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KASUTATUD LUHENDID

ABA.- abstsiishape

AMR1- askorbiinhappe sunteesi Man/Gal raja regulaator

APX- askorbaadi peroksudaas

AsA- askorbiinhape, C vitamiin

DDT- ditiotreitool

DHA- dehiidroaskorbaat

DHAR- dehiidroaskorbaadi reduktaas

FAD- flaviinadeniindinukleotiid

GLDH- L-galaktono-1,4-laktooni dehlidrogenaas

gs- 6hulbhede juhtivus

GSH- glutatioon

H.0,- vesinikperoksiid

H-ATPaas- ATP energiat kulutav H* kanal

MDHA- monodehudroaskorbaat

MDHAR- monodehtidroaskorbaadi reduktaas

NEM- N-ettulmaleimiid

ROS- reaktiivsed hapniku osakesed

RTD- kiire, kuid médduv dhuldhede juhtivuse véhenemine (rapid transient decrease in
stomatal conductance)

SLACI1- sulgrakkude aeglast tlitipi anioonkanal (slow anion channel-associated 1)
TCA- trikloroetaanhape

vtcl- Arabidopsis thaliana askorbaadidefitsiitne mutant (vitamin C-1)
vtc2- Arabidopsis thaliana askorbaadidefitsiitne mutant (vitamin C-2)



1.  SISSEJUHATUS

Askorbiinhape (AsA- inglise keeles ascorbic acid), tuntud ka kui vitamiin C, on
tahtis ja vajalik nii taimedele, loomadele kui ka inimestele, kaitstes néiteks taimi
oksudatiivse stressi ja inimesi mitmete krooniliste haiguste eest. Inimesed ja mitmed
loomad on evolutsiooni kaigus kaotanud AsA siinteesimiseks vajaliku geeni (Arrigoni jt
2001), seet6ttu tuleb vajalik vitamiinikogus omastada toidust.

Esimesi kaudseid viiteid v6ib askorbiinhappe kohta leida juba Vana-Kreeka ja
Egiptuse allikatest, kus on kirjeldatud AsA puudusest tingitud haigust, skorbuuti. Kuid
vitamiin C avastamiseni laks veel kaua. 1920ndate aastate 18pus isoleeris ungarlane
Albert Von Szent Gyorgy, kes sai 1937. aastal ka AsA uurimise eest Nobeli Preemia
(Arrigoni jt 2001), kodgiviljadest uhendi, mis sai hiljem nimeks askorbiinhape. Tapne
struktuur maéarati kindlaks 1932. aastal (Davey jt 2000). Pérast seda avaldati vaid
mdned t66d AsA kohta ning tdsisemalt hakati askorbiinhapet uurima taas umbes 30
aastat tagasi.

Struktuurilt (Joonis 1) on AsA Uks lihtsamaid kuuest susinikust koosnevaid
veeslahustuvaid  vitamiine  (CgHgOg), millel on antioksiidandi  omadused.
Antioksiidantidest on taimedes kdige rohkem just askorbiinhapet (Chen & Gallie 2004),
seda leidub nii tsiitosoolis, vakuoolis, mitokondrites kui ka rakuseinas ning enim
kloroplastides (Smirnoff 1996). Soltuvalt liigist ja organist jadb taimedes AsA
kontsentratsioon vahemikku 10-300 mM (Smirnoff & Wheeler 2000).

°CH,OH

HO OH

Joonis 1. C-vitamiini struktuur (Davey jt 2000)



1.1. Askorbiinhappe siintees

Askorbiinhappe stintees on taimedel ja loomadel erinev. On kindlaks tehtud, et
loomadel toimub see tht v8imalikku rada médda (Joonis 2), kuid taimedel on leitud 4

erinevat biosiinteesi rada.

1 2 3
D-gliikoos —p D-gliikuroon-—eD-gliikuroon-—p L-gulono——p 2-keto —p L-askorbiinhape
hape happe laktoon laktoon L-gulono laktoon

Joonis 2. Imetajate askorbiinhappe sintees. Inimestel on maksas olemas 3 esimest
enstiumi, kuid puudub L-gulonolaktooni oksiidaas (Stone 1972 pdhjal).

Kuna AsA biosunteesi radu on taimedel keerulisem kindlaks teha kui loomadel,
tekitavad véimalikud siinteesiviisid taimedes siiani kiisimusi (Imai jt 2009). Esimesed ja
siiani ka kBige enam toetuspinda leidnud tulemused AsA biosunteesi kohta ilmusid
1998. aastal Wheeleri jt poolt avaldatud artiklis, kus kasitleti AsA produktsiooni
glukoosist 1abi GDP-mannoosi ja L-galaktoosi (Joonis 3). Lisaks de novo slinteesile, on
AsA sisalduse kujunemisel oluline oksldeeritud vormist dehidroaskorbaadist (DHA)
AsA taastamine, milles osalevad ensiiim dehudroaksorbaadi reduktaas (DHAR) ning
glutatioon (Chen jt 2003).
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Joonis 3. Askorbiinhappe ,,Smirnoff-Wheeler*i biosiinteesi rada (Wheeler jt 1998).
Enstumid: 1. Fosfoglikoosi isomeraas 2. Fosfomannoosi isomeraas 3. Fosfomannoosi
mutaas 4. GDP-D-mannoosi- pirofosforiilaas 5. GDP-D-mannoosi-3'5"-epimeraas 6.
GDP-L-galaktoosi fosforiilaas 7. L-galaktoos-1-P 1-fosfataas 8. L-galaktoosi
dehiidrogenaas 9. L-galaktono-1,4-laktooni dehiidrogenaas

1.2. Askorbiinhappe kogus taimedes

Askorbaadi kogus taimes s6ltub liigist/mutandist ja organist. Arabidopsis thaliana
mutant vicl, millel on mutatsioon GDP-mannoosi pulrofosforiilaasis (Gallie 2013), on
AsA-defitsiitne, sisaldades umbes 30% metsiktilbi askorbaadi kogusest (Conklin jt
1997). Mutandil vtc-2, millel on mutatsioon GDP-L-galaktoosi fosfortlaasis (Gallie
2013), on vastav number kdigest 10-20% (Gallie 2012). AsA-defitsiitsetel  vtc
mutantidel on ilmselt suurem L-galaktono-1,4-laktooni dehiidrogenaasi (GLDH)
vOimsus kui metsiktiiupi taimedes (Davey jt 2000).

Lisaks sOltub AsA hulk konkreetsest taimeorganist ja tema vanusest (Joonis 4),
DHAR-i ekspressioonist ning O0péevastest tsuklist. AsA sisaldus on nooremates

lehtedes kdrgem kui vanemates lehtedes, mis arvatakse olevat pdhjustatud DHAR-i



aktiivuse langusest vananedes (Chen jt 2003). Askorbaadi sisaldust iseloomustab ka

O0paevane koikumine: 60sel on AsA madalam ja kasvab paeva jooksul.
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Joonis 4. Askorbiinhappe sisaldus Arabidopsis thaliana metsiktiiibi 1-5 n&dala
vanustes lehtedes (Zhang jt 2009)

1.3. Askorbiinhappe tahtsus

Askorbiinhape toimib antioksiidandina ja on enstiimide kofaktoriks. AsA votab osa
mitmetest protsessidest, sealhulgas fotosilinteesist, valguskaitsest, rakkude kasvust ja
ekspansioonist ning ettileeni, gibberelliinide, antotsuaniidi ja htdrokstproliini stinteesist
(Smirnoff & Wheeler 2000).

Kloroplastid, mitokondrid ja peroksisoomid toodavad raku ainevahetuse kéigus
reaktiivseid hapniku osakesi (ROS- inglise k. reactive oxygen species). Sellisteks
osakesteks on superoksiidi radikaal (O2), tihevalentne hapnik (*0,), vesinikperoksiid
(H,O,) ja hidroksiilradikaal (OH?) (Davey jt 2000). ROS-id on olulised
signaalmolekulidena, osaledes kaitsereaktsioonides, programmeeritud rakusurmas,
Ohuldhede sulgemises abstsiishappe (ABA) signaalkompleksi vahendusel jne (Sharma
jt 2012). Reaktiivsete hapniku osakeste produktsiooni tdstab ka keskkonnastress: pdud,
liigne valgus, kokkupuude saasteainetega jne (Davey jt 2000).

Antioksidatiivne kaitsesusteem on voimeline elimineerima vabu radikaale. VVabaks
radikaaliks on mingi aine molekul, mille vélises elektronkihis on Uks elektron paaritu,
mistottu vOib see kergesti keemilistesse reaktsioonidesse astuda. Taimed saavad
vahendada keskkonnast parit ROS-idest tulenevat kahju Ghelt poolt 6huldhede
sulgemisega, takistades nii saasteainete difusiooni lehte. Teisalt, kui ROS-id on lehes
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juba tekkinud, tuleks nad detoksifitseerida (Chen & Gallie 2005). Antioksldandid
reageerivad kiiresti okstideerivate molekulidega, hoides &ra organismile kahjulikke
reaktsioone. Kui ROS-ide kontsentratsioon on k&rge, muutub see rakkudele ohtlikuks,
kahjustades naiteks lipiide, proteiine, nukleiinhappeid, enstiime (Sharma jt 2012) ning
see vOib viia ka raku surmani (Davey jt 2000).

AsA osaleb mitmetes olulistes ensumaatilistes reaktsioonides. Sellisteks
ensutimideks on mono- vai dioksugenaasid, mis sisaldavad rauda voi vaske ja vajavad
maksimaalse aktiivsuse saavutamiseks askorbiinhapet. AsA funktsiooniks on sailitada
nende enstiimide reaktsioonitsentrites asuvad metallid redutseeritud olekus, mis tagab
ensutimi aktiivsuse. AsA osaleb rakuseinas olevate hidrokstproliini rikaste valkude
stinteesis, mojutades raku venivuskasvu ja jagunemist (Smirnoff & Wheeler 2000).
Lisaks aktiveerib askorbiinhape mirosinaasi, enstiimi, mis katalttsib glikosinolaatide
hidroludsi D-glikoosiks ja aglikooniks. AsA kui ko-substraadi olemasolu on téhtis ka
hormoonide etiileeni ja giberelliinhappe biosunteesil. (Davey jt 2000).

1.4. Askorbaadi-glutatiooni tsukkel

Askorbaadi (AsA) — glutatiooni (GSH) tstikkel, mida nimetatakse ka Halliwell-
Asada rajaks (Joonis 5), mangib olulist rolli v@itluses okslidatiivse stressi vastu ning see
seisneb askorbaadi ning glutatiooni regenereerimises (Sharma jt 2012). AsA-GSH
tsukkel, mis esineb tsitosoolis, kloroplastides, mitokondrites ja peroksiisoomides
(Jiménez jt 1997), on oluline sdilitamaks sellist ROS-ide taset, mis minimeeriks
oksudatiivse kahju tekkevdimaluse, kuid séilitaks nende rolli signaalmolekulina
(Gallie 2013).

"1 MDHA

Joonis 5. Askorbaadi-glutatiooni tstikkel (Saruhan jt 2009)




Askorbaadi peroksiudaas (APX) on AsA-GSH tsikli keskne enstiim ja méngib
téhtsat rolli rakusisese ROS-ide taseme kontrollis. APX kasutab kahte AsA molekuli, et
redutseerida  H,O,  veeks.  Antud reaktsiooni  kaigus  produtseeritakse
monodehiidroaskorbaat (MDHA), mis on luhikese elueaga (Gallie 2013). Kuigi
MDHA-st regenereeritakse AsA, saadakse sellest alati ka DHA-d (Sharma jt 2012),
millest DHAR-i abil regenereeritakse AsA (Sharuhan jt 2009).

1.5. Ohuldhed

Taimedel paiknevad lehtede pinnal 6hulGhed, mis koosnhevad kahest sulgrakust ja
nende vahele jaavast O©hupilust. Pidevalt muutuvates keskkonnatingimustes
optimeeritakse 6huldhede kaudu gaasivahetust taime ja atmosféari vahel (Vavasseur &
Raghavendra 2004). Ohuldhede avanemine ja sulgumine reguleerib Ghelt poolt CO,
sisenemist taime ning teisalt veekadu taimest (Roelfsema & Hedrich 2005). Kui
veepuuduses 6huldhed suletakse, on takistatud ka siisihappegaasi paasemine lehtedesse
ning vaheneb fotosuintees.

Kuigi 6huldhede pooride pindala moodustab ainult 5% kogu lehepindalast,
mangivad nad suurt rolli globaalses vee- ja sisinikuringes (Hetherington & Woodward
2003). Léabi taimede 6huldhede toimuv transpiratsioon viib igal aastal globaalselt 62
000 km?® vett mullast atmosfaari, illustreerides bioloogiliste veevoogude osatahtsust
globaalses veeringes (Jasechko jt. 2013).

Ohuldhede avatuses mangivad olulist rolli 66paevane tsiikkel ja vee olemasolu.
Kui taimel on piisavalt vett, hoiab ta paevasel ajal, kui fotosunteesi aktiivsus voiks olla
kérge, oma 6huldhed lahti hoolimata kaasnevast veekaost. OhulBhede lahtihoidmise
mdte on v@imaldada CO, difusiooni lehtedesse. Odsel, kui fotosiinteesi ei toimu,
pannakse veekao véltimiseks Ohuldhed kinni. Veestressi korral jaetakse ka pdaeval
Ohulbhed suletuks voi avatakse vaid osaliselt.

Ohuldhede avanemise pdhjuseks on sulgrakkude turgorrdhu muutumine, mis on
tingitud osmootselt aktiivsete ainete ja vee liikumisest. K* ja CI liiguvad rakku,

alandades sellega sulgraku veepotentsiaali. Kuna vesi liigub kdrgema potentsiaaliga
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kohtadest madalama potentsiaaliga kohtadesse, siis sulgrakk taitub veega ja turgorrohk
tduseb. Kui sulgrakkudes on turgorrohk suurem kui mbritsevates kaasrakkudes toimub

ohulbhede avanemine (Joonis 6).

noad
o
H-0 /

Joonis 6. Avatud (vasakul) ja suletud (paremal) 6hulGhe. Nooled nditavad anioonide
(A), katioonide (K*) ja vee (H,0) liikumise suunda 6huldhede avanemisel ja sulgumisel
(Kollist jt 2010)

K+

Ohulbhede avanemisel aktiveerub H*-ATP-aas, prootonid pumbatakse rakust valja
ja membraan polariseerub. See vdimaldab kaaliumioonidel Ildbi ioonkanalite
tsutoplasmasse ja sealt edasi vakuooli liikuda. Kui taimes veepotentsiaal langeb (néiteks
olukord, kui transpiratsioonist tingitud veekadu taimest on suurem kui juurte kaudu vee
omastamine) kasvab abstsiishappe (ABA) sisaldus (Gomes jt 2004). ABA poolt
aktiveeritakse kanalid, mis vdimaldavad rakuvalise Ca** sisenemist. Ca?*
kontsentratsiooni tdusu tottu inhibeeritakse H'-ATP-aas. Membraanid depolariseeruvad,
membraanipotentsiaal vaheneb ja sellega kaasneb eksportivate K* kanalite avanemine.
Lisaks aktiveeruvad ABA toimel anioonkanalid, mis viivad anioonide valjumisele

sulgrakust ning, kokkuvdttes, samuti dhuldhede sulgumisele (Lee jt. 2009).

1.6.  Ohuldhede reaktsioonid siisihappegaasile ja osoonile

Ohuldhede avatust m@jutavad mitmed keskkonnafaktorid- valguse intensiivsus ja
spektraalne koostis, temperatuur, suhteline 6huniiskus ja atmosfaéari CO, ning osooni

kontsentratsioonid. Lisaks mdjutavad dhul6hede avatust lehepatogeenid (bakterid ja
11



seened), pOhjustades héireid Ohulbhede avanemises pdeval ja sulgumises 60sel
(Grimmer jt 2012).

Ohuldhed suletakse kérge ja avatakse madala CO, kontsentratsiooni juures (Young
jt 2006). Korgenenud CO., kontsentratsioonid toovad kaasa tsiitosoolse Ca** tdusu
(Webb jt 1996), suureneb kaaliumi valjavool (Young jt 2006) ja see viib Shuldhede
sulgumiseni. Lisaks osaleb kdrges CO, tingimustes toimuvas 6hulShede sulgumises
ABA ja tema signaaliiksus, mis aktiveerib anioonkanali SLAC1 (Vahisalu jt 2008;
Merilo jt 2013). Jatkuv CO, tdus atmosfaaris pdhjustab seega 6hulGhede sulgumist, mis
omakorda mdjutab CO, difusiooni lehte ja vee kasutamise efektiivsust. Teng jt 2006.
aastal avaldatud artiklist selgus, et kdrge CO, kontsentratsiooni juures kasvades
vahenevad 0©hulbhede tihedus lehepinna (hiku kohta, 6hulGhede juhtivus ja
transpiratsioon.

Stratosfaari osoonikiht kaitseb Maad Paikeselt tuleva kahjuliku UV-kiirguse eest.
Samas on meid Umbritsevas troposfadris osoon kahjulik, kahjustades nii taimi kui
inimesi. Esmane taime kaitse osooni vastu on 6hulGhede avatuse reguleerimine. Mida
enam paaseb osooni lehte, seda suuremad on taime kahjustused (Brosche jt 2010).
Osooni mojul toimuv 6huldhede sulgumine kdib samuti 1abi ABA signaaliiksuse ja
anioonkanali SLACL1 aktivatsiooni (Vahisalu jt 2008; Merilo jt 2013). Lisaks mojutab
O; otseselt sulgrakkudes olevaid K* kanaleid, parssides nii 6huldhede avanemist
(Torsethaugen jt 1999) ja Ca®* homeostaasi (McAinsh jt 2001). Askorbiinhape ning
teised antiokstudandid aitavad juba lehte sattunud osooni ja temast ldhtuvaid ROS-e
detoksifitseerida (Moldau 1998).

Taimede osoneerimisel vahemalt 155 ppb osooniga on kirjeldatud Kkiiret, kuid
modduvat dhuldhede juhtivuse véahenemist, RTD-d (rapid transient decrease in stomatal
conductance), kui 6huldhed sulguvad ja peagi taasavanevad (Vahisalu jt 2010; Moldau
jt 2011). Kui osoneerimine antakse 3-minutilise pulsina, siis jadvad dhulGhed tavaliselt
peale RTD taandumist sama avatuks vOi isegi rohkem avatuks kui nad enne
osoneerimist olid (Moldau jt 2011). Kui osoneerimine kestab, siis jargneb sellele
taasavanemisele uus sulgumine umbes 90 minuti pérast (Vahisalu jt. 2010). RTD esineb
kdigil uuritud Arabidopsise okotitpidel, samuti teistel taimeliikidel (Vahisalu jt 2010,
Joesaar jt 2012), olles seega evolutsioonis konserveerunud vastus. Samas, RTD puudus
rikutud SLAC1 anioonkanaliga mutantidel, mistdttu SLAC1 mutandid olid véga Os-
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tundlikud (Vahisalu jt 2008; Vahisalu jt 2010). SLAC1 valgu avastamine toimuski
tdnu sellele, et seda funktsionaalset valku mittetootvad mutandid olid vdga Os-
tundlikud.

1.7. OhulBhede ja AsA vaheline seos

AsA-defitsiitsed taimed on vdga Os-tundlikud, nende Os-tundlikkus on tingitud
eelkdige O3 ja ROS-ide detoksifitseerimismehhanismi puudulikkusest (Conklin jt 1996).
Néiteks AsA-defitsiitne mutant vtcl isoleeritigi just tema Os-tundlikkuse tdttu (Conklin
jt 1996). Ka AMRL1 geen, mis osutus AsA slinteesi Man/Gal raja negatiivseks
regulaatoriks, avastati mutantide osoneerimisel: AMR1 geeni lleekspressioon pohjustas
Os-tundlikkust ja 60%-list AsA sisalduse langust ning antud geeni valjaltlitamine tagas
Os- tolerantsuse ja ka kdrgema askorbaadi sisalduse (Zhang jt 2009).

Chen & Gallie 2004. aastal avaldatud artiklis uuriti DHAR-i ekspressiooni,
askorbaadi kontsentratsiooni ja dhul6hede avatust. Leiti, et askorbaadi roll dhulGhede
avanemisel on seotud tema funktsiooniga H,O, detoksifitseerimises. Parastléunati H,O,
kontsentratsioon tduseb, tdendoliselt tingituna fotosunteesiprotsessidest, samal ajal
langeb askorbaadi tase ja see viib 6huldhede sulgemiseni.

Chen & Gallie (2004) tulemused nditasid, et transgeensetes taimedes, kel on
suurenenud DHAR-i ekspressioon, on ka 6huldhede avatus suurem ning seetdttu on
need taimed tundlikumad veedefitsiidi suhtes. Madalama DHAR-i ekspressiooniga
taimedel olid 0©huldhed osaliselt suletud ja taimed omasid paremat kontrolli
transpiratsiooni  ule. DHAR-i Uleekspressioon suurendab sulgrakkudes AsA
kontsentratsiooni, mis véhendab sulgrakkude reageerimisvalmidust tekkivatele ROS-

idele.

Eeltoodud kirjanduse tlevaade tdi vélja, et:
1) AsA on antioksiidant, osaledes ROS-ide detoksifitseerimises;
2) ROS-id  reguleerivad  Ohuldhede avatust ja  Ohuldhede  vastuseid

keskkonnatingimustele, sealhulgas osoonile;
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3) O3 toimel ilmneb taimedel RTD — kiire, kuid mdoéduv dhul6hede juhtivuse
vahenemine;
4) Asa/DHA omavaheline suhe osaleb 0&huldhede avatuse ja reaktiivsuse

maaramisel.

Ké&esoleva t00 eesmérk on uurida lehtede AsA kontsentratsiooni, H,O, sisalduse ja
ohulbhede O3-vastuse (RTD) omavahelisi seoseid ning vaadata, kuidas muutub peale 1-
tunnist osoneerimist ja madalas CO,-s hoidmist ROS-ide ja AsA kontsentratsioon
lehtedes.

Antud t66s kontrolliti hiupoteesi, et eelnev osoneerimine muudab RTD iseloomu,
tdstab ROS-ide sisaldust taimedes ning langetab AsA kontsentratsiooni. Eeldades, et
AsA siintees lahtub otseselt glikoos-6P-st, mis on fotoslinteesi produkt, tehti
paralleelselt ka katseseeria, kus hoiti taimi eelnevalt madalas CO,-s, et ndha, kas
madalas CO,-s hoitud taimedel on AsA vahem ja ROS-e rohkem.
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2.  MATERJAL JA METOODIKA

2.1. Taimne materjal ja kasvutingimused

Katsetaimeks oli miuurlook (Arabidopsis thaliana L.), mis on kujunenud
taimegeneetika ja taimede molekulaarbioloogia Uheks mudelorganismiks, sest tema
suhteliselt véike (5 kromosoomi, 114.5 megaaluspaari) genoom on sekveneeritud,
elutsiikkel on kiire, seemneproduktsioon killuslik ning kattesaadav on tohutu hulk
mutante. (http://www.arabidopsis.org/portals/education/aboutarabidopsis.jsp). Antud

t00s kasutati laboratoorset metsiktutpi Col-0.

Seemned pandi vette ja stratifitseeriti 4°C juures 2-4 pdeva, seejarel kilvati
klaasplaadiga kaetud (plaadi keskel paikneb 0,3 cm l&bimddduga avaus) ning
kasvusubstraadiga (2 osa turvast 1 osa vermikuliiti) tdidetud 200 ml plastiktopsidesse.
Seemned asetati pipeti abil kasvusubstraadile labi klaasplaadil oleva ava, et kasvades
jaaksid klaasi pinnale ainult taimede maapealsed osad (Joonis 7). Hiljem harvendati
taimi vastavalt vajadusele, et igasse potti jadks kasvama ainult 1 taim. Taimed kasvasid
kontrollitud tingimustega kasvukambrites (AR-66LX ja AR-22L; Percival Scientific,
Perry, 1A, USA ning MCA1600; Snijders Scientific, Drogenbos, Belgia), kus
ohuniiskus oli 70-75%, O0dpaevane tsiikkel 12 tundi valgust/ 12 tundi pimedust ja
temperatuurid vastavalt 23°C/ 18°C. Fotoslinteetiliselt aktiivne kiirgus péevasel ajal oli
150 pmol m?s™,

Mullaniiskust hoiti vahemikus 60-80% kasvusubstraadi veemahust, selleks
kasteti taimi umbes iga 5 pdeva tagant altniisutamise meetodil. Taimed olid katse ajaks

21-27 paeva vanad (leheroseti pindala 4,3- 13,2 cm?) ja vegetatiivses arengufaasis.
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Joonis 7. Arabidopsis thaliana metsiktiupi taim Col-0 klaasplaadiga kaetud

plastiktopsis.

2.2. Aparatuur gaasivahetuse modtmiseks

Lehtede gaasivahetust mdddeti kaheksakambrilise gaasivahetussiisteemiga,
mida on tapsemalt kirjeldatud artiklis Kollist jt (2007). Antud slisteem on spetsiaalselt
moeldud vaikeste taimede, nditeks mudrlooga, mddtmiseks. Gaasivahetussiisteem
tootab labivoolu pdhimottel, the kambri m6dtmiseks kulub 2 minutit, mille jooksul
seade salvestab arvutisse CO,, veeauru ja osooni kontsentratsioonid kambrisse
sisenevas ning sealt valjuvas 0©huvoolus. Katsetes saab muuta erinevaid
keskkonnafaktoreid (6hu CO, ja Oz kontsentratsioone, 6huniiskust, valgust) ning uurida
nende muutuste mdju dhuldhede juhtivusele. Katsed algasid taimede pildistamisega, mis
oli vajalik hilisemaks lehepindala mdotmiseks. Lehepindala maaramiseks kasutati

programmi ImageJ (versioon 1.46r).
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2.3. Katseskeem

2.3.1. Eelnev osoneerimine voi madalas CO,-s hoidmine

Et uurida eelneva osoneerimise mdju RTD iseloomule ning lehtede H,O, ja AsA
sisaldusele, oli vaja kdigepealt taimi osoneerida. See 1-tunnine taimede osoneerimine
450 ppb (=450 nmol mol™) osooniga toimus parastldunati. Taimed asetati kaheksasse
kambrisse ning hoiti seal 30-45 minutit fusioloogiliste nditajate, eelkdige Ghuldhede
juhtivuse (gs), stabiliseerumiseni ning siis lisati kamber-haaval nelja kambrisse osooni.
4 kambrit jaid osoneerimata kontrollideks. Aparatuur registreeris 16-minutilise
intervalliga iga kambri 6hutemperatuuri ning kambrisse siseneva ja sealt valjuva dhu
veeauru, CO, ning osooni kontsentratsioonid. Siseneva ja valjuva veeauru sisalduse
vahest, lehepindalast ning kambri Shuvoolu kiirusest l&htuvalt arvutas spetsiaalne
programm hiljem transpiratsiooni ja sealt omakorda lehetemperatuuri arvesse vottes
ohulbhede juhtivuse (gs). Lehetemperatuur arvutati lahtuvalt 6hutemperatuurist,
kasutades valemit, mis arvestab transpiratsiooni ja pealelangeva kiirguse mdju
lehetemperatuurile. Siseneva ja valjuva CO, sisalduse vahe vdimaldab arvutada
netoassimilatsiooni véartuse (Kollist jt 2007).

Osoneeritud ja vastavatelt kontrolltaimedelt vdeti H,O, méaaramise proovid kas
samal Ohtupoolikul 30 minutit peale osoneerimise 18ppu vo6i pandi nad tagasi
kasvukambritesse ning voeti proovid jargmise padeva hommikul. Selline aeg (30 minutit
peale osoneerimise 16ppu) sai valitud selleks, et tabada Os-indutseeritud kahefaasilise
ROS-ide tootmise teist maksimumi: esimene ROSide maksimum on 3 ja teine umbes 90
minutit peale osoneerimise algust (Vahisalu jt 2010). H,O, proovideks koguti ~100 mg
varsket taimset materjali (lehed+leherootsud) 1,5 ml tuubi, mis pandi vedelasse
lammastikku ning 60seks stigavkiilma -80°C juurde. H,O, madramine toimus jargmisel
péeval koos hommikul véetud proovidega.

Need osoneeritud- ja kontrolltaimed, mis pandi pérast osoneerimist
kasvukambrisse tagasi, laksid jargmisel hommikul kas H,O, v6i AsA mééaramiseks vOi
O3 RTD mddtmiseks tagasi gaasivahetusaparaati.
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Taimede hoidmine madala CO, kontsentratsiooni juures toimus eelnevalt
kirjeldatud gaasvahetussusteemis. Selleks paigutati taimed samuti kaheksasse
kambrisse; neljas hoiti neid madala CO, (umbes 50 ppm= pmol mol™) juures umbes
tund aega, kontrolltaimed olid samamoodi kambrites, kuid normaalse CO, (400 ppm=
umol mol™) juures. Pérast katse 18ppu laksid madala CO, ja vastavad kontrolltaimed
kas AsA vOi H,O, proovideks vOi jargnevasse gaasivahetuskatsesse Oz RTD

modtmiseks.

2.3.2. O3 RTD katsed

Eelnevalt osoneeritud vdi madalas CO,-s hoitud taimede (ning vastavate
kontrolltaimede) O3 RTD md@dtmine toimus korraga gaasivahetussiisteemi kolmes
kambris. See vOimaldab saada igast kambrist andmeid 6-minutilise intervalliga, mis
omakorda lubab hinnata RTD sugavust vBimalikult optimaalselt. RTD md&tmiseks
osoneeriti taimi 3 minuti jooksul 400-450 ppb osooniga, katse jatkus veel 60 minutit,
vBimaldades registreerida nii RTD-d kui jargnevat dhul6hede juhtivuse taastumist. RTD
kvantitatiivseks iseloomustamiseks kasutati valemit RTD=gs,-gs;, kus gs, on dhuléhede
juhtivuse véartus 9 minutit parast 3-minutilise osoneerimise algust ning gs; on

osoneerimis-eelne stabiilne Ghuldhede juhtivus (Joonis 8).

120 -
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100 -

90 - 400ppb

80 -
70 - \L
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50 - RTD=gs,-gs,; < gs
40 -
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20 -
10 -
0 T T T T T T T T T )

-15 -9 -3 3 9 15 21 27 33 39
Aeg (min)

20-30 ppb 20-30ppb

2

Ohuldhede juhtivus (mmol m-2s1)

Joonis 8. Skeem OhulShede juhtivuse ajutisest véahenemisest 3-minutilisel
osoneerimisel. Osooni kontsentratsioonid mérgitud graafiku tlaosas.
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Selgitamaks, kas eelnev 1-tunnine osoneerimine voi madalas CO,-s hoidmine
muudab Ghuldhede vbimet sulguda Uldiselt, uuriti osoneeritud/madalas CO,-s hoitud
taimede reaktsioone pimedusele ja/voi kdrgele CO,-le, tuntud sulgumist indutseerivatele
faktoritele. Selleks tehti lisakatsed, kus 1) eelnevalt 1h jooksul osoneeritud ja vastavad
kontrolltaimed j&eti 60seks gaasivahetusaparaati, mis registreeris jargneva 60 (19.00-
7.00) ja hommiku jooksul taimede transpiratsiooni ning fotostnteesi. Hommikul, 90
minutit peale valguse pealeminekut tdsteti CO, kontsentratsioon kahekordseks (800
ppm ) ning registreeriti 6huldhede kditumine; 2) Madalas CO,-s hoitud ja vastavatele
kontrolltaimedele rakendati pimedust ning registreeriti 6huldhede kaitumine.

2.4. H,O0, mddtmine

H,O, mddtmiseks kasutati Amplex Red meetodit, mida on tdpsemalt kirjeldatud
Lisas 1. Antud meetodi puhul reageerib peroksiidaasi juuresolekul Amplex Red’i
reagent H,O,-ga 1:1 stohhiomeetria kohaselt ja tekib punast varvi fluorestseeruv
resorufiin. Hiljem madratakse spektromeetriga 525 nm juures neelduvus.

Proovideks koguti umbes 100mg varsket taimset materjali, mis pandi kohe pérast
kaalumist vedelasse lammastikku. Proovid koguti jargmiselt:

- 30 minutit peale 1-tunnise osoneerimise I6ppu (vt Glalpool),

- eelmisel 6htul osoneeritud ja vastavatelt kontrolltaimedelt jargmisel hommikul

ehk umbes 1,5h parast valgusstaadiumi algust.

- eelnevalt madalas CO,-s hoitud ja vastavatelt kontrolltaimedelt vahetult kohe

pérast CO, to6tluse 16ppu.

2.5. Askorbiinhappe mddtmine

Askorbaadi ja dehiidroaskorbaadi maaramine toimus Gillespie & Ainsworthi (2007)
protokolli alusel, mida on pikemalt kirjeldatud Lisas 2. AsA mé&&iramine toimub
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vérvusreaktsioonil, milles Fe** ja 2,2 -bipuridiiiili reageerimisel tekib punane vérvus,
mille neelduvust mdddetakse spektromeetriga 525 nm juures.
Askorbiinhappe méaaramiseks koguti Ghest taimest ihe proovi tarvis vahemalt 80 mg
varsket taimset materjali (lehed+leherootsud). AsA proove koguti jargmiselt:
- eelmisel 6htul osoneeritud ja vastavatelt kontrolltaimedelt jargmisel hommikul
ehk umbes 1,5h parast valgusstaadiumi algust.
- eelnevalt madalas CO,-s hoitud ja vastavatelt kontrolltaimedelt vahetult kohe

parast CO, to6tluse 16ppu.

2.6. Andmete anallUs

Spektromeetriga saadud H,0, ja AsA tulemuste esmane analuls ja graafikute
koostamine teostati programmiga Microsoft Excel. Statistiline analliis viidi 1&bi
programmiga STATISTICA 7.0.

AsA katsete puhul nullproovide tulemused keskmistati ja saadud tulemused
lahutati askorbaadi standardite ning proovide vaartustest. Saadud standardite vaartuste
pohjal konstrueeriti regressioonsirge funktsiooniga y=ax+b, mille abil arvutati proovide
kontsentratsioonid (nmol). Vastava tulemuse saamiseks mérg kaalu (grammides) kohta,
jagati kontsentatsioon nmol-ides vastava proovi kaaluga. Vottes arvesse askorbaadi
molaarmassi (176,12 g/mol), konverteeriti saadud tulemused kujule mg 1g kohta.

H,O, standardkdvera saamiseks lahutati standardvéartustest keskmistatud
nullproovi véartused ja saadud tulemuste p&hjal koostati lineaarse sirgega (y=x) graafik,
mille abil arvutati proovide kontsentratioon (uM). Vottes arvesse vérske taimse

materjali kaalu, konverteeriti tulemused kujule pmol g™.
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3. TULEMUSED

3.1. Os-indutseeritud RTD olemasolu eelnevalt osoneeritud véi madalas CO,-s hoitud

taimedel

Tund aega kestnud osoneerimise kadigus vahenes 6huldhede juhtivus vorreldes
kontrolltaimedega (Joonis 9). Toddeldud taimede puhul oli osoneerimise 16puks gs
keskmiselt ligi 30% madalam (p=0.013, ANOVA). Sarnane vahe oli mérgatav ka
jargmisel hommikul: eelnevalt osoneeritud taimede gs oli vdrreldes kontrolltaimedega

ligi 29% madalam.
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Ohuldhede juhtivus (mmol m-2s1)

Joonis 9. Arabidopsis thaliana metsiktulbi Col-0 6huldhede juhtivuste véartused
osoneeritud ja madalas CO,-s hoitud taimedel ning vastavatel kontrolltaimedel N&idatud
keskmine + SEM. Tahed viitavad statistiliselt olulistele erinevustele (p<0.05, LSD test)
(n=8)

Eelnevalt osoneerimata taimedel pdhjustas 3-minutiline osoneerimine selge RTD
(Joonis 10) — 6hulBhede juhtivus vahenes keskmiselt 32% vorreldes osoneerimis-eelse
stabiilse gs véartusega. Eelnevalt osoneeritud taimedel oli RTD minimaalne, gs langes

vaid 8% vorreldes tootluseelse gs-ga.
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Joonis 10. Eelnevalt osoneeritud ja kontrolltaimede reageerimine 3-minutilisele Os-
pulsile. Naidatud keskmine + SEM (n=8)

Madalas CO,-s hakkasid 6hul6hed kiiresti avanema, vahetult enne 3-minutilist

osoneerimist oli madalas CO,-s hoitud taimedel 6hul6hede juhtivus 48% k&rgem

vorreldes kontrolltaimedega, mida hoiti paralleelkambrites normaalse CO, juures

(Joonis 9). Madalas CO,-s hoitud taimede RTD oli minimaalne, gs langes 1% vdrreldes

tootluseelse  gs-ga.
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Joonis 11. Arabidopsis thaliana metsiktiiibi reageerimine 3-minutilisele osoneerimisele
madala CO, (=50 ppm) ja normaalse CO, (=400 ppm) tingimustes. Ndidatud keskmine

+ SEM (n=8).
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Kokkuvottes, madalas CO,-s hoidmine ja eelmisel 6htul toimunud 1-tunnine

osoneerimine kaotasid RTD ara (Joonis 12).

-40

Ohuldhede juhtivuse muutus (mmol m-2s1)

10

Col-0 kontroll Col-0 O3 Col-0 norm CO, Col-0 madal CO,

Joonis 12. Erinevate td6tluste RTD (RTD=gs,-gs;) vaartused. Naidatud keskmine *
SEM. Téhed viitavad statistiliselt olulistele erinevustele (p<0.05, LSD test) (n=8)

Kuna eelnev osoneerimine ja madalas CO,-s hoidmine kaotasid RTD éra, siis
tekkis kisimus, kas kadunud on ainult reaktsioon osoonile voi ka teistele sulgevatele
faktoritele nagu pimedus vOi kdrge CO,. Sellele kisimusele vastamiseks tehti
lisakatseid. Selgus, et eelnevalt osoneeritud taimed olid vdimelised sulguma nii 66sel,
pimeduse saabudes, kui ka jargmisel hommikul kérge CO, mdjul (Joonis 13). Seega,
ehkki eelnevalt osoneeritud taimede gs oli madalam, olid nad vdimelised edasi sulguma
ehk sulgumine ei olnud fulsikaliselt takistatud ning RTD puudumine oli pigem
spetsiifiline reaktsioon osoonile. Ka madalas CO,-s hoitud taimed olid suutelised

pimedusele reageerima (Joonis 14).
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Joonis 13. Ohulbhede juhtivuse muutus eelnevalt osoneeritud ja vastavatel
kontrolltaimedel Uled6 katses; pimedusperioodi kestus on ndidatud noolega. Jargmisel
hommikul peale valgusperioodi taastumist tehti kdrge CO, (800 ppm) t66tlus. Naidatud
keskmine £ SEM (n=4)
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Joonis 14. Madalas CO,-s hoitud ja vastavate kontrolltaimede Ghuldhede juhtivuse
reaktsioon pimedusele. Pimedust rakendati ajahetkel 0. Né&idatud keskmine + SEM
(n=6).
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3.2.  Osooni ja madala stisihappegaasi moju ROS-idele

Osoneerimisega kaasnes H,O, kontsentratsiooni tdus: 90 minutit peale
osoneerimise algust vdetud proovides oli H,O; tase kontrolliga vdrreldes 22% tdusnud
(ANOVA, p=0.018). Sarnane vahe osoneeritud ja kontrolltaimede vahel (21.6%) oli
olemas ka jargmisel hommikul.

Madalas CO,-s hoidmine H,0O, sisaldust ei mdjutanud (Joonis 15). Kui vdrrelda
kontrollproove omavahel, siis dhtune H,O, tase oli kull vorreldes hommikuste-

enneldunaste proovidega pisut kdrgem, kuid need erinevused ei olnud statistiliselt

olulised.
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Joonis 15. Osooni ja madala susihappegaasi m6ju H,O, kontsentratsioonile. Naidatud
keskmine + SEM.“Ohtu tahistab proove, mis on vdetud 90 minutit peale osoneerimise
algust. ,,Hommik* tdhistab jargmisel hommikult kogutud proove. Tahed viitavad
statistilisel olulistele erinevustele (p<0.05, LSD test)

3.3.  Osoneerimise mdju askorbaadile

AsA on antioksidant, mis osaleb ROS-ide detoksifitseerimises. AsSA
kontsentratsioone moddeti ké&esoleva t60 raames osoneerimisele jargneval hommikul
osoneeritud ja kontrolltaimedes ning madalas CO,-s hoitud ja vastavates
kontrolltaimedes, kuid Ghtuse AsA sisalduse kohta (90 minutit peale osoneerimise
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algust) andmeid pole. Kuigi osoon tekitab taimes ROS-e ning ka antud katsed tuvastasid
keskmiselt 22%-lise H,O, kontsentratsioon tdusu, siis askorbaadi taset osoneerimine ei
mdjutanud (Joonis 16) ning statistiliselt olulisi erinevusi todtluste vahel ei tuvastatud.
See kehtib nii summaarse AsA, kui tema redutseeritud ja okstideeritud vormide kohta.

Ka madalas CO,-s hoidmine ei mdjutanud AsA taset.

1.1 4
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madal CO, norm CO, 1h Os kontroll
(n=10) (n=10) (n=9) (n=9)

B Redutseeritud AsA W Oksludeeritud AsA

Joonis 16. Redutseeritud (AsA) ja oksudeeritud askorbaadi (DHA) kontsentratsioonid
vastavalt to6tlusele. Néidatud kesmine £ SEM. Téhed viitavad statistilisel olulistele
erinevustele (p<0.05, LSD test). Suurtdhed tahistavad statistiliselt olulisi erinevusi
summaarses askorbaadi kontsentratsioonis.

Seega, kéesolevas toos leiti, et eelnev 1-tunnine osoneerimine ja madalas CO,-s
hoidmine kaotavad tlupilise Os-reaktsiooni (nn RTD) é&ra. Ehkki osoneerimine
pdhjustas olulist H,O, kontsentratsiooni tdusu lehes, ei kaasnenud sellega AsA sisalduse
ega AsA redoks taseme muutusi. Madalas CO,-s hoidmine ei p6hjustanud muutusi ei
H.0, ega AsA kontsentratsioonis.
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4. ARUTELU

Osoon kui tuntud dhusaasteaine, mille kontsentratsioon toostuse arengu ja kliima
soojenemise tottu jatkuvalt kasvab, mojutab negatiivselt taimede kasvu ja
produktsiooni. Suvised keskpéevased Oz kontsentratsioonid (letavad Euroopas
regulaarselt 60 ppb taset (Klumpp jt 2006). Osooni mdju taimedele sGltub paljudest
teguritest: osooni kontsentratsioonist ja osoneerimise kestvusest, taimeliigist, —sordist ja
—populatsioonist (Mills jt 2011; Brosche jt 2010). Vastuseks osoonile vdivad muutused
taimes olla vdhemargatavad, seda just luhiajalisemate katsete puhul, kus véliseid kudede
kahjustusi naha ei ole, aga muutused vdivad olla toimunud valkude tegevuses,
geeniekspressioonis, metabolismis vdi fotoslinteesis (Vainonen & Kangasjarvi 2014).
Osoneerimisega vOivad kaasneda ka nadhtavad lehekahjustused, vahenenud Kkasv,
muutused slsivesikute allokatsioonis ning, I6pptulemusena, produktsiooni langus
(Musselman jt 2006). Oz ja temast lahtuvate ROS-ide kahjutuks tegemises osaleb
antioksudatiivne kaitsesusteem, mille Uheks olulisemaks luliks on AsA. Sellest
tulenevalt on AsA-defitsiitsed mutandid vaga tundlikud O3 suhtes (Conklin jt 1996).

Arabidopsis thaliana laboratoorne tiivi Col-0 on killaltki vastupidav osoonile: 4-
tunnine osoneerimine (350 ppb) ei pdhjustanud tal ndhtavaid lehekahjustusi, samas kui
tundlikud populatsioonid, naiteks Cvi, olid sellise osoneerimise jarel tugevasti
kahjustunud (Brosche jt 2010). Kuna Ogs siseneb lehte Shuldhede kaudu, siis Os-
indutseeritud n&htavate kahjustuste rohkus korreleerus hasti 6huldhede juhtivuse ning
lente sisenenud esialgse Oz doosiga (Brosche jt 2010). Ké&esolevas magistrit6os
osoneeriti Col-0 taimi 400 ppb-ga 1 tunni jooksul. See pdhjustas olulist 8hulGhede
juhtivuse langust- osoneerimise 16puks oli gs vahe vorreldes kontrolltaimedega 30%,
kuid né@htavaid lehekahjustusi ei tekkinud. Seega leidis kinnitust, et Col-0 ei ole vaga
Os-tundlik, kuna tema Ghulbhede juhtivus ei ole vaga kdrge ning ta on suuteline Og
mdjul dhuldhesid kiiresti sulguma.

RTD on Ohuldhede kiire, kuid modduv sulgumine, mis tekib O3
kontsentratsioonidel alates 150 ppb-st, 6huldhed sulguvad umbes 40% ulatuses (Kollist
jt 2007; Vahisalu jt 2010). Ka antud magistritdos esines kontrolltaimedel selge RTD,

mille ulatus oli kill pisut vaiksem: 28-32%. RTD on médduv st umbes 20 minuti parast
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hakkavad dhulGhed uuesti avanema ja saavutavad 30-40 minuti parast osoneerimis-eelse
vOI isegi pisut kdrgema taseme (k&esolev magistritod, Kollist jt 2007, Vahisalu jt 2010,
Moldau jt 2011). Ohulbhede juhtivuse taastumine viitab, et rakud ei olnud pusivalt
kahjustunud, vaid gs-i langus ja jargnev tbus olid tingitud Shuldhede sulgrakkudes
toimivate signaaliradade toost. Vahisalu jt (2010) leidsid, et Shul6hede litkumise
dunaamika RTD ajal langeb péris hasti kokku ROS-ide tootmisega sulgrakkudes: Col-0
sulgrakkudes oli ROS-ide maksimumtase saavutatud 3 minutit parast osoneerimist, kuid
jargneva 45 minuti jooksul ROS-ide tase véhenes, langedes kokku @&huldhede
taasavanemisega (Vahisalu jt 2010). Kui osoneerimine kestis, siis jargnes 90.minuti
pérast uus, pusivam sulgumine, mis voib olla seotud rakukahjustuste tekkega (Vahisalu
jt 2010). O3 RTD on omane kdigile uuritud Arabidopsis thaliana populatsioonidele
(Vahisalu jt 2010), samuti teistele liikidele (JOesaar jt 2012), seega tegemist on
evolutsioonis konserveerunud vastusega.

Voiks arutleda, et RTD mooduv iseloom on tingitud sellest, et taime
antioksudatiivsed kaitseslisteemid talitlevad vaga efektiivselt ja suudavad osoneerimisel
tekkinud ROS-id detoksifitseerida, mis v8imaldab dhul6hede sulgumist indutseerivatel
signaalradadel inaktiveeruda ja 6huldhedel uuesti avaneda. Kui osoneerimine on luhike,
antud katsetes 3-minutiline, siis on selline gs taastumine taimele hea, vdimaldades
normaalse fotosunteesi jatkumist. Kui aga osoneerimine on kestev, siis on see
negatiivne, vOimaldades suuremat Oz sisenemist lehte: vdiks oelda, et lehe
antioksudatiivsete kaitsestisteemide efektiivne tegutsemine teeb pikemas perspektiivis
taimele karuteene. Magistritoos selgus, et nii eelnev osoneerimine kui madalas CO,-s
hoidmine kaotavad RTD d&ra. Samas, sulgumine teiste faktorite toimel, milleks olid
pimedus ja kdrge CO, eelnevalt osoneeritud taimede puhul ning pimedus madalas CO,-
s hoitud taimede puhul, séilisid. Seega, RTD puudumise néol oli tegemist spetsiifilise
reaktsiooniga osoonile, mitte teistele sulguvatele faktoritele. Osooni sisenemisel lehte
ta laguneb apoplastis ja tekivad ROS-id (Burkey jt 2006). Katsete tulemustest on naha,
et 90 minutit padrast osoneerimist on lehe ROS-ide kontsentratsioon vdrreldes
kontrolltaimedega 22% kdrgem. Sarnane ROS-ide erinevus on ndha ka jargmisel
hommikul, mil vahe kontrolltaimedega oli 21,6%. Seega, antioksudatiivne
kaitsesuisteem ei suutnud ka jargmiseks hommikuks tekkinud ROS-e detoksifitseerida.
Ehkki see erinevus kajastab eelkdige kogu lehe ja mitte tksnes sulgrakkude ROS-ide
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erinevusi, on tdendoline, et vastav ROS-ide tus toimus ka eelnevalt osoneeritud
taimede sulgrakkudes. Seega voiks pakkuda, et RTD puudumine eelnevalt osoneeritud
taimedel on seotud sellega, et ROS-ide tase, seda nii kogu lehes kui ka sulgrakkudes, on
juba niigi kdrge, vastavad sulgumist indutseerivad signaalrajad on aktiivsed ning
lisaaktivatsiooni uue koguse ROS-ide lisandudes enam ei teki.

Madalas CO, hoidmine pani 6huldhed avanema, kuid, nagu 6eldud, kaotas RTD
ara. Kdrge CO; kutsub esile dhuldhede sulgumise ja madal CO, avanemise (Young jt
2006). Ka antud CO, katsetes on néha, et madalas CO, tdusis gs ligi kaks korda. Voib
oletada, et kui fotosunteesiks vajaliku CO, kontsentratsioon on madal, hoitakse
Ohuldhed vdimalikult lahti, et mitte takistada selle véhesegi CO, lehte sisenemist.
Ohuldhede avanemine madalas CO,-s on omane kdigile taimeriihmadele liikofiutidest
Oistaimedeni (Brodribb jt 2009). Vaatamata enam avatud dhul6hedele madalas CO-s,
mis lihtsustab O3 sisenemist lehte, ei leitud madalas CO,-s hoitud taimedel kdrgemat
H,O, sisaldust pdrast 3-minutilise O3 pulsi andmist. See on uhtpidi ootuspérane: on
naidatud, et hoopis kdrges CO,-s hoidmine tdstab H,O, sisaldust sulgrakkudes ning
pdhjustab 6hulGhede sulgumist (Kolla jt 2007). Teistpidi, tsitoplasma happeliseks
muutumine indutseerib H,O, eemaldamise (She jt 2010) ning kuna madalas CO,-s
hoidmine peaks pH-d hoopis tdstma, siis vOiks eeldada, et madalas CO,-s on H,0,
rohkem. Tuleb mainida, et H,O, mdddeti kogu lehes, kuid 8hul6hede sulgumise
pdhjustab ikka eelkbige H,0, teke sulgrakkudes, nii et seda, mis juhtub madalas CO,-s
sulgrakkude ROS-ide tasemega, tuleks eraldi uurida. RTD puudumist madalas CO;-s
vOib seletada stressihormoon ABA tasemega: kui slisihappegaasi ei ole ja fotosiintees ei
toimu, siis pole ka puruvaati. Puruvaadist saadakse isopreen, temast karotenoidid ning
neist omakorda stinteesitakse ABA (Xiong & Zhu 2003). Seega, madalas CO,-s pole
piisavalt ABA, mistdttu ei aktiveeru anioonkanalid ning ©hul6hed ei sulgu.
Pimedusreaktsiooni olemasolu madalas CO,-s hoitud taimedel v6ib seletada sellega, et
fototropiinide ja plasmamembraani H+-ATPaasi inaktiveerumise kaudu toimuv
sulgrakkude turgori langus (Shimazaki jt 2007) oli funktsionaalne ka madalas CO,-s.

AntioksUdatiivse kaitsesusteemi, mille tahtis osa on ka AsA, llesanne on teha
ROS-e kahjutuks. Naiteks eksogeense AsA lisamine lahusesse, milles hoiti Vicia faba
epidermiribasid, véhendas H,0, kontsentratsiooni sulgrakkudes ning 6huldhede
sulgumist pimedas (She jt 2010). Osoneerimine tdstis selle magistritdo tulemustes ROS-
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ide kontsentratsiooni ligi 22%, kuid muutusi askorbaadi tasemes erinevate tootluste
vahel ei leitud. Askorbiinhappe siintees algab heksoosidest ehk fotosiinteesi-
produktidest ning vOiks eeldada, et madalas CO,-s AsA sisaldus langeb, kuid
statistiliselt olulist erinevust AsA kontsentratsioonis kontroll- ja madala CO, taimede
vahel ei olnud. Suhteliselt madalad okstideeritud askorbaadi kontsentratsioonid koigis
tootlustes viitavad taimede heale vdimele AsA redokstaseme séilitamisel.

Uks vdimalus, miks AsA tasemetes olulisi erinevusi eelnevalt osoneeritud ja
kontrolltaimede vahel ei leitud, vG@ib olla tingitud taimede antioksldatiivse
kaitsestisteemi paindlikkusest ja efektiivsusest. Mitteensimaatilisel antioksidatiivsel
kaitsesusteemil, kuhu kuuluvad lisaks AsA-le ka naiteks GSH ja a-tokoferool (Foyer &
Noctor 2011), on tihe koostd6 enstmaatilise antioksudatiivse kaitseslisteemiga ning
I6pptulemuseks on efektiivne ROS-ide regulatsioon (Foyer & Noctor 2009).
Osoneerimine kestusega 2 ja 8 tundi ei mojutanud ka Arabidopsise erinevate
populatsioonide, sh Col-0, AsA kontsentratsiooni ja redutseerituse taset (Brosche jt
2010). Samas, eelnevalt osoneeritud taimed sisaldasid ka jargmisel hommikul rohkem
ROS-e, mis viitab vBimalusele, et tugeva stressifaktori kogemisel, milleks 1-tunnine
osoneerimine 450 ppb-ga kindlasti on, vdib taimele olla kasulikum sdilitada moneks
ajaks  stressisignaliseerimine, selle asemel, et kulutada antioksldatiivsete
kaitseslisteemide vahendeid ROS-ide téielikuks kdrvaldamiseks. Stressisignaliseerimise
ulalhoidmine aitab nditeks 6hulGhesid suletuna hoida, tagades niimoodi parema kaitse
stressi vOimaliku kordumise korral.

Kokkuvottes: eelnev 1-tunnine osoneerimine ja madalas CO,-s hoidmine kaotas
Arabidopsis thaliana metsiktilpi taimedel dra RTD — tulpreaktsiooni 3-minutisele
osoneerimisele. Eelnev osoneerimine pdhjustas ka H,O, kontsentratsiooni tdusu nii 90
minutit parast osoneerimise algust kui jargmisel paeval. Samas AsA sisalduses erinevusi
ei olnud. Madalas CO,-s hoidmine ei mdjutanud lehe H,O, ega AsA sisaldust vorreldes
kontrolltaimedega. Sulgrakkude k&itumise diinaamika paremaks seostamiseks H,O, ja
AsA sisaldustega oleks vaja modta neid aineid mitte kogu lehes, vaid eelkdige

sulgrakkudes ja sulgrakke tmbritsevas rakuvaheruumis.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas t06s uuriti muutusi lehtede askorbiinhappe (AsA, C vitamiin)
kontsentratsioonis, H,O, sisalduses ja 6huldhede Os-vastuses peale taimede 1-tunnist
osoneerimist vdi madalas CO,-s hoidmist Arabidopsis thaliana metsiktutbi Col-0
naitel. TO0 eesmargiks oli leida seoseid ©hul6hede Os-toimelise regulatsiooni,
reaktiivsete hapniku Uhendite tootmise ja nende detoksifitseerimise vahel. Taimede
gaasivahetust mdddeti unikaalse labivoolu pohiméttel td6tava gaasivahetusaparatuuriga.

1 tund osoneerimist (400 ppb), pbhjustas olulise 6hulShede juhtivuse (gs)
languse- osoneerimise 16puks oli gs vahe vorreldes kontrolltaimedega 30% ning sarnane
erinevus (29%) séilis ka jargmisel hommikul enne 3-minutilise osoneerimise algust.
Eelnevalt madalas CO,-s (50 ppm) hoidmine, vastupidi, avas dhulbhesid: taimede gs
oli 48% kdrgem vorreldes kontrolltaimedega, mida hoiti normaalse CO, juures.
Eelnevalt osoneerimata ja normaalse CO, juures hoitud taimedel (kontrolltaimedel)
pdhjustas 3-minutiline osoneerimine 400 ppb-ga, nn Os-pulss, 6hulGhede juhtivuse
kiire, kuid modduva véahenemise (RTD). V0rreldes Os-pulsi eelse stabiilse gs
vadrtusega vahenes dhuldhede juhtivus kontrolltaimedel keskmiselt 28-32%. Ohulhede
juhtivuse langus RTD ajal oli moodduv, viidates, et rakud ei olnud fhdsiliselt
kahjustunud, vaid dhul6hede sulgumine-avanemine oli tingitud sulgrakkudes toimivate
signaaliradade toost. Eelnev 1-tunnine osoneerimine ja madalas CO,-s hoidmine kaotas
taimedel RTD dra, samas sulgumine pimedas ja kérge CO, mojul séilisid.

Eelnev 1-tunnine osoneerimine pdhjustas H,O, kontsentratsiooni tdusu lehtedes:
90 minutit peale osoneerimise algust vdetud proovides oli H,O, tase vdrreldes
kontrolliga 22% t6usnud. Sarnane vahe osoneeritud ja kontrolltaimede vahel (21.6%)
oli olemas ka jargmisel hommikul. Madalas COj-s hoidmine H,O, sisaldust ei
mdjutanud.

AsA kontsentratsioone mdddeti k&esoleva t60 raames eelnevalt osoneeritud
ning madalas CO,-s hoitud taimede ja vastavate kontrolltaimede lehtedes. Kuigi eelnev
osoneerimine tekitas taimes ROS-e, siis askorbaadi taset see ei mdjutanud, samuti ei
erinenud madalas CO,-s hoitud ja vastavate kontrolltaimede AsA kontsentratsioonid.

Uks voimalus, miks AsA kontsentratsioonides olulisi erinevusi eelnevalt

osoneeritud ja kontrolltaimede vahel ei leitud, v&ib olla tingitud taimede
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antioksudatiivse kaitseststeemi paindlikkusest ja efektiivsusest. Kuna eelnevalt
osoneeritud taimed sisaldasid ka jargmisel hommikul rohkem ROS-e, viitab see
vOBimalusele, et tugeva stressifaktori kogemisel voib taimele olla pigem kasulikum
séilitada moneks ajaks stressisignaliseerimine, kui et kulutada antioksidatiivsete
kaitsesuisteemide vahendeid ROS-ide taielikuks kdrvaldamiseks. Sulgrakkude kditumise
dunaamika paremaks seostamiseks H,O, ja AsA sisaldustega oleks vaja mdoGta neid
aineid mitte kogu lehes, vaid eelkdige sulgrakkudes ja sulgrakke Umbritsevas

rakuvaheruumis.
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SUMMARY

In the present study, changes in leaf ascorbic acid (AsA) concentration, H,0,
production and stomatal Os-induced response after ozonating plants for 1 h or keeping
them in low CO; concentration were examined using Arabidopsis thaliana wild-type
Col-0. The study aimed to find correlations between stomatal Oz-induced regulation,
reactive oxygen species production and their detoxification. Plant gas exchange was
measured using unique flow-through gas exchange device.

Ozonation for 1h (400 ppb) resulted in decreased stomatal conductance (gs): the gs
of ozonated plants was 30% reduced compared to control plants after ozonation and this
difference (29%) persisted the next morning, when 3-min Os-pulse was given. Keeping
plants in low CO, concentration (50 ppm), on the contrary, had a positive effect on gs:
compared to plants kept in ambient CO,, the gs of low CO; kept plants was 48% higher.

In control plants that were not previously ozonated and were kept in ambient CO»,
ozonation with 400 ppb for 3 min (Os-pulse) resulted in a rapid but transient decrease in
gs (RTD). Compared to the pre-treatment gs values, gs decreased 28-32% after Oz-pulse
was given. As the decrease in gs during RTD was transient, cells were not physically
damaged, but stomatal closure and opening were caused by guard cell signaling
pathways. However, previous 1h ozonation and keeping plants in low CO,
concentration resulted in no RTD after Os-pulse, whereas the closure responses to
elevated CO, and darkness persisted.

Previous 1-hour ozonation induced a H,O; burst in leaves: 90 min after the
ozone treatment started, the ozonated plants had 22% higher H,O, concentration than
control plants. A similar difference in H,O, concentration (21,6%) between the
ozonated and control plants persisted the next morning. Keeping plants in low CO; did
not affect H,O, concentration.

Ascorbate concentrations were measured in the leaves of previously ozonated
and low CO; kept plants and the corresponding control plants (Although previous
ozonation resulted in ROS production in the leaves, it did not affect AsA concentrations.
Furthermore, no significant difference in AsA concentration was detected between
plants kept in low CO; and the corresponding control plants. One reason for no

differences between AsA concentrations in previously ozonated and control plants,

33



might be due to the flexibilityand efficiency of plant antioxidant defense system. As
previously ozonated plants contained more ROS also in the next morning, it is possible
that, when experiencing a strong stess factor, it is more beneficial to maintain stress
signaling for a while and not to spend antioxidant resource capacity to ensure complete
elimination of ROS. To better understand the correlations between AsA concentration,
ROS production and guard cell behavior, AsA and ROS should be measured in the

guard cells and surrounding apoplast, not in the whole leaves.
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LISAD

LISA 1 H,0, m6dtmine Amplex red meetodiga

H,0, mdootmiseks kasutati Amplex Red meetodit (reagent 10-atsettitl-3,7-
dihudrokufenoksasiin), mida on tapsemalt kirjeldatud lehekuljel

(http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/A22188). Antud protokoll oli

kohandatud siinse labori tingimustele.

1. Taimne materjal (~100 mg) koguti tuubidesse, mille p6hjas olid 2 mm
labim6dduga SiO3 kuulikesed ning kilmutati vedelas lammastikus.

2. Proovid purustati Silmat S6-ga ning H,O, ekstraheerimiseks lisati proovidele
500 pl 50 mM KH,PO,4 (pH 7,2)

3. Proovid tsentrifuugiti 4°C juures 15 minutit Kiirusel 16 000g

4. Varvilahuse valmistamiseks segati kokku 4,85 ml 50 mM KH,PQO,4, 100 pl 10
U/ml HRP-d (mé&dardika peroksidaas) ja 50 ul 10mM Aplex Red-i.

5. Valmistati H,O, standardid (0-75 uM) 500 uM H,O, lahusest ja 50 mM
KH,PO, puhvrist.

6. Mikroplaadile pipeteeriti kolmes korduses 50 ul standardlahuseid ning proove.
Proovidele lisati 50 ul varvilahust.

7. Fooliumiga kaetud mikroplaati inkubeeriti toatemperatuuril 30 minutit ning

seejarel maarati neelduvus 525 nm juures Multiscan FC spektromeetriga
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LISA 2 Askorbiinhappe md6tmine

Askorbaadi ja dehtidroaskorbaadi mé&&ramisel kasutati Gillespie ja Ainsworth(2007)

protokolli, mis oli kohandatud siinse labori tingimustele.

1. Askorbaadi standard (0,075-5 mM) valmistati 10mM askorbaadi lahusest ja 6% -
lisest trikloroetaanhappest enk TCA-st.

2. Taimne materjal koguti 1,5 ml tuubidesse, mille pdhjas olid 2mm l&bimd6duga
SiO,-st kuulikesed. Proovidele Lisati 1ml 6%-st TCA-d

3. Proovid purustati masinaga Silmat S6 ning tsentrifuugiti 5 minutit 4°C juures
kiirusel 16 000g.

4. Tuhjadesse 1,5 ml tuubidesse lisati 50 ul 75 mM fosfaatpuhvrit. Fosfaatpuhvrile
lisati 100 pl kas 6%-list TCA-d (nullproovidesse), 0,075-5 mM standardlahuseid
standardite jaoks vdi 100 ul proove, vastavalt markeeringuga proovitopsidesse.
Summaarse askorbaadi tuubidesse lisatakse 50 ul 10 mM ditiotreitooli ehk DDT-d
ning lastakse 10 minutit toatemperatuuril seista. Liigse DDT eemaldamiseks
lisatakse 50 pl 0,5%-list N-etttlmaleimiidi enhk NEM-i.

5. Sama mahu saamiseks lisatakse kdikidesse redutseeritud askorbaadi tuubidesse
kompensatsiooniks 100 pl vett.

6. KOoikidesse tuubidesse pipeteeritakse 250 ul 10%-list TCA-d, 200 ul 43%-list
H3PO4-a, 200 ul 4 %-list 2,2"-bipuridiuli ning 100 pl 3 %-list FeCls-e. Pérast FeCls
lisamist raputati kinniseid tuube, et véltida sademe tekkimist.

7. Proove inkubeeriti 37°C juures 1h ning seejarel méddeti neelduvust 525 nm juures
Multiscan FC spektromeetriga.
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