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INFOLEHT

Ohulbhede tihedus, indeks ja juhtivus ABA signaalraja ja 6huldhede arengu mutantidel
Taime gaasivahetus — CO, difundeerumine taime ja vee aurustumine taimelehtedest — toimub
l&bi 6huldhede, mis on taimelehtede pinnal asuvad vaikesed sulgrakkudega timbritsetud poorid.
Muutes Shupilu avatust sbltuvalt keskkonnatingimustest, saab taim transpiratsioonist tingitud
veekadu Kiiresti reguleerida. Pikemas ajaskaalas saab transpiratsiooni reguleerida ka dhul6hede
tiheduse muutmisega. Moistes 6hulhesid iseloomustavaid tunnuseid ja nendevahelisi seoseid
ning kuidas mingi geen 6hulthede arengut voi funktsiooni méjutab, on vdimalik luua taimi,
mis sobivad paremini tulevikukliimasse. Sellest ajendatult uuriti k&esolevas t66s seoseid
ohulbhede tiheduse, indeksi ja juhtivuse vahel hariliku mudrlooga (Arabidopsis thaliana) Col-
0 metsiktidpi ning ABA signalisatsiooni ja bioslinteesi, samuti 8hulGhede arengu hairetega
taimedes. T60 tulemuste pdhjal selgus, et defektid ABA signalisatsioonis mdjutavad dhul6hede
arengut, kuid mitte nii konkreetselt kui siis, kui defektsed on 6huldhede arenguga seotud geenid.
Samas on ABA signaalraja defektidel vaga suur mdju 6huldhede juhtivusele.

Ohuldhe, taim, gaasivahetus, dhuldhede tihedus, hulBhede indeks, ShulBhede juhtivus,
ohulbhede areng
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Stomatal density, index and conductance in Arabidopsis thaliana ABA signalling and
stomatal development mutants

Gas exchange in plants — CO, influx into the plant and water evaporation — is regulated by
small pores on the surface of the leaves called stomata. Stomata are able to change rapidly the
size of their aperture in response to endogenous and environmental signals. Being able to
change the aperture is vital during drought adaption. In longer time scale, plants can also
regulate their transpiration via stomatal density. Understanding the relations between different
stomatal traits will enable to create plants that are more sustainable in future climate. This thesis
aimed to study the connections between stomatal density, index and conductance in Arabidopsis
thaliana Col-0 wild type and its mutants of ABA signalling and biosynthesis, as well as stomatal
development. Results of this study show that defects in ABA signalling and synthesis affect the
development of stomata, but not as significantly as mutations in genes which are related to the
stomatal development directly. Stomatal conductance, on the other hand, is strongly affected
by defects in ABA synthesis and signalling.

Stomata, plant, gas exchange, stomatal density, stomatal index, stomatal conductance, stomatal
development
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KASUTATUD LUHENDID
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slisihappegaasi kontsentratsioon
ABSCISIC ACID; abstsiishape, taimehormoon

ABA INSENSITIVE 1; ABA-signaalraja negatiivne regulaator, 2C tulpi
fosfataas

EPIDERMAL PATTERNING FACTOR; epidermi mustri moodustu-
mise faktor, signaalvalk

GUARD MOTHER CELL; sulgrakkude emarakk
MERISTEMOID MOTHER CELL,; meristemoidi emarakk

NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE 3/5; 9-cis-

epoksukarotenoid diokstigenaas, ABA biostinteesi votmeensiiim

PROTEIN PHOSPHATASE 2C; 2C tlupi proteiinfosfataas, ABA

signaalraja negatiivne regulaator

PYRABACTIN RESISTANCE/PYR-LIKE/REGULATORY COMPO-
NENT OF ABA RECEPTOR; ABA retseptor

QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1/ALUMINIUM-
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 12; Kiirelt aktiveeruv
sulgraku anioonkanal/alumiiniumi  kaudu aktiveeritud malaadi

transporter 12

STOMATAL DENSITY; 6hul6hede tihedus

STOMATAL INDEX; 6huldhede indeks

SLOW TYPE ANION CHANNEL 1; aeglast tipi sulgraku anioonkanal

SLAC1 HOMOLOUGE 3; aeglast titpi sulgraku anioonkanal, SLAC1
homoloog

STOMATAL LINEAGE GROUND CELL; 6hul6he eellasliini pdhirakk



SISSEJUHATUS

Taimed, fotosunteesivad organismid, vajavad orgaaniliste Uhendite tootmiseks lisaks
paikeseenergiale ja mineraalainetele ka vett ja stsinikdioksiidi. Fotostinteesi kdrvalproduktina
eraldub koikidele aeroobsete organismidele vajalik hapnik. Nii siisihappegaasi sisenemine
taime kui ka hapniku vabanemine toimuvad 6hulGhede kaudu. L&bi 6hul6hede aurustub ka
taimede jaoks eluliselt oluline vesi.

Ohulbhed on taimelehtede pinnal asuvad vaikesed sulgrakkudega Umbritsetud poorid,
mille kaudu leiab aset taime gaasivahetus — taime difundeerub CO, ja toimub transpiratsioon
(vee aurumine taimelehtedest). Vett aurustub 6huldhede kaudu proportsionaalselt kordades
enam, kui siseneb taime sisihappegaasi. Ohuldhed on véimelised transpiratsiooni Shupilu
laiuse muutmisega reguleerima. Ohuldhede avatuna hoidmise kasumlikkus sdltub keskkonnast:
kui muld v6i atmosfaar on kuivad, tuleks veekao véhendamiseks 6hupilu laiust vahendada. Kui
vett on piisavalt, aitab Ohul6hede avatuna hoidmine tdsta fotoslnteesi ja sellega ka
produktsiooni. Uldiselt on p6llumajanduslike taimede @hulBhede juhtivus positiivses
korrelatsioonis saagiga, kinnitades dhul6hede avatuna hoidmise olulisust (Roche, 2013).
Pikemas ajaskaalas saab transpiratsiooni reguleerida ka dhulGhede tiheduse muutmisega — sel
juhul tehakse ohulBhesid lehe pinnaiihiku kohta rohkem v&i vdhem (Hetherington ja
Woodward, 2003). V6ib 6elda, et 6hulbhede tihedus ja juhtivus kujutavad endast pikemas ja
luhemas ajaskaalas toimuvat transpiratsiooni reguleerimise vahendit. Mdistes seoseid
ohulbhede tiheduse ja juhtivuse vahel, samuti huldhedega seotud tunnuste varieerumist taimes
ning ja teades, kuidas mingi geen 6huldhede arengut voi funktsiooni mdjutab, on véimalik
aretada taimi, mis suudavad sdilitada oma optimaalse kasvu ja funktsioneerimise ka
ekstreemsetes keskkonnatingimustes.

Kéesoleva t60 eesmérk oli uurida, kuidas mdjutavad defektid Ghelt poolt taimse
stressihormooni abstsiishappe (ABA) sunteesis ja signaalraja geenides ning teisalt huléhede
arengut mojutavates geenides selliseid 6huldhedega seotud tunnuseid nagu dhulbhede tihedus,
indeks ja juhtivus. Uuriti korrelatsiooni 6huldhede tiheduse ja juhtivuse vahel ABA
signalisatsiooni ja stinteesi ning 6huldhede arengu mutantidel. Ohulbhede tiheduse, indeksi ja
juhtivuse uurimiseks kasutati hariliku miiurlooga metsikttitipi Col-0 ja mutantseid taimeliine.
Taimelehtedest valmistati lehejaljendid, millelt sai mikroskoobi abil mé&&rata Ghuldhede
tihedust ja indeksit. Taimede 6huldhede juhtivuse mdotmiseks kasutati gaasivahetusseadet, mis
moddab mddtekambrisse siseneva ja sealt véljuva 6hu veeauru kontsentratsioonide vahest
transpiratsiooni ning arvutab mdddetud lehetemperatuuri kasutades 6hulGhede juhtivuse.

Teadmised dhul6hede tiheduse, indeksi ja juhtivuse seoste kohta aitavad hinnata vGimalusi
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tulevikus paremini hakkamasaavate taimede aretamiseks. Naiteks teraviljadel on naidatud, et

ka siin t00s uuritud geenide EPF1 ja EPF2 ekspressiooni muutmisega loodi pduatolerantsed
riisi- ja odraliinid (Caine jt, 2018; Hughes jt, 2017).
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Harilik maurlook

Harilik madrlook (Id Arabidopsis thaliana) on taimeteaduses tuntud kui véga oluline
mudelorganism. Seda tanu taime luhikesele elutsuklile (6-8 né&dalat), iseviljastumisele,
vahendudlikkusele kasvutingimuste osas ja vordlemisi vaikesele genoomile (Kramer, 2015).
Uhtlasi on harilik mudrlook esimene taim, mille viiest kromosoomist koosnev genoom
taielikult sekveneeriti. See on andnud vdimaluse tuvastada alates 2000. aastast taimespetsiifilisi
ja p6llumajanduskultuuride saagikusega seotud geene (The Arabidopsis Genome Initiative,
2000).

1.2.  Ohuléhed

Ohuldhed on taimelehe pinnal, epidermis, asuvad poorid, mis koosnevad 6hupilust ja seda
umbritsevast kahest sulgrakust. Sulgrakkude kuju jargi jaotatakse 6huldhed hantlikujulisteks
(esinevad korrelistel) ja neerukujulisteks (esinevad teistel maismaataimedel sh harilikul
miurloogal) (Hetherington ja Woodward, 2003). Neid v8ib moodustuda lehe (hele voi
mdlemale kiiljele (Zoulias jt, 2018). Olenevalt liigist ja keskkonnatingimustest vdivad 6huldhed
olla 10-80 pum pikad (Hetherington ja Woodward, 2003) ning h6lmata umbes 5% lehe pindalast
(Willmer ja Fricker, 1996). Evolutsioonilises skaalas oli dhul6hede moodustumise aluseks
taimede kolimine maismaale, kus ellujadmiseks oli oluline védhendada veekadu maapealsetes
kudedes. Nii kujunes 0©huldhede kdige olulisemaks Glesandeks reguleerida taime
transpiratsiooni. Ohuldhedel on ka teisi rolle, naiteks CO, omastamine ja taime jahutamine
(Martin ja Glover, 2007).

Ohulbhede peamine funktsioon on tagada taime gaasivahetus — l4bi 8hupilu difundeerub
taimelehte fotosunteesiks vajalik slsihappegaas ning vabanevad veeaur ja hapnik.
Gaasivahetuse reguleerimiseks muudab taim Ghupilu avatust. Selleks, et 6hul6he avaneks,
kogunevad K*, anioonid ja suhkur sulgrakkudesse, algatades nii vee liikumise rakku. Sulgrakud
paisuvad ja hupilu laius suureneb. Ohulbhe sulgumine on vastupidine protsess: ioonid ja vesi
valjuvad sulgrakust (Schroeder jt, 2001).

Et tagada efektiivne gaasivahetus, on taimele oluline saavutada vdimalikult optimaalne
Ohulbhede tihedus pinnatihiku kohta ja nende paiknemine epidermis (Larkin jt, 1997) —
ohuldhede jaotumine epidermis voiks olla vbéimalikult Ghtlane (Martin ja Glover, 2007).

Taimedel on kujunenud vélja tGihe-raku-reegel, mis tdhendab seda, et kahe dhuldhe vahele peab

8



jadma vahemalt (ks epidermirakk (Larkin jt, 1997). Arvatakse, et selline muster tdstab
gaasivahetuse efektiivsust, minimeerides seejuures veekadu (Papanatsiou jt, 2016). Reegli
jargimise eest vastutavad rakkude valjaarenemise protsessi reguleerivad komplekssed

signaalrajad.

1.2.1. Ohuldhede areng

Ohuldhede moodustumiseks labivad 6hulhede eellasrakud asiimmeetrilised ja simmeetrilised
rakujagunemised (Joonis 1). Esimeseks etapiks on protodermi raku arenemine meristemoidi
emarakuks (MMC), mis jaguneb asummeetriliselt. Jagunemisjargselt tekib vaiksem
meristemoid ja suurem 6hulGhe eellasliini pdhirakk (SLGC). Jargmiseks etapiks on neli
erinevat vBimalust: 1) SLGC jaguneb, mille tulemusel moodustub kaks epidermirakuga
eraldatud meristemoidi; 2) meristemoid l&bib jagunemisi, mille tulemusel moodustub veel
SLGC-sid; 3) meristemoid areneb sulgrakkude emarakuks (GMC); 4) SLGC ja/voi
meristemoid valjuvad jagunemisest. Sulgrakkude emarakul on diferentseerumiseks kaks
varianti — kas valjuda rakujagunemisest voi poolduda ja moodustada seelébi kaks sulgrakku.
Kirjeldatud  rakujagunemist  reguleerivad  kolm transkriptsioonifaktorit:  SPCH
(SPEECHLESS), MUTE ja FAMA. (Zoulias jt, 2018)

SPCH MUTE FAMA

| e

Protodermirakk MMC GMC

Meristemoid Ohulshe

Epidermirakk

Joonis 1. Hariliku miiurlooga 6hulGhede arengu modifitseeritud joonis (Jalakas, 2019) protodermirakust
BhulBheni.

Kolm transkriptsioonifaktorit — SPCH, MUTE ja FAMA — reguleerivad hulGhede arengu ajal rakkude jagunemist
ja diferentseerumist. Ohuldhede areng algab, kui protodermirakk diferentseerub meristemoidi emarakuks (MMC).
MMC jaguneb asimmeetriliselt moodustades kompleksi hulBhe eellasliini algrakust (SLGC) ja meristemoidist
(punane). Meristemoid diferentseerub sulgrakkude emarakuks (GMC, lilla), mis pooldub simmeetriliselt,
moodustades kaks sulgrakku (roheline). Antud joonis kujutab {iht 8huldhede arengu suunda, v8imalikud SLGC

valjumised dhulBhede eellasliinist on markimata.



SPCH seondub kokku 8327 hariliku mudrlooga geenisaidiga. Nendest umbes 70% on
rakujagunemise, peptiidsignaalide ja meristemoidrakkude saatuse reguleerimisega seotud
geenide promootorid (Lau jt, 2014). SPCH uleprodutseerimine p&adib epidermiga, mis koosneb
enamasti 18puni jagunemata rakkudest. See vihjab SPCH rollile kontrollida asimmeetrilist
jagunemist ja rakujagunemise vdimendamist. (MacAlister jt, 2006; Pillitteri jt, 2007)

MUTE vastutab meristemoidide GMCdeks diferentseerumise eest. Mutatsioon MUTEs
viib rakujagunemise peatumiseni juba meristemoidi staadiumis. Hariliku muirloogaga tehtud
katsetest johtub, et MUTE (Uleekspressiooni korral koosneb epidermis peamiselt 6huldhedest.
(MacAlister, 2006; Pillitteri jt, 2007)

FAMA reguleerib GMCde summeetrilist jagunemist ehk vastutab sulgrakkude
moodustumise eest. FAMA termineerib pddrdumatult meristemoidse rakujagunemise ning
aktiveerib otseselt geene, mis on vajalikud sulgrakkude funktsioneerimiseks (Ohashi-Ito ja
Bergmann, 2006).

Eelnimetatud transkriptsioonifaktorid on suhteliselt jaiga peptiidse signaalraja kontrolli
all. Kolm selle signaalraja valku hariliku mairlooga lehtedes on: EPIDERMAL PATTERNING
FACTOR 1 ja 2 (EPF1, EPF2), mis avalduvad 6huldhede eellasliini rakkudes (Hara jt, 2007;
Hara jt, 2009; Hunt ja Gray, 2009) ning STOMATOGEN (STOM/EPF-LIKE 9 (EPFL9)), mis
avaldub mesofullirakkudes (Sugano jt, 2009, Hunt jt, 2010). EPF1 ja EPF2 reguleerivad
ohuldhede arengut negatiivselt (Lin jt, 2017), samas STOM reguleerib 6huldhede arengut
positiivselt (Sugano jt, 2009; Hunt jt, 2010). Kuigi nii EPF1 kui ka EPF2 reguleerivad SPCH
valgu taset (Jewaria jt, 2013), erinevad nende funktsioonid margatavalt. EPF2 osaleb 8hulGhede
arengus varem, reguleerides SPCH ekspressiooni ning seega meristemoidide asimmeetrilist
jagunemist (Hara jt, 2009). EPF1 kontrollib aga tihe-raku-reeglit meristemoidide hulgas (Hara
jt, 2007) ning mangib rolli GMCde autokriinses regulatsioonis ja SLGCde dhulthede eellasliini
astumise inhibeerimises (Qi jt, 2017). EPF1 puudumine viib the-raku-reegli rikkumiseni, mille
tagajarjeks on kahest-kolmest 6huldhest koosnevad kogumikud (Hara jt, 2007). Vastupidiselt
STOMIi Uleekspresseerimise tulemusena tekkinud 6hulGhede tiheduse suurenemisele (Sugano
jt, 2009; Hunt jt, 2010), viib EPF1 vdi EPF2 tleproduktsioon 6huldhede tiheduse vdhenemiseni
(Hara jt, 2007; Hunt ja Gray 2009). Epf2 (EPF2 puudub) mutantide 8huldhede indeks
(6hulbhede protsent kdikidest epidermirakkudest) vaheneb — koos dhul6hede tiheduse kasvuga
hoogustub ka rakujagunemine (Hara jt, 2009; Hunt ja Gray, 2009; Sugano jt, 2010; Hunt jt,
2010).

EPFide mdju dhulBhede arengule on uuritud palju harilikus mitrloogas ning viimastel
aastatel on hakatud tahelepanu pd6drama ka péllumajandustaimedele. Vaatamata sellele, et

hariliku midrlooga ja korreliste dhuldhede kuju ja muster on erinevad, on molekulaarne
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kontroll 6huldhede arengu (le reguleeritud sarnaselt. Sellest tulenevalt on hakatud l&bi viima
katseid, kus uuritakse kdrrelisi, mille EPF ortolooge on manipuleeritud. Hughes jt (2017) ja
Caine jt (2018) avaldatud tulemustes selgus, et EPF Uleekspresseeritavates odra ja riisi taimedes
oli 6huldhede tihedus ja juhtivus vorreldes kontrolltaimedega madalamad. Samas oli viljasaak
sama suur (Hughes jt, 2017) vdi isegi suurem (Caine jt, 2018). Odra puhul ilmnes ka
tdhelepanuvadrselt efektiivsem veekasutus ja pduataluvus (Hughes jt, 2017), geneetiliselt
manipuleeritud riis pidas kontrolltaimedest paremini vastu nii kdrgel temperatuuril kui ka
pduatingimustes (Caine jt, 2018). Sellised tulemused annavad lootust teraviljakasvatuse

séilimiseks ka (iha enam pealetungivas kliimamuutuses.

1.2.1. Ohulbhede arengut mdjutavad tegurid

Ohuldhede arengukaik pole pelgalt transkriptsioonifaktorite eestvedamisel toimuv
epidermirakkude diferentseerumine Ohuldhedeks. Arengu kaigus vastuvdetavaid otsuseid
mdojutavad ka taimehormoonid ja keskkonnategurid (Qi ja Torii, 2018). Keskkonnateguritest
mdjutavad Shulbhede arengut eriti valguse intensiivsus, slsihappegaasi kontsentratsioon
atmosfadris ja vee kattesaadavus (Dow ja Bergmann, 2014). Taimehormoonidest nditeks
brassinosteroidid, auksiin ja abstsiishape (Qi ja Torii, 2018).

Taiskasvanud taimelehed on suutelised infot véliskeskkonna kohta signaliseerima
arenevatele lehtedele, mis siis omakorda modifitseerivad vastavalt neile signaalidele 6huldhede
arengut (Lake jt, 2001). Siinkohal tuleb méngu teadmine, et protodermi raku sisenemine
Ohuldhe eellasliini ei tahenda veel, et protodermi rakust 8huldhe kujuneb — eellasliinis olevatel
rakkudel on vdimalik erinevatel etappidel eellasliinist valja astuda ja areng peatada. Selline
paindlikkus voimaldab areneval lehel vastata lokaalsetele ja globaalsetele signaalidele, samuti

keskkonnatingimustele (Zoulias jt, 2018).

1.2.2. Ohuldhede tihedus

Olenevalt taimeliigist v6ib dhulGhede tihedus epidermis jd&da vahemikku 5-1000 &hulBhet
ruutmillimeetri kohta (Willmer ja Fricker, 1996). Suur varieeruvus on p06hjustatud nii
taimeliikide erinevustest kui ka keskkonnaméjudest. Ohuldhede tihedust mdjutavad naiteks
valguse intensiivsus ja kvaliteet, vee kéttesaadavus, 60péevaritm, osooni ja susihappegaasi
kontsentratsioonid atmosfadris. Enim on uuritud dhuldhede tiheduse muutust [CO,] suhtes —

stisihappegaasi kontsentratsiooni suurenedes 6hulGhede tihedus vaheneb (Holroyd jt, 2008).
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Teades stisihappegaasi kontsentratsiooni ja 6huldhede tiheduse suhet, on vdimalik fossiilidelt
loetud Shuldhede arvu pohjal hinnata ajaloolist CO, hulka atmosfaaris (Martin ja Glover, 2007).

Vaatamata sellele, et Arabidopsis thalianal on 0&huldhed lehe mdlemal kiljel,
produtseerivad hariliku midrlooga lehed margatavalt ronkem 6huldhesid lehe alumisele kiljele
(Zoulias jt, 2018). Selle pdhjuseks peetakse 6hulGhede rolli veekaotuses: lehe alumine kiilg on
valiskeskkonna mdjude eest paremini kaitsud — lehe pind kuumeneb vahem, mille t6ttu on
transpiratsioon madalam. Seega néib, et evolutsiooniliselt on olnud mdistlikum paigutada enam

Ohulbhesid lehe alumisele kiljele valtimaks liigset vee aurustumist (Martin ja Glover, 2007).

1.2.3. Ohulbhede juhtivus

Taime eluks vajalike funktsioonide efektiivse toimimise eelduseks on tasakaalustatud
gaasivahetus taime ja atmosfaari vahel — fotosiinteesiks vajaliku CO, omastamine peab olema
maksimaalne ja transpiratsiooniline veekadu minimaalne. Selle eest vastutavad 6huldhed, mis
reageerivad nii valistele kui ka sisemistele stiimulitele ning kohandavad seeldbi 6hupilu avatust
(Lawson ja Blatt, 2014). Ohupilu avatuse reguleerimise kaudu saab taim muuta Shulhede
juhtivust ehk CO, hulga sisenemist lehte v6i lehest aurustunud veeauru mahtu vastavalt
vajadusele. Juhtivuse maatiihikuks on mmol m=2 s—1,

Kuigi 6huldhed moodustavad vaid véikese osa lehe pinnast, enamasti vahem kui 3%,
liigub ligikaudu 98% difundeerunud susihappegaasist ja aurustunud veest labi nende véikeste
pooride (Lawson ja Blatt, 2014). Kuna 6huldhede tihedus, suurus ja reageerimiskiirus on seotud
— véikesed 6huldhed on kiirema reageerimisvdimega kui suured Shuldhed — kombineerivad
taimed Ohuldhede erinevaid omadusi vastavalt keskkonnatingimustele. Naiteks suure
tihedusega paiknevad vdéikesed o©huldhed vdimaldavad lehel kiiresti muutuvates
keskkonnatingimustes kiiresti korrigeerida lehe juhtivust (Drake jt, 2013).

Lehe Ohuldhede juhtivust v@imaldab  kiiresti muuta  Ohupilu  avatuse
suurendamine/vahendamine. Veestressi korral toodab taim stressihormooni, abstsiishapet
(ABA). Aktiveerub ABA signaalrada, mille tulemusel 6huldhed sulguvad, et véhendada vee
transpiratsiooni lehest. ABA signaalrada koosneb tslitoplasmas paiknevatest retseptoritest
PYR1 (PYRABACTIN RESISTANCE 1)/PYL (PYR1-LIKE)/RCAR (REGULATORY
COMPONENTS OF ABA RECEPTORS), mis ABA juuresolekul moodustavad
kolmikkompleksi ABA, retseptorite ja 2C tuipi proteiinfosfataaside (PP2Cde) vahel. Selles
protsessis osaleb ka antud t66s uuritud ABI1, (ks sulgrakkudes ekspresseeruv PP2C fosfataas
(Umezawa jt, 2009). Moodustunud kompleksis PP2C-d inaktiveeruvad, vodimaldades
proteiinkinaasi OPEN STOMATA 1 (OST1) aktiveerumist (Ma jt, 2009; Park jt, 2009). OST1
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aktiveerib omakorda sulgrakkudes paiknevad aeglast tiiiipi anioonkanalid (SLAC1/SLAH3) ja
kiirelt aktiveeruva anioonkanali (QUAC1), ajendades nii 6huldhede sulgumist (Geiger jt, 2009;
Imes jt, 2013). Ohuldhede sulgumist indutseerib ka ABI1, PP2C fosfataas, mille puudumisel
on taim ABA tundetu (Umezawa jt, 2009).

Taimedel, milles on funktsionaalset SLAC1 véhe (slacl mutandid), on reageerimine
keskkonna- ja endogeensetele signaalidele 6huldhede sulgumise nédol halvenenud (Negi jt,
2008; Vahisalu jt, 2008). Lisaks on slacl mutandiga labi viidud veekaotuskatsete puhul
téheldatud, et slacl1 kaotab ligi 50% rohkem vett kui Col-0 (metsiktiiiip Columbia-0). See viitab
SLAC1 mutandi kdrgemale Ghudhede juhtivusele vaatamata sellele, et Col-0 ja slacl dhul6hede
tihedused on sarnased (Vahisalu jt, 2008). Ka gaasivahetuskatsed kinnitavad, et slacl taimede
ohulbhede juhtivus on metsiktulbiga vorreldes kdrgem (Vahisalu jt, 2008; Vahisalu jt, 2010;
Merilo jt, 2013). SLAC1 homoloog on SLAH3 (Negi jt, 2008; Vahisalu jt, 2008). SLAH3
knockout mutandil (slah3) muutusi 6hulGhede fenotiibis vorreldes metsiktiiibiga taheldatud
pole (Jalakas jt, 2021). Sulgraku plasmamembraanis ekspresseeritud ALMT12 ehk QUAC1
mutandil, millel on QUAC1 funktsioon kahjustatud, on halvenenud reageerimine nii
pimedusele kui ka ABAIle (Sasaki jt, 2010; Meyer jt, 2010).

ABA signaalraja vGtmeensiumi 9-cis-epoksikarotenoid diokstigenaas (NCED)
kodeerib harilikus miitrloogas viit geeni — antud t66s on huvipakkuvad just NCED3 ja NCEDS.
Taimedes, kus funktsionaalset NCED5 ei esine, olulisi erinevusi vorreldes metsikttibiga ei
avaldu. Kull aga mangib ABA siinteesis olulist rolli NCED3. Kui defektsed geenid NCED3 ja
NCED5 kombineerida, vaheneb taime vegetatiivne kasv, suureneb veekadu kuni
dehidratsioonini ja vaheneb ABA tase nii normaalsetes kui ka stressitingimustes. (Frey jt,
2011)
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To0 eesmargid

e Uurida, kuidas mojutavad defektid ABA slnteesis, signalisatsioonis ja ohul6hede

arengus vastavates knockout mutantides 6huldhede tihedust, indeksit ja juhtivust.

e Uurida, kui sarnased on sama taime erinevate lehtede (6. ja 8. lehe) 6hul6hede tihedus

jaindeks.

e Uurida, milline on korrelatsioon hariliku mudrlooga ABA stinteesi, signalisatsiooni ja

Ohuldhede arengu mutantide 6hulthede tiheduse ja juhtivuse vahel.

2.2. Materjalid ja metoodikad

2.2.1. Kasutatud taimed

Tabel 1. Katsetes kasutatud hariliku midrlooga mutandid. K&ik mutandid on metsiktulp Col-

0 taustal
Genotudp Mutatsioon Kirjeldus Viide
Col-0 Metsiktulp
ABA signaalraja mutandid
abil-1 Punktmutatsioon geenis | Héiritud seondumine (Umezawa
ABI1 PYR/RCAR saidiga; ei jt, 2009)
allu ABA-toimelisele
inaktivatsioonile; ABA-
tundetu
quacl-lslacl- T-DNA insertsioon Suurenenud Ghuldhede (Jalakas jt,
3slah3-1 geenides QUACL, juhtivus; héiritud 2021)
SLACL1 ja SLAH3 ohuldhede regulatsioon;
ABA-tundetu
abil-lquacl-1slacl- | Punktmutatsioon geenis | Nelja ABA signaalraja Varem
3slah3-1 ABI1 ning T-DNA defekti kombinatsioon: avaldamata
insertsioon geenides kolm defektset
QUACL, SLAC1 ja anioonkanalit +
SLAH3 inaktivatsioonile allumatu
PP2C. ABA-tundetu
nced3nced5 T-DNA insertsioon Tugevalt ABA defitsiitne | (Frey jt,
geenides NCED3 ja 2012;
NCED5 Merilo jt,
2018)
Ohuléhede arengu mutant
epflepf2 T-DNA insertsioon Suurenenud 6huldhede (Hunt ja
geenides EPF1 ja EPF2 | tihedus; Gihe-raku-reegli Gray,
eiramine 2009)
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2.2.2. Taimede kasvatamine

Enne kilvamist hoiti seemneid vahemalt 3 péeva veega tdidetud 1,5 ml tuubis +4°C juures
pimedas, et soodustada idanemist. Automaatpipetti kasutades kulvati 3-4 seemet
kasvusubstraati, mis koosnes turbast, vermikuliidist ja veest, mahusuhtes 2 : 1 : 1,5. Umbes
nadal pérast kiilvamist jaeti harvendamisega igasse potti kasvama (ks taim. Taimi kasteti kaks
korda nédalas altniisutuse meetodil ning kasvatati kasvutoas jargmistel kasvutingimustel:
valgusintensiivsus 250 pumol m~2 s~1, suhteline Ghuniiskus 66sel 35-45% ja paeval 40-50%,
temperatuur paeval 25-27°C ja 66sel 19,5°C. Valgusrutmiks oli 10 tundi valgust ja 14 tundi

pimedust.

2.2.3. Lehejaljendite tegemine

Lehejaljendid vOeti taimede 6. ja 8. lehelt. Nimetatud lehed maérgistati olenevalt taimede
suurusest 20.—30. paeval, kasutades erinevat varvi niite. Lehejaljendite votmisel olid 1. korduse
taimed 35 péeva, 2. korduse taimed 36 péeva (abi-1-1 taimed vastavalt 30 ja 46 péeva) ja 3.
korduse taimed 35 péeva vanad. Lehejaljendite tegemiseks kasutati hambajéljendi pastat
(Kulzer Xantropen L Blue) ja kdvendit (Kulzer Activator Universal Plus), mille segu méariti
lehe alumisele pinnale. Segul lasti toatemperatuuril kuivada ning leht eemaldati jéljendilt.
Seejarel kaeti jaljend labipaistva kutnelaki (Wild&Mild) kihiga, millel lasti toatemperatuuril
kuivada. Tahenenud kilinelaki pinnale asetati jaljendist veidi suurem l&bipaistva teibi riba, mis

eemaldati jaljendilt koos kiiuinelaki kihiga ning kleebiti preparaadi alusklaasile.

2.2.4. Ohuldhede tiheduse ja indeksi madramine, juhtivuse mddtmine

Taiskasvanud 6. ja 8. lehe 6hul6hede tiheduse mé&&ramiseks pildistati preparaate mikroskoobi
(Zeiss SteREO Discovery. V20) abil 3,5x objektiiviga. Uht preparaati pildistati
fookustasapindade erinevuse tottu kihiti 2-mikromeetriste intervallidega, et fotodel oleks kdik
ohuldhed néhtavad. Pildistatava ala suurus oli 582,27 x 327,53 um. Tiheduse ja indeksi
maaramiseks kasutati programmi ImageJ. Esmalt maérati fotol oleva ala pindala ning loeti
kokku kdik vahemalt 50-protsendi ulatuses sel alal n&ha olevad 6hulGhed. Jargmisena
selekteeriti, moddeti ja inverteeriti rohkem kui pool vaatevaljast, millelt loendati
epidermirakud.
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Fotodelt (Joonis 8) saadud andmete pdhjal arvutati:
1) ©hulbhede tihedus

> »n

-

SD =

kus  SD — 6huldhede tihedus,
S — 6huldhede arv,
A — pindala (mm?);

2) epidermirakkude tihedus

ED

kus  ED — epidermirakkude tihedus,
E — epidermirakkude arv,
A — pindala (mm?);
3) 0Ohulhede indeks

SI X 100%,

~ED +SD
kus Sl —0huldhede indeks,

SD — 6huldhede tihedus,
ED — epidermirakkude tihedus.

35-paevaste taimede Ghulbhede juhtivuse mddtmiseks kasutati poromeetrit LI-600
(Licor Bioscience, Nebraska, US). Md6tmised viidi labi samas kasvutoas, kus taimi kasvatati,
et véltida valgusintensiivsuse ja temperatuuri muutust. Olenevalt taime suurusest moddeti
juhtivust vBimaluse korral taime 6. ja/vdi 8. lehelt, enamasti aga thelt vabalt valitud elujduliselt
ja piisavalt suurelt lehelt. Uuritav leht suleti md6tekambrisse nii, et gaasivahetust mdddeti lehe
alumiselt kiiljelt. L1-600 poromeeter vdimaldab in situ 6huldhede juhtivuse vaartuste mdotmist,
ldhtudes transpiratsioonist ning lehe temperatuurist. Transpiratsioon arvutatakse
mootekambrisse siseneva ja sealt véljuva 6hu H,O0 Kkontsentratsioonide vahest, lehe

temperatuuri mdddab infrapunaandur.

2.2.5. Statistiline analtis

Ohulbhede tihedused, indeksid ja standardvead keskmistati iga t66s kasutatud hariliku
muurlooga mutandi kohta. Mutantide omavaheliseks vordluseks rakendati Uhefaktorilist

ANOVAL ehk dispersioonanaliilisi. Post-hoc analiitisiks kasutati Tukey’ testi, mis on
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kohandatud analiitisimaks ebavdrdset valimit. 6. ja 8. lehe tunnuste vdrdlemiseks Gihe genotubi
piires kasutati T-testi. Lineaarse regressiooni olulisuse kontrollimiseks kasutati tldise lineaarse

mudeli regressioonanallitsi. Statistilise andmeanalliusi jaoks kasutati programmi Statistica.
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2.3. Tulemused
2.3.1. Ohuldhede tihedus

6. lehe modtmised nditasid, et kbikidest uuritud taimedest eristus véaga oluliselt dhul6hede
arengu mutant epflepf2, mille 6hulbhede tihedus oli vorreldes metsiktlubiga ligikaudu 2,5
korda suurem (Joonis 2A). abil-1 ja quacl-1slacl-3slah3-1 Ghuldhede tihedused olid
statistiliselt sarnased metsiktiiibi Col-0 omaga. Metsiktiubist erinesid statistiliselt oluliselt
nelikmutant ja ABA defitsiitne nced3nced5. Uuritud ABA signalisatsiooni ja biostinteesi
mutantide (abil-1, quacl-1slacl-3slah3-1, abil-lquacl-1slacl-3slah3-1 ja nced3nced5)
ohulbhede tihedused omavahel statistiliselt oluliselt ei erinenud (Joonis 2A).

Kaheksanda lehe 6huldhede tiheduse varieeruvus oli vorreldes kuuenda lehega véiksem
(Joonis 2B). Kuuest analutsitud hariliku mudrlooga mutandist oli teistest statistiliselt erinev
uks mutant: epflepf2 Shuldhede tihedus oli oluliselt kdrgem. Vorreldes metsiktiiubiga oli
epflepf2 dhuldhede tiheduse erinevus kahekordne (Joonis 2B). Siiski on alust arvata, et ka 8.
lehe puhul oleks Col-0 metsiktulbi ja ABA signaalraja mutantide varieeruvuse statistiline

erinevus, kui eemaldada valimist teistest analtiisitud taimedest véga palju erinev epflepf2.

A B

400 1 6. leht 400 1 8. leht b
350 A
300
250 A
200 A abc abe

150 A
100

Ohuléhede tihedus mm

50 A

\z '\r
9] G
X o
&

Joonis 2. Hariliku miiirlooga erinevate mutantide 6. (A) ja 8. (B) lehe dhuldhede tihedus.
Diagrammidel on katsete kédigus saadud tulemuste keskmised védrtused. Tulpadel olevad vearistid néitavad +
standardviga. Statistilised erinevused, mis saadi, kasutades thefaktorilist ANOVA ja Tukey post-hoc testi, on

t&histatud erinevate tahtedega (a, b, ¢, d). Valimi suurus varieerus mutanditi 24st lehest 33 leheni.
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Vorreldes taimede 6. ja 8. lehe Ghuldhede tihedusi omavahel sama genotiibi piires
selgus, et statistiliselt oluline erinevus kahe lehe tiheduse vahel oli metsiktitbil Col-0 ja ABA
signalisatsiooni mutandil quacl-1slac1-3slah3-1 (Joonis 3). Neil mlemal oli 8. lehe 6hulGhede

tihedus suurem kui 6. lehel.

M6 leht

007 msen

350 A

2

300 A
250 A

— o

W o]

=] o
I I

Ohuldhede tihedus mm
=
[w)

~

50 1

Joonis 3. Erinevate hariliku mitrlooga mutantide 6hulGhede tihedus mm™2.
Diagrammil on katsete kdigus saadud tulemuste keskmised vdértused. Tulpadel olevad vearistid néitavad +
standardviga. Statistiliselt olulised erinevused (p<0,05) 6. ja 8. lehe GhulBhede tiheduste vaartustes the mutandi

piires, mis leiti, kasutades T-testi, on tahistatud tarniga (*). Valimi suurus varieerus mutanditi 24st lehest 33 leheni.
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2.3.2. Ohuldhede indeks

Tulemustest jareldus, et dhul6hede indeks oli t66s uuritud mutantidel madalam kui metsikttubil
(Joonis 4). Seda Uhe erandiga: anioonkanalite kolmikmutandi, quacl-1slacl-3slah3-1,
ohuldhede indeks oli Col-0 vastava vééartusega statistiliselt sarnane, seda nii 6. kui ka 8. lehe
puhul. Metsiktlubist oluliselt madalama 6huldhede indeksiga mutandid abil-1, abil-1quacl-

1slac1-3slah3-1, nced3nced5 ja epflsepf2 olid omavahel statistiliselt sarnased (Joonis 4).

A B
307

8. leht

25 1 ab
be be

151

10 1

Ohuldhede indeks (%)

& e
ISV
o"\ 90\
& '\'\0‘0
a\‘.-.)\

Joonis 4. Hariliku miiirlooga erinevate mutantide 6. (A) ja 8. (B) lehe 8hul&hede indeks (%).
Diagrammidel on katsete kdigus saadud tulemuste keskmised véértused. Tulpadel olevad vearistid néitavad +
standardviga. Statistilised erinevused, mis saadi, kasutades uhefaktorilist ANOVA ja Tukey post-hoc testi, on

téhistatud erinevate tahtedega (a, b, ¢). Valimi suurus varieerus mutanditi 24st lehest 33 leheni.
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Ohulbhede indeksite omavahelisel vordlemisel Gihe mutandi piires selgus, et 6. ja 8. lehe
Ohuldhede indeksid olid statistiliselt erinevad ABA signaalraja mutantidel slacl-3slah3-
1quacl-1 ja abil-1slacl-3slah3-1quacl-1 (Joonis 5).

B 6. leht
30, [18. leht *

— 2 [
Lh o Lh
1 1 1

(=
o
1

Ohuléhede indeks (%)

A
1

=
1

Joonis 5. Erinevate hariliku midrlooga mutantide 6huldhede indeks (%).

Diagrammil on katsete kdigus saadud tulemuste keskmised vdaértused. Tulpadel olevad vearistid nditavad +
standardviga. Statistiliselt olulised erinevused (p<0,05) 6. ja 8. lehe 6huldhede tiheduste vaartustes Uhe mutandi
piires, mis leiti, kasutades T-testi, on téhistatud tarniga (*). Valimi suurus varieerus mutanditi 24st lehest 33 leheni.
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2.3.3. Ohuldhede juhtivus

Madalaim 6huldhede juhtivus oli metsikttubil Col-0, mille keskmine juhtivus oli ~158 mmol
m~2 s~ (Joonis 6). Kdrgeima juhtivusega oli nelikmutant abil-1slac1-3slah3-1quacl-1, mille
keskmine juhtivus oli metsiktlibi juhtivusest ca viis korda kérgem. Col-0-ist kérgema ja
nelikmutandist madalama 6huldhede juhtivusega olid ABA slinteesi ja signalisatiooni mutandid
abil-1, slacl-3slah3-1quacl-1, nced3nced5 ja arengu mutant epflepf2 (Joonis 6).

1000 - .
~ 900
& 800 -
g
3 700 -
=
E 600 - b b
2 500 b
S 400 - b
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T 300
-]
=]
= 200{ a
|
0 A Q T \ T \ T \ T ‘3 T 0
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& \,\o‘é‘
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Joonis 6. Hariliku mitrlooga erinevate mutantide Ghuldhede juhtivuse vaartused (mmol m=2 s~1).
Diagrammidel on katsete kaigus saadud tulemuste keskmised vaartused. Tulpadel olevad vearistid néitavad +
standardviga. Statistilised erinevused, mis saadi kasutades uhefaktorilist ANOVA ja Tukey post-hoc testi, on

t&histatud erinevate tahtedega (a, b, ¢, d). Valimi suurus varieerus mutanditi 5st taimest 16 taimeni.
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2.3.4. Korrelatsioon 6hulGhede tiheduse ja juhtivuse vahel

ABA siinteesi ja signaalraja mutantidel ilmnes huldhede tiheduse ja juhtivuse vahel positiivne
korrelatsioon, mis oli statistiliselt oluline (p<0,05) 6. lehel, ehkki sama tendents kajastus ka 8.
lehel (Joonis 7).

Kui regressioonanaltidisi lisati ka arengu mutant epflepf2, siis positiivne seos 6huldhede

tiheduse ja juhtivuse vahel kadus (vt Lisa 2).

A 6. leht (v.a epflepf2) B 8. leht (v.a epflepf2)
1000 - 1000 -
abil-lquacl-1slacl-3siah3-1 abil-lquacl-1slacl-3slah3-1
900 A 900 4
o 800 - 800
E 700 - 700
°
=
£ 600 A 600
z
2 500 -~ 500
£
— 1-Islacl-3slah3-1
P 400 4 quaci-istaci-3sia nced3nced5 400 4 need3nced5
<
Tg 300 - 300 quacl-1slacl-3slah3-1
=
© 200 - 200 A
Col-0 2=(,8498 . R?>=0,5627
100 A ol- 100 - Col-0
p=0,025910 p=0,144186
0 y=0,9209x+273,24 0 ¥=7,8438x-1026,5
120 140 160 180 200 220 240 140 160 180 200 220 240
Ohulhede tihedus mm2 Ohulghede tihedus mm?

Joonis 7. Korrelatsioon 6hulGhede juhtivuse ja tiheduse vahel 6. (A) ja 8. lehes (B).
Regressioonanaliitis on tehtud mutantide keskmistatud tiheduste ja juhtivuste pdhjal. Statistiliseks analuilsiks

kasutati uldise lineaarse mudeli regressioonanaliiiisi. Valimist on vélja jéetud 6hulBhede arengu mutant epflepf2.
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2.4. Arutelu

2.4.1. Metsikttutp Col-0 6huldhede tihedus ja juhtivus

TG0 raames labi viidud katsetest selgus, et hariliku mudrlooga metsiktttbi Col-0 huldhede
tihedus oli keskeltlabi 150 dhuldhet mm™2 ja juhtivus umbes 160 mmol m~2 s~ (Joonis 2 ja
6). Sarnased tulemused leiab ka varem avaldatud andmetest, kus Col-0 dhuldhede tihedus oli
ligilahedane v&i natuke kdrgem ja juhtivus vordvaarne (Jalakas jt, 2018; Merilo jt, 2018).

Tulemuste sarnasuse teeb huvitavaks asjaolu, et taimed on kasvanud erinevatel
valgusintensiivsustel — varem avaldatud tulemused on saadud taimedelt, mis kasvasid
valgusintensiivsusel 150 umol m~2 s~! (Jalakas jt, 2018; Jalakas jt, 2021) ja kaesoleva t66
andmed on saadud taimedelt, mis kasvasid valgusintensiivsusel 250 umol m~2 s~*, Kuna on
teada, et valgusintensiivsus on tugev dhuldhede tiheduse mdjutaja (Gay ja Hurd, 1975; Lake jt,
2001), oleks vdinud eeldada, et kdrgema intensiivsuse juures on huldhede tihedus positiivselt
mojutatud.

Erinevatel valgusintensiivsustel kasvanud taimede sarnase oOhulbhede tiheduse ja
juhtivuse pdhjus vBib peituda teiste kasvutingimuste erinevuses. Taimed, millelt périnevad
varem avaldatud andmed, kasvasid kasvukambris, kus suhteline dhuniiskus oli stabiilselt 70%
ning temperatuur paeval 23°C ja 60sel 18°C (Jalakas jt, 2018; Jalakas jt, 2021). Samas antud
to0s kasutatud taimed kasvasid kasvuruumis, kus suhteline dhuniiskus varieerus 35% ja 50 %
vahel ning temperatuur oli paeval 25-27°C ja 66sel 19,5°C. On teada, et madalam 8huniiskus
mojutab Ohuldhede juhtivust madalamas suunas (Merilo jt, 2018). Samas korgemal
tempratuuril kasvanud taimede transpiratsioon ja juhtivus on kdrgemad, et tagada lehtede
jahutamine. Kuumematel temperatuuridel kasvamine inhibeerib 6hul@hede teket (Lau jt, 2018),
ka kuivem 6hk pohjustab 6hulbhede tiheduse langust (Fanourakis jt, 2013), seega vdib oletada,
et kdrgema valgusintensiivsuse positiivset moju 6hul6hede juhtivusele ja tihedusele varjutas
antud t6os kuivema 6hu ja kdrgema temperatuuri moju.

Sellest voib jareldada, et hariliku mitrlooga metsiktitbi Col-0 6hulGhede tihedust ja
juhtivust iseloomustavad teatud optimaalsed vaartused ning keskkonna mdédukas muutumine

neid oluliselt ei mdjuta.

2.4.2. Mutantide abil-1, quacl-1slacl-3slah3-1 ja abil-lquacl-1slacl-3slah3-1
ohuldhede tihedus ja juhtivus

Vaatamata sellele, et abil-1 Shuldhede tihedus oli natuke suurem kui metsiktiubil, ei olnud

vahe statistiliselt oluline (Joonis 2). See laheb vastuollu varem avaldatud tulemustega — Tanaka

jt (2013) artiklis valja toodud tulemuste pdhjal on abil-1 6hulGhede tihedus oluliselt kdrgem
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Col-0 6huldhede tihedusest, mis viitab sellele, et ABA signaalrada v6ib olla seotud dhuldhede
arenguga.

Erinevused tulemustes vdivad olla tingitud sellest, et k&esolevas t66s on médtmised
teostatud tdiskasvanud parislehtedel, kuid Tanaka jt (2013) viisid md6tmisi labi idulehtedega.
Idulehed arenevad embriiogeneesi kadigus koos taime juure ja varre meristeemi arenguga.
Véljaarenenud ehk n-0 périslehed arenevad aga parast idanemist. Seega vdib dhul6hede tihedus
idu- ja parislentedel erineda tulenevalt erinevast arenguetapist ja eeldatavasti ka
geeniekspressioonist. Ka siinse t66 tulemused nditasid, et sama mutandi eri lehtedel (6. ja 8.
leht) vdib olla erinev 6hul6hede tihedus (Joonis 3). Samuti v3ib tulemustevahelist lahknevust
seletada taimede kasvukeskkondade niiskuse erinevus. Kui antud t60s kasutatud katsetaimed
kasvasid tingimustel, kus niiskus koikus 60paevas 35-50 % vahel, siis Tanaka jt (2013)
idulehtede proovid kasvasid plaatidel ligikaudu 100-protsendilise niiskuse juures.

Varem avaldatud andmed Col-0 ja anioonkanalite kolmikmutandi sarnase 6huldhede
juhtivuse ja indeksi osas klapivad kdesoleva t66 tulemustega (Jalakas jt, 2021; Joonis 2 ja 4):
hariliku midrlooga metsiktiiup Col-0 ja ioonkanalite kolmikmutant quacl-1slac1-3slah3-1 ei
erine teineteisest dhulbhede tiheduse poolest. See viitab asjaolule, et anioonkanalid 6hul6hede
arengus ei osale.

Nelikmutant, kus on thte taime kokku viidud neli defekti ABA signaalrajas — ks ABA-
toimelisele inaktivatsioonile mitte-alluv 2C tulpi fosfataas, mis on kombineeritud defektide
kolmes anioonkanalis — nditab kdrget 6hulGhede tihedust ja juhtivust (Joonis 2 ja 6). Sellest
tulenevalt vBib jareldada, et mutatsioonid eraldi ja mutatsioonid koos vdivad taime fenotulbis

avalduda eriilmeliselt.

2.4.3. Nced3nced5 ja epflepf2 tihedus ja juhtivus

On naidatud, et ABA sisaldus lehtedes mdjutab 6huldhede tihedust — ABA defitsiitsetel
mutantidel on oluliselt krgem 8huldhede tihedus kui metsikttlbil ning mutantidel, millel on
ABA katabolism hairitud, on 6hul6hede tihedus vorreldes metsiktidbiga oluliselt madalam
(Chater jt, 2013; Tanaka jt, 2013; Jalakas jt, 2018). Selle teadmise pohjal peaks mutandil
nced3nced5, milles on ABA produktsioon vaiksem (Frey jt, 2011; Merilo jt, 2018), 6huldhede
tihedus olema Col-0 6hulShede tihedusest suurem. Kui 6. lehe nced3nced5 6huldhede tihedus
oli tdepoolest metsiktidbist statistiliselt oluliselt suurem, siis 8. lehel polnud nced3nced5 ja
Col-0 tiheduste samasuunaline vahe enam statistiliselt oluline (Joonis 2). Leidis kinnitust, et
ABA-defitsiitsete mutantide 6huldhede juhtivus on oluliselt suurem metsiktiibi omast (Merilo
jt, 2013; Merilo jt, 2018; Jalakas jt, 2018), antud t66s oli nced3nced5 ja Col-0 vahe
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kolmekordne (Joonis 6). Vdrreldes kéesolevas t66s saadud nced3nced5 juhtivust varem
avaldatud sama mutandi andmetega (Merilo jt, 2018) tuleb vélja, et juhtivuse tulemused on
pisut madalamad, kuid needki tulemuste lahknevused vdivad olla tingitud kasvutingimuste
erinevusest (vt kasvutingimuste vordlust punktis 2.4.1.). Vaatamata tulemuste erinevusele on
pdhitrend siiski olemas — nced3nced5 juhtivus on suurem kui Col-0 metsiktidibil.

Ohuléhede arengu mutandi epflepf2 huldhede tihedus, indeks ja juhtivus vastasid
eeldustele (Joonis 2, 4 ja 6). Toetudes varem avaldatud andmetele on teada, et epf-topeltmutandi
ohulbhede tihedus on kdrgem kui metsiktlubil (Hunt ja Gray, 2009). Lisaks on téheldatud, et
EPF2 puudumisel astub rohkem rakke Ghuldhede eellasliini tdstes nii epidermirakkude arvu
(Hunt ja Gray, 2009), millest tuleneb mutandi madal 6hulGhede indeks. Antud t66s oli
Ohulbhede juhtivus epflepf2 topeltmutandis kdrgem kui metsiktiubil, enkki mitte nii kdrge, kui
oleks vBinud eeldada tema vaga kdrge 6huldhede tiheduse pdhjal. Varasemates toddes on leitud,
et 6hulbhede tiheduse muutus ei toonud endaga kaasa muutust juhtivuses: madalama tihedusega
mutantides kompenseeris tihedust suurem avatus ja vastupidi (Bussis jt, 2006). Kuna arvatakse,
et Uhe-raku-reegliga kaasnev dhul6hede muster tdstab gaasivahetuse efektiivsust, minimeerides
seejuures veekadu (Papanatsiou jt, 2016), vBib epflepf2 ebaproportsionaalselt madal 6hul6hede
juhtivus olla tingitud mutatsioonist geenis EPF1. EPF1 puudumisel, mis vastutab the-raku-
reegli jargimise eest, tekivad kahest-kolmest 6hulGhest koosnevad kobarad (Hara jt, 2007). Nii
on 6huldhedepilu maksimaalne avatus ja seetdttu ka juhtivuse tbus péarsitud vaatamata véga

kdrgele dhulbhede tihedusele.

2.4.4. Toos kasutatud taimede 6hulbhede tihedus, indeks ja juhtivus

To0s kasutatud taimede 6. ja 8. lehe Bhuldhede tiheduse ja Ghul6hede indeksi tulemustest
jareldus, et 6huléhede tihedus ja indeks vdivad Gihe mutandi piires oluliselt erineda (Joonis 3 ja
5). Selline tulemus on oluline 6huldhede arengu tunnuste uurimise metodoloogia taiustamiseks
— tulemuste vordlemiseks oleks parem, kui uuritaks erinevas vanuses lehti the mutandi piires.
Kuigi 6. ja 8. leht arenevad erineva polvkonna lehtedest, 6. esimesest ja 8. kolmandast (Dengler,
2007), siis on selge, et antud t60 valim ja variatsioon lehe vanuste vahel on liiga vaike, et teha
suuri jareldusi sellest, kuidas mdjutab lehe vanus 8hulGhede arenguga seotud tunnuseid.
Indeksite tulemustest jareldub, et kdikide mutantide dhuldhede indeksid on kontrolltaim
Col-0 indeksist madalamad — mutantidel on epidermirakke vorreldes dhuldhedega rohkem
(Joonis 4). Kuna arengu mutandil epflepf2 on geeni EPF2 korrektselt toimimine héiritud, astub

palju rakke dhuldhede eellasliini, moodustades nii palju epidermirakke. Selle tulemusel
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ohuldhede indeks mutandil epflepf2 véheneb (Hara jt, 2009; Hunt ja Gray, 2009; Sugano jt,
2010; Hunt jt, 2010).

Selgus, et kdrgem ohuldhede tihedus ei vii alati kdrgema juhtivuseni. Seda naitab
puuduv korrelatsioon Ghulbhede tiheduse ja juhtivuse vahel analiiisis, kus koéik uuritud
mutandid on esindatud (Lisa 2, joonis 8). Samas, eemaldades regressioonanaliilisist epflepf2,
muutus positiivne korrelatsioon dhulbhede tiheduse ja juhtivuse vahel statistiliselt oluliseks
(Joonis 7). See on seotud valitud mutantidega: ABA slinteesi ja signaalraja mutante
iseloomustab lisaks kdrgemale tihedusele ka suurem Shupilu avatus (Jalakas jt, 2018). Suurem
Ohupilu avatus kombinatsioonis suurema Ghuldhede tihedusega toob kaasa véltimatu tGusu
Ohulbhede juhtivuses. Samas, nagu néitavad epflepf2 andmed, ei pruugi kdrgem Ghuldhede
tihedus alati konverteeruda kdrgemaks juhtivuseks. Selle pohjuseks vdibki olla see, et dhupilu
avatus oli pigem véiksem.

Kéesolevas t06s uuritud dhulbhedega seotud tunnused Shuldhede indeks ja juhtivus
kujutavad endast vdimalust pikemas ajaskaalas voi vaga Kiiresti transpiratsiooni ja sellega
seotud veekadu kontrollida. Seega on need tunnused oluliseks votmeks tulevikusortide
aretamisel ning info 6hulBhede tiheduse ja juhtivusega seotud aspektide kohta aitab mdista

nutika sordiaretuse vdimalusi.

27



KOKKUVOTE

Ohulhede uurimine on paevakajaline teema seoses tulevikuks prognoositava temperatuuri ja
sademete hulga muutumisega. Nii olid ka kdesoleva t60 eesmargid ajendatud huvist leida
seoseid dhulBhede tiheduse, indeksi ja juhtivuse vahel hariliku midrlooga Col-0 metsiktiibis
ja ABA signalisatsiooni ja biostinteesi mutantides, samuti dhul6hede arengu mutandis.

Ohuldhede tihedust ja indeksit mdddeti ligikaudu 35-paevaste katsetaimede 6. ja 8. lehe
lehejéljenditelt. Kuna harilik muurlook produtseerib enam Ghuldhesid lehe alumisele kiljele,
voeti ka lehejaljendid lehe alumiselt kiiljelt. OhulBhede juhtivuse mddtmiseks samas vanuses
taimedel kasutati poromeetrit, mis voimaldab teha in situ transpiratsiooni médtmisi.

Uurimuses saadud tulemused kinnitasid EPF1 ja EPF2 olulist mdju 8hulGhede arengule.
Mutatsioonid vastavates geenides EPF1 ja EPF2 pdhjustavad (he-raku-reegli eiramist ja
paljude epidermirakkude astumist dhuldhede eellasliini. See toob omakorda kaasa kdrgema
ohuldhede tiheduse ja madalama Ghuldhede indeksi. Suurem Ghuldhede tihedus vdiks
iseenesest viia potentsiaalselt vadga kérge ohulbhede juhtivuseni, kui sellega kaasneks ka
ohulbhede optimaalne paiknemine epidermis ja suur dhupilu avatus. Tulemustest selgus, et
epflepf2 mutandi 6huldhede juhtivus oli suurem kui metsikthdbil, kuid véaiksem kui ABA
signaalraja mutandil, mis nditab seda, et suurt dhulbhede tihedust kompenseeris vaiksem
ohuldhede avatus.

Too kaigus selgus, et defektid ABA bioslinteesis ja signalisatsioonis vahendasid
statistiliselt oluliselt dhulbhede indeksit vorreldes metsiktulbiga. Muutused Ghuldhede
tiheduses olid selge trendina olemas, kuid ei osutunud statistiliselt olulisteks. ABA siinteesi ja
signaalraja mutantide 6hulhede juhtivus oli vdrreldes Col-0 juhtivusega oluliselt kdrgem.
Seega vOib jareldada, et ABA signaalrajas asuvad geenid kill mdjutavad dhuldhede arengut,
kuid nende m6ju Ghul6hede arengule on tunduvalt vaiksem kui geenidel, mis on dhuldhede
arenguga otseselt seotud. Samas ABA bioslinteesi ja signaalraja defektide méju dhul6hede
juhtivusele on véga suur.

Ohuldhede juhtivus ja tihedus on tunnused, mis mdjutavad taime fotosiinteesi labi CO2
sissevOtmise lehte, kuid teiselt poolt ka taime veekadu. Seega on nimetatud tunnused olulised
tulevikukliimasse paremini sobivate taimede aretamisel ning voib 6éelda, et uuringud dhulGhede

tihedusest ning juhtivusest toetavad tuleviku nutikat sordiaretust.
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SUMMARY

Gas exchange in plants — CO, entering the plant and water evaporation — is regulated by small
pores on the surface of the leaves. Pores, which are called stomata, are able to change rapidly
the size of their aperture in response to endogenous and environmental signals. Being able to
change the aperture is vital during drought adaption. In a longer time scale, plants can also
regulate the transpiration via stomatal density. Understanding the relations between differet
stomatal traits will enable to create plants that are more sustainable in the future climate. The
aim of this thesis was to study the effect of defects in ABA signalling, biosynthesis and stomatal
development on stomatal traits (stomatal density, index and conductance).

Experiments were carried out on Arabidopsis thaliana Col-0 wild type and its ABA
signalling and biosynthesis, as well as stomatal development mutants. As Arabidopsis forms
more stomata on the lower surface of the leaf, the data of stomatal density and conductance
were collected from the lower surface of the leaf.

The results showed that stomatal index of ABA signalling and biosynthesis mutants was
significantly reduced compared to the Col-0 wild type, whereas the trend for higher stomatal
density in these plants turned out to be non-significant The stomatal conductance of ABA
synthesis and signalling mutants was significantly higher compared to wild type. Thus, defects
in ABA signalling do influence stomatal conductance more than stomatal development.
Mutations in genes responsible for stomatal development (EPF1 and EPF2) had a prominent
effect on stomatal developmental traits. As the one-cell spacing rule is ignored (lack of EPF1)
and a lot of protodermal cells enter the stomatal lineage, but never fully develop into stomata
(lack of EPF2), the density of stomata was very high and index low in epflepf2 knockout
mutant. Although high stomatal density is usually related to high conductance, in epflepf2 the
conductance was lower than in the ABA signalling mutants. This can be explained by the
reduced stomatal aperture due to violation of one-cell spacing rule.

Stomatal density and conductance are traits that affect photosynthesis and water loss of
plants by being responsible for the diffusion of CO, and controlling the transpiration. So these
traits are important for plant breeding to develop plants that are more fit to the changing climate

— research into stomatal density and conductance supports smart plant breeding.
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LISAD

Lisa 1

quacl-1slacl-3slah3-1

2\ :

Joonis 8. Naidisfotod t66s kasutatud metsiktiip Col-0 ja mutantide 6. lehe alumisest kiiljest, mida kasutati
dhuldhede tiheduse ja indeksi méaaramiseks.

Taimed olid lehejéljendi vdtmise ajal 35-36 pdeva vanused. Fotod on tehtud Zeiss SteREO Discovery V20
mikroskoobiga kasutades 3,5-kordset objektiivi. Skaalariba tahistab 100 pum.
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Lisa 2

A 6. leht B 8. leht
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100 p=0,535440 100 p=0,729564
0 ¥=0,9209x+273,24 0 v=0,5306x+344,43
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Ohulohede tihedus mmr2 Ohulshede tihedus mm

Joonis 9. Korrelatsioon 8hulbhede juhtivuse ja tiheduse vahel 6. (A) ja 8. lehes (B).
Regressioonanaliilis on tehtud mutantide keskmistatud tiheduste ja juhtivuste pdhjal. Statistiliseks anallitisiks

kasutati Uldise lineaarse mudeli regressioonanalisi.
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