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Infoleht
Pdhja- ja Baltimaade nisuliinide dhulGhede tundlikkus 6hu niiskusvajaku ning
abstsiishappe suhtes
Sordiaretuses on oluline aretada teraviljasorte, mis on kliimamuutuste taustal saagikamad
ning suudavad efektiivsemalt kasutada ressursse. Kliima soojenedes langeb suhteline
Ohuniiskus ja tduseb dhu niiskusvajak (VPD), mistdttu kasvab taimede transpiratsioon ning
suureneb veekadu Ghul6hede kaudu. Taimed reguleerivad 6huléhede avatust vastavalt VPD-
le: VPD kasvades 6huldhed dldiselt sulguvad, et valtida liigset veekadu. VPD toimelise
ohuldhede sulgumise regulatsioonis osaleb taime stressinormoon abstsiishape (ABA).
Ké&esolevas t66s uurisin 6huldhede regulatsiooni 16-1 suvinisu sordil. Leidsin, et 1) sortide
basaalne 6hulbhede juhtivus ning dhulbhede tundlikkus VPD tbusu ja ABA-ga pritsimise
suhtes oli vaga varieeruv. Tuvastasin moned selgelt anisohtdrilised sordid, mis ei sulgenud
ohuldhesid ei VPD tdusu ega ABA mdjul; 2) kérgema juhtivusega sortide dhul6hed sulgusid
nii VPD kui ka ABA toimel ulatuslikumalt; 3) 6huldhede ABA ja VPD-vastuste ulatused olid
positiivses korrelatsioonis. Sortide saagiandmed Eesti Taimekasvatuse Instituudi pdéldudel
naitasid, et 2021 a. kuival ja kuumal suvel olid kdige saagikamad sordid, mille 6hulGhede
basaalne juhtivus oli madalam ning VPD-tundlikkus statistiliselt olematu.
Marksdnad: abstsiishape, nisu, dhu niiskusvajak, 6hulGhed, 6hulGhede juhtivus
CERCS: B310 Soontaimede fisioloogia
Stomatal sensitivity to vapour pressure deficit and abscisic acid in Nordic wheat
genotypes
It is essential to develop higher-yielding crops that can cope with changing climate and that
are more efficient in using resources. As climate gets warmer, relative air humidity decreases
and air vapour pressure deficit (VPD) increases. Therefore, the evaporative demand rises and
plants start to lose more water through transpiration. Plants usually decrease the opening of
the stomatal aperture in high VPD conditions to minimize the water loss. Stomatal closure in
high VPD is partly dependent on plant stress hormone abscisic acid (ABA). In this study, 16
different spring wheat cultivars were used to examine their stomatal sensitivity to VPD and
ABA. | found, that 1) there is a great variation in stomatal conductance (gs) among different
cultivars and identified anisohydric cultivars that did not close their stomata in response to
ABA treatment or rising VPD; 2) cultivars with higher gs were more sensitive to VPD and
ABA,; 3) there was a strong positive correlation between stomatal sensitivities to ABA or
VPD. As the temperature was higher than average and precipitation low in 2021 summer, the
highest yields in the fields of Estonian Crop Research institute were measured for the
cultivars that had lower gs values and statistically negligible sensitivity to VPD.

Keywords: abscisic acid, stomata, stomatal conductance, vapour pressure deficit, wheat
CERCS: B310 Physiology of vascular plants
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Kasutatud lishendid
ABA — abstsiishape

ABA-GE - taimelehtedes olev inaktiivne ABA-konjugaat gliikoosiga
CPK - CALCIUM DEPENDENT PROTEIN KINASE
ETKI — Eesti Taimekasvatuse Instituut

gs - taimede Ghuldhede juhtivus. Naitab taimelehest ajatihikus valjuva veeauru hulka lehe

pindalaiihiku kohta (mmol2s).

OST1 - OPEN STOMATA 1

PP2C - PROTEIN PHOSPHATASE 2C, 2C tiiupi fosfataas
PPFD - fotostinteetiliselt aktiivne kiirgus

PYR/PYL/RCAR - PYRABACTIN RESISTANCE1/PYR1-LIKE/REGULATORY
COMPONENT OF ABA RECEPTOR

QUAC1 - QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1
SLAC1 - SLOW ANION CHANNEL 1
SNRK2 — SNF1-RELATED KINASE 2s

VPD — ingl. k vapour pressure deficit, 6hu niiskusvajak. Vahe 6hu tegeliku veeauru réhu ja

antud temperatuuril killastunud veeauru réhu vahel, mis kajastab atmosfaari péuaolekut



Sissejuhatus

Taimelehtede pindmises kihis (epidermis) asuvad Ghuldhed: mikroavakesed, mille kaudu
toimub gaasivahetus mbritseva keskkonnaga. Ohuldhede kaudu siseneb fotosiinteesiks
vajalik CO; ja véljub veeaur. Ohuldhe moodustavad kaks sulgrakku, mille vahele jaab avaus.
Muutuvas keskkonnas on taimed vGimelised 6hulGhede avatust reguleerima — kui 6huniiskus
langeb, sulguvad ka dhulGhed. Sama toimub mitmete teiste abiootilise keskkonna faktorite

muutumisel.

Muutuvas kliimas on jarjest olulisemaks saanud Ghul6hede regulatsiooni uurimine, kuna
sellest sBltub taime veekasutuse ja CO> omastamise efektiivsus ning seetfttu ka saagikus.
Saak moodustub aja jooksul lehestikus assimileeritud susinikust, mis omastatakse 6huldhede
kaudu. Kliima soojenemisel muutub suhteline dhuniiskus jarjest vaiksemaks, sest kérgemal
temperatuuril mahub 6hku rohkem veeauru. Selle méjul suureneb ka 6hu niiskusvajak (VPD,
ingl k. vapour pressure deficit): vahe 6hu tegeliku ja killastunud veeauru kontsentratsiooni
vahel. Uurides, kuidas taimed reageerivad VPD-le, on vdimalik aretada sorte, mis on antud

muutusteks ette valmistatud.

VPD-st sdltuv 6hulGhede sulgumine on vahemalt osaliselt reguleeritud abstsiishappe (ABA)
poolt. ABA on taime stressihormoon, mida siinteesitakse mitmete protsesside juures, k.a
Ohuniiskuse languse puhul. ABA-st sdltuvat 6huldhede sulgumist on palju uuritud, kuid on
veel linki, mida on vaja tdiendada. Siiani on tehtud palju katseid mudelorganismidega
(Arabidopsis thaliana), kuid védhem on katseid p6llumajanduslikult oluliste taimedega.
Véhesed katsed, mida pdllumajanduslikult oluliste taimedega on tehtud, on enamasti

toimunud kontrollitud laboritingimustes.

Antud t60 eesmargiks oli uurida ja vorrelda laboratoorse gaasivahetusaparatuuriga dhul6hede
basaalset juhtivust ning 6huldhede vastuseid VPD muutusele ja ABA-le pdllumajanduslikult
uhel olulisemal teraviljal, nisul. T66 kéigus uurisin, kuidas reageerivad nisusortide 6huldhed
antud stiimulitele eraldi ja kuidas ABA indutseerib 6huldhede sulgumist madala ja kdrge
VPD tingimustes. Laboris tehtud katsete p&hjal valiti vélja sordid, mille gaasivahetust
pohjalikult uurida Eesti Taimekasvatuse nstituudi poolt ldbiviidud pdllukatsetes

NOBALwheat projekti raames.

T606 teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi Taimsete signaalide uurimisrihmas.



1 Kirjanduse Ulevaade

1.1 Nisu p6llumajanduslik olulisus

Nisu on (ks vanimaid teraviljasid, mida inimesed kasvatavad. PAllukultuuridest oli nisu 2020.
aastal Euroopas produktsioonilt esimesel kohal (kokku 255 miljonit tonni) ning maailmas
maisi jarel teine (760 miljonit tonni; FAOSTAT, 2020). On ennustatud, et aastaks 2050 on
vaja maailma toiduvajaduse katmiseks nisutoodangut tdsta 840 miljoni tonnini. See ei tundu
esialgu véga suur muutus, ent arvestada tuleb nisu saagitbusu pidurdumisega,
kliimamuutustega ning ka keskkonnaséastlikkuse aspektidega (Sharma jt., 2015). Naiteks on
oluline piirata pdhjavee kasutamist nisupdldude kastmiseks (Zhang jt., 2003, Mei jt., 2013).
Euroopas on nisu saagikuse kasv pidurdunud voi isegi piirkonniti podranud langustrendi (Ray
jt., 2012). Seega on nisufiisioloogia fundamentaalne uurimine oluline, et saavutada
jatkusuutlik tootmine ka tulevikus. Tavaparane sordiaretus ei ole enam piisav, et saavutada
vajalikku saagikuse kasvu (Pardo, 2010). Uheks potentsiaalseks saagikuse tdstmise
vBimaluseks on pakutud gaasivahetustunnuste optimeerimist (Faralli ja Lawson, 2020), mis

naitab antud t60s ettevdetud uuringu olulisust.

Ennustatakse, et globaalne temperatuur tduseb sajandi I6puks keskmiselt 1.5-6°C, mis
mdjutab teraviljade kasvu ja saagikust (Asseng 2015). Nisu on kdrge temperatuuri suhtes tks
tundlikumaid teraviljasid. Kdige tundlikumad arengustaadiumid on tolmlemine ja terade

taitumise periood (Wollenweber jt., 2003).

Kuumastressi mojude uurimise teeb keerukaks see, et korge temperatuur kéib ké&sikaes
mitmete teiste stressidega. Kdrgel temperatuuril on taimedele nii otsene mdju kui ka mdju labi
ohu niiskusvajaku (VPD) tbéusu. VPD on 6hu tegeliku veeauru kontsentratsiooni ja antud
temperatuuril killastunud veeauru kontsentratsiooni vahe. VPD kajastab atmosfaari
pduaolekut, mille tdusuga kaasneb transpiratsiooni tbus taimedel (Jalakas jt., 2021).
Kuumastressiga kaasnev VPD tdus ei tdsta kdrgenenud transpiratsiooni tdttu mitte ainult

taime veekadu, vaid vahendab ka mulla veesisaldust (Lobell jt., 2013).

Taime stressivastuses on oluline 6hulBhede regulatsioon. Ohuldhede kaudu toimub taimedes
gaasivahetus: valjub veeaur ja hapnik ning siseneb fotosiinteesis kasutatav CO,. Kuivemas
keskkonnas tombuvad ©huldhed kokku, piirates veekadu taimelehe kaudu, ent samas
piiratakse ka CO> sisenemist. Teraviljasortide vahel esineb varieeruvus dhul6hede vastustes
ohu kuivusele, millega kaasnevad erinevused veekasutuse efektiivsuses. (Schoppach ja Sadok,

2012). Efektiivsus valjendub CO, omastamise ja transpiratsiooni teel véljuva vee suhtes.
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Taimede OhulBhede juhtivus (gs) nditab ajatihikus lehest valjuva veeauru hulka lehe
pindalatihiku kohta (mmol ms?). Taimede GhulBhede juhtivuse véartus sdltub nii 6huldhede
avatusest kui ka 6huldhede tihedusest (Jalakas jt., 2018). Katsetes, kus mdddeti ajalooliste
nisusortide ©hulBhede juhtivust, leiti, et viimase 50 aasta jooksul on traditsioonilise
sordiaretusega kaasnenud Shulbhede juhtivuse téus (Roche, 2015). See kasv on saavutatud

juhuslikult, valides uusi sorte teiste tunnuste jargi (nditeks saagikus).

Katsetes perioodil 1962-1988 introdutseeritud nisusortidega leiti, et lisaks saagikusele olid
uuematel sortidel muutunud ka fusioloogilised tunnused. Naiteks uuematel sortidel oli
kasvanud maksimaalne fotosunteesi kiirus. Kiirem gaasivahetus tagas ka parema lehestiku
jahutamise 6hutemperatuuriga vorreldes (Fischer jt., 1998). Tugevaim positiivhe
korrelatsioon oli aga terasaagi ning gs vaartuste vahel. Sellest tulenevalt pakuti, et juhtivuste
vadrtused ning termograafiliselt mdddetav lehestiku jahutamine vOiks leida tulevikus
kasutamist liinide selektsioonis kaudse saagiindikaatorina (Fischer jt., 1998).

Sageli pole seoseid gaasivahetustunnuste (gs, netofotosiinteesi Kiirus) ja terasaagi vahel
katsetes siiski leitud (Driever jt., 2014, Jalakas jt., 2018). Fischer jt. (1998) pakkusid, et
terasaagi tugev positiivne korrelatsioon 6hulthede juhtivusega voib olla seotud sellega, et
uuemate ja saagikamate sortide Ghuldhed on vahem tundlikud médduka VPD tbusu suhtes.
Oluline vbib olla ka parem lehtede jahutamine kuumastressis. Maoistmaks, millistes
tingimustes ja miks gs vadrtused saagiga korreleeruvad, on vaja teha veel tdiendavaid
uuringuid, nii pollul kui laboris. Laboris kontrollitud tingimustes tehtud katsed aitavad
selgitada varieeruvuse ulatust nii Ghuldhede basaalses juhtivuses kui ka @hul6hede

tundlikkuses keskkonnafaktorite suhtes.

1.2 Ohuldhed

Ohuldhed on taimelehtede ja -varte epidermis asuvad avaused, mille kaudu toimub
fotosunteesiks kasutatava CO2 sisenemine ning veeauru valjumine transpiratsiooni teel.
Samuti voivad siseneda ohul6hede kaudu mitmed saasteained ning patogeenid ja véljuda
erituvad I6hnained (Kollist jt., 2014). Seet6ttu on taimel (dlioluline vastavalt
keskkonnatingimustele muuta 6huldhede avatust, et kaitsta end liigse veekaotuse vOi
patogeenide sisenemise eest, valtides samas CO ndlga (Bhatla ja A. Lal, 2018). Taimede
varieeruv vOime reguleerida Ohulbhede avatust eri keskkondades nii, et veekadu oleks
piiratud, ent samas sdiliks CO, omastamine, on v@imaldanud neil evolutsiooni ké&igus

kohaneda véga erinevate keskkonnatingimustega (Hetherington ja Woodward, 2003).



Ohuldhede avad moodustuvad kahe spetsiifilise raku vahele, mida nimetatakse sulgrakkudeks.
Sulgrakud on olemuselt ebasimmeetrilised: valimine kilg venib sisemisest rohkem ning
turgorrdhu tdustes sulgrakk kaardub ja rakkude vahele tekib avaus, ning vastupidi, turgorréhu
vahenedes avaus sulgub. Seega sulgrakkude kuju muutumisel muutub ka sulgrakkude vahele
jadva avause suurus. Tadpiliselt on Ghuldhede sulgrakud neerukujulised. Korrelistel on
sulgrakud peenemad ning hantlikujulised. Nende sulgrakke umbritsevad ja toestavad lisaks
kaasrakud (Joonis 1; Franks ja Farquar, 2007).

Joonis 1. Eri taimerihmade Ohuldhed Franksi ja Farquhari (2007) jargi. (A) Huperzia
prolifers (suguk. kollalised), (B) Nephrolepis exaltata (kl. sBnajalgtaimed), (C) Tradescantia
virginiana (suguk. kommeliinilised), (D) Triticum aestivum - nisu (suguk. korrelised).
Ohuldhed koosnevad tiitipiliselt kahest neerukujulisest sulgrakust (gc) ja nende vahele jaavast
mikoravausest. Kaorrelistel (D) on sulgrakud hantlikujulised ning neid Umbritsevad ja
toestavad lisaks kaasrakud (sc).

Taimi vOib Tardieu ja Simonneau (1998) jargi 6hul6hede regulatsiooni pdhjal jaotada kaheks:
isohudrilised ja anisohtdrilised. Isohtdriliste taimede puhul reageerivad taimed 6hu kuivusele
ohuldhede sulgumisega, hoides lehe veepotentsiaali véimalikult konstantsena. Anisohudriliste
taimede kaitumine on riskantsem: nad hoiavad ShulBhesid kauem avatuna, sdilitamaks CO-
voogu lehte ning selle kaudu hoides vdimalikult kaua fotoslinteesi taset (Tardieu ja
Simonneau, 1998).

Nisu on peetud anisohdriliseks liigiks (Boyer jt., 2008). Samas on katsed naidanud, et esineb
sortidevaheline varieeruvus: nisul vdivad osad sordid kaituda isohudriliselt, teised
anisohudriliselt. (Onyemaobi jt., 2021). Lisaks on ndidatud, et osad taimed vdivad minna

anisohudrilisest kaitumiselt tle isohudrilisele, kui tekib mullavee defitsiit (Collins jt., 2010).

Abiootilise keskkonna faktoritest reguleerivad 6huldhede avatust atmosfaari VPD, mulla vee-
ja soolasisaldus, 6hutemperatuur, valguse hulk ja 6hu CO2 kontsentratsioon (Davies ja Zhang,
1991, Israelsson jt., 2006, Chen jt., 2012). Ohulbhede sulgumise kutsuvad esile ka biootilised
faktorid, néiteks kontakt patogeenidega, véltimaks haigustekitajate sisenemist GhulGhede
kaudu (Melotto jt., 2006, Adie jt., 2007, Guzel Deger jt., 2015).



1.3  Ohuldhede regulatsioon
1.3.1  Ohuldhede regulatsioon 8huniiskuse toimel

Ohu niiskusvajak (VPD) on 6hu tegeliku veeauru kontsentratsiooni ning antud temperatuuril
killastunud veeauru kontsentratsiooni vahe, mis iseloomustab atmosfaari kuivust ja survet
taimele transpiratsiooni suurendamiseks (Jalakas jt., 2021). Kliimamuutustega kaasneb VPD
tous, mis tuleneb eelkdige keskmise temperatuuri tdusust: mida kdrgem temperatuur, seda
suurem on Ohu niiskusmahutavus. Seega sama veeauru hulga juures kasvab temperatuuri
tbustes ka VPD. Teatud piirkondades prognoositakse ka tegeliku dhuniiskuse langust, mis
suurendab VPD-d veelgi enam (Ficklin ja Novick, 2017).

Voiks eeldada, et VPD-soltuv Ghuldhede sulgumine on otseselt seotud 6huniiskuse
vahenemisega: kdrge VPD tingimustes suureneb transpiratsioon ja veekadu, millega kaasnheb
ka Ohuldhe sulgrakkude veesisalduse langus. Seda on ka néidatud evolutsiooniliselt
vanemates soontaimedes, kus sellised passiivsed hidraulilised protsessid viivadki dhul6hede
sulgumiseni (Brodribb ja McAdam, 2011). Siiski on teada, et huldhede sulgumine pole ka
urgsetel taimeriihmadel pelgalt passiivne protsess, vaid kaib kasikées aktiivse regulatsiooniga,
mida juhib taime stressihormoon abstsiishape (ABA,; Cai jt., 2017, Horak jt., 2017).

Koérgematel taimedel on néidatud, et 6huldhede VPD-toimeline regulatsioon on aktiivne
protsess. Seda tdestab asjaolu, et geneetiliselt muundatud taimeliinid, milles puuduvad
olulised sulgrakkude anioonkanalid vdi ABA signaalraja positiivne regulaator OST1, on
VPD-tundetud (Merilo jt., 2018, Jalakas jt., 2021b). Kuna Arabidopsisel on mitmeid ABA-
defitsiitseid mutante, siis oleks neid kasutades vGimalik teada saada, kas ABA osaleb VPD-
toimelises 6huldhede sulgumises. Paraku on VPD-vastuse olemasolu ABA-defitsiitsetel
liinidel hetkel debateeritav. On t6id, mis kinnitavad VPD-toimelise 6hulShede sulgumise
puudumist ABA-defitsiitsetel liinidel (Li ja Liu, 2022). Samas Merilo jt. (2018) nditasid, et
madalam ABA sisaldus lehtedes ei takista normaalset VPD-vastust (Merilo jt., 2018). Hiljuti
on vilja pakutud mudel, mille jargi ABA on oluline VPD poolt esilekutsutud dhul6hede
sulgumise initsiatsioonis, ent edaspidi selle olulisus kaob ning suureneb ABA-st sdltumatu
OST1 valgu aktivatsiooni roll (Jalakas jt., 2021).

Madala VPD taseme taastumisel on 6huldhede avanemiskiiruses viivitus, vorreldes 6huldhede
sulgumiskiirusega VPD tdustes. N&htust on interpreteeritud toetamaks ABA rolli 6hul6hede
VPD-toimelises regulatsioonis: korges VPD-s siinteesitud ABA peab sulgumiseelse

Ohuldhede avatuse taastumiseks lagunema (McAdam ja Brodribb, 2015).
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1.3.2  Ohulbhede regulatsioon abstsiishappe toimel
1.3.2.1 Abstsiishape

Abstsiishape (ABA) on pohiliselt tuntud kui taime stressihormoon, kuid seda on leitud ka
teistest organismidest. ABA esineb kdikides taimedes, alates vetikatest kuni
katteseemnetaimedeni, kus tal on avastatud mitmeid funktsioone: kasvu regulatsioon, soo
méaaramine, seemne puhkeoleku esilekutsumine ja stressitaluvuse tdstmine (Takezawa jt.,
2011, Kobayashi jt., 2016, Moody jt., 2016, McAdam jt., 2016b).

Seda, et ABA v0ib osaleda taimede kuivastressiga toimetulekus, toodi valja juba 70ndatel.
Suvinisu taimedel, mida hoiti h&sti kastetuna ja pritsiti ABA-ga, avaldusid sarnased
morfoloogilised tunnused nagu neil, mida hoiti kuivastressis, nditeks vaiksem pahikute arv

peas ja kitsamad lehed (Quarrie ja Jones, 1977).

Pikka aega arvati, et ABA slintees toimub pduastressi puhul juurtes ning vastavalt vajadusele
transporditakse teda labi ksileemi lehtedesse (Zhang jt., 1987). Hiljem on avastatud, et ABA
slinteesitakse rohkem taimelehes ning transporditakse sealt juurtesse (Setter jt., 1980,
Holbrook jt., 2002, Christmann jt., 2007, Manzi jt., 2015). ABA produtseerimine toimub
eelkdige l&bi de novo suinteesi (Nambara ja Marion-Poll, 2005). On kill ka pakutud, et ABA
slinteesitakse lehtedes olevast inaktiivsest ABA-konjugaadist glikoosiga (ABA-GE), ent selle
kontsentratsioon lehes on kas liiga madal vdi ABA sinteesi kaigus ei lange ABA-GE tase
piisavalt, et seletada slinteesitud ABA kogust (Zeevaart, 1980, Lehmann ja Schutte, 1984,
Cornish ja Zeevaart, 1985, McAdam jt., 2016a).

De novo sinteesi teooria kinnitamiseks naidati, et VPD tbusule jargneb juba minutite jooksul
NCED3 geeni produkti kiire kasv (Qin ja Zeevaart, 1999). Tegemist on ABA bioslinteesi raja
olulise geeniga. Kuidas rakud tapsemalt VVPD tbusu tunnetavad, on seni teadmata. On vélja
pakutud, et raku turgorréhu muutus v&ib vahendada VPD toimelise Ghuldhede
sulgumisprotsessi kaivitamist (Pierce ja Raschke, 1980, Zhang jt., 2016, McAdam ja
Brodribb, 2016¢). On ka leitud, et lehe turgori langusega kaasneb ABA siintees juba 20
minuti jooksul (McAdam & Brodribb, 2016).

Ko6ik ABA siinteesiraja geenid avalduvad sulgrakkudes, mis viitab rakusisesele sGltumatule
ABA siinteesile 6huldhedes (Bauer jt., 2013). Siiski on NCED3 ja teised ABA biosunteesis
osalevad geenid olemas ka lehe vaskulaarkoes, mis nditab, et Ghuldhede ABA-soltuv
regulatsioon voib olla seotud ka ABA transpordiga vaskulaarsest koest (Koiwai jt., 2004,
Endo jt., 2008).
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ABA kontsentratsiooni taimes reguleeritakse siinteesiraja geenide regulatsiooni ja ABA
katabolismi kaudu (Qin ja Zeevaart, 1999, Kushiro jt., 2004, Saito jt., 2004). ABA
lagundamine toimub kas okstideerimise vdi konjugatsiooni kaudu (Nambara ja Marion-Poll,
2005). ABA lagundamine on pidev protsess. Paljud taimed vastavad pikale pduaperioodile
plsivalt kdrge ABA tasemega (Harrison ja Walton, 1975). Kérge ABA kontsentratsioon
pikalt kestvates stressitingimustes saavutatakse pideva de novo slinteesiga (Harrison ja
Walton, 1975, Ren jt., 2007).

1.3.2.2 Ohuldhede ABA-toimeline regulatsioon

ABA toimel aktiveeruvad sulgrakkude anioonkanalid, mille tulemusel véljuvad rakust ioonid
ja vesi ning véheneb sulgraku turgorrdhk. Turgorrdhu langemise tulemusel omakorda
sulgrakud tdmbuvad kokku ning 6huldhed sulguvad (Kriedemann jt., 1972, Macrobbie,
1981).

Sulgrakkude ABA toimelise sulgumise signalisatsioonirada algab ABA seondumisest
PYR/PYL/RCAR (PYRABACTIN RESISTANCE1/PYR1-LIKE/REGULATORY
COMPONENT OF ABA RECEPTOR) retseptorvalkudega (Joonis 2; Ma jt., 2009, Park jt., 2009,
Raghavendra jt., 2010). ABA seondumine muudab retseptorite konformatsiooni, mis soodustab
retseptorite seondumist 2C tulpi fosfataasidega (PROTEIN PHOSPHATASE 2C, PP2C-d).
Madala ABA kontsentratsiooni juures on PP2C-d vabad ja aktiivsed ning inhibeerivad
omakorda SnRK2-tutpi kinaase (SNF1-RELATED KINASE 2s) defosforiileerimise kaudu
(Geiger jt., 2009, Lee jt., 2009). ABA Kkontsentratsiooni tdustes PP2C-d inhibeeritakse
PYR/PYL/RCAR kompleksi seondumise kaudu ja SnRK2 kinaasid saavad aktiveeruda labi
fosforiileerumise. Aktiivsed SnRK2 kinaasid omakorda fosforuleerivad
transkriptsioonifaktoreid, erinevaid sulgrakkude anioonkanaleid ja muid sihtmérke, mis viib
ABA-st sdltuva dhul6hede sulgumiseni.

ABA-sbltuva Ghuldhede sulgumise juures on oluliseks positiivseks regulaatoriks SnRK2
kinaas nimega OST1 (OPEN STOMATA 1; Umezawa jt., 2009, Vlad jt., 2009, Soon jt.,
2012, Acharya jt., 2013). On néidatud, et funktsionaalse OST1 valgu puudumisel on ABA-st
ning ka VPD-st tulenev 6hul6hede vastus oluliselt piiratud ning kérgema VPD keskkonnas ei

ole taimed vdimelised dhuldhesid sulgema (Merilo jt., 2018, Jalakas jt., 2021Db).
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Tavaolekus on OST1 PP2C-de poolt defosforiileeritud ja inaktiivne. PP2C fosfataaside
inaktiveerimisel ABA ja tema retseptorite kompleksis toimub OST1 Kkinaaside
fosforuleerimine. Pikalt arvati, et OST1 fosforileerimine toimub autofosforiileerimise kaudu
(Belin jt., 2006). Viimased katsed naitavad, et fosforlleerimist vbivad labi viia ka RAF-
kinaasid (Takahashi jt., 2020, Hsu jt., 2021).

ABA- ABA+

ca2+ kanal Ca?* kanal

AR
Cé (Ca®*

(-EXR/ PYL/ RCAR D (ﬁi}_{f I;\I/—@KR_,. )
®20—ABA)

QUAC1 T\

(osT1) (cpk
A

SLAC1

SLAH3

Joonis 2. Ohuldhede sulgumine ja selles osalevad komponendid. Koostatud Abhilasha ja Roy
Choudhury (2021) joonise ning taiendatud Imes jt (2013) skeemide jargi. Tavaolekus (ABA-)
on PP2C-d aktiivsed ning inhibeerivad OST1 ja CPK kinaase defosforuleerimise kaudu. ABA
lisandumisel tekib  kompleks PYR/PYL/RCAR retseptoritega ning retseptorite
konformatsioon muutub nii, et PP2C-d saavad kompleksiga seonduda. OST1 ja CPK kinaasid
aktiveeruvad fosforiileerimise kaudu ning fosforileerivad ioonkanalid (SLAC1, QUACI,
SLAH3), mis hakkavad ioone sulgrakust valja pumpama. Moned CPK-d vajavad
aktiveerumiseks Ca®* kontsentratsiooni tdusu, millele aitab kaasa ka OST1 poolt aktiveeritud
Ca?*-kanali aktivatsioon. loonide valjavoolu tulemusena viheneb sulgraku osmootne rdhk
ning osmoosi teel véljub ka vesi. Selle tulemusel 8hul6hed sulguvad.
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PP2C-de inhibeerimisel muutub OST1 aktiivseks juba mdne minuti méddumisel (Yoshida jt.,
2002). OST1 aktivatsioon v@ib osmootses stressis toimuda ka ABA-soltumatult (Yoshida jt.,
2006, Merilo jt., 2018). On ka valja pakutud, et ABA-sBltuv OST1 aktivatsioon on oluline
just 6huldhede sulgumisprotsessi algusfaasis ning hiljem, 6hulGhede suletud oleku hoidmisel,

on oluline pigem ABA-sGltumatu OST1 aktivatsioon (Jalakas jt., 2021).

OST1 aktiveerumisel fosforuleeritakse sulgrakkude S-tudpi (nt. SLAC1: SLOW ANION
CHANNEL 1) ja R-tiilipi (nt. QUACL: QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL1) (Dreyer
jt., 2012) anioonkanalid, mille kaudu toimub ioonide (Mal*, CI, NOs) véljavool ning
vaheneb rakkude osmootne rohk. Selle toimel valjub sulgrakkudest ka vesi, rakud tiihjenevad
ja rakkude vahel olevad avaused sulguvad (Geiger jt., 2009, Lee jt., 2009, Ng jt., 2011, Imes
jt., 2013).

Lisaks OST1 kinaasidele, osalevad anioonkanalite aktiveerimisel ka kaltsium-s6ltuvad
kinaasid (CPK-d - CALCIUM DEPENDENT PROTEIN KINASE; Geiger jt., 2011, Demir
jt., 2013). CPK-de aktiivsuseks on vaja Ca®" ioone. Tsitoplasma  Ca?" ioonide
kontsentratsioon tduseb pérast ABA poolt esilekutsutud ioonide liikumist, kus lisaks anioon-
kanalitele aktiveeritakse ka Ca®** kanal, mis transpordib raku tsiitoplasmasse Ca?* ioone
(Brandt jt., 2015, Wang jt., 2022). CPK-d osalevad SLAC1 (Geiger jt., 2010, Brandt jt., 2012)
ja SLAH3 (SLAC HOMOLOGUE 3; (Geiger jt., 2011) aktiveerimises fosforlleerimise kaudu.
Arabidopsise taimedes, milles puuduvad nii SLAC1 kui QUACL, on 6huldhede sulgumine
tugevalt hdiritud nii ABA kui ka VVPD toimel (Jalakas jt., 2021b).
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2 EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T060 eesmargid

Teraviljade saagikust on vaja jargneva poole sajandi jooksul oluliselt tdsta. Selleks on vaja
fundamentaalset arusaamist saagi kujunemises osalevatest fiisioloogilistest protsessidest. On
pakutud, et gaasivahetustunnuste optimeerimine véimaldab tulevikus saaki tdsta (Faralli ja
Lawson, 2020).

Kéesoleva t00 eesmargiks on uurida ja vorrelda kontrollitud laborikatsetes erinevate

nisusortide:

- 0hulBhede basaalset juhtivust
- 0hulBhede tundlikkust ligi kahekordsele 6hu VVPD tdusu suhtes
- Ohuldhede tundlikkust abstsiishappega pritsimisele

- selgitada, kas ABA-vastuste olemasolu ja ulatus s6ltub VVPD-st katse ajal.

Minu laborikatsete pohjal valiti vélja nisusordid, mille gaasivahetust pdllul mdota.
Pollukatsed toimusid Eesti Taimekasvatuse Instituudis (ETKI) Jdgeval NOBALwheati
projekti raames. NOBALwheat (tooriistakast jatkusutliku toidutootmise arendamiseks Pdhja-
Balti regioonis, kestab 2021-2023) on Norra ja Balti riikide hine projekt eesmargiga luua
uhine nisuliinide kollektsioon ning uurida nende liinide geneetilist plastilisust ning

saagipotentsiaali klilmamuutuste tingimustes.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Taimede kasvatamine

Katsealusteks taimedeks olid 16 erinevat suvinisu sorti (013-01, 013-032, 013-074, 655-7,
DS-17, DS-638-5-DH (edaspidi 638-5), DS-720-3-DH (edaspidi 720-3), 876, Zombi, Caress,
Runar, Betong, Hiie, 990-2, Voore, Robijs), mis kuuluvad NOBALwheati projekti. Sordid
parinevad neljast projektis osalevast riigist (Eesti, Lati, Leedu, Norra), kus igast voeti neli

sorti. Eestist parinesid sordid Hiie, VVoore, 876 ja 990-2.

Idandasin seemneid 4...5 pdeva petri tassidel mérja paberrdtiku vahel. ldanema hakanud
seemned kulvasin 1l suurustesse pottidesse. lgasse potti istutasin 2 taime. Kasvusubstraat
koosnes turbast (Kekkila professional kasvuturvas 025W, pH 5.5), vermikuliidist ning veest,
ruumalaliselt vastavalt 4:2:3 vahekorras. Taimi hoiti h&sti kastetuna. Katsetes kasutasin
vegetatiivses kasvufaasis olevaid taimi, mille peavorsel oli 3-4 lehte, kohati olid arenema

hakanud ka kilgvorsed.

Taimi kasvatati kahesugustes tingimustes. Esimeste katsete ajal kasvasid taimed
kasvukambris (Percival, AR-66LX) 66paevasel reziimil 12h valgust / 12h pimedust. Péevasel
reziimil oli temperatuur 23°C ning Gisel 18°C. Fotosiinteetiliselt aktiivse kiirguse véirtus
(PPFD) oli paeval 300, 66sel 0 pmol m?s*. Ohuniiskus paevasel reziimil 65% ja disel 80%.
Hilisemate katsete taimed kasvasid kasvukambris (SED-41), mille PPFD véartus oli péaeval

500 pmol m2s, Muud tingimused olid sarnased esimese katsega.

2.2.2 Aparatuur

Gaasivahetusmdotmised viisin labi termostateeritud gaasivahetusaparatuuriga, mis koosneb
neljast mdotekambrist. Igas kambris saab pusivalt hoida soovitud valgusintensiivsust, CO2
kontsentratsiooni, 8huniiskust ja temperatuuri. Ohulhede juhtivuse arvutamiseks méddetakse
nii siseneva kui ka valjuva 6hu H20 kontsentratsioone. Iga kambri vadrtuse mddtmine kestab
tapselt 2 minutit: minut sissemineva ja minut valjamineva 6hu modtmiseks. Neljakambrilise
stisteemi puhul joutakse seetdttu sama kambri juurde tagasi 8 minuti pérast, st. antud taime

gaasivahetustunnuseid moddetakse iga 8 minuti tagant.

Mdotekamber koosneb klaaskuplist (diameeter 10,6cm ja kérgus 15,6cm) ning alusklaasist,
millest ks pool on taimede kambrisse asetamiseks eemaldatav. Klaaskuppel on kahekordse
seinaga, mille vahel on termostaadiga reguleeritav veesark — see hoiab kambris Uhtlast
temperatuuri. Alusklaasi poolel, mis on fikseeritud, asuvad 6hu sisse- ja véljavoolu avad ning

ventilaator 6hu segamiseks. Alusklaaside siseserval on poolringikujuline stivend, mis klaaside
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kokkupanekul jatab avause taime varre jaoks. Antud avaus tihendatakse mddtmise jaoks
plastiliiniga. Kamber on t00 ajal véikese Glerdhu all, et valtida valisdhu sattumist kambrisse.
Kambrisse pumbatav 6hk vdetakse Guest, mis esialgu pumbatakse 25l suurusesse anumasse,
kus ta saavutab toatemperatuuri ning kus Uhtlustatakse pumbast tekkinud G6hur6hu

vibratsioonid, ning seejérel labi termostaadi edasi gaasivahetussiisteemi.

Siseneva ja véljuva 6hu CO2 ning H20 kontsentratsioonide mo&dtmiseks on siisteemis
infrapuna-gaasianaliisaator (Li-7000, Li-Cor, Nebraska, USA). Teades siseneva ja valjuva 6hu
H>O kontsentratsioonide erinevust, kambris olnud lehtede pindala ning 6huvoolukiirust saab
arvutada transpiratsiooni kiiruse, kasutades von Caemmereri ja Farquhari lahenemist (1981).
Ohuldhede juhtivuse arvutamiseks on vaja teada lehetemperatuuri, see saadakse mdddetud
Ohutemperatuurist, lisades sinna pealelangevast valguskiirgusest tingitud lehetemperatuuri

tdusu ning lahutades transpiratsioonist tingitud lehejahutamise.

2.2.3 Katsete Kirjeldus

Enne taimede gaasivahetuskambritesse asetamist seadistasin tingimused jargnevaks: suhteline
Bhuniiskus 65-75%, CO- kontsentratsioon ~420ppm, Ghutemperatuur 24°C. PPFD véartuse
kambris valisin vastavalt valguskiirguse véartusele kasvu ajal kasvukambris: 300 v6i 500
umol m?s!. Taimed stabiliseerusid mddtesiisteemis 1-2h, mille jarel toimus tootlus:

ohuniiskuse langus (VPD katse) voi ABA lahusega pritsimine.

VPD Kkatse puhul tdusis 6hu VPD umbes 2x tootluseelse tasemega vorreldes. Keskmine
todtluseelne VPD = 0.86kPa (+0.02kPa) ja parast kdrge VPD rakendamist keskmiselt 1.7kPa
(£0.02kPa).

ABA Kkatses eemaldasin pérast stabiliseerumisperioodi 16ppu kambrilt kupli ning pritsisin
kambris olevaid taimelehti 25uM ABA lahusega 5 korda, jalgides, et lehed saaksid uhtlaselt
kaetud. ABA lahus koosnes destilleeritud veest, kuhu oli lisatud abstsiishapet, etanooli
(0.25%) ja Silwet L-77 detergenti (0.012%). Iga sordi kohta tegin 4...6 katset. Kontrollkatse
jaoks valisin valja 2 sorti (876 ja Robijs). Kontrollkatses kasutatud pritsitav lahus koosnes
vees lahustatud 0.25% etanoolist ja 0.012% Silwetist.

Katse 10pus likasin taimelt katsekambris olnud lehed, pildistasin ja mddtsin ImageJ (NIH,
USA) programmiga lehe t&pse pindala.

Laborikatsete tulemusi kasutati selleks, et valida valja sordid pdllul gaasivahetuse
maotmisteks. Neid m@dtmisi viis labi Tartu Ulikooli Taimsete Signaalide uurimisriihm

koostdos Eesti Taimekasvatuse Instituutiga Jogeval nende pdldudel.
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2.2.4 Andmeanalis

Andmetodtluse jaoks kasutasin Microsoft Excelis loodud valemitega programmi, mis arvutas
Ohuldhede juhtivuste vaartused. Andmete (htlustamiseks arvutasin kdikides katsetes
keskmised véartused. Tootluseelne punkt (gsO) on saadud keskmistades kolm viimast
tootluseelset huldhede juhtivuse vaartust. Parast tootlust valitud punktid on antud ajahetke

vaartused.

Statistilise analulsi tegin programmiga Statistica (v. 7.1, StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma,
USA). Sortidevaheliste erinevuste hindamiseks kasutasin themd6tmelist ANOVAL. Stiimuli
moju hindamiseks dhuldhede juhtivusele kasutasin korduvmaddtmistega dispersioonianaludsi
(Repeated Measures ANOVA). Post hoc testina kasutasin mdlemal juhul Tukey HSD testi.

Regressioonide olulisuse hindamiseks kasutasin GLM simple regression protseduuri.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Nisusortide dhuldhede tundlikkus VPD-le

Esmalt mddtsin kdigi 16 genotltbi 6huldhede tundlikkust kdrge VPD suhtes pilootkatses, kus
VPD véartus stabiliseerumisperioodil oli ligikaudu 0.8kPa ning kdrge VPD ajal 1.6kPa.
Valguskiirguse intensiivsus katse ajal oli sama, mis kasvukambris taimede kasvatamise ajal
(PPFD = 300 umol ms?). Algsed Shuldhede juhtivuste vaartused (gs0) erinesid genotiiiipide
vahel kuni 2 korda (Joonis 3). Kdige suurema gsO vaartusega oli genotlip 876 ja kdige
madalamaga 638-5. Kuigi gsO vaartustes olid genotilipide vahel suured erinevused, polnud
need erinevused statistiliselt olulised, mis vdib tuleneda asjaolust, et valimi suurus oli vaike ja

taimedevaheline varieeruvus genotidibi sees suur.

Edasi vordlesin huldhede VPD-tundlikkust, kasutades korduvmdotmistega ANOVA-t ning
genotulipide dhuldhede juhtivuste vaartuseid vahetult enne kdrge VPD rakendamist (gs0), 24
minutit (gs24) ja 48 minutit (gs48) pérast kdrge VPD rakendamist. Statistiliselt oluliselt
reageerisid VPD tdusule genotiilibid 876, Runar, 013-074, 990-2, Betong, DS-655 ja VVoore ja
Robijs. Nende puhul vahenesid 6huldhede juhtivuste véartused (gs0/gs24) 1.9-2.5 korda.
Betongi ja DS-655 puhul oli margata moningast juhtivuse taastumist katse kéigus: nende gs48
vaértus ei erinenud enam statistiliselt olulisuselt gsO omast. Vahe gs24 ja gs48 véaartustes oli
siiski Usna véike ning suuri jareldusi sellest teha ei saa. Hiiel ilmnes vastupidine: ainult gs48
vaartus oli gsO omast statistiliselt erinev. Ulejaanud sortidel polnud hulBhede juhtivuse
langus kdrge VPD rakendamisel statistiliselt oluline. VPD-tundetute genottiipide seas saab
eristada neid, mille 6huldhed sisuliselt ei reageerinudki kdrgele VPD-le (720-3, 638-5,
Zombi) ning neid, mis reageerisid, kuid statistiliselt ei olnud see vastus oluline. Naiteks
Robijs-e puhul on nailiselt suure dhuldhede VPD-tundlikkuse statistiline ebaolulisus seletatav

sellega, et valim (n = 2) jai liiga vaikseks.
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Joonis 3. Kdikide nisusortide Ghuldhede juhtivuste vaartused (keskmine + standardviga)
madalas VPD-s (gs0) ning 24 minutit (gs24) ja 48 minutit (gs48) parast kdrge VPD
rakendamist (PPFD = 300 umol m?s?). VPD vaartus gsO hetkel oli keskmiselt 0,83kPa
(x0.05 kPa), péarast kdrge VPD rakendamist 1,63kPa (+0.08kPa). Statistiliselt olulised
erinevused vorreldes gsO vadartusega sama genotidibi piires on margistatud tarniga (*), mis
saadi korduvmd@dtmistega ANOVAL rakendades (post hoc testiks Tukey HSD). Statistiliselt
olulised erinevused sortide gsO vaartuste vahel puuduvad. Selle kontrollimiseks kasutati
uhemddtmelist ANOVAL. n = 3 (vélja arvatud Robijs, kus n = 2).

Teise katsesse valisin 7 sorti pohimdttel, et saaks voimalikult erineva algse Ohuldhede
juhtivuse vdi dhuldhede VPD-tundlikkusega sordid (Joonis 4). Kuna taimed kasvasid seekord
kdrgemas valguses (PPFD = 500 umol m2s?), siis ka katse tegemise ajal oli valgus vastavalt
kdrgem. Sorditi erinesid 6huldhede juhtivuste véaartused ligi 2x. VVorreldes esimese katsega oli
VPD tundlikkuse osas Uks erinevus: lisaks Runar-ile, 876-le ja Hiie-le reageerisid korgele
VPD-le ka Robijs-e dhulGhed. Seda seletab kdige tdendolisemalt ebapiisav valimi suurus
Robijs-e puhul (n = 2) esimese katses. Sortide 638-5, 720-3 ja 013-074 Ghuldhede
reaktsioonid VPD tbusule olid jatkuvalt statistiliselt mitteolulised. Ohulbhede algsed
juhtivused (gsO vaartused) vorreldes esimese katsega olid kdrgemad neljal sordil (Runar,
Robijs, 638-5 ja Hiie) ning madalamad kolmel (876, 013-074, ja 720-3).
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Joonis 4. Seitsme valitud nisusordi 6hulGhede juhtivuste véaartused (keskmine * standardviga)
madalas VPD-s (gs0) ning 24 minutit (gs24) ja 48 minutit (gs48) parast kdrge VPD
rakendamist (PPFD = 500 pmol m2s1). To6tluseelne VPD oli keskmiselt 0,84kPa (+0.05kPa)
ning pérast 1,72kPa (+0.06kPa). Statistiliselt olulised erinevused genotlibi piires (gs24 ja
gs48 vorreldes gsO vadrtusega) on margistatud térniga (*), mis saadi kasutades
korduvmdotmistega ANOVAL (post hoc Tukey HSD). gs0 véartused statistiliselt ei erinenud.
n =4 (Hiie), n =5 (876, Robijs, 638-5, 013-074, 720-3) ning n = 6 (Runar).

Tegin lisaks (ihe korduskatse madalamal valgusel (PPFD = 300 pmol m?s?) kasvatatud ja
mdddetud taimedega vaiksema valimi peal (Joonis 5). Sortide algsed dhulbhede juhtivuste
véértused varieerusid 2x, kuid statistilisi erinevusi nende vahel ei olnud. Ainsana on
Ohuldhede VPD-tundlikkus statistiliselt oluline Runaril. VVorreldes esimese tulemustega ning
kdrgema valguse juures kasvatatud taimedega ei olnud Hiie 6huldhed seekord VPD-
tundlikud. Kinnitust leidis see, et genotiiipide 638-5 ja 720-3 6huldhed on VPD-tundetud.
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Joonis 5. Nelja valitud nisusordi hul6hede juhtivuste vaartused (keskmine * standardviga)
madalas VPD-s (gs0) ning 24 minutit (gs24) ja 48 minutit (gs48) parast kdrge VPD
rakendamist (PPFD = 300 umol m?s?). VPD stabiliseerumisperioodil oli keskmiselt 1kPa
(x0.07kPa), parast korge VPD rakendamist 1,8kPa (+0.08kPa). Statistiliselt olulised
erinevused (gs24 ja gs48 vaartused varreldes gsO vaartusega) genotuibi piires on margistatud
tarniga (*), mis saadi korduvmdotmistega ANOV ALt kasutades (post hoc Tukey HSD).

2.3.2 Nisusortide tundlikkus abstsiishappele

Abstsiishappega pritsimise katses kasvatati ja mdddeti taimi kdrgemal valgusel (PPFD = 500
umol m2st; Joonis 6). Sortide gsO véartused varieerusid kuni 1.7x, kuid statistiliselt polnud
need erinevused olulised. Ohuldhede ABA-tundlikkuse (25uM) hindamiseks vérdlesin sortide
pritsimiseelseid juhtivusi (gsO) juhtivustega 32 minutit pérast pritsimist (gs32). Ohulbhed
sulgusid ABA toimel genotiitpidel 876, 013-074, Runar ja Robijs. Samas Hiie, 720-3 ja
638-5 Ohuldhede sulgumine polnud kasutatud ABA kontsentratsiooni mdojul statistiliselt

oluline.
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Joonis 6 Seitsme nisusordi dhulGhede juhtivuste vaartused (keskmine + standardviga) enne
abstsiishappega (25 uM) pritsimist (gs0) ja 32 minutit (gs32) pérast pritsimist (PPFD =
500 umol m2s). Kogu katse viltel keskmine VPD = 1kPa (+0.07kPa). Statistiliselt olulised
erinevused gsO ja @s32 véartuste vahel on margistatud tarniga (*), mis saadi
korduvmdotmistega ANOVAL (post hoc Tukey HSD) kasutades. gsO vaartuste erinevused
polnud statistiliselt olulised. n = 10 v.a Runar (n = 9).

Jargnevalt tegin Kkatse, kus kBigepealt tdstsin VPD ning lasksin dhuldhedel stabiliseeruda uue
vadrtuseni korge VPD tingimustes, misjarel pritsisin 25uM ABA lahusega (Joonis 7). Selle
katse eesmaérk oli selgitada, kas ABA-vastuste olemasolu ja ulatus s6ltub VPD-st katse ajal.
Selgus, et kdrge VPD tingimustes sulgusid dhuldhed ABA mdju statistiliselt oluliselt vaid
kahel sordil, 876-1 ja Runaril. Seega olid suhteliselt ABA-tundetute sortide sekka liitunud
Robijs, Hiie ja 013-074. Sortide kdrges VPD-s moddetud gsO vaartuste alusel eristusid
uksteisest 876 ja Hiie.
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Joonis 7. Seitsme valitud nisusordi 6hulGhede juhtivuste vaartused (keskmine + standardviga)
enne (gs0) ja parast (gs32) ABA-ga (25uM) pritsimist kdrge VPD tingimustes (PPFD = 500
umol m?2s?). Iseloomustamaks gs vairtuste muutumist kdrge VPD t6ttu on toodud ka iga
sordi 6huldhede keskmised juhtivused madalas VPD-s. Kdrge VPD tingimustes oli keskmine
VPD = 1.72kPa (x0.07kPa). Statistiliselt olulised erinevused gs0 ja gs32 vaartuse vahel on
margistatud tarniga (*), mis saadi korduvmdotmistega ANOVALt (post hoc Tukey HSD).
Statistiliselt olulised erinevused sortide gsO vaartuste vahel on mérgitud tahtedega, mis saadi
uhemddtmelist ANOVAL kasutades (post hoc Tukey HSD) . n =5 v.a Runar (n = 6).

Kuna dldiselt ilmnes neis katsetes varieeruvus nii 6huléhede juhtivuste kui tundlikkuse osas,
korreleerisin  nisusortide algsed ©Ohulbhede juhtivuste (gsO) vé&rtused nende 6hulGhede
vastuste ulatusega erinevates katseskeemides. ABA katses kasutasin tundlikkuse
iseloomustamiseks juhtivuse vaartust 32 minutit parast pritsimist (arvutasin gs0-gs32) ja VPD
katses 24 minutit parast VPD tostmist (gs0-gs24; Joonis 8). Kdikides katsetes selgus, et mida
suurem gsO vaartus, seda suurem 8hulBhede juhtivuse langus ABA voi kdrge VPD mdjul.
Kolmes katses oli lineaarne regressioon gs0 ja juhtivuse languse vahel statistiliselt oluline

P <0.05 juures ning kahes katses P < 0.1 juures
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Joonis 8. Algsete 6hulGhede juhtivuste vaartuste (gs0O) ja dhuléhede sulgumisvastuste (VPD
katsete puhul gs0-gs24, ABA Kkatsete puhul gs0-gs32) korrelatsioon. Kdikides katsetes oli
néha, et mida suurem oli 6huldhede algne juhtivus, seda suurem oli juhtivuse langus
(6hulBhede sulgumine) pérast ABA-ga pritsimist voi VPD-ga mdjutamist. Kolmes katses oli
lineaarne regressioon statistiliselt oluline P < 0.05 juures, kahes katses P < 0.1 juures.

Korreleerisin omavahel ka sarnasel valgusel (PPFD = 500 umol m? s) tehtud katsete ABA
ja kérge VPD poolt indutseeritud dhuléhede sulgumist. Ilmnes positiivne korrelatsioon: mida
rohkem sulgusid 6huldhed ABA-ga pritsimise puhul, seda suurem oli sulgumisvastus ka
kdrge VPD suhtes (Joonis 9).
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Joonis 9. Seitsme sordi keskmised sulgumised kérge VPD mdjul (gs0-gs24) ja ABA mdjul
(gs0-gs32), mdlemad kdrgema valguse katsest (PPFD = 500 umol m2s?), olid positiivses
korrelatsioonis. Lineaarne regressioon oli statistiliselt oluline P < 0.05 véartuse juures.
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2.4 Arutelu

Nisusortide keskmised gsO véartused varieerusid katsete I0ikes kull pea kahekordselt, kuid
statistilisi erinevusi sortide vahel tuvastasin védhe. Pdhjuseks peamiselt gs véartuste suur
sordisisene varieeruvus. Joonis 10 néditab koigi vastaval valgustasemel tehtud katsete
keskmistatud gsO vaartusi. Nii valguse kui genotlubi peaefektid olid statistiliselt
mitteolulised. Uldreeglina on valgustingimused olulised GhulBhede juhtivuse maaramisel;
mida kdrgem PPFD, seda suurem juhtivus (Farquhar ja Sharkey, 1982, Lu jt., 2017, Hunt jt.,
2021). Tulevikus peaks erinevuste selgemaks véljatoomiseks taimne katsematerjal olema
vOimalikult Ghtlane — nii taimevanuse kui ka kasvutingimuste poolest. Taimede kasvatamine
kasvukambrites tagas tGhusa kontrolli Shuniiskuse, temperatuuri ja valgustingimuste tle

kasvuperioodil.

gs0 vordlus (PPFD = 300 vs 500 pmol m2s1)

Runar 013-074 Hiie 720-3 Robijs 638-5
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Joonis 10. Ohuldhede juhtivuste (gs0) vaartused eri valgustel (PPFD = 300 ja PPFD = 500
umol m?2s?t) kdiki katsetulemusi koondades. Nii valguse kui genotiiiibi peaefektid olid
statistiliselt mitteoluline. PPFD = 300 pmol ms? katses: n = 2 (Robijs), n = 3 (876, 013-
074), n = 6 (638-5), n = 8 (720-3), n = 9 (Runar, Hiie). PPFD = 500umol m?2s* katses: n = 13
(Hiie), n = 14 (638-5), n = 15 (Runar, 013-071, 720-3), n = 18 (876, Robijs).

Oreni jt (1999) ulatuslik andmeanaltitis, mis hdlmas erinevaid publitseeritud katseid ja
taimeliike, néitas, et taimede dhulGhed, millel on madala VPD juures suuremad gs vaartused,
on kbrge VPD suhtes tundlikumad (Oren jt 1999). Minu katsetes esines antud tendents nii
kdrge VPD kui ka ABA-ga pritsimise katses. Mida kdrgem gsO, seda suuremas ulatuses

muutus Ohuldhede juhtivuse vaartus pérast vastava stiimuli (kdrge VPD v0i ABA)
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rakendamist. Samad nisusordid reageerisid Ghuldhede sulgumise ulatuse osas nii VPD
muutusele kui ka ABA-ga pritsimisele sarnaselt. Ohuldhede sulgumisvastuse ulatus oli neis
katsetes tugevas positiivses korrelatsioonis (Joonis 9). Kontrollkatses pritsitud sortidel 876 ja

Robijs ei esinenud statistiliselt olulist muutust 8hul6hede juhtivuses (Lisa 1).

Kdrges VPD-s reageerisid ABA-le kaks kdige kdrgema gs vadrtusega sorti — Runar ja 876.
Need tulemused, nii kérgemate gsO véaartustega sortide 6huldhede suurem vastus koérgele
VPD-le ning ABA-le ja reageerimine ABA-le kdrges VPD-s, vdiksid olla sarnaselt
seletatavad. Suurema ©6hul6hede juhtivusega sortidel on Ghuldhed rohkem avatud v6i on
6hulhesid tihedamalt (Chater jt., 2015, Jalakas jt., 2018). Uhest kiljest paaseb sel juhul
rohkem ABA 6hulBhede kaudu lehte sisse ning kérgem ABA kontsentratsioon sulgrakkudes
tagab suurema vastuse. Teisest kuljest vdib arvata, et kdrgema OhulShede tihedusega
taimeliinidel on samuti suurem potentsiaal 6huldhede juhtivuste véartuste langemiseks. Mida
suurem osa 6huldhesid end sulgeb, seda suurem on ka muutus Shuldhede juhtivuse vééartustes.
Nimelt: mitte kbik 6huldhed Ghel taimel ei sulgu samal méaaral. On téheldatud, et lehes esineb
ohuldhede sulgumises varieeruvus, ent laiguti samas kohas asetsevad Ghuldhed sulguvad
sarnaselt (Mott ja Buckley, 2000). Ka VPD téusu ulatuslikumat mdju suurema gs0 vaartusega
sortidel vOib seletada nii, et kdrgema algse juhtivusega liinide esialgne veekadu lehtedest
kdrge VPD rakendamisel oli suurem. Algne suurem veekadu initsieeris ka suurema

sulgumise.

Uldiselt on mudeltaim Arabidopsisel kirjeldatud ABA signaalrada konserveerunud kdigis
maismaataimedes (Hauser jt., 2011). Transkriptoomi uurimine selgitas, et ABA
signalisatsioon osaleb teraviljade (odra) stressivastuste maaramisel ning et mitmed odra
transkriptsioonifaktorid on ABA poolt indutseeritavad (Gdurel jt., 2016). Nisu ja odra
ohuldhed sulgusid ABA-t66tluse mdjul kuni 50% (Shen jt., 2015). Minu katsed néitasid, et
erinevate nisusortide Ohuldhed reageerivad védga varieeruvalt ABA-ga pritsimisele.

Samamoodi on vaga varieeruv ka 6huldhede vastus kdrgele VPD-le.

Taimi vOib jaotada vastavalt 6hul6hede tundlikkusele mulla ja 6hu veedefitsiidi suhtes kahte
gruppi: isohldrilised ja anisohidrilised (Tardieu ja Simonneau, 1998). Isohidrilised taimed
hoiavad Ghuldhede avatuse regulatsiooni kaudu taimelehe veesisalduse ja veepotentsiaali
konstantsena: korge VPD v6i mullakuivuse korral nende 6hul6hed sulguvad. Anisohudrilised
taimed hoiavad 6hulbhed pigem lahti ka kdrgetes VPD tingimustes séilitamaks kdrget
fotosuinteesi taset. Nisu on peetud anisohudriliseks liigiks (Boyer jt., 2008), kuid katsed on
néidanud, et eri sordid voivad nisul kdituda nii isohidriliselt kui anisohdriliselt (Onyemaobi

jt., 2021). Minu katsetes nisudega saab ka valja tuua, et osad sordid on pigem isohudrilised
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(nditeks 876, Runar, 013-074, 990-2, Betong, DS-655, Voore, Hiie) ja osad anisohudrilised
(néiteks 720-3, DS-17, 013-01, 013-032, Zombi, 638-5).

Otradel on ndidatud, et ABA signaalraja komponentide (néiteks PP2C ja PYR/PYL
retseptorid) geeniekspressioonis on sortide vahel suur varieeruvus (Kamboj jt., 2015).
Ké&esolevas katses esinenud dhulbhede VPD ja ABA tundlikkuse erinevus vdib osaliselt
tuleneda ka geneetilisest varieeruvusest, mis mdjutab 6hulhede sulgumise signaalraja

komponentide aktiivsust.

Looduses voimaldab 6hulGhede eri tliupi regulatsioon kasvada vaga erinevates keskkondades.
Nisu puhul vdivad kéaesolevast t66s saadud andmed aidata valida vastavasse keskkonda
sobiva sordi. Piirkondades, kus veedefitsiit on tavaline, vdiks rohkem saaki anda sordid, mille
Ohuldhede juhtivus on madalam. Samas neis regioonides, kus veedefitsiit on pigem luhiajaline
ja ajutine, voiksid saagikamad olla kérgema 6hulGhede juhtivuse ning kiire reaktsiooniga
sordid. Anisohudriliste taimede puhul hoitakse kill dhul6hed rohkem avatuna, aga selle t6ttu
on ka neil suurem veekadu. Siiski veerikkas keskkonnas vdivad nad omastada rohkem CO2-e

ning selle kaudu vdiks olla ka taime produktsioon kdrgem.

NOBALwheat projekti raames kasvatatakse kaesolevas t66s uuritud sorte Eesti
Taimekasvatuse Instituudi (ETKI) pdldudel Jdgeval 2021-2022 aastal. Joonisel 11 on
korreleeritud ETKI-st saadud 2021. a terasaagid laboris mdddetud gsO véartustega. Kuna
valgusel polnud statistiliselt olulist mdju gsO vaéartustele, siis kasutasin korrelatsioonis ule
kdigi valguste keskmistatud gsO vaartusi. (Joonis 11). ETKI pdllukatsed toimusid kahel
lammastikvaetise tasemel, 75 ja 150 kg ha™* (N75 ja N150). Md&lemal juhul oli selgelt naha, et

keskmised gs0 vaartused olid statistiliselt olulises negatiivses korrelatsioonis terasaagiga.

Keskkonnaagentuuri (2021) andmetel oli 2021 aasta juunikuu keskmine temperatuur 18.9 °C
ja sademeid tuli 9.9mm. Seega oli juuni keskmine temperatuur kiimne aasta keskmisega
vorreldes 3.4 °C kdrgem ning sademeid tuli 68mm keskmisest vahem. Juuli keskmine
Ohutemperatuur oli 21°C ning sademeid tuli 41.5mm, mis tdhendas keskmiselt 3.1°C
kdrgemat temperatuuri ning 10mm véhem sademeid. Nende andmete pdhjal oli méddunud
aasta (2021) ilmastik nisu aktiivse kasvuperioodi ajal keskmisest kuivem ja soojem
(Keskkonnaagentuur 2021). Sellisel kuival aastal olid kdige saagikamad genotulibid 720-3
(5568 kg ha* N150 katse puhul ja 5087 kg ha* N75 puhul) ning 638-5. Kéige madalamad
saagikused olid Runaril ning 876-I.

Laborikatsetes kaks kdige kdrgema gsO vaartusega sorti, Runar ja 876, olid pdllul kdige
madalama saagiga. Varem on katsetega néidatud, et nisu terasaak ja gs vaartus on omavahel
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positiivses korrelatsioonis — kdrgema gs véartustega sortidel oli suurem saak (Reynolds jt.,
1994). Need katsed olid tehtud kastetud pd6llul ning sel juhul avaldub pigem sordi
saagipotentsiaal, mitte reaalne saak. Arvestades Eesti 2021. aasta kuiva ja kuuma suve, siis
uhest kuljest voisid kérgema gsO vaartusega sordid kaotada rohkem vett. Teisalt, vaadates
ohuldhede tundlikkust VPD suhtes, on néha, et neil kdrge gs0-ga sortidel langesid juhtivuse
vadrtused korges VPD-s ka koige rohkem (kuni 50%), mis oluliselt piirab antud sordi
gaasivahetust keskkonnaga. Oletan, et need sordid on saagikamad suvedel, mil mulla
veesisaldus on kdrgem ja atmosfaari niiskusvajak madalam. Siis saavad 6huldhed olla rohkem

avatud ning netoassimilatsiooni Kiirus seetfttu suurem.
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Joonis 11. Korrelatsioon minu laborikatsetes saadud dhul6hede juhtivuste keskmiste véartuste
ja Eesti Taimekasvatuse Instituudi 2021 a. suvistel pdllukatsetel saadud keskmiste terasaakide
vahel. Pdllukatsed tehti kahel N véetusel (N75 ja N150) kumbki kahes korduses. Negatiivne
lineaarne regressioon keskmiste dhuldhede juhtivuste (gs0) vaartuste ning terasaagi vahel oli
statistiliselt oluline. Eraldi on tahistatud isohudrilised sordid (romb) ja anisohtdrilised sordid

(+).

Kdige saagikamad olid sordid 720-3 ja 638-5, mille gsO vaartused olid pigem madalapoolsed -
madalam gs véartus tdhendab ka véiksemat veekadu ajaiihikus lehepinnalt. Samas nende
sortide Ohuldhed ei sulgunud laboritingimustes statistiliselt oluliselt kdrge VPD juures.
Tegemist on seega anisohudriliste sortidega, mis pigem loovutavad ShulGhede vaiksema
reguleerimise tottu korge niiskusvajakuga 6hku rohkem vett, ent sdilitavad selle abil ka

kdrgema CO netoassimilatsiooni kiiruse. Genotiipide 720-3 ja 638-5 VPD-tundetus, mis
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leidis kinnitust kdigis laborikatsetes, vOis tingida selle, et suuremal osal péevast
funktsioneerisid need liinid pdllul hoopis avatumate 6huldhedega ning seega ka assimileerisid
stisinikku rohkem. See on vdga tGen&oline, arvestades, et nditeks 30°C Shutemperatuuri ja
30% 6hu suhtelise niiskuse korral on VPD ligi 3 kPa, mis lletab oluliselt laborikatsete kdrge
VPD olukorra (umbes 2kPa). Enam avatud ©hul6hedega kaasneb lisaks kdrgemale
assimilatsioonile ka suurem jahutav efekt, mis méodunud kuumal suvel oli ilmselt véga

oluline.

Tulemus, et madalamate basaalsete dhulBhede juhtivuste vaartustega anisohudrilised sordid
on pollul kdrge VPD tingimustes lahtisemate 6hul6hedega ning seega saagikamad, on vaga

oluline, ent vajab p&llumddtmiste Kinnitust.
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Kokkuvote

Nisu on uks tédhtsamaid teraviljasid maailmas. Sordiaretuses on olulisel kohal teraviljade
saagikuse tdstmine jargnevate aastakiimnete jooksul. Teadlased on arvamusel, et tulevikus on
gaasivahetustunnuste optimeerimine suure potentsiaaliga saagikuse tGstmise osas. Samuti on
oluline arvestada kliimamuutuseid, kus temperatuuri kasv ja suhtelise 6huniiskuse langus
hakkavad tha enam mdjutama teraviljade saagikust. Antud t66s uuriti laboris 4-kambrilise
termostateeritud gaasivahetusaparatuuriga 16 NOBALwheat projektist parit nisu genottubi
Ohuldhede juhtivust ja selle muutumist abstsiishappe (ABA) ja 6hu niiskusvajaku (VPD)

tdusu mojul. Katsetaimed olid vegetatiivses kasvufaasis, kus peavdrsel oli 3-4 lehte.

Kuigi uurimisaluste nisusortide basaalne dhulGhede juhtivus varieerus umbes kahekordselt,
polnud need erinevused enamasti statistiliselt olulised. Kuna 6hulBhede juhtivuste vaartuseid
vlivad mdjutada mitmed kasvukeskkonna tegurid, taime vanus ja 6hulGhede kaitumise
O0péevane ritm, tuleks selgemate erinevuste saamiseks need tingimused taimede puhul

uhtlustada parimal véimalikul moel.

Uurides nisusortide dhul6hede vastuseid dhu VPD tusu ja taimehormoon ABA-ga pritsimise
suhtes selgus, et monede sortide 6hul6hed sulgumisvastused olid nende faktorite suhtes
statistiliselt mitteolulised. Sellised nn. anisohudrilised genotuibid olid néiteks Leedust parit
720-3 ja 638-5. Sordid, millel oli kérgem algne Ghuldhede juhtivus, olid nii ABA kui ka VPD
suhtes tundlikumad: nende 6huldhed sulgusid ABA-ga pritsides voi VPD tdstmise jarel enim.
Sordid, mille 6huldhed olid tundlikumad VPD suhtes, olid tundlikumad ka ABA suhtes:
ilmnes statistiliselt oluline positiivne seos 6huléhede ABA ja VPD vastuste vahel.

Eesti Taimekasvatuse Instituut viis 2021. a oma Jogeva katsealal labi p6ldkatsed samade
sortidega. Korreleerides terasaaki laboris saadud 6heldhede basaalsete juhtivuste véartustega
tuli valja, et 2021. aasta kuival ja kuumal suvel olid saagikamad keskmisest madalamate
basaalse 6hulGhede juhtivuste vaartustega sordid, mis samas olid statistiliselt tundetud VPD
tbusu suhtes. On vBimalik, et suvel toimisid need sordid pdllul kdrge VPD tingimustes hoopis

lahtisemate 6hulBhedega ning assimileerisid ronkem.

Minu t66 tulemused nditavad pdllukultuuride gaasivahetustunnuste varieerumist
laboritingimustes ning vdimalikke erinevusi GhulGhede regulatsiooni strateegiates. Kui
ohuldhede isohudriline/anisohidriline k&itumine leiab Kkinnitust ka p6llul toimuvates
gaasivahetusmddtmistes, siis annab see koos laborikatsete, ilmastiku ning saagiandmetega

vaga olulist infot sordiaretajatele.
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Summary
Stomatal sensitivity to vapour pressure deficit and abscisic acid in Nordic wheat

genotypes
Wheat is one of the most important cereals in the world. In next few decades, it is crucial to
increase the yield of wheat and other cereals. Research suggests that optimization of gas
exchange traits can potentially be used in plant breeding to increase yield. It is also important
to take into consideration the effects of the climate change. Due to rising temperatures air
moisture holding capacity increases and vapour pressure deficit (VPD) increases. As a result,
atmospheric water demand rises and plants start to lose more water through stomata which
can affect yield. In current study, 16 different spring wheat cultivars from NOBALwheat
project were used to examine their stomatal conductance and stomatal sensitivity to vapour

pressure deficit (VPD) and abscisic acid (ABA) in the laboratory conditions.

Basal stomatal conductance values in studied wheat cultivars varied up to two times, however,
these differences were not statistically significant. Many factors — age of the plant, time of the
day — can affect the stomatal conductance in addition to studied effects of VPD and ABA.
Thus, it is crucial to minimise differences in these factors to obtain more stable results which

could reveal statistical differences between cultivars.

Studied wheat cultivars showed differences in the sensitivity to ABA and rising VPD. Some
cultivars, for example 720-3 and 638-5 from Lithuania, were anisohydric and had statistically
non-significant response to these treatments. Cultivars that had higher basal stomatal
conductance were more sensitive to ABA and higher VPD. Their stomata closed the most
extensively in response to these stimuli. There was a positive correlation between sensitivities
to ABA and increased VPD: cultivars that were more sensitive to ABA were also more
sensitive to high VPD.

Cultivars were also grown in field experiments conducted by Estonian Crop Research
Institute (ECRI) in 2021. The precipitation in June-July of 2021 was lower and mean
temperature higher than usual. The highest yield was measured for the cultivars that had lower
basal gs values in the lab and were insensitive to high VPD. It is possible that cultivars that
kept their stomata open in high VPD conditions in the field were able to assimilate CO; at

higher rates and, in result, get higher yields.

Presented lab results show that wheat gas exchange values can vary significantly and also
their stomatal regulation can be very different. Provided that documented
isohydric/anisohydric strategies would also hold in the field, then these results together with

climate and yield data, may give valuable information to crop breeders.
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Tanuavaldused

Soovin tdnada enda juhendajaid Ebe Merilot ja Egon Meigast, kes olid alati abivalmid ning
abivalmid terve t606 véltel. Samuti tahan tdnada Hannes Kollistit, kes oli valmis mind kaasama
oma labori projekti. Suured tdnud ka Eesti Taimekasvatuse Instituudile ja nende tO6tajatele
Anne Ingverile ja llmar Tammele saagikuse andmete eest. Kdigele lisaks tanan ka kdiki teisi
Taimsete signaalide uurimisrihma inimesi, kes aitasid alati, kui tekkis méni kisimus laboris
toimuva kohta voi aitasid valtida potentsiaalsete probleemide teket, millele ma ise tdhelepanu
ei osanud poorata.
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Lisad

Ohuldhede tundlikkus kontroll lahusega pritsimisele (PPFD =
500 umol m2s1) umol m2s
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Lisa 1. Kahe valitud nisusordi 6hulGhede juhtivuste vaartused (keskmine £ standardviga) enne
kontroll lahusega pritsimist (gs0) ja 32 minutit (gs32) péarast pritsimist. Mdlema sordi puhul
jaid 6huldhede juhtivuse vaartuste muutused 15-17% vahele, mis ei olnud statistiliselt oluline.
n=4
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