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INFOLEHT

ABA-toimeline 6hul6hede regulatsioon teraviljadel ja osjadel

Stressihormoon abstsiishappe (ABA) tiheks funktsiooniks on reguleerida 6hulGhede,
taimelehtedel asuvate véikeste pooride avatust, et tagada optimaalne transpiratsioon ja CO>
omastamine muutuvates keskkonnatingimustes. Kliimamuutuse ja inimpopulatsiooni kasvu
valguses on oluline uurida 6hul6hede regulatsiooni p&llumajanduslikult téhtsatel liikidel,
eesmargiga tosta saaginumbreid ja vastupidamist stressile. Sellest lahtuvalt uuriti kdesolevas
t00s Uheksa odra- ja kahe maisisordi 6hulGhede reaktsioone ABA-le. Lisaks uuriti dhul6hede
aktiivset regulatsiooni evolutsiooniliselt vanadel liikidel, osjadel. T6o6s leiti, et odra ja maisi
ohuldhed sulguvad ABA toimel, sulgumise ulatus s6ltus ABA kontsentratsioonist. Otrade
puhul leiti ka vaga suur varieeruvus ABA-vastuses. Samuti selgus, et osjadel puudub aktiivne
ABA-toimeline regulatsioon, kuid CO> lisamisele nende 6hulGhed reageerisid.

Marksdnad: dhulGhed, oder, mais, osi, abstsiishape
CERCS: B310 Soontaimede fisioloogia
ABA-mediated stomatal regulation in cereals and horsetails

The aperture of stomata, small pores on the plant leaves, is regulated by the stress
hormone abscisic acid (ABA) in order to optimise water loss and carbon assimilation in
changing environmental conditions. In the light of climate change and rise in human
population it is important to study stomatal regulation in agriculturally important species to
understand the perspectives to increase yield and stress tolerance of crops. In the present
study, stomatal ABA-induced regulation in nine barley and two maize cultivars was studied.
Barley and maize stomata responded to ABA in a dose dependent manner: the higher the
ABA concentration, the larger the stomatal closure. Stomatal ABA-sensitivity of barley
genotypes was very found to be variable. Stomata of horsetails responded to elevated COy,

but not to exogenous ABA.
Keywords: stomata, barley, maize, horsetail, abscisic acid
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KASUTATUD LUHENDID
ABA — abstsiishape

Anet — netofotostintees/fotostinteesi Kiirus

gs — Ghuldhede juhtivus

HT1 - HIGH LEAF TEMPERATURE 1

MPK12 — MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 12

MPK4 — MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 4
OST1-OPEN STOMATA 1

SnRK2.6 — SUCROSE NON-FERMENTING 1 (SNF1)-RELATED KINASE 2-6
[CO2] — susihappegaasi kontsentratsioon

PYR - PYRABACTIN RESISTANCE

PYL — PYR1-LIKE

RCAR — REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTOR
Rubisco — ribuloos-1,5-bisosfaadi karboksulaas

SLAC1 - SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1

H*-ATPaas — ATP energiat vaja prootonpump

(S)-cis-ABA — abstsiishappe S (-) enantiomeer

(R)-cis-ABA — abstsiishappe R (+) enantiomeer

ABA-GE — abstsiishappe glukosuiilester

CYP707A — CYTOCHROME P450, FAMILY 707, SUBFAMILY A, POLYPEPTIDE 4
PP2C — PROTEIN PHOSPHATASE 2C

ABI1 - ABA INSENSITIVE 1

HAB1 - ABA HYPERSENSITIVE 1

CPK — CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASE

SLAH3 - SLAC1 HOMOLOGUE 3

QUACI - QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1

GORK1 - GUARD CELL OUTWARD RECTIFYING K* CHANNEL

PPFD — PHOTOSYNTHETIC PHOTON FLUX DENSITY ehk fotosunteetiliselt aktiivne
Kiirgus

HvSLACL1 — Hordeum vulgare SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1



TMD3 - TRANSMEMBRANE DOMAIN 3
HvDEP1 — Hordeum vulgare DENSE AND ERECT PANICLE 1
ZmOST1 — Zea mays OPEN STOMATA 1



SISSEJUHATUS

Kliima on muutumas, stisihappegaasi kontsentratsioonid jatkuvalt tdusuteel ning koos
sellega tdusmas ka globaalne keskmine temperatuur. Muutuvad ka sademete hulk ja periood
ning seda piirkonniti vaga erinevalt. Prognoose ja mudeleid kliimamuutuse mdju kohta
teraviljade kasvatusele ja saagikusele jargmise 30 aasta jooksul on hulganisti ning nende
tulemused varieeruvad (Xie et al., 2018; Tao et al., 2020). See aga on kindel, et globaalne
rahvaarv kasvab, jdudes ennustuste kohaselt 9,7 miljardi inimeseni 2050. aastaks ning sellega
koos suureneb ka néudlus toidu jarele (UN DESA, 2015).

Veekasutuse reguleerimiseks on maismaataimedel 6huldhed — mikroskoopilised poorid
taimelehtede pinnal. Lébi 6hulGhede siseneb lehte fotosiinteesi tooraine slsihappegaas ja
véljub veeaur, kusjuures selle gaasivahetuse kiirus soltub GhulShede avatusest. Optimaalse
gaasivahetuse tagamiseks erinevates keskkonnatingimustes on taimedel véalja arenenud véime
reguleerida dhul6hede avatust. Taimede aktiivset vastust veepuudusele vahendab peamiselt
stressihormoon abstsiishape (ABA), mis muuhulgas kutsub esile dhul6hede sulgumise,
piirates seeldbi veekadu. See on teinud dhul6hed ja nende regulatsiooni perspektiivikaks
uurimisobjektiks, eesmargiga arendada vélja pduakindlamaid ja saagikamaid sorte.

Inimkonna toitmine baseerub suures mahus teraviljade, s.h maisi, riisi, nisu ja odra
kasvatamisel. Paraku on teraviljad alaesindatud 6huldhede regulatsiooni uurimisel vorreldes
mudeltaimede madrlooga (Arabidopsis thaliana) ja arulustega (Brachypodium distachyon)
(Brkljacic et al., 2011). Mais (Zea mays) ja oder (Hordeum vulgare L.) on thed olulisemad
teraviljad inimkonna jaoks. Mdlemaid kasvatatakse peamiselt loomastddaks, lisaks on oder
Olle- ja viskitoostuse alustala. Oder on teraviljade seas véga paindlik oma kasvukeskkonna
suhtes ning ka pduale vastupidav (Lépez-Castafieda & Richards, 1994; Zhou, 2010). Pdud ja

kdrge temperatuur on peamisteks abiootilisteks stressoriteks taimedele (Leng & Hall, 2019).

Ké&esoleva to6 eesmargiks oli ainulaadse gaasivahetusslisteemiga uurida ja vorrelda dhul6hede
vastuseid ABA-le kahel teraviljal — odral ja maisil. MGlemad on veestressile vastupidavad
liigid, aga oder on Cz-fotoslinteesi esindaja ning mais efektiivsema Cs-fotosuinteesi esindaja
(Sage ja Zhu, 2011). Lisaks tehti antud t66s esmakordselt gaasivahetuskatsed kolme
osjaliigiga, selgitamaks nende evolutsiooniliselt iidsete taimede 6huldhede ABA-tundlikkuse
olemasolu ning seega lisada omalt poolt andmeid Ghuldhede ABA-st sbltuva regulatsiooni

péaritolu ja evolutsioonilise vanuse kiisimusse.

Too teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi Taimesignaalide uurimisriihmas.



KIRJANDUSLIK TAUST

1.1 Pdllumajanduslik olulisus

Alates 1960. aastast on maailma keskmine teraviljade saagikus pea kolmekordistunud,
kasvades 1,35 tonnilt ha 3,5 tonnini ha, samal ajal kui kultiveeritav maa-ala on suurenenud
vaid 9% (Prohens, 2011). See on saavutatud suuresti agronoomiliste tehnoloogiate arengu ja
sordiaretusega. Kuni 88% nisu, odra ja rapsi saagikuse tGusust omistatakse just sortide

geneetilise taiustamise arvele (Mackay et al., 2011).

Viimase 30 aasta I6ikes on Euroopas teraviljade saagikus paraku stagneerunud. Soojemad
kasvuperioodid on endaga kaasa toonud umbkaudselt 3,8%-lise saagilanguse odral ning
Vahemeremaadesse ennustatakse aina suuremat terasaagikadu. Naiteks Itaalias on kdrgem
temperatuur ja kuivem 8hk pdhjustanud juba hinnanguliselt 5%-lise saagilanguse (Moore ja
Lobell, 2014; Moore ja Lobell, 2015).

Oder (H. vulgare) on (ks esimesi inimese kodustatud teravilju ning hetkel on ta
kogutoodangult neljas teravili maailmas, jargnedes maisile, riisile ja nisule. Rohkem Kui
kolmandik (58 miljonit tonni) globaalsest odrasaagist toodetakse Euroopa Liidus (Wendorf et
al., 1979; FAOSTAT, 2018). URO andmetel ldheb 70% sellest loomas6ddaks, 21% linnaste
ja muu alkoholi toodanguks ning 6% tarbitakse &ra inimtoiduna. Samuti on ta iks kdige
suurema geneetilise varieeruvusega teravilju ning seetbttu kasvatatakse otra subtroopikast
arktikani valja (Zhou, 2010). Kuigi odra genoom on Usha pirakas — haploidse genoomi
suurusega 5,3 Gb, on ta vordlemisi lihtsa Glesehituse ja vaikese kromosoomide hulgaga
(2n=14, HH) (Harwood, 2019). Kuna oder on diploidne, teeb see temast ka suurepérase
mudeli uurimaks keerukama genoomiga teravilju, milleks on nditeks harilik nisu oma
heksaploidse genoomiga (2n=6x=42, AABBDD; Giraldo et al., 2019; IWGSC, 2014).

Maisi (Z. mays) ajalugu inimeste toidulaual ulatub samuti mitmete tuhandete aastate taha
(Piperno ja Flannery, 2001). Hetkel on mais ligi 1,15 miljardi tonnise aastase kogutoodanguga
kdige enam kultiveeritav teravili maailmas (FAOSTAT, 2020). Aasias, Euroopas ja Ameerika
Uhendriikides kasutatakse maisi pdhiliselt loomaséddana, samas kui Aafrika riikides jouab
enamus toidulauale (Patrick, 2011; Prasanna, 2013; Ranum et al., 2014; Ekpa et al., 2019).
Maisist toodetakse ka biokiituseid, kusjuures Ameerika Uhendriikides moodustab see c.a 40%

kogu maisi toodangust (Ranum et al., 2014).

Maisi eristab teistest enim kultiveeritavatest teraviljadest tema efektiivsem slsihappegaasi
(CO») sidumise mehhanism, mida kutsutakse Cs-fotosiinteesiks. Teiste teraviljade, nditeks

nagu riisi, nisu ja odra CO: fikseerimisega (Cs-fotosilintees) vorreldes omab Cs-fotostintees
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oluliselt koérgemat fotosunteetilist efektiivsust, eriti troopilises keskkonnas, kus kdrge
temperatuur ja vahene vee kattesaadavus indutseerivad Cs-taimedes energeetiliselt raiskavat
fotorespiratsiooni (Brutnell et al., 2010; Gowik ja Westhoff, 2011). Cz-taimedes toimub
Calvini tsiikkel enk CO- fikseerimine mesoftlli rakkudes, seda limiteerivad uhelt poolt CO>
difusioon rakku ning teisalt hapniku (O2) seondumine Calvini tstikli vtmeensiim Rubisco-le
(fotorespiratsioon; Reichle, 2020). Cs-fotoslintees on jagatud kahe rakuttitibi, mesoftlli ja
kimbuumbrise rakkude vahel, kus esimesed seovad CO ajutiselt ja transpordivad
vaheiihendite n&ol edasi Calvini tstkli toimumiskohta kimbulimbrise rakkudesse. Ndnda
suudavad Cs-taimed markimisvadrselt tdsta CO. kontsentratsiooni Rubisco Umber ja
vdhendada fotorespiratsiooni (Gowik ja Westhoff, 2011). Efektiivsema susiniku sidumise
tottu saavad Cs-taimed vorreldes Cs-taimedega hoida Ghuldhesid rohkem suletuna, seega
vahendada ka veekadu ning oluliselt tdsta vee-kasutuse efektiivsust (Long, 1998; Hamim,
2005; Way et al., 2014; Meigas, bakalaureusetdd, 2017).

Mais ja oder on teiste tahtsate teraviljadega vorreldes oluliselt vastupidavamad abiootilistele
stressoritele, s.h pduale. Odral on geograafiliselt suur areaal kultiveeritavatel ja metsikutel
tivedel téiustanud ja mitmekesistanud geneetilist tausta ning kohastumusi, samas kui maisil
tuleneb vastupidavus suuresti tema Cs sisiniku fikseerimisest ja sellega kaasnevast
madalamast transpiratsioonist (Gowik ja Westhoff, 2011; Newton et al., 2011; Saade et al.,
2018).

1.2 Ohuldhed ja nende regulatsioon

Ohuldhed on imepisikesed avaused taimelehtedel, mis v@imaldavad vélishust
omastada susihappegaasi ning transpireerida Umbritsevasse dhku veeauru. Transpiratsioon
aitab reguleerida lehe temperatuuri ja tdmmata mullast toitaineid. Ohuldhed esinevad
soontaimedel, sh. ka osjadel ja sdnajalgadel ning ka mdningatel primitiivsematel taimedel,
naiteks sammaldel (Brownlee, 2018). Ohulhe moodustub kahest sulgrakust, mille vahele
jaab 6hupilu. Kaheiduleheliste taimede sulgrakud on thdpiliselt neeru-kujulised (Joonis 1A).
Karrelistel on nad aga hantli-kujulised ning neid toestavad kummaltki poolt veel kaasrakud
(Joonis 1B). Tanu kaasrakkudele on korreliste 6hulGhede reaktsioonid abiootlistele
keskkonnafaktoritele kiiremad kui teistel taimedel (Franks ja Farquhar, 2007; Kirkham,
2014; Merilo et al., 2014).



Joonis 1. Valgusmikroskoobi pildid: (A) kaheidulehelise taime miurlooga (A. thaliana) 6hulGhest
(Tanaka et al., 2005). Joonisel on néha neeru-kujulised sulgrakud (gc) ja nende vahele moodustuv
poor; (B) odra (H. vulgare) ehk korrelise dhulbhest (Koers et al., 2011). Joonisel on néha kaasrakud

(sc), hantli kujulised sulgrakud (gc) ja nende vahele jadv 6hupilu. Originaaljooniseid on muudetud.

Ohupilu laius méaarab, kui palju CO2 lehe siseruumi siseneb ning kui palju vett ja hapnikku
samal ajal taimest valjub. Ohupilu suuruse muutmisel tuleb mangu sulgrakkude anatoomia —
neil on membraanis jaigemad (seesmine) ja elastsemad (selgmine) alad ning tostes voOi
langetades sulgraku turgorit dhupilu vastavalt kas suureneb vai kahaneb (Marom et al., 2017).
Neerukujulistel sulgrakkudel toimub turgori muutumine ioonide liikumisega sulgrakkude ja
umbritseva apoplasti vahel, korrelistel aga ioonide liikumisega sulgrakkude ja kaasrakkude
vahel (Kirkham, 2014; Merilo et al., 2014; Nunes et al., 2020).

Ohuldhede aktiivne regulatsioon on taimedel vélja arenenud, et reageerida muutustele
umbritsevas keskkonnas: niimoodi tagab taim optimaalse tasakaalu CO, omastamise ja
transpiratsiooni vahel. Seetdttu avanevad 6huldhed CO> kontsentratsiooni ([CO2]) langedes ja
valguse toimel ning sulguvad madala 6huniiskusega, veepuuduses, pimeduses ja [CO2]
tdustes (Shimazaki et al., 2007; Aoki et al., 2019). Ohuldhede sulgumine veepuuduses on
pohjustatud Uledldisest turgori vahenemisest, kuid toimub teisalt ka stressihormoonide,
milleks peamiselt on abstsiishape (ABA), vahendusel (Munemasa et al., 2015).

Ohulhede avanemine algab prootonite véljapumpamisega sulgrakust H*- ATPaasi poolt, mis
hiperpolariseerib rakumembraani ning omakorda p&hjustab K*™-ioonide sissevoolu sulgrakku.
Koos K* ioonidega sisenevad rakku anioonid ning neile jargneb labi akvaporiinide vesi — see
tostab sulgraku turgorit ning 6hupilu nende vahel laieneb (Cominelli et al., 2010; Kim et al.,
2010).



Ohuldhede sulgumisel seevastu inhibeeritakse H*-ATPaas ning aktiveeritakse Ca?*-
ioonkanalid, mis pumpavad Ca?* ioone rakku. Lisaks aktiveeruvad kiired (R-tuipi) ja
aeglased (S-tiilipi) anioonkanalid, transportides rakust vélja malaadi®>, CI ja NOs ioone,
seeldbi depolariseerides sulgraku membraani. K* ioonid liiguvad rakust vélja ning taaskord
jargneb ioonidele vesi, langetades sulgraku turgorit ning sulgedes 6huldhe (Kim et al., 2010;
Kollist et al., 2014).

1.2.1 Stressihormoon abstsiishape

ABA isoleeriti ja identifitseeriti juba 1960-datel. Tema isomeere (S)-cis-ABA ja (R) -
cis-ABA peetakse mdlemaid bioloogiliselt aktiivseks, kuid (S)-cis-ABA-I on tugevam moju
kiireloomulistes reaktsioonides, s.h 6huldhede sulgumisel (Cutler et al., 2010; Li et al., 2017).
ABA-I on téhtis roll erinevate protsesside reguleerimisel kogu taime elutsukli jooksul — ABA
on oluline komponent nii idanemise, varajase kasvu, stressivastuste, juurte kasvu, seemnete
valmimise, ©Ohul6hede reaktsioonide, patogeenivastuste ja vananemise reguleerimisel
(Finkelstein, 2013; Li et al., 2017).

ABA sunteesitakse pea koikides taimerakkudes, mis sisaldavad kloroplaste voi amiloplaste
ning ABA sinteesiraja pShikomponendid on konserveerunud kdikides maismaataimedes.
ABA leidub ka teistes elusorganismides, bakteritest inimeseni vélja, aga neis pole tal
stisteemselt olulist rolli (Li et al., 2017). ABA biostintees taimedes on mitmeetapiline ja algab
kloroplastides voi teistes plastiidides. Beeta-karoteenist saadakse hiidroksilaasi toimel
zeaksantiin, mis ensiimaatiliselt konverteeritakse ridamisi erinevateks ksantiinideks, millest

I6puks tsutosoolis stinteesitakse ABA (Nambara and Marion-Poll, 2005).

Arvatakse, et 6huldhede regulatsioonis osalev ABA vodib taimes parineda mitmest eri kohast.
A. thaliana peal on néidatud, et oluline on lehtedes, floeemi kaasrakkudes, kus
stressivastusena tduseb ABA sinteesiga seotud geenide ekspressioon, slinteesitud ABA
(Kuromori et al.,, 2014). Uuemad katsed on ndidanud, et mesofllli rakud on erinevatel
taimeliikidel veestressis peamine ABA siinteesi asukoht (McAdam ja Brodribb, 2018). Lisaks
on ndidatud, et ka sulgrakkudes endis toodetud ABA on piisav reguleerimaks Ghuldhede
avatust, st. ka neis on kogu ABA sinteesirada ekspresseeritud ning kdrgema aktiivsusega
madala Ghuniiskuse juures (Bauer et al., 2013; Merilo et al., 2018; Cotelle ja Leonhardt,
2019)

ABA on kergelt happeline (pKa=4,7) ja ta on vdimeline tdnu erinevustele apoplasti ja
tsutoplasma pH-s ka difusiooni teel rakkudesse sisenema (Boursiac et al., 2013). Kuid kuna

ABA on tsentraalselt oluline hormoon ja stressitingimustes apoplasti pH téusu tdttu ABA
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difusioon rakkudesse langeb, on tema transport aktiivselt reguleeritud (Kang et al., 2010;
Boursiac et al., 2013; Kuromori et al., 2018; Cotelle ja Leonhardt, 2019). A. thaliana-1 on
tuvastatud ABA impordi ja ekspordi transportereid ja nende ekspressioon kudedes viitab
sellele, et ABA transporditakse juhtkudedest dhulGhedesse (Kang et al., 2010; Kuromori et
al., 2010; Li et al., 2017). Samas on leitud, et transporterite knock-out mutandid ei sarnane
fenotliubilt ABA slnteesi mutantidega, mis tdhendab, et aktiivne ABA transport on keerukam
protsess, kui praeguseks teada on (Cotelle ja Leonhardt, 2019).

ABA Kkontsentratsiooni rakus madrab lisaks de novo sunteesile ja transpordile ka tema
katabolism, hoiustamine inaktiivse ABA-glukosuulestri vormis (ABA-GE) ning ABA-GE
hidrolliis beeta-glikosidaasiga aktiivse ABA taastootmiseks (Xu et al., 2012). ABA
lagundamine toimub peamiselt CYP707A perekonna tstutokroom P450 monookstigenaaside
toimel, mille kaigus tekib ABA-st faseiinhape (Cutler ja Krochko, 1999; Li et al., 2017).

ABA ja tema signaaliraja komponente on juba kaua peetud perspektiivikateks sihtmérkideks
uute ja tGhusamate sortide valjaaretamisel, peamiselt seoses ABA rolliga veekasutuse
regulatsioonis (Dejonghe ja Cutler, 2019; Vaidya et al., 2019). Néiteks nisul (T. aestivum) on
saavutatud ABA retseptori (PYL4) lleekspresseerimisega markimisvaarne pouataluvuse tous
(Mega et al., 2019). Kuna ABA reguleerib stressivastust, siis kaasneb ABA vdi tema
signaaliraja komponentide robustse Uleekspresseerimisega sageli negatiivne mdju saagikusele
vOi kasvule normaaltingimustel, aga seda tlalmainitud nisu mutantides ei juhtunud (Dejonghe
ja Cutler, 2019; Mega et al., 2019).

1.2.2 ABA-toimeline 6hul6hede sulgumine

ABA toimeline Shuldhede sulgumine saavutatakse l&bi mitme-etapilise signaaliraja,
mille esimeseks liliks on ABA PYR/PYL/RCAR retseptorvalgud (PYRABACTIN
RESISTANCE1/PYR1-LIKE/REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTOR; Ma et
al., 2009; Park et al., 2009; Raghavendra et al., 2010). Neid on A. thaliana-s tuvastatud kokku
14 ning oma biokeemialt jagunevad nad kahte gruppi - Uhed moodustavad dimeere (PYR1,
PYL1 ja PYL2) ja on madalama afiinsusega ABA suhtes ning teised toimivad
monomeeridena (nt. PYL5, PYL6 ja PYLS8) (Joshi-Saha et al., 2011; Gonzalez-Guzman et al.,
2012). Funktsionaalne rollijaotus retseptorite vahel on veel U(sna ebaselge. Katsed
mutantidega, milles viis ABA retseptorit kdigepealt kdrvaldati ning seejarjel tikshaaval ainult
sulgrakkudes taastati, néitasid, et ABA-st sGltuva sulgumise jaoks on vajalik peamiselt PYL2

olemasolu ning vahesel maaral ka PYR1 (Dittrich et al., 2019).
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Ohuldhede sulgumiseks on vaja, et lisaks ABA-le ja tema retseptorile seonduks
moodustuvasse kolmikkompleksi ka moni TYPE 2C PROTEIN PHOSPHATASE (PP2C)
perekonna fosfataas, seelébi inaktiveerides PP2C-d (Gonzalez-Guzman et al., 2012). PP2C
fosfataase on A. thaliana-s enam kui 50, kuid dhul6hede regulatsioonis on olulised just ABI1
(ABA INSENSITIVE 1), ABI2 (ABA INSENSITIVE 2) ja HAB1 (HYPERSENSITIVE TO
ABA 1) (Ma et al., 2009). PP2C fosfataasid on aktiivsed, kui nad pole kolmikkompleksis
ABA ja tema retseptoritega ning nende roll 6hul6hede regulatsioonis on defosfortleerida ja
seeldbi inaktiveerida kinaasi OST1/SnRK2.6 (OPEN STOMATA 1/ SUCROSE
NONFERMENTING 1-RELATED PROTEIN KINASE 2-6).

OST1 kinaas on sulgrakkudes oluline ABA signaalililekande positiivne regulaator, mis
fosforileerib ja aktiveerib S-tlupi SLAC1 (SLOW ANION CHANNEL 1) ja R-tliipi QUACL
(QUICK-ACTIVATING ANION CHANNELZ1) anioonkanaleid (Kollist et al., 2014). Peale
OST1 on sulgrakus veel ka CPK (CALCIUM DEPENDENT PROTEIN KINASE) kinaasid,
mis on samuti vOimelised SLAC1, kuid ka teisi S-tliupi anioonkanaleid nagu SLAH3 (SLAC
HOMOLOGUE 3) aktiveerima (Geiger et al., 2011). CPK kinaaside aktiivsuseks on vajalik

vabade Ca?* ioonide olemasolu, mis saavutatakse siis, kui sulgumise kaskaad on juba alanud.

Neutraalses, vabas olekus PP2C-d defosforiileerivad OST1 ja CPK kinaase ning
anioonkanalid ei aktiveeru. ABA-PYR/PYL/RCAR-PP2C kolmikkompleksi moodustumisel
PP2C fosfataasid enam defosforileerimist ldbi viia ei saa ning OST1 aktiveerub
autofosforiilatsiooni kaigus, aktiveerides omakorda anioonkanalid, mille tulemusena algab
anioonide (CI, NOg, malaat®) transport rakust vilja. Vabade Ca?* ioonide tdus tsiitoplasmas
Ca?*-ioone transportivate ioonkanalite aktivatsiooni tdttu aktiveerib koos PP2C fosfataaside
inhibeeriva rolli kadumisega ka CPK kinaasid. See omakorda toetab anioonkanalite
aktivatsiooni ja rakumembraani depolarisatsiooni (Geiger et al., 2011; Kollist et al., 2014).
Depolarisatioon paneb K* ioonid liikuma rakust vélja l&bi GORK1 (GUARD CELL
OUTWARD RECTIFYING K" CHANNEL) kanali ning selle massilise ioonide véljutamisega
sulgraku osmootiline potentstaal langeb, rakkudest valjub vesi ja 6hulGhe sulgub (Munemasa
etal., 2015).
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Joonis 2. ABA-toimelise 6huldhede sulgumise lihtsustatud skeem (koostatud Munemasa et al., (2015)
ja Jalakas (2019) jooniste pohjal). ABA puudumisel (-ABA; vasakpoolne sulgrakk) inhibeerivad PP2C
fosfataasid OST1, CPK-d ja kaltsium kanaleid ning ioonide transporti rakust vélja ei toimu. ABA
olemasolu korral (+ABA; parempoolne sulgrakk) moodustub ABA-PYL/PYR/RCAR-PP2C
kolmikkompleks ning PP2C inhibitsioon OST1, CPK kinaasidele ja Ca?" transporteritele kaob.
Kinaaside OST1 ja CPK-de aktivatsioon (PP2C inhibitsiooni kadumise ja tstitoplasma [Ca?"] tusu
teel) vBimaldab anioonkanalite (SLAC1, QUACL, SLAH3) aktiveerimist fosfortileerimisega. Algab
anioonide (malaat*, Cl- ja NO3") transport rakust valja, mis viib rakumembraani depolariseerimiseni.
Seejarel valjuvad sulgrakust labi GORK1 kanali K* ioonid, neile jargneb vesi (H20). Sulgraku turgor

langeb ja 6huldhe sulgub.

1.2.3 COz2-s6ltuv 6huldhede sulgumine

Lisaks ABA-le osaleb 6huldhede regulatsioonis ka atmosfaari CO, kontsentratsioon,
mis maarab lehesisese [CO;]. Ohuldhedega omastatud siisihappegaas siseneb sulgrakku l4bi
akvaporiinide, mis omakorda interakteeruvad karboonhappe anhiidraasidega, muutes CO>
bikarbonaadiks (HCOs"; Hu et al., 2010). Kuigi mehhanism, kuidas kdrgenenud bikarbonaadi
tase signaali jargmistele komponentidele edastab, on veel taielikult tdpsustamata, on siiski
teada, et olulised valgud on kinaas HT1 (HIGH LEAF TEMPERATURE 1) ning teda
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inhibeerivad kinaasid MPK4 (MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE 4) ja MPK12
(MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE 12). CO2/HCO3" kontsentratsiooni tdustes
tduseb MPK4 ja MPK12 kinaaside aktiivsus, mille tulemusel HT1 kinaas inaktiveerub. HT1
ise inhibeerib anioonkanalit SLAC1 ja voimalik, et ka teisi ABA signaaliraja positiivseid
komponente, naiteks kinaas OST1 (Horak et al., 2016; Toldsepp et al., 2018). Kérge CO>
toimel HT1 inaktiveerub, temapoolne otsene vdi kaudne SLAC1 inhibitsioon kaob ning

kéivitub dhuldhe sulgumine.

ABA ja CO- signalisatsiooni véimalik kattumine on olnud 6hulGhede regulatsiooni uurimisel
oluline kusimus juba aastakiimneid. Viimased andmed néitavad, et ehkki CO2 signaalirada
vajab toimimiseks ABA signaaliraja olemasolu ning OST1 basaalset aktiivust sulgrakkudes,
siis COz-toimelist ABA siinteesi tbusu ja OST1 aktivatsiooni kérge CO2 mdjul ei toimu
(Zhang et al., 2020).

1.2.4 Ohulbhede ja nende regulatsiooni evolutsioon

Fotosiinteesivatest elusorganismidest esineb ABA juba vetikates, samas kui poorid
taimede pinnale ilmusid fossiilsete andmete pdhjal 400 miljonit aastat tagasi maad
koloniseerivatel helvik- ja kddersammaldel (Chater et al., 2017; Sun et al., 2019). Kuigi
vetikate genoomis enamjaolt puuduvad PYR/PYL ABA retseptorid, on hiljuti tuvastatud
Zygnema circumcarinatum-i ja ka teiste vetikaliikide genoomis ABA retseptorite analooge
(Sun et al., 2019). Samuti on vetikate genoomis leitud ortolooge ka PP2C fosfataasidele ja
SnRK kinaasidele (de Vries et al., 2018). Vetikate PYR/PYL valgud ei toimi klassikaliste
ABA retseptoritena, vaid inaktiveerivad PP2C fosfataase ABA-st sdltumatult. SeetGttu
arvatakse, et alles maa koloniseerimisel omandas taimedes ABA rolli stressivastuse
reguleerijana ning see toimis labi ABA-sOltuva PP2C-SnRK2 signaalkaskaadi
peenhadélestamise (Sun et al., 2019).

Geenide homolooge, mis katteseemnetaimedel vastutavad dhul6hede diferentseerumise ja
epidermaalse paigutumise eest, leidub juba sammaltaimedel (Caine et al., 2016; Chater et al.,
2017). Erandiks on helviksammal Marchantia polymorpha, tema gaasivahetust vahendav
poor pole klassikalises mottes 6huldhe, selle diferentseerumist vahendavad teised, teiste
taimede ©Ohuldhedega mitte seotud geenid (Ishizaki et al., 2013; Chater et al., 2017).
Madningatel sammaltaimedel on leitud ABA- ja CO»-toimelist 6huldhede regulatsiooni ja
SLAC1 anioonkanali aktivatsiooni (Lind et al., 2015). Andmed sammaldest kdrgemate,
varaste soontaimedega (s6najalgade ja koldtaimedega) on vastukdivad. McAdam ja Brodribb
(2012) ei tuvastanud Uhelgi sbnajala ja koldtaime liigil ABA toimet dhuldhedele ning pidasid
nende oOhulbhede regulatsiooni hidropassiivseks. Kuid ndidatud on ka vastupidist: ABA-
14



toimelist 6hulGhede sulgumist mitme sdnajalaliigi peal, ehkki need sulgumised on vorreldes

katteseemnetaimedega véikesed (Cai et al., 2017; Horak et al., 2017).

Katteseemnetaimedes on ABA 0©hulBhede regulatsioonis véga oluline komponent,
vOimaldades kiireid reaktsioone muutuvatele keskkonnatingimustele. Suur osa meie teadmisi
Ohuldhede regulatsiooni vallas péarineb toéddest hariliku midrloogaga (A. thaliana; McAdam
ja Sussmilch, 2020).

1.3 Osjad kui elavad fossiilid

Osjad (perekond Equisetum) on sdnajalgtaimede h&imkonda, osjaliste sugukonda
kuuluvad mitmeaastased rohttaimed. Nad on ainsad ellujadnud Sphenopsida klaadi esindajad,
mille ajalugu ulatub Hilis-Devoni (375-360 MAT) perioodini valja (Elgorriaga et al., 2018).
Osjad on plsinud suuremas jaos muutumatuna tle 300 miljoni aasta ning praeguseks on neid
tuvastatud 15 liiki (Vanneste et al., 2015; Michael, 2016). Osjade genoom on taimeriigis Uks
suuremaid. Neil on tuvastatud varases arengus kogu genoomi duplikatsioone (Clark et al.,
2019), mistdttu on pea koikidel osjaliikidel diploidne genoom 216 kromosoomi (Bennert et
al., 2005). Uhegi osjaliigi tdisgenoomi pole praeguse seisuga veel sekveneeritud ning

andmeid (ksikute geenijarjestuste kohta on vdga vahe (Vanneste et al., 2015).

Osja maapealse osa moodustab pustine vars, millest kasvavad ménnastena vélja lehed. Lehed
on neil piklikud ning soltuvalt liigist vdivad olla harulised (Joonis 3A). Troopilised liigid
vOivad kasvada kuni 8 meetri kdrgusteks; parasvodtme liikidest néiteks pdldosjad kasvavad
kuni 40 cm koérguseks. Osjad moodustavad maa-aluse risoomi, pdldosjadel ulatub see (le 2
meetri stigavusele ning see voib neil olla mitmes tasapinnas (Husby, 2013). Risoomiga elavad
moned liigid uletalve, kasvatades kevadel sellest uued vorsed.

Osjad on eostaimed nagu sonajaladki. Kevadel moodustavad nad lehtedeta vorseid, mille
tippu moodustub eospea (Joonis 3B). Kui eosed on valminud, vorse hdvib ning risoomist
kasvavad uued, lehtedega vorsed (Merryweather, 2020). Samas vdivad nad paljuneda ja
levida ka vegetatiivselt, kui uus taim tekib eraldunud risoomi tiikist v6i maapealsest osast.
Seda paljunemisviisi kasutab eelistatult néiteks umbrohu staatuse saanud pdldosi (Husby,
2013).
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Joonis 3. Illustratsioon osja maapealsetest vdsudest (Tomescu et al., 2017). (A) Klassikaline
assimileeriva osja morfoloogia — pustine vars, tasemeliselt mannastena kasvavad lehed. (B) Eospea

moodustanud, ilma mannaslehtedeta osi. Originaaljoonist on muudetud

Osjade 6huldhed eristuvad oma morfoloogialt selgesti neist taimedest, millel sulgrakud Uksi
moodustavad Ohupilu. Sarnaselt korrelistele on osjadel kaasrakud, kuid sulgrakkude
Umbritsemise asemel paiknevad need sulgrakkude peal (Joonis 4A). Osjade kaasrakke
iseloomustab ranithenditest moodustunud ribiline struktuur (Joonis 4B), mille eesmérk pole
veel paris selgeks tehtud, kuid arvatakse, et nende abil taim kasvu véltel sulgeb Shupilu ja
fikseerib ta sellesse asendisse, et vahendada veekadu (Dayanandan & Kaufman, 1973; Cullen
& Rudall, 2016).

Joonis 4. Osja E. myriochaetum &huléhed (Cullen & Rudall, 2016). (A) Labivkiirguse
elektronmikroskoobi pilt E. myriochaetum 8huldhede ristlGikest (rr — rani ribid; sc — kaasrakud; gc —
sulgrakud). Referentsskaala pikkus 10 um. (B) Valgusmikroskoobi pilt E. myriochaetum &huldhest
pealtvaates, illustreerimaks ribilisi ranideposiite. (rr — rani ribid; gcn — sulgraku tuum).

Referentsskaala pikkus 10 wm. Originaaljoonist on muudetud.
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EKSPERIMENTAALOSA
2.1 T66 eesmargid

Ohuldhede ja labi nende toimuva gaasivahetuse regulatsioon teraviljadel on aina enam
tdhelepanu saav uurimisvaldkond muutuva kliima tottu. Valdav osa meie teadmistest taimede
Ohuldhede regulatsiooni kohta péarineb siiski katsetest mudeltaimedega (A. thaliana, B.
distachyon, N. benthamiana jt.), mitte p6llumajanduslikult oluliste liikidega. Sellest tulenevalt
alustasin juba bakalaureusetods teraviljade gaasivahetuse uurimisega, teema jatkus

magistritdos.
Kéesoleva t66 eesmargiks on

e uurida ja vOrrelda erinevate odrasortide gaasivahetust (6hulBhede juhtivust ja
fotoslinteesi  kiirust) ja selle muutumist vastusena erinevatele ABA
kontsentratsioonidele

e uurida, kas maisi Ohuldhed reageerivad ABA-le ja kui, siis millisele ABA
kontsentratsioonile.

e uurida OhulGhede aktiivset ABA- ja COz-toimelist regulatsiooni osjadel,

evolutsiooniliselt iidsetel liikidel.

Esialgsed juhendaja Ebe Merilo tehtud otrade Shulbhede sulgumise katsed madala ABA
kontsentratsiooniga (5 pM) néitasid otrade dhuldhede suhtelist ABA-tundetust (andmed pole
esitatud). See sai minu magistritod odrakatsete, kus lisandusid k&rgemad ABA

kontsentratsioonid ja kaks uut sorti, lahtepunktiks.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Taimede kasvatamine

Katsete jaoks kasvatasin:

1) suviotra, kokku 9 sorti: Grace, Iron, Tipple, Breustar, Propino, Conchita, Quench,

Barke ja Golden Promise.
2) maisi, kaks sorti: Richard ja Severus.

3) osjasid, kolm liiki: pdldosi (E. arvense), paritolu Tartu (58°20'16.8"N
26°43'04.4"E); metsosi (E. sylvaticum), paritolu Jdgehara (57°56'34.5"N 26°40'01.2"E);
aasosi (E. pratense), paritolu Tartu (58°23'39.0"N 26°40'52.1"E). Poldosjad kasvasid
aiaumbrohuna peenras, metsosjad valguskillastes tingimustes mannimetsa serval ja aasosjad

varjulisemas noores segametsas.

Odra ja maisi seemneid idandasin esmalt 3-5 pdeva maérja salvratiku vahel petri tassidel,
misjarel kilvasin idanema lainud seemned 1L pottidesse — kaks taime poti kohta. Osjad
kaevati loodusest koos pinnalédhedase juurestikuga c.a 5-10 cm siigavuselt ning istutati laboris
umber 1L pottidesse. Kasvusubstraat pottides koosnes mahupdhiselt 4:2:3 osades turbast,
vermikuliidist ning veest. Odrad ja osjad kasvasid kasvukambris (Percival, AR-66LX)
Oopdevasel reziimil 12h/12h valgust/pimedust, temperatuuriga vastavalt 23°C/18°C ning
fotostinteetiliselt aktiivse kiirgusega (PPFD) 300/0 pmol m™s™t. Ohuniiskuse sihtmarkvaartus
oli nii paeval kui 06sel 70%. Mais kasvas kasvutoas sarnaselt teistele t00s kasvatatud
taimedele 12h/12h valgusreziimil, aga PPFD oli péevasel ajal 300-400 pmol m™s? ning
temperatuur ja suhteline dhuniiskus 66pédevaringselt vastavalt 23-24 °C ja 50-60%. Taimi
hoiti kasvamise ajal hasti kastetuna. Maisiga mddtsin gaasivahetust kahe kuni kolme lehe
staadiumis c.a 10 pdevaste taimedega ning odraga kahe kuni kolme lehe staadiumis umbes 14
paevaste taimedega. Osjadega tegin katsed alles kasvukambri tingimustes risoomist vorsunud
taimedega.
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2.2.2 Aparatuur

Katsed teostasin neljakambrilise termostateeritud gaasivahetusaparatuuriga, mille
moodtekambrites saab hoida konstantset Ohutemperatuuri, Ohuniiskust, [CO2] ning
valgusintensiivsust, vbimalusega kdiki neid faktoreid katse kéigus vastavalt katseplaanile ka
muuta. Fotosunteesi ja transpiratsiooni arvutamiseks on vaja modta kambrisse siseneva ja
kambrist valjuva 6hu CO2 ja H.O kontsentratsioone ning antud gaasivahetusslisteem teostab
neid mootmisi korraga neljal taimel nii, et iga Oksiku taime andmepunktid saadakse 8-

minutilise intervalliga (Horak jt, 2017).

Mdotekamber koosneb kahekordse seinaga klaaskuplist, sisemise diameetriga 10,6 cm ja
kdrgusega 15,6 cm ning alusklaasist, millest ks pool on eemaldatav (Lisa 1). Kupli
klaasseinte vahel on termostateeritud veesein, mis hoiab kogu katse véltel konstantset
temperatuuri. Fikseeritud alusklaasil asuvad dhu sisse- ja véljavoolu avad, ventilaator dhu
uhtlaseks segamiseks ning temperatuuri sensor. Eemaldataval alusklaasil on Uhes servas
stivendus, mille abil paigutub taim kambrisse ning mis tuleb plastiliiniga tihendada kambri
hermeetilisuse saavutamiseks. Siisteem tdotab kerge uler6hu all, et véltida toadhu sattumist
mddtevoolikutesse. Ohk siisteemi pumbatakse Suest 1abi 25L klaasanuma, kus see saavutab
toatemperatuuri ning seejarel liigub labi termostaadi, kus lisatakse vOi eemaldatakse

Ohuniiskus vastavalt vajadusele.

Ohu H,0 ja CO2 kontsentratsioonide mddtmiseks on siisteemis infrapuna-gaasianaliisaator
(Li-7000, Li-Cor, Nebraska, USA), mis saadab andmed arvutisse, kus programm arvutab
vastavalt mddtmistulemustele (6hutemperatuur, dhuvoolu kiirus, lehepindala, H20 ja CO:
kontsentratsioonid) kambris oleva taime transpiratsiooni ja fotosunteesi kiirused, kasutades

sissetuleva ja valjamineva 6hu erinevust (Kollist jt, 2007).
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2.2.3 Katsete Ulesehitus

Enne katse algust seadsin aparatuuri mddtevalmis jargmistel tingimustel: suhteline
Bhuniiskus 60-70%; taimele langev PPFD 300 pmol ms™; temperatuur 24°C. CO
kontsentratsioon oli vastavalt valisdhule ~420 ppm. Taimed stabiliseerusid neis tingimustes 1-

1,5 tundi ning seejéarel pritsisin ABA lahusega vdi muutsin CO> kontsentratsiooni.

ABA Katsetes avasin mddtekambri moneks sekundiks ja pritsisin iga taime 4-5 pihustusega
kohe peale tema mddtetsikli 18ppemist. Peale pritsimist sulgesin modtekambri ja moédtmine
jatkus veel c.a tund aega. ABA lahused antud t66s valmistasin 5 uM, 25 uM ja 50 uM
kontsentratsioonidega destilleeritud vees, mis sisaldasid lisaks ABA-le vastavalt veel
0,05%/0,25%/0,5% etanooli ja 0,012% Silwet L-77 detergenti. Odrasortidel jaid ABA katsete
kordused vahemikku 4-8, maisisortidel ja osjadel vahemikku 5-6. Kontrollkatse teostasin kahe
odrasordiga (Barke ja Golden Promise; n=3-5; Lisa 3), pritsides neid destilleeritud vees
lahustatud 0,05% etanooli ja 0,012% Silwetiga.

Korge susihappegaasi katses osjadega tostsin pdrast stabilisatsiooniperioodi mddtekambris
CO: kontsentratsiooni 60 minutiks 800 ppm peale. Seejérel langetasin CO. kontsentratsiooni
taas algvaartuseni ning hoidsin taaskord tund aega.

Katsete 16ppedes I8ikasin kambris olnud taimematerjali, pildistasin ja m6dtsin ImageJ (NIH,
USA) programmiga taime pindala, sest gaasivahetustunnused arvutatakse lehe pinnathiku
kohta. Osjade puhul sain pildistades projektsioonipindala ja korrutasin selle kahega, leides

niimoodi kogupindala kuna erinevalt planaarsetest taimelehtedest on osjalehtedel neli kiilge.
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2.2.4 Andmeanaliils

Edasises andmetootluses kasutasin Excelis (Microsoft, 2017) spetsiaalselt selleks
otstarbeks tehtud programmi, mis arvutas transpiratsiooni- ja netofotostinteesi Kiirused,
kasutades igasse kambrisse siseneva ja sealt valjuva dhu H2O ja CO. kontsentratsioonide
vahet, 6huvoolu kiirust kambrites ning kambris olnud lehestiku tapset pindala. Jargnevalt
leidis programm lehe summaarse juhtivuse transpiratsiooni ja Ohutemperatuurist Idhtudes
arvutatud lehetemperatuuri pdhjal ning summaarsest juhtivusest omakorda Ghuldhede

juhtivuse (gs), lahutades piirkihi ja kutikulaarse juhtivuse véartused.

Andmete Uhtlustamiseks arvutasin kdikides katsetes libisevad keskmised. Iga esitatud
ajapunkt on keskmine kolmest ajapunktist — eelnev, hetkeline ja jargnev — v.a to6tluseelne

punkt (gs0), mis on kahe punkti keskmine — eelnev ja hetkeline.

Statistilise analtlsi tegin programmiga Statistica (v 7.1, StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Sortidevaheliste erinevuste hindamiseks kasutasin Uhemddtmelist ANOVALt ja post hoc
testina Tukey HSD testi. Stiimuli mdju hindamiseks gaasivahetustunnustele kasutasin
korduvmdotmistega dispersioonianaliiisi (Repeated Measures ANOVA) ning post hoc testina
Tukey HSD testi. Lineaarse regressiooni hindamiseks kasutasin GLM (General Linear

Models) regressioonanaliiiisi. R-véaartused kontrollisin ka Excelis Ule.
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2.3 Tulemused
2.3.1 Otrade basaalne 6hul6hede juhtivus ning ABA-tundlikkus

Uuritud odrasortide basaalne dhul6hede juhtivus (héastikastetud taimede stabiilne
ohulbdhede juhtivus kontrolltingimustes) varieerus 1,8 korda, korgeim keskmine juhtivus

ilmnes sordil Barke ja kdige madalam sordil Golden Promise (GP; Joonis 5).
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Joonis 5. Odrasortide basaalsed 6hul6hede juhtivused (keskmine * standardviga) kontrolltingimustes
(suhteline Shuniiskus 65-70%; valgusintensiivsus 300 umol m? s*; [CO;] ~420 ppm). Statistiliselt
olulised erinevused sortide vahel on maérgitud tahtedega, mis saadi, kasutades themddtmelist
ANOVAT ja post hoc testina Tukey HSD testi. n=8-12

Kdikide sortide andmeid kokku pannes ilmnes positiivne korrelatsioon 6hulGhede juhtivuse ja
fotoslinteesi kiiruse vahel kontrolltingimustes: mida kdrgem oli dhul6hede juhtivus, seda
suurem oli fotostinteesi kiirus ning see korrelatsioon oli statistiliselt oluline (p<0,05; Joonis
6).
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Joonis 6. Otrade 6hulBhede juhtivuse ja netofotosiuinteesi kiiruse omavaheline korrelatsioon. Lineaarne

regressioon oli statistiliselt oluline (p<0,05).

Otrade ABA-ga pritsimise esialgsed katsed naitasid, et nende 6hulGhede tundlikkus 5 pM
ABA kontsentratsiooni suhtes oli oluliselt vdiksem kui A. thaliana-l (andmed pole néidatud).
Jargnevates katsetes kasutasin kérgemaid ABA kontsentratsioone. Kdikidel otradel dhul6hede
juhtivus langes 25 UM ABA lahusega pritsides, kuid Conchital polnud see langus statistiliselt
oluline (Joonis 7A). Katse I8puks, 48 minutit peale pritsimist, oli juhtivus vahenenud
olenevalt sordist 15-62% pritsimiseelsega (gs0) vorreldes (Lisa 2A, Lisa 4A). Kdige ABA-
tundlikum sort oli Golden Promise, mille juhtivus vahenes katse 16puks 62%, talle jargnesid
Barke (43%) ja Grace (27%).

Veel kdrgema ABA Kkontsentratsiooniga (50 pM) pritsides langes juhtivus statistiliselt
oluliselt koigil Uheksal sordil (Joonis 7B), katse I6puks oli juhtivuse vahenemine 24-76%
esialgsega vorreldes (Lisa 2B, Lisa 4B). Ka selle ABA kontsentratsiooni puhul olid k&ige
tundlikumad Golden Promise 72%-lise langusega, jargnesid taas Barke (54%) ja Grace (42%)
ning kdige tundetum oli Quench (24%). Mdlema ABA kontsentratsiooni puhul oli vastus

toimunud juba 24 min peale pritsimist.

Vorreldes omavahel juhtivusi 24 ja 48 minutit peale pritsimist (gs24 ja gs48) selgus, et
esimene oli alati suurem, ihe erandiga (Breustar 25 UM ABA). See tédhendab, et katse kestel

ei ilmnenud mdrke Shuldhede juhtivuse taastumisest (Joonis 7A/7B).
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Joonis 7. Odrasortide juhtivused (keskmine + standardviga) enne (gs 0), 24 minutit (gs24) ja 48
minutit (gs48) parast ABA lahusega [25 uM (A) ja 50 uM (B)] pritsimist. Statistiliselt olulised
erinevused antud sordi gsO véartusega vOrreldes on margitud tarniga (*), mis saadi, kasutades
korduvm@dtmistega ANOVAL ja post hoc testina Tukey HSD testi. (A) n=4-8; (B) n=4-5
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Joonis 8. ABA-ga pritsimise jargse ja pritsimiseelse Ghuldhede juhtivuse suhte (gs48/gsO) ja
fotoslnteesi kiiruse suhte (Anet48/Anet0) omavaheline korrelatsioon otradel. Lineaarne regressioon

oli statistiliselt oluline (p<0,05).

Jargnevalt arvutasin, kuidas mojutas ABA fotosunteesi (48 minutit peale pritsimist)
pritsimiseelsete vastavate véaartuste suhtes. Kui 6hulBhede juhtivus enamasti langes ABA
toimel (gs48/gs0<1), siis fotosunteesi puhul oli ABA-toimeline langus marksa vaiksem kui
ohulbhede juhtivuse langus. Anet48/Anet0 vaartused varieerusid vahemikus 0,78-1,17, samas
kui gs48/gs0 vaartused varieerusid vahemikus 0,15-1,36 (Joonis 8). Korrelatsioon ABA-
toimelise 6huldhede juhtivuse vahenemise ja fotoslinteesi vahenemise vahel oli statistiliselt
oluline (p<0,05), ehkki korrelatsioonikordaja ei olnud véga kérge. Seega, juhtivuse langedes
korrelatsioon fotostinteesiga sailis, kuid 6huldhede ABA-tundlikkus oli oluliselt suurem kui

fotoslinteesi oma.
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2.3.2 Maisi 6huléhede ABA-toimeline reaktsioon

Cs-taimedele omaselt olid ka siin kasutatud maisisortide OhulGhede juhtivuste
basaalsed vaartused viga madalad, ulatudes napilt tile 20 mmol m2s™t. Mélemad maisisordid
reageerisid kdikidele kasutatud ABA kontsentratsioonidele. Vastusena 5 uM ABA-le langes
juhtivus mdlemal sordil 48 minuti jooksul samavéaarselt — 35%. 25 uM ABA toimel oli
juhtivuse langus suurem, ulatudes Richardil 61%-ni. 50 uM ABA kontsentratsioonil oli mgju

mdlema sordi juhtivusele 55-57% langust esialgse juhtivusega vdrreldes (Joonis 9).
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Joonis 9. Maisi dhulBhede suhtelised juhtivused koos standardveaga 48 minutit peale erinevate (5 uM,
25 uM ja 50 uM) ABA kontsentratsioonidega todtlemist esialgse juhtivuse (gs0) suhtes. Statistiliselt
olulised erinevused sordi gsO véartusega vorreldes on tahistatud tarniga (*), mis saadi, kasutades

korduvmd@dtmistega ANOVAL ja post hoc testina Tukey HSD testi. n=5-6
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2.3.3 Gaasivahetuskatsed kolme osja liigiga
Osjade basaalne 6hulGhede juhtivus oli madalam vdrreldes otradega, kuid kdrgem kui

maisil (Joonis 10).
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Joonis 10. Osjade basaalsed 6hulGhede juhtivused (keskmine + standardviga) normaaltingimustel.
Statistiliselt olulised erinevused liikide vahel on margitud tahtedega, mis saadi, kasutades

tthemdotmelist ANOVA’t ning post hoc testina Tukey HSD testi. n=18-20

Osjade ABA-ga pritsimisel alustasin katseid madalamate ABA kontsentratsioonidega (5 uM,
25 uM), mis mingit mdju juhtivusele ei avaldanud (andmeid pole esitatud). Seetdttu tegin
I6pliku katseseeria 50 uM ABA kontsentratsiooniga. Tulemusena vdib Gelda, et katses olnud
osjad olid ABA suhtes tundetud, ka 50 uM ABA kontsentratsiooniga pritsides ei langenud

juhtivus statistiliselt oluliselt (Joonis 11).
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Joonis 11. Osjade 6hulBhede juhtivused (keskmine + standardviga) enne, 24 ja 48 minutit peale 50 uM
ABA lahusega pritsimist. Statistiliselt olulisi erinevusi ei esinenud (korduvmddtmistega ANOVA).
n=5-6

Osjadega tegin lisaks ABA-ga pritsimisele ka 6hu [CO2] muutmise katse, et uurida, kas nende
evolutsiooniliselt vanade taimede dhul6hed reageerivad mone teise abiootilise faktori toimel.
CO: kontsentratsiooni tdustes langes 6hulbhede juhtivus statistiliselt oluliselt metsosjadel
ning poldosjadel, kuid mitte aasosjadel. Normaalse CO; kontsentratsiooni taastudes tdusis

Ohuldhede juhtivus kdigil kolmel liigil (Joonis 12).
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Joonis 12. Osjade 6hulhede juhtivused katse alguses tavapérase CO- juures (gs420), 48 minutit peale
O0hu CO; kontsentratsiooni tdstmist 800 ppm-ni (gs800) ja 48 minutit peale normaalse CO»
kontsentratsiooni taastamist (gs420). Statistiliselt olulised erinevused juhtivuste vahel vorreldes
esialgse gs420-ga sama liigi sees on t&histatud térniga (*), mis saadi, kasutades korduvmddtmistega
ANOVAL ja post hoc testina Tukey HSD testi. n=8
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2.4 Arutelu
2.4.1 Otrade varieeruv ABA-tundlikkus

T60s kasutatud abstsiishappe kontsentratsioonid varieerusid 10x (5-50 uM).
Esialgsetes katsetes 5 uM lahusega pritsides, kui polnud veel kaasatud sorte Barke ja Golden
Promise, otrade dhuldhede olulist sulgumist ei tuvastatud (andmed pole naidatud). Ohuldhede
sulgumiseks 50% ulatuses metsikttipi A. thalianal piisab juba 5 uM lahusest (Merilo et al.,
2015; Horak et al., 2017; Jalakas et al., 2018). Samuti, sarnast metoodikat kasutades
pdhjustab 10 uM ABA nisul keskmiselt 30%-lise juhtivuse languse (Meigas, bakalaureusetdo,
2017). Seega viitasid esialgsed katsed, et oder on teiste taimedega vorreldes suhteliselt ABA-
tundetum ning motiveerisid tegema katseseeria kdrgemate ABA kontsentratsioonidega.
Selgus, et otrade dhulhede ABA-tundlikkus on véga varieeruv, 25 UM ABA toimel langes
juhtivus 15-62% pritsimiseelsega vorreldes, 50 UM ABA toimel aga 24-76%. Lisaks selgus,
et hiljem katsesse voetud sordid Barke ja Golden Promise olid ABA-tundlikumad kui esialgse
katse seitse sorti. Leidis kinnitust ka klassikaline 6huldhede juhtivuse ja netofotosiinteesi

Kiiruse korrelatsioon, nii enne kui peale ABA-t66tlust (Bunce, 2000).

Otra peetakse Triticeae liikidest pduale Uheks kdige vastupidavamaks (Lopez-Castafieda ja
Richards, 1994a). Taimesisene ABA kontsentratsiooni tGus on oluline osa pduavastusest,
vahendades muude stressireaktsioonide hulgas ka 6hulGhede avatust (Ma et al., 2018). Selles
kontekstis on isedranis huvitav, et enamikule minu t66s uuritud odrasortide GhulShede
juhtivustele avaldas kdrgeim kasutatud ABA kontsentratsioon (50 uM) suhteliselt vaikest
mdju, erandiks siin olid Barke ja Golden Promise. Odra suuremat pduataluvust on seostatud
tema Kiire lehekasvu ja ulatusliku juurestikuga (LOpez-Castafieda ja Richards, 1994a; Lopez-
Castafieda ja Richards, 1994b). Metsikutel odraliinidel on pduas kasvanud taimede lehesisese
ABA kontsentratsiooni mdotmisega néidatud, et pduda taluvatel liinidel on ABA tase kdrgem
kui pduatundlikel (s.h ka thel kultiveeritaval odrasordil; Zhang et al., 2015). Lehesisese ABA
kontsentratsiooni md6tmine normaaltingimustes ja parast ABA-ga pritsimist siin uuritud
sortide vordluses aitaks ilmselt selgitada suurt varieeruvust dhuldhede ABA-tundlikkuses.
Molekulaartaseme uuringud on ndidanud, et ABA signalisatsioon osaleb odra stressitaluvuse

tagamisel (Gurel et al., 2016). Seega peaks odrad olema tldiselt ABA-tundlikud.

Schéfer et al. (2018) on ndidanud, et odra ulatuslikumaks Ghuldhede sulgumiseks ABA-
toimel on vaja nitraadi (NO.3) olemasolu transpiratsioonivoos (13% sulgumine nitraadita;
40% sulgumine nitraadiga). Selle pdhjuseks on mutatsioonid odra SLAC1 (HvSLAC1)
anioonkanali transmembraanses domdadnis TMD3, mis teevad kanali tundlikuks nitraadi

suhtes (Schéfer et al., 2018). Schafer et al. (2018) katsetes kasutatud odrasort oli ka minu t06s
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esindatud Barke, seega on nende tulemused mdnevorra vastuolus minu omadega: minu
katsetes oli Barke Uks ABA-tundlikemaist sortidest (Joonis 7A, 7B) ja reageeris isegi 5 uM
lahusele (30%-line dhulbhede sulgumine; andmeid pole esitatud). Erinevused vdisid tuleneda
teistsugusest metoodikast: mina pritsisin ABA lahust taime kiljes olevate lehtede pinnale, aga
nemad lisasid ABA/ABA+NO? Idigatud vorsetele, mida hoiti katseklaasis. Otrade
kslleemivedelik sisaldab normaaltingimustel erinevaid ioone, sealhulgas ka nitraati
(Mulholland et al., 1999), mis v0ib seletada minu poolt leitud tugevat ABA reaktsiooni
Barkel; lehtedes sisaldus piisavalt nitraati SLAC1 funktsiooni tagamiseks. Selle kinnitamiseks
vOiks teha seeria Kkatseid, kasvatades otrasid erinevatel lammastikvaetistel (nitraat,
ammoniaak) ja vaadata, kas nitraati sisaldaval substraadil otrade dhul6hede reaktsioonid ABA

lahusega pritsimisel suurenevad.

Odra SLAC1 anioonkanali nitraaditundlikkus pole siiski piisav, p&hjendamaks minu t06s
olnud odrasortide ABA-tundlikkuse suurt varieeruvust. See eeldaks, et eri odrasortide SLAC1
kanali nitraaditundlikkus on erinev ja pdhjustas sorditi erineva ulatusega ohuldhede ABA-
vastuse sdltuvalt nitraadisisaldusest sulgrakkudes. Borel et al., (1997) veestressi katsetes,
uurides muuhulgas seoseid 6huldhede juhtivuse ning ksileemi ABA-sisalduse vahel
erinevatel pduatundlikel ja -tolerantsetel odrasortidel, leiti samuti varieeruvus Ohuldhede
tundlikkuses ABA suhtes. Suurem ABA-tundlikkus ei korreleerunud siiski pduataluvusega,
vaid hoopis hilisema Gitsemisajaga (Borel et al., 1997). Seega vdivad erinevused odrasortide

ohuldhede ABA-tundlikkuses olla tingitud ka erinevustest nende fenoloogias.

Sekveneerides genoome metsikutel otradel, kes olid kohastunud kasvama erineva
veereziimiga tingimustes, leiti pduatolerantsetel genotltpidel esiteks madalam juhtivus ning
teiseks selektiivne surve paljudele genoomiregioonidele, s.h ABA-signaaliraja komponente
sisaldavatele aladele (PYL2, SLAC1, SLAH1, SLAH2, PP2C-d). Lisaks tuvastati nende
liinide vahel mitmeid t6en&olisi PP2C-fosfataaside analooge (Wang et al., 2018). Odrasortide
vahel on néidatud erinevusi ka soolastressi (kutsub esile pGuaga sarnast fusioloogilist vastust)
poolt indutseeritud ABA signaaliraja komponentide (PP2C, PYR1, PYR2 ja SnRK2)
geeniekspressioonis (Kamboj et al., 2014). Minu t66s leitud suurt sortidevahelist varieeruvust
ABA-tundlikkuses vOivad seega seletada nii variatsioonid nende ABA signaaliraja
komponentide DNA-jarjestustes, mis voivad muuta ABA signalisatsiooni rohkem voi vahem

tundlikuks ABA suhtes, kui ka erinevused nende geenide ekspressioonitasemetes.

Odrasort Golden Promise (GP) oli minu katsetes unikaalne vorreldes teiste uuritud sortidega,

omades kdige madalamat basaalset dhulGhede juhtivust ning Uhtlasi ka kdige tugevamat

ohuldhede sulgumise reaktsiooni. GP introdutseeriti 1965. aastal, tegemist on gamma-kiirgust
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kasutades saadud liiniga (Holmes, 2018). Ta kogus Kiirelt populaarsust p&llumeeste hulgas
tdnu oma varasemale Oitsemisele, luhikesele kasvule ja paranenud vastupidavusele vee- ja
soolastressi suhtes (Forster, 2001). Geenianaltitisid tuvastasid, et selle pdhjuseks on loss-of-
function mutatsioon koérrepikkust ja terasuurust reguleerivas HVDEP1 geenis (Wendt et al.,
2016). GP parem saagikus stressitingimustes teiste tolleaegsete sortide kdrval tulenes eelkdige
tema varasemast valmimisest, kuid soodsamatel kasvuaastatel vdis tema saagikus alla jaadda
teistele sortidele (Wendt et al., 2016; Holmes, 2018). ABA kontsentratsioon GP lehtedes 16
liini vordluses oli viiendal kohal ja oma vanemliinist kdrgem nii kontrolltingimustes kui ka
soolastressis (Kamboj et al., 2014). Vorreldes Golden Promise (he Ilraagist parit
pduatolerantse odrasordiga leiti, et normaaltingimustel GP kaotab poole rohkem vett, aga
pduastressis 6huldhede juhtivused liinide vahel ei erine (Wendelboe-Nelson ja Morris, 2012).

Kdike eelnevat kokku vottes, vdivad seega uuritud otrade Shuldhede juhtivuse ja ABA-
regulatsiooni erinevused tuleneda erinevustest lehesiseses ABA kontsentratsioonis,
fenoloogias, = ABA-signaaliraja  komponentide  geenijérjestustes ja ka nende
ekspressioonitasemetes. Otseseid jareldusi pduataluvuse kohta pd&llul minu poolt uuritud
sortide vOrdluses teha ei saa, kuna pole vdrdlevaid andmeid saagikuse osas normaal- ja
stressitingimustes. ABA-reaktsioonide pdhjal vdib siiski oletada, et t06s kasutatud sortidest
vOivad olla kdige parema pduataluvusega Golden Promise, talle jargneda Barke ja Grace
(Joonis 7A, 7B; Lisa 2A, 2B).

2.4.2 Maisi 6huldhede ABA tundlikkus

Bakalaureusetoo katsetes maisiga (sort Vivacity) dhuldhed ei sulgunud 10 uM ABA
toimel (Meigas, 2017). Sellest tulenevalt valisin magistritoosse teised maisisordid ja kasutasin
ka kdrgemaid ABA kontsentratsioone (kuni 50 pM). Selgus, et mdlemal sordil langesid
juhtivused umbes 35% esialgse juhtivuse suhtes juba 5 uM ABA toimel. ABA
kontsentratsiooni tbustes suurenes ka juhtivuse languse maar. Seega vdib nende tulemuste
pdhjal esiteks jareldada, et sortidevaheliselt ABA tundlikkus varieerub. Maisi ABA
signaalirada on leitud olevat Uldjoontes sarnane A. thaliana omaga, koosnedes samuti
PYR/PYL retseptoritest, PP2C-fosfataasidest ja SnRK-kinaasidest (ZmOST1; Xiang et al.,
2017). Maisi PP2C fosfataaside puhul on leitud suur looduslik varieeruvus ning
identifitseeritud eri alleele, millega kaasnevad ka erinevused stressitaluvuses (He et al., 2019).
Seega on sortidevahelised geneetilised erinevused ABA-tundlikkuses taiesti voimalikud ning
voimalik on selle geneetilise erinevuse kasutamine sordiaretuses nditeks pduatolerantsuse

tdstmiseks.
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Bakalaureuset6ds alustatud diskussioon, et maisi lehesisene ABA kontsentratsioon voib olla
kdrgem teiste liikidega vorreldes ning maisi 6huldhed voOivad seetbttu vajada sulgumise
algatamiseks kdrgemaid ABA kontsentratsioone (Kriedemann et al., 1972; Larqué-Saavedra
ja Wain, 1976; Meigas, 2017) leidis osaliselt kinnitust: mida kérgemat ABA kontsentratsiooni

pritsimiseks kasutasin, seda ulatuslikumalt 6hulGhed sulgusid.

Bakalaureuse- ja magistritd6 katsetes maisiga ilmnes kolmekordne erinevus sortide basaalses
ohulbhede juhtivuses, mis v@ib olla tingitud nii geneetilistest erinevustest kui keskkonnast.
Nimelt oli bakalaureuset6é gaasivahetuskatsetes PPFD 500 umol ms?, ent magistritoos
monevdrra madalam, 300 PPFD umol m?2s?. See umbes 1,7 kordne erinevus
valgusintensiivsuses ei ole siiski ilmselt piisav seletamaks juhtivuste erinevusi, eriti
arvestades, et maisi dhul6hede juhtivuse ja valgusintensiivsuse vahel ei leitud vaga tugevat
korrelatsiooni — pigem oli juhtivus seotud lehesisese [CO2]-ga (Raschke et al., 1978). Lisaks
erinevustele katseaegses valgusintensiivsuses erinesid véhesel maéral ka kasvutingimused
bakalaureuse- ja magistritdd maisitaimede kasvatamisel: kui eelnevalt kasvatasin maisi
sarnaselt siin t60s otradele ja osjadele Percivali kasvukambris samadel sintmérkvaéartustel (vt.
peatiikk 2.2.1), siis seekord kasvatasin maisi kasvutoas konstantsel temperatuuril 23°C-24°C
ja 10-20% madalama dhuniiskusega. Kontrollkatsetes Percivali kambris kasvanud samade
maisisortidega ei esinenud erinevusi basaalses juhtivuses ja dhul6hede reaktsioonis ABA-le

(5-50 uM) vérreldes kasvutoas sirgunud maisidega (andmed pole esitatud).

Kokkuvotteks voib 6elda, et katses olnud maisisortide ShulBhede juhtivused reageerisid
ABA-le statistiliselt olulise sulgumisega kontsentratsioonist sdltuvalt: mida kdrgem ABA
kontsentratsioon, seda suurem sulgumine. Ohuléhede ABA-toimelise sulgumise tendents oli
olemas ka bakalaureusettos, ehkki statistiliselt oli see mitteoluline (Meigas, 2017). Kas
katsetes leitud erinevused maisisortide basaalses 6hulGhede juhtivuses ja ABA-tundlikkuses

on seletatavad geneetiliste vOi keskkonnafaktoritega, vajab edasist uurimist.

2.4.3 Osjade basaalne juhtivus ning 6huldhede puuduv ABA vastus

Minu toos ilmnes, et osjade basaalne juhtivus varieerus vahemikus 37-60 mmol ms?,
need véartused on uldiselt madalamad vdrreldes otrade juhtivustega (Joonis 5 ja Joonis 10)
ning ka Taimesignaalide uurimisrihma pdhilise uurimisobjekti A. thaliana omaga (Merilo et
al., 2014; Horak et al., 2017; Merilo et al., 2018). Teiste evolutsiooniliselt vanade taimede,
sbnajalgade, juhtivus varieerus samas gaasivahetussiisteemis vahemikus 30...50 mmol ms?
(Horak et al., 2017), olles seega vorreldav osjade omaga. Kirjandusest leiab andmeid osjade
gaasivahetusest napilt. Pdldosja (E. arvense) 0©hulGhede juhtivus  vorreldava
valgusintensiivsuse juures jai vahemikku 15-20 mmol ms?  kasvutingimustes, mis
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mdnevorra erinesid minu t66 omadest (valgusreziim 16h/8h, temperatuurid vastavalt
20°C/15°C; 190 pmol m?2s? PPFD; Andersson ja Lundegardh, 1999). Lduna-Aafrika
hiidosjadel (E. giganteum) leiti, et osjativede keskmised juhtivused olid keskpaeval (PPFD
ulatub kuni 1700 pmol m2st-ni) umbes 60 mmol m™s ning langesid dhtul (PPFD umbes 300
umol m?st) 30 mmol ms peale (Husby et al., 2014). Lihtsad veekao katsed on naidanud, et
veekogude ldheduses kasvav konnaosi (E. fluviatile) kaotab enam kui poole rohkem vett
vorreldes poldosjaga (Dosdall, 1919). Seega minu t66s saadud andmed kinnitavad varasemalt

leitut, et osjadel ongi loomuparastelt madal 6hulGhede juhtivus.

Katses olnud kolmest osjast kdige madalam ShulGhede basaaljuhtivus mdddeti aasosjal (E.
pratense), mis voib viidata tema kohastumusele kuivema kasvukeskkonnaga vorreldes mets-
ja poldosjaga (Staniforth, 2013). Samas tuleb tunnistada, et uuritud osjade kasvualad
tintipeale kattuvad ning CO--katses joudis aasosjade Ohul6hede juhtivus tavaparase [CO2]
taastamisel korge kontsentratsiooni jargselt mets- ja p6ldosjadega vorreldavale tasemele
(Joonis 12). Seetdttu suuri jareldusi kasvukeskkonna niiskusreziimi ja laboris mdodetud

ohulbhede juhtivuste seosest teha ei saa.

Hetkel on kdimas debatt aktiivse, ABA-st sdltuva dhulbhede regulatsiooni evolutsioonilise
paritolu ja vanuse Ule. Brodribb ja McAdam (2011) néitasid katsetega mitmete sGnajala ning
koldtaimede liikide peal, et nende iidsete soontaimede Ghuldhede regulatsioon ei ole ABA-st
sOltuv, vaid toimub passiivselt koos uleuldise turgori vdhenemisega. Horak et al. (2017) tegid
gaasivahetuskatsetega kindlaks, et moned sodnajalaliigid on vGimelised reageerima ABA-le
(10 uM) ning vdime reageerida sdltub kasvutingimustest. Siiski oli s6najalgade ABA-
toimeline juhtivuse langus palju vaiksem ning nende reaktsioonikiirus aeglasem Kkui

kontrollina kasutatud A. thaliana-I.

Sonajalgtaimede genoomis on tuvastatud ABA signaaliraja komponente ning
epidermiseribadega tehtud katsetes on sGnajalgadel néidatud markimisvaarset Ghupilu
vahenemist vastusena 50 uM ABA lisamisel (Cai et al., 2017), mis omakorda kinnitab ABA
toimet sulgrakkudele. Minu t66s tehtud gaasivahetuskatsed osjadega naitasid, et nende
ohuldhed pole ABA-tundlikud. Praegu pole veel andmeid osjade genoomijérjestustest ning
sellest, kas seal leidub ABA signaaliraja komponentide analooge. Samuti on raske 6elda, kui
palju ABA pritsimisel ldse sulgrakkudesse péaseb, arvestades, et osjade sulgrakud peituvad
kaasrakkude all (Dayanandan ja Kaufman, 1973). Kuna osjade puhul ei ilmnenud ka
suhteliselt korgete ABA kontsentratsioonide puhul mitte mingit moju 6huléhede juhtivusele,
vOib kokkuvotteks siiski 6elda, et antud osjaliikidel huléhede ABA-toimelist regulatsiooni ei
tuvastatud.
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Vdime avada 6huldhesid madala CO> kontsentratsiooni toimel paistab olevat enam levinud,
kui vdime sulgeda dhulhesid [CO2] tbustes (Brodribb et al., 2009; Brodribb ja McAdam,
2013). Sarnaselt ABA-st sdltuvale dhuldhede sulgumisele evolutsiooniliselt vanadel taimedel
on ka nende CO toimelise sulgumise puhul vastukéivaid andmeid. Mitmetes katsetes on
siiski ndidatud 6huldhede sulgumist sbnajalgtaimedel CO, kontsentratsiooni tGustes ja see
sOltub moningal maaral ka kasvutingimustest (Franks ja Britton-Harper, 2016; Horak et al.,
2017). Brodribb ja McAdam, (2013) diskuteerisid, et dhuldhede avanemist madalas [CO2]-s
koordineerib  fotosunteesist s6ltuv signalisatsioon, mis oli olemas juba esimestes
soontaimedes, kuid kdrges [CO2]-s ©huldhede sulgumine on evolutsiooniliselt noorem,
katteseemnetaimedele omane adaptsioon. Minu magistrité0 katsed, nagu ka Hoérak et al.
(2017), Franks ja Britton-Harper (2016) ja Ruszala et al. (2011) tulemused naitavad, et kdrge
CO»-toimeline dhuldhede sulgumine oli olemas juba (rgsetes soontaimedes. Huvitav on
muidugi asjaolu, et kdrge [CO-] katsetes olid aasosjad unikaalsed oma dhuldhede reaktsiooni
osas: [CO-] tdustes juhtivus neil ei langenud, kuid tavapérase [CO>] taastades juhtivus neil
tdusis korgemale kui algne juhtivus, kinnitades kaudselt Brodribb ja McAdam (2013)

mottekaiku, et 6huldhede avanemine [CO2] langedes on taimeriigis universaalsem.

Minu t66 CO. katsed demonstreerivad, et osjade oOhuldhed on v@imelised vaatamata
kaasrakkude ranithendite ladestumisest tingitud jaikusele oma dhul6hede avatust reguleerima
— see tulemus erineb varasematest arvamustest (Dayanandan ja Kaufman, 1973; Cullen ja
Rudall, 2016). Sailib loomulikult vdimalus, et katsetes kasutatud osjavdrsed polnud veel
piisavalt vanad dhulBhede jaigastumiseks ning et vanusega oleks dhul6hede regulatsioon jark-
jargult kadunud. Kokkuvotteks saab Oelda, et CO.-toimeline regulatsioon on osjadel olemas,

kuid ABA-toimelist regulatsiooni ma ei tuvastanud.
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2.4.4 Uldised jareldused

K®oigi Uheksa odrasordi 6huldhed sulgusid statistiliselt oluliselt kdrgeima kasutatud
ABA kontsentratsiooni (50 pM) mojul, sulgumine 25 uM ABA kontsentratsiooni toimel
polnud Uhe sordi puhul statistiliselt oluline. Katsealuste otrade G6hulShede juhtivus
normaaltingimustel erines sorditi ning ka ABA-toimelise 6huldhede sulgumise ulatus
varieerus suurel maéaral, viidates sortidevahelistele erinevustele dhul6hede regulatsioonis. Mil
maéaral seostuvad basaalsed Shuldhede juhtivused ja ABA-tundlikkus pduataluvusega, selleks
oleks vaja lisakatseid pduastressi, lehe-sisese ABA kontsentratsiooni mdotmiste ja terasaagi

maaramisega pollul.

Erinevalt bakalaureusetdts kasutatud maisisordile reageerisid magistritod maisisortide
ohuldhed ABA-le. Mida kérgem oli kontsentratsioon, seda ulatuslikum dhuldhede sulgumine.
Maisi 6huldhede basaalsed juhtivused olid Cs-taimedele omaselt vdga madalad. Selgitamaks,
kas maisil on sortidevaheliselt erinevusi ABA-tundlikkuses voi olid erinevused bakalaureuse-
ja magistritéd dhuldhede vastuses tingitud kasvu- ja katsetingimustest, tuleks katseid korrata,
kaasates veel teisi maisisorte. Samuti tasub mddta jargnevates katsetes ka lehesiseseid ABA-

kontsentratsioone.

Osjadel ilmnesid madalad dhul6hede juhtivused, mis olid t66s uuritud maisi omadest siiski
kdrgemad. Osjade 6hulGhedele ABA ei m&junud, mis kinnitab osaliselt varasemaid andmeid
evolutsiooniliselt vanade liikide aktiivse, ABA-st sOltuva 0©huldhede regulatsiooni
puudumisest. CO.-toimeline 6huldhede regulatsioon on osjadel olemas, kuid liigiti esines

erinevusi kdrge CO- kontsentratsiooni mdjust nende ShulBhedele.

35



KOKKUVOTE

Teraviljad on kriitilise tdhtsusega kogu maailma rahvastiku toitmisel. Paraku on
teraviljade Ghuldhede regulatsioon vorreldes mudeltaimedega (A. thaliana) oluliselt vahem
uuritud, ehkki 1abi O6huldhede toimub nii veekadu kui fotosunteesiks vajaliku CO>
omastamine. Samuti on lunklikud meie teadmised taimede GhulGhede regulatsiooni
valjakujunemisest evolutsiooni kaigus. Antud t66s uuriti ja vorreldi gaasivahetuskatsetega: 1)
Uheksa odra- ja kahe maisisordi Ghuldhede reaktsioone abstsiishappele (ABA); 2)
evolutsiooniliselt vanade taimede, osjade, 6hul6hede reaktsioone ABA-le ja korgele COo-
kontsentratsioonile. Katsed teostati termostateeritud 4-kambrilise l&bivoolu p&himdttel
toGtava gaasivahetussiisteemiga, mis on spetsiaalselt mdeldud mdotmaks teisi taimi peale A.

thaliana.

Uheksa odrasordi vahel leiti suur varieeruvus nii 6hul6hede basaalses juhtivuses kui ka ABA-
st tingitud dhulbhede sulgumises. Odraandmestik kinnitas ka olulist positiivset korrelatsiooni
ohulbhede juhtivuse ja netofotosuinteesi kiiruse vahel. Diskussioonis arutlen, mis v8iks suuri
erinevusi otrade ohuldhede ABA-tundlikkuses pdhjustada ning kuidas see vOiks mdjutada

nende sortide pduataluvust.

Maisisortidel leiti vdga madalad basaalsed 6hulGhede juhtivuse vaartused, mis on kooskdlas
maisi Cs-fotosiinteesi isedrasustega. Maisi dhulGhed reageerisid koigile katsetes kasutatud
ABA kontsentratsioonidele ning dhul6hede sulgumine oli seda ulatuslikum, mida kdrgem

ABA kontsentratsioon.

Osjade o©huldhede juhtivus oli madalam kui otradel ning ABA-le nende Ghuldhed ei
reageerinud. Genoomsete andmete puudumise tottu pole hetkel vdimalik teha jareldusi ABA
signaaliraja komponentide esinemisest osjadel. Vastusena kdrgele CO, kontsentratsioonile
sulgusid Ghuldhed mets- ja poldosjadel, kuid mitte aasosjadel. Taastades [COg2]
normaalvaartuse avanesid 6huldhed kdigil kolmel liigil. Selle pdhjal vdib 6elda, et CO2-sbltuv
ohulbhede regulatsioon on osjadel, elavateks fossiilideks kutsutavatel liikidel, olemas.

Odra- ja maisisortidega tehtud katsetes leitud tulemused vdivad kaudselt aidata selgitada
pbuatolerantsust tagavaid faktoreid ning l&bi selle panustada ka uute péllukultuuride aretusse.
Magistritdos uleskerkinud kusimustele aitaks edaspidi vastata molekulaarbioloogiliste
uurimismeetodite rakendamine. Ohulbhede aktiivse ABA-toimelise regulatsiooni puudumist
osjadel voiks kinnitada genoomiuuringud, mis selgitavad ABA signaaliraja komponentide

esinemist vOi puudumist osjades.
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Resumee

ABA-mediated stomatal regulation in cereals and horsetails
Egon Meigas
Summary

All land plant leaves have tiny pores called stomata through which they take up CO>
from the atmosphere and transpire water. Plants can actively regulate their stomatal apertures
to optimise gas exchange in changing environmental conditions. Thus, stomatal regulation is
associated with plant drought tolerance and crop yields. Even though cereals are essential for
feeding the global human population, their stomatal regulation is much less studied compared
to model plants such as Arabidopsis thaliana. Furthermore the evolutionary origin of active

stomatal regulation is unclear.

In this study gas exchange traits and stomatal responses to abscisic acid (ABA; an important
plant stress hormone and regulator of stomatal aperture) of nine spring barley cultivars and
two maize cultivars were studied, as well as stomatal ABA and CO; responiveness of three
horsetail species (Equisetum; a group of ancient land plants). Gas exchange experiments were
conducted with a custom-made thermostated flow-through gas exchange device designed to

measure non-model plants.

Studied barley cultivars showed differences in basal steady-state stomatal conductance and in
stomatal sensitivity to ABA. A positive correlation between stomatal conductance and net
carbon assimilation rate was detected in barley dataset. Reasons for large differences in
stomatal conductance and ABA-sensitivity are discussed, as also how these traits might

influence drought tolerance.

Studied maize cultivars showed very low basal steady-state stomatal conductances in
accordance with their C4-photosynthesis. Stomatal closure of maize plants due to ABA was
present and dose-dependent — the higher the ABA concentration used, the stronger the

closure.

All three horsetail species exhibited much lower stomatal conductances than barley and
stomatal response to ABA was not detected in horsetails. High CO2 concentration induced
stomatal closure in two of the three horsetail species, but when ambient CO> levels were
restored, even the third species showed stomatal response. Thus CO.-dependent stomatal

regulation is present in studied horsetails.
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Results of barley and maize experiments might serve to unearth factors responsible for
drought tolerance and thus contribute to the breeding of new, improved crop varieties.
However further research using molecular biology techniques is needed to clarify differences
in ABA-sensitivity among genotypes. Horsetail studies showed the presence of active CO»-
induced stomatal regulation and the lack of ABA-induced regulation, thus extending our

knowledge about how active stomatal regulation evolved.
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Lisa 2. Odra sortide suhtelised juhtivused 25 ja 50 uM ABA vdrdluses 24 minutit (A) ja 48 minutit (B)
peale 25 ja 50 uM ABA-ga pritsimist esialgse juhtivuse (gs0) suhtes. Statistiliselt olulised erinevused
antud sordi gsO ja gs24 vOi gs48 vahel on tdhistatud térniga (*), mis saadi, kasutades
korduvmddtmistega ANOVAL ja post hoc testina Tukey HSD testi. n=4-8
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Lisa 3. Odrasortide Barke ja Golden Promise 6hulGhede juhtivused (keskmine + standardviga) enne,
24 ja 48 minutit parast kontroll-lahusega (destilleeritud vesi; 0,05% etanool; 0,012% Silwet L-77)
pritsimist.  Statistiliselt olulisi erinevusi sordi sees gsO vaartusega vOrreldes ei esinenud
(korduvm®dtmistega ANOVA). n=3-5
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Lisa 4. Odra sortide suhteliste juhtivuste (keskmine * standardviga) ajaline kéik Ghe tunni jooksul
peale 25 uM (A) ja 50 uM (B) abstsiishappega pritsimist ajahetkel 0. (A) n=4-8; (B) n=4-5
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