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Infoleht

Erineva lainepikkusega valguse moju siisihappegaasi kontsentratsiooni muutustest tingi-
tud 6huléhede sulgumisele ja avanemisele

Ohuldhed on poorid taime lehtede ja varte pinnal, mis reguleerivad taimede veevahetust.
Taimede 8huldhede avanemis-ja sulgumismehhanismide mdistmine on oluline, sest sooje-
neva kliima, CO, kontsentratsioonitdusu ja kahanevate veevarudega voib tulevikus kujuneda
eluliselt tahtsaks taimede veekasutuse efektiivsuse suurendamine. Seetdttu uuriti kdesole-
vas t60s valguse moju slisihappegaasi kontsentratsiooni muutuse poolt algatatud dhuldhede
reaktsioonidele. Selleks teostati gaasivahetuseksperimendid hariliku miirlooga (Arabidopsis
thaliana) kahe 6kotilibi ja vaaristubakaga (Nicotiana tabacum). Katsete tulemustest selgus,
et eri lainepikkusega valgus omab md&ju dhuldhede reageerimisele ja see tundub olevat liigiti

varieeruv.

Taim, 6huldhe, valguse lainepikkus, stisihappegaas, gaasivahetus

CERCS: B310 Soontaimede flisioloogia
The effects of light at diferent wavelengths on carbon dioxide induced stomatal regulation

Stomata are pores in the surfaces of leaves and stems, which control water loss from the
plantviatranspiration. In the light of the ongoing climate change it is getting more prevalent
to better understand the mechanisms behind plantstomatal conductance, as it will be im-
portantinthe future to have more water efficient plantsthat can copewith harsher condi-
tions. In order to achieve this goal, the mechanisms of stomatal regulation need to be un-
derstood. Here, stomatal reactionsinduced by carbon dioxide concentration changes were
measured under light at different wavelengths in Arabidopsis thaliana and Nicotiana taba-
cum plants, to understand the effect of light at different wavelength on stomatal conduct-
ance and reactions. Experiments were carried out with a custom-built gasexchange device.

Different light had an effect on stomatal conductance and reactions and it varied by species.
Stomata, plant, carbon dioxide, gas-exchange, light

CERCS: B310 Physiology of vascular plants
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Kasutatud liihendid
GORK — GATED OUTWARDLY-RECTIFIYING K* CHANNEL, sulgrakust K" ioone valja viivkanal

KAT1 - POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 1, Arabidopsis thaliana kaaliumi-
kanal 1, kanal, mille kaudu K* ioonid sisenevad sulgrakkudesse

KAT2 — POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 2, Arabidopsis thaliana kaaliumi-
kanal 2, kanal, mille kaudu K" ioonid sisenevad sulgrakkudesse

AKT1 — Arabidopsis thaliana kaaliumitransporter 1, kanal, mille kaudu K* ioonid sisenevad
sulgrakkudesse

CA — CARBONIC ANHYDRASE, karboonhappe anhiidraas, katalisib siisihappegaasist bikar-
bonaadi moodustumist

HT1 — HIGH LEAF TEMPERATURE 1, kinaas, mis osaleb sulgrakkude CO; signaalitilekandes

MPK — MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE, mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaas, MPK4
ja MPK12 osalevad CO; algatatud 6huldhede sulgumisreaktsioonides

SLAC1 — SLOW ANION CHANNEL 1, aeglane anioonkanal, omab keskset rolli 6huldhede sul-
gumises

OST1 — OPEN STOMATA 1, 6huldhede sulgumisel SLAC1 aktiveeriv kinaas
PHOT1 — PHOTOTROPIN 1, fototropiin 1, sinise valguse retseptor

PHOT2 — PHOTOTROPIN 2, fototropiin 2, sinise valguse retseptor

CRY1 - CRYPTOCHROME 1, kriiptokroom 1, sinise valguse retseptor
CRY2 — CRYPTOCHROME 2, kriiptokroom 2, sinise valguse retseptor

LOV — LIGHT-OXYGEN-VOLTAGE, valgust, hapnikku ja pinget tajuv domeen fototropiin valku-
des

PP1 — PROTEIN PHOSPHATASE 1, fosfataas, osaleb sinise valguse pShjustatud 6huldhede
avanemisreaktsioonides

PRSL1 — PP1 REGULATORY SUBUNIT2-LIKE PROTEIN 1, PP1 regulatoorne subtihik, reguleerib
PP1 rakusisest paiknemist

BLUS1 — BLUE LIGHT SIGNALING1, kinaas, mis osaleb sinise valguse pohjustatud 6huldhede
avanemisreaktsioonides

BHP — BLUE LIGHT-DEPENDENT H*-ATPASE PHOSPHORYLATION, kinaas, mis osaleb sinise
valguse pohjustatud dhuldhede avanemisreaktsioonides

PHYB — PHYTOCHROME B, fiitokroom B, punase valguse retseptor
PHYA — PHYTOCHROME A, fitokroom A, punase valguse retseptor

DCMU - 3-(3,4-diklorofentilil)-1,1-dimetiiilurea, tugev fotostinteesi inhibiitor



Sissejuhatus

Ohuldhed on viikesed muudetava suurusega poorid taimedel, mille kaudu kdib gaasivahetus
viliskeskkonnaga. Ohuldhe moodustavad kaks sulgrakku, mis suudavad turgorimuutusega
muuta raku kuju ja sellega ka poori labimddtu, mis mdjutab otseselt taime paasevat sisi-
happegaasi hulka ja veekadu transpiratsiooni kaudu. Ohuldhede reguleerimiseks on taimel
mitmeid keerukaid signaaliradu, millest meil ei ole veel téielikku arusaama. Ohuldhede ava-
tust mdjutavad mitmed keskkonnategurid, naditeks stisihappegaasi kontsentratsiooni langus
ja suurem valgustugevus avavad dhuldhed, kdrge slisihappegaasi tase ning pimedus su lgevad
ohuldhed. Sulgrakkude turgorimuutus toimubioonide transpordi tottu labirakumembraani.,
loonide lilkkumised pdhjustavad vee sisenemist voi valjumist, mis vdljendub sulgrakkude tur-
gorimuutustes. Tanu 6huldhede avauste suuruse varieerimisele suudavad taimed kohaneda
mitmete kiirete keskkonnategurite muutustega. Kliimamuutus toob kaasa plsivamad kesk-
konnatingimuste muutused, millega taimedel vdib olla raske kohaneda. Seet6ttu on kasulik
moista pareminitaimede dhuldhede regulatsiooni viise ja neid méjutavaid tegureid selleks,
et tulevikus oleksime vbimelised taimi vajadusel muutma nii, et nad suudaksid keskkonna-

tingimustega kohaneda.

Antud to6 eesmargiks oli uurida erineva lainepikkusega valguse mdju slisihappegaasist sol-
tuvatele 6huldhede reaktsioonidele. Uurimisto6s kasutati hariliku miirlooga (Arabidopsis
thaliana) Col-0 ja Ler 6kotlilipe ning vaaristubaka (Nicotiana tabacum) sorti Bel-B. Taimed
kasvatati tavaparastes kasvutingimustes ja uuritavad tegurid rakendati alles eksperimendi
kdigus. Ohuldhede avatuse madramiseks kasutati gaasivahetusemddtmise seadet, mis v&i-
maldas tapselt hinnata taimede gaasivahetust imbritseva keskkonnagajalabi selle ka 6hu-

[ohede avatust.

T66 koostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis taimsete signaalide uurimisriihmas.



1. Kirjanduse lilevaade

1.1. Ohuldhed

Ohuldhed on viikesed muudetava suurusega avaused taimedel, mis vdimaldavad gaasivahe-
tust valiskeskkonnaga ja mojutavad sellega taimede veekadu ja slisihappegaasi kdttesaada-
vust fotosiinteesiks. Ohuldhe moodustavad kaks sulgrakku. Ohuldhede avanemine ja sulgu-
mine toimub sulgrakkude turgorimuutuste labi. Turgorimuutused on pdhjustatud ioonide

liikumisest labi sulgrakkude membraani.

Ohuldhede avanemisel transpordib H*-ATPaas prootoneid sulgrakkudestvilja, selle tulemu-
sel plasmamembraan hiiperpolariseerub ja kaaliumiioonid (K*) liiguvad raku sisse ldbi kaa-
liumitransportivate kanalite (Daszkowska-Golecja Szarejko, 2013). K* rakku transportivateks
kanaliteks on KAT1 (POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 1, Arabidopsis thalia-
na kaaliumikanal 1), KAT2 (POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 2, Arabidopsis
thaliana kaaliumikanal 2) ja AKT1 (ARABIDOPSIS THALIANA K" TRANSPORTER 1, Arabidopsis
thaliana kaaliumi transporter 1). Ka happeline keskkond apoplastis soodustab K*-kanalite
aktivatsiooni (Daszkowska-Golecja Szarejko, 2013). loonide rakku liikumise tulemusel liigub

sinna ka vesi jadhuldhed avanevad.

Ohuldhede sulgumisel inhibeeritakse H*-ATPaas ja aktiveeritakse anioonkanalid. Keskne roll
Oohuldhede sulgumisel on SLAC1 (SLOW ANIONCHANNEL-ASSOCIATED 1, aeglane anioonka-
nal) anioonkanalil (Vahisalu et al., 2008). Anioonkanalite kaudu valjuvad rakust malaat?’, CI’
ja NOs™ (Roelfsema ja Hedrich, 2005). H*-ATPaasi inhibitsioon koos anioonkanalite aktivat-
siooniga p&hjustab membraani depolariseerumise. Selle tulemusena aktiveeritakse K* ioone
rakust valja transportivad kanalid, nditeks GORK (GATED OUTWARDLY-RECTIFYING K* CHAN-
NEL, sulgrakust K* ioone vélja viivkanal) (Hosy et al., 2003; Jeanguenin et al., 2008). Seejarel

liigub vesi sulgrakust vdlja ja dhuldhed sulguvad.

1.2. Ohuldhede regulatsioon vastusena muutuvale siisihappegaasi kont-
sentratsioonile

Taimed muudavad oma 6huldhede avatust vastavalt siisihappegaasi sisaldusele hus. Tava-
vadrtusest kdrgem slisihappegaasi kontsentratsioon algatab 6huldhede sulgumisreaktsiooni
ja madalam avanemisreaktsiooni. Parast toostusrevolutsiooni on atmosfaari sisihappegaasi
tase olnud tousuteel (IPCC 2014 et al.). Kérge CO, kontsentratsioon pdhjustab dhuldhede

sulgumist ja nende arvukuse vahenemist lehepinnalihiku kohta. See toob aga kaasa lehtede
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Ulekuumenemise viahese jahutuse tdttu ja optimaalsestvaiksema saagikuse oludes kus vee-

varud ei ole limiteerivad (Engineeretal., 2016).

Mehhanismid, mis kontrollivad 6huldhede kditumistvastusena muutuvale CO, kontsentrat-
sioonile, on alles varases uurimisjargus. Lahustunud sisihappegaas muudetakse taimedes,
bikarbonaadiks ja prootoniteks, seega voib regulatsiooni viisiks olla CO,, bikarbonaadi vGi
prootonite kontsentratsiooni tajumine. Teada on see, et slisihappegaasi kontsentratsiooni
tdstmine 1000 ppm tasemeni ei mdjuta tsitoplasma pH taset, seega arvatakse, et dhuldhede
CO; vastus ei tulene muutunud pH-st (Kim et al., 2010). Praegu ollakse arvamusel, et just
bikarbonaat on see thend, mille vahendusel CO; kutsub esile 6huldhede sulgumist (Hu et al.,

2010; Xue et al., 2011).

CO; mdjul toimuv huldhede sulgumine on s&ltuv kaltsiumi ioonide (Ca**) kontsentratsioo-
nist sulgrakkudes. Madala Ca%*ioonide kontsentratsiooni (0,2 uM) korral on 8huldhede sul-
gumine tugevaltinhibeeritud, samas kui kontsentratsioonitdsta 50 uM-ni, taastub 6huldhe-

de sulgumine normaalsele tasemele (Hubbard et al., 2012).

Susihappegaasist sdltuva huldhede sulgumise jaoks on olulised karboonhappe anhtidraasid
(CA), mis katallitisivad CO,-st bikarbonaadi moodustumist. Taimedes, kus véimendati CA
geenide avaldumist, oli dhuldhede juhtivus oluliselt madalam kui metsikttlpi taimedes (Hu
et al., 2010). Karboonhappe anhiidraaside puudumisel olid 6huléhede reaktsioonid CO,-le

hairitud.

Ohuldhede vastuses CO,-le on keskne roll kinaasil HT1 (HIGH LEAF TEMPERATURE 1) (Hashi-
moto et al., 2006). Hiljuti avastati slisihappegaasile reageerimisel oluline osa ka mitogeen-
aktiveeritud proteiinkinaasidel MPK12 ja MPK4, mis inhibeerivad kdrge CO, taseme korral
HT1 kinaasi (Horak et al., 2016; Jakobson et al., 2016). Selle tulemusel vabaneb OST1 (OPEN
STOMATA 1, 6huléhede sulgumisel SLAC1 aktiveeriv kinaas) HT1 inhibitsioonialt ja aktivee-
rib SLAC1 anioonkanali, mis viib 8huldhede sulgumiseni (Vahisalu et al., 2008). Ohuldhede

reaktsioone sisihappegaasile iseloomustav skeem on joonisel 1.

Ohuldhede avanemisest madala CO, taseme mdjul on veel vdga vihe teada. Madal siisihap-
pegaasi tase aktiveerib H*-ATPaase, mis tekitab membraani huperpolariseerumise ja see
omakorda algatab K" ioonide rakku sissevoolu, otsene seos H-ATPaasi regulatsiooni ja stsi-
happegaasivahel on veel uurimisel (Engineeret al., 2016). HT1 kinaas on oluline komponent

ka 6huléhede avanemisel vastusena madalale CO, tasemele, ht1 mutandid ei reageeri mada-
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lale siisihappegaasi tasemele 6huldhede avanemisega (Hashimoto et al., 2006). Ka MPK12 ja

MPK4 on selles protsessis olulised (Horak et al., 2016, Jakobson et al., 2016).

Ohuléhede avanemine @ Ohuléhede sulgumine

A’o/_ K ;
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'
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Joonis 1. Madala ja kdrge CO, kontsentratsiooni korral toimivad signaalirajad 6huldhede avanemiseks ja sulgu-
miseks. Madala CO, mdjul toimub H*-ATPaasi aktivatsioon, mis pumpab prootoneid rakust valja, tekitades
membraani hliperpolariseerumise, see kdivitab K*-kanali, mille kaudu liiguvad K*ioonid rakku ja 8huldhed ava-
nevad. HT1, MPK12 ja MPK4 on selleks protsessiks vajalikud, kuid pole seni selge, kuidas. Kérge CO, kontsent-
ratsiooni puhul katallisivad CA-d slisihappegaasist bikarbonaadi moodustumist, bikarbonaat aktiveerib seni
teadmata mehhanismi kaudu MPK4 ja MPK12, misinhibeerivad HT1 toimimist. Selle tulemusena HT1 |6petab
OST1 inhibeerimise ja viimane aktiveerib SLAC1 anioonkanali, mis viib anioone rakust valja, hiljem kaivitub

membraani depolarisatsiooni tottu ka K*-kanal ja huldhed sulguvad.

1.3. Sinise valguse moju 6hulohede juhtivusele

Sinine ja ultraviolettvalgus on tugevad 6huldhede avanemist algatavad tegurid. Sinise valgu-
se poolt reguleeritud on ka mitmed muud flsioloogilised signaalid, mis aitavad madalates
valgusoludes hoida fotoslinteesi voimalikult efektiivsena ja tugevates valgusoludes kaitsta
taime kahjustuste eest (Briggs ja Christie, 2002). Taimedes on erinevaid sinise valguse poolt
reguleeritud protsesse, nditeks fototropism ehk taime lehtede suunamine valguse poole voi
valgusest eemale, kloroplastide imberkorraldamine lehes ja 6hul6hede avanemine valguse
toimel (Briggs ja Christie, 2002). Sinise valguse langemisel lehele tajuvad seda PHOT1 (PHO-
TOTROPIN 1, fototropiin 1, sinise valguse retseptor) ja PHOT2 (PHOTOTROPIN 2, fototropiin
2, sinise valguse retseptor) retseptorid, mis antud signaali tulemusena aktiveerivad H'-
ATPaasid, see tekitab membraani hiiperpolariseerumise, mis aktiveerib polarisatsioonisdltu-
vad K*-kanalid ja laseb K" ioonidel rakku siseneda dhuldhede avanemiseks (Assmann et al.,

1985; Briggs ja Christie, 2002). Oletatakse, et avanemine valges valguses on ka pohjustatud
8



sinise valguse komponendi tajumise kaudu PHOT1 ja PHOT2 retseptorite kaudu (Fujita et al.,
2013), mis vOib tdhendada, et taim valget valgust otseselt ei erista, vaid kasutab dhuléhede
reguleerimiseks vaid kitsast osa kogu lainepikkusest.

1.3.1. Sinise valguse retseptorid

Teada on neli sinise valguse retseptorit: CRY1 (CRYPTOCHROME 1, kriiptokroom 1), CRY2
(CRYPTOCHROME 2, kriiptokroom 2), PHOT1 ja PHOT2 (Kinoshita et al., 2001). PHOT1 valk
seob flaviini kofaktorit LOV (LIGHT-OXYGEN-VOLTAGE, valgust, hapnikku ja pinget tajuv) do-
meeniga, mis toimib valgussensorina (Briggs ja Christie, 2002). Valguse mdjul toimub valgu
aktiveerumine fosforiileerumise labi, mis leiab aset mitmel seriinija treoniini aminohappe
jaagil. Antud reaktsioon on ATP spetsiifiline ja valkise sisaldab ka ATP seondumissaiti (Briggs

ja Huala, 1999).

PHOT2 valk on oma funktsioonilt ja struktuurilt sarnane PHOT1 valgule, kuid ta toimib vaid
korge valgusintensiivsuse korral (Briggs ja Christie, 2002). PHOT1 defektiga mutante uurides
avastati, et taimedel sdilib tundlikkus tugeva sinise valguse korral, phot1 phot2 topeltmutan-

did olid samas ka tugevale sinisele valgusele vahetundlikud (Briggs ja Christie, 2002).

Kriptokroomid tajuvad samuti sinist valgust ja reguleerivad néaiteks tsirkaadseid riitme,
hormoonide tootmist, stressivastuseid, fotoslinteesi ja ainevahetust (Chaves et al., 2011),
kuid suurt rolli 6huldhede regulatsioonis vastusena sinisele valgusele pole neil seni leitud

(Boccalandroetal., 2012).

1.3.2. Sinise valguse signaaliiilekanne
Hiljuti on avastatud veel ka teisi lUlisid sinise valguse signaalitilekandes. PP1 (PROTEIN PHOS-

PHATASE 1, fosfataas, mis osaleb sinise valguse pdhjustatud dhuléhede avanemisreaktsioo-
nides) toimib sinise valguse reaktsioonides vaheliilina, ta kannab PHOT1 ja PHOT2 signaali
ule H-ATPaasile (Shimazaki et al., 2007; Hayashi ja Kinoshita, 2011). PRSL1 (PP1 REGULA-
TORY SUBUNIT2-LIKE PROTEIN 1, PP1 regulatoorse subiihiku moodi valk) toimib PP1 regulaa-
torina jamGjutab tema paiknemist rakus, kuid tédpseid toimemehhanisme ei ole hetkel veel
teada (Takemiya et al., 2013b). BLUS1 (BLUE LIGHT SIGNALING1), kinaas, mis osaleb sinise
valguse pShjustatud 6huldhede avanemisreaktsioonides, vahendab signaali PHOT1/PHOT?2 ja
H*-ATPaasi vahel (Takemiya et al., 2013a). BHP (BLUE LIGHT-DEPENDENT H*-ATPASE PHOS-
PHORYLATION, kinaas, mis osaleb sinise valguse pdhjustatud dhuldhede avanemisreaktsioo-
nides) on oletuslikult jargmine lili BLUS1 jarel H*-ATPaasi aktiveerimises, kuigita ei interak-

teeru viimasega otse, seega peaks olema selles signaalirajas veel Gilekandevalke (Hayashi et
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al., 2017). Mudel sinise valguse vahendatud signaaliilekande kohta dhuldhede avanemisel

on ndidatudjoonisel 2.

o K
I, " ,
a® ®6 « G
® " ' ® R
H* -ATPaas 1: K*kanal

PRSLT J !
ATP APDP k
® ® T :
o ® Yo
® o 2 ©

Joonis 2. Signaalirada sinise valguse algatatud 6huldhede avanemisreaktsioonis. PHOT1 ja PHOT2 tajuvadsinist
valgust ja edastavad signaali BLUS1-le ja BHP-le, edasi laheb signaal PP1-le, mida reguleerib PRSL1 ning seejarel
aktiveeritakse H*-ATPaas. See pumpab prootoneid rakust valja ja membraan hiiperpolariseerub, voimaldades

K* ioonide sissevoolu rakku ja dhulGhe avaneb. Joonis koostatud Inoue ja Kinoshita (2017) pdhjal.

1.4. Punase valguse moju ohulohedele

Ohuldhede avanemiseks punases valguses on tarvis oluliselt suuremat kiirgustaset kui sinises
valguses (Sharkey ja Raschke, 1981). On nédidatud, et sulgrakud ei reageeri otse punasele
valgusele, vaid hoopis punase valguse poolt pohjustatud fotoslinteesikaivitumisele ja sellest
tulenevale CO; kontsentratsioonilangusele (Roelfsemaetal., 2002). See avastus viitab selle-
le, et punase valguse ja slisihappegaasi tasemest sdltuv 6huldhede regulatsioon on omav-
ahel seotud. Punase valguse poolt algatatud 6huldhede avanemisreaktsioon tundub olevat
otseselt seotud mesofillirakkudes toimuvafotoslinteesiga, sest katseliselt on ndidatud, et
kui taime lehe osa toodeldi DCMU-ga (3-(3,4-diklorofentiil)-1,1-dimetiilurea, tugev foto-
slinteesi inhibiitor), ei toimunud peaaegu mingit avanemisreaktsiooni (Fujita et al., 2013).
Ohuldhede avanemise reaktsioon punases valguses koos ndrga sinise valgusega on tunduvalt
efektiivsem kui ainult punasesvalguses, ainult nérga sinise valguse korral 6huldhede reakt-
sioon peaaegu puudub (Shimazaki et al., 2007). Jarelikult mGjutab sininevalgus 6huldhesid
punasest sdltumatult, kuid madalast intensiivsusest avanemise jaoks ei piisa. On teada ka
see, et mOni punase valguse retseptoritest on seotud dhuldhede avanemisega punase valgu-
se mojul, sellised on naiteks PHYB (PHYTOCHROME B, flitokroom B, punase valguse retsep-
tor) (Wanget al., 2010) ja PHYA (PHYTOCHROME A, fiitokroom A, punase valguse retseptor)
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(Eckert ja Kaldenhoff, 2000). Suisihappegaasi vastuseks oluline HT1 kinaas on vajalik ka puna-
se valguse mojul 6huldhede avanemiseks (Matrosova et al., 2015), mis toetab jadlle seda, et
6huldhede reaktsioonid madalale siisihappegaasile ja punasele valgusele on omavahel seo-

tud.
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2. Eksperimentaalosa

2.1. To6 eesmargid

Teadaonsee, et sinises valguses on taimedel 6huldhed tavaparasestrohkem avatud. Siiani
on vahe uuritud kuidas kadituvad sinises valguses olevad taimed stisihappegaasi poolt algata-
tud 6hul6hede avanemis- ja sulgumisreaktsioonides vorreldes teistsugustes valgustingimus-

tes olevate taimedega. Sellest ajendatultoli antud t66 eesmargiks uurida:

e kassusihappegaasi kontsentratsiooni tdusust tingitud taimede dhuldhede sulgumis-
reaktsioon sdltubvalguse lainepikkusest

e kastaimede dhuldhede avanemisreaktsioonvastusenasisihappegaasi kontsentrat-
sioonilangusele soltubvalguse lainepikkusest

e kuidas mojutab pimedus dhuldhede reaktsioone siisihappegaasi kontsentratsiooni

muutustele

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Taimede kasvatamine
Eksperimendis kasutatavateks taimedeks olid harilik mitrlook (Arabidopsis thaliana, 6ko-

tulbid Col-0ja Ler) ja vaaristubakas (Nicotiana tabacum, sort Bel-B). Taimede seemned kiil-
vati spetsiaalsetesse Jyrkki pottidesse (Kollist et al., 2007), mis voimaldavad taimi sisestada
katseaparatuuri. Hariliku mitrlooga seemneid hoiti vihemalt kolm p&deva enne kilvamist
kiilmkapis vee sees, mis simuleerib talveperioodija soodustab seemnete idanemist. Tubaka-

seemned taolist eelt6otlust ei vajanud.

Jyrkki potid on plastmassist, nelinurkse kujuga ja nende peale on 45° nurga all kinnitatud
klaasplaat. See vdimaldab 6hul kasvusubstraadile ligi padaseda. Klaasplaadi keskeleon puuri-
tud umbes 3 mm labimd6duga koonusjas auk, mis véimaldab taimedel kasvada nii, et kogu
maapealne osa on kasvusubstraadist klaasplaadiga eraldatud. Plastmassist pottide pdhja on

puuritud augud, mis voéimaldavad kasutada altniisutusega kastmist.

Potid taideti 250 g kasvusubstraadiga, mis koosnes mahu jargi arvestatuna kahest osast tur-
bast ja ihest osast vermikuliidist. Vett lisati segule nii palju, et see moodustaks 50% eelneva-
te komponentide mahust. Klaasplaat asetati potile peale nii, et kasvusubstraatja klaasplaat

puutusid omavahel kokku.
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Hariliku mutrlooga seemneid hoiti enne kilvi vee sees ja seetdttu oli sobilik kiilvata neid
automaatpipetiga vesisuspensioonina. Tubaka seemned kiilvati kuivalt. Kilvamiseks pandi
seemned klaasplaadiauku mullapinnale. Idanemise soodustamiseks asetati klaasplaadiaugu
kohale tagurpidi Petri tass, mille alla tekkis suurema 6huniiskusega keskkond. Idulehed are-
nesid taimedele umbes nadal parast kilvamist ja siis sai Petri tassi eemaldada. Hariliku
miuirlooga taimed harvendati pintsettidega 7-10 pdeva parast kiilvi. Tubakataimede areng

olialguses aeglasem ja need harvendati umbes kaks nadalat parast kiilvamist.

Taimede kastmine toimus iks kord nadalas ja selleks kasutati altniisutuse meetodit. Kastmi-
seks asetati potid veega taidetud vanni ja hoiti seal nii kaua kuni poti kogumass oli umbes

340 g.

Taimed saavutasid sobivasuuruse katsete ldbiviimiseks umbes 24 pdevaga.

2.2.2. Katseaparatuur

Katseseade on vdlja arendatud ja valmistatud konkreetses t66grupis. See koosneb moote-
kambritest, CO; ja H,O analiisaatorist, valgustitest, pumpadest, termostaatidest, arvutist,

gaasiballoonidest (CO2, N;) ja KOH kolonnist. Antud katseseadeon edasi arendatud variant

varasemast seadmest (joonis 3 Kollist et al., 2007).

Taimede gaasivahetuse anallilsimiseks mdddetakse kambrisse siseneva ja kambrist valjuva
6hu CO; ja H,0 kontsentratsiooni. Nende nditude muutuste jargi arvutatakse 6hulohede
juhtivus. Selline lahendus véimaldab mddta terve taime gaasivahetust ilma taime oluliselt

hairimata.

KOH kolonn on kasutusel 6hu CO; sisalduse vihendamiseks. KOH kolonn tihendatakse sisse-
tulevale valis6huliinile ja kogu stisteemi CO, tase langeb. Seejarel saab CO; balloonist lisada
igasse kambrisse teistest s6ltumatult siisihappegaasi, et saavutadasoovitud CO; kontsent-

ratsioon.

Valgustitena on kasutusel muudetava intensiivsusega LED valgustid valges, punases ja sinises

toonis.

Mdodtekambreid on kaheksa tiikki ja need on roostevabast terasest silindrid. Silindri pealmi-
ne osa koosneb kahest klaasplaadist, mille vahel on vesisark, misringleb labitermostaadi ja
on kindla temperatuuriga, vbimaldades kontrollida mddtekambri temperatuuri. Mdote-

kambris asub ka temperatuuri sensor.
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Ohk siseneb kambrisse védikese avause kaudu ja viljub teisest avausest. Siisteemi tekitatakse

rohk 41 mmHg, mis tagab dhu Gihtlase liikumise ja segunemise. Edasi liigub kambrist valjunud

o6hk CO,/H,0 analisaatorisse (Li-cor Li-7000 CO,/H,0 analyzer), mille n&it saadetakse ar-

vutisse, kus on spetsiaalselt antud seadme jaoks programmeeritud tarkvara. See tarkvara

arvutab katsest m6ddetud andmete pohjal 5huldhede juhtivuse. Esmalt mdddetakse gaaside

sisaldus kambrisse sisenevas ja siis kambrist vdljuvas 6hus. Kokku kulub tthe kambri méétmi-

seks Gks minut (30 sek kambrisse sisenev ja 30 sek kambrist valjuv 6hk). Enamasti mdddeti

neli kambrit korraga, nii saadi (iks ajapunkt (ihe kambri kohtaiga nelja minuti jarel. Ulejia-

nud neljas kambris stabiliseerusid taimed jargmiseks katseks.

muudetava vdrvuse ja intensiivsusega

kahe klaasi vaheline

valgusallikas

s

moobtekambrit kattev klaas

veesark
A\
Ohk sisse N e
@ 6hk vlja
\Y \ temperatuuri sensor
roostevabast terasest
silinder

poleeritud silindri serv /

taim

kasvupott asetatakse mootmiseks vastu
poleeritud silindri serva, mille tulemusel
moodustub 6hutihe Ghendus

kasvupotile kinnitatud

klaasplaat

kasvupott E

Joonis 3. Katseseadme gaasivahetuskamber.

kasvusubstraat
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2.2.3. Katsete labiviimine
Esmalt olivajalik elimineerida kasvusubstraadisttoimuv gaaside eraldumine kambrisse. Selle

jaoks kaeti taime varre ja klaasplaadivaheline ala taimedele ohutu vahaga (100 g vaseliini, 5
g mesilasvaha, 5 g parafiini). See protseduur teostativiahemalt (ks pdevenne eksperimenti,
sest samal pdeval vahatamine voib taimedele pShjustada stressi ja mojutadatulemusi. Enne
taimede mo6tekambrisse panemist pildistati (Sony RX-100) taimi koos millimeeterpaberiga.

Arvutis maarati piltide jargi taimede pindalad rakendusega Imagel (Schneider et al., 2012).

Parast taimede kambrisse asetamist tulilasta neil kohaneda uute tingimustega, seega ooda-
ti, kuni 6huldhede juhtivus saavutas stabiilse taseme, selleks kulus tavaliselt 30-60 minutit,
tubakataimede korral kauem. Kui taimed olid stabiliseerunud, méddeti 6huléhede juhtivust
neliajapunkti taime kohta, enne kui keskkonnatingimuse muutus tekitati. Muudetavaks tin-
gimuseks oli CO; kontsentratsioon, nii langetamine kui tdstmine algvaartuselt 400 ppm. Ohu-
Idhede avanemiskatse korral toimus CO, kontsentratsiooni langetamine 400 ppm-ilt 100
ppm-ile ja sulgumiskatsel tdstmine 400 ppm-ilt 800 ppm-ile. CO, taseme muutuse mdju dhu-
I6hede juhtivusele mdddeti valges, sinises ja punases valguses ning ka pimeduses. Lisaks
uuriti 8huldhede sulgumistkdrge CO;, kontsentratsioonimdjul madalas 6huniiskuses.

2.2.4. Sulgumiskatse

Sulgumiskatsel lasti taimedel kambrites kdigepealtkohanedaja 6huldhede juhtivusel stabili-
seeruda. Seejarel moodeti neli ajapunkti ja parast seda muudeti slisihappegaasi kontsentrat-
siooni kambrisse sisenevas 6hus. Katse jaoks kasutatav 6hk voeti valiskeskkonnast, mille sii-
sihappegaasikontsentratsioon on sellel katsel n-6 nullpunktiks, CO, kontsentratsioon vali-
sdhus on umbes 400 ppm. Parast nelja stabiilse ajapunkti registreerimist suurendati kamb-
risse siseneva 0hu CO; kontsentratsioonivaartuseni 800 ppm. Selleks kasutati gaasiballoonis
olevat siisihappegaasi.

2.2.5. Avanemiskatse

Selles katses juhiti valisohk enne kambrisse sisenemist1dbi KOH kolonni, misvahendas susi-
happegaasi hulka 6hus oluliselt. Katse alguseks reguleeriti CO, gaasiballooni kasutades
kambrisse siseneva 6hu CO; kontsentratsioon 400 ppme-ile. Taimedel lasti jallegi kohaneda ja
enne tingimuste muutmist mdddeti neli stabiilsetajapunkti. Parast seda vahendati CO; kont-

sentratsioon 100 ppm tasemele.
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2.2.6. Madala niiskuse katse
Katse jaoks vajalik madal dhuniiskus tekitati dhu jahutamise kaudu. Selleks juhiti 6hk labi

spiraalse vasktoru, mis asus vahtplastiga vooderdatud silindris. Katse jaoks taideti silinder
jaaga, mis jahutas vasktoru, ja tanusellele jahtus ka ldbi toru liikuv 6hk ja dhus sisalduv niis-
kus vahenes. Taimedel lasti madala 6huniiskusega kambrites stabiliseeruda ja mdddeti neli

ajapunkti. Parast seda suurendati CO, kontsentratsiooni 400 ppm-ilt 800 ppme-ile.

2.2.7. FErilainepikkusega valgus
Katsetes kasutatud erinevat varvi valgus tekitati erilainepikkusega LED-lampidega. Katsetes

kasutativalget, punast voi sinist varvi valgust ning ka pimedust. Kdikidel lampidel reguleeriti
intensiivsus katse jaoks 150 pmol m? s*. Pimeduskatsetes kasutati taimede valguse eest
varjamiseks raamatuid, mis asetati moGtekambrite peale, nii et need kataksid taielikult klaa-

sistosa taimede kohal.

2.2.8. Andmeanaliiis
Katsetest saadud dhuldhede juhtivused keskmistati. Arvutati 6huldhede sulgumiskiirus Ghes

minutis [(juhtivus ajahetkel 0 — juhtivus ajahetkel 13)/13 minutiga] ja poolestusaeg (6hul6-
hede reaktsiooni poolestusaegade arvutamiseks viidi kogu 60-minutilise katse jooksul toi-
munud 6huldhede vastus 0-100% skaalale, poolestusaja leidmiseks arvutati aeg mil saavutati
50%-line sulgumine). Statistiliseks analtlsiks kasutatirakendust Statistica (StatSoft Inc., Tul-
sa, OK, USA). Meetoditena kasutati Studenti t-testi voi (ihefaktorilist ANOVAt koos Tukey

post-hoc testiga, mis oli kohandatud ebavordse valimi suuruse jaoks.

2.3. Tulemused

2.3.1. Ohuldhede reaktsioonid siisihappegaasile sinise, punase ja valge valguse kies

2.3.1.1. Ohuldhede juhtivused sinise, punase ja valge valguse kies
Katses maarati taimede dhuldhede juhtivused eri lainepikkusega valguse ja 400 ppm CO;

kontsentratsiooni tingimustes. Hariliku miitirlooga 6kotiilbil Col-Oilmnes, et kdige kdrgem
juhtivus oli sinises valguses ja kdige madalam punases (joonis 4A). Juhtivused valges, puna-
ses ja sinises valguses olid kdik Gksteisest statistiliselt erinevad. Hariliku miitrlooga 6kotibil
Ler oli kdige kbrgem Shuldhede juhtivus sinises valguses ja kdige madalam punases (joonis
4B). Juhtivused sinises ja punases valguses olid lksteisest statistiliselt oluliselt erinevad, sa-
mas kui juhtivus valges valguses ei erinenud statistiliselt oluliselt ei sinise ega punase valgu-
sega saavutatud juhtivustest. Tubakataimedel ei erinenud 6huldhede juhtivus eri valguses

oluliselt (joonis 4C).
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Joonis 4. Kujutatud on uuritavate taimeliinide [Col-0 (A), Ler (B), Bel-B (C)] 8huldhede juhtivused (mmol m?2s1)
valges, punases ja sinises valguses vahetult enne CO, kontsentratsiooni tGstmist. Katsete tulemused on joonisel
keskmistatud £ standardviga. Statistiline analiils teostati Ghefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasu-
tati Tukey testi. Uksteisest statistiliselt erinevad grupid on tahistatud tihtedega (a, b, c). Valimi suurus: Col-0 n
=12,Llern=11,Bel-Bn=9.

2.3.1.2. Ohuldhede reaktsioon kdrgele siisihappegaasile sinise, punase ja valge val-
guse kdes

Taimede reaktsioon slisihappegaasi kontsentratsioonitdusule viljendus huldhedesulgumi-

se labi.

a) harilikmuurlook, 6kottitip Col-0

Murlooga Col-0 6kotiilibi reaktsioonidest kdrgele slisihappegaasi kontsentratsioonile on
ndha, et suhtelistes Gihikutes méddetunasulgusid dhuldhed sinises valguses vaihemal maaral
vOrreldes valge ja punase valgusega (joonis 5A). Samas sulgumiskiirusest on ndha, et sinises
valguses toimus sulgumine kiiremini kui punases, kuid sulgumiskiirusvalges valguses ei eri-
nenud statistiliselt oluliselt sulgumiskiirusestsinises ega punases valguses (joonis 5B). Poo-

lestusaegolisinises valguses kdige pikem (joonis 5C) ja statistiliselt oluliselterinev nii puna-
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ses kui ka valges valguses saadud tulemustest. Valges ja punases valguses saadud tulemused

Uksteisest statistiliselt oluliselt ei erinenud.
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Joonis 5. (A) Col-0 6huldhede juhtivus suhtelistes Uhikutes kérge CO, kontsentratsiooni korral. (B) Col-0 6hul&-

hede sulgumiskiirus ja (C) poolestusaeg kdrge CO, taseme juures. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud +

standardviga. Statistiline anallilis teostati tihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi.

Uksteisest statistiliselt erinevad grupid on téhistatud tahtedega (a, b). Valimi suurus n =12.

b) harilikmidrlook, 6kotilip Ler

Korge slisihappegaasi kontsentratsiooni katsetest selgus, et suhtelistes Gihikutes m6ddetuna
sulgusid 6huldhed sinisesvalguses vahemal maaral vérreldes valge ja punase valgusega (joo-
nis 6A). Sulgumiskiirused ei erinenud Uksteisest statistiliselt oluliselt iheskivalguses (joonis
6B). Sulgumisreaktsiooni poolestusaeg oli 6kotllbil Ler pikim sinises valguses (joonis 6C).
Sinises valguses saadud tulemused erinesid statistiliselt oluliselt punases ja valges valguses

saadud tulemustest.
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Joonis 6. (A) Ler Shuldhede juhtivus suhtelistes tihikutes kdrge CO, kontsentratsiooni korral. (B) Ler huldhede
sulgumiskiirus ja (C) poolestusaeg kérge CO, taseme juures. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud *
standardviga. Statistiline anallilis teostati lihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi.
Uksteisest statistiliselt erinevad grupid on téhistatud tahtedega (a, b). Valimi suurus n = 11.

c) vaaristubakasBel-B

Vaaristubakaga tehtud katsetest kdrgel stisihappegaasi kontsentratsioonil on ndha, et sinises
valguses sulgusid 8huldhed suhtelistes Gihikutes kdige vihem (joonis 7A). Ohuldhede sulgu-
miskiirus oli suurim punases valguses. Punases ja sinise valguses saadud tulemused olid tks-
teisest statistiliselt oluliselt erinevad (joonis 7B), valge valguse tulemused ei erinenud ei pu-
nase ega sinise valguse tulemustest. Poolestusaegadesei leitud statistiliselt olulisi erinevusi

erinevate valgustingimuste vahel (joonis 7C).
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Joonis 7. (A) Tubaka Bel-B 6huléhede juhtivus suhtelistes Ghikutes kdrge CO, kontsentratsiooni korral. (B) Bel-B
Ohuldhede sulgumiskiirus ja (C) poolestusaeg kdrge CO, taseme juures. Katsete tulemused on joonisel keskmis-
tatud + standardviga. Statistiline anallils teostati ihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tu-
key testi. Uksteisest statistiliselt erinevad grupid on tahistatud tihtedega (a, b). Valimi suurus n =9.

2.3.1.3. Reaktsioonid madalale CO,-le sinise, punase ja valge valguse kaes
Taimede reaktsioon slisihappegaasi kontsentratsioonilangusele vdaljendus dhuldhede ava-
nemise labi.

a) harilikmudrlook, 6kotitip Col-0

Antud katses oli hariliku milrlooga 6kotlitbil Col-0 kdige kdrgem dhuldhede juhtivus sinises
valguses (joonis 8A). Punases ja valges valguses olid 6hul6hede juhtivused enne tingimuste
muutmist samavaarsed, kuid parast CO, kontsentratsiooni langetamist oli tendents punases
valguses olevate taimede dhuldhedel rohkem avaneda. Statistiliselt olulisierinevusi avane-

miskiiruste vahel eri valgustes ei taheldatud (joonis 8B).
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Joonis 8. (A) Col-0 dhulhede juhtivus (mmol m? s?) ja (B) Bhul6hede avanemiskiirus (ithes minutis madala
slisihappegaasi katsetes. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud + standardviga. Statistiline analiiis teos-
tati Uhefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi. Valimi suurus n=12.

b) harilikmiurlook, 6kotlitip Ler

Ka selles katses oli 6huldhede juhtivus kdige kdrgem sinises valguses kasvavatel taimedel
(joonis 9A). Valges ja punases valguses ei olnud 6huldhede juhtivusel olulist vahet. Statistili-

selt olulisi erinevusi6huldhede avanemiskiiruste vahel ei esinenud (joonis9B).
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Joonis 9. Ler 8hulhede juhtivus (mmol m= s) ja 8huldhede avanemiskiirus thes minutis madala siisihap-
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pegaasi katsetel. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud * standardviga. Statistiline analiiis teostati

tihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi. Valimisuurusn=11.
c) vaaristubakasBel-B

Madala CO; kontsentratsioonijuures tubakal 8huldhede juhtivuses olulisi erinevusi eri
valgustilpide vahel ei olnud (joonis 10A). Statistiliselt olulist erinevustantud katses 6hu-
I6hede avanemiskiiruste vahel ei tuvastatud (joonis 10B).
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Joonis 10. (A) Bel-B 8huldhede juhtivus (mmol m? s?) ja (B) huldhede avanemiskiirus iihes minutis madala
slisihappegaasi katsetes. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud + standardviga. Statistiline analiilis teos-
tati Uhefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi. Valimi suurus n =9.

2.3.2. Ohuldhede reaktsioonid siisihappegaasile valges ja pimeduses
Antud katsete eesmark oli uurida, kas 6huldhede reaktsioonid slisihappegaasile valges ja

pimedas on erinevad. Kuna pimedus pohjustab madalamat 6huldhede juhtivust, kasutati
sulgumiskatsetes kontrollina katseid madala niiskusega, mis pohjustab samuti dhuldhede
juhtivuse vahenemist. See voimaldas uurida, kas véimalikud muutused 6huldhede reaktsioo-
nides kérgele CO,-le olid tingitud 6huldhede juhtivuse ja sellest tuleneva reageerimispotent-
siaali Gldisest vihenemisest vdi spetsiifiliselt just pimedusest.

2.3.2.1. Ohuldhede juhtivused pimedas, valge valguse kies ja madalas niiskuses
Antud tulemused iseloomustavad erinevate taimeliinide huldhede juhtivusi eri tingimustes,
valges valguses, madalas niiskuses ja pimeduses. Hariliku mitrlooga 6kotilp Col-0 taimedel
oli kdige kdrgem dhuldhede juhtivus valges valguses ja madalaim pimeduses (joonis 11A),

madalas niiskuses saadud tulemused jdaid nende kahe vahele. Ler 6kotiibil oli huldhedel
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kdrgeim juhtivus valges valguses, madalas niiskuses ja pimeduses saadud tulemused ei eri-
nenud Uksteisest oluliselt (joonis 11B). Tubakataimede puhul olidhuldhede juhtivus valges
valguses kdrgem kui pimeduses (joonis11C), madalas niiskuses saadud tulemused ei erine-

nud oluliselt kummastki eelnevast.
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Joonis 11. Eri taimeliinide 6huldhede juhtivused (mmol m s?) eri tingimustes (valge valgus, madal &hu-
niiskus, pimedus). Vaartused on mdddetud vahetult enne CO, kontsentratsiooni tdstmist. Katsete tulemused
on joonisel keskmistatud + standardviga. Statistiline analiilis teostati Gihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc
testiks kasutati Tukey testi. Uksteisest statistiliselt oluliselt erinevad grupid on téhistatud tihtedega (a, b, c).
Valimisuurus: Col-On=9-12,Lern=11-12,Bel-Bn=7-9.

2.3.2.2. Reaktsioonid kdrgele CO,-le pimeduses, valge valguse kdes ja madalas niis-
kuses
a) harilikmuiurlook, 6kottitip Col-0
Ohuldhede sulgumine suhtelistes (ihikutes oli vdikseim pimedas ja suurim madala niisku-
sega tingimustes (joonis 12A). Sulgumiskiirus oli pimeduses oluliselt madalam kui valges

valguses ja madalas niiskuses (joonis 12B). Poolestusaeg oli pimeduses oluliselt pikem kui

madalas niiskuses ja valges valguses (joonis 12C).
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Joonis 12. (A) Col-0 hulShede juhtivus suhtelistes tihikutes (B) 6huldhede sulgumiskiirus ja (C) poolestu-
saeg korge CO, kontsentratsiooni korral erinevates tingimustes. Katsete tulemused on joonisel keskmista-
tud + standardviga. Statistiline anallils teostati Gihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati
Tukey testi. Uksteisest statistiliselt erinevad grupid on tahistatud tihtedega (a, b). Valimi suurusn =9-12.

b) harilikmitrlook, 6kotlitip Ler

Suhtelistes Uhikutessaadud tulemustest selgus, et Ler 6kotlitbil oli pimeduses kdige vaiksem
dhuldhede sulgumine (joonis 13A). Ohuldhede sulgumiskiirustest oli kiireim sulgumine val-
ges valguses ja aeglasim pimeduses (joonis 13B), madala niiskuse tulemus jai nende kahe
vahele. Poolestusaeg oli pimeduses pikim ja erines statistiliselt oluliselt valges ja madalas

niiskuses saadud tulemustest (joonis13C).
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Joonis 13. (A) Ler Shuldhede juhtivus suhtelistes Ghikutes (B) 6hulGhede sulgumiskiirus ja (C) poolestusaeg
korge CO, kontsentratsiooni korral erinevates tingimustes. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud £ stan-
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dardviga. Statistiline anallilis teostati ihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi.
Uksteisest statistiliselt erinevad grupid on tahistatud tihtedega (a, b, c). Valimi suurusn=11-12

c) vaaristubakasBel-B

Antud katses ei ilmnenud dhul8hede juhtivuses suhtelistes Ghikutesolulisierinevusi (joonis
14A). Ohuldhede sulgumiskiirus oli suurim valges valguses (joonis 14B) ja statistiliselt oluli-
selt erinev sulgumisest pimeduses. Sulgumiskiirus madalas niiskuses ei erinenud statistiliselt

oluliselt teistest tingimustest. Ka poolestusajad ei erinenud Uksteisest oluliselt (joonis 14C).

A B C
=1, 50 (pPm) .
© 4, &
E 400 | 800 | = & S 10
< £ 047
55 € 5c a a
- Y 0 -
E o i
— o~ -
30381 = B g
S 5 -15 2]
2 o £
\;016 E -2 b _g_
2 £ 2°
2 @ -2,5 o
S04 2 g,
> Z -3 ab 2
o] R} Q
g 0-’2 g ‘3,5- 8 2 .
(o]
l; valge —e—madal niiskus —e— pime o 441 3 e
~ >
o 0 v v r r T » N 45 0 - € & P
10 0 10 20 30 40 50 60 & e
Aeg (minutites) @é\\%“

Joonis 14. (A) Bel-B 6hulShede juhtivus suhtelistes Ghikutes (B) Ghuldhede sulgumiskiirus ja (C) poolestusaeg
korge CO, kontsentratsiooni korral erinevates tingimustes. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud + stan-
dardviga. Statistiline anallils teostati Gihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi.
Uksteisest statistiliselt oluliselt erinevad grupid on tahistatud tihtedega (a, b). Valimi suurus n = 7-9.

2.3.2.3. Reaktsioonid madalale CO,-le pimedas ja valge valguse kdes
Ohuldhed avanesid madala CO, majul nii pimeduses kui valges.

a) harilikmuurlook, 6kottitip Col-0

Valges valguses oli 6huldhede juhtivus pimedusest oluliselt kérgem (joonis 15A). Juhtivuste
vahe olisarnane enneja parast CO, taseme muutmist. Ohuldhede avanemiskiirus valges val-

guses oli statistiliselt oluliselt suurem kui pimeduses (joonis 15B).
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Joonis 15. (A) Col-0 8huldhede juhtivus (mmol m? s?) ja (B) huldhede avanemiskiirus tihes minutis madala
slisihappegaasi katsetel madalas niiskuses ja pimeduses. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud + stan-
dardviga. Statistiline analiilis teostati Studenti t-testiga. Uksteisest statistiliselt erinevad grupid (p < 0,05) on
tahistatud tahtedega (a, b). Valimisuurus n =9-12.

b) harilikmitrlook, 6kotlitip Ler
Miuirlooga 6kotilip Ler kditus Col-0 6kotlitibile vordlemisisarnaselt, kuid 6huldhede juh-
tivus oli Ler 6kotulbil kdrgem (joonis 16A). Valges valguses olid dhuldhede juhtivus ja

avanemiskiirus oluliselt suuremad kui pimeduses (joonis 16B).
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Joonis 16. (A) Ler 8huldhede juhtivus (mmol m s?) ja (B) 8huldhede avanemiskiirus tihes minutis madala siisi-
happegaasi katsetel madalas niiskuses ja pimeduses. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud + standardvi-
ga. Statistiline analiilis teostati Studenti t-testiga. Uksteisest statistiliselt erinevad (p < 0,05) grupid on
tahistatud tahtedega (a, b). Valimi suurus n=11-12.

c) véaaristubakasBel-B

Tubakataimede 6huldhede juhtivus oli pimeduses oluliselt madalam kui valges valguses
(joonis 17A). Avanemiskiirus oli valges valguses kiirem (joonis 17B) nagu hariliku miilrlooga

puhulgi, kuid kiiruste vahe oli vaiksem, ehkki statistiliselt oluline.
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Joonis 17. (A) Bel-B 8huldhede juhtivus (mmol m? s?) ja (B) 8huldhede avanemiskiirus iihes minutis madala
slisihappegaasi katsetel madalas niiskuses ja pimeduses. Katsete tulemused on joonisel keskmistatud * stan-
dardviga. Statistiline analiilis teostati Studenti t-testiga. Uksteisest statistiliselt erinevad (p < 0,05) grupid on
tahistatud tahtedega (a, b). Valimi suurus n =7-9.

2.4. Arutelu

2.4.1. Ohuldhede juhtivus
Ohuldhede juhtivus oli sinises valguses alati k&rgem kui punases (joonis 4), see vdib tuleneda

sellest, et sinine valgus on tugev 6huldhede avanemist esile kutsuv signaal. Samas tubaka
puhul see nii ei olnud, mis tekitab kiisimuse, kas seal on sinise valguse roll sama oluline kui
harilikus muiirloogas. Ohuldhede juhtivus madalas niiskuses jdi enamjaoltsamale tasemele
kui pimeduses (joonis 11). Erandiks oli siin Col-0, millel oli madalas niiskuses kdrgem dhuld-
hedejuhtivus kui pimeduses. See vdib tahendadaseda, et Col-0 taimedel on dhuldhede sul-
gumisreaktsioon vee sdadastmiseks ndrgem kui teistel, jarelikult on fotoslinteesil suurem prio-
riteet kui vee sddstmisel. Uldiselt toimis madala niiskuse katse kontrollkatsena pimedusele
hasti, sest 6huldhede juhtivust Gnnestus alandada pimeduses oleva |ldhedale, mis elimineeris
voimaliku erinevast juhtivusest tuleneva reageerimispotentsiaali faktori pimeduse ja valguse

ohuldhede reaktsioonide vahel.
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2.4.2. Ohuldhede sulgumine kdrge siisihappegaasi mdjul valges, punases ja sinises valgu-
ses
Kbrge slisihappegaasi mdjul on hariliku miirlooga 6kotlilpides Col-Oja Ler dhuldhede sul-

gumine poolestusaegade pohjal sinises valguses aeglasem kui punases ja valges valguses
(joonis 5, joonis 6). Tubakataimedel poolestusaegades polnud olulist erinevust, kuid sinises
valguses sulgumine oli sulgumiskiiruste pdhjalaeglasem kui punases (joonis 7). See voib olla
seotud sellega, et sinine valgus on 6hul6hede avanemise aktivaator (Mansfield ja Meidner,
1966) ja takistab teataval maaral 6huldhede sulgumist CO, mdjul, sarnast efekti on margatud
ka fusikoktsiiniga (miikotoksiin), mis on samuti dhuldhede avanemise aktivaator (Travis ja
Mansfield, 1979). Sinises valguses esinevdhuldhede aeglasem reaktsioon voib olla tingitud
sellest, et sulgrakud reageerivad 6huldhede sulgumist aktiveerivatele teguritele vahem.
Avastatud on, et kdrge intensiivsusega valges valguses muutuvad 6hul6hed uimaseks ja rea-
geerivad 0hulGhede sulgumist aktiveerivatele teguritele aeglasemalt (Hoshika et al., 2016).
Kuna kdrge intensiivsusega valges valguses on ka sinise valguse kiirgus tugevam, véib ka neis
tingimustes esinev 6huldhede aeglasem reaktsioonolla tingitud sinise valguse tugevamast
intensiivsusest. Tubakas paistab sinise valguse efekt olevat nGrgem. Selle p&hjuseks voib olla
liigispetsiifiline kditumiserinevus, naitekson leitud, et kdrge CO; ja valge valguse md&jul ava-
nevad A. thaliana 6huldhed rohkem kui N. tabacum-il, kui rakendada mdlemat tingimust
korraga (Merilo et al., 2014). Kdesolevas uurimuses tehtud katsetest on naha, et N. tabacum-
il on 6huldhede reageeringslisihappegaasi taseme téstmisel (joonis 5B ja 7B) ja langetamisel
(joonis 8B ja 10B) aeglasem kui A. thaliana Col-0 taimedel, samasugune erinevuson naha ka
poolestusaegades (joonis 5Cja 7C). Antud katsetes nii tubakas kui harilikus miitirloogas kor-
ge CO; ja valguse tingimustel 6huldhed kiill sulgusid, mis on erinev Merilo et al., 2014 katse-
te tulemustest, kuid viimastes kasutativalgust intensiivsusega 450 pmol m™ s*, mis tekitab
tdendaoliselt oluliselttugevama 6huldhede avanemissignaali kui kdesolevas katses kasutatud
150 pmol m™ s valgusintensiivsus. Katsed erinesid veel selle poolest, et kdesolevas katses
olijuhtivus stabiliseeritud valguses ja siis muudeti CO; kontsentratsiooni; samas Merilo et al.,
2014 muudeti korraga valgust ja CO taset ning seega anti korraga kaks vastandlikku signaali,
samas kui antud to6s labiviidud katsetes muudetivaid Ght tingimust korraga. Need tulemu-
sed annavad alust arvata, et eri liiki taimed kadituvad dhuléhede regulatsioonissamadele tin-

gimustele erinevalt ka teiste mdjutegurite puhul.
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2.4.3. Ohuldhede sulgumine kdrge siisihappegaasi mdjul pimeduses
Pimeduses oli 6huldhede sulgumine kdrge sisihappegaasi mdjul aeglustunud Col-0 ja Ler

taimeliinides (joonis 12B, joonis 13B), tubakataimed reageerisid sama kiiresti kui teistes val-
gusoludes (joonis 14B). Leitud on, et katteseemnetaimed reageerivad pimeduses CO, taseme
muutustele Ca®* sdltuvate signaaliradade kaudu (Brodribb ja McAdam, 2013), paljasseemne-
taimedel selline mehhanism puudub ja pimeduses slisihappegaasi vastust ei esine. Arvatak-
se, et see andis katteseemnetaimedele eelise kiirema dhuldhede reaktsioonindol ja sellega
koos efektiivsema veekasutuse. Kdik kolm kdesolevas t66s uuritud taimeliini kuuluvad katt-
seemnetaimede hulka ja nad ka reageerivad pimeduses korgele stisihappegaasile 6hulohede
sulgumisega. Huvitav on aga see, et mdlemad hariliku muirlooga 6kotlilbid reageerivad
pimedusesvahem ja aeglasemalt kui teistes valgustingimustes ja tubakataimed reageerivad
samavaarselt teiste valgustingimustega. See vdib tahendada, et eri taimeliinides on Ca* sdl-
tuvates reaktsiooniradades erinevused, mis mdjutavad Shuléhede sulgumise efektiivsust.
Voimalik, et taimedel, mille algne kasvukoht oli piirkonnas, kus vesi oli raskesti kdttesaadav,
arenes antud signaalirada mdjuvamaks kui taimedel, mille kasvupiirkonnas veepuudust tihti
ei esinenud. Tegelikult oleks kasulik pimeduses lildse 6huldhed kinnihoida, et veekadu mi-
nimeerida. Samas kui veeolud on piisavad, siis ei ole taimele kahjulik huldhesid mingil maa-
ral avatuna hoida, sest sellisel juhul toimub ilmselt avanemine kiiremini, kui fotostinteesiks
soodsad tingimused saavutatakse. Lisaks kdigele on 6huldhedestveeaurumine oluline vee
transpordiks ldbitaime ja ilma selleta ei saa taim omastada substraadis leiduvast veest elu-
tegevuseks vajalikke lahustunud aineid.

2.4.4. Ohuldhede sulgumine madalas niiskuses kdrge siisihappegaasi majul

Need katsed tehti eesmargiga testida, kas pimedus omab 6huldhedele konkreetselt valguse
puudumisest pdhjustatud mdju voi on aeglasem reageering pdhjustatud suletumatest 6hu-
I6hedest, madal niiskus on ka dhuldhesid sulgev tegur ja seetdttu on seda hea kasutada
vordluseks pimedusele. Madal niiskuse tase vihendas dhuldhede juhtivust oluliselt hariliku
miuirlooga 6kotilipides Col-0 (joonis 11A) ja Ler (joonis 11B), tubakal (joonis 11C) olulist
erinevust ei esinenud. Pimedus sulges dhuldhesid vahemalt sama palju kui madal niiskus,
Col-0 taimede puhulisegi rohkem (joonis 11A). Reaktsioonil kdrgele siisihappegaasile nadita-
sid Col-0 (joonis 12ABC) ja Ler (joonis 13ABC) olulisi erinevusi 6huldhede kditumises pimedu-
ses ja madalas niiskuses. Mélemal juhul oli pimeduses sulgumiskiirus (joonis 12B ja 13B) olu-
liselt madalam ja poolestusaeg (joonis 12Cja 13C) oluliselt pikem madalas niiskuses saavuta-
tud tulemustest. Tubakataimedel ei esinenud olulisierinevusi ei 6huldhede sulgumiskiiruses
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(joonis 14B) ega ka poolestusaegades(joonis 14C). Jarelikult on vdimalik, et pimedus pohjus-
tab 6huldhede regulatsioonis muudatusi, mis on antud tingimustele omased, ja 6huldhede
aeglasem reaktsioon eiole tingitud ainult nende algsest suuremast suletusest. Tubakataime-
de 6huldhede regulatsiooni pimedus nailiselt taolisel viisil ei mdjuta, sest reageering on sar-
nane madala niiskuse ja ka valge valguse tingimustes saavutatule.

2.4.5. Ohuldhede avanemine madala siisihappegaasi mojul

Pimeduses on dhuldhede avanemine madala slisihappegaasi mojul aeglasem kui valges val-
guses kdigis uuritud taimeliinides (joonis 15B, 16B, 17B). Avanemine siiski toimub, kuigi sel-
listes tingimustes ei ole véimalik fotoslinteesida ja ei oleks m&tet Gldse 6huldhesid lahti hoi-
da. Tuleb arvestada ka sellega, et looduslikult selliseid tingimusi (pimedus+ madal CO, tase)
Uldiselt ei esine. Siin saab oletada, et CO; taseme langus on taimedele vaga tugevaks 6huld-
hede avanemise signaaliks ja omab prioriteeti teiste méjude {ile. On naidatud, et hariliku
miirlooga Col-0ja Ler 6kotlitibiltoimub kahe lksteisele vastandliku 6hulShesid reguleeriva
teguri (iheaegse rakendamise puhul alati dhuléhede avanemine (Merilo et al., 2014). See
viitab sellele, et harilikul mitrloogal on dhuléhede reguleerimises kérgem prioriteet alati
fotoslinteesi substraadil. Samas katses (pimedus + madal CO,) suutsid tubakataimed hoida
O0huldhede juhtivust madalamal kui miirloogad, kuid avanemine leidis siiski aset (Merilo et
al., 2014). Kdesolevas katseseerias madala CO; ja pimeduse tingimustes saavutati sarnased
tulemused, tubakataimede 6hulShed kiill avanesid antud tegurite mdjul (joonis 17A), kuid
Ohuldhede juhtivus jai siiski madalamaks kui tavatingimustes (CO, 400 ppm, valge valgus 150
umol m?s?), harilikud miiiirloogad Col-0 (joonis 15A) ja Ler (joonis 16A) avasid oma 6huld-
hed pimeduses ja madala CO, kontsentratsiooni korral umbes samavaarsele tasemele kui
tavatingimustes. Slisihappegaasitaseme langetamise katsetes valges, punasesjasinises val-
guses ei olnud taimedel 6hulShede avanemisesolulisierinevusi (joonis 8,9, 10). See viitab
jallegi sellele, et CO; kontsentratsiooni langus on taimedele vaga oluline mdjutegurja dletab
oma mojult teisi tegureid. Slisihappegaas on taimedel fotosiinteesisubstraat ja seega eluli-
selt vajalik. llmselt on 6huldhede vastus madalale CO, tasemele vdga tahtis ja see reaktsioon
on arenenud igas olukorras toimivaksja omab teiste tegurite ees prioriteedi eelist. Merilo et
al., 2014 katsetes on naha, et ka mitmetel teistel liikidel lisaks tubakale ja harilikule mudr-
loogale avanevad 6huldhed madala stisihappegaasi mdjul isegi pimeduses, kuigi sellistes tin-
gimustes fotoslintees toimuda ei saa. Seega on madal CO, tase ilmselt tdesti eelisdigusega

signaal.
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2.4.6. Edasised uuringud
Tulemuste paremaks tdlgendamiseks oleks kasulik uurida taimede reaktsioone erineva in-

tensiivsusega sinises valguses, sest sinise valguse kvandi energia on suurem vorreldes punase
valguse omaga. Seda uurides saaks teha kindlaks, kas sinise valguse mdju 6huldhedele on
pohjustatud konkreetselt lainepikkuse erinevuse vdi hoopis suurema energiaga valguskvan-
tide tottu. Veel voiks testida, kas sinise valguse ja kdrge intensiivsusega valge valguse efekt
ohuldhede sulgumisreaktsioonile siisihappegaasi mdjul on sarnaselttakistavnagu katsetes,
kus kdrge intensiivsusega valges valguses oli dhuléhede sulgumisreaktsioon osooni mojul
aeglustunud (Hoshika et al., 2016). On naidatud, et punasele valgusele madalaintensiivsuse-
ga sinist valgust lisades avab see 6huldhesid palju rohkem kui punane valgus tiksi (Shimazaki
et al., 2007). Hea oleks katsetada, kuidas m&jutab dhuldhede reaktsioone kdrgele ja madala-
le sisihappegaasi tasemele erineva valgustugevuse suhtega punaseja sinise valguse kombi-
natsioonide kasutamine. See aitaks paremini mdista punase ja sinise valguse omavahelist
seost ja mOju. Kdrge CO, katsetes hariliku milrlooga Col-0ja Ler 6kotlilipidelolisinises val-
guses efekt, mille kdigus parast esmast 6huldhede juhtivuse langust sisihappegaasi kont-
sentratsiooni tdusule hakkasid dhuldhede juhtivused taas aeglaselt tdusma (joonis 5Aja joo-
nis 6A). Antud katsed kestsid tund aega ja selle aja jooksul oli 6huldhede juhtivuse tdus pidev
ja praegusel hetkel pole teada, millisel maaral juhtivus oleks taastunud, seetdttu oleks hea
teha katse, kus kasutatakse sinist valgust ja korget stisihappegaasitaset. Katse kestus vdiks
olla nii pikk, kuni dhuldhede juhtivused stabiliseeruvad uuesti. Eksperiment aitaks selgitada
seda, millisele tasemele taastuks 6huldhede juhtivus voi kas sinise valguse mojul avaneksid
O6huldhed parastteatud aega tavalisele vdi selle lahedasele tasemele isegi kdrge slisihappe-

gaasi kontsentratsioonitingimustes.

2.4.7. Jareldused
T66 tulemustest selgus, et erineva lainepikkusega valgus mdjutab CO, taseme muutuse poolt

algatatud 6huldhede reaktsioone, seejuures suurim efekt oli sinisel valgusel. Sinises valguses
on dhuldhede sulgumine parsitud ja lGldine reageering aeglustatud ning dhuldhede vastus
slisihappegaasi kontsentratsiooni muutustele on tuimem. Selle efekti suurus tundub olevat
liigispetsiifiline, sest katses kasutatud tubakataimede dhuldhede regulatsioon muutus sinises
valguses vahem kui harilikul miirloogal. Madala stisihappegaasi pooltalgatatud dhuldhede
avanemisreaktsioonile ei avaldanud erineva lainepikkusega valgus olulist mdju jaavanemine

toimus isegi pimeduses, mis annab alust arvata, et madala CO, poolt algatatud avanemis-
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reaktsioon on viga tugev signaal 8huldhede reguleerimisel. Ohuldhede sulgumisel pimedu-
ses kditusid mitrlookade 6huldhed jallegi tubaka omadest teistmoodi, tubakataimel sulgu-

sid pimeduses 6huldhed normaalselt, kuid miiiirlookadel oli sulgumine tunduvalt aeglasem

ja vaiksema ulatusega.
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Kokkuvote

Kédesolevas to0s tehtud katsete tulemusena selgus, et taimede siisihappegaasi téusust tingi-
tud 6huldhede sulgumisreaktsioon s6ltub valguse lainepikkusest, kuid efekti suurus on toe-
naoliselt liigispetsiifiline, sest katsetes kasutatud eriliiki taimed ei reageerinud alati thtmoo-
di. Suurimat mdju avaldas 8hulGhede reaktsioonile sinine valgus, mis aeglustas ja vihendas

nende sulgumist.

Ohuldhede avanemisreaktsioonide uurimisel ei tuvastatud saadud katseandmete p&hjal eri
lainepikkusega valgusel olulist mdju 6hulGhede regulatsioonile. See voib olla tingitud madala
slisihappegaasi signaali suurest tahtsusestja selle prioriteetseks kujunemisest taimede dhu-

I6hede reguleerimises.

Pimedus vdahendas 6huldhede juhtivust, kuid reaktsioonid siisihappegaasi taseme muutuste-
le siiski toimusid. Kdrge CO, taseme korral oli taimede 6huldhede sulgumineoluliselt aeglus-
tunud vorreldes teiste valgusoludega ja poolestusaeg oli pikem, tubakataimede puhulsulgu-

sid 6huldhed normaalselt, mis viitab liigispetsiifilistele regulatsioonierinevustele.

Kaesolevate tulemuste pdhjalvoib arvata, et sinine ala valgusspektrist on oluline tegur 6hu-
I6hede avanemisel ja juhtivuse maaramisel. Seega vdaiksema dhuldhede juhtivuse ja sellega
seonduvalt ka madalama veekulu saavutamiseksvdib aidata taimede sinise valguse signali-

satsiooniraja vahem tundlikuks muutmine.
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Reslimee

The effects of light at different wavelengths on carbon dioxide induced stomatal regulation
Kaspar Koolmeister
Summary
Stomais a small openingin plant epidermis, which is formed by two guard cells, which have
unique propertiesto regulate the size of stomatal aperture. Stomataare very important to
plants, as they are used to exchange gases with atmosphere for photosynthesis and also
prevent excessive water loss. Guard cells control the stomatal aperture byincreasing or de-
creasing their turgor pressure; for opening they increase their turgor pressure and for clo-
sure they decrease it. Guard cell turgor pressureis controlled by movement of anions, cati-
onsand water. In orderto close the stomata, ions move out of the guard cells and for open-
ing they move into the guard cells. The mechanisms of stomatal movement and its regula-

tion remain to be fully characterized.

This research was carried out to better understand the effect of light at different wave-
lengthsto CO;-induced stomatal movements. This kind of knowledge can be used in the fu-
ture to engineer more drought resistant plants with higher water use efficiency that can re-
duce agricultural water consumption in regions where water is scarce. To analyze stomatal
responses, a gas exchange machine was used to measure the CO, uptakeand water evapo-
ration from the whole plant, from this data the stomatal conductance was calculated which
indicated how much did the stomata close or open. Stomatal closure was induced with high-
er than normal CO; levels and for stomatal opening lower than normal levels of CO, were

used.

Results showed that plants that were exposed to blue light had higher stomatal conductance
and slower stomatal closure rate than plants that were in red or white light. Stomatal clo-
sure inresponse to CO; in darkness was significantly slower thanin light in Arabidopsis thali-
ana. Stomatal opening in response to low CO, concentration occurred irrespective of light
conditions and evenin darkness, indicatingthat lack of substrate for photosynthesis is a ro-

bustand dominatingsignal for stomatal opening.
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