuotteiden
viheneminen (Karowe et al. 1997).

Viittdmin testaamiseksi tutkijat kasva-
tettivat sinappia, retiisid ja naurista kasva-
tuskaapeissa, joiden hiilidioksidi-pitoisuus
oli normaali (360 ppm) tai nostettu (725
ppm). Ainoastaan sinapin nuorien ja vanho-
jen lehtien glukoosinolaatti-pitoisuus aleni
merkitsevisti korkean hiilidioksidi-pitoi-
suuden takia, niin ettd toiseksi nuorimmas-
sa lehdessd oli 45 % ja neljanneksi nuorim-
massa lehdessi 30 % vihemmin glu-
kosinolaatteja kuin verrannekasvin lehdis-
sd. Kisittely ei sen sijaan vaikuttanut retii-
sin ja nauriin glukosinolaatti-pitoisuuksiin
(Karowe et al. 1997).

Lituruohoja kasvatettiin oloissa, joissa
ilman rikkidioksidin pitoisuutta oli nostet-
tu. Suurin rikkidioksidin altistus (706 * 28



nl SO, I lisisi versojen glukosinolaatti-pi-
toisuutta 2,5-kertaiseksi, kun mittaus teh-
tiin kymmenen vuorokautta kisittelyn jdl-
keen (van der Kooij et al. 1997).

2.4.1.4 Maalaji

Glukosinolaatti-pitoisuuden havaittiin ole-
van korkeampi savimaalla kasvatetuissa
kasveissa verrattuna hiekkamaan kasveihin
(Heaney & Fenwick 1980). Kun glu-
kosinolaatteja sisiltdvien kasvijitteiden ha-
joamista tutkittiin savi- ja hiekkamailla, ha-
vaittiin, ettd mikrobihengitys oli runsaam-
paa savimaalla. Ilmeisesti timin takia glu-
kosinolaattien hajoamistuotteita esiintyi
vihemmdn juuri savimaalla. Hajoamistuot-
teita l6ydettiin savimaasta my6s lyhemmin
aikaa kuin hiekkamaasta (Bending & Lin-
coln 1999).

2.4.1.5 Kuivuus

Kuivuus lisad glukosinolaatti-pitoisuuksia
(Bouchereau et al. 1996, Ciska et al. 2000).
Rypsin siemenissd niitd on ollut jopa
120-200 % enemmin kuivuudesta kirsi-
vissd kuin sadetetuissa kasveissa (Milford &
Evans 1991). Glukosinolaatti-pitoisuus li-
sddntyy sitd enemmin, mitd myohiisem-
missd kehitysvaiheessa kasvi kirsii kuivau-
desta. Rypsin siemenissd glukosinolaatteja
oli eniten, kun kasvi kirsi kuivuudesta ve-
getatiivisen kasvun tai kukinnan alkuvai-
heessa (Bouchereau et al. 1996, Jensen et al.
1996). Kuivuus kukintavaiheessa nosti sie-
menten glukosinolaatti-pitoisuutta jopa
40—65 %, jolloin erityisesti alkenyyliglu-
kosinolaattien pitoisuus lisddntyi (Champo-
livier & Merrien 1996). Litujen tiyttovai-
heessa kuivuus ei enidd vaikuttanut tai vai-
kutus siemenen laatuun oli vain vdhdinen
(Bouchereau et al. 1996, Champolivier &
Merrien 1996, Jensen et al. 1996). Rypsin
glukosinolaatti-pitoisuus alkoi lisddntya,
kun kuivuusstressid oli kestdnyt yli kuusi
vuorokautta ja lehden vesipotentiaali oli alle
-1,4 Mpa. Timin jilkeen glukosinolaat-
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ti-pitoisuus lisddntyi lineaarisesti 1,5 tmol
g" kunakin stressipiivinid (Jensen et al.
1996).

Veden puute voi aiheuttaa kasveissa sel-
laisia metabolisia muutoksia, jotka estdvit
hyonteisten pesiytymisen sekd muuttavat
niiden maittavuutta kasvinsydjille. Kaaleja
kasteltiin niukasti siten, ettd kasvit kirsivit
vedenpuutteesta. Oletuksesta poiketen
kaali- ja persikkakirvan menestyminen ei
riippunut kasvin vesipotentiaalista (Cole
1997). Tuloksen perusteella voidaan olet-
taa, ettei kasvi tuottanut kirvoja haittaavia
yhdisteitd tai ne eivit vaikuttaneet tutkit-
tujen kirvojen kiyttdytymiseen.

2.4.1.6 Ravinteet
Rikki

Rikki on tirked ravinne erityisesti glu-
kosinolaatteja  syntetisoiville  kasveille.
Oljykasvit tarvitsevat rikkid noin kaksi ker-
taa enemmin kuin viljakasvit eli 20-30 kg
ha™ (Booth et al. 1991). Rikki-pitoisten lan-
notteiden lisédminen on nostanut yleensd
kasvien glukosinolaatti-pitoisuutta. Kali-
umsulfaattina annettu rikki (50 kg ha™) li-
sasi viljeltyjen ristikukkaisten glukosino-
laatti-pitoisuutta (Booth & Walker 1994).
Lannoitus vaikuttaa eri tavalla eri kas-
vinosiin, silla rikin lisdys ei nostanut retiisin
juuren glukosinolaatti-pitoisuutta (Lee et
al. 1996). Rikkilannoituksen nostaminen
(10-45 kg S ha) kylvélannoituksen yh-
teydessd on lisinnyt kevitrypsin siementen
glukosinolaatti-pitoisuutta (Asare & Scaris-
brick 1995, Jonsson 1996). Myos syysryp-
sin siementen glukosinolaatti-pitoisuudet
nousivat, kun kylvon yhteydessd lisdttiin
rikkilannoitusta (15—45 kg S ha™) (Jonsson
1996). Rikkilannoitus kukkimisvaiheessa
on selvisti lisinnyt siementen glukosino-
laatti-pitoisuutta (Hocking et al. 1996).
Vihin rikkid sisdltavilld maalajeilla rikin li-
sdys jopa kaksinkertaisti siementen glu-
kosinolaatti-pitoisuuden (Zhao et al. 1993).
Rikin puute vaikuttaa eri glukosinolaat-
teihin eri tavalla. Alkenyyliglukosinolaatit



muodostuvat metioniinistd ja ovat herkem-
pid rikinpuutteelle kuin indoliglukosinolaa-
tit, jotka muodostuvat tryptofaanista Tima
johtuu ilmeisesti siitd, ettd glukosinolaat-
tien ldhtdaineena toimivien aminohappojen
synteesi reagoi eri tavalla rikin puutteeseen
(Zhao et al. 1994). Titid tukee havainto, jos-
sa rikkilisdys kiihdytti metioniinin ja kyste-
iinin muodostumista aspartaatin ja aspara-
giinin kustannuksella (Zhao et al. 1993).

Rikkilannoitus saattaa vaikuttaa suo-
raan hyonteisten kiyttdytymiseen kasvissa,
mikd voi edelleen epdsuorasti vaikuttaa kas-
vin glukosinolaatti-pitoisuuteen. Tdma ha-
vaittiin, kun runsaasti rikkid saaneet ruusu-
kaalit houkuttelivat tehokkaimmin kaali-
kirvoja, joiden vioituksista seurasi puoles-
taan glukosinolaattien viheneminen kaalis-
sa (Yusuf & Collins 1998).

Rikin saannin vihenemisen yhteydessi
myrosinaasi-entsyymit aktivoituvat ja kas-
vin glukosinolaatteja hydrolysoidaan pri-
middrimetabolian rakennusaineiksi (Shung
1989, Schung 1990, Schung et al. 1995).
Vaikka glukosinolaattien sisdltimén rikin
osuus kasvin kokonaisrikistd on pieni, toi-
mivat glukosinolaatit jonkinlaisena rikkiva-
rastona tai puskurina rikin saannin muu-
toksille (Bones & Rossiter 1996). Rikkilan-
noitus vaikuttaa kasvin glukosinolaatti-pi-
toisuuteen vain silloin, kun maassa ei ole
sitd tarpeeksi ja kasvi kirsii rikinpuutteesta
(Shung 1989, Schung 1990, Schung et al.
1995).

Typpi

Typpilannoituksen lisidminen nostaa usei-
den tutkimusten mukaan siementen sini-
griini-pitoisuutta (Bones & Rossiter 1996)
sekd muiden glukosinolaattien pitoisuutta
(Milford & Evans 1991, Bilsborrow et al.
1993b, Asare & Scarisbrick 1995). Tami
johtuu mitd ilmeisemmin siitd, ettd 6ljykas-
vien siementen valkuaisainesynteesi kiihtyy
typpilannoitusta lisittdessa (Kundu & Dha-
ka 1996).

Lannoituksen vaikutusta glukosinolaat-
tien hajoamistuotteiden muodostumiseen
on tutkittu varsin vihin. Saatavilla olevien
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tutkimusten mukaan vaikutus ei ole yk-
siselitteinen. Kun kyssédkaalien astiakokees-
sa typpilannoitus nostettiin nelinkertaisek-
si, glukosinolaattien hajoamistuotteiden
miird laskiyli 50 %. Sen sijaan kun kalium-
lannoitusta lisittiin nelinkertaiseksi, lisd4n-
tyi glukosinolaattien hajoamistuotteiden
midrd n. 40 %. Tuorepainoa kohden lasket-
tuna typelld oli selvisti kaliumia suurempi
merkitys hajoamistuotteiden muodostumi-
seen (Fischer 1992).

Typen ja rikin suhde

Typen ja rikin tasapaino vaikuttaa kasvin
kasvuun ja kehittymiseen. Ravinteilla on
havaittu selvd yhdysvaikutus kasvien glu-
kosinolaatti-pitoisuuteen. Kasvi kirsii hel-
posti rikin puutteesta, jos lannoituksen ty-
pen ja rikin suhde on korkea ja glu-
kosinolaattien biosynteesi estyy. Vastaavas-
ti, jos typen ja rikin suhde on pieni, saattaa
jopa alifaattisten glukosinolaattien pitoi-
suus nousta (Milford & Evans 1991, Zhao et
al. 1993, Hocking et al. 1996, Blake-Kalff
etal. 1998). Typpilannoitus lisdd siementen
glukosinolaatti- ja valkuaispitoisuutta, kun
rikkid on riittdvisti saatavilla. Mikali rikkid
on vihin, typpilisidys saattaa jopa alentaa
glukosinolaatti-pitoisuutta (Zhao et al.

1993).

2.4.1.7 Ulkoinen kemikaalikésittely

Glukosinolaattien biosynteesiin on mah-
dollista vaikuttaa ulkoisin kemikaalikisit-
telyin. Metyylijasmonaatti (100 M) lisdsi
erityisesti rapsin indolyyliglukosinolaattien
muodostusta, mutta se ei vaikuttanut glu-
kosinolaattien kokonaispitoisuuteen (Ben-
nett et al. 1997b). Salisyylihappo (2,5 mM)
lisdsi rapsin fenyylietyyliglukosinolaattien
muodostumista, mutta ei vaikuttanut glu-
kosinolaattien lopulliseen pitoisuuteen.
Samassa tutkimuksessa olleen sinapin indo-
lyyliglukosinolaatti-pitoisuus ei ulkoisten
kemikaalikdsittelyjen takia muuttunut
(Bennett et al. 1997b).

Toisessa tutkimuksessa sinapin sinalbii-



ni-pitoisuus puolestaan lisddntyi jopa kah-
deksankertaisesti jasmonihappo-kisittelyn
(50-100 uM) jilkeen. Kokonaisglukosino-
laattien méidrd ei solussa kuitenkaan lisddn-
tynyt, mikd viittaa lihtoaineen eli tyrosiinin
rajoittuneeseen mairdin (Du et al. 1995).
Jasmonihappo kiihdytti aromaattisen glu-
kosinolaatin lisiksi fenolisten yhdisteiden,
kaneli- ja kumariinihapon muodostumista
(Du & Halkier 1996).

Glukosinolaattien hajoamiseen ja my-
rosinaasi-entsyymin aktiivisuuteen voidaan
vaikuttaa ulkoisin kisittelyin. Metyylijas-
monaatin ja jasmonihapon havaittiin lisda-
vin myrosinaasi-entsyymiin liittyvén prote-
iinin (MyAP) aktiivisuutta. Salisyylihappo
puolestaan ehkiisi aktivoitumista (Taipa-
lesuu et al. 1997). Matalan askorbiinihap-
po-pitoisuuden todettiin lisddavin (Du et al.
1995) ja korkean ehkiisevin myrosinaa-
si-aktiivisuutta (Du & Halkier 1996, Du et
al. 1995). Askorbiinihappo ilmeisesti pa-
rantaa myrosinaasi-entsyymin ja sen subst-
raatin, glukosinolaatin, yhteensopivuutta,
jolloin hydrolyysinopeus kiihtyy. Koska as-
korbiinihappo ja glukosinolaatti kilpailevat
myrosinaasin aktiivisesta kohdasta, saattaa
askorbiinihappo suurina pitoisuuksina syr-
jayttdd glukosinolaatin ja hidastuttaa hyd-
rolyysid (Bones & Rossiter 1996).

2.4.2 Bioottiset tekijat

2.4.2.1 Kasvilaji

Glukosinolaattia tuottavat kasvit ovat hy-
vin erilaisia. Tahidn vaikuttaa my0s se, ettd
muutokset nuorten ja vanhojen kasvinosien
vililld ovat eri kasvilajeilla usein eri suuntai-
set. Rapsin kuten muidenkin ristikukkais-
ten kasvien glukosinolaatti-pitoisuudet las-
kevat solukon vanhetessa, mutta keltasina-
pin osalta tilanne on pdinvastainen (Karowe
et al. 1997). Keltasinapilla glukosinolaattia
hajottavan entsyymin aktiivisuus on jopa
kymmenkertainen rypsiin ja rapsiin verrat-
tuna. Tdmd saattaa vaikuttaa mitattavaan
glukosinolaatti-pitoisuuteen (Bones 1990).

Tavallisesti glukosinolaatteja on niitd

23

tuottavissa kasveissa monia erityyppisid
(Hrncirik & Velisek 1997). Kahdestakym-
menestd kaalikasvista tunnistettiin 13 eri-
laista glukosinolaattia, joista sinigriini, glu-
konapiini ja glukobrassikiini esiintyivit
suurimpina pitoisuuksina (Cole 1997).
Sinappi sisdltdd poikkeuksellisesti vain yhti
padkomponenttia. Sinalbiini on keltasina-
pin, sekd sinigriini mustasinapin ja rypsin
padasiallinen glukosinolaatti (Velisek et al.
1995).

Laajassa kaalikasvitutkimuksessa selvi-
tettiin yhteensd 50 parsakaalilajikkeen, nel-
jin ruusukaalinlajikkeen, kuuden kaalila-
jikkeen ja kolmen kukkakaalilajikkeen glu-
kosinolaatti-koostumukset. Lihes kaikilla
kaaleilla padkomponentteina olivat gluko-
brassikiini ja glukonapiini. Sen lisiksi parsa-
kaalin pdikomponentteina olivat gluko-
raphaniini ja progoitriini, ruusukaalilla sini-
griini ja progoitriini, kaalilla sinigriini sekd
kukkakaalilla sinigriini ja hydroksygluko-
brassisiini (Kushad et al. 1999).

Indoliglukosinolaattien on havaittu
muodostavan 30—40 % tavanomaisempien
kaalien kokonaisglukosinolaatti-pitoisuu-
desta, ja loput muodostuvat pddasiassa ali-
faattisista glukosinolaateista (Ciska et al.
1994). Kasvien kokonaisglukosinolaat-
ti-pitoisuuden mukainen jdrjestys suurim-
masta pienimpéddn on seuraava: isovesikras-
si, retiisit, ruusukaali, kukkakaali, nauris,
parsakaali, kyssikaali, kiinankaali ja valko-
kaali (Hrncirik & Velisek 1997). Punakaa-
lissa oli glukosinolaattia selvisti valkokaalia
vihemmin (Ciska et al. 1994). Viljeltyjen
lajien liséksi eroja havaitaan viljeltyjen seka
niiden jalostuksessa kdytettyjen esi-isien vé-
lilla. Luonnonvaraisten kaalikasvien on ni-
mittdin havaittu sisdltdvin keskimdirin
enemmin glukosinolaatteja kuin jalostet-
tujen lajien (Cole 1997).

Eri lajien glukosinolaatti-pitoisuuksien
vaihtelut heijastavat eroja niiden muissa ai-
neenvaihduntatuotteissa. Myos nithin on
kiinnitettavd huomiota, silli ne saattavat
vaikuttaa glukosinolaatti-pitoisten kasvis-
ten terveysvaikutukseen. Kolmen parsa-
kaalilajikkeen indolyyli-, alkyyli- ja al-
kenyyliglukosinolaatti-pitoisuudet erosivat



selvisti. Lajike, jossa indolylglukosinolaat-
ti-pitoisuus oli korkein, sisdlsi vihiten karo-
teeneja (B-karoteeni, luteiini) sekd klorofyl-
lid (klorofylli a ja b). Kaksi muuta lajiketta,
joissa oli joko paljon tai vihin alkyyli- ja al-
kenyyliglukosinolaatteja, sisdlsivit molem-
mat runsaasti klorofyllejd sekd karoteeneja
(Schreiner et al. 1998). Parsakaalin gluko-
raphani- ja O-tokoferoli-pitoisuuden, ali-
faattisten glukosinolaattien ja y-tokofero-
li-pitoisuuden seka glukonasturtiin ja y-to-
koferoli-pitoisuuden vililld havaittiin mer-
kitsevit ja samalla positiiviset yhteydet. Sen
sijaan yhteyttd ei havaittu indoliglukosino-
laattien ja antioksidanttien vililld (Kushad

et al. 1999).

2.4.2.2 Kasvilajike

Ristikukkaisista kuten rypsistd ja rapsista
on jalostuksen avulla pystytty tuottamaan
0- ja 00-lajikkeita. 0-lajikkeet tuottavat
glukosinolaatteja, mutta erukahapon muo-
dostuminen niistd on jalostuksen avulla
poistettu ldhes kokonaan.

Sen sijaan 00-lajikkeet eivit tuota kum-
paakaan rehuarvoa alentavaa komponent-
tia. Suomessa viljellddn tdlld hetkelld aino-
astaan rypsin ja rapsin 00-lajikkeita, joilla
erukahappo- ja glukosinolaatti-pitoisuudet
ovat alhaiset.

Rapsin 0- ja 00-lajikkeet ovat tieteelli-
sesti kiinnostava kohde, kun haluamme
ymmirtid glukosinolaattien muodostumis-
ta kasvissa sekd niiden vaihteluita eri olois-
sa. Rapsin lehtien glukosinolaatti-pitoi-
suuksissa sekd -koostumuksessa 00- ja 0-la-
jikkeiden wvililld ei ole aina havaittu eroja
(Porter et al. 1991), vaikka toisinaan lehtien
glukosinolaatti-pitoisuus on 00-lajikkeilla
ollut matalampi kuin vastaavalla 0-lajik-
keella (Krzymanska et al. 1996). Lehdissid
olleet pitoisuuserot ovat olleet pienempid
kuin erot vastaavien lajikkeiden siemenissi
(Krzymanska et al. 1996). Siementen glu-
kosinolaatti-pitoisuudet kasvavat 0- ja
00-lajikeilla eri tavalla ja eri vaiheessa
(Booth & Walker 1990). Rapsin 00-lajik-
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keilla indolyyliglukosinolaatit (erityisesti
glukobrassikiini) olivat vallitsevia kehityk-
sen alkuvaiheessa, kun taas 0-lajikkeilla ali-
faattiset glukosinolaatit (glukobrassikana
piini) olivat vallitsevana koko vegetatiivisen
kasvun ajan (Krzymanska et al. 1996). Toi-
sessa tutkimuksessa indolyyliglukosino-
laattien pitoisuudet olivat 0- ja 00-rypsila-
jikkeilla samat, mutta 00-lajikkella niiden
osuus oli suurempi kokonaisglukosinolaat-
tipitoisuudesta (Bilsborrow et al. 1993a).

Erot glukosinolaatti-pitoisuuksissa eri
lajikkeiden vililld saattavat olla suuria. Yli
25-kertaisia glukoraphaniini-pitoisuuseroja
analysoitiin parsakaalilajikkeista, kun ali-
faattisten glukosinolaattien pitoisuuserot
ruusukaalin ja kukkakaalin kohdalla vaih-
telivat vain kaksin- tai kolminkertaisesti
(Kushad et al. 1999). Eri ruusukaalilajikkei-
den lehtien glukosinolaatti-pitoisuudet
vaihtelivat seitseminkertaisesti (60—400
mg 100 g' FW). Siemenissi oli glu-
kosinolaattia noin 30 kertaa enemmin
(2000 mg 100 g FW) kuin lehdissi (Hea-
ney & Fenwick 1980).

2.4.2.3 Kehitysvaihe

Kehitysvaihe on yksi merkittdvimmistd te-
kijoistd, jotka vaikuttavat glukosinolaattien
(Bennett et al. 1996) seki niitd muistuttavi-
en syanogeenisten glukosinolaattien (Ben-
nett et al. 1997a) muodostukseen. Jos kasvi
karsii stressistd, saattavat kehitysvaiheen ai-
heuttamat muutokset glukosinolaattien
synteesissi peittyd muiden tekijoiden alle.
Glukosinolaattien biosynteesida on ha-
vaittu jo erilaistumattomassa kalluksessa
(Poulsen 1996), vaikka yleensi se vaatii eri-
laistuneen solukon (Mevy et al. 1997).
Erityisesti lehdissa erityyppisten gluko-
sino- laattien muodostuminen riippuu kehi-
tysvaiheesta. Monien ristikukkaisten ha-
vaittiin muodostavan indolyyliglukosino-
laatteja vain nuorissa lehdissd (Bennett et al.
1996). Sen sijaan alkenyyli- ja aromaattis-
ten glukosinolaattien muodostuminen al-
kaa vasta kasvulehdissi (Bennett et al.
1997b). Niiden glukosinolaattien entsyy-



mitoiminta riippuu kehitysvaiheesta ja hi-
dastuu solukon vanhetessa (Wallsgrove et
al. 1995). Tavallisesti nuoret lehdet seki
lehtiruodit sisdltdvit enemmain glukosino-
laatteja kuin vanhat (Koritsas et al. 1991,
Merritt 1996, Bennett et al. 1997a). Poik-
keuksena on keltasinappi, jolla vanhimpien
lehtien havaittiin sisdltdvin lihes kolme
kertaa enemmin glukosinolaatteja kuin
nuorten (Karowe et al. 1997). Pato-
geenisaastunnan jilkeen nuoret lehdet li-
sadvit glukosinolaattien muodostusta
enemmain kuin vanhat kasvinosat (Koritsas
et al. 1991). Rypsin nuorimman lehden ko-
konaisglukosinolaattien, alifaattisen, aro-
maattisen ja indolyyliglukosinolaattien pi-
toisuudet kasvoivat taimettumisesta 40
vuorokauteen asti, jonka jilkeen pitoisuu-
det laskivat tasaisesti tuleentumiseen saak-
ka (Porter et al. 1991).

Lehtien glukosinolaatti-muutoksista
poiketen varsien glukosinolaatti-pitoisuus
pysyi melko tasaisena kehitysvaiheesta riip-
pumatta (Bennett et al. 1997a). Siementen
glukosinolaatti-pitoisuus kasvaa kuivaa ja
tuorepainoa kohden aina tuleentumiseen
saakka (Milford & Evans 1991). Kasvua ha-
vaitaan sekd rapsin 00- ettd 0-lajikeilla, jois-
ta jalkimmaiset yltdavit korkeimpiin pitoi-
suuksiin (Bilsborrow et al. 1993a).

Rikkipitoisten yhdisteiden jakautumi-
nen lehdessd muuttuu kehitysvaiheen mu-
kana. Nuorten lehtien kokonaisrikki-pitoi-
suudesta 2 % esiintyi glutationina, 6 % glu-
kosinolaattina, 50 % liukenemattomana
rikkind ja loput 42 % sulfaattina. Vanhoissa
lehdissd 70-90 % kokonaisrikistd oli sul-
faattina sekd glutationina, ja glukosinolaat-
tina oli vain 1 % (Blake-Kalff et al. 1998).
Monien kasvien vanhetessa kasvin kyky
syntetisoida metioniinia (Doughty et al.
1991), tryptofaania ja fenylalaniinia huo-
nontuu, miké aiheuttaa myos néistd johdet-
tavien glukosinolaattien pitoisuuksien vi-
henemisen (Doughty et al. 1991, Halkier &
Du 1997).
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2.4.2.4 Kasvinosa

Kasvin glukosinolaatti-koostumusta tut-
kittaessa on tirkedd analysoida eri kas-
vinosia. Eri osat saattavat nimittdin synte-
tisoida tédysin erilaisia yhdisteitd, eikd tietyn
kasvinosan perusteella voida vélttdmattd
tietdd muiden kasvinosien koostumusta.
Sinapin sirkkalehdet eivit syntetisoineet al-
kenyyli- ja aromaattisia glukosinolaatteja,
joita tdysikasvuiset lehdet taas tuottivat
(Bennett et al. 1997b).

Glukosinolaatti-koostumuksen lisdksi
glukosinolaattien pitoisuudet saattavat
vaihdella paljon eri kasvinosien vililld
(Haughn et al. 1991, Ludwig-Muller et al.
1997). Vaihtelut glukosinolaattien pitoi-
suuksissa saattavat olla seurausta eri kas-
vinosien erilaisista entsyymiaktiivisuuksis-
ta. Peroksidaaseja on paikannettu kaikista
rypsin ja kiinankaalin solukoista, mutta fla-
vin-tyyppisten mono-oksygenaasi-entsyy-
mien aktiivisuutta ei ole havaittu sirkkaleh-
dista, eika vanhoista lehdista (Halkier & Du
1997).

Vaikka siementen ja nuorten taimien
glukosinolaatti-pitoisuuksilla ei ndyttinyt-
kdidn olevan yhteyttd, korreloivat litujen ja
kolme-neljd viikkoa ennen korjuuta tuleen-
tuneiden siementen glukosinolaattipitoi-
suudet toisiaan (Milford & Evans 1991).
Tam4d saattaa johtua siitd, ettd glukosino-
laatit kuljetetaan lidun seinimisolukoista
siemeniin, jotka eivit itse pysty syntetisoi-
maan glukosinolaatteja. Siemenet ovat siis
glukosinolaattien kohdesolukoita ja litujen
seiniamait lihdesolukoita (Bilsborrow et al.
1993a, Toroser et al. 1995). Litujen lisdksi
muut kasvinosat saattavat toimia glu-
kosinolaattien synteesipaikkoina (Bilsbor-
row et al. 1993a). Litujen sijainti rypsin ku-
kinnossa vaikuttaa muodostuvien siemen-
ten glukosinolaatti-pitoisuuteen. Kukin-
non alaosan lituihin muodostuu siemenii,
joiden glukosinolaatti-pitoisuus on yldosas-
sa kasvavia suurempi (Booth & Walker
1990, Milford & Evans 1991).

Juuret sisdltdvit maanpdillisid osia
enemmin glukosinolaatteja sekd nuorissa
ettd korjuuvaiheessa olevilla kasveilla (Rosa



& Rodrigues 1998). Lehtien ja juurten glu-
kosinolaatti-pitoisuuksien havaittiin olevan
kddntden riippuvaisia toisistaan ja vaihtele-
van ultraradiaanisen rytmin mukaisesti.
Kun pitoisuus oli lehdissd korkein, oli se
juurissa alhaisin ja pdinvastoin (Rosa & Rod-
rigues 1998). Retiisilld juuren alaosa sisilsi
yli kolme kertaa enemmin glukosinolaatte-
ja kuin yldosa ja kuoriosa 10-50 % enem-
min kuin juuren sisiosa (Lee et al. 1996).
Pédjuuren on havaittu sisdltdvin korkeam-
pia bentsyyliglukosinolaatti- sekid syano-
geenisten glukosinolaattien pitoisuuksia
kuin nuoret sivujuuret (Bennett et al.

1997a).

2.4.2.5 Satokomponentit

Glukosinolaatti-pitoisten kasvien kuten
rypsin, rapsin ja sinapin siemensato muo-
dostuu satokomponenteista, joita ovat tu-
hannen siemenen paino, siementen luku-
madrd lidussa, litujen lukumidird kasvissa
sekd kasvitiheys neliometrid kohden. Sadon
ja satokomponenttien merkitystd glu-
kosinolaatti-pitoisuudessa on tutkittu var-
sin vihidn. Rypsin glukosinolaatti-pitoisuu-
den havaittiin laskevan jopa puoleen, kun
siementen madrd lidussa kolminkertaistui
(40 — 120 kpl m?). Timi saattoi olla seu-
rausta siitd, ettd litujen glukosinolaatti-va-
rasto jakautui useammalle siemenelle.
Tdmd puolestaan johti siemenen glu-
kosinolaatti-vakevyyden laskemiseen (Mil-
ford & Evans 1991).

Tuhannen siemenen painon lisddntymi-
nen nosti rypsin siementen glukosinolaat-
ti-pitoisuutta suoraviivaisesti (Jensen et al.
1996). Timi ilmeisesti aiheuttaa siementen
tilavuuspainon (kg/m’) kasvua. Tisti oli
seurauksena glukosinolaattien lisddntymi-
nen siemenissd. Korkea glukosinolaatti-pi-
toisuus paransi siementen itdvyyttd (Velas-
co et al. 1998).

Primiiriaineenvaihdunnan tuloksena
muodostuva 6ljy kuvaa oljykasveilla sadon
laatua. Koska glukosinolaatit muodostuvat
primdirisistd aineenvaihduntatuotteista, on
oleellista tuntea eri tekijoiden riippuvuus
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toisistaan. Oljykasvitutkimuksessa mari-
tettiin yhteensda 455 rapsilinjan sekd 44 ryp-
silinjan 6ljy- ja glukosinolaatti-pitoisuudet.
Oljy- ja glukosinolaatti-pitoisuuden vilill
oli selvd yhteys molempien kasvilajien koh-
dalla: korrelaatio oli positiivinen rypsilld
(+0,39) ja negatiivinen rapsilla (-0, 14)
(Bhardwaj & Hamama 2000).

2.5 Glukosinolaattien modifiointi

Glukosinolaatin biologinen vaikutus riip-
puu glykonin seki aglykonin ominaisuuk-
sista. Tdmin takia jalostuksessa on mahdol-
lista tarkastella molekyylin molempia osia.
Jalostuksen mahdollisia menetelmid ovat:
glukosinolaatin kokonaismiirin lisidmi-
nen tai vihentdminen, sivuketjun raken-
teen manipulointi, uusien glukosinolaattien
tuottaminen tai ajallisen ja paikallisen glu-
kosinaatti-biosynteesin muuttaminen (Mit-
hen & Campos 1996). Viidentend vaihtoeh-
tona on vaikuttaa tirkeiden vilittdjdainei-
den kuten glukosinolaattien esiintymiseen
vaikuttavien hormonien pitoisuuteen. Esi-
merkiksi salisyylihapon on todettu in-
dusoivan juuri FMO-entsyymid sddtelevad
geenid (Wallsgrove et al. 1995), kun taas
jasmonaattien ja askorbiinihappojen on to-
dettu vaikuttavan myrosinaasin aktiivisuu-
teen.

Ristikukkaisten kdyttod rehukasvina on
rajoittanut niiden sisdltdmait haitalliset glu-
kosinolaatit. Klassisen kasvinjalostuksen
avulla on pystytty poistamaan tai vihentd-
miin oleellisesti rypsilld ja rapsilla esiinty-
vid glukosinolaatteja (Brown et al. 1997,
Halkier & Du 1997). Nykyddn Suomessa
viljeltdvien lajikkeiden glukosinolaatti-pi-
toisuudet ovatkin alhaiset. Oljykasvien
00-lajikkeet ovat malliesimerkkejd jalos-
tuksen mahdollisuuksista muokata kasvien
sekundiiriaineenvaihduntaa (Chen &
Heneen 1996).

Tdmin hetkinen kiinnostus on kohdis-
tunut geenitekniikkaan ja sen mahdolli-
suuksiin siddelld glukosinolaatti-biosyn-
teesid tai glukosinaattien hydrolyysiin liit-
tyvien geenien toimintaa (Halkier & Du



1997). Kohteena voi olla sekd glukosino-
laattien biosynteesi tai/ja myrosinaasin toi-
minta (Bones & Rossiter 1996). Glu-
kosinolaattien synteesiin ja niiden hydro-
lyysiin liittyvien geenien toiminnat ovat
usein riippuvaisia kasvinosasta tai kehi-
tysasteesta. Tdmd riippuu mm geenien toi-
mintaan vaikuttavista tekijoistd, jotka saat-
tavat olla aktiivisia vain tietyn aikaa tai tie-
tyssid kehitysvaiheessa. Ajallisesti ja paikal-
lisesti rajoittuneiden geeniaktiivisuuteen
vaikuttavien tekijoiden hyviksikdyttd on-
kin yksi mahdollisuus, kun glukosinolaat-
tien synteesid halutaan geeneettisesti muut-
taa (Magrath et al. 1994).
Glukosinolaatteihin liittyvin tiedon li-
sdantyminen mahdollistaa yhdisteiden kay-
ton esimerkiksi kemiallisina markkereina
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tutkittaessa kasvisolukon erilaistumista
(Mevy et al. 1997). Kehitettyjen molekyyli-
markkereiden avulla on mahdollista valita
suuresta geenipopulaatiosta esimerkiksi
runsaasti glukosinolaatteja tuottavat geno-
tyypit, joilla saattaa kuitenkin olla hyvi
tautien tai tuholaisten kestdvyys (Campos
de Quiroz & Mithen 1996). Biosynteeseihin
vaikuttavien tekijéiden tunteminen yhdes-
sd geeni- ja bioteknisten menetelmien kans-
sa mahdollistavat sen, ettd glukosinolaat-
tien modifioinnille voidaan asettaa uudet
tavoitteet. Mielenkiintoinen tavoite voisi
olla entistd terveellisempien ja kasvinsuoje-
lua edistdvien glukosinolaattien jalostami-
nen erdisiin Suomessa viljeltyihin ristikuk-
kaisiin.
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3 Glukosinolaatit ja niiden
hajoamistuotteet kasvinsuojelussa

Sirkka Jaakkola

Maatalonden tutkimuskeskus, Kasvintuotannon tutkimus, Kasvinsuojelu,

31600 Jokioinen, sirkka.jaakkola@mit.fi

Tassd kirjallisuuskatsauksessa selvitetddn
ristikukkaiskasvien ja niiden glukosinolaat-
ti-yhdisteiden vaikutuksia kasvintuhoojiin
ja yhdisteiden kidyton mahdollisuuksia kas-
vinsuojelussa. Torjunta-aineiden kiyttod
kasvinviljelyssd pyritddn korvaamaan vaih-
toehtoisilla kasvinsuojelumenetelmilld.
Syyni tihin ovat kemikaalien mahdolliset
haittavaikutukset.

Lupaavana vaihtoehtona kemiallisille
desinfiointiaineille pidetddn glukosinolaat-
ti-pitoisten ristikukkaiskasvien kdyttod
maan puhdistukseen kasvintuhoojista. Glu-
kosinolaatit itsessddin ovat myrkyttomid,
mutta kasvisolujen rikkoutuessa erdit glu-
kosinolaateista muodostuvat yhdisteet ovat
suurina pitoisuuksina eléville organismeille
haitallisia.

Yhdisteiden etuina torjunta-aineisiin
verrattuna ovat niiden levidminen maahan
kasvien juurista ja kasvijitteen mukana ja
nopea hajoaminen maassa.

Koska ristikukkaiskasveja viljellddn laa-
jalti vihanneksina, mausteina seké 6ljy- ja
rehukasveina, glukosinolaattien hy6dyntd-
miselle kasvinsuojelussa on hyvit mahdolli-
suudet. Ristikukkaiskasveja voidaan kdyt-
tdd puhdistavina vilikasvina viljelykierros-
sa, viherkesantona, rivivialikasvina tai
muulta tuotua kasvijitettd voidaan sekoit-
taa maahan.

Ristikukkaiskasvien nykyiselld glu-
kosinolaatti-pitoisuudella ei kuitenkaan
saavuteta riittdvad torjuntaa. Taman vuoksi
olisi jalostettava kasveja, joissa tehokkaim-
miksi osoittautuneita glukosinolaattien ha-
joamistuotteita olisi entistd enemman.

Glukosinolaatteja ja niiden hajoamis-
tuotteita pidetddin myds kasvien puolustus-
kemikaaleina. Lisdksi ne ovat ristikukkai-
siin sopeutuneille hyonteisille tirkeitd yh-
disteitd isinndn tunnistamisessa ja hyviksy-
misessd. Glukosinolaattien ja muiden hou-
kuttavien ja karkottavien yhdisteiden hyo-
dyntamistd hyonteisten massaesiintymisten
vihentdmisessd pidetddn varteenotettavana
vaihtoehtona torjunta-aineille.

Ristikukkaiskasvien houkuttavuutta
voitaneen vihentdd ruiskuttamalla kasvei-
hin hyo6nteisten syOomistd ja munintaa estd-
vid yhdisteitd. Houkuttelevilla yhdisteilld
tuholaiset voidaan saada siirtymadn muual-
le tai paikalle voidaan houkuttaa hyonteis-
ten luontaisia vihollisia. Glukosinolaatteja
tal myrosinaasi-entsyymin tuotantoa ge-
neettisesti muuntelemalla voitaneen paran-
taa ristikukkaisten kasvien kestdvyyttd kas-
vintuhoojia vastaan. Glukosinolaatti-yhdis-
teiden merkitys kasvien puolustuksessa ja in-
fokemikaalina on vield osittain episelvd ja
vaatii lisdd tietoja, ennen kuin menetelmid
voidaan soveltaa kidytant6on.

Avainsanat: biologinen torjunta, glukosinolaatit, kemialliser yhdisteet,
kaalit, ristikukkaiskasvi, torjuntamenetelmdt
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3.1 Glukosinolaattien

hajoamistuotteet

Kun glukosinolaatit joutuvat kosketuksiin
myrosinaasi-entsyymin kanssa, rikki-glu-
koosi-sidos hajoaa ja yhdiste pilkkoutuu
glukoosiksi, vetysulfaatti-ioniksi ja erilai-
siksi typpiyhdisteiksi, kun kosteutta on riit-
tavisti. Yhdisteiden syntymiseen vaikutta-
vat sekid glukosinolaatin sivuketjun R ra-
kenne ettd olosuhteet, joissa hajoaminen ta-
pahtuu.

Isotiosyanaatit ovat glukosinolaattien
yleisimpid hajoamistuotteita pH:n ollessa
lahelld neutraalia. Talloin glukosinolaatit
hajoavat glukoosiksi, vetysulfaatti-ioniksi
jalyhytaikaiseksi yhdisteeksi, joka jarjestdy-
tyy spontaanisti Lossen jirjestyksen mukai-
sesti isotiosyanaatiksi muotoon R-N=C
=S. (R tarkoittaa sivuketjua, N, Cja S typ-
ped, hiiltd ja rikkid. Typpi ja rikki ovat si-
toutuneet hiileen kaksinkertaisin sidoksin).

Kun alkenyyli-glukosinolaatissa on
B-hydroksyyliryhmi, se muodostaa iso-
tiosyanaattia, joka kuitenkin muuttuu vi-
littomasti goitriiniksi (oksazolidiini-2-tio-
ni). lonista tiosyanaattia, ‘S-C=N, syntyy
lopputuotteena p-hydroksibentsyyli- ja in-
dolyyliglukosinolaattien pysymittomistd
isotiosyanaateista (Chew 1988a, Agerbirk
etal. 1998). Askorbiinihapon ollessa muka-
na indoleista muodostuu ionisen tiosyanaa-
tin lisaksi askorbigeenid ja ilman askor-
biinihappoa indolialkoholia, joka lopulta
muuttuu di-indolyylimetaaniksi (Chew
1988a, Agerbirk et al. 1998). Nitriilid ja or-
gaanista tiosyanaattia syntyy hydrolyysin
jalkeen ilman Lossenin jdrjestdytymistd,
kun molekyylistd poistuu rikkid. Nitriilit,
R-C=N, ovat glukosinolaattien pddasiallisia
hajoamistuotteita pH:n ollessa alhainen tai
rautaionin ldsndollessa (Hasapis & McLeod
1982, Agerbirk et al. 1998).

Jos glukosinolaatin alkenyyli-ryhmin
pédssd on tyydyttymidton hiiliosa, syntyy
epitiospesifisen proteiinin ldsndollessa epi-
tionitriilid pH:sta riippumatta. Proteiinin
tehtdvind on edistdd rikin kuljetusta S-glu-
koosista tyydyttymittomddn hiiliosaan.
Epitiospesifistd proteiinia on 10ydetty vain
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osasta ristikukkaiskasveja mm. merisinapin
siemenrouheesta, keltasinapista sekd rapsin
ja rypsin siemenistd (Chew 1988a). Orgaa-
nista tiosyanaattia, R-S-C=N, tiedetdin
muodostuvan vain kolmesta glukosinolaa-
tista (Chew 1988a). Glukosinolaattien ha-
joaminen ja hydrolyysiyhdisteet on esitetty
kuvassa 5.

Glukosinolaatin R-ketju muodostaa
vastaavan ketjun isotiosyanaatteihin, nitrii-
leihin ja orgaanisiin tiosyanaateihin. Esi-
merkiksi 2-propenyyliglukosinolaatti (sini-
griini) voi hajota 2-propenyyli-isotiosy-
anaatiksi, 2-propenylitiosyanaatiksi, 2-pro-
penyylinitriiliksi ja 1-syano-2,3-epitiopro-
paaniksi (Chin et al. 1996, Gardiner et al.
1999).

Glukosinolaattien hajoamistuotteista
erityisesti isotiosyanaatteja pidetddn kas-
veille, hyonteisille, ankeroisille ja mikro-
beille haitallisina (Drobnica et al. 1967,
Donkin et al. 1995, Brown & Morra 1997,
Peterson et al. 1998). Goitriinia, ionista tio-
syanaattia, nitriilid ja indolyyliglukosino-
laattien johdannaisia pidetddn lievisti myr-
kyllisind (Kutdeek 1964, Donkin et al.
1995, McCaffrey et al. 1995, Smolinska et
al. 1997, Angelini et al. 1998). Glu-
kosinolaatit itsessddn ovat myrkyttomid
(Mari et al. 1993, Manici et al. 1997).

3.2 Isotiosyanaattien

ominaisuudet ja tuotanto

Isotiosyanaatit ovat verraten kaasuuntuvia,
reaktioherkkid yhdisteitd. Isotiosyanaat-
ti-molekyylin sivuketjun R rakenne vaikut-
taa yhdisteiden kaasuuntuvuuteen, liukoi-
suuteen ja pysyvyyteen (Borek et al. 1998)
ja siten myrkyllisyyteen. Alifaattiset iso-
tiosyanaatit ovat kaasuuntuvampia kuin
aromaattiset ja kaasuuntuvuus alenee mole-
kyylipainon kasvaessa (Sarwar et al. 1998).
Liukoisuus- ja kaasuuntuvuuserojen takia
isotiosyanaattien levitysmenetelmit ja ym-
piristoolot vaikuttavat havaittuun myrkyl-
lisyyteen. Petersenin et al. (1999) esimer-
kiksi herkisti kaasuuntuva n-butyyli-iso-
tiosyanaatti oli tehokkaampi kaasuna
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2-hydroksi C
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Tyydyttymaton paateryhma

L——» CH— CH—(CH2)n— C=N

Kuva 5. Glukosinolaattien hajoaminen ja hydrolyysiyhdisteet (Borek et al. 1996).

kuin liuoksena ja heikosti kaasuuntuva
2-fenyylietyyli-isotiosyanaatti oli linvosmuo-
dossa tehokkaampi kuin kaasuna. Bentsyy-
li- ja 2-fenyylietyyli-isotiosyanaatit ovat ol-
leet liuoksina yli 10 kertaa tehokkaampia
kuin n-butyyli-isotiosyanaatti.

Nastruzzin et al. (1996) ja Borekin et al.
(1998) mukaan yhdisteiden vesiliukoisuus
vaikuttaa niiden soluun imeytymiseen.
Siten se on tirked isotiosyanaattien myrkyl-
lisyyttd selittdvi tekija. Hyonteisten munil-
le myrkyllisimmit isotiosyanaatit olivat
Borekin et al. (1998) kokeissa vettd hyl-
kivid. Sienille ja hyonteisten munille myr-
kyllisimpien isotiosyanaattien sivuketjussa
on sulfinyyli-, tio- tai aromaattinen ryhma
tai useita hiiliatomeja (Nastruzzi et al.
1996, Manici et al. 1997, Borek et al.
1998).

Isotiosyanaattien vaikutusmekanismeja
ei vield tdysin tunneta. Ne reagoivat proteii-
nien ja aminohappojen kanssa ja mahdolli-
sesti fosforyloitujen sokerien kanssa (Lebo-
va-Svobodovd & Kostir 1962, Bjérkman
1973). Bjorkman (1973) havaitsi, ettd esim.
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rapsin siemenpuristeen amino- ja sulfaat-
ti-ryhmit reagoivat isotiosyanaatin kanssa
muodostaen tioureaa ja ditiokarbamaatteja,
erityisesti silloin, kun pH on korkea. Bent-
syyli-isotiosyanaatti on entsyymi-inhibiit-
tori (Lykkesfeldt & Mgller 1993).
Isotiosyanaatteja vapautuu pddasiassa
murskatuista ristikukkaiskasvien soluista,
vaikka pienid midrid vapautuu myos eldvi-
en kasvien juurista ja versoista (Cole &
Finch 1978, Choesin & Boerner 1991,
Vaughn 1999). Ristikukkaiskasvien kasvul-
listen osien glukosinolaatti-pitoisuus ja si-
ten myos murskattujen kasvien isotiosy-
anaattien tuotanto on suurimmillaan nup-
puvaiheessa ja alenee ldhelle nollaa tuleen-
tumisvaiheeseen mennessa (Sarwar & Kir-
kegaard 1998). Isotiosyanaatteja tuottavik-
si viherkesantokasveiksi soveltuvat parhai-
ten nopeasti kasvavat, paljon biomassaa ja
glukosinolaateistaan isotiosyanaatteja tuot-
tavat kasvit. Petersen et al. (1999) mittasi-
vat kukintavaiheessa maahan murskatun
rypsikasvuston isotiosyanaatti-tuotannoksi
noin 2 g isotiosyanaattia neliotd kohti. Sie-



menten vuoksi viljeltavit ristikukkaiskasvit
korjataan tuleentumisvaiheessa, jolloin nii-
den versojen glukosinolaatti-pitoisuus on
erittdin alhainen (Sarwar & Kirkegaard
1998). On edelleen episelvd, kuinka paljon
kasvavien kasvien juuret erittdvit isotiosy-
anaatteja ja vaikuttaako pieni, mutta jatku-
va isotiosyanaatti-tuotanto maassa eldviin
kasvintuhoojiin.

Isotiosyanaatteja tuottavia glukosino-
laatteja on eniten mustasinapissa, sareptan-
sinapissa, keltasinapissa ja Brassica carina-
tassa (Kirkegaard & Sarwar 1998). Kukin-
tavaiheessa murskatut sareptansinapin ver-
sot tuottivat Smolinskan & Horbowichin
(1999) kokeissa 2-propenyyli-isotiosy-
anaattia 648 ug g kuivia versoja. Keltasi-
nappi ‘Borowska’ tuotti puolestaan 4-hyd-
roksibentsyyli-isotiosyanaattia 43,5 ug g
Keviilld kylvettyjen ristikukkaiskasvien
isotiosyanaatti-tuotanto oli suurempi kuin
loppukesilld kylvettyjen.

Vaikka kaalien glukosinolaatti-tuotan-
to on suuri ja kevitrypsin ja rapsin kohtalai-
nen, vain puolet ndiden glukosinolaateista
voi tuottaa isotiosyanaatteja (Kirkegaard &
Sarwar 1998). Nuorten kaalintaimien iso-
tiosyanaatti-tuotanto on kuitenkin runsas-
ta. Kaksi viikkoa vanhat, murskatut valko-
kaalin taimet tuottivat 2-propenyyli-iso-
tiosyanaattia 639 ug g kuivia lehtid. Kuk-
kakaalin taimet tuottivat 344 ug g™ ja ruu-
sukaalin taimet 91ug g™ (Greenhalg & Mit-
chell 1976).

Samatkin glukosinolaatit voivat hajota
isotiosyanaateiksi eri suhteissa. Charron &
Sams (1999) mittasivat kahden sareptan-
sinapin sirkkalehtien sinigriinin tuottavan
isotiosyanaattia moolien suhteessa 1:39 ja
kerdkaalin sirkkalehtien sinigriinin 1: 0,2.
Tutkittujen 28 mustasinappilajikkeen 2-
propenyyli-isotiosyanaatin tuotanto oli 11
%—-100 % (0,4-3,5 mg g tuoretta solua)
sinigriinin madrdstd ja 35 sareptansinappi-
lajikkeen tuotanto 5-100 % (0-2,6 mg g ™'
tuoretta solua) sinigriinin madrdstd (Oliver
etal. 1999). Erot saattavat johtua erilaisesta
myrosinaasi-aktiivisuudesta, silld esim. re-
tiisilld se on ollut lihes kymmenkertainen
kiinankaaliin verrattuna ja parsakaalilla
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kaksinkertainen valkokaaliin verrattuna
(Yen & Wei 1993).

Rapsin verso- ja juurimurskasta vapau-
tui kaasumaisia yhdisteitd enemmién kuin
rapsin siemenpuristeesta, vaikka puristeen
glukosinolaatti-pitoisuus oli paljon suu-
rempi. Tdmd viittaa siemenpuristeen iso-
tiosyanaattien sitoutuvan voimakkaasti sie-
menpuristeen proteiineihin ( Brown & Mor-
ra 1995, 1996).

Kuivattujen ja hienonnettujen kaalikas-
vien vaikutus kasvitauteihin on ollut suu-
rempi kuin tuoreiden kasvinosien. Tdmi
johtuu yhdisteiden nopeammasta vapautu-
misesta ja siten korkeammasta pitoisuudes-
ta (Ramirez-Villapudua & Munnece 1988,
Angus et al. 1994). Rapsin glukosinolaatit
ja niiden hydrolyysituotteet on koottu tau-
lukoihin 2, 3 ja 4 ja eri parsakaalilajikkeiden
glukosinolaatit taulukkoon 5.

3.3 Hajoamistuotteet maassa

Maan biologiset, kemialliset ja fysikaaliset
ominaisuudet yhdessd kasvimateriaalin
ominaisuuksien kanssa sditelevit glu-
kosinolaattien hajoamistuotteiden syntyd ja
hdvidmistd. Isotiosyanaattien reaktioista
maassa on eniten tietoa, mutta muiden ha-
joamistuotteiden kayttdytymisestd tiede-
tddn vield vihdn. Sinigriinin pddhajoamis-
tuote kuudella eri maalajilla ja kahdella eri
kosteustasolla oli2 2-propenyyli-isotiosya-
naatti (Borek et al. 1994). Nitriilid 16ytyi
vain vihidn. Puskuroimattomassa liuoksessa
syntyi kuitenkin runsaammin nitriilid. Kun
maahan sekoitettiin murskattuja rapsin
versoja ja juuria, maasta 10ytyi yhdeksdd eri
hajoamisyhdistettd. Isotiosyanaattien lisik-
si havaittiin useita nitriileja. Maasta ana-
lysoidut yhdisteet olivat perdisin pddasiassa
juurten glukosinolaateista, vaikka suurin
osa maahan sekoitetusta vihermassasta oli
rapsin maanpdillistd kasvustoa (Gardiner et
al. 1999). Gardiner et al. (1999) otaksuivat,
ettd vihreiden kasvinosien glukosinolaat-
tien hajoaminen suosii nitriilejd isotiosy-
anaattien kustannuksella ja ettd myos vih-
reiden kasvinosien proteiinit sitovat iso



Taulukko 2. ‘Humus’-rapsin glukosinolaatti-pitoisuus, pmol g™, tuoretta solua.
Naytteet otettu rapsin kukintavaiheessa ja analysoitu kaasukromatografilla
(Brown & Morra 1996).

Glukosinolaatti Juuri Lehdet ja varsi
umol g!

isopropyyli 0,0 jédamid
2-metyylipropyyli jaamia 0,3
3-butenyyli 0,3 1,4
4-pentenyyli 1,1 4,6
4-metyylipentyyli jadmid 0,0
2-hydroksi-3-butenyyli 2,0 4.9
2-hydroksi-4-pentenyyli 0,5 1,3
4-metyylitiobutyyli 0,4 0,0
fenyylietyyli 4,5 1,1
S-metyylitiopentyyli 1,2 0,0
3-indolyylimetyyli 1,1 0,6
4-hydroksi-3-indolyylimetyyli 0,1 jadmia
1-metoksi-3-indolyylimetyyli 0,2 0,1
4-metoksi-3-indolyylimetyyli 0,2 jéamid

jaama on <0,05 umol g™ tuoretta solua kohti

Taulukko 3. ‘Humus’-rapsin glukosinolaattien hydrolyysiyhdisteet. Haihtuvien yhdisteiden tuo-
tanto, umol g*, tuoretta solua 26 tunnin aikana (Brown & Morra 1996).

Hydrolyysiyhdiste Juuri Lehdet ja varsi

umol g! umol g’
Néytteenottoaika tuntia alusta ~ 0,3-2,3 5-21 22-26 0,3-2,3 5-21 22-26
metyyliSCN 1,8 0,6 0,0 jaamid 0,0 0,0
3-butenyyliCN 0,1 0,8 0,0 0,8 5,3 0,6
isopropyylil TC 0,3 0,8 0,0 0,4 0,7 0,0
4-pentenyyliCN 0,7 2,4 0,2 1,5 15,2 2,7
allyylilTC 0,4 1,0 0,0 0,7 0,0 0,0
1-metyylipropyylil TC 4,8 6,1 0,4 5,2 21,6 1,6
3-butenyylil TC 15,2 37,3 33 41,3 111,1 10,1
4-pentenyylil TC 51,1 98,8 14,8 68,1 240,0 35,0
3,4-epitiobutyyliCN 0,3 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0
4-metyylipentyylil TC 1,3 3,9 0,8 0,3 1,2 0,2
5-heksenyylil TC jaamid 0,3 0,0 0,0 0,4 0,0
fenyylietyyliCN 1,5 6,3 2,7 0,0 0,8 0,1
5-metyliheksyylil TC 0,8 2.9 0,9 0,1 0,8 jaa
bentsyylil TC 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
4-metyylitiobutyylil TC 0,4 2,0 0,6 0,0 0,0 0,0
fenyylietyylil TC 11,5 71,0 30,2 0,7 4,6 1,4
5-metyylitiopentyylilTC 0,3 1,9 0,6 0,0 0,0 0,0
4-metyylisulfinyylibutyylil TC ~ jddamid 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0
S-metyylisulfinyylipentyylil TC  jadmid 0,1 0,0 0,0 0,00,0

SCN-tiosyanaattiryhmé, CN-nitriilliryhma, ITC-isotiosyanaattiryhmé&
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Taulukko 4. ‘Humus'-rapsin glukosinolaattien hydrolyysiyhdisteet. Liukoisten
yhdisteiden tuotanto, umol g*, tuoretta solua (liuotin CH,Cl,) (Brown & Morra

1996).
Hydrolyysiyhdiste Juuri Lehdet ja varsi
umol g umol g
4-pentyyliCN jaamid 0,02
1-metyylipropyylil TC 0,02 0,02
2-hydroksi-3-butenyyliCN 0,01 0,02
3-butenyylil TC 0,04 0,36
4-pentenyylilTC 0,12 0,91
3,4-epitiobutyyliCN 0,00 0,03
4-metyylitiobutyyliCN jéamid 0,00
2-hydroksi-3,4-epitiobutyyliCN 0,01 0,00
fenyylietyyliCN 0,24 0,04
4,5-epitiopentyyliCN 0,05 0,41
5-metyylitiopentyyliCN 0,03 0,00
4-metyylitiobutyylil TC 0,06 0,00
fenyylietyylil TC 0,99 0,27
5-vinyyliOZT 0,48 0,91
S-metyylitiopentyylilTC 0,09 0,00
5-allyyliOZT 0,10 0,24
4-metyylisulfinyylibutyylil TC 0,03 jaamia
indoliasetoCN jaamid jadamia
5-metyylisulfinyylipentyylil TC 0,09 0,30

CN-nitriiliryhma, ITC-isotiosyanaattiryhmé&, OZT-oksazolidiinitioniryhméa

Taulukko 5. Viiden parsakaalilajikkeen glukosinolaatti-pitoisuudet, umol/g, kuiva-ainetta. Suh-
teelliset osuudet suluissa. (Hansen et al. 1997).

Glukosinolaatti ‘Shogun’ ‘Hannamori’  ‘Premium Crop’ ‘Paxi’ ‘Purple
Mountain’

Glukonapiini 1,4 (2) 0,0 0,5 (<1) 0,0 0,0

3-butenyyli

Glukobrassikanapiini 0,0 0,6 (<1) 0,0 0,0 0,0

4-pentenyyli

Progoitriini 16,1 (25) 1,4 (2) 10,8 (12) 0,8 (2) 1,4 (2)

2-hydroksi-3-butenyyli

Glukoiberiini 1,7 (3) 0,0 0,0 0,0 7,8(11)

3-metyylisulfinyylipropyyli

Glukorafaniini 29,0 (46) 21,7 (36) 38,4 (41) 20,4 (44) 15,2 (21)

4-metyylisulfinyylibutyyli

Glukoalyssiini 0,4 (<1) 0,0 0,0 0,2 (<1) 0,0

S-metyylisulfinyylipentyyli

Glukonasturtiini 0,4 (<1) 0,0 0,4 (<1) 0,0 0,0

Fenyylietyyli

Glukobrassikiini 11,8 (19) 16,3 (27) 21,8 (24) 10,7 (23) 33,4 (46)

3-10,00lyylimetyyli

Neoglukobrassikiini 2,6 (4) 19,7 (33) 19,9 (21) 13,8 (30) 11,9 (16)

N-metoksi-3-10,0olyylimetyyli

4-metoksiglukobrassikiini 1,4 (2) 0,7 (1) 1,3 (1) 0,8 (2) 2,0 (3)
4-metoksi-3-i0,0olyylimetyyli

37



tiosyanaatteja.

Glukosinolaattien entsymaattinen hajo-
aminen on nopeaa. Korkeimmat isotiosy-
anaatti-pitoisuudet mitattiin 24 tunnin ku-
luttua puhtaan sinigriinin ja myrosinaasin
lisddmisestd kivenndismaata sisdltdvddn
koeputkeen (Borek et al. 1994). Donkinin
et al. (1995) mukaan 24 tunnin kuluttua si-
nigriinin ja myrosinaasin lisdyksestd veteen
isotiosyanaatin tuotanto oli 12-31 % glu-
kosinolaatin madrdstd. Rapsikasvuston
murskauksen jilkeen maasta mitattiin ha-
joamistuotteiden korkeimmat pitoisuudet
30 tuntia sekoituksen jilkeen (Gardiner et
al. 1999).

Kaasumaiset isotiosyanaatit kulkeutu-
vat diffuusion avulla maan ilmahuokosissa,
kunnes liukenevat veteen, sitoutuvat maa-
hiukkasten pinnoille tai havidgvit muulla ta-
voin. Veteen liunneena isotiosyanaatit le-
vidvit joko diffuusin avulla tai valuman mu-
kana. Jakautuminen eri faaseihin riippuu
maan rakenteesta, vesipitoisuudesta, lam-
potilasta sekd yhdisteen liukoisuudesta
(Wambeke 1989).Veteen liuenneiden myr-
kyllisten yhdisteiden pitoisuudesta ja vaiku-
tusajasta puolestaan riippuu se, miten yh-
disteet tehoavat maassa eldviin kasvintu-
hoojiin. Kaasut liikkuvat maassa diffuusin
avulla nopeammin ja tasaisemmin kuin
vesi, minkd vuoksi isotiosyanaattien arvel-
laan tehoavan kaasuna kulkeutuessaan pa-
remmin kuin veden mukana (Brown &
Morra 1997).

Limpotilan noustessa kaasuuntuvuus
paranee ja liukoisuus laskee. Hyvid maan ra-
kenne yhdessd korkean limpoétilan kanssa
nopeuttavat isotiosyanaattien liikkumista
ja levidmistd maassa, jolloin vihemmin iso-
tiosyanaatteja chtii sitoutua tai hajota en-
nen kosketusta kasvintuhoojan kanssa.

Esim. metyyli-isotiosyanaatin liukoisuus
alenee 37 % limpétilan noustessa 10 °C:sta
20 °C:een (Wambeke 1989). Metyyli-iso-
tiosyanaatin liukoisuus 20 °C:seen veteen on
7,6 mg ml™, minki vuoksi kosteassa maassa
suurin osa yhdistestd liikkuu veteen liuen-
neena (Smelt & Leistra 1974). Myrkyllisten
yhdisteiden pitoisuus laimenee maan kos-
teuspitoisuuden lisddntyessa.
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Ei tiedetd, ovatko veteen helposti liu-
kenevat isotiosyanaatit, kuten p-hydroksi-
bentsyyli ja 2-fenyylietyyli, kosteassa maas-
sa tehokkaampia kuin heikommin liukene-
vat isotiosyanaatit.

Glukosinolaattien hajoamistuotteet hi-
vidvdt nopeasti maasta. Ne havidvit kaa-
suuntumalla ilmaan, sitoutumalla maa-
hiukkasiin, huuhtoutumalla ja hajoamalla
kemiallisesti tai mikrobitoiminnan tulokse-
na (Brown & Morra 1997). 2-propenyy-
li-isotiosyanaatin puoliintumisaika maassa
vaihteli 20—60 tuntiin ja vastaavan nitriilin
80-120 tuntiin. Isotiosyanaatit ovat hdvin-
neet maasta nopeammin glukosinolaat-
ti-pitoisen kasvimateriaalin lisdyksen jdl-
keen kuin puhtaan glukosinolaatin ja my-
rosinaasin lisdyksen jalkeen (Brown & Mor-
ra 1997).

My®és ionisen tiosyanaatin puoliintumis-
aika maassa on verrattain lyhyt. Tiosyanaa-
tin hdvidminen neljdltd maalajilta vaihteli
40-95 %:iin kuuden vuorokauden kuluessa
(Brown & Morra 1993). Kun maahan on li-
satty kokeissa 2-propenyyli-isotiosyanaat-
tia ionisen tiosyanaatin mukana, on jilkim-
mdisen hajoaminen hidastunut. Rapsin sie-
menrouheesta maahan vapautuva ioninen
tiosyanaatti on sidilynyt maassa puhdasta
yhdistettd kauemmin. Tillainen synergia-
vaikutus saattoi johtua siitd, ettd isotiosy-
anaatti vaikutti myrkyllisesti hajottajamik-
robeihin (Brown et al. 1991, Brown & Mor-
ra 1993).

Suuri osa isotiosyanaatista hdvidd maas-
ta joko kaasuuntumalla ilmaan tai hajo-
amalla. Isotiosyanaattien kaasuuntuminen
ilmaan vdhentdi torjunnan tehoa. Erot iso-
tiosyanaattien kaasuntuvuudessa vaikutta-
vat todenndkdisesti myos hdvikkien mai-
rdin. Jopa 34 % maahan sijoitetusta metyy-
li-isotiosyanaatista havaittiin olevan maan
pinnalta otetussa kaasuvirrassa kymmenen
tunnin kuluessa (Munnece et al.1962).
Liheltd maan pintaa ja kuivasta maasta pads-
tot ovat suuremmat kuin syviltd ja kosteasta
maasta. Metyyli-isotiosyanaatti (Gerstl et al.
1977, Gan et al. 1999) ja 2- propenyyli-iso-
tiosyanaatti (Borek et al. 1995b) hivisivit
nopeammin kuivassa maassa kuin kosteassa



ja lampotilan nousu kiithdytti hdvidmista.
2-propenyylinitriili puolestaan hivisi no-
peammin, kun maan vesipitoisuus kasvoi
(Borek et al. 1995b). Sadetuksen mukana
lapdisevddn hietamaahan annettua metyy-
li-isotiosyanaattia on l6ytynyt maasta 15
piivin ajan, kun limpétila on ollut 2 °C.
Huuhtoutumalla hdvisi vain pieni osa me-
tyyli-isotiosyanaatista. Suurin osa isotiosy-
anaatista loytyi 25 cm:n pintakerroksesta
(Saeed et al. 1996).

Metyyli-isotiosyanaattia sisdltdvd Busan
1020, jonka tehoaine on natrium -N-me-
tyyliditiokarbamaatti, tehosi Verticillium
dablie -sienen itoihin parhaiten kosteassa ja
viiledssd, +2 °C maassa, kun se levitettiin
maahan kastellen. Till6in se likkkui kastelu-
veden mukana. Teho kuivassa maassa para-
ni limpétilan noustessa, mutta +22 °C:n
lampotilassa kosteassa maassa teho heikke-
ni, koska hajoaminen oli nopeampaa (Saeed
et al. 1997). Limpotilan nousu on lisinnyt
maahan sekoitetun kaalijitteen tehoa maa-
levintdisiin taudinaiheuttajiin (Gamliel &
Stapleton 1993). Tehon paraneminen joh-
tui todenndkodisimmin isotiosyanaateista ja
muista haihtuvista rikkiyhdisteistd, joita
limmitetystd maassa vapautui enemmén
kuin limmittdmattomasta.

Osa isotiosyanaateista sitoutuu maa-ai-
nekseen ja on siten torjunnan kannalta te-
hottomassa muodossa. Savi-ja humuspitoi-
suuden sekd typen médrin lisddntyessd iso-
tiosyanaattien sitoutuminen maahan on li-
sadantynyt (Gerstl et al. 1977, Ben -Yephet
& Frank 1985, Borek et al. 1995b). Myos
mikrobiologisen hajoamisen on havaittu
nopeutuvan maan orgaanisen aineen maa-
ran kasvaessa (Gan et al. 1999). Ioninen tio-
syanaatti hajosi pddasiassa mikrobien vaiku-
tuksesta (Brown & Morra 1993). Isotiosy-
anaattien hajoamiseen mikrobit eivit ndytd
oleellisesti vaikuttavan (Munnece & Martin
1964, Brown & Morra 1997), vaikkakin
limpétilan nousu yli 30 °C:n stimuloi voi-
makkaasti metyyli-isotiosyanaatin mikro-
biologista hajoamista (Gan et al. 1999).
Korkea limpétila on nopeuttanut myos liu-
koisen ionisen tiosyanaatin hidvidmistd
(Brown & Morra 1993).
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3.4 Glukosinolaattien vaikutukset

3.4.1 Rikka- ja viljelykasvit

Ristikukkaiskasvien hajoavista jdtteistd ja
murskatuista kasvisoluista voi vapautua sie-
menten itdmistd ja taimien kasvua haittaa-
via yhdisteitd. Eldvien ristikukkaiskasvien
juurista on havaittu erittyvin pienid madrid
samoja yhdisteitd (Choesin & Boerner
1991). Niistd kasveille myrkyllisimpid ovat
glukosinolaattien hajoamistuotteet, iso-
tiosyanaatit, tiosyanaatit ja goitriini (Brown
& Morra 1995, Vaughn & Boydston 1997,
Vaughn & Berhow 1998). Yhdisteet voivat
pitoisuudesta ja testikasvista riippuen sekd
estdd kasvua ettd toisinaan myss edistdd
sitd. Myrkytysoireet nikyvit itimisen esty-
misend, sirkkajuuren tai -varren heikkona
kasvuna tai taimen virin vaalenemisena
(Dale 1986, Oleszek 1987, Angelini et al.
1998).

Yksi eniten tutkituista glukosinolaat-
tien hajoamistuotteista on vesiliukoinen io-
ninen tiosyanaatti, jota syntyy p-hydroksi-
bentsyyli- ja indolyyliglukosinolaattien ha-
jotessa entsymaattisesti (Chew 1988a).
Kaupallista ammoniumtiosyanaattia (NH,
SCN) on kaytetty kasvuston tuhoamiseen ja
amitrolin lisdaineena rikkakasvien torjun-
taan (Duncan et al. 1989). Tiosyanaattien
vaikutustapa on valikoiva ja riippuu pitoi-
suudesta, mutta vaikutusmekanismeja ei
tdysin tunneta. Tiosyanaatin tiedetddn sito-
van proteiineja (Duncan et al. 1989). Voi-
makkaiden virivirheiden oletetaan johtu-
van ionisen tiosyanaatin reagoinnista rau-
dan kanssa (Ju et al. 1983).

Ammoniumtiosyanaatti vaikuttaa sy-
nergisesti amitrolin kanssa estien sitd
muuttumasta kasvissa vaarattomampaan
muotoon (Duncan et al. 1989). Ammo-
niumtiosyanaatti on estinyt mm. perunoi-
den itdmistd, kun mukulat on peitattu 2 %
liuoksella (Brian 1976), mutta nopeuttanut
itdimistd pienind pitoisuuksina (Duncan et
al. 1989). Jun et al. (1983) mukaan tupakan
taimet kuolivat, kun vesiviljelyliuoksessa oli
alle 5 ug ml" tiosyanaatti-ioneja. Pavun
kasvu loppui, kun niité oli liuoksessa yli 25



g ml”, mutta kaali kasvoi liuoksessa, jonka
pitoisuus oli 5-50 ug ml™.

Sellaisina pitoisuuksina (-500 uM, ~29
ug ml™), joita esiintyy maassa, tiosyanaatti
on estinyt kasvien verson ja juuren kasvua,
mutta ei ole vaikuttanut siementen itdvyy-
teen (Stiehl & Bible 1989).

Glukosinolaattien hydrolyysiyhdisteista
herkdsti kaasuuntuvia isotiosyanaatteja pi-
detddn kasveille myrkyllisimpind. Metyy-
li-isotiosyanaattia sisdltdvid torjunta-ainei-
ta, Na-N-metyyliditiokarbamaattia ja dat-
somettia, on yleisesti kdytetty mm. kasvu-
alustojen desinfiointiin (Parker 1976). Me-
tyyli-isotiosyanaatti on voimakas myrkky,
joka tuhoaa myos lepotilassa olevat sie-
menet (Parker 1976). Teasdalen & Taylor-
sonin (1986) kokeissa puhdas metyyli-iso-
tiosyanaattikaasu esti maassa verihirssin,
Digitaria sanguinalis, siementen itdmisen
noin 300 Wg ml" pitoisuudessa, hidasti iti-
mistd 40—70 Ug ml™” pitoisuudessa ja edisti
itimistd 7-40 Lg ml™" pitoisuudessa.

Puhtaat 2-propenyyli- ja metyyli-iso-
tiosyanaatit ovat kaasuina olleet itdville sie-
menille myrkyllisimpid (Petersen et al.
1999, Vaughn & Boydston 1997). Maahan
sekoitettu sareptansinapin kasvimurska tai
siemenpuriste (padglukosinolaatti 2-pro-
penyylid) ei kuitenkaan ole estinyt siemen-
ten itdmistd, vaan on piinvastoin edistinyt
sitd (Laitinen et al. 1994, Vaughn & Boyds-
ton 1997). Bentsyyli-isotiosyanaatin vaiku-
tus on kaasuna ollut heikko. Kuitenkin
maahan sekoitettuna (Dale 1986) tai bent-
syyli-isotiosyanaattia runsaasti tuottavista
kasveista, kuten vihanneskrassista ja kelta-
sinapista, valmistettu kasvimurska ovat ol-
leet myrkyllisimpid (Vaughn & Boydston
1997). Vihanneskrassin ja keltasinapin vai-
kutus saattaa johtua eri yhdisteiden tuo-
masta synergiasta tai bentsyylin paremmas-
ta vaikutuksesta liuvosmuodossa.

Helposti liukenevista isotiosyanaateista
tehokkaimpia siementen itimisen ja kasvun
estdjid ovat liuoksina olleet 2-fenyyli-iso-
tiosyanaatti (Bialy et al. 1990, Petersen et
al. 1999) ja 4-metyylitiobutyyli-isotiosy-
anaatti (Angelini et al. 1998). 2-fenyyli-iso-
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tiosyanaatti esti maljakokeissa vehnin itéd-
misen kokonaan 500 [lg ml" pitoisuudessa
ja juuristo tuhoutui 300 Ug ml™" pitoisuu-
dessa (Bialy et al. 1990). Fenyyli-isotiosya-
naatin lihto-glukosinolaattia glukonastur-
tiinia on runsaasti mm. kaalien, rypsin, rap-
sin ja sinapin juurissa ja metyylitiobutyylid
kaaleissa.

Runsaasti glukosinolattia sisdltivien 6l-
jykasvien siemenpuristeessa on glukosino-
laatteja, jotka hajoavat siemenpuristeen
kostuessa. Kosteasta rapsin siemenpuris-
teesta vapautuneet kaasut ovat estineet sa-
laatin siementen itdmisen, mutta hyvissd
ajoin ennen koetta kostutetusta siemenpu-
risteesta ei vapautunut itamistd haittaavia
kaasuja. Kaasut tunnistettiin isotiosyanaa-
teiksi ja nitriileiksi (Brown & Morra 1995).
My6s rapsin siemenpuristeen ja murskattu-
jen lehtisolujen uutokset estivit salaatin sie-
menten itimistd. Puristeen myrkyllisyys oli
kuitenkin suurempi kuin siitd valmistetun
vesiuutteen, joten ndyttdd siltd, ettd sekd
kaasumaiset ettd vesiliukoiset yhdisteet vai-
kuttavat siemenpuristeen myrkyllisyyteen.
Siemenpuristeesta 1oydettin pddasiassa
goitriinia, mutta pienempid midrid myos
kuutta muuta hydrolyysiyhdistettd (Brown
et al. 1991, Brown & Morra 1996).

Angelini et al. (1998) lisasivit imupape-
rille sekd myrosinaasia ettd goitriinin ldh-
toyhdistettd, epiprogoitriinia. Goitriini sai
jo pienind pitoisuuksina (yli 1 mg ml" epi-
progoitriinia) taimet kasvamaan téysin epd-
normaalisti ja 15 mg ml" glukosinolaattia
esti itdmisen kokonaan.

Vaughn ja Berhow (1998) havaitsivat
hietamaahan sekoitetun merikaalin siemen-
puristeteen (5 % maan painosta) vihentd-
vin vehnin ja sesbanian taimettumista ja
kasvua. Pienemmit puristemddrit estivit
vehnin siementen taimettumista, mutta
paransivat taimien kasvua, ilmeisesti puris-
teesta vapautuneen typen vuoksi. Merikaa-
lin siemenpuristeessa syntyy runsaasti sekd
goitriinia ettd sen nitriilimuotoa, 1-sy-
ano-2-hydroksi-3-buteenia, mikid kokeissa
on estdnyt vehnin ja kelta-aulion, Abutilon
theobrasti, alkeisjuuren kasvua, mutta ei ita-
mistd (Vaughn & Berhow 1998).



Maahan sekoitettu keltasinapin siemen-
puriste (glukosinolaatti on p-hydroksibent-
syyli) on vidhentdnyt voimakkaasti kasvien
taimettumista ja kasvua (Johansson & As-
card 1994, Laitinen et al. 1994).

Ristikukkaiskasvien jitteet ovat myos
viljelykasveille myrkyllisid. Vaikutukset
voivat nikyd glukosinolaatti-pitoisen kasvi-
jatteen levityksen jilkeen viljelykasvin
heikkona taimettumisena ja kasvuna. Moj-
tahedin et al. (1993) kokeissa perunan istu-
tus keviilld vilittomasti rapsin vihermas-
san (44 t ha') muokkauksen jilkeen hei-
kensi perunan taimettumista ja aiheutti ki-
tukasvuisuutta.

Viljelykasvien alttiudessa on suuria ero-
ja. Istutettavat kasvit kestdvit paremmin
kuin siemenistd kasvatettavat ja suurisie-
meniset kasvit paremmin kuin pienisieme-
niset (Oleszek 1987, Johansson & Ascard
1994, Petersen et al. 1999).

Jaakkolan (1999) kokeissa vehnin oras-
tuminen heikkeni 80 % ja ohran 60 % kont-
rolliin verrattuna, kun keltasinapin siemen-
puristetta sekoitettiin kylvon yhteydessi
maahan 625 kg ha™.

Johanssonin & Ascardin (1994) kokeissa
porkkana, sokerijuurikas, kaura ja rapsi oli-
vat taimiasteella arkoja keltasinapin sie-
menpuristeelle. Luumu ja omena kestivit
hyvin ja mustaherukka kohtalaisesti suuria
puristemidria (2000 kg ha™). Myrkylliset
yhdisteet havidvit kuitenkin hyvin nopeasti
kasvijitteen hajotessa. Dalen (1986) mu-
kaan kaksi péivdd ennen kylvod maahan se-
koitettu bentsyyli-isotiosyanaatti ei endd
vaikuttanut siementen itdmiseen.

Vaikka laboratoriokokeissa murskatut
kasvit ja glukosinolaattien hydrolyysiyhdis-
teet ovat estdneet siementen itdmisté ja tai-
mien kasvua, on pelto-oloissa teho rikka-
kasveihin ollut riittdimaton. (Johansson &
Ascard 1994, Boydston & Hang 1995,
Vaughn & Boydston 1997).

Syind voivat olla mm. kasvijitteen epi-
tasainen sekoittuminen, rikkakasvien sie-
menten valikoiva kestivyys ja/tai hajoamis-
tuotteiden nopea hdvidminen. Runsaankin
vihermassaméirin levityksen jilkeen glu-
kosinolaattien hajoamistuotteiden pitoi-
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suus maassa ndyttdd olevan liian alhainen
rikkakasvien hyvidksyttdvddn torjuntaan.
Gardinerin et al. (1999) mittauksissa iso-
tiosyanaatti-pitoisuus ylitti harvoin 1 nmol
g kuivaa maata, vaikka rapsin vihermassaa
sekoitettiin noin 7000 kg ha™. Maan desin-
fiointiin suositellaan kdytettdviksi metyy-
li-isotiosyanaattia 517-1294 nmol g kui-
vaa maata (Gardiner et al. 1999).

Vaikka rapsin siemenpuristeen glu-
kosinolaatti-pitoisuus on huomattavasti
suurempi kuin versojen, on puristeen teho
ollut versoja heikompi, ilmeisesti isotiosy-
anaattien nopean sitoutumisen vuoksi sie-
menpuristeessa (Brown & Morra 1995,
1996).

Jotta glukosinolaatti-pitoisista kasveista
saataisiin paras hyoty rikkakasvien torjun-
nassa, tulisi tutkia, mitkd yhdisteet ja pitoi-
suudet ovat eri kasveille haitallisimpia.
Lisiksi olisi selvitettdvd, miten olosuhteet ja
muokkausaika vaikuttavat yhdisteiden
myrkyllisyyteen maassa ja onko pienelld,
mutta jatkuvalla yhdisteiden tuotannolla
vaikutusta rikkakasveihin. Viljelykiertoon,
viherkesannoksi ja siemenpuristetta varten
olisi kehittdvd glukosinolaateiltaan entistéd
tehokkaampia ristikukkaiskasveja. Lisdksi
olisi selvitettdvi varoajat viljelykasvien kyl-
vamiselle. Ainoaksi torjuntakeinoksi em.
menetelmit eivdt valikoivuutensa vuoksi
yleensd riitd, mutta ovat luonnollisia lisd-
keinoja rikkakasvien vihentdmisess.

Ristikukkaiskasvien juurista erittyy pie-
nid madrid glukosinolaatti-yhdisteitd kas-
vun aikana. On arveltu, etteivit kasvavat
ristikukkaiskasvit eritd allelokemikaaleja
siind madrin, ettd niilld olisi merkitysta risti-
kukkaiskasvien leviimiselle (Choesin &
Boerner 1991, Dietz et al. 1996).

3.4.2 Taudinaiheuttajat

Ristikukkaiskasvilla on todettu olevan jois-
sakin viljelykierrossa edullinen jilkivaiku-
tus. Esikasvina ollessaan ne ovat paranta-
neet mm. herneen (Chan & Close 1987,
Muelchen et al. 1990, Williams-Wood-
ward et al. 1997), vesimelonin (Keinath



1996) ja vehnin (Angus et al. 1991, Kirke-
gaard et al. 1993, 1994, 1996, Sarwar et al.
1998) kasvua. Edullinen vaikutus on johtu-
nut todenndkoéisimmin ristikukkaiskasveis-
ta maahan vapautuvista yhdisteitd, jotka
ovat vihentinet maalevintdisid kasvitaute-
ja. Esikasvin edullinen jélkivaikutus voi pe-
rustua my0s parantuneeseen maan raken-
teeseen tai veden ja ravinteiden saatavuu-
teen. Vehnén parempaa kasvua mustasina-
pin tai rapsin jilkeen nimi tekijit eivit se-
littineet (Cresswell & Kirkegaard 1995,
Kirkegaard et al. 1993, 1996).

Ristikukkaisista kasveista vapautuvat
yhdisteet vaikuttavat joko suoraan taudin-
aiheuttajaan tai lisddvit taudinaiheuttajan
kanssa kilpailevia mikrobeja (Smolinska
2000). Maatuvien kasvijitteiden vaikutus-
mekanismit taudinaiheuttajiin tunnetaan
vain harvoissa tapauksissa. Pelto-oloissa ris-
tikukkaiskasvien jitteiden vaikutus on
usein ollut vaihteleva ja huonosti ennustet-
tavissa monien, yhtd aikaa maassa vaikutta-
vien tekijéiden vuoksi. Ndyttojd ristikuk-
kaiskasvien maata puhdistavista vaikutuk-
sista on kuitenkin jo niin runsaasti, ettd Kir-
kegaard & Sarwar (1998) kiyttavit termid
“biofumication brassicas” kuvaamaan risti-
kukkaiskasvien merkitystd maan desinfi-
ointiaineena.

Glukosinolaatti-pitoisten kasvien vai-
kutusta on ehki eniten tutkittu herneen la-
kastumistautia, Aphanonmyces eutheiches f. pisi,
vastaan. Eri vili- ja viherkesantokasveilla on
havaittu olevan erilainen herneen esikasviar-
vo lakastumistautiin saastuneessa maassa.
Runsaasti glukosinolaattia siséltdvin rapsin,
“Troy’-kauran tai ‘Jubilee’-maissin murskaus
maahan viiden viikon kasvatuksen jilkeen
paransi herneen kasvua ja vihensi tautiin sai-
rastuneiden herneiden osuutta. Sinimailasen
jilkeen herneen tautisuus lisddntyi ja
‘Dane’-kauran sekd tarhapavun jilkeen py-
syi kesannon tasolla. Maahan sekoitetun vi-
hermassan mairilli ei ollut yhteyttd taudin
vihenemiseen, silld maissin ja tarhapavun
tuoretta kasvimassaa sekoitettiin maahan
yli kaksi kertaa enemmén kuin rapsin tai
kauran kasvimassaa (Williams-Woodward
et al. 1997). Chanin & Closen (1987) mu-
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kaan herneelld esiintyi lakastumistautia va-
hemmin nelja kuukautta saastuneessa
maassa kasvaneen rapsikasvuston murs-
kauksen jilkeen kuin kesannon, valkoapi-
lan tai vehnin jilkeen. Kun saastunta oli
heikko, herneen tautisuus viheni lahes 50
% esikasvina olleen ristikukkaiskasvin jdl-
keen, mutta kun saastunta oli keinotekoi-
sen voimakas, mikdin esikasveista ei vihen-
tanyt herneen tautisuuta (Chan & Close
1987).

Keltasinapin kylvo heti herneen jilkeen
ja murskaus syystalvella vihensi seuraavan
hernekasvuston oireita, mutta ei vaikutta-
nut satoon, koska herneen taimettuminen
kirsi keltasinapin jitteiden vuoksi. Jatka-
malla herne- keltasinappikiertoa herneen
sato kuitenkin parani (Muehlchen et al.
1990).

Lewiksen & Papavizasin (1971) kokeissa
murskatuista kaalin lehdistd vapautuneet
kaasut vihensivdt herneen lakastumis-
tautia, muuttivat itididen morfologiaa ja
heikensivit niiden kehitystd sekd rihmaston
kasvua. Murskatuilla maissin lehdilld ei ol-
lut samanlaista vaikutusta. Maahan sekoi-
tetut 2-propenyyli- ja metyyli-isotiosyanaa-
tit sekd erddt sulfidit, joita kaalikasveista
haihtuu, vihensivit herneen lakastumis-
tautia yli 90 %. Tutkijat (Lewis & Papavizas
1971) eividt kuitenkaan 16ytineet maan pin-
nasta kaalimurskan sekoituksen jilkeen iso-
tiosyanaatteja, vaikka sama kaalimurska
vihensi selvasti herneen saastuntaa. Run-
saasti glukosinolaattia sisiltivin ‘Dwarf
Essex’-rapsin siemenpuriste alensi voimak-
kaasti herneen lakastumistaudin munaitioi-
den tartuttamiskykyd ja rihmaston kasvua,
samoin kuin siitd tehty vesiuute. Vihin glu-
kosinolaattia sisiltdvd ‘Stonewall’-rapsin
puriste ja puriste, josta myrosinaasi oli tu-
hottu, heikensivit itidita vain vihin (Smo-
linska et al. 1997).

Ramirez-Villapudua & Munnece (1987)
tutkivat astiakokein maahan sekoitetun ris-
tikukkaiskasvijatteen vaikutusta kaalin tai-
mipoltesieneen, Fusarium oxysporum f. sp.
conglutinans. Jite paransi kaalien kasvua
saastutetussa maassa verrattuna sinimaila-
sen, vehnin tai kananlannan levitykseen tai



kisittelemdttomain maahan. Kaalijdte kui-
tenkin esti sieni-itididen kehitystd vain kaa-
sutiiviissd astioissa, joissa kaasujen konsent-
raatio nousi riittdvan korkealle. Maan peit-
timinen ja kuumentaminen lihelle 40 °C:
tta lisési ristikukkaisjicteen tehoa taimipol-
tesieniin (Ramidez-Villapudua & Mun-
necke 1987) sekd Pythium-mitiin ja Sclero-
tium volfsii-sieniin, silli kuumentaminen on
lisdinnyt isotiosyanaattien konsentraatiota
(Gamliel ja Stapleton 1993). Kaalin jétteitd
sisdltdvistd, kuumennetusta maasta vapau-
tui isotiosyanaatteja, aldehydejd, alkoholeja
ja sulfideja, kun taas kuumentamattomasta
maasta vapautui padasiassa etanolia ja etik-
kahappoa (Gamliel & Stapleton 1993).
Gamliel & Stapeltonin (1993) arvelivat,
ettd Pythium- ja Sclerotium-sienien vi-
heneminen kuumennetusta, kaalijatettd si-
sdltdvdstd maasta oli seurausta yhdisteiden
myrkyllisyydestd, kuumentamisesta sekd
mikrobien suhteiden muutoksista. Maan
mikrobiologinen aktiivisuus lisddntyi noin
viikon ajaksi kaalijitteen sekoittamisen jal-
keen, kun mikrobit alkoivat hajoittaa or-
gaanista ainesta. Lahottajamikrobit eivit
nidyttineet olevan yhta herkkid jitteistd
haihtuville kaasuille kuin Pyzhium- ja Sclero-
tium-sienet (Gamlies & Stapelton 1993).
Ramidez-Villapuduan & Munnecen (1988)
mukaan kaalijatteen kaasujen johtaminen
maahan lisdsi bakteerien méirin 16-kertai-
seksi, vihensi sienten mairiaa 20 %:lla lu-
kuunottamatta Penicillium- ja Aspergillus-la-
jeja, jotka pysyivit ennallaan tai kasvoivat
ja Actinomycetes-lajeja, jotka pysyivit ennal-
laan.

Scott & Knudsen (1999) eivit havain-
neet rapsikasvuston maahan sekoituksen
vaikuttavan oleellisesti herneen juuriston
bakteeripopulaatioon eikd myoskddn juu-
rinystyrabakteereihin. Smolinskan (2000)
kokeissa ainoastaan sareptansinapin jitteet
heikensivit Fusarium oxysporium -sienen kes-
toitididen itdmistd, vaikka sekd sareptan-
sinapin ettd rapsin jitteet lisdsivdt massa
elivien muiden mikrobien médrdd. Smo-
linskan (2000) tutkimuksen mukaan pelk-
kd mikrobiaktiivisuuden nousu ei riitd vé-
hentimddn kestoitiditd, vaan sareptan-
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sinapin myrkylliset yhdisteet olivat ainakin
osittain syyni kestoitididen elinkyvyn heik-
kenemiseen. Kokeissa maahan sekoitetut
kasvien kuiva-ainemiirit ovat yleisesti ol-
leet 0,5—2 % maan kuivapainosta.

Kaasuuntuvat isotiosyanaatit, erityisesti
2-propenyyli-isotiosyanaatti, on todettu
mikro-organismeille erittdin myrkylliseksi
(Marietal. 1993, Mayton et al. 1996, Char-
ron & Sams 1999, Smolinska & Horbowicz
1999). Lewiksen & Papavizasin (1971) mal-
jakokeissa 2-propenyyli-isotiosyanaatti esti
herneen lakastumistaudin rihmaston kas-
vun 0,04 ppm:n pitoisuutena, munaitidi-
den muodostumisen 0,10 ppm:n ja itimi-
sen 0,30 ppm:n pitoisuutena. Holleyn &
Jonesin (1985) kokeissa 2-propenyyli-iso-
tiosyanaattikaasun pienin vaikuttava annos
Nematospora-hiivasientd vastaan oli 20-35
wg ml™.

Hiivoille ja bakteereille erittdin myrkyl-
lisid rikkiyhdisteitd, 2-propenyyli-isotiosy-
anaattia ja metyylimetaanitiosulfinaattia
(MMTSO), joka ei kuulu glukosinolaattien
hajoamistuotteisiin, on eristetty mm. kaali-
mehusta. 2-propenyyli-isotiosyanaatin pie-
nin vaikuttava pitoisuus hiivoille oli vain
1-4 ug ml" ja bakteereille 50-500 ug ml™”
ja metyylimetaanitiosulfinaatin 6-10 ug
ml™ ja 50-200 ug ml" (Kyung & Fleming
1997). Schreiner & Koide (1993) eristivit
sienimyrkkyjd lukuisten ristikukkaiskasvi-
en juurista, mutta vain keltasinapin juurista
eristetty p-hydroksibentsyyli-isotiosya-
naatti esti mykorritsasienten Glomus intra-
radices ja G. etunicatum itimisen agar-alus-
talla.

Mariet al. (1993) testasivat kuuden glu-
kosinolaatin isotiosyanaatti-johdannaisen
kykyi torjua hedelmien varastotauteja aihe-
uttavia sienid. Glukosinolaatit eristettiin
ristikukkaisten siemenistd ja myrosinaasi
keltasinapista. Tutkijat (Mari et al. 1993)
havaitsivat, ettd 2-propenyyli-isotiosy-
anaatti oli laaja-alaisin kaasu, joka esti he-
delmien varastotauteja aiheuttavien sie-
ni-itididen itamistd samoin kuin rihmaston
kasvua. Sienten vililld oli suuria herk-
kyyseroja. Mucor piriformiksen ja verso-
taudin, Monilia laxa, itidt olivat helpoiten



torjuttavissa. Agariin sekoitettuna 3-me-
tyylisulfinyyli-3-butenyyli- ja 2-propenyy-
li-isotiosyanaatit olivat sienirihmastoille
myrkyllisimpid. Useimmat agariin sekoite-
tut hydrolyysiyhdisteet paransivat verso-
taudin rihmaston kasvua.

Drobnica et al. (1967) havaitsivat 11 eri
isotiosyanaatin liukoisuudessa eroja, jotka
vaikuttivat kasvatusalustaan livotettujen
yhdisteiden myrkyllisyyteen. Aspergillus-,
Penicillium- ja Rhizopus-sienid vastaan 2-fe-
nyylietyyli-isotiosyanaatti oli 30 kertaa
myrkyllisempi, bentsyyli-isotiosyanaatti 4
kertaa myrkyllisempi ja 4-metoksibentsyy-
li-isotiosyanaatti 8 kertaa myrkyllisempi
kuin 2-propenyyli-isotiosyanaatti. Tyypil-
listd kaikille tutkituille isotiosyanaateille oli
se, ettd pitoisuuksina, joissa ne eivit estéd-
neet rihmaston kasvua, ne viivdstyttivat iti-
ointid (Drobnica et al. 1967).

Manicin et al. (1997) kokeissa 3-metyy-
lisulfinyylipropyyli-, 4-metyylitiobutyyli-,
3-metyylisulfonyylipropyyli- ja bentsyy-
li-glukosinolaattien hydrolyysituotteet esti-
vit voimakkaimmin tyvitaudin, Fusarium
culmorum, rihmaston kasvua agar-alustalla.
Kun em. glukosinolaattien pitoisuus alus-
talla oli 0,1 mg ml™, rihmaston kasvu vihe-
ni 50 %:lla. Myrkyllisin hajoamisyhdiste
syntyi alifaattisesta 3-metyylisulfinyylipro-
pyylistd. Sen E;-arvo (annos, jolla saadaan
50 % teho) oli 0,05 mg ml™ Rhizoctonia sola-
ni-, Sclerotinia slevotiorum-, Diaporthe phase-
olorum- ja Pythium irregulare-sieniin. Liukoi-
nen bentsyyli-isotiosyanaatti oli myrkylli-
sempi kuin propenyyli- tai butenyyli-iso-
tiosyanaatit (Manici et al. 1997).

Isotiosyanaatteja muodostavien glu-
kosinolaattien on arveltu vaikuttavan risti-
kukkaisten kasvien taudinkestdvyyteen
(Greenhalg & Mitchell 1976, Mithen et al.
1987). Kasvinosan glukosinolaatti-pitoi-
suus ei kuitenkaan ole korreloinut taudin-
kestivyyden kanssa (Holley & Jones 1985,
Doughty et al. 1996, Li et al. 1999).

3.4.3 Ankeroiset ja hyonteiset

Kun on kiytetty ristikukkaiskasveja esi- ja
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kumppanuuskasvina ja viherkesantona, on
voitu vihentdd joidenkin ankeroislajien
middrdd ja niiden viljelykasveille aiheutta-
mia vioituksia (Winkler & Otto 1980, Moj-
tahedi et al. 1991, 1993). Ristikukkaiskas-
vien vaikutuksen arvellaan johtuvan aina-
kin osittain glukosinolaattien hajoamis-
tuotteista.

Mojtahedi et al. (1991) havaitsivat esi-
kasvina olevan rapsin kesantoa tehokkaam-
maksi ja rapsin vihermassan vehnin viher-
massaa tehokkaammaksi dkdmiankerois-
ten, Meloidogyne chitwoodi, vihentdjiksi.
Vaikutukset M. 7ncognitaan ja M. javanicaan
eivit ole olleet yhtd selkeit (Johnson et al.
1992). Maahan sekoitetut rapsin ja merisi-
napin siemenpuristeet ovat vihentdneet
akamiankeroisia (Walker 1996).

Mojtahedin et al. (1993) kasvihuoneko-

keissa viherlannoitus rapsin lehtisilpulla
(padasiassa glukonapiinia, glukobrassina-
piinia, progoitriinia ja glukonasturtiinia)
vaikutti edullisemmin kuin juurisilppu
(glukonasturtiinia) ja piti juuridkdmaanke-
roiset loitolla perunan istutusrivistd usean
viikon ajan. Verrattuna glukosinolaatti-yh-
disteiden hdvidmisnopeuteen vaikutusaika
tuntuu pitkaltd.
Gardinerin et al. (1999) kokeissa rapsikas-
vuston murskauksen jilkeen maasta [6ytyi
vain juurten tuottamia glukosinolattien ha-
joamistuotteita, vaikka suurin osa maahan
sekoitetusta vihermassasta oli rapsin maan-
paillistd kasvustoa. Ristikukkaisjdtteen pit-
ki vaikutus saattaa johtua monien tekijoi-
den summasta. On havaittu mm., ettd am-
moniumtypen, runsastyppisen kasvijitteen
ja suurten kananlantamdirien lisédminen
maahan vihentdd ankeroisia (Kaplan &
Noe 1993, Crow et al. 1996).

Ellenbyn (1944) mukaan kelta- ja mus-
tasinapin juurieritteet sekd 2-propenyy-
li-isotiosyanaatti estivdt peruna-ankerois-
ten toukkien kuoriutumista, kun niita se-
koitettiin perunan juurieritteiden jouk-
koon. Forrestin & Farrerin (1983) kokeissa
ankeroisen munia sisdltdvien kystien siirto
puhtaaseen perunan juurieritteeseen kui-
tenkin kumosi sinapin vaikutuksen.

Sareptansinapin siemenpuriste on ruuk-



kukokeissa hidastanut perunan kysta-anke-
roisen toukkien kehitystd noin kolmella vii-
kolla, mutta keltasinapin puristejétteelld ei
ole ollut samanlaista vaikutusta (Laitinen et
al. 1994). Sareptan- ja mustasinapin pai-
glukosinolaatti on sinigriini ja keltasinapin
sinalbiini (Kirkegaard & Sarwar 1998).
Laboratoriokokeet glukosinolaattien hyd-
rosyysi-yhdisteiden myrkyllisyydestd tuke-
vat Laitisen et al. (1994) havaintoja sina-
peista.

Kokeissa 2-propenyyli-isotiosyanaatti
on ollut myrkyllinen peruna-ankeroisten ja
juurikasankeroisten toukille sekd Caenor-
habditis elegans-ankeroisille (Ellenby 1945,
Lazzeri et al. 1993, Donkin et al. 1995).
Pinton et al. (1997) mukaan kaikki juuri-
kasankeroisen toukat kuolivat 1,0 mg
ml " -pitoisessa sinigriinin ja myrosinaasin
liuoksessa vuorokauden kuluessa.

Muita juurikasankeroisten toukille myzr-
kyllisid glukosinolaatti-yhdisteitd Lazzerin
et al. (1993) kokeissa olivat glukoerusiinin,
glukotropaeoliinin ja glukonapiinin iso-
tiosyanaatit. Sen sijaan sinalbiinin ja gluko-
rafeniinin hajoamistuotteet olivat myrkyt-
tomid. Huonekirpiselle 2-propenyyli-iso-
tiosyanaatin myrkyllisyys on kaasuina ollut
torjunta-aineena kiytetyn kloropikriinin
luokkaa (Peterson et al. 1998). Merikaalin
siemenpuristeesta tehty uute oli moskiitto-
jen ja huonekirpisen torjunnassa teholtaan
heikko ja hidas (Tsao et al. 1996). Merikaa-
lin ja rapsin siementen puristeessa on pdd-
asiassa progoitriinia, josta syntyy liukoista
goitriinia 1. 5-vinyylioksazolidiinitionia
(Vaughn & Berhow 1998).

Borek et al. (1998) selvittivit isotiosy-
anaattien rakenteen ja myrkyllisyyden yh-
teyttd kastamalla hyonteisen munat omi-
naisuuksiltaan erilaisiin synteettisiin iso-
tiosyanaatteihin. Myrkyllisimpid Limonius-
kuoriaisten munille olivat isotiosyanaatit,
joilla oli useita hiiliatomeja tai sulfinyyli-,
tio- tai aromaattinen ryhmd. Tulokset tuke-
vat kisitystd isotiosyanaattien vaikutusta-
vasta, minkd mukaan isotiosyanaatit rea-
goivat herkisti nukleofiilisten yhdisteiden
kanssa muodostaen ditiokarbamaatin este-
reitd SH-ryhmén kanssa, tioureaa NH,-
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ryhmin kanssa ja OH- ryhmin kanssa
N-monosubstituoituja tiokarbamaatin es-
tereitd.

Borekin et al. (1998) mukaan isotiosy-
anaattien myrkyllisyys kovakuoriaisten
munille lisddntyi jarjestyksessd metyyli <
etyyli < propyyli < allyyli < butyyli < fe-
nyyli < bentsyyli < pentyyli < fenyylietyy-
li < sykloheksyyli < tert-oktyyli < 2-naf-
tyyli. Isotiosyanaattien suhteellista myrkyl-
lisyyttd muille tuhoojille ei ole tutkittu.

Ristikukkaiskasvit ovat monille anke-
roisille (ja erdille maassa eldville hyonteisil-
le) hyvid isdntid. Tdmd on otettava huomi-
oon suunniteltaessa ristikukkaiskasvien vil-
jelyd saastuneella maalla. Rapsia pidetddn
hyvinid isintdnd juurikasankeroisille ja H.
cruciferae-ankeroisille (Talatschian 1974,
Evans 1984, Harris & Evans1988), dkimi-
ankeroisille, Meloidogyne hapla, M. chitwoo-
din rodulle 1 ja 2 (Mojtahedi et al. 1991).

Huono isdntd rapsi on M. incognitan ro-
dulle 1, M. javanicalle (Johnson et al 1992),
Pratylenchus schriberi-ankeroisille ja Heterode-
ra glycins-ankeroisille (Bernard & Montgo-
mery-Dee 1993).

Kasvin glukosinolaatti-pitoisuus on toi-
sinaan yhdistetty niiden ankeroisten vastus-
tutskykyyn. Sen biokemiallinen tausta on
edelleenkin heikosti tunnettu (Lazzeri et al.
1993) ja kaipaa enemmin tutkimusta.

3.4.4 Ristikukkaisia kasveja
sydvat eldimet

Glukosinolaatti-pitoisten  kasvien  tak-
sonominen sukulaisuus, glukosinolaattien
rakenteellinen monimuotoisuus ja kasvien
erilainen vastustuskyky niitd syoville hyon-
teisille ovat tehneet yhdisteistd suosittuja
kasvien ja hyonteisten vilisen vuorovaiku-
tuksen tutkimuksissa. Glukosinolaateilla
on ollut huomattava rooli, kun on kehitetty
teoriaa kasvinsyojd-isintasuhteesta. Katta-
via yhteenvetoja glukosinolaattien ja kas-
vinsy6jien vuorovaikutuksesta ovat tehneet
mm. Chew (1988b) ja Louda & Mole
(1991).

Glukosinolaatteja ja niiden hajoamis-



tuotteita pidetddn ristikukkaisten kasvien
puolustuskemikaaleina. Niiden arvellaan
suojaavan ristikukkaisia kasveja etenkin sel-
laisia kasvinsy0jid vastaan, jotka eivit ole
sopeutuneet elimddn ristikukkaisilla kas-
veilla (Chew 1988b, Glen et al. 1990, Gia-
moustaris & Mithen 1995). Olettamuksia
tukevat tutkimukset glukosinolaattien
hydrolyysituotteiden myrkyllisyydestd
hyonteisille ja nisakkaille (kts. ylld ja Schone
et al. 1997, Thomke et al. 1998). Ristikuk-
kaisille sopeutuneet hyonteiset ovat pysty-
neet murtamaan glukosinolaattien anta-
man suojan ja kdyttdvdt niitd hyvikseen
isintdkasvien tunnistamisessa sekd syonnin
ja muninnan lisddjand.

Glukosinolaatti-yhdisteiden vaikutusta
hyonteisten kédyttdytymiseen halutaan
kdyttdad hyviksi mm. kehittimalld hyontei-
sid houkuttavia ja karkoittavia myrkytto-
mid kasvinsuojeluaineita, joilla voidaan suo-
jata arvokkaita viljelykasveja. Arvellaan,
ettd nditd yhdisteitd tuottavia geenejd
muokkaamalla voidaan kehittdd hyonteisid
ja muita kasvintuhoojia paremmin kestdvid
kasveja (Pickett et al. 1995).

3.4.4.1 Iséntikasvin tunnistaminen

Hyonteiset tunnistavat isdnniksi kelpaavat
kasvit tuoksusta, joka tulvii niitd vastaan
niiden lentéessi kasvien yli ja ulkondén pe-
rusteella (Visser 1986, Loon 1996). Ennen
kasvin hyviksymistd hyonteisten on saatava
lisiiksi koskettaa aistielimilladn kasvin pin-
taa (Loon 1996).

Isintdkasvista haihtuva tuoksu on ko-
keissa saanut mm. munintakypsit kaalikar-
piasnaaraat, karsdkkddt ja kaalikoit kddn-
tyméin tuoksua kohti (Hawkes & Coaker
1979, Nottingham & Coaker 1985,
Palaniswamy et al. 1986, Pivnick et al.
1990, Bartlet et al. 1997). Tuoksuja vas-
taanottavat hermot tunnistavat useita haih-
tuvia yhdisteitd.

Ristikukkaisten kasvien tunnistamista
helpottavia yhdisteitd ovat mm. isotiosy-
anaatit (Wallbank & Wheatley 1979, Not-
tingham & Coaker 1985, Bartlet et al.
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1993) seki lehtien pinnasta haihtuvat alko-
holit ns. green leaf volatiles, joita haihtuu
muistakin kuin ristikukkaisista kasveista
(Wallbank & Wheatley 1979, Pivnick et al.
1994, Bartlet et al. 1997). Isotiosyanaatit
ovat houkutelleet mm. kaalikirpasia (Haw-
kes & Coaker 1979, Nottingham & Coaker
1985), kaalikdrpdsen toukkia (Kostal
1992), kaalikoita (Pivnick et al. 1994) ja
karsakkidita (Bartlet et al. 1993). Glu-
kosinolaattien hajoamistuotteista lisiksi
nitriilit ovat hajukokeissa houkutelleet kir-
sikkditd ja lisinneet isotiosyanaattien hou-
kuttavuutta (Bartlet et al. 1997). Kasveista
haihtuvat terpeenit ovat houkutelleet kaali-
koita (Pivnick et al. 1994).

Hermosolujen drsytystd mittaavissa ko-
keissa on todettu, ettd mm. kirsikkididen ja
kaalikdrpésten tuntosarvien aistinsolut rea-
goivat isotiosyanaatteihin, ja eri isotiosy-
anaattien vililld on drsyttdvyyseroja. Kir-
sakkddn tuntosarvien soluja drsyttivit 3-
butenyyli- ja 4-pentenyyli-isotiosyanaatit,
mutta heikosti haihtuva 2-fenyylietyyli-iso-
tiosyanaatti ei (Bartlet et al. 1993). Kaali-
kdrpdsen tuntosarvien solut reagoivat voi-
makkaasti 2-propenyyli-isotiosyanaattiin,
mutta my6s dimetyylidisulfidiin ja erdisiin
“green leaf” -yhdisteisiin (Wallbank &
Wheatley 1979).

Terveistd ristikukkaiskasveista haihtuu
ilmaan padasiassa alkoholeja, aldehydeja,
ketoneita, sulfideja ja terpeenejd (Tollsten &
Bergstrom 1988, Blaakmeer et al. 1994).
"Green leaf volatiles” -yhdisteiden uskotaan
vaikuttavan useiden hyonteislajien isinndn
valintaan (Visser 1986). Isotiosyanaatteja
haihtuu terveistd ristikukkaiskasveista hy-
vin vahdn (Tollsten & Bergstrom 1988).
Kaasujen haihtuminen lisddntyy, kun kas-
vit vioittuvat, mutta haihtuvien yhdistei-
den koostumus esimerkiksi kaalien lehdilta,
on pysynyt lihes ennallaan (Mattiacci et al.
1994). Blaakmeerin et al. (1994) mukaan
ruusukaalin lehdistd ei haihtunut isotiosy-
anaatteja kaali- ja naurisperhosten syotyd
niitd, vaikka ruusukaaleissa on isotiosy-
anaatteja tuottavia glukosinolaatteja
(Doorn et al. 1998). Sen sijaan on lehtilaik-
kutaudin, Alternaria brassiceae, saastutta-



masta rapsista todettu haihtuvan ilmaan
3-butenyyli-, 4-pentenyyli- ja 2-fenyy-
lietyyli-isotiosyanaatteja (Doughty et al.
1996). Ristikukkaiskasvien glukosinolaat-
ti-pitoisuus vaihtelee laajasti riippuen lajis-
ta, lajikkeesta ja olosuhteista, mika selittdd
eroja haihtuvissa kaasuissa.

Koska ristikukkaisille sopeutuneet
hyonteiset kidyttavit isdntikasveinaan glu-
kosinolaatti-profiileiltaan erilaisia ristikuk-
kaiskasveja, on arveltu, ettd ristikukkais-
kasvin houkuttavuus syntyy useiden haih-
tuvien yhdisteiden ja konsentraatioiden ko-
konaisuudesta eikd yksittdisestd yhdistees-
td. Kokeissa sinapin lehtiuute on houkutel-
lut kaalikoita riippumatta siitd, sisalsiko se
isotiosyanaattia vai ei. Sinappiuutteen ter-
peenifraktio houkutteli puolestaan koita
isotiosyanaattejakin enemmin (Pivnick et
al. 1994). Kaalikdrpisten houkuttamiseksi
puhtaan isotiosyanaatti-lihteen luo tarvit-
tiin paljon suurempia isotiosyanaatti-mad-
rid, kuin mitd terveistd kaalin taimista nor-
maalisti haihtuu (Finch 1978, 1980, Haw-
kes & Coaker 1979). Keltapyydykset on ha-
vaittu hyviksi kirsdkkididen ja kaalikdrpis-
naaraiden houkuttelijoiksi, mikd osoittaa,
ettd nikoaistilla on merkitystd tunnistami-
sessa. Haihtuvat isotiosyanaatit ovat kui-
tenkn lisinneet keltapyydysten houkutta-
vuutta (Wallbank & Wheatley 1979, Smart
et al. 1997).

Suuri osa luonnossa kasvavista kasveista
on aina jollakin tavoin vioittunut, joten glu-
kosinolaattien-hajoamistuotteiden pitoi-
suus ilmassa voi olla hyonteisten suuntautu-
misen kannalta riittdvin korkea. Havainto-
jen mukaan ristikukkaisille sopeutuneilla
hyonteisilld on isotiosyanaatille herkkid ais-
tinsoluja. Samoin niiden on havaittu suun-
tautuvat isotiosyanaatteja kohti. Nama ha-
vainnot tukevat vahvasti olettamusta, jon-
ka mukaan haihtuvilla isotiosyanaateilla (ja
nitriileilld) on muiden yhdisteiden ohella
merkitystd ristikukkaisille sopeutuneille
hyonteisille tunnistettavuuden ja houkutte-
levuuden parantajina.
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3.4.4.2 Ristikukkaisille sopeutumattomien
kasvinsydjien sydnti

Kasvin pinnan kemiallisen koostumuksen
arvellaan vaikuttavan suurimmaksi osaksi
sithen, hyviksyyko vai hylkiddko kasvinsyo-
ja lopulta kasvin (Bernays & Chapman
1994). Hyonteisten tuntosarvissa, suuosissa
ja nilkoissa on kemiallista ja mekaanista
kosketusta aistivia soluja, joilla eldin saa tie-
toja kasvista tunnustellessaan sen pintaa.
Arvellaan, ettd glukosinolaatit vihentdvit
sellaisten kasvinsyojien ruokailua, jotka ei-
vit ole sopeutuneet elimiin ristikukkaisilla
kasveilla (Glen et al. 1990, Louda & Mole
1991). Glukosinolaatit voivat joko suoraan
estdd syOntid tai vaikuttaa ruuansultauk-
seen.

Kasvin glukosinolaatti-pitoisuuden ja
vioitusten vilisestd yhteydestd on kuitenkin
olemassa vain muutamia selvid esimerkkeji.
Glen et al. (1990) havaitsivat, ettd etanoi-
den, Deroceras reticulatum, vioitusten maara
oli kddntden verrannollinen rapsin siemen-
ten ja viikon ikdisten tainten glukosinolaa-
ti-pitoisuuteen. Giamoustaris & Mithen
(1995) raportoivat, ettd etanat sdivdt mie-
luummin rapsin “00"-lajikkeen lehtii, joissa
alifaattisia glukosinolaatteja oli vihemmin
kuin korkea-glukosinolaattisissa ”0"-lajik-
keen lehdissd. Kokeissa ei kuitenkaan yksit-
tdinen alifaattinen glukosinolaatti vaikutta-
nut kdyttiytymiseen.

Kyyhkyset karttoivat korkea-glukosi
nolaattisten kasvien siemenii (Giamousta-
ris & Mithen 1995). Giamoustaris & Mithen
(1995) olettivat, ettd sekd kokonaisglu-
kosinolaatti-pitoisuus etta eri glukosino-
laattien suhteelliset osuudet vaikuttavat
kasvin ja sitd kdyttivin moni-isintdisen
kasvinsydjin suhteeseen. Bodnarykin
(1996) kokeissa moni-isantiisen yokkosen,
Mamestra configurata, toukka soi viisi kertaa
enemmin matala-gluksoinolaattista sarep-
tansinapin lehtid kuin korkea-glukosino-
laattisen kasvin lehtia.

Yksikddn nisdkislaji ei ole sopeutunut
elimiin ristikukkaiskasveilla, eika niilld ole
nisakkdiden ruokavaliossa juurikaan merki-
tystd (kts. Louda & Mole 1991). Glu-



kosinolaatti-pitoinen ruokavalio aiheuttaa
nisakkdille monenlaisia sairauksia mm. kil-
pirauhasen laajentuman ja munuaisvaurioi-
ta (Schone et al. 1997, Campbell & Schone
1998, Thomke et al. 1998). Myrkyllisyy-
destdin huolimatta jotkut nisikkdit, linnut
ja ristikukkaisille sopeutumattomat hyon-
teiset turvautuvat ajoittain korkea-glu-
kosinolaattisiin kasveihin (Louda & Mole
1991, MacFarlane Smith et al. 1991).

3.4.4.3 Ristikukkaisilla kasveilla
eldvien hydnteisten sydnti

Suurimpia tuhoja ristikukkaiskasveille ai-
heuttavat niille sopeutuneet hyonteiset, jot-
ka esiintyvdt massoittain syoden kasveja
glukosinolaattien hajoamistuotteiden myr-
kyllisyydestd huolimatta. Kasvit pyrkivit
suojautumaan my0s niille sopeutuneilta
hyonteisiltd. Joidenkin tutkijoiden (Mithen
1992, Siemens & Mitchell-Olds 1996) mu-
kaan se, miten paljon ristikukkaiskasveja
isdntinddn pitdvdt hyonteiset syovit, riip-
puu kasvin glukosinolaatti-konsentraatios-
ta. Mithenin (1992) mukaan matala-glu-
kosinolaattisia rapseja on pellolla syoty
enemmin kuin korkea-glukosinolaattisia
kantoja.

Siemens & Mitchell-Olds(1996) arveli-
vat, ettd ristikukkaisille kasveille sopeutu-
neiden hyonteisten aiheuttama vioitus riip-
puu glukosinolaatti-pitoisuudesta ja kasvit
ovat altteimpia, kun glukosinolaatti-pitoi-
suus on keskiverto. Heidin mukaansa so-
peutuneet hyonteiset saattavat pyrkid vile-
tamiddn korkeita glukosinolaatti-pitoisuk-
sia, koska ne eivit ehki kykene tekemiin
myrkyttomiksi hyvin suuria myrkkymaa-
rid. Mitchell-Olds et al. (1996) havaitsivat,
ettd geneettinen myrosinaasi-aktiivisuuden
lisdys paransi kasvien kestdvyyttd kirppoja
vastaan, tosin siementuotannon kustan-
nuksella.

Vertailemalla matala- ja korkea-glu-
kosinolaattisten kasvien kulutusta useat
tutkijat ovat péadtyneet tulokseen, etteivit
erot glukosinolaatti-pitoisuudessa vaikuta
sithen, miten paljon ristikukkaisille kasveil-
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le sopeutuneet hyonteiset syovit (Milford et
al. 1989, Bartlet et al. 1996, Bodnaryk
1996, Hopkins et al. 1998, 1999). Verkerk
& Wright (1996) olettavat, ettd ristikuk-
kaiskasvien puolustus perustuu ennemmin
isdntdkasvin fysiologiseen tilaan ja ravinto-
arvoon kuin sekundidériaineenvaihdunnan
tuotteisiin.

Glukosinolaatit voivat stimuloida risti-
kukkaisille sopeutuneiden hyonteisten
syontid. Tehokkaimpia sy6nnin lisddjid ovat
indolyyliglukosinolaatit (Bartlet et al.
1994). Kasveissa voi olla syontid estdvid yh-
disteitd. Kaaliperhosen toukkien tiedetddn
tunnistavan suuosillaan sekd syontid kiih-
dyttdvid ettd estdvid yhdistetd, ja niiden
suhteelliset osuudet ndyttivit mddrddvin
ruokailukdyttdytymistd (Renwick & Huang
1995). Luonnossa kasveja syovit toukat ja
niiden vanhemmat valitsevat isdntdkasvin-
sa samoin perustein, mutta joissakin ta-
pauksissa voi olla my6s eroja. Kokeissa ha-
vaittiin, ettd perhostoukat valikoivat isin-
tiakasvinsa aiempien kokemusten perusteel-
la; naurisperhosen toukat tulivat riippuvai-
siksi glukosinolaateista vasta muutamia
tunteja syOtydan niitd (Renwick & Lopez

1999).

3.4.4.4 Ristikukkaisilla kasveilla elgvien
hydnteisten muninta

Hyonteiset hyviksyvit tai hylkddvit mu-
nintapaikan aistiensa varassa (Renwick &
Chew 1994, Simmonds et al. 1994, Hop-
kins et al. 1996). Kaalikirpisnaaraan on
saatava koskettaa joko glukosinolaatteja,
isdntdkasvista tehtyd uutetta tai isantdkas-
vin pintaa ennen kasvin hyviksymistd
(Stadler 1978, Stddler & Schoni 1990,
Kostdl 1993, Hopkins et al. 1996). Glu-
kosinolaatit stimuloivat monien ristikuk-
kaisille sopeutuneen hyonteisten munintaa,
mutta eivit ole ainoita stimuloivia yhdistei-
td. Pikkukaalikérpidsen munintaa kiihdytti
glukosinolaattejakin enemmin kaalin leh-
den pintakerroksesta eristetty haihtumaton
yhdiste, CIF, joka drsytti voimakkaasti naa-
raan nilkan aistielimid (Baur et al. 1996a,



Roessingh et al. 1997). Isokaalikdrpidseen
yhdiste vaikutti heikommin (Simmonds et
al. 1994). Glukosinolaattien tunnistetta-
vuudessa on havaittu eroja. Kaalikédrpisten
nilkkojen reseptorit ovat herkkii erityisesti
glukobrassikiinille, glukobrassinapiinille ja
glukonapiinille, mutta paljon tunnotto-
mampia muille glukosinolaateille, kuten
glukoiberiinille ja sinigriinille (Roessingh et
al. 1992, Simmonds et al. 1994).

Baur et al. (1996a) osoittivat, ettd kah-
den alttiin lanttulajikkeen glukosinolaateil-
la ja CIF-yhdistelld on yhteys kaalikdrpds-
ten hermodrsytykseen ja munintakiyttdy-
tymiseen. Sen sijaan kestdvien lajikkeiden
aiheuttama hermoirsytys ei selittynyt ko-
konaan kummallakaan yhdisteelld, eikd se
heijastunut munintakdytokseen. Tutkijat
(Baur et al. 1996a) olettavat, ettd kaalin
pinnassa on vield tuntemattomia, munintaa
estdvid yhdisteitd. Braven et al. (1996) viit-
tavit, ettd pikkukaalikdrpdsen munintaa
stimuloivat monet erilaiset yhdisteet, joissa
yhteistd oli vain S=O -ryhmi.

Finch (1978) havaitsi, ettd kaalikarpiset
munivat mielellddn isotiosyanaatteja tuot-
tavan kasvin lihelle. Baur et al. (1996b)
olettivat, ettd vioittuneista juurista erittyy
ilmaan kaalikdrpédsnaaraita houkuttelevia
yhdisteitd, silld naaraat laskivat munansa
mieluiten sellaisen kasvin tyvelle, jossa jo oli
toukkia. Herkimmin kasville munittiin uu-
delleen 2—-3 vuorokautta vioituksen alkami-
sesta (Baur et al. 1996b).

Glukosinolaateilla on oleellinen rooli
ristikukkaiskasvien ja kasveja syovien eldin-
ten vilisessd vuorovaikutuksessa. Kuinka
tarkeitd ne ristikukkaiskasvien puolustuk-
sessa ja hyonteisten infokemikaalina ovat,
on edelleen osittain epaselvi.

3.4.5 Glukosinolaatit
ja indusoitu puolustus

Vioitukset ja tietyt kemialliset yhdisteet
voivat muuttaa ristikukkaiskasveissa esiin-
tyvien glukosinolaattien médrdd ja kes-
kindisid suhteita. Vioittaminen on useim-
miten lisinnyt indolyyliglukosinolaatteja ja
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vihentdnyt alifaattisia glukosinolaatteja
(Doughty et al. 1991, Bodnaryk 1992,
Hopkins et al. 1998, Bartlet et al. 1999).
Kemiallisista yhdisteistéd (elisitoreista) me-
tyylijasmonaatti ja jasmonihappo ovat li-
sanneet testikasvina olleen rapsin indoliglu-
kosinolaatin synteesid (Bodanaryk 1994,
Doughty et al. 1995). Salisyylihapolla on
ollu sama vaikutus fenyylietyyliglu-
kosinolaatin synteesiin (Doughty et al.
1995, Cole 1996). Niyttii siltd, ettd eri dr-
sykkeilld voidaan vaikuttaa kasvissa eri glu-
kosinolaattien metaboliareitteihin. Olete-
taan, ettd esim. metyylijasmonaatti on l4-
hettiyhdiste, joka ilmoittaa stressitekijoistd,
silld se on aktiivinen useissa Brassica-suvun
kasvisoluissa (Doughty et al. 1995).

Monilla kasveilla hyonteisten tai pato-
geenien vioitus aiheuttaa kemiallisen puo-
lustusreaktion. On arveltu, ettd vioituksen
tai em. kemiallisten yhdisteiden aiheuttama
glukosinolaatti-pitoisuuden muutos olisi
tallainen puolustusreaktio. Muutamia viit-
teitd indusoidusta puolustuksesta on ole-
massa. Li et al. (1999) havaitsivat rapsin
pahkahomeen kestivyyden olevan yh-
teydessi glukosinolaatti-pitoisuuden nou-
suun koko kasvissa (Liet al. 1999). Salisyyli-
happokaisittely ennen ristikukkaistaimi-
poltteen, Alternaria brassiceae ja ristikuk-
kaislehtihomeen, Peronospora parasitica, tar-
tuntaa on lisinnyt rapsin 2-fenyylietyyli-
glukosinolaattia ja vihentdnyt taimien oi-
reita (Doughty et al. 1995). Samoin rapsin
juurten salisyylihappokastelu kasvin ollessa
4-lehtiasteella lisdsi mychemmin kehittyvi-
en lehtien 2-fenyyliglukosinolaatin madrad
ja vihensi kaalikirvoja (Cole 1996). Siemens
& Mitchell-Olds (1996) havaitsivat kaali-
koin ja kirpan vioituksen vihenevin, kun
ennen syonnin aloitusta rapsi saastutettiin
kuivamatditioilla (Leptosphaeria maculans),
jolloin rapsin glukosinolaattipitoisuus nou-
si. He eivit kuitenkaan pystyneen selittd-
miin, johtuiko vaikutus glukosinolaateista
vai muista tekijoista.

Glukosinolaattien merkityksesti kasvin
indusoidussa puolustuksessa on esitetty
vastakkaisiakin ndkemyksid. Colemanin et
al. (1996) mukaan kasvin indusoidun puo-



lustuksen tulisi johtaa siihen, ettd hyontei-
set syovdt vihemmin tai liikkuvat syonti-
paikalta poispiin. Koska kaaliperhosen tou-
kat eivdt kuitenkaan kidyttdytyneet niin,
tutkijat eivit usko glukosinolaattien aihe-
uttavan indusoitua puolustusta. Bodnaryk
(1992) sekd Palaniswamy & Lamb (1992)
havaitsivat mekaanisen vioituksen jilkeen,
ettd kirpat soivit kylld vihemmin, mutta
syynd ei ollut sinapin kohonnut glu-
kosinolaatti-pitoisuus, vaan muut, tunnis-
tamattomat tekijit. On edelleen episelvid,
miki rooli kohonneella glukosinolaatti-pi-
toisuudella puolustuksessa on.

On arveltu, ettd glukosinolaatti-pitoi-
suuden nousu tekisi kasveista jopa alttiim-
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4 Glukosinolaatit ja niiden
hajoamistuotteet elintarvikkeissa
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Kaalikasveissa esiintyvit glukosinolaatit ja
niiden hajoamistuotteet ovat tarkeitd elin-
tarvikkeiden aistittavaan laatuun vaikutta-
jila komponentteja. Eriilld glukosinolaat-
tien hajoamistuotteilla on todettu positiivi-
sia terveysvaikutuksia, mikd tekee kaalikas-
veista kiinnostavan myo0s terveysvaikutut-
teisten elintarvikkeiden potentiaalisina val-
mistusaineina. Tédssd kirjallisuuskatsaukses-
sa selvitetddn glukosinolaattien ja niiden
hajoamistuotteiden merkitystd elintarvik-
keissa ja prosessoinnin vaikutuksia nidihin
yhdisteisiin. Lisdksi kuvataan glukosino-
laattien ja niiden hajoamistuotteiden vaiku-
tuksia terveyteen.

Kaalikasvien glukosinolaatti-koostu-
mus ja -pitoisuus vaihtelee lajeittain ja lajik-
keittain. Varastointiajalla ja -olosuhteilla on
vaikutusta glukosinolaatti-pitoisuuksiin.
Kaalikasvien glukosinolaatit ovat pddosin
indoliglukosinolaatteja, joista merkittdvin

on glukobrassikiini. Elintarvikkeiden val-
mistusprosesseissa glukosinolaatit hajoavat
myrosinaasi-entsyymin vaikutuksesta.
Glukosinolaattien ja niiden hajoamistuot-
teiden madriin vaikuttavat kidytetyt proses-
sointimenetelmit. Kirjallisuuskatsauksessa
on selvitetty mm. keittdmisen, pakastami-
sen, kuivaamisen ja hapattamisen vaiku-
tuksia glukosinolaatteihin.

Erdiden glukosinolaattien hajoamis-
tuotteiden kuten isotiosyanaattien ja indo-
li-3-karbinolin on 7z vitro syépisoluilla ja
koe-eldimilld tehdyissd tutkimuksissa to-
dettu olevan antikarsinogeeneji. Toisaalta
suurina pitoisuuksina erdilld hajoamistuot-
teilla voi olla myo6s karsinogeeninen vaiku-
tus. Suolistoflooralla on tirked merkitys
glukosinolaattien metaboliassa. Eldaimilld
suuret pitoisuudet glukosinolaatteja ja nii-
den hajoamistuotteita saattavat aiheuttaa
haitallisia vaikutuksia.

Avainsanat: glukosinolaatit, glukosinolaattien hajoamistuotteet,
elintarvikkeet, terveysvaikutukset, elintarvikeprosessointi
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4.1 Glukosinolaattien pitoisuudet
kaalikasveissa
(Brassica oleracea)

Kaikki kaalikasvit sisaltavit glukosinolaat-
teja, joita tunnetaan jo yli sata erilaista yh-
distettd. Kaalikasveissa niitd esiintyy ylei-
sesti vain noin 10-20. Glukosinolaatit jae-
taan kolmeen ryhmiidn sen mukaan, mistd
aminohaposta ne ovat muodostuneet: ali-
faattiset glukosinolaatit (metioniini), indo-
liglukosinolaatit (tryptofaani) ja aromaatti-
set glukosinoaatit (fenyalaniini ja tyrosiini)
(Sgrensen 1990).
Glukosinolaatti-koostumus ja -pitoi-
suus vaihtelee kasvilajeittain ja lajikkeittain
(VanEtten et al. 1976, Heaney & Fenwick
1980). Heaneyn ja Fenwickin (1987) kirjal-
lisuusselvityksen mukaan vaihtelu oli seu-

raavanlaista: valkokaali 420-1560 ug/g,
savoijinkaali, 1210-2960 Ug/g, kukkakaali
610-1140 Ug/g ja ruusukaali 600-3900
lg/g tuorepaino. Kaalikasvien glukosino-
laatit ovat padosin indoliglukosinolaatteja,
joista merkittdvin on glukobrassikiini (Hea-
ney & Fenwick 1987, Slominski & Camp-
bell 1989). Taulukossa 6 on esitetty kaali-
kasveissa esiintyvid glukosinolaatteja.
Glukosinolaatit hajoavat myrosinaa-
si-entsyymin vaikutuksesta, kun kasveja
prosessoidaan esim. pilkkomalla, keittd-
milld tai jauhamalla. Hydrolyysin seurauk-
sena syntyy aglukonia, glukoosia ja sulfaat-
tia. Aglukoni on pysymiton ja hajoaa edel-
leen indoleiksi, isotiosyanaateiksi, tiosy-
anaateiksi, nitriileiksi ja oksazolidiini-2-tio-
neiksi. Mita reaktiotuotteita muodostuu,
riippuu glukosinolaatin rakenteesta, pH:sta,

Taulukko 6. Kaalikasveissa (Brassica) esiintyvia glukosinolaatteja.

Glukosino- Kasvi Viite

laatti

4-hydroksi- keré-, kiinan-, kukka-, parsa-, ruusu-, Hansen et al. 1995, Ciska & Kozlowska

glukobrassikiini valkokaali 1998

4-metoksi- keré-, kiinan-, kukka-, parsa-, ruusu-, Hansen et al. 1995, Ciska & Kozlowska

glukobrassikiini valkokaali 1998

glukoalyssiini kiinan-, parsa-, valkokaali Hansen et al. 1995, Jongen 1996

glukobrassikanapiini  kiinan-, kukka-, parsakaali Hansen et al. 1995

glukobrassikiini kiinan-, kukka-, parsa-, ruusu-, valkokaali Sones et al. 1984, Hansen et al. 1995

glukoerusiini kerd-, kukka-, parsa-, ruusu-, valkokaali VanEtten et al. 1976, Hansen et al. 1995

glukoerysoliini keré-, valkokaali VanEtten et al. 1976, Hansen et al. 1995

glukoibereviriini kerd-, kukka-, parsa-, ruusu-, valkokaali Carlson et al. 1987, Hansen et al. 1995,
Ciska & Kozlowska 1998

glukoiberiini kerd-, kukka-, parsa-, ruusu-, valkokaali VanEtten et al. 1976, Sones et al. 1984,
Hansen et al. 1995, Plumb et al. 1996

glukonapiini keré-, kiinan-, kukka-, parsa-, ruusu-, VanEtten et al. 1976, Sones et al. 1984,

valkokaali Hansen et al. 1995, Ciska & Kozlowska

1998

glukonasturtiini kiinan-, parsa-, ruusu-, valkokaali VanEtten et al. 1976, Hansen et al.
1995, Ciska & Kozlowska 1998

glukorafaniini keré-, kiinan-, kukka-, parsa-, ruusu-, VanEtten et al. 1976, Hansen et al.

valkokaali 1995, Ciska & Kozlowska 1998

glukotropaeoliini keré-, valkokaali VanEtten et al. 1976, Hansen et al.
1995, Ciska & Kozlowska 1998

glukotropaeoliini Kerakaali VanEtten et al. 1976, Hansen et al. 1995

neoglukobrassikiini  keréd-, kiinan-, kukka-, parsa-, ruusu-, Sones et al. 1984, Hansen et al. 1995,

progoitriini tai
epiprogoitriini
sinigriini

valkokaali

kerd-, kiinan-, kukka-, parsa-, ruusu-,
valkokaali

keri-, kukka-, parsa-, ruusu-, valkokaali

Ciska & Kozlowska 1998

Sones et al. 1984, Hansen et al. 1995,
Ciska & Kozlowska 1998

VanEtten et al. 1976, Sones et al. 1984,
Hansen et al. 1995, Ciska & Kozlowska
1998
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ja kasvissa esiintyvistd kofaktoreista (Vos &
Blijleven 1988). Isotiosyanaatteja muodos-
tuu pH:n ollessa lahelld neutraalia (pH 5-7)
ja nitriilejd alhaisessa limpotilassa ja pH:ssa
(Heaney et al. 1986). Indoliglukosinolaat-
tien hajotessa muodostuu muun muassa in-
doli-3-karbinolia ja askorbigeenid (Brad-
field & Bjeldanes 1987, McDanell et al.
1987, Agerbirk et al. 1998). Myrosinaa-
si-entsyymin tal myrosinaasi-entsyymin
kaltaisen tioglukohydrolaasin on todettu
esiintyvin kaalikasveissa ja suolistomikro-

beissa (Rhodes 1996).

4.2 Glukosinolaattien seka niiden
hajoamistuotteiden vaikutus
elintarvikkeiden makuun

Glukosinolaateilla ja niiden hajoamistuot-
teilla on vaikutusta kasvien makuun. Fen-
wick et al. (1983) mukaan sinigriini ja pro-
goitriinin hajoamistuote (-)5-vinyylioksa-
zolidiini-2-tioni aiheuttavat ruusukaaliin
karvasta makua. Stressi, kuten kuivuus ja
ahtaus, aiheuttavat glukosinolaattien mai-
rin lisddntymistd ja samalla voimakkaam-
man maun. Glukonapiinin ja glukobrassi-
kiinin makujen todettiin olevan vihemmin
karvaita kuin sinigriinin maun. Doorn et al.
(1998) mukaan kuluttajat pitdvit enem-
min tuotteista, joissa sinigriinin ja progoit-
riinin pitoisuus on alhainen.

Sinigriinin hajoamistuote propenyy-
li-isotiosyanaatti on maultaan hyvin karvas
ja on esitetty, ettd kaalin keskiosissa esiinty-
vd voimakas maku johtuisi nimenomaan
ndissd osissa esiintyvistd propenyyli-iso-
tiosyanaatista (MacLeod 1976). Pienind pi-
toisuuksina 2-propenyyli-isotiosyanaatti ai-
heuttaa lattean maun (Rosa et al. 1997).
Isotiosyanaatit aiheuttavat muun muassa
joidenkin kaalilajien ominaisen pistdvin ha-
jun ja maun. Pienind pitoisuuksina isotiosy-
anaatit antavat miellyttdvdn aromin, mutta
suurina pitoisuuksina ne vihentdvit mait-

tavuutta (Underhill 1980).
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4.3 Varastoinnin ja prosessoinnin
vaikutus glukosinolaatteihin
ja niiden hajoamistuotteisiin

4.3.1 Varastointi

Varastoinnilla on todettu olevan vaikutus
glukosinolaatti-pitoisuuteen. Kassahun et
al. (1995) mukaan kaalin siilonnissi (3—6
°C) rikkid sisiltdvien glukosinolaattien
(glukoiberviriini ja glukoerusiini) pitoisuu-
det laskivat. Viiden viikon jilkeen niiden pi-
toisuudet olivat laskeneet alkuperdisesti ta-
sosta noin 70 %. Sinigriini-pitoisuuksissa
todettiin nousua sdilytyksen jatkuessa,
mutta sen oletettiin johtuvan sinigriinin
epitasaisesta jakaantumisesta kaalissa. Toi-
sessa kaalilajikkeessa sinigriinin pitoisuus
laski viidessd viikossa noin 9 %:iin alkupe-
riisestd pitoisuudesta. Alifaattisten glu-
kosinolaattien pitoisuudet laskivat toisen
sdilytysviikon jilkeen jyrkasti. Rikkid sisél-
tivien alkyyliglukosinolaattien pitoisuudet
olivat viiden viikon siilytyksen jilkeen las-
keneet noin 90 %. Indoliglukosinolaattien
midrd oli tuoreessa kaalissa pienempi kuin
kaksi viikkoa siilytetyssd kaaleissa. Tamad
johtuu ilmeisesti yhdisteiden litkkumisesta
(migraatiosta) siilytyksen aikana kasvin
rikkoontuneiden kohtien ympirille. Suurin
pitoisuuden pieneneminen tapahtui neog-
lukobrassikiinilla, joka laski nollaan viiden-
nelld siilytysviikolla.

Hansenin et al. (1995) mukaan varastoi-
taessa parsakaalia kylmissd ilman suoja-
kaasua glukosinolaattien pitoisuus nousee.
Kiytettiessi suojakaasua sen koostumuk-
sella voidaan vaikuttaa glukosinolaattien
pitoisuutta nostavasti tai laskevasti. Chong
ja Berard (1983) ovat todenneet, ettd kaalin
glukosinolaatti-tuotteiden miird nousee
kylmiavarastoinnin aikana siihen saakka
kunnes kaali alkaa vanhentua, jolloin pitoi-
suus laskee.

4.3.2 Pilkkominen

Kaalikasvien voimakas hienontaminen kas-
vismassaksi aiheuttaa glukosinolaattien no-



pean hajoamisen. Daxenbichler et al.
(1977) totesivat, ettd kaalin ja ruusukaalin
tasalaatuiseksi tekeminen eli homogenointi
aiheutti ldhinnd nitriilien eikd isotiosy-
anaattien tai goitriinin muodostumista. Pil-
kotussa (autolysoidussa) kaalissa yleisin yh-
diste oli 1-syano-3-metyylisulfinyylipro-
paani. Nitriileja autolysoidussa tuotteessa
oli 28-95 mg/kg tuoretta kaalia. McDanell
et al. (1987) mukaan homogenoidusta ruu-
sukaalista 16ytyi indoli-3-karbinolia, indo-
li-3-asetonitriilid ja 3,3-indolyylimetaania
ja askorbigeenii.

Verkerk et al. (1997a, 1997b) mukaan
paloitellun valkokaalin eri glukosinolaat-
ti-pitoisuudet vaihtelivat: jotkut alifaattiset
glukosinolaatti-pitoisuudet laskivat, toiset
nousivat paloittelun jilkeen. Yksittdisten
glukosinolaattien yhteenlaskettu pitoisuus
nousi. 4-metoksiglukobrassikiini-pitoisuus
nousi 15-kertaiseksi 48 tunnin kuluttua pa-
loittelun aloittamisesta. Pitoisuuksien kas-
vu alkaa noin 8 tunnin kuluttua vihannes-
ten paloittelusta. Indoliglukosinalaattit li-
sddntyivdt voimakkaasti, kun prosesissa ei
kaytetty vettd. Tama glukosinolaattien pi-
toisuuksien nousu on Koritsas et al. (1991)
mukaan selitettdvissd kaalin luontaisella
puolustusmekanismilla. Sitéd esiintyy muun
muassa tuhohyonteisten vaikutuksesta, jol-
loin kasvi alkaa syntetisoida glukosinolaat-
teja. Koritsas et al. (1991) totesivat, ettd
rapsissa indoliglukosinolaattien, glukobras-
sikiinin ja neoglukobrassikiinin pitoisuudet
kasvoivat, kun kasvia oli vaurioitettu me-
kaanisesti. Prosessointi veden kanssa aihe-
uttaa Rosa et al (1993) mukaan glu-
kosinolaattien hajoamisen.

4.3.3 Keittaminen

Keittdminen ei inaktivoi myrosinaasi-ent-
syymiid tdysin ja glukosinolaattien hajo-
amistuotteita on todettavissa myos keite-
tyissid kaalikasveissa. Bradfielin ja Bjeldanes
(1987) havaitsivat keitetystd kaalista 1oyty-
vin autolyysituotteita noin 80 % siitd mdi-
ristd, joka todettiin tuoreessa kaalissa.
McMillan et al. (1986) totesivat tutkimuk-
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sessaan myrosinaasi-aktiivisuuden alenevan
keitettiessd jopa 1-4 %:een alkuperiisesti.

Keitettdessd osa glukosinolaateista liu-
kenee keitinveteen (Rosa & Heaney 1993).
Kaalikasvien glukosinolaatti-pitoisuus las-
kee vihanneksia keitettdessi 30-60 %
(Mullin & Sahasrabudhe 1978, Sones et al.
1984, McDanell et al. 1987, Rosa&Heaney
1993). Liukeneminen veteen vaihtelee la-
jeittain ja lajikkeittain.

Limpokasittely kuten keittdminen ja
hoyryttdminen, aiheuttavat indoliglu-
kosinolaattien hajoamista (Slominski &
Campbell 1989). Kaalin hoyryttdminen ja
vesiryOoppdys vdhentdvidt isotiosyanaattia
muodostavien glukosinolaattien pitoisuut-
ta 30 %:a ja indoliglukosinolaattien pitoi-
suutta 50 %:a (Srisangnam et al. 1980). Slo-
minski ja Campbell (1989) totesivat kaalin,
parsakaalin, ruusukaalin ja kukkakaalin
limpokasittelyn (keittiminen tai hoyry-
kuumennus) aiheuttavan indoliglukosino-
laattien hajoamista tiosyanaateiksi ja indo-
liasetonitriileiksi.

Mullin ja Sahasrabudhe (1978) mukaan
keitetyissd kaalikasveissa esiintyvd glu-
kosinolaatti-hévio saattaa osittain johtua al-
lyyli- tai butenyyli-isotiosyanaattien haih-
tumisesta. Keitetyssi kaalista vapautuvista
yhdisteistd yleisin on dimetyylisulfidi, myos
allyyli- ja butyyli-isotiosyanaattia ja allyy-
lisyanidia esiintyy (Mcleod & Mcleod 1968).
Mikroaaltokuumentaminen ja hoyryttimi-
nen aiheuttavat parsakaalissa Howard et al.
(1997) mukaan sulforaanin, sulforaaninit-
riilin, syanohydroksibutyeenin, iberiinin ja
iberiininitriilin pitoisuuden merkittdvin
laskun. Hoyryttdmisessd ruusukaalista
haihtuu pddosin isotiosyanaatteja ja nitriile-
ja ja kukkakaalista aldehydejd (Langenhove
et al. 1991). Rosa & Heaneyn (1993) mu-
kaan vain pieni osa kaalin glukosinolaateis-
ta haihtuu, silld heiddn tutkimuksessaan yli
92 % kokonaisglukosinolaatti-maddrdsti
sailyi keitetyssd kaalissa ja sen keitinvedes-
sd. Keittdminen voi my0s lisitd joidenkin
yhdisteiden pitoisuutta (McDanell et al.
1987). Valkokaalissa glukobrassikiinin hajo-
amistuotteen askorbigeenin pitoisuus nousi
2,5-kertaiseksi keittimisen seurauksena.



4.3.4 Pakastaminen ja kuivaaminen

Kaalin pakastuksen on todettu laskevan
tiosynaatti-ionin, haihtuvien isotiosyanaat-
tien ja goitriinin mddrdd (Chong & Bérard
1983). Sama on todettu suojakaasussa sdily-
tetyissd kaaleissa. Kaaleissa oli siilytyksen
alussa runsaasti isotiosyanaatteja ja goitrii-
nia ja ndiden yhdisteiden pitoisuus laski no-
peimmin sdilytyksen aikana (Bérard &
Chong 1985). Ryoppiys ennen pakastusta
laskee merkitsevisti glukosinolaattien hajo-
amistuotteiden pitoisuutta. Howard et al.
(1997) mukaan ryGpityssd ja pakastetussa
parsakaalissa ei voitu osoittaa lainkaan glu-
kosinolaattien hajoamistuotteita. Muun-
nellun ilmakehin vaikutus glukosinolaat-
tien hajoamiseen riippuu myos pakkaukses-
sa kiytettdvien kaasujen pitoisuudesta
(Hansen et al. 1995). Jos kaalia ei kuumen-
neta myrosinaasin inaktivioimiseksi ennen
pakastusta, sulatuksen jilkeen glu-
kosinolaatit hajoavat lihes tiydellisesti
(Quinsac et al. 1994).

Kuivauksen vaikutuksesta glukosino-
laattien ja niiden hajoamistuotteiden pitoi-
suuksiin on vihin tutkimustietoa. Jensen et
al. (1995) totesivat tutkimuksessaan, etti
rapsin siemenien paahtaminen 100 °C lim-
potilassa laski glukosinolaattien mddrdd
ajan funktiona. Kahden tunnin kuumen-
nuksen jilkeen glukosinolaatti-pitoisuus
laski 95 %. 4-hydroksi-glukobrassikiinin
todettiin tuhoutuvan limmdssi nopeam-
min kuin progoitriinin ja glukonapiinin.

Myrosinaasi-entsyymi sdilyy aktiivisena
ruusukaalin ja kaalin kuivauksessa. Kun
kuivattuun tuotteeseen lisitadn vettd, glu-
kosinolaatit hajoavat pddasiassa isotiosy-
anaateiksija goitriiniksi (Daxenbichler et al.
1977).

4.3.5 Hapattaminen

Daxenbichlerin et al. (1980) mukaan ha-
pankaalin valmistuksessa kahden viikon
kuluttua hapattamisen (fermentoinnin)
aloituksesta kaikki glukosinolaatit olivat
hajonneet. Valmiissa hapankaalissa todet-

62

tiin olevan tiosyanaattia ja 1-syano-3-me-
tyylisulfinyylipropaania. Sen sijaan isotiosy-
anaattia, goitriinia ja 1-syano-2,3-epitiop-
ropaania ei voitu osoittaa. Havikit voivat
johtua my6s kuumennuksesta siilontd-
prosessin aikana tai mehun poistamisesta.

Fermentaatiolimpétila vaikuttaa glu-
kosinolaattien hajoamiseen. Gail-Ellerin ja
Gierscherin (1984) mukaan glukosinolaatit
hajosivat 19 °C:een limpétilassa 3 vuoro-
kauden kuluttua. Limpdétilan olleessa 5
°C:tta glukosinoaalitit hajosivat 8 piivin
kuluessa. Joidenkin hapankaalipakkausten
pinnalta 16ytyi allyyli-isotiosyanaattia. Val-
kokaalin siteilyttdiminen ionisoivalla sdtei-
lylli ennen fermentointia lisdsi glu-
kosinolaattien hajoamista. Maitohappo-
bakteerien lisdidminen ei vaikuttanut glu-
kosinolaattien hajoamiseen. Palop et al.
(1995) ovat loytineet maitohappobakteeri-
kannan, joka hajottaa sinigriinid allyyli-iso-
tiosyanaatiksi ja glukoo- siksi.

Daxenbichlerin et al. (1980) mukaan ai-
noat hapankaalista 16ytyvit glukosinolaat-
tien hajoamistuotteet ovat tiosyanaatti-
ioni, 1-syano-3-metyylisulfinyylipropaani
ja nitriili. Vaikka ldhtoaineissa oli 2-pro-
penyyliglukosinolaattia, niin sen hajoamis-
tuotteita ei I6ytynyt hapankaalista (Daxen-
blicher et al. 1977).

Glukosinolaattien hajoamistuotteissa
on todettu olevan antimikrobista aktiivi-
suutta bakteereita ja hiivoja vastaan. Sini-
griinilld tdllaista inhiboivaa vaikutusta ei
néytd juurikaan olevan. Glukosinolaattien
hajoamistuotteilla kuten isotiosyanaatteilla
jakaalin fermentaatiossa muodostuvilla rik-
kipitoisilla yhdisteilld on sen sijaan todettu
estivin erdiden bakteereiden ja hiivojen
kasvua (Brabban & Edwards 1995, Kyung
& Fleming 1997).

4.4 Glukosinolaattien ja niiden
hajoamistuotteiden
vaikutukset terveyteen

4.4.1 Antikarsinogeeninen vaikutus

Epidemiologisten tutkimusten mukaan



jopa pienien mdirien nauttiminen (10
g/vrk) kaalikasveja vihentdd merkitsevisti
riskid sairastua syopdin (Kohlmeier & Su
1997). Erdiden glukosinolaattien hajoamis-
tuotteiden, kuten alkyyli- ja sulfinyyliglu-
kosinolaateista muodostuvien isotiosy-
anaattien sekd indoliglukosinolaateista
muodostuvan indoli-3-karbinolin, on esi-
tetty vaikuttavan edullisesti terveyteen
(Verhoeven et al. 1997).

In vitro syGpisoluilla tehdyissd tutki-
muksissa glukosinolaattien hajoamistuot-
teiden on osoitettu estdvin syopisolujen
kasvua (Nastruzzi et al. 1996, Leoni et al.
1997). Suojaava vaikutus on todettu Oi-naf-
tyyli-, B-naftyyli-, fenyyli-, benzyyli-, fe-
nethyyli-, ja muilla aryylialkyyli-isotiosy-
anaateilla (Zhang & Talalay 1994). Sinigrii-
nin ja glukotropaeoliinin hajoamisessa syn-
tyvien isotiosyanaattien todettiin estdvin
aktiivisimmin syopasolujen kasvua (Nast-
ruzzi et al. 1996, Leoni et al. 1997). Hiirilla
ja rotilla tehdyissda koe-eldintutkimuksissa
isotiosyanaattien on todettu inhiboivan ke-
miallisesti aiheutettuja rinta-, keuhko-,
maksa-, rakko- ja ruuansulatuskanavan
syopikasvaimia (Zhang & Talalay 1994).
Useimmat isotiosyanaatit ovat osoittaneet
syovaltd ehkiisevdd vaikutusta, kun ne on
annettu ennen karsinogeenid tai samanai-
kaisesti sen kanssa (Morse et al. 1990).

Eriilld glukosinolaateilla, kuten gluko-
brassikiinilla, on eldinkokeissa todettu ole-
van inhiboivaa vaikutusta syopakasvaimiin.
On episelvid, aiheuttaako sen glukosino-
laatti vai sen hajoamistuotteet (Talalay &
Zhang 1996). Indoliglukosinolaattien hajo-
amistuotteiden, brassikiinin ja syklobrassi-
kiinin, on todettu inhiboivan kemiallisesti
aiheutettua syopéi koe-eldimissd (Mehta et
al. 1995). My6s indoliglukosinolaattien ha-
joamistuotteisiin kuuluvilla indoli-3-kar-
binolilla, 3-di-indolylmetaanilla ja indo-
li-3-asetonitriililli on todettu antikar-
sinogeenisid vaikutuksia. Erityisesti indo-
li-3-karbinoli on useiden tutkimusten mu-
kaan antikarsinogeeni (Verhoeven et al.
1997).

Isotiosyanaattien antikarsinogeeninen
vaikutus johtuu tdmin hetkisen kisityksen
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mukaan kahdesta yhtdaikaisesta ja ilmeises-
ti synergisestd vaikutusmekanismista. Ne
estdvit karsinogeenien aktivoitumisen sy-
tokromi P-450:n avulla (Phase 1 enzymes) ja
aiheuttavat sellaisten entsyymien muodos-
tumisen, jotka tekevit karsinogeenit vaa-
rattomiksi (indusoivat karsinogeenejd de-
toksifioivia entsyymejd) (Phase 2 enzymes)
(Talalay & Zhang 1996). Bradfieldin ja
Bjeldanesin (1984) mukaan indoli-3-kar-
binoli kdynnistdd nami kaksi vaikutusme-
kanismia (bifunktionaalinen induktio).
Detoksifioivien entsyymien induktio riip-
puu bioaktiivisen yhdisteen annoksesta ja
niiden seoskoostumuksesta (Staack et al.
1998). Jotkut isotiosyanaatit voivat jopa li-
satd kasvainten kasvua. Isotiosyanaattien
kyky estdd tai kithdyttdd sy6vin muodostu-
mista on riippuvainen isotiosyanaatin ra-
kenteesta, eldinlajista, kohdekudoksesta ja
karsinogeenistd (Talalay & Zhang 1996).
Yhdisteen pitoisuus vaikuttaa bioaktiivi-
suuteen ja suurina annoksina isotiosyanaatit
voivat olla mutageenisid (Musk et al. 1995).
Kaalikasvien uutteissa on todettu olevan
antioksidanttiaktiivisuutta, joka ei kuiten-
kaan ole tutkimusten mukaan glukosino-
laattien aiheuttamaa (Plumb et al. 1996).

Isotiosyanaatit ovat hyvin reaktiivisia ja
ne muodostavat tiokarbamaatti-, ditiokar-
bamaatti- tai tiourea-johdannaisia. On epi-
varmaa, aiheutuuko antikarsinogeeninen
vaikutus isotiosyanaateista vai niiden se-
kunddidristd aineenvaihduntatuotteista
(Delaquis & Mazza 1998). Viimeaikaisissa
tutkimuksissa on todettu, etta ihmisen suo-
listoflooralla on tdrked merkitys glu-
kosinolaattien aineenvaihdunnassa. Suolis-
toflooran aikaansaama isotiosyanaattien ja
glukosinolaattien muuntuminen (konver-
sio) on todettu virtsassa olevista aineenvaih-
duntatuotteista, lihinni ditiokarbamaa-
teista (Shapiro et al. 1998). In vivo -kokeissa
thmisen suolistoflooran on todettu hajotta-
van glukosinolaatteja isotiosyanaateiksi
(Chung et al. 1998).

Thmisilld tehdyissda tutkimuksissa glu-
kobrassikiinin hajoamistuotteen, indo-
li-3-karbinolin, on todettu indusoivan est-
radioli 2-hydroksylaasia. Se on on faa-



si-1-entsyymi, joka inhibioi rinta- ja koh-
tusyopdd (Michnovics & Bradlow 1991,
1994). Kaalikasvien, erityisesti ruusukaa-
lin, nauttimisen on osoitettu kohottavan
detoksifioivan entsyymin, glutationi-S-
transferaasin, pitoisuutta (Bogaards et al.
1994, Nijhoff et al. 1995). Lisiksi se indusoi
sytokromi P-450 pitoisuutta (Kall et al.
1996). Sellaisilla henkil6illd, joiden ruoka-
valiossa oli runsaasti kaalikasveja (ruusu-
kaali), todettiin merkittdvasti vahemmin
DNA-vaurioita kuin kotrolliryhmin henki-
l6illd, joiden ruokavaliossa ei ollut kaalia
lainkaan (Verhagen et al. 1995).

4.4.2 Haitalliset vaikutukset

Glukosinolaateilla ja niiden hajoamistuot-
teilla on todettu olevan haitallisia vaikutuk-
sia (Heaney & Fenwick 1987). Useilla eld-
milld glukosinolaattien runsas nauttiminen
(2-5 mg/g dieetti) aiheuttaa haittavaiku-
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tuksia, kuten kasvun heikentymistd, mak-
san vaurioita tai kuolion ja kilpirauhasen lii-
kakasvua. Thmisilld myrkyllisid vaikutuksia
eiole havaittu (Heaney & Fenwick 1995).

Oksazolidiini-2-tioni (goitriini) on pro-
goitriinin hajoamistuote. Sen ja tiosyanaa-
tin tiedetddn aiheuttavan eldimille struu-
maa. Tiosyanaatti-ionin katsotaan kilpaile-
van jodin kanssa ja se aiheuttaa struumaa
vain silloin, kun jodista on puute. Oksazoli-
diini-2-tioni vaikuttaa kilpirauhashormo-
nin eli tyroksiinin synteesiin, mutta se ei rii-
pujodin saannista (Verhoeven et al. 1997).

Joillakin isotiosyanaateilla ja indoleilla
on todettu olevan mutageenisid ja kar-
sinogeesid ominaisuuksia bakteeri- ja nisd-
kissoluilla tehdyissd kokeissa (Sasagawa &
Matsushima 1991, Musk et al. 1993, Kassie
et al. 1996). Indolit voivat reagoida nitriit-
tien kanssa ja muodostaa karsinogeenisii
N-nitroso-yhdisteitd. Nama yhdisteet ovat
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b Glukosinolaattien ja niiden
hajoamistuotteiden maarittaminen
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Glukosinolaattien tunnistaminen ja kvanti-
tointi tehdédidn esikisittelyjen jilkeen pad-
asiassa neste- tai kaasukromatografisesti.
Esikisittelyssd on huomioitava ettd my-
rosinaasi-entsyymi hajottaa glukosinolaat-
teja nopeasti. Glukosinolaattien haihtuvien

hajoamistuotteiden analysoinnissa kiyte-
tddn kaasukromatografia. Hathtumattomi-
en hajoamistuotteiden, kuten erdiden indo-
lien ja askorbigeenien, madrittdiminen teh-
dddn helpoiten nestekromatografisesti.

Avainsanat: glukosinolaatit, hajoamistuotteet, mddrittiminen,
nestekromatografia, kaasukromatografia

5.1 Johdanto

Kun glukosinolaatteja analysoidaan kasvis-
matriisista, on huomioitava se, ettd ne hajo-
avat herkisti kasveissa olevan myrosinaa-
si-entsyymin vaikutuksesta. Uutossa my-
rosinaasi pyritddn denaturoimaan kiyttd-
malld korkeita lampotiloja. Glukosinolaat-
teja voidaan madrittdd kaasukromatografi-
sesti tai nestekromatografisesti. Nestekro-
matografisessa mdirityksessd yhdisteiden
tunnistaminen ja kvantiointi tapahtuu UV-
tai diodirividetektorilla. Kaasukromatogra-
fista mddritystd varten glukosinolaateista
poistetaan polaarinen sulfaattiryhmi entsy-
maattisesti ja muodostuneet desulfoglu-
kosinolaatit silyloidaan. Nykyisin kiyte-
tympi tapa on glukosinolaattien nestekro-
matografinen médrittdminen entsymaatti-
sen desulfonoinnin jilkeen. Glukosinolaatit
voidaan mddrittdd myos nestekromatogra-

fisesti ilman entsymaattista sulfaatin pois-
toa (McGregor et al. 1983, Bjorkvist &
Hase 1988, Rosa et al. 1997). Kapillaa-
rielektroforeesi vaikuttaa myos lupaavalta
tavalta analysoida glukosinolaatteja (Kar-
cher & El Rassi 1999).

Glukosinolaattien hajoamistuotteiden
midrityksessd kdytetddn kaasu- tai neste-
kromatografiaa. Kaasukromatografi sovel-
tuu hyvin monien glukosinolaattien hajo-
amistuotteieden analysointiin, ainoastaan
erddt indolit on silyloitava ennen médritystd
(Slominski & Cambell 1988, Daxenbichler
at al. 1991).

5.2 Glukosinolaatit
5.2.1 Kasvinaytteen esikasittely
valmistusta

Tuoreiden kasvindytteiden



hankaloittaa ndytteessd oleva glukosino-
laatteja hajottava myrosinaasi-entsyymi.
Edustavaa niytettd tehtdessd nidyte on pil-
kottava, sekoitettava ja pakastettava mah-
dollisimman nopeasti. Glukosinolaattien
sailymisen kannalta paras esikisittely olisi
nestetypelld jdadyttiminen ja nidytteen
kryogeeninen jauhatus (Rosa & Heaney
1993). Pakastamisen jilkeen ndyte pakkas-
kuivataan ja sdilytetdin pakastimessa.

5.2.2 Oljykasvien siementen esikasittely

Oljykasvien siemenistd pitid poistaa oljy
murskaamalla siemenet ja uuttamalla dljy
pois esim. petroolieetterilld tai heksaanilla.
Oljyn poiston jilkeen niytteessd oleva or-
gaaninen liuotin haihdutetaan ennen glu-
kosinolaattien eristimista (Minchinton et
al. 1982, Bjorkvist & Hase 1988).

5.2.3 Glukosinolaattien eristaminen

Glukosinolaatit uutetaan tutkittavasta ma-
teriaalista kiehuvalla 70 % metanolilla (Bri-
tish Standard 1995), 80 % etanolilla (Hog-
ge et al. 1988) tai vedelld (Bjorkvist & Hase
1988, Kushad et al. 1999). Niytettd inku-
boidaan kuumassa (75-95 °C) vesihautees-
sa 5—10 min myrosinaasin inaktivoimiseksi
(Hogge et al. 1988, British Standard 1995).
Niyte voidaan tarvittaessa uuttaa muuta-
mia kertoja uuttoliuoksella ja vikevoida
uute lopuksi pyorohaihduttimella (Hogge
et al. 1988).

5.2.4 Glukosinolaattien desulfonointi

Glukosinolaateista poistetaan sulfaattiryh-
mi kisittelemilld uute sulfataasi-entsyy-
milld. Tamé tehddin tavallisimmin lataa-
malla ndyte pieneen ioninvaihtohartsiko-
lonniin (DEAE Sephadex A25), minka jil-
keen kolonniin lisitddn sulfataasi-entsyy-
miliuosta. Naytettd inkuboidaan yon yli, jon-
ka jilkeen desulfoglukosinolaatit eluoidaan
kolonnista vedelld (British Standard 1995).

5.2.5 Yhdisteiden tunnistaminen
ja kvantitointi

Glukosinolaattien tunnistamista ja kvanti-
tointia haittaa se, ettd vain kolmea glu-
kosinolaattia on saatavilla kaupallisesti (si-
nigriini, glukotropaeoliini ja glukonastur-
tiini). Talloin yhdisteiden tunnistamisessa
luotetaan paljon aikaisempiin julkaistuihin
tutkimuksiin, joissa on selvitetty mitd glu-
kosinolaatteja tuotteessa on ja missd suh-
teissa. Glukosinolaateille on sovittu tietyt
229 nm aallonpituudella mitatut vasteker-
toimet, joiden perusteella yhdisteiden pitoi-
suudet tuotteissa voidaan laskea, vaikkei
niille  olisikaan  malliyhdisteitd.  Glu-
kosinolaateille on olemassa kaupallisia ver-
tailumateriaaleja (ns. referenssit, esim.
BCR:n rapsindytteet), joilla voi tarkastaa
mddrityslaitteen kalibrointia.

5.2.5.1 Korkean erotuskyvyn
nestekromatografia

Glukosinolaattien  tunnistamisesssa  ja
kvantitoinnissa kdytetddn eniten korkean
erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC).
Yhdisteiden havaitsemiseen kdytetdan UV-
tai diodirividetektoria yleensd 229 nm:n al-
lonpituudella. Analysoitaessa desulfoituja
glukosinolaatteja voidaan ajoliuokset pitdd
mahdollisimman yksinkertaisina: veden ja
asetonitriilin seoksena. Tavallisimmin kay-
tetyt kolonnit ovat C18- tai C8-kdinteis-
faasikolonneja (Minchinton et al. 1982,
Hogge et al. 1988, Rosa & Heaney 1993,
British Standard 1995, Kushad et al. 1999).

Intaktit glukosinolaatit pitdd analysoida
ioniparina, jolloin ajoliuoksena on esim. 0,1
M ammoniumasetaatti-asetonitriili (Bjork-
vist & Hase 1988). Muita ioniparin muo-
dostajia ovat tetraoktyyli-, tetradekyyli-,
tetrametyyliammoniumionit (Prestera et al.

1996).

5.2.5.2 Kaasukromatografia

Glukosinolaatteja voidaan maarittad desul-



faation ja silyloinnin jilkeen kaasukromato-
grafisesti (Heaney & Fenwick 1980, Olsen
& Sgrensen 1980, Minchinton et al. 1982,
Slominski & Campbell 1989). Tité tekniik-
kaa kidytetddn hyvin vihin, vaikka joissakin
tapauksissa  kaasukromatografi-massas-
pektrometri voisi tuoda lisivarmuutta yh-
disteiden tunnistamiseen (Bennett et al.
1997). Suurin ongelma kaasukromatografi-
sessa tekniikassa on puhdistetun niyteuut-
teen kuiviin haihduttaminen ennen silyloin-
tia, silld desulfoglukosinolaattien on todet-
tu olevan epistabiileja vihdisenkin vesi-
mairian ldsndollessa (Hase et al. 1988).

Glukosinolaatit voidaan uuttamisen jal-
keen hajottaa entsymaattisesti ja hajoamis-
tuotteet tunnistaa kaasukromatografisesti.
Hajoamistuotteiden perusteella péaitellddn,
mitéd glukosinolaatteja tuotteessa on (Dax-
enbichler & VanEtten 1977, Daxenbichler
et al. 1991, Buning-Pfaue & Dick-Hennes
1995).

b.3 Glukosinolaattien
hajoamistuotteet

5.3.1 Hajoamistuotteiden eristaminen

Kiytetyimmit ja perinteisimmit liuottimet
isotiosyanaattien, nitriilien ja tiosyanaattien
uuttamiseen kasviuutteista ovat dikloori-
metaani (Daxenbichler & VanEtten 1977,
Daxenbichler et al. 1977) ja dietyylieetteri
(Cole 1976).

Dikloorimetaanilla on uutettu sinigrii-
nin hajoamistuottetta allyyli- isotiosyanaat-
tia ja l-syano-2,3-epitiopropaania kaalin
vesihomogenaatista (Chin et al. 1996), sul-
forafaania parsakaalista (Bertelli et al. 1998,
Chiang et al. 1998, Howard et al. 1997) ja
indoliasetonitriilejd rypsinsiemenisté ja kaa-
leista (Slominski & Campbell 1989). Iso-
tiosyanaatteja, indoleita ja oksatsolidiini-
tioneja médritettiin rapsi- ja rapsirehundyt-
teista lisadmalld ndytteisiin fosfaatti-sitraat-
tipuskuriliuosta, myrosinaasia ja dikloori-
metaania (Matthdus & Fiebig 1996).

Maaniytteistd glukosinolaattien hajo-
amistuotteita on uutettu kalsiumkloridili-
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uoksen ja etyyliasetaatin (Borek et al. 1995)
tai dikloorimetaanin seoksella (Brown et al.

1994).

5.3.2 Hajoamistuotteiden analysointi
5.3.2.1 Kaasukromatografia

Brown et al. (1994) kiyttivit kaasukroma-
tografia liekki-ionisaatiodetektorilla (GC-
FID) isotiosyanaattien, nitriilien ja 5-vinyy-
li-2-oksazolidiinitionin (OZT) mairittimi-
seen maandytteistd. Cole (1976) madritti
noin 20 ja Daxenbichler at al. (1991) yli 40
glukosinolaattien hajoamistuotetta GC-
FID:lla. Chiang et al. (1998) madrittivit
parsakaalista suhteellisen termolabiilia sul-
forafaania kaasukromatografilla, joka oli
varustettu massaselektiiviselld detektorilla.
Optimoimalla painepulssi-injektointi sulfo-
rafaanin hajoaminen hajoaminen 3-bu-
tenyyli-isotiosyanaatiksi saatiin minimoi-
tua. Indoliasetonitriilid ja 4-hydroksi-3-ase-
tonitriilid on médritetty kaasukromatogra-
fisesti silyloinnin jilkeen rapsirehusta ja kei-
tetystd valkokaalista (Slominski & Cambell
1988, Slominski & Cambell 1989).

5.3.2.2 Korkean erotuskyvyn
nestekromatografia

Sulforafaania on midritetty parsakaalista
kiintedfaasiuuton jilkeen HPLC:lla Yhdis-
teen madrittdmiseen kdytettiin 201 nm:n
aallonpituutta (Bertelli et al. 1998). Matt-
hdus & Fiebig (1996) miirittivit isotiosy-
anaatteja, indoleita ja oksazolidiinitioneja
rapsista ja rapsirehu-uutteista 210 ja 240
nm:n aallonpituuksilla. Indoliglukosino-
laattien entsymaattisen hajoamisen tulok-
sena syntyvad askorbigeenid eli L-askor-
biinihapon sisdltamai indolia ja sen johdan-
naisia on médritetty kaalista ja hapankaalis-
ta HPLC: lla 280 nm:n aallonpituudella
(Aleksandrova et al. 1992).
Kokonaisisotiosyanaatti-pitoisuus voi-
daan mddrittdd nestekromatografisesti glu-
kosinolaattien hajoamistuotteiden reagoi-



tua vikinaalisen ditiolin kanssa. Isotiosy-
anaatit syklokondensoituvat 1,2-bentseeni-
ditiolin kanssa 1,3-bentseeniditioli-2-tio-
niksi, joka mitataan 365 nm:n aallonpituu-

della (Jiao et al. 1998).
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5.3.2.3 Spektrofotometria

Kokonaisisotiosyanaatti-pitoisuus voidaan
madrittdd spektrofotometrisesti tiosyanaat-
tien reagoitua vikinaalisten ditiolien kanssa
(Zhang et al. 1992). Vapaata tiosyanaat-
ti-ionia voidaan madrittdd spektrofotomet-
risesti perustuen sen reagoimiseen rautanit-
raatin kanssa (Daxenbichler et al. 1980,
Slominski & Cambell 1989).
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