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INFOLEHT

Soeluuring valitud AHL geenide rolli selgitamiseks hariliku miiiirlooga (Arabidopsis
thaliana) 6hulohede juhtivuse ja arengu regulatsioonis

Gaasivahetus lehe ja atmosfédri vahel toimub ldbi lehe pinnal asuvate pisikeste avauste, mida
kutsutakse dhuldhedeks. Ohuldhed koosnevad kahest sulgrakust, mille vahele jiib tiihimik, mida
taim saab vastavalt vajadusele sulgeda ja avada. Ohuldhede avatus on oluline vahed Kkiireks
transpiratsiooni reguleerimiseks, mis aitab taimedel ellu jddda veepuuduse tingimustes. Pikemas
ajaskaalas mdjutavad transpiratsiooni ka muutused dhuldhede tiheduses. Ohuldhede funktsiooni ja
arengut mojutavad mitmed valgud, mille avaldumine on kontrollitutud keerukate signaaliradadega.
AHL geeniperekonna geenid méidravad taime arengus ja stressivastuses olulist rolli méngivaid
transkriptsioonifaktoreid, mille mdju ohuldhede arengule ja funktsioonile pole siiani uuritud.
Sellest ajendatult uuriti 6huldhede eelaasrakkudes korge ekpressioonitasemega AHL geenide
mutante, kasutades katseteks mudeltaime harilik miiiirlook (Arabidopsis thaliana). To6 tulemused
viitavad, et AHL8 transkriptsioonifaktor voib mdjutada taime dhuldhede avatuse regulatsiooni lehe

tilemisel, kuid mitte alumisel kiiljel.

Ohuldhe, taim, gaasivahetus, dhuldhede tihedus, Shuldhede juhtivus, dhuldhede areng
CERCS: B310 Soontaimede fiisioloogia, B225 Taimegeneetika

Analysis of the role of selected AHL genes in the regulation of stomatal conductance and
development in Arabidopsis thaliana

Gas exchange betweenthe leaf and the atmosphere takes place through tiny openings on the surface
of the leaf called stomata. Between two guard cells that form a stoma is a gap that can be opened
and closed by the plant according to environmental conditions. Keeping the stomatal aperture
optimal is a key for plant survival and growth. The genes of the AHL gene family encode
transcription factors that play an important role in plant stress responses and regulation of
development. The experiments carried out in this thesis aimed to find AHL mutants deficient in
stomatal development or regulation. Experiments were carried out on Arabidopsis thaliana.
Selected ahl mutants (picked for respective AHL high expression in stomatal lineage cells) were
grown alongside wild type plants. The results show that the mutant ahl8 had reduced upper leaf
side stomatal conductance, suggesting that AHL8 regulates the function of stomata on upper but
not lower leaf side.

Stomata, plant, gas exchange, stomatal density, stomatal conductance, stomatal development
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KASUTATUD LUHENDID

ABA - abstsiishape, taimehormoon

AHL — AT-hook motif nuclear-localized

EPF - EPIDERMAL PATTERNING FACTOR; epidermi mustri moodustumise faktor,
signaalpeptiid

GMC — guard mother cell; sulgrakkude emarakk

H*-ATPaas — ATP energiat kasutav H* kanal

MMC — meristemoid mother cell; meristemoidi emarakk
OST1 — OPEN STOMATA 1 ohulohede avatust kontrolliv kinaas

PP2C —PROTEINPHOSPHATASE BELONGING TO CLASS 2C ABA signaalrajas osalevad

fosfotaasid
QUACL - QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1 kiiret ttiiibi sulgraku anioonikanal

SLAC1 - SLOW TYPE ANION CHANNEL 1; aeglast tiiiipi sulgraku anioonkanal
SLAH3 - SLAC1 HOMOLOGUE 3; aeglast tiiiipi sulgraku anioonkanal, SLAC1 homoloog

SLGC - stomatal lineage ground cell; 6huldhe eellasliini pShirakk

Valgu- ja geeninimede puhul tdhistavad ldbivad suurtdhed tekstis valgunimesid, kaldkirjas

labivad suurtdhed geeninimesid ja kaldkirjas ldbivad vidiketdhed mutantide nimesid.



SISSEJUHATUS

Taimed on paiksed elusorganismid, kes asustasid maismaa mitusada miljonit aastat tagasi
ja kelle elutegevuse kaasndhuna on voimalikuks saanud imetajate ja teiste maismaa elukate
eksistents meile igapdevasena ndival kujul. See imeline omadus, mis vdimaldas ka liikuva
eluviisiga olenditel maismaale kolida, oli taimede voime eraldada atmosféadri hapnikku. Lisaks
hapnikule on taimed toiduks koigi korgemate loomade jaoks, nii otseselt kui kaudselt. Taimedele
on raske omistada liiga suurt tdhendust, kuna moel voi teisel volgneme inimestena koik, mis meil

on, neile. Aitéh, taimed!

Gaasivahetus lehe ja atmosfédri vahel toimub Idbi lehe pinnal asuvate pisikeste avauste,
mida kutsutakse 6huldhedeks. Nende kaudu padseb taimedesse siisihappegaas (CO2) ja taimedest
vilja vesi (H20). Ohuldhe on lehe pinna alsetsev kahe siilgrakust moodustuv kanal, mille avatuse
iile on taimel kontroll. Ava suurendamiseks tostetakse sulgrakkude turgorrithku. Ava sulgrakkude
vahek suureneb turgorriihu suurenedes. Ohuldhede avatuna hoidmisel on ka oma hind: avatud
Ohuldhe kaudu lahkub taimest vesi, mis kuivades oludes on taimele ohtlik. Seega sulevad taimed
poua ajal dhuldhed, et viltida veekadu. Kui keskkonnas on vett piisavalt, siis taimed avavad oma
Ohuldhed, et siisihappegaas pddseks lehte ja saaks toimuda fotosiintees. Lisaks niiskusele

reageerivad Ohulohed ka valgusele ja stisihappegaasi kontsentratsioonile.

Kéesoleva to6 eesmérk oli uurida AHL geeniperekonna valitud esindajate moju 6huldhede
arengule ja regulatsioonile. AHL geeniperekonna geenid kodeerivad taime stressivastuses ja arengu
regulatsioonis olulist rolli méngivaid transkriptsioonifaktoreid. AHL geene on leitud koigist siiani
sekveneeritud maismaataimedest. AHL geeniperekonna korge konserveerumus maismaataimedes
viitab nende rolli olulisusele taimede kasvus ja arengus. Toos uuriti AHL geenide valitud
iiksikmutante. Valiku aluseks oli vastavate geenide korge ekspressioonitase dhuldhede eellasliini

rakkudes. Fenotiilipe seirati vorreldes metsiktiiiibiga, mootes lehtede veekaotust, Shuldhede
juhtivust ja 6huldhede tihedust molemal lehe kiiljel.

T66 teostati Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Harilik muurlook

Kéesolevas bakalaureusetods on katsed labi viidud taimeteaduses laialdaselt kasutatud
mudeltaimel, harilikul miitirloogal (Arabidopsis thaliana, edaspidi miiiirlook). See taim on valitud
tema kiire kasvutsiikli parast (6-8 nddalat). Miiiirlooga eeliseks on veel pikaajalise teadusliku t66
tulemuseks olev andmete hulk, millega on hea vorrelda oma katses saadud tulemusi (Koornneef &
Meinke, 2010). Taimel on {isna vdike genoom suurusega 125 mega-aluspaari, mis on iihtlasi
esimeseks téielikult sekveneeritud taimegenoomiks (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

1.2. Ohuldhed

Ohuldhed (nihtavad joonisel 1) on enamiku maismaal elavate taimede pinnal asuvad
viiksed avaused, mille kaudu toimub taimede ja atmosfiiri vaheline gaasivahetus. Ohuldhede
kaudu padseb taimedesse siisihappegaas ja taimedest vilja vesi. Gaasivahetus on lehe pinnal ilma
ohuldhedeta praktiliselt olematu, sest lehe pinda katab kutiikula — vahajas kiht mis kaitseb pinda
vigastuste ja liigse aurumise eest (Ogburn & Edwards, 2010). Seega on dhuldhed olulised, et taim
saaks omandadada Shust siisinikku ja muuta selle biomassiks ning kasvada, areneda ja elutegevust
jatkata (Nadeau & Sack, 2002).

A sl

Joonis 1. Kriio-skaneeriva elektronmikroskoobi pildid kalju viinapuu Vitis rupestris lehe alumise kiilje dhuldhedest.

(A) ja (B) néitavad erineva suurendusastmega vaateid dhuldhede paigutumisest. Pildil (C) on suletud dhuldhe ja pildil

D avatud dhuldhe. Joonis parineb Gambetta et al., 2020.



Ohuldhe moodustub kahest sulgrakust, mille vahele jib tiihimik, mida taim saab vastavalt
vajadusele sulgeda ja avada. Ohuldhe avamiseks suurendatakse sulgrakkude turgorrdhku. Selleks
pumbatakse rakku ioone, mis suurendab sulgrakkude osmootset rohku. Vesi liigub osmoosi teel
rakku, sest seal on ioonide kontsentratsioon imbritsevate rakkude omast kdrgem. Sulgrakud
paisuvad ja kahe sulgraku vahel avaneb pilu, millest gaasid padsevad liikkuma sisse ja vélja (Nadeau
& Sack, 2002).

Ohuldhede ava suurus on mdjutatud mitmest keskkonna tegurist. Esiteks taime pinnale
langeva valguse hulk: suurema intensiivsusega valguse kies (eestkétt punase ja sinise valguse)
(Assmann et al., 1985) 6huldohe avaneb rohkem ja vdiksema intensiivsusega valguse kées ohulohe
ava suurus viaheneb (Mott et al., 2008). Teiseks, mida suurem on {imbritseva keskkonna CO2
sisaldus, seda viahem avaneb ShulShe ja mida viiksem, seda rohkem ohuldohe avaneb (Leakey et
al., 2009). Uldiselt on enamikul taimedel Shuldhed avatud vaid pieval ja 66sel suletud. Ohuldhede
00sel lahti hoidmine on tarbetu, kui fotosiintees on vihese valguse tottu kas tdielikult voi osaliselt
mitteaktiivne (Caird et al., 2007). Keskkonna kdrge CO:2 kontsentratsiooni juures pole vaja
ohuldhesid véga avatuna hoida, kuna siis Suureneks veekadu ja vajaliku siisiniku saab kitte ka
viheavatud ohuldhede kaudu. Samuti allub ohuldhede avatus erinevatele taimehormoonidele nt
stressivastuse reguleerija abstsiishape (ABA), mis md&jutab Shuldhede ava suurust negatiivselt
(Azoulay-Shemer et al., 2015). Muidugi on oluline ka iildine vee hulk, mis taimele on kéttesaadav,
sest kuivades tingimustes ei pruugi taimel olla {ildse piisavalt vett, et hoida turgorit lehe rakkudes
piisavalt korgel, mis paratamatult tdhendab ohuldhede suletust. See kaitseb niigi kuivatingimusi
trotsivat taime veelgi suurema veekao eest (Mott et al., 2008).

Ohuldhede areng sdltub samuti keskkonnatingimustest. Oige huldhede tiheduse, paigutuse
ja arengu tagamine on taime ellujadmise seisukohalt tlioluline. Mutandid, kellel ei formuleeru
ohulShesid, nditeks spch-3 taimed, kus 6huldhede diferentseerumist ei toimu, pole elujdulised ja
surevad dra seemikutena (MacAlister et al., 2007). Korgema keskkonna CO2 kontsentratsiooni
juures on tdheldatud ohuldhede tiheduse (Ghuldhede arv lehe pinnaiihiku kohta) ja indeksi
(0huldhede osakaal koigist epidermirakkudest) langust (Woodward, 1987). Areneva lehe
ohuldhede paigutus ja indeks soltuvad tdiskasvanud lehti mojutavast CO2 tasemest (Lake et al.,
2001). Taimele langeva valguse hulk mdjutab samuti dhuldhede arengut. Uldjuhul tduseb valguse
intensiivsuse kasvuga oOhuldohede tihedus ja indeks, uute lehtede puhul on mdjutajaks jillegi

tdiskasvanud lehtedele langeva valguse intensiivsus (Lake et al., 2001).



1.3. Ohuléhede areng

Protoderm on taimekude, millest moodustub epiderm ehk taime vélispinda kattev kiht.
Kaheidulehelise taime miiiirlooga puhul algab G&huldhede areng protedermi  raku
diferentseerumisega meristemoidi emarakuks (meristemoid mother cell, MMC). Meristemoidi
emarakk jaguneb asiimmeetriliselt iiheks viikeseks kolmnurkseks —meristemoidrakuks
(meristemoid, M) ning tiheks ShulShe eellasliini pShirakuks (stomatal lineage ground cell, SLGC)
(Nadeau & Sack, 2002). Meristemoididele on omane voime korduvalt asiimmeetriliselt jaguneda,
tekitades veel meristemoide ja ohulohede eellasliini pohirakke. Hilises jagunemisastmes kaob
meristemoidil vdime jaguneda ja ta diferentseerub sulgraku emarakuks (guard mother cell, GMC).
Viimase etapina jaguneb sulgraku emarakk siimmeetriliselt kaheks sulgrakuks (guard cell, GC)
(Pillitteri &  Torii, 2012). Jagunemise erinevad faasid koos neid mojutavate

transkriptsioonifaktoritega (TF) on nédha joonisel 2.

SPCH MUTE FAMA

o |

Q—»Q—» —»@—»@
Protodermirakk GMC

Meristemoid Ohuldhe

Epidermirakk

Joonis 2. Hariliku miitirlooga ohuldhede areng protodermirakust Shuldheni. Transkriptsiooni faktorid SPCH
(SPEECHLESS), MUTE ja FAMA kontrollivad p&hilisi staadiumite iileminekuid dhuldhede arenguliinis. Ohuldhede
areng algab protodermiraku diferentseerumisega meristemoidi emarakuks (meristemoid mother cell, MMC). MMC
jaguneb asiimmeetriliselt (iheks vdikeseks kolmnurkseks meristemoidiks ning iiheks Shuldhe eellasliini pdhirakuks
(SLGC). Meristemoid jaguneb korduvalt asimmeetriliselt. Lopuks kaob meristemoidil vdime jaguneda ja ta
diferentseerub sulgraku emarakuks (guard mother cell, GMC). Viimase etapina jaguneb GMC siimmeetriliselt kaheks

sulgrakuks (guard cell, GC). Joonis périneb Jalakas, 2019 t66st, seda modifitseeris Vask, 2021.



Optimeerimaks Shuldohede jaotust ja paigutust areneval lehel toimuvad rakujagunemised
olemasolevatest Ohuldhedest eemale. Kahe Ohuldhe vahele jddb normaalses epidermis alati
viahemalt iiks rakk. Noored meristemoidid ja SLGC-d on voimelised uuesti asiimmeetriliselt
jagunema, moodustades taas meristemoide, millest arenevad samuti Shuldhed. Rakud, mis
ohuldhesid ei moodusta, diferentseeruvad sillutisrakkudeks (pavment cells), mis moodustavad

enamuse epidermi (Nadeau & Sack, 2002).

Ohuldhede arengu geneetiline kontroll toimub peamiselt 1ibi kolme aluseline heeliks-ling-
heeliks (basic helix-loop-helix, bHLH) tiiiipi transkriptsioonifaktori: SPEECHLESS (SPCH),
MUTE ja FAMA. Neile lisaks osalevad oOhuldhede arengu koordinatsioonis veel kaks

transkriptsioonifaktorit: ICE1J/SCREAM (SCRM) ja SCRM2 (Ohashi-Ito & Bergmann, 2006;
MacAlister et al., 2007; Pillitteri et al., 2007; Kanaoka et al., 2008).

SPCH on ohuldhede diferentseerumises ja arengus esimene oluline bHLH-titipi
transkriptsiooni faktorit kodeeriv geen, mis on laialdaselt ekpresseerunud epidermi rakkudes.
Ekspressioon piirdub meristemoidi emarakkude ja meristemoidi rakkudega. Mutantliinis spch-1
epidermi rakud ei jagune astimmeetriliselt, et initsicerida Shuldhede moodustamist. Sellisel juhul

ohulohesid ei teki ja taimed surevad noorelt (MacAlister et al., 2007).

MUTE on teine oluline bHLH transkriptsioonifaktorit méirav geen, mis on oluline
meristemoidi rakujagunemise 16petamiseks. MUTE geeni promootor on aktiivne meristemoidi
hilises jagunemisastmes. Mittefunktsionaalse MUTE geeniga mute mutandis ei 10peta meristemoidi
rakud jagunemist ning ei diferentseeru sulgraku emarakuks ja oOhuldhesid ei teki. MUTE

tileekspressiooni korral arenevad koik epidermi rakud Shuldhedeks (Pillitteri et al., 2007).

FAMA soodustab sulgraku emaraku jagunemist, aga takistab tekkinud sulgrakkude edasist
jagunemist ning soodustab nende diferentseerumist. Kui FAMA funktsioon on héiritud, siis tekivad

ohuldhed, kus sulgrakud on korduvalt jagunenud ja ei funktsioneeri ootuspéraselt (Ohashi-1to &
Bergmann, 2006).

Ohuldhede arenguliini rakkude poolt toodetud peptiidsed signaalmolekulid EPF1
(EPIDERMAL PATTERNING FACTOR), EPF2 omavad olulist rolli 6huldhede arengus: niiteks
vastutavad nad iihe-raku-reegli kehtimise eest. See reegel ndeb ette, et kaks Shuldhet ei oleks
kunagi korvuti. Reegli kehtima panekuks sekreteerivad ohuldohe arenguliini rakud EPF-e, mis

suruvad alla naaberrakkudes ohulohedeks diferentseerumise raja (Hara et al., 2007). EPF1 ja EPF2
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reguleerivad Shuldhede arengut negatiivselt, arenguetapiliselt iiksteisele jérgnevalt (Lin et al.,
2017). EPF-ide mdju on uuritud ka majanduslikus kontekstis. Mutantsed riisitaimed, kus EPF-id

olid tileekspresseeritud, olid pouakindlamad kui kontrolltaimed (Caine et al., 2019).
1.4 Ohuldhede avanemine ja sulgumine

Ohuldhed katavad tiiiipiliselt taime lehepinnast alla 3%, kuid nende kaudu toimub 98% lehe
ja atmosfadri vahelisest gaasivahetusest (Willmer & Fricker, 1996). Toimiv gaasivahetus ja seda
voimaldav bioloogiline aparatuur on taimede ja seega ka kdigi maismaa loomade elutegevuseks
vajalik. See teebki Shuldhede moistmise iilimalt oluliseks, sest kogu meie maine eksistents sdltub
fotosiinteesist, mis omakorda soltub Shuldhede kaudu toimuvast gaasivahetusest (Keenan et al.,
2013). Ohuldhede avatust niitab Shuldhede juhtivus: avatud dhuldhed tihendavad kdrget juhtivust,

suletud Ghuldhed madalat.

Ohuldhede avanemine toimub libi ATP energia toimel funktsioneeriva H*ATPaasi t66, mis
pumpab H* ioone sulgrakkudest vilja, pdhjustades membraani hiiperpolarisatsiooni. Jargneb K*
ioonide litkumine sulgrakku 1dbi KATL1/2 K* kanalite, mis on aktiveeritud hiiperpolarisatsiooni
poolt (Assmann et al., 1985). K* ioonidega koos liiguvad rakku CI-ioonid, malaat ja suhkrud
(Horrer et al., 2016). Protsessi kdigus plasmamembraan polariseerub, touseb osmootne rohk

sulgrakus, tduseb turgor, sulgrakud paisuvad ja ohuldhe avaneb (Lazar, 2003).

Ohuldhede sulgumine on suuresti vahendatud taimehormoon abtsiishappe (ABA)
signaalraja kaudu. ABA signaalraja hiiretega mutandid on oluliselt pouatundlikumad Kkui
metsiktiitipi taimed (Ma et al., 2009). ABA signaalraja peamiseks 16ppvéljundiks on ioonide
véljutamine sulgrakust 1dbi anioonkanalite, millega kaasneb plasmamembraani depolarisatsioon
(Keller et al., 1989). Signaalraja esimese sammuna seondub ABA tsiitoplasmas paikneva
retseptorvalguga perekonnast PYR1 (PYRABACTIN RESISTANCE 1)/PYL (PYRL1-
LIKE)/RCAR (REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTORS). PYR/PYL/RCAR
valgud kannavad signaali edasi, inhibeerides 2C tiilipi proteiinfosfataase (PP2C) nendega
seondumise teel. PP2C inhibitsioon aktiveerib proteiinkinaasi OST1 (OPEN STOMATA 1) (Park
et al., 2009). OST1 aktiveerib muu hulgas ka aeglase, S-tiitipi (slow type) anioonikanali SLAC1
(SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1) ja kiire, R-tiiiipi (rapid type) anioonikanali
QUAC1 (QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1) ALMT12 (ALUMINUM-
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 12), algatades sellega dhuldhe sulgumise (Negi et al.,

2008; Sasaki et al., 2010; Meyer et al., 2010).
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SLACI valgud on vajalikud anioonide homdostaasi tagamiseks sulgrakkudes. SLACI
puuduvafunktsiooniga mutantidel (nt. slacl) on suurem Shuldhede juhtivus, mis tuleneb anioonide
kuhjumisest sulgrakkudesse; slacl mutandil on probleeme ohuldhede sulgemisega ja sellest
tulenevalt halvem vdime reageerida keskkonnast saabuvatele signaalidele: taimed on

poutundlikumad ja lisaks on neil ka tavatingimuse juures suurem veekadu kui metsiktiitipi taimedel
(Negi et al., 2008).

1.5 AHL geenid

AHL (AT-hook motif nuclear-localized) geeniperekonna geenid kodeerivad taime
stressivastuses ja arengu regulatsioonis olulist rolli méngivaid transkriptsioonifaktoreid. AHL
geene on leitud koigist siiani sekveneeritud maismaataimedest. AHL geenipereckonna kdorge

konserveerumus maismaataimedes viitab nende rolli olulisusele taimede kasvus ja arengus. (Zhao,
2013)

AHL valgud koosnevad kahest regioonist, ~120st aminohappest koosnev taime ja
prokariioodi konserveerunud (plant and prokaryote conserved, PPC) regioon ja iihte voi kahte AT-
konksu (AT-hook) sisaldav regioon. AT-konksu motiiv sisaldab keskset Arg-Gly-Arg (arginiin-
gliitsiin-arginiin) aminohappe jérjestust, mis on voimeline seostuma AT-rikka regiooniga B-vormis
DNA ahelas. AT-konksu motiivid jagatakse kahte rithma keskse Arg-Gly-Arg jarjestuse C-
terminaalse osa varieerumise alusel: I tiilibil on konsensusjarjestus Gly-Ser-Lys-Asn-Lys (gliitsiin-
seriin-liisiin-asparagiin-liisiin), II tiilibil Arg-Lys-Tyr (arginiin-liisiin-tiirosiin) (Zhao et al., 2013).
PPC regioon vastutab valk-valk interaktsioonide eest, mis voimaldab AHL valkudel moodustada
homotrimeere (Joonis 3). AHL valgud moodustavad ka hetero-komplekse, seondudes teiste
tuumavalkudega, niiteks histoonide ja teiste transkriptsioonifaktoritega (Machaj & Grzebelus,
2021). AHL geenid Klassifitseeritakse Bayes’i analiiiisi abil kahte fiilogeneetilisse klaadi. Klaad A-
sse kuuluvatel AHL geenidel pole introneid ja selle klaadi valkudel on ainult iiks AT-konksu motiiv
ning tiks PPC regioon. Klaad B-sse kuuluvad intronitega AHL-id, millel on iiks voi kaks AT-konksu
motiivi (Zhao et al., 2013).

Miitirlooga genoom kodeerib kokku 29 AHL valku (Fujimoto et al.,2004), mille mdju
taime kasvule ja arengule on viga mitmekiilgne. Naiteks mojutavad AHL geenid hiipokotiiiili kasvu
(Zhao et al., 2013). On ndidatud, et AHL geenide iiheks funktsiooniks on hiipokotiiiili kasvu
pidurdada, kuna geenide inaktiveerimisel hiipokotiiiili kasv valge valgusega kasvukeskkonnas

suureneb. Kuikas AHL29 voi AHL27 on tileekspresseeritud, siis on hiipokotiiiili kasv pidurdunud
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valguse kides kasvanud seemikutel, pimedas kasvanud seemikud aga pole nende geenide
tileekspressioonist mojutatud (Street et al., 2008). Taiskasvanuna on neil mutantidel suurenenud
lehed, oied ja seemned ja nende kasvukiirus on aeglane. AHL29 ja AHL27 defektsete geenidega
mutandil on hiipokotiiiili kasv tavalisest suurem (Zhao, 2013). Geenide funktsioonid on sarnased,
sest kui ainult iiks neist geenidest on vélja liilitatud, tihtib taimede fenotiiiip metsiktiilipi taimedega
(Street et al., 2008). Kolmikmutantidega tehtud katsed niitavad, et valitud geenide hulgast (AHL5,
AHLG6, AHL15 voi AHL22) ei AHL5, AHL15 ega AHL22 hiipokotiiiili kasvu ei mdjuta, AHL6
seevastu surub hiipokotiiiili kasvu tugevasti alla (Zhao et al., 2013).

v AT- konks motiiv

£\ PPCIDUF296 regioon

|
-

G-R-F-E-l-L motiiv
- PPC/DUF296 regioonis

Transkriptsiooni faktor / \

Transkriptsiooni faktor

Joonis 3. AHL geeniperekond reguleerib taime kasvu ja arengut AHL komplekside kaudu. Komplekse moodustavad
nii samad valgud, kuierinevad perekonna esindajad. PPC regiooni vahendusel moodustuvad homo-/hetero-trimeersed
kompleksid. Kompleksid haakuvad DNA AT -rikaste aladega (joonisel punane). AHL valkude t66 on reguleeritud ja
vahendatud teiste transkriptsioonifaktorite poolt. Zhao et. al. pakutud mudeli jiargi on kompleksiga iihinenud
traskriptsioonifaktorid peale kompleksiga tthinemist kasutuks tehtud ja nende funktsioon rakusei avaldu.Zhaoetal.,

2013 modifitseeritud joonis.
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Parmi kaksikhiibriidisiisteemi soeluuring (yeast two-hybrid screen) ja bimolekulaarne
fluorestsents-komplementatsioon (bimolecular fluorescence complementation) on ndidanud nii
omavahelisi B klaadi valk-valk interaktsioone AHL5 ja AHL12 vahel, kui ka nimetatud valkude
interaktsiooni A klaadist AHL27 ja AHL29-ga. Nende interaktsioonide roll geeniekspressiooni

regulatsioonis ei ole selge (Zhao et al., 2013).

Mutantsed taimed ahll3 on ndrgenenud muster-drgitatud imuunvastusega (PAMP-
triggered immunity), mida kutsuvad esile patogeenidele iseloomulikud molekulid. Neil taimedel
on vihenenud reaktiivsete hapnikuiihendite toodang, kaitsegeenide ekspressioon ja muster-
argitatud immuunvastus. Transkriptoomi analiiiis on ndidanud, et AHL 13 reguleerib jasmoonhappe
biosiinteesi ning immuunsust Pseudomonas syringae ja Botrytis cinerea patogeenide vastu.
Fosforiileerimine on oluline AHL13 valgu stabiilsuses ning immuunfunktsioonis, seda néitas

forsforiileeritavate jarjestuste muteerimise katse (Rayapuram et al., 2021).

Mitmed AHL geenid on olulised taime kasvu, arengu ja stressivastuse regulatsioonis.

Oluline on ka roll kaitsereaktsioonis patogeenide vastu. Seni pole aga teada, kas AHL geenidel on

ka oluline m&ju ShulShede arengu ja/voi avatuse regulatsioonile.
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2. PRAKTILINE OSA

2.1. Eesmark

T66 eesmargiks oli testida, kas sulgrakkudes voi Ohuldhede eellasliini rakkudes
ekspresseeritud AHL geenid on olulised dhuldhede funktsiooni voi arengu mdjutajad. Selleks
teostati sdeluuring isoleeritud homosiigootsetele T-DNA liinidele, kus on héiritud valitud AHL
geenide funktsioon. lgas mutandis peaks olema héiritud vaid ihe AHL geeni t66. Sdeluuringu
eesmargiks oli kaardistada valitud geenide iiksikmutantide fenotiiiipilisi isedrasusi ja uurida, kas

mone valitud geeni inaktiivsus mojutab taimede dhuldhede arengut ja /vai funktsiooni.

Taimeliinide valik oli varasemalt tehtud molekulaarse taimefiisioloogia laboris, valiku

aluseks oli antud geenide korge ekspressioonitase sulgrakkudes voi nende eellasrakkudes.

2.2. Metoodika
2.2.1 Kasutatud taimed

Kasutusel olid seemnepangast NASC (The Nottingham Arabidopsis Stock Centre) saadud
hariliku miiiirlooga mutantsed seemned, mille ahl geenides on T-DNA insertsioon, mis muudab
need geenid mittefunktsionaalseks. Katse viidi 1dbi nendest seemnetest kasvatatud taimedele
jirgnevast pdlvkonna taimedel. Uks generatsioon kasvatati lihtsalt tavatingmustes, et
epigeneetilised mojutused eelmisest pdlvkonnast oleks liinide vahel iihtlased. AHL geenide suhtes
defektsetest taimeliinidest olid esindatud: ahl5, ahl6, ahl8, ahl12 ja ahl13. Uuritud liinid on néha

tabelis 1. Vordluseks ahl liinidega kasvati metsiktiitipi Col-0 taimi.

Tabel 1. Kasutatud AHL liinid.

Geeni identifikaator | Mutantliini nimi Mutantliini identifikaator
AT1G63470 ahl5 SALK_ 123590C
AT5G62260 ahl6-1 SALK 061044C
AT5G62260 ahl6-2 SALK _037803C
AT5G46640 ahl8 SALK 002786C
AT1G63480 ahl12 SALK 111395C
AT4G17950 ahl13 SALK 014014C
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2.2.2. Taimede kasvatamine

Enne kiilvamist hoiti seemeneid idandamise {ihtlustamise eesmérgil vihemalt kaks péeva
1,5 ml tuubides, vee sees, 4°C temperatuuriga kiilmkapis. Seemned kiilvati automaatpipeti abiga
2-8 kaupa pottidesse. Potid tdideti kasvusubstraadiga, mis koosnes 2:1 turba (KEKKILA,
turbasubstraat) ja vermikuliidi (TopGreen, Medium) segust (mahu jéargi). Kasvusegusse lisati
umbes 1g nematoode (S.feltiae, Koppert Entonem) 10 liitri substraadi kohta. Kuiva substraati
niisutati veega vahekorras 2:1 substraati ja vett (mahu jéargi).

Potid asetati 18-kaupa kandikutele, eri liinid omavahel ldbisegi, et ddrealadele omapirased
kasvutingimused ei mdjutaks katsetulemusi. Esimesed 10 pdeva olid kandikud kaetud katetega, et
soodustada seemikute idanemist ja kasvu ja hoida niiskustaset kdrgel. Peale 10. pdeva eemaldati
kandikutelt katted ja taimi harvendati, jattes igasse potti alles iiks taim. Taimi kasteti keskmiselt
kord nédalas, altniisutuse meetodil. Taimed kasvasid kasvukapis Percival 3 (Percival Scientific,
US, lowa) jargnevatel kasvutingimustel: fotoperiood 10 tundi pdeva, 14 tundi 66d; temperatuur

23°C pieval, 19°C 66sel; dhuniiskus 60% pieval 80% o6osel, valgusintensiivsus 250 pmol m2s1,
2.2.3. Lehejaljendite votmine

Harilikul miitirloogal kasvavad lehed spiraalis, iiksteise jarel (Joonis 4). Kahe esimese lehe
vaheline nurk on ~ 180°, hilisemate lehtede vahelised nurgad on ~120° (Farmer et al., 2013). Kolm
ja pool néddalat peale kiilvamist margistati koigil taimedel 10. leht kahe hambaorgiga, et sellel

hiljem 14bi viia gaasivahetuse modtmine ja jiljendi votmine.
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Joonis 4. Lehtede nummerdamise skeem miiiirloogal. Joonis parineb Farmer et al., 2013.

Viis néddalat peale taimede kiilvamist voeti 10. lehest jiljend. Jiljendi votmiseks eraldati
leht taime kiiljest ja 1digati pikkupidi pooleks. Uhest poolest vdeti alumise poole jiljend, teisest
tilemise poole jdljend. Jéljendi votmiseks mddriti lehte tilipiliselt hambajéljendite votmiseks
kasutatava pastaga (Zhermack Orangwash L ja Coltene Speedex light body). Pastal lasti kuivada
viahemalt 20 min ja see eemaldati lehe kiiljest. Saadud jdljend lakiti kiilinelakiga, millel lasti
kuivada. Kiilinelakk eemaldati jéljendilt, kasutades labipaistvat kleeplinti. Kleeplint koos sinna
kiilge kleepunud kiitinelakiga kleebiti preparaadi alusklaasile, iihe liini lehe iilemise ja alumise

kiilje jdljendid koos iihele alusklaasile.
2.2.4. Ohuldhede juhtivuse ja veekaotuse méétmine

Ohuldhede juhtivust mdddeti LI-600 (Licor Bioscience, Nebraska, US) poromeetriga.
Mootmised viidi 1dbi kasvutoas, kus keskkonnatingimused piisisid modtmise ajal samad, mis
kasvamise ajal. Juhtivus mdddeti samuti taime 10. lehelt, enne lehe eemaldamist jéljendi
votmiseks. Mootmiseks suleti leht aparaadi modtekambrisse, LI-600 poromeeter teostas in situ
juhtivuse modtmise (iihikutes mmol m=2 s1), lihtudes transpiratsioonist ja lehe temperatuurist.

Koigi taimede puhul teostati modtmised lehe ililemiselt ja alumiselt kiiljelt.

Taimede veekaotuse modtmiseks ldigati koigilt taimedelt dra kolm tdiskasvanud lehte.

Lehed kaaluti ja jieti kaheks tunniks toatemperatuurile kuivama, alumine kiilg tilespoole. Peale
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kuivamist kaaluti lehed uuesti. Arvutati massikaotuse osakaal. Samuti arvutati lehe kogujuhtivus,

ehk mdlema lehepoole juhtivuste summa.

algmass — loppmass

massikaotuse osakaal =
algmass

2.2.5. Ohuldohede tiheduse miiramine

Taiskasvanud 10. lehe 6huldhede tiheduse méddramiseks tehti preparaatidest (vt. 2.2.3)
mikroskoobiga (Kern valgusmikroskoop OBF 133C832 koos Kern kaameraga ODC 832) 200-
kordse suurendusega video, mis nditaks kaadrissejadvat pilti koigil fookustasanditel, et ka
ebatihtlase paksusega preparaadilt oleks voimalik identifitseerida dhuldohed. Pildistatava ala suurus
oli 0,26 mm?. Tiheduse miiramiseks kasutati pildianaliiiisi programmi ImageJ (Rashand, W.S.,
1997). Arvutati fotololeva ala pindala, loeti kokku seal ndhtavad 6huldhed ja nende kahe jagatisena
leiti dhuldhede tihedus.

ohuldohede arv
ohuldohede tihedus =

pindala (mm?)

Ohuldhede tihedus arvutati eraldi lehe alumise ja iilemise kiilie jaoks. See vdimaldas

arvutada ka tiheduste suhte ja summa. Samuti arvutati lehe tiheduste summa.

lehe tlilemise kiilje 6huldhede tihedus

ohuldhede tiheduste suhe =
oftutohede tinequste suhe lehe alumise kiilje ohulohede tihedus

2.2.6. Statistiline analiilis

Katsetes moodetud Shuldhede juhtivused, tihedused ja massikaotuse osakaalud keskmistati
iga katses kasutatud miilirlooga liini kohta. Arvutati standardviga, mida kasutati vearibade
kujutamisel graafiliselt. Statistilise andmeanaliiiisi teostamiseks kasutati programmi Statistica, kKus
koigepealt kasutati Levene testi, et selgitada, kas riihmadesisene varieeruvus on homogeene; kui
oli, siis kasutati analiiiisiks {ihefaktorilist ANOVA-t, kui ei, siis Welch-i ANOVA-t. Kui ANOVA
nditas statistiliselt olulist erinevust riihmade vahel, siis tehti post-hoc testina Dunneti test.
Lisakatses kasutati kahe grupi vordlemiseks t-testi. Erinevused loeti oluliseks kui p oli vaiksem kui
0,05.
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2.3. Tulemused
2.3.1. Ohuldhede juhtivus

Katses moodeti ahl mutantide ja metsiktiilipi taimede 6huldhede juhtivust, eesmérgiga leida
ja selekteerida jargnevateks uuringuteks metsiktiilipi taimest erineva juhtivusega mutante. Joonised
5 ja 6 nditavad Shuldhede juhtivust lehe eri kiilgedel, joonis 7 niitab lehe kogujuhtivust, ehk
lehepoolte juhtivuste summat. Joonis 8 néitab lehepoolte juhtivuste suhet, mille saamiseks on lehe
tilemise poole juhtivus jagatud lehe alumise poole juhtivusega. Mainitud joonistel 5.-8. {ihtegi
statistiliselt olulist rihmadevahelist erinevust ei leidunud, kuid joonisel 6 tundus ahl8 lehe iilemise
kiilje juhtivus siiski markimisvédrselt madal. Seetottu tehti lisakatse vordlemaks ahl8 ohuldhede

juhtivust Col-0 Ghuldhede juhtivusega (joonis 14).

180
160
140

100
8
6
4
2

Col-0 ahl5 ahl6-1 ahl6-2 ahl8 ahll2 ahl13

[ERN
N
o

Juhtivus (mmolm-2s -1)
o ©o o & &

Joonis 5. Hariliku miiiirlooga metsiktiiiibija erinevate ahl mutantide lehe iilemise kiilje dhuldhede juhtivus (mmolm2
s71). Diagrammil on katse kiigus saadud tulemuste keskmised viirtused. Tulpadel olevad vearistid nditavad +
standardviga. Uhefaktorilise ANOVA alusel puudub statistiliselt oluline erinevus riithmade vahel. Valimi suurus

varieerus ahl liinide puhul 5-6, Col-0 puhul oli 16.
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Joonis 6. Hariliku miiiirlooga metsiktiiiibija erinevate ahl mutantide lehe alumise kiilje Shuldhede juhtivus (mmolm=
s71). Diagrammil on katse kiigus saadud tulemuste keskmised viirtused. Tulpadel olevad vearistid niitavad +

standardviga. Valimi suurus varieerus ahl liinide puhul 5-6, Col-0 puhul oli 16.
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Joonis 7. Hariliku miiiirlooga metsiktiiiibi ja erinevate ahl mutantide lehe kogujuhtivus (mmol m=2s71). Diagrammil

on katse kédigus saadud tulemuste keskmised vaédrtused. Tulpadel olevad vearistid nditavad + standardviga. Valimi

suurus varieerus ahl liinide puhul 5-6, Col-0 puhul oli 16.
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Joonis 8. Hariliku miiiirlooga metsiktiiiibi ja erinevate ahl mutantide lehepoolte juhtivuste suhe (iilemine jagatud
alumisega). Diagrammil on katse kédigus saadud tulemuste keskmised vaartused. Tulpadelolevad vearistid nditavad +

standardviga. Valimi suurus varieerus ahl liinide puhul 5-6, Col-0 puhul oli 16.

2.3.2. Massikaotus

Massikaotus ehk veekaotus nditab, kui palju muutus kahetunnise kuivamisperioodi véltel
taime kiiljest dra loigatud lehtede mass. Katse nditab veekaotust, kuna katse kdigus leitav
massierinevus sdltub eelkdige veest, mis aurab libi Shuldhede keskkonda. Ohuldhede sulgumise
regulatsiooni probleemidega mutandid sulgevad ShulShed aeglasemalt ja vett eraldub rohkem.
Joonisel 9 on ndha ahl mutantide massikaotuse protsente vordluses metsiktiiiipi taimedega.
Statistiliselt metsiktiiiipi taimedest oluliselt erinev oli ahl6-1 liin, mis on huvitav, kuna sama geeni
mutatsiooniga liin ahl6-2 ei olnud statistiliselt oluliselt erinev metsiktiiiibist.
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Joonis 9. Hariliku miitirlooga metsiktiiiibi ja erinevate ahl mutantide massikaotus (%). Diagrammil on katse kiigus
saadud tulemuste keskmised vaédrtused. Tulpadelolevad vearistid nditavad +standardviga. Statistiliselt metsiktiiiibist
oluliselt erinev rithm on ahl6-1 (p=0,02), mis on tdhistaud tdrniga (*). Valimi suurus varieerus ahl liinide puhul 5-6,

Col-0 puhuloli 16.

2.3.3. Ohuldhede tihedus

Katses moodeti ahl mutantide ja metsiktiitipi taimede 6hulohede tihedust, eesmargiga leida
ja selekteerida jirgnevateks uuringuteks metsiktiiiipi taimest erineva Ohuldhede tihedusega
mutante. Joonised 10 ja 11 niitavad dohuldhede tihedust lehe eri kiilgedel, joonis 12 nditab lehe
kiilgede tiheduste summat. Joonis 13 néitab lehepoolte tiheduste suhet, mille saamiseks on lehe
ilemise poole dhuldhede tihedus jagatud lehe alumise poole Shuldhede tihedusega. Mainitud

tulemusetes iihtegi statistiliselt oluliselt erinevust ei leidunud.
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Joonis 10. Hariliku miiirlooga metsiktiilibi ja erinevate ahl mutantide lehe iilemise kiilje dhuldhede tihedus (Ghuldhet

mm-2). Diagrammil on katse kdigus saadud tulemuste keskmised viirtused. Tulpadel olevad vearistid niditavad +

standardviga. Valimi suurus varieerus ahl liinide puhul 5-6, Col-0 puhul oli 16.
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Joonis 11. Hariliku miiiirlooga metsiktiiiibi ja erinevate ahl mutantide lehe alumise kiilje huldhede tihedus (Shuldhet

mm-2). Diagrammil on katse kiigus saadud tulemuste keskmised viirtused. Tulpadel olevad vearistid néditavad =

standardviga. Valimi suurus varieerus ahl liinide puhul 5-6, Col-0 puhul oli 16.
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Joonis 12. Hariliku miiiirlooga metsiktiiiibi ja erinevate ahl mutantide lehe kiilgede dhulohede tiheduste summa
(dhuldhet mm-2). Diagrammil on katse kiigus saadud tulemuste keskmised viirtused. Tulpadel olevad vearistid

néditavad + standardviga. Valimi suurus varieerus ahl liinide puhul 5-6, Col-0 puhul oli 16.
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Joonis 13. Hariliku miiiirlooga metsiktiiiibija erinevate ahl mutantide lehe kiilgede 6huldhede tiheduste suhe (ilemine
jagatud alumisega). Diagrammil on katse kédigus saadud tulemuste keskmised vaéartused. Tulpadel olevad vearistid

nditavad + standardviga. Valimi suurus varieerus ahl liinide puhul 5-6, Col-0 puhul oli 16.
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2.3.4. Lisakatse ahl8 6huléhede juhtivuse uurimiseks

Lisakatse tehti vordlemaks ahl8 ShulShede juhtivust Col-0 6huldhede juhtivusega (Joonis
14). Katse viidi 1dbi kuna ahl8 taimede lilemise lehepoole dhuldhede juhtivus tunduseriliselt viike,
kuigi varasem katse ei ndidanud selle erinevuse statistilist olulisust. Lisakatsest tuli vélja, et t-testi
alusel on ahl8 iilemiste 6huldhede juhtivus statistiliselt oluliselt vdiksem kui metsiktiiiibil ja sellest
tulenevalt on oluliselt erinev ka lehepoolte juhtivuste suhe.

A (iilemine kiilg) B (alumine kiilg) C (kiilgede suhe)
300 400 0.9
0.8
250 _ 350 o
o » 300 z 07
£ 200 B g
' £ 250 3 06
E S 2 05
S 150 £ 200 = *
é * \(; 9 0.4
% 100 s 150 2 03
= 2 o
3 50 37
50 0.1
0 0 0
Col-0  ahi8 Col-0  ahl8 Col-0  ahl8

Joonis 14. Hariliku miiiirlooga Col-0 ja ahl8 mutandi(A) lehe iilemise kiilje juhtivus (mmolm=2s71)(B) lehe alumise
kiilje juhtivus (mmol m=2s71) ja (C) lehe kiilgede juhtivuste suhe . Diagrammil on katse kiigus saadud tulemuste
keskmised vadrtused. Tulpadelolevad vearistid nditavad +standardviga. Statistiliselt oluliselt erineb metsiktiiiibist (*)
ahl8 lehe iilemise kiilje juhtivus (p=0,006) ja ahl8 lehe kiilgede juhtivuste suhe (p=0,007) (t-test). Valimi suurus oli

mdlemalriihmal 9 taime.
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2.4 Arutelu
2.4.1. AHLS roll tiilemiste 6huléhede juhtivuse mojutajana

Tehtud lisakatse nditas, et ahl8 lehe {ilemiste 6huldhede juhtivus oli statistiliselt oluliselt
viiksem metsiktiitibist (joonis 14). Kuna ahl8 dhuldhede tihedus ei olnud kummalgi lehe kiiljel
oluliselt erinev metsiktiilibist (joonised 10 ja 11), peab erinevus juhtivuses tulenema erinevast lehe
tilemise kiilje dhuldhede avatuse regulatsioonist ahl8 taimedes. Lehe alumise kiilje juhtivus oli
ahl8 puhul sarnane metsiktiiiibiga. Enne, kui saaks kindlalt jdreldada, et antud erinevus on
pohjustatud just AHL8 geeni mutatsioonist, tuleks tdestada, et fenotiiiip pole pdhjustatud muudest
muutustest mones teises genoomi osas, mis voivad kaasneda nende seemnete saamiseks kasutatud
muteerimisprotsessiga (T-DNA juhuslik instertsioon). Selleks v3ib uurida mdnda muud ahl8
mutanti vOi viia funktsionaalne AHL8 geen AHLS8 promootori kontrolli all katses kasutatud ahl8
mutandi genoomi. Viimasel juhul peaks muutuma peale funktsionaalse AHL8 geeni insertsiooni
ahl8 taime fenotiilip metsiktiiiibist eristamatuks juhul, kui fenotiiiibi pShjuseks on AHL8 geeni
defekt. Juhul, kui muutus on tingitud muu genoomi muutuse poolt, fenotiiiip piisib.

Erinevate lehe kiilgede juhtivused erinevad taimeti ja isegi sama taime korvuti asetsevatel
tdiskasvanud lehtede puhul, niditab pédevalilledel tehtud katse (Mott & O’Leary, 1984).
Hastikastetud taimede puhul iiletas tavaliselt iilemise lehepoole juhtivus alumise lehepoole oma,
lehepoolte juhtivuste suhted (iilemine jagatud alumisega) jdid 1,0 ja 2,0 piiridesse (Mott &
O’Leary, 1984). Selle t66 raames labi viidud katse nditab aga, et miiiirloogal on suhe teistpidi:
tilemise kiilje juhtivus on alati madalam alumise kiilje juhtivusest. Juhtivuste suhe selle katse
raames kasvatatud miitirlookadel 0,3-0,4 ringis. Miiiirlooga suhteliselt madalam iilemine juhtivus
voib viidata tema lehe iilakiilje dhuldhede suuremale tundlikkusele keskkonnatingimuste muutuste
suhtes. On ndidatud, et erinevatel lehe pooltel asuvad Shuldhed kiituvad erinevalt ja neil on erinev
funktsioon (Mott & O’Leary, 1984; Wang et al., 2008). Kui valgustati mdlemat lehepoolt iihtlaselt,
oli korgem juhtivus lehe alumisel kiiljel. See reegel kehtis erinevate valgusintensiivsuste juures.
Kui valgustati molemat lehepoolt eraldi, siis olid nii {ilemise, kui ka alumise lehepoole dhuldhed
sensitiivsed valgusele, mis joudis nendeni 1dbi lehe. Veel on leitud, et mdlema lehepoole dhuldhede
toimimine on omavahel koordinatsioonis, kuigi muutused lehepoolte juhtivuses reaktsioonina
valgusele on erinevad (Wall et al., 2022). Ohuldhede avanemise ajendiks pole mitte ainult valgus,
vaid selles on oma osa ka siisihappegaasi kontsentratsioonil ja mesofiillist parinevatel signaalidel

(Yera et al., 1986; Wall et al., 2022). Leitud on tugev seos Shuldhede avatuse ja mesofiilli
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fotostinteesi aktiivsuse vahel, kusjuures alumise lehepoole OGhuldhed reageerisid mesofiilli
fotosiinteesile tugevamalt (avanesid rohkem) kui iilemise lehepoole dhuldhed (Wang et al., 2008).
Lehte ldbivale valgusele reageerisid lehe alakiilje Shuldhed tugevamalt, kui lehe tilakiilje dhulShed.
Roheline monokromaatiline valgus algatas alumiste, aga mitte ilemiste, G&hulShede
avanemise(Wang et al., 2008). Ohuldhed olid lehte libivate lainepikkuste suhtes tundlikumad kui
ilemised. Vajab veel tdiendavat uurimist, kas ahl8 madalam tilemise kiilje Shuldhede juhtivus on
seotud nende dhuldhede erineva avanemisega valguse ja madala CO2 mdjul voi on sellel muud

pohjused. Tasuks teha tdiendavaid katseid lilemiste ja alumiste ohuldhede reaktsiooni kineetika

mootmiseks.

Kui katses leitud ahl8 fenotiilip on pdhjustatud AHL8 geeni funktsiooni hdirumisest, Siis on
tegemist vdga huvitava mutandiga, kuna metsiktiiiibiga sarnase dhulohede tiheduse juures on sel
taimel TUlemistel oOhuldhedel juhtivus hulga viéiksem, mis viitab avatuse regulatsiooni
puudulikkusele ainult tilemise lehe poole ohuldhedes. Selliseid mutante pole seni leitud ega
uuritud. Edasi voiks uurida, kas ahl8 iilemise ja alumise kiilje dhuldhed reageerivad erineva
kiirusega keskkonnatingimuste muutustele voi stressinormoonile ABA. Huvitav oleks niha, kas
ahl8 taimede veekasutus on efektiivsem kui metsiktiiiibil ja kas nad on sellest tulenevalt ka pouale
viahem tundlikud. Veel tasuks uurida, kas ja kuidas ahl8 mutantide siisiniku sidumise Kiirus ja
efektiivsus metsiktiiiibist erineb. Kuna ahl8 mojutab ainult lehe iilemise kiilje 6hulohede juhtivust,
voib jareldada, et lehe erinevate poolte Shuldhede avatus on reguleeritud erinevate signaalradade
kaudu. Nendest signaalradadest mojutab ahl8 just lehe iilemise kiilje dhuldhede regulatsiooniga
seotud signaalrada. Kuna AHLS on transkriptsioonifaktor, siis vOib tema moju signaalrajale
avalduda teiste geenide ekspressiooni reguleerimise kaudu. On voimalik, et AHL8 mdjutab
ohulShede juhtivust nditeks ABA kaudu, kuna see hormoon on keskne Shuldhede sulgumise
regulaator. Seda hiipoteesi saaks testida RN A sekveneerimise eksperimendiga, vorreldes omavahel
ahl8 ja metsiktiiiipi taime transkriptoome. Kui ahl8 tdesti mojutab vaid iilemise 6huldhede avatuse
regulatsiooniga seotud rada, siis on tegemist darmiselt huvitava uurimisobjektiga, kuna lehe eri

kiilgede 6huldhede funktsioonist on seni teada vordlemisi véhe.
2.4.2. Massikaotus ja tihedus

Nii massikaotuses kui ka Shuldhede tiheduse osas ei olnud uuritud ahl mutantide hulgas
tihtegi silmapaistvat ega statistiliselt oluliselt metsiktiiiibist erinevat fenotiiiipi. See voib tdhendada,

et need geenid ei mdjuta vastavaid ohulohede tunnuseid. Kuna AHL geeniperekonna geene on
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miiiirloogas 29 ja nende funktsioonid on osaliselt kattuvad, siis on vdimalik, et isegi kui neil on
suurem moju Shuldhede arengule, kui katsetulemustest nihtav, ei ole see tiksikmutantide puhul
eristatav, kuna iihe geeni funktsiooni puudumise asendab moni teine AHL geeniperekonna liige
(Street et al., 2008). Seega oleks oluline teha katseid ka mitmikmutantidega, leidmaks {ihise

funktsiooniga iiksteist asendavaid geene.
2.4.3. ahl6-1 erinevus metsiktutibist

Joonisel 9 on nédha ahl mutantide massikaotuse protsente vordluses metsiktiiiipi taimega.
Statistiliselt metsiktiiiibist eristuv on ahl6-1 liin, mis on huvitav, kuna sama geeni mutatsiooniga
liin ahl6-2 ei ole statistiliselt oluliselt erinev metsiktiiiibist. Fenomen v&ib olla seletatav
seemnepangast saadud liinide muteerimisprotsessi isedrasuste kaudu: mutantliinide saamisel pole
vilistatud, et lisaks soovitud geeni viljaliilitusele muutub mittefunktsionaalseks ka mdni muu
genoomi osa. Antud juhul paistab, et ahl6-1 fenotiiiipi ei pohjustanud AHL6 geeni funktsiooni
hédirumine, kuna sama geeni mutant ahl6-2 pole fenotiiiipiliselt oluliselt erinev metsiktiiiibist. Seega

on muutus suure tdendosusega pohjustatud muust genoomi osast.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva to6 eesmargiks oli selgitada vélja, kas 6huldohe sulgrakkudes ja eellasrakkudes
korgelt ekspresseeritud AHL geenid mojutavad Shuldhede juhtivust voi arengut. Uuriti valitud AHL

geenide iiksikmutante, kaardistades nende fenotiiiipilisi erinevusi metsiktiiiibist.

Selles t66s tehtud katsed néitasid statistiliselt olulist erinevust ahl8 mutandi lehe tilemise
kiilje Ghuldhede juhtivuses vorreldes metsiktiilibiga. Mutandi ahl8 lehe iilemiste 6huldohede
juhtivus oli olulselt vdiksem metsiktiiiipi taime Shuldhede juhtivusest. Kuna ahl8 Shuldhede
tihedus ei olnud kummalgi lehepoolel oluliselt erinev metsiktiilibist, peab erinevus juhtivuses
tulenema erinevusest lehe iilemise kiilje dhulShede avatuse regulatsioonis ahl8 taimedes. Jargmise

etapina tuleks kindlasti tdestada, et fenotiilip on pdohjustatud ahl8 mutatsioonist, mitte teistest
genoomsetest muteerimisprotsessiga kaasnevatest isearasustest antud mutandis.

Nii massikaotuses kui ka dhuldhede tiheduse osas ei olnud uuritud ahl mutantide hulgas
iihtegi silmapaistvat ega statistiliselt oluliselt metsiktiiiibist erinevat fenotiitipi. Kuna AHL
geenipereckonna geene on miiiirloogas 29 ja nende funktsioonid on osaliselt kattuvad, siis on
voimalik, et nende moju dhuldhede arengule ei ole iiksikmutantide puhul eristatav, kuna {ihe geeni

funktsiooni puudumist voib asendada moni teine geeniperekonna liige. Sel pohjusel oleks huvitav
teha katseid ka AHL geeniperekonna geenide mitmikmutantidega.

Statistiliselt metsiktiiiibist eristuv oli ka ahl6-1 liini massikaotus, mis on huvitav, kuna sama
geeni mutatsiooniga liin ahl6-2 ei olnud statistiliselt oluliselt erinev metsiktiiiibist. Fenomen voib
olla seletatav seemnepangast saadud liinide muteerimisprotsessi isedrasuste kaudu. Antud juhu
paistab, et ahl6-1 fenotiiiipi ei pohjustaud AHL6 geeni funktsiooni hdirumine, kuna sama geeni

mutant ahl6-2 pole fenotiiiipiliselt oluliselt erinev metsiktiilibist.

Kokkuvottes oli sdeluuring edukas, sest leiti vdhemalt {iks héirunud Ghuldhede
funktsiooniga liin ja selle tdiendav uurimine aitab moista AHLS rolli taime iilemiste Shuldhede
avatuse regulatsioonis ja lilemiste 6huldhede juhtivuse téhtsust taime veekaotuse ja siisihappegaasi

omastamise mdjutajatena.
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RESUMEE

Analysis of the role of selected AHL genes in the regulation of stomatal conductance and
development in Arabidopsis thaliana

Ott Riinkla
Summary

Gas exchange between the leaf and the atmosphere takes place through tiny openings on
the surface of the leaf called stomata. Through stomata, carbon dioxide enters and water leaves
the plant. Stomata are made of two paired guard cells. Between these two guard cells is a gap that
can be opened and closed by the plant according to the conditions of the environment. To open
the stomata, the turgor of two guard cells is raised by pumping ions into the cells. Keeping the
stomatal aperture optimal is a key for plant survival and growth. If the stomata do not respond to
the environment signals appropriately, it could easily mean death by dehydration for the plant.
While stomatal signalling is rather well understood, gaps remain in understanding stomatal
development and function.

The genes of the AHL gene family encode transcription factors that play an important role
in plant stress response and regulation of development. In all land plant genomes that have been
sequenced to date AHL genes have been found. The high conservation of the AHL genes suggests

that their role in plant growth and development is important.

The experiments carried out in this paper aimed to test if AHL genes affect stomatal
development or regulation. Experiments were carried out on Arabidopsis thaliana. Selected ahl
mutants (picked for their high expression in guard cells and stomatal lineage cells) were grown

alongside wild-type plants. Stomatal conductance, density, and leaf fresh weight loss were
measured to address stomatal function and development in these mutants.

The results showed little statistical differences between the selected ahl mutants and wild-
type Col-0. The most important difference was discovered in the comparison of ahl8 and Col-0
upper leaf side stomatal conductance. The result showed that the mutant ahl8 had reduced upper
leaf side stomatal conductance. If confirmed to be caused by the deficient AHL8 gene, this opens
up very interesting research topics to be studied further, as differences between upper and lower

leaf side stomatal regulation and their role in overall plant physiology are poorly understood.
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