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KASUTATUD LUHENDID

ABA — abstsiishape

ABA-GE - abstsiishappe -D-gliikostiiilester

ABC — ATP-BINDING CASSETTE

AlIT1 - ABA-IMPORTING TRANSPORTER 1

ALMT — ALUMINIUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER
ALMT12 — ALUMINUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 12
CPK21, CPK23 - CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASE 21, 23
CYP707A1 - CYTOCHROME P450, FAMILY 707, SUBFAMILY A, POLYPEPTIDE 1
CYP707A3 - CYTOCHROME P450, FAMILY 707, SUBFAMILY A, POLYPEPTIDE 3
DAF-2 DA — 4,5-diaminofluorestsiindiatsetaat

GORK — GATED OUTWARDLY-RECTIFYING K" CHANNEL
H'-ATPaas — ATP energiat vajav H" kanal

HT1 - HIGH LEAF TEMPERATURE 1

K" out — kaaliumi viljavoolukanal

KAT1 - POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 1
NCED — NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE 3
NRT1.2 — NITRATE TRANSPORTER 1.2

OST1- OPEN STOMATA 1

PP2C — PROTEIN PHOSPHATASE BELONGING TO CLASS 2C

ppm — parts per million (osakest miljoni osakese kohta)

PYL - PYR1-LIKE

PYR - PYRABACTIN RESISTANCE

PYR1 - PYRABACTIN RESISTANCE 1

QUAC1 - QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1

RCAR — REGULATORY COMPONENT OF ABA RECEPTOR

SEM - Standard Error of the Mean (aritmeetilise keskmise standardviga)
SLAC1 - SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1

SLAH3 - SLAC1 HOMOLOGUE 3

Valgu- ja geeninimede puhul tihistavad ldbivad suurtihed tekstis valgunimesid, kaldkirjas

labivad suurtdhed geeninimesid ja kaldkirjas ldbivad viiketdhed mutantide nimesid.



SISSEJUHATUS

Ohuldhed on viikesed avaused lehe epidermises, mille kaudu toimub taime
gaasivahetus iimbritseva keskkonnaga. Ohuldhede kaudu siseneb fotosiinteesiks vajalik
siisihappegaas ning samal ajal viljub nende kaudu taimest vesi. Ohuldhede olulisimaks osaks
on kaks sulgrakku, mille vahele moodustub véike poor. Sulgrakkude kaasabil toimub kogu
ohuldhe avanemine ning sulgumine, mis on reguleeritud erinevate keerukate mehhanismide ja
signaaliradade poolt. Ohuldhed avanevad niiteks valguse toimel ning sulguvad pimeduse, aga
ka madala 6huniiskuse, osooni ja kdrge CO, kontsentratsiooni mojul. Sulgumiseks ning
avanemiseks on tihtis vee ja ioonide olemasolu ja nende liikumine sulgrakkudes. Ohuldhede
sulgumisel pumbatakse ioonid erinevate kanalite kaudu sulgrakkudest vilja, neile jargneb ka
vesi — sulgraku siserdhk viheneb ning dhuldhe sulgub. Ohuldhe avanemisel toimub aga kdik
vastupidi: ioonid transporditakse rakku ning neile jirgneb ka vesi. Selliste mehhanismide abil
suudavad taimed reageerida keskkonnamuutustele ja stressile.

Maal on palju erinevaid keskkonnatingimusi, kus taimed suudavad kasvada. Mdned
eelistavad kuiva, teised jéllegi niiskemat pinnast. Osa taimi kasvavad paremini madala
ohuniiskusega keskkonnas, nagu nt korbetes, teised aga vajavad kdrget dhuniiskust.

Kéesoleva t60 eesmérgiks oli uurida, kuidas erinevad kasvutingimused mojutavad
ohuldhede regulatsiooni harilikus miiiirloogas (Arabidopsis thaliana). Selleks kasvatati
harilikku miitirlooka erineva suhtelise Shuniiskusega keskkondades (20%, 70% ja 90%) ning
kuivas vOi parajalt niiskes mullas. Nii kasvatatud taimedega tehti katseid
gaasivahetuskambris, mis voimaldab modta taimest eralduvate ja neelduvate gaaside kogust
ning selle alusel hinnata Shuldhede avatust. Gaasivahetussiisteemi abil saab uurida dhuldhede
vastuseid erinevatele keskkonnateguritele, nagu ohuniiskus, siisthappegaas, pimedus ja osoon.
Oma t66s uurisin Ohuldhede sulgumist madala Shuniiskuse, pimeduse, siisihappegaasi ja
abstsiishappe toimel.

Ténan juhendajaid — Hanna Horak ja Pirko Jalakas, et olite vidga abivalmid ja
vastutulelikud ning suureks abiks t66 planeerimisel, koostamisel ja katsete ldabiviimisel. Veel
tanan Irina Rasulovat, kes aitas ette valmistada taimede kasvupotte, ja Liina Jakobsoni, kes

andis aeg-ajalt head nou.

T66 koostati TU Tehnoloogiainstituudi Taimesignaalide uurimisriihmas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Ohuléhede funktsioon ja regulatsioon

Ohuldhed on avaused taime lehtede ja varte pinnal ning igaiiht neist iimbritsevad kaks
sulgrakku (Taiz ja Zeiger, 1991) (vt Joonis 1). Sulgrakud on spetsialiseerunud
epidermiserakud, mis reageerivad erinevatele keskkonnast tulevatele signaalidele, nagu
nditeks temperatuuri muutusele, CO, kontsentratsiooni muutusele, valgusele, niiskusele ja
hormoonidele (Kwak jt, 2008). Enamike signaalide molekulaarsed toimemehhanismid ja

signaalirajad pole 18puni teada.

A' /
v
1o 7

Joonis 1. Avatud ja suletud dhuldhe. Ohuldhe avatus on reguleeritud sulgraku turgorrdhuga,
mis tekib anioonide (A"), katioonide (K") ja vee liikumisel sulgrakkudesse (joonise on teinud
T. Vahisalu).

K+

Kiill aga on teada, et erinevate stiimulite mojul toimub kas dhuldhede sulgumine voi
avanemine, mis on reguleeritud erinevate mehhanismide ja radade kaudu. Ohuldhede
avanemisel on oluline H*-ATPaas (ATP energiat vajav H" kanal), mis hiiperpolariseerib
membraani, pumbates prootoneid tsiitoplasmast apoplasti (Assmann jt, 1985; Shimazaki jt,
1986). See omakorda aktiveerib kaaliumi (K*) kanalid (Schroeder jt, 1984), mis pumpavad K*
ioone sulgrakkudesse. Kaaliumi kontsentratsioon sulgrakkudes muutub pidevalt — soltuvalt
taimeliigist suureneb Shuldhe avanedes K* kontsentratsioon sulgrakkudes neli kuni kaheksa
korda (Taiz ja Zeiger, 1991). Lisaks eelpool nimetatud osmootikumidele on oluline ka
tarklisest saadav orgaaniline anioon malaat (Taiz ja Zeiger, 1991) ning CI” ja NO*, mis
suurendavad veelgi sulgraku siserdhku ning hoiavad Ohuldhe avatuna (Kwak jt, 2008).
Ohuldhed avanevad niiteks valguse (Zelitch, 1961), madala CO, kontsentratsiooni ja kdrge
Ohuniiskuse toimel.

Ohuldhe sulgemiseks on vaja rakumembraan depolariseerida (Kwak jt, 2008). Selleks
inaktiveeritakse H*-ATPaas ning sulgumiseks olulise signaalmolekuli abstsiishappe (ABA)
toimel vabanev Ca?* transporditakse sulgrakkudesse. Ca®* kontsentratsiooni suurenemine

avab omakorda nii anioonkanalid (Schroeder ja Hagiwara, 1989) kui ka K* eksportivad
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kanalid K'o: (Schroeder jt, 1984). Peale selle muudetakse teiste signaaliradade kaudu
osmootikum malaat inaktiivseks tirkliseks (MacRobbie, 1998). Lisaks Ca*" ioonidele on
kanalite aktiveerumiseks oluline ka valkude fosfortiiilimine (Sokolovski jt, 2005). loonide
viljumise jérel véljub sulgrakkudest ka vesi, turgor viheneb ja Shuldhe sulgub. Ohuldhe
sulgumist kutsuvad esile ABA, CO,, madal suhteline dhuniiskus, osoon ja Ca®* ioonid (Negi
jt, 2008; Vahisalu jt, 2008) ning pimedus (Zelitch, 1961). Peale selle voivad Shuldohed sulguda
ka vesinikperoksiidi (H,0;) toimel, mida on nédhtud néiteks poldoas (Vicia faba) (Zhang jt,
2001) ja harilikus miitirloogas (Arabidopsis thaliana) (Hua jt, 2012). Lammastikoksiid (NO)
on samuti oluline signaalmolekul, mis siinteesitakse sulgrakkudes vastusena ABAle ja nitritile
(NOy") (Desikan jt, 2002) ning mis osaleb dhuldhede sulgumisprotsessis.

Piisiv ABA olemasolu takistab ohulohe avanemist (Kwak jt, 2008). Vakuoolist ja
rakkudevahelisest ruumist ABA toimel vabanenud Ca®* inhibeerib H*-ATPaasi aktiveerumist

ja K" ioonide transporti sulgrakku, mis on vajalikud dhuldhe avanemiseks.

1.2. loonkanalid

Ioonkanalid on vajalikud ioonide litkumiseks ldbi membraanide, mille tagajérjel
muutub raku siserdhk ja membraanipotentsiaal ning millest sdltub ohuldhede avanemine ja
sulgumine (Kaollist jt, 2011). Ioonkanaleid on kahte tiilipi: katioon- ja anioonkanalid (Hedrich,
2012). Ohuldhede avanemisel on olulisem roll Katioonkanalitel ning sulgumisel
anioonkanalitel (Schroeder ja Hagiwara, 1989).

Esimesena avastati sulgrakkude rakumembraanist K* kanalid KAT1 (POTASSIUM
CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 1) — Shaker-tiitipi kanalid, mis aktiveeruvad
hiiperpolarisatsiooni m&jul (Hedrich, 2012). KATI transpordib K" ioone sulgraku sisse
(Kollist jt, 2011) ning kanali aktiivsus ei sdltu K* ioonide hulgast (Hedrich, 2012).

GORK (GATED OUTWARDLY-RECTIFYING K* CHANNEL) on Shaker-tiiiipi
rakumembraanis asuv K* kanal, mis aktiveerub pingesdltuvalt membraani depolariseerumisel
ja transpordib K* ioone sulgrakkudest vilja (Kollist jt, 2011; Hedrich, 2012). GORK kanalite
aktiivsus soltub K* hulgast (Hedrich, 2012).

Ca®* kanalid kuuluvad samuti katioonkanalite hulka. Nende aktiivsus on reguleeritud
nii pingesdltuvalt kui ka ligandi seondumisega. Mitmetest katsetest on selgunud, et taimedes
kutsub Ca*" ioonide liikumise esile membraani hiiperpolarisatsioon, mitte depolarisatsioon
nagu loomarakkudes (Hedrich, 2012).

Ohuldhede sulgemiseks on vaja aktiveerida anioonkanalid, mis transpordiksid
anioonid sulgrakkudest vilja (MacRobbie, 1998). Anioonkanalite geenid avastati alles hiljuti
ning need kuuluvad kahte perekonda: SLAC1 (SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1)
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/SLAH3 (SLAC1 HOMOLOGUE 3) ja ALMT12 (ALUMINUM-ACTIVATED MALATE
TRANSPORTER 12) ehk QUAC1 (QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1) geenid
(Hedrich, 2012). SLAC1/SLAH3 (Negi jt, 2008; Vahisalu jt, 2008) on aeglased S-tiitipi (slow-
type) kanalid. ALMT12 on Kiire R-tiitipi (rapid-type) kanal, mis paikneb sulgrakkudes ja
transpordib peamiselt kloriidi (CI") ja nitraati (NO3) (Meyer jt, 2010; Sasaki jt, 2010).
ALMT12 on alumiinium-aktiveeritud malaadi transporteri (ALMT, ALUMINIUM-
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER) homoloog, mis ei vaja aktivatsiooniks AI** ioone
(Sasaki jt, 2010). SLAC1 homoloogina on teada neli SLAH kanalit (Hedrich, 2012), kuid
ainult SLAH3 on ekspresseeritud sulgrakkudes (Geiger jt, 2011). SLAC1 kanal transpordib
peamiselt samuti kloriidi ja nitraati (Kollist jt 2011).

R- ja S-tlitipi kanalite avatus sdltub membraanipotentsiaalist. R-tiilipi kanalite
aktiveerumine ja deaktiveerumine toimuvad millisekundite jooksul, S-tiilipi kanalite puhul
kulub aktiveerumiseks umbes 10 s ja nende inaktiveerumine ei toimu kohe (Kollist jt, 2011).
S-tiiipi anioonkanali aktiveerumiseks on vajalikud ka Ca®* ioonid ja fosforiileerimine
(MacRobbie, 1998). Lisaks aktiveerib S-tiilipi kanaleid ABA (Hedrich, 2012).

S-tiitipi SLAC1 kanal avastati hariliku miilirlooga osoonitundlikust mutandist, kes ei
reageerinud CO,-le, pimedusele, madalale ohuniiskusele ja osoonile ning kelle ShulShede
sulgumine oli takistatud (Negi jt, 2008; Vahisalu jt, 2008). Keskkonnastiimulite (ABA, NO,
CO;,, O3, pimedus, kuivus) mojul toimuv Shuldhede sulgumine sdltub SLACI kanalist (Kim
jt, 2010; Kollist jt, 2011). SLAC1 seondumisel OST1-ga (OPEN STOMATA 1) toimub
SLACI1 fosforiileerimine, mille tulemusena SLAC1 kanal aktiveerub ja pumpab anioone
sulgrakust viélja (Geiger jt, 2009; Lee jt, 2009; Vahisalu jt, 2010). Anioonide viljavool
sulgrakust vihendab rakusisest osmootset rohku, mille tagajirjel viljub rakust ka vesi,

sulgrakkude turgor viheneb ja 6huldhe sulgub (Kollist jt, 2011).

1.2.1. Anioonkanalite regulatsioon sulgrakus vastusena abstsiishappele

Sulgrakkudes on olulised ioonkanalid, mille abil on vdimalik muuta sulgrakkude
siserdhku ja sellega dhuldhede avatust. Anioonkanalitel on keskne roll dhuldhede sulgumisel
(Kwak jt, 2008).

Anioonkanalite aktivatsioon sOltub abstsiishappe (ABA) olemasolust. ABA
puudumisel (vt Joonis 2) inaktiveerivad 2C-tiitipi fosfataasid (PP2C, PROTEIN
PHOSPHATASE BELONGING TO CLASS 2C) SLACI kanalit fosforiiilivaid kinaase
(OST1, CPK21, CPK23) (CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASE 21, 23),
defosforiileerides neid, mille tulemusena anioonkanalid ei aktiveeru (Kollist jt, 2011). ABA
olemasolul moodustub kompleks ABA, ABA retseptori (PYR1/PYL) (PYRABACTIN

8



RESISTANCE 1/PYR1-LIKE) ja PP2C vahel ning sellega inaktiveeritakse PP2C fosfataasid.
OSTI1, CPK21 ja CPK23 kinaasid vabanevad, aktiveeruvad ja fosforiileerivad SLACI
anioonkanali, muutes selle aktiivseks. OST1 kinaasi aktiveerimiseks ei ole Ca*" ioone vaja,
kuid CPK kinaaside aktivatsioon sdltub Ca®" ioonide kontsentratsioonist. Anioonid liiguvad
labi aktiveeritud kanali sulgrakkudest vilja ja dhuldohe sulgub (vt Joonis 1). Kirjeldatud ABA
regulatsiooni skeem on esitatud joonisel 2.

Rakumembraan
- ABA + ABA =
c:
@ &)
e (&) (o @fr) 1
Ca?*—p Anioonide
@ véljavool rakust
(pohiliselt CI ja
@ CPK23 / NO,-)

Joonis 2. Anioonkanali regulatsioon sulgrakus (Kollist jt 2011). Originaaljoonist on
muudetud.

1.3. Ohuldhede sulgumine CO; toimel

CO; moju dhuldhedele uuris esimesena 1940. aastal Freudenberger. Ta leidis, et CO,
kontsentratsiooni kahandamine pohjustab kanna (Canna) ohuldhede avanemist ning CO;
kontsentratsiooni suurenemine kutsub esile Shuldhede sulgumise (Freudenberger, 1940).
Sarnaste tulemusteni joudis ka Heath kaastootajatega (Heath, 1948). Morison (1987) kinnitas
oma katsetega eelnevaid tulemusi, eemaldades epidermisest, lehest vdi kogu taimest dhuldhe
ja asetades selle suurenenud CO, kontsentratsiooniga keskkonda — toimus Shuldhe ava
vihenemine. CO; kontsentratsiooni kahekordistamine vois ohuldhede juhtivust vdhendada
40% (Morison, 1987). CO, kontsentratsiooni tdus atmosfédris suurendab paljude taimeliikide
puhul lehtedesse siseneva CO, hulka ja vdhendab ohuldohede avatust ning juhtivust (Medlyn
jt, 2001).

Praeguseks pole tipselt teada molekulaarseid mehhanisme, kuidas CO, olemasolu
taimes &dra tuntakse ja ohuldhed suletakse (Kwak jt, 2008). Mdned CO, poolt reguleeritud
OhulShede regulatsioonis osalevad geenid on siiski teada. Niiteks slacl mutandis on
ohuldhede sulgumine korge CO; kontsentratsiooni mojul halvenenud (Negi jt, 2008; Vahisalu
jt, 2008), kuna seal on hdiritud anioonide litkumine, mis on vajalik Shuldhe sulgumiseks.
Samuti on korge CO; mdjul Shuldhede sulgumine héiritud ostl mutandis (Merilo jt, 2013)
ning ka A. thaliana htl (high leaf temperature 1) mutandid ei reageeri CO, muutustele

(Hashimoto jt, 2006). HT1 on kinaas, mis kontrollib 6huldhede avatuse muutumist sdltuvalt
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siisihappegaasist ning takistab CO, mojul toimuvat Shuldhede sulgumist. Seega on HTI1

kinaas siisihappegaasispetsiifiline 6huldhede regulaatorvalk.

1.4. Ohuléhede sulgumine pimeduse toimel

Pimedus on lisaks siisihappegaasile teine olulisim ja levinuim keskkonnastiimul, mis
kutsub esile dhuldhede sulgumise. Odsel on otstarbekas Shuldhed sulgeda, et vihendada
taime veekadu, kuna pimeduses fotosiinteesi ei toimu ja seega siisihappegaasi ei vajata.
Paljud taimed aga ei sule 606sel tdielikult 6huldhesid (Caird jt, 2007) — ndhtust ei mdisteta
tapselt, kuna seda on véhe uuritud. Arvatakse, et 66sel on Shuldhed reguleeritud samade
mehhanismide kaudu nagu péevalgi ning et Oine OShuldhede avatus ja transpiratsioon
mdjutavad taime fiisioloogiat ja kasvu (Caird jt, 2007). Ohuldhede pimedusvastuse tépsest
regulatsioonist on vdhe teada ja andmed on puudulikud. Enamik katseid on tehtud
epidermisetiikkide (nt She jt, 2004), mitte tervete taimedega.

Stressitingimustes siinteesitakse mitmeid signaalmolekule, millest {ihed olulisimad on
NO ja H,0; (She jt, 2004). Need molekulid on dhuldhede valgus- ja pimedusvastuse olulised
regulaatorid. NO siintees sulgrakkudes on eelduseks, et toimuks ABA-indutseeritud
ohuldhede sulgumine (Garcia-Mata ja Lamattina, 2002).

She jt (2004) katsed poldoaga (Vicia faba) niitasid, et endogeense NO ja H,0O, tase on
sulgrakkudes pimeduses palju kdrgem kui valguses (vt Joonis 3). H,O; roll on ulatuslikum kui
ainult pimedusvastuses osalemine. Niiteks harilikus hernes (Pisum sativum) kutsub H,O,

esile ohuldhede sulgumise nii pimeduse kui ka ABA toimel (Desikan jt, 2004).

Joonis 3. Aedoa (Vicia faba ) sulgrakud valguses (A, a) ja pimeduses (B, b). Epidermiseribad
on vérvitud fluorestseeruva DAF-2 DA-ga (4,5-diaminofluorestsiindiatsetaat), iileliigne vérv
on maha pestud ja vaadeldud laser skanneeriva konfokaalmikroskoobiga. Ohuldhed
helenduvad, sest fluorestseeruv vérv on seondunud vesinikperoksiidiga. Joone pikkus
paneelidel A ja B on 16 um ning paneelidel a ja b 40 um. (She jt, 2004, originaaljoonist on
muudetud.
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ABA on pimedusvastuseski oluline signaalmolekul. Ohuldhede regulatsioonis on
olulised ABA retseptorid PYR/RCAR (PYRABACTIN RESISTANCE/REGULATORY
COMPONENT OF ABA RECEPTOR) (Merilo jt, 2013), mille seondumine ABAga
aktiveerib OST1 kinaasi ja SLACL anioonkanali. Mutantidel slacl (Vahisalu jt, 2008) ja ostl
(Merilo jt, 2013) on pimeduses Shuldhede sulgumine héiritud. Jérelikult tagavad OST1 ja
SLAC1 pimeduses kiire Shuldhede sulgumise. Sasaki jt (2010) niitasid, et ka almtl2
mutantidel on héiritud dhuldhede sulgumine pimeduse toimel. Jérelikult on kiires Shuldhede

sulgumises pimeduse mojul oluline ka ALMT12.

1.5. Ohuniiskuse méju 6huléhede regulatsioonile

Ohuldhed voivad viga kiiresti reageerida suhtelise Shuniiskuse vdhenemisele (Kwak jt,
2008). Ohuniiskus on oluline huldhede reageerimisvdime vilja kujunemises. Kui viia kdrges
(90%) suhtelises dhuniiskuses kasvanud taimed madalamasse dhuniiskusesse, siis esineb neil
Kiire transpiratsioon ja halvenenud ohuldhede sulgumine pimeduses (Arve jt, 2015). Korges
niiskuses kasvades on taimede OShuldhed suuremad ja need ei funktsioneeri korralikult.
Virgiinia tradeskantsia (Tradescantia virginiana) sulgrakud olid korges niiskuses (90%)
kasvades 29% suuremad kui taimedel, kes kasvasid standardShuniiskuse (55%) juures (Nejad
ja Van Meeteren, 2005). Suuremaid ohuldhesid kdrges Ghuniiskuses tdheldati ka rooside
puhul (Torre jt, 2003). Mitmed uuringud on ndidanud, et korge Ghuniiskus suurendab
ohulohede tundlikkust siisihappegaasile (Talbott jt, 1996; Frechilla jt, 2002). Lisaks sellele on
uuringud roosiga ndidanud, et korges niiskuses kasvanud taimedel on ohuldhede tihedus
suurem (Torre jt, 2003; Fanourakis jt, 2011). Peale selle on ka nende veekadu suurem ja
eluiga 15igatuna 6-8 pdeva liihem (Mortensen ja Fjeld, 1998; Torre ja Fjeld, 2001).

Ohuldhede avatuse muutumine on reguleeritud peamiselt ABA kaudu. Arabidopsis,
kes on kasvanud korges oOhuniiskuses (92%), on madalama ABA sisaldusega, vorreldes
taimedega, kes on kasvanud standardohuniiskuses (60%) (Arve jt, 2015) ning seetdttu on
ohuldhede talitlus veidi hiiritud. Varasemalt on sedasama ndidanud Nejad ja van Meeteren
(2007). Lisaks leidsid Arve jt (2013), et korges niiskuses (90%) kasvanud roosides ei
suurenenud pimeduses ABA tase ja inaktiivset ABAt ei muudetud nii efektiivselt aktiivseks
ABAKks kui standardohuniiskuses (60%) kasvanud roosides. Mehhanismid, kuidas dhuniiskus
reguleerib ABA sisaldust taimes, ei ole veel teada, kuigi ABA metabolismiuuringutes on
tehtud edusamme (Arve jt, 2013). Arve jt (2015) avastasid, et ohuniiskus ei mojuta ABA
biosiinteesi geene, vaid katabolismi geene, mis muudavad ABA iihest vormist teise. Niiskes
Ohus kasvanud taimedes ekspresseeruvad tugevalt ABA katabolismi geenid CYP707A1
(CYTOCHROME P450, FAMILY 707, SUBFAMILY A, POLYPEPTIDE 1) ja CYP707A3
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(CYTOCHROME P450, FAMILY 707, SUBFAMILY A, POLYPEPTIDE 3), mis on seotud
ohuldhede avanemisega vastuseks korgele dhuniiskusele. On ndidatud, et kdrges dhuniiskuses
kasvanud taimede ABAga tootlemisel arenevad taimedel korralikud 6huldhed (Fanourakis jt,
2011), kuid pole tédpselt teada, kas ABA muudab Shuldhede arengut voi avaldab see moju
ohuldhede sulgumisele.

Madala ohuniiskuse mojul Shuldhed sulguvad. Seniajani ei teata, kuidas taimed
tunnetavad Ghuniiskuse muutumist ja liillitavad seejérel sisse signaalirajad. Moned
geneetilised ja fiisioloogilised mehhanismid, mis vahendavad madala Shuniiskuse poolt
pohjustatud ohuldhede sulgumist, on siiski teada, kuid nende niiskuse tuvastusmehhanismid
on endiselt teadmata. Néiteks slacl mutantidel on madalas Shuniiskuses dhuldhede sulgumine
halvenenud, mis néitab, et SLAC1 anioonkanal on oluline madalas Shuniiskuses toimuva
ohuldhede sulgumise regulatsioonis (Vahisalu jt, 2008). Samuti ei sule madalas dhuniiskuses
ohuldhesid ostl mutandid (Merilo jt, 2013).

1.6. Mullaniiskuse mdju 6hulohede regulatsioonile ja pouastress

Vesi on taimedes vdga oluline fotosiinteesis, toitainete omastamises ja transpordis ning
taime jahutavas transpiratsioonis (Farooq jt, 2009). Kui ohuldhed sulguvad, siis vdheneb
transpiratsiooni jahutav efekt ning toitainete omastamine mullast (Arve jt, 2011). Kuna
taimed ei suuda liikuda, siis on nende jaoks oluline taluda stressi, mis voib olla tingitud nii
veepuudusest kui ka liigniiskusest. Pduastressi korral suletakse kiiresti O6huldhed, et
vihendada liigset aurumist, suurendatakse hiidratatsiooni ja lehe pinnal olevat vaha hulka,
kogutakse vett spetsiifilistesse organitesse, pidurdatakse vegetatiivset kasvu ja kiirendatakse
juurte kasvu, et saada siigavamalt vett katte (luchi jt, 2001).

Ohuldhede sulgumiseks on mitmeid mehhanisme. Vdib toimuda hiidropassiivne
sulgumine voi sulgumine stressihormoonide, nt ABA mdjul (Arve jt, 2011). ABA suurendab
juurte ja ksiileemi veejuhtivust, mis aitab taimel pérast stressi kiiremini taastuda (Kudoyarova
jt, 2010). Geen NCED3 (NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE 3) on oluline
ABA biosiinteesis — see aktiveerub kuivastressi korral ning kontrollib taime sees olevat ABA
taset. Mutandid, kel see geen on iileekspresseeritud, taluvad paremini pouda ning aurumine
lehtedest on viiksem (luchi jt, 2001).

Paljud uuringud on ndidanud, et mullaniiskus on Shuldhede sulgumisel palju olulisem
kui lehe veesisaldus, kuna dhuldhed reageerivad keemilistele signaalidele (ABA), mis vdivad
tulla hoopis veepuuduses olevatest juurtest (Morgan ja Rickson, 1990; Taylor jt, 1991; Farooq
jt, 2009). See tdhendab, et Ghuldhede juhtivust vdhendatakse juba enne, kui lehtedes
veepuudus tekib. Pole teada mehhanisme, kuidas juured kuiva mulla dra tunnevad, kuid on
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oletatud, et veepuuduse korral hakkab ABA kontsentratsioon mullas suurenema, mis tuntakse
ara juurte kaudu (Lambers jt, 2008).

Pouastress langetab fotosiinteesi efektiivsust, sest Ohuldhede sulgudes siseneb
taimesse viahem siisihappegaasi (Lambers jt, 2008). Kui taim kauakestva stressiga toime ei
tule, siis tekivad hiired kasvus ja ainevahetuses (Arve jt, 2011). Pollumajanduses on
pduastress suur probleem, kuna teatud piirkondades ei saada kuivuse tottu korralikku saaki.

Kui mulla- ja ohuniiskus on korged, siis kasvab taime arengu kdigus Ohuldohede
tihedus ehk arv pindalaiihiku kohta (Metwally jt, 1970; Metwally jt, 1971), mis omakorda
suurendab transpiratsiooni (Lake ja Woodward, 2008). Samas Gan jt (2010) néitasid, et ka
pduas kasvanud poldoa (Vicia faba) 6huldhede tihedus kasvas — oletati, et see parandab vee
transporti mullast. Katsetes tomati (Holbrook jt, 2002), eukaliipti (Lima jt, 2003) ja sojaoaga

(Liu jt, 2003) on ndidatud, et pduastressis olevate taimede 6huldhede juhtivus viheneb.

1.7. Abstsiishape

Abstsiishape (ABA) on taimehormoon, mis osaleb paljudes fiisioloogilistes protsessides:
reguleerib taime idanemist, kasvu, Shuldhede sulgumist ja takistab CO- fikseerimist (Taiz ja
Zeiger, 1991). ABA on oluline dhuldhede suuruse ja tiheduse véljakujunemisel (Lake ja
Woodward, 2008). Viiksema ABA kontsentratsiooni korral on Shuldhed ja nende arv
pindalaiihiku kohta suuremad.

ABA siinteesitakse de novo karotenoididest (Boursiac jt, 2013) vdi mevaloonhappest
(Xu jt, 2013). Varasemate andmete pohjal on arvatud, et ABAt siinteesitakse ainult juurtes
ning seejdrel transporditakse see erinevatesse maapealsetesse organitesse (Boursiac jt, 2013),
kuid tegelikult siinteesitakse ABAt kdigis taime kudedes (Xu jt, 2013). Rakus leidub ABA
biosiinteesi ensiitime nii plastiidides kui ka tstitosoolis (Boursiac jt, 2013).

ABA esineb rakkudes kahe vormina: anioonsena (ABA") ja protoneerituna (ABA-H)
(Boursiac jt, 2013). ABA olek sdltub keskkonna pH-st. Niiteks pH 4,7 juures on 50% ABA-st
protoneeritud kujul ning 50% anioonsel kujul. Sellest madalama pH-ga keskkonnas on
tilekaalus protoneeritud vorm ning kdrgema pH korral deprotoneeritud ehk anioonne vorm.
Protoneeritud vorm difundeerub kergesti 14bi lipiidse kaksikkihi, vajamata transportereid.

Tavaolukorras on soodustatud ABA difusioon rakkudesse (Boursiac jt, 2013). Selle
tagajirjel jadb ksiileemivedelik ABA-vaeseks ning sulgrakkudeni ei joua palju ABAL.
Stressitingimustes — nditeks kuivas voi lammastikupuuduses — touseb ksiileemi pH 6,7-ni, mis
kahandab difundeeruva ABA hulga ligikaudu 1%-ni. Ksiileemivedelik rikastub ABA-ga ning
ABA jduab ka sulgrakkudeni, kutsudes esile Shuldhede sulgumise.
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Juhul, kui ABAt ei vajata, muudetakse see inaktiivseks (Boursiac jt, 2013) ja
sdilitatakse vakuoolis. Enamik ABAst inaktiveeritakse oksiidatsiooni teel, mille kdigus ABAst
tekib faseiin- voi dihiidrofaseiinhape. Bioloogiliselt inaktiivne ABA tekib ka siis, kui ABA
moodustab keemilise sideme mdne molekuliga. Levinuimaks vormiks on abstsiishappe -D-
gliikostiiilester (ABA-GE), mis tekib gliikoosi liitumisel ABA-ga (Xu jt, 2013). ABA-GE
stinteesiks on vaja gliikosiiiiltransferaasi ja selle tagasi ABAks muundamisel B-gliikosidaasi.
Kui taim on stressis, siis ABA-GE tase ksiileemis viheneb ning selle arvelt fiisioloogiliselt
aktiivse ABA hulk suureneb. ABA-GE transporterit pole veel kindlaks tehtud (Boursiac jt,
2013).

1.7.1. Abstsiishappe transport

Taimedes toimub ABA transport, mida tdendab selle leidumine ksiileemis (Boursiac jt,
2013). Kuna ksiileem koosneb surnud rakkudest, siis ABA siinteesi seal toimuda ei saa.
Jarelikult peab aset leidma ABA transport. Lisaks sellele on juurtest leitud vorsetes
stinteesitud ABAt .

Seniajani on teada neli ABA transporterit (Merilo jt, 2015): ABCG22, ABCG25,
ABCG40 (ARABIDOPSIS THALIANA ATP-BINDING CASSETTE G22, G25, G40) ja
NRT1.2/AIT1 (NITRATE TRANSPORTER 1.2/ABA-IMPORTING TRANSPORTER 1).
ABCG25 asub juhtkudede rakumembraanis, eksportides ABAt juhtsoontest (Kuromori jt,
2010). ABCG22 ja ABCG40 asuvad sulgrakkude rakumembraanis. ABA import
sulgrakkudesse toimub ldabi ABCG40. Kui ABC (ATP-BINDING CASSETTE) transportereid
ei ole, siis toimub ABA liikumine sulgrakkudesse palju aeglasemalt, dhuldhed jadvad rohkem
avatuks ning stressitaluvus vdheneb (Kang jt, 2010). NRT1.2 liigutab ABALt juhtsoonte ja

teiste kudede vahel, olles samal ajal ka nitraadi transporter (Boursiac jt, 2013).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesméargid

Palju on wuuritud, kuidas erinevad taimeliigid reageerivad silisithappegaasile,
pimedusele, dhuniiskusele ja taimehormoonidele. Neid katseid on aga tavaliselt tehtud nii, et
uuritakse tihe voi kahe kindla eelmainitud keskkonnastiimuli mdju metsiktiiiipi taimedele ning
lisaks veel moju mingile mutantsele taimele. Huvitaval kombel pole siiani vdga palju uuritud,
kuidas erinevad kasvutingimused metsiktiilipi taimede Ohuldohede reaktsioone mdjutavad.
Sellest lahtuvalt oli kiesoleva t66 eesmérgiks uurida,

e kas ja kuidas erinevad kasvutingimused (erinev ohu- ja mullaniiskus) mojutavad

Ohuldhede juhtivust

e kas ja kuidas erinevad kasvutingimused mdjutavad Ohuldhede reaktsioonivoimet
vastusena erinevatele stiimulitele, milleks valiti CO, kontsentratsiooni tdus, pimedus,

madal dhuniiskus ja abstsiishape
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Taimede kasvatamine

Katsetes kasutati hariliku miitirlooga (Arabidopsis thaliana) metsiktiiiipi (Col-0
okotiiiip) taimi. Selleks, et seemned idaneksid paremini ja itheaegselt, hoiti neid vdhemalt
kolm pideva enne kiilvamist vees (kiilmkapis, 4°C temperatuuril). Taimed kasvasid
spetsiaalsetes katseaparatuuriga kokku sobivates Jyrkki pottides (vt Joonis 4) (Kollist jt,
2007). Need on nelinurksed plastmassist potid, mis tdideti 250 grammi kasvusubstraadiga.
Kasvusubstraadi koostises oli kaks osa turvast ja iiks osa vermikuliiti arvestatuna mahu jérgi.
Vett lisati nii palju, et see moodustaks eelnevate komponentide kogumahust poole. Poti peale
asetati ruudukujuline klaas, mille keskel on umbes 3 mm 14dbimodduga auk. Klaas asetub
potile 45° nurga all poti nurga suhtes, mis voimaldab 6hu liikumist kasvusubstraati. Seemned
(3-5 tk) kiilvati automaatpipetti kasutades klaasi keskel olevasse auku mulla pinnale ning neid
ei kaetud enam kasvusubstraadiga.

Idanemiseks piisava niiskuse tagamiseks kaeti kiilv Petri tassiga (vt Joonis 4), mis
eemaldati pérast idulehtede teket. Idulehtede arengu ajaks, umbes nidal pérast kiilvi, olid
taimed juba sobivas suuruses, mil neid sai ka pintsettidega harvendada — igasse potti jaeti
kasvama ainult {iks taim.

Taimi kasteti altniisutusega senikaua, kuni poti mass oli 320-340 grammi. Olenevalt
keskkonna suhtelisest dhuniiskusest kasteti taimi vahemalt korra niddalas, kuid 20% suhtelise
Ohuniiskuse juures kasvanud taimed kuivasid kiiremini ning vajasid monikord sagedasemat

kastmist.

e

oz AT \\

Joonis 4. Petri tassiga kaétu(i»lv Jyrkki potis.

Katsetes uuriti kahe erineva parameetri — mullaniiskuse ning suhtelise Shuniiskuse
mojusid. Seega kasteti osasid taimi regulaarselt (+H,O taimed), teise osa taimede kastmine
10petati aga vdhemalt 1,5 nddalat enne katsete algust (-H,O taimed). Lisaks sellele kasvatati

katsetaimed kolmes erinevas keskkonnas, kus oli suhteline Shuniiskus vastavalt 20%, 70% ja
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90%. Koige selle tulemusena saadi kuus erinevates kasvutingimustes kasvatatud taimegruppi.
Tingimused kasvuruumides ja -kappides on toodud tabelis 1. Madala dhuniiskusega (20%)
kasvuruumis varieerus suhteline Shuniiskus paeval 20-30% ning 66sel 40-50% vahel, sest seal

polnud voimalik niiskuse sisaldust tdpselt reguleerida nii, nagu seda sai teha 70% ja 90%

kasvukappides.
Tabel 1. Tingimused kasvuruumides ja -kappides péeval ning 66sel.
Kasvukeskkond Valgusperiood (kell 7-19) Pimedusperiood (kell 19-7)
Temperatuur Suhteline Temperatuur Suhteline
Ohuniiskus Ohuniiskus
Madal ohuniiskus
21°C 20-30% 21°C 40-50%
(20%) ° °
Standardohuniiskus
0 0 0, 0
(70%) 23°C 70% 20°C 70%
Korge 6huniiskus
23° 90% 19 °C 90%
(90%) C 0 0

Umbes 25 pédeva parast kiilvamist saadi katsete jaoks sobiva suurusega taimed. Kuna
gaasivahetuskatseid tehti nddal aega, siis nddala 16puks olid esimesena kiilvatud taimed
kasvanud juba liiga suureks. Seetdttu kiilvati natuke seemneid ka neljandal pdeval pérast

esimest kiilvi, et oleks ka katsenddala 16pus sobiva suurusega taimi.

2.2.2. Katseaparatuur

Eritellimusel ehitatud aparatuuri moodustavad modtekambrid, valgustus, pumbad,
termostaadid, CO,/H,0 ja O; gaasianaliisaatorid, gaasiballoonid, arvuti (Kollist jt, 2007).
Katseseade voimaldab mdotekambrites muuta Oz ja CO, kontsentratsioone, Shuniiskust ja
valgustatust ning registreerida taimede ohuldohede Kiiret reageerimist muutustele. Selleks
moddetakse CO, ja veeauru sisaldust modtekambrisse sisenevas ja sealt véljuvas Shus ning
selle pohjal arvutatakse ohuldhede juhtivus. Hariliku miilirlooga leherosett on {isna habras,
mistottu taime katsudes tekivad kergesti vigastused. Kambrite kasutamine vdimaldab taime
gaasivahetust modta teda hiirimata ning vigastamata.

Mootekambrid on roostevabast terasest silindrid 1dbimddduga 7,8 cm ja korgusega 3,5
cm (vt Joonis 5). Pealtpoolt on need kaetud Klaasist plaadiga, seejuures silindri servad on hésti
tihendatud. Taimega pott asetatakse kambrisse altpoolt, potti jadb pdhjast toetama vedru, mis
surub poti koos sellel oleva nelinurkse klaasiga tihedalt vastu silindri alumist serva.

Igasse kambrisse siseneb Ohk vidikese avause kaudu silindri seinas ning véljub teise
avause kaudu (vt Joonis 5). Lisaks tekitatakse rohk 35 mmHg, mis tagab piisava Ghu

lilkumise ja segunemise kambris. Peale selle on kambris temperatuuri sensor, mille
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moddetavad véddrtused on vajalikud Shuldhede juhtivuse arvutamiseks. Masin moddab
koigepealt kambrisse sisenevat ning siis kambrist véljuvat dhku. Kokku kulub iihe kambri
mootmiseks kaks minutit. Kui kasutatakse koiki seadme kaheksat kambrit, siis iga leheroseti
gaasivahetust moddetakse uuesti 16 minuti moodudes. Antud katsetes kasutati korraga kolme
voi nelja kambrit. Kolme kambri kasutamisel saadi iga kambri modtmistulemused

kuueminutiliste vahedega ning nelja kambri puhul kaheksaminutiliste vahedega.

Valgus
~d F’\I“tk brit kattev klaasplaat
-1 e Mbddtekambrit kattev klaasplaa
B e R I N N . o R[aatekambri sein
Olik sisse —b Temperatuuri — 3 s
I = SERION —I— Ohk vilja
Poleeritud -—-p '
silindri serv
Taimega kasvupott asetatakse modtekambrisse nii,
et fikseeritud klaasplaat ulatuks vastu
poleeritud silindri serva.
Fikseeritad «---- Libi avause kasvav Arabidopsis thaliana
klaasplaat _-’_’I . o OO0 j

.- Kasvusubstraat

Kasvupott __,

Joonis 5. Gaasivahetuskamber (Kollist jt, 2007). Originaaljoonist on muudetud.

2.2.3. Katsete lidbiviimine

Enne katset taimed vahatati — see tdhendab, et nelinurkse klaasi keskel olev auk tdideti
pookevahaga (tootja: AS Agropol DT), et 1dbi avause ei toimuks mingisugust gaaside
liikumist mullast. See voimaldab modta leheroseti gaasivahetust ilma mullast tulenevate
korvaliste mdjudeta. Vahatamine teostati moned pidevad vdi pédev enne katset, kuna taimede
héirimine (katsumine) samal pdeval voib mdjutada mddtmistulemusi. Enne taime asetamist
modtekambrisse pildistati (digitaalkaamera Pentax K100D) taime koos millimeeterpaberi
16iguga (10x30 mm), et hiljem mdota taime lehepindala, milleks kasutati programmi Image].

Seejérel asetati taimed modtekambrisse. Selleks, et taim harjuks kambris oleva
keskkonnaga, ldks aega umbes iiks tund. Stabiliseerunud taime dhuldhede juhtivus joudis sel
juhul mingisugusele platoole ning piisis seal suhteliselt muutumatuna. Mdddetavaid punkte
oli véimalik jélgida arvuti ekraanilt, kasutades selleks spetsiaalselt kirjutatud programmi
(Kollist jt, 2007). Samuti salvestas antud programm moddetud véirtused, mida sai hiljem

analiiiisida.
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Enne keskkonnastiimuli muutust registreeriti 4 stabiilset punkti, mis néitasid katse-
eelset Shuldhede juhtivust. Pérast seda rakendati taimedele erinevaid mojureid ning jilgiti
keskkonnatingimuste muutusest pohjustatud dhuldhede juhtivuse muutumist. Enne muutust
tekitati termostaadi abil igasse kambrisse ~70% suhteline Shuniiskus, olenemata sellest,
millise ohuniiskusega keskkonnas taim enne kasvas, et algtingimused oleks koikide taimede
jaoks samad. Ohk vdeti duest, suunati suurde klaasanumasse, kus see toatemperatuuril
soojenes ning liikus seejarel 14dbi termostaadi, mille abil saadigi vajalik niiskus (~70%).
Kambrite O0huniiskust oli voimalik vdhendada, kui termostaadi temperatuuri alandada voi
suurendada termostaadi temperatuuri tostmisega.

Tavapérased tingimused kambris enne keskkonnamuutust: temperatuur 24-25°C,
suhteline ohuniiskus ligikaudu 70%. Erinevate stiimulite kasutamist Kirjeldatakse

alljargnevalt.

2.2.3.1. Reaktsioon siisihappegaasile

Antud katses tosteti CO, kontsentratsiooni ligikaudu 400-It ppm-It 800 ppm-ni ehk
kahekordistati valisdhus olevat CO, hulka. Kui neli stabiilset punkti olid mdddetud, siis
viienda mootmise ajal lisati kambrisse gaasiballoonist siisihappegaasi juurde. Pirast stiimuli
muutust jalgiti dhuldhede juhtivust ligikaudu tund aega. Katset korrati igast taimegrupist 13-

14 taimega.

2.2.3.2. Reaktsioon pimedusele

Taimed stabiliseerusid esmalt kambris valguse kées ja tavapérastel tingimustel. Enne
pimeduse rakendamist moddeti neli stabiilset punkti. Pirast neljanda punkti modtmist kaeti
kambri Klaaspind raamatuga, et takistada valguse juurdepéds. Parast stiimuli muutust jalgiti
ohuldhede juhtivust ligikaudu tund acga. Katset korrati igast taimegrupist 13-14 taimega.

2.2.3.4. Reaktsioon ohuniiskusele

Antud katses kasutati tavatermostaadile lisaks veel teist termostaati (T1), milles dhk
muudeti 1°C juures viga kuivaks, vdimaldades kambri Shuniiskust langetada 20-30%-ni. Kui
neli stabiilset punkti tavapérastel tingimustel ligikaudu 70% Ohuniiskuse juures olid
moddetud, siis lilitati slisteem tavatermostaadilt iimber teise termostaadi peale (T1) ning
koigisse kolme moddetavasse kambrisse litkus korraga madala veesisaldusega kuiv Ohk.
Pérast stiimuli muutust jdlgiti ohuldhede juhtivust tund aega. Eksperimenti korrati igast

katsegrupist 14-15 taimega.
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2.2.3.5. Reaktsioon abstsiishappele

Koigepealt mdddeti igale kambrile neli stabiilset punkti tavapérastel tingimustel.
Pérast neljanda punkti modtmist eemaldati taim kambrist ja pihustati sellele neli
pihustuskorda 5 uM ABA lahust ning kuivatati taime timbruses klaasi pind. Seejirel asetati
taim kambrisse tagasi. Umbes kaheksa minuti pérast, kui sama kambrit uuesti mdddeti, olid
veepiisad taimelt kuivanud (ei andnud mdotmisel lisaniiskust) ning tdnu lahuses sisalduvale
detergendile oli ABA taime sisenenud. Kontroll-lahusega (detergent ja destilleeritud vesi)
taimi ei pritsitud, kuna on teada, et detergent ei mojuta kuidagi dhuldhede juhtivust (Merilo jt,
2015). Parast viimase taime pritsimist kestis katse 40 minutit. Katset korrati igast taimegrupist
23-25 taimega. 5 uM ABA lahus: 10 ml destilleeritud vett (Millipore Milli-Q masinast), 5 ul
10 mM ABA, 1,2 ul detergenti (Silwet L-77, tootja: PhytoTechnology Laboratories)

2.2.4. Andmeanaliiiis

Katsetes moddetud Ohuldhede juhtivused keskmistati, lisaks arvutati Ohuldhede
sulgumiskiirus. Statistiline andmeanaliitis teostati programmiga Statistica, kus meetoditena
kasutati kahefaktorilist ANOVAL ja post hoc testina Tukey testi.

2.2.5. Ohuléhede sulgumiskiiruse arvutamine

Katsete kdigus moddeti Shuldhede juhtivus enne ja pérast stiimuli muutust. Selleks, et
paremini hinnata ja vorrelda erinevate taimede reageerimist stiimuli muutusele, arvutati

ohuldhede sulgumiskiirus tihes tunnis, kasutades valemit (1)

__ gst2—gstl
T ot2-t1

X 60, 1)
kus v on ohuldhede sulgumiskiirus (mmol m?s? h'l), gst2 ja gstl on Shuldhede juhtivused
(mmol m?s™) vastavalt ajahetkel t2 ja t1 (minutites).

Erinevate katsete puhul kasutati sulgumiskiiruse arvutamiseks erinevaid ajapunkte.
ABA- ja pimeduskatse korral kasutati arvutustes ajapunkte 0 ja 16 (vastavalt t1 ja t2). CO,
katses Ohuldhede sulgumiskiiruse leidmiseks kasutati aga ajapunkte 0 ja 10 minutit ning
Ohuniiskuse katses ajapunkte -2 ja 16 minutit. Ajapunktid valiti nii, et nad jadksid

sulgumiskdvera lineaarsesse piirkonda.
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2.3. Tulemused

Katsetes mdoddeti erinevates tingimustes (erinev Ohuniiskus ja kastmine) kasvanud
hariliku miitirlooga 6kotiiiibi Col-0 6huldhede juhtivust ning vaadati, kuidas juhtivus muutub,
kui rakendada erinevaid stiimuleid (CO; hulga suurendamine ohus, pimedus, madal suhteline
Ohuniiskus, ABA). Saadud tulemused vodimaldavad hinnata kastmise ning suhtelise
ohuniiskuse mdju dhuldhede avatusele ja reaktsioonivdimele.

Enne stiimuli rakendamist modddetud tulemused néitasid, et kastmata taimede
ohuldhede juhtivus oli vdiksem kui samades tingimustes kasvanud kastetud taimedel (vt
Joonis 6). Joonise tegemisel on kasutatud andmeid ABAga labiviidud katsetest, kuna seal oli
valim suurim (n=23-25 taime iga katsegrupi kohta). Lisaks toimusid katsed ABAga
katsenddala 10pus ja selleks ajaks olid kastmata taimed olnud piisavalt kaua kuivuses, et
mullas tekiks veedefitsiit. Kdige suurem erinevus Ohuldhede juhivuses esines madala
suhtelise Shuniiskuse (20%) juures kasvanud taimedel. Kdige kdrgem 6hulShede juhtivus oli
korges suhtelises Ohuniiskuses (90%) kasvanud kastetud taimedel. Madalas ja standardses
(70%) ohuniiskuses kasvanud kastetud taimede ning korges Shuniiskuses kasvanud kastmata
taimede Shuldhede juhtivused olid sarnased. Odpéevakatses (vt Lisa 1), kus mdddeti taimede

lehe kogujuhtivust jarjest kahel 66pdeval, saadi Shuldhede juhtivuses sarnased tulemused.

Ohuldhede juhtivus enne ABAga pritsimist
200 -

d
160 -
a a a
120 -
c
b I
0 - .
+H,0 -H,O +H,0 -H,0  +HO -H0
madal madal standard standard kdrge  korge

B
o
1

Ohuldhede juhtivus (mmol m? s)
3

Joonis 6. Ohuldhede juhtivus (mmol m™ s7) vahetult enne abstsiishappega pritsimist.
Katseandmete statistilisel analiilisil kasutati kahefaktorilist ANOVAt ja post hoc testina
Tukey testi. Statistiliselt {iksteisest oluliselt erinevad rithmad (p < 0,05) on tdhistatud
tahtedega a, b, ¢, d. Joonisel on katsete keskmistatud tulemused (n=23-25 taime) +SEM
(Standard Error of the Mean).
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2.3.1. Ohuldhede sulgumine siisihappegaasi toimel

Katses uuriti, kuidas kdrge CO; tase mojutab erinevates tingimustes kasvanud taimede
ohuldhede kditumist. CO, kontsentratsiooni kahekordistamine kutsus kdigil taimedel esile
ohuldhede osalise sulgumise, mida nditab dhuldhede juhtivuse vdhenemine pérast ajapunkti 0
(vt Joonis 7A). Madala ja standardShuniiskuse juures kasvanud kastetud ja kastmata taimede
ohuldhede juhtivused erinesid liksteisest, kuid kdrges Shuniiskuses kasvanud taimede puhul
olid nii kastmata kui ka kastetud taimede 6huldhede juhtivused sarnased (vt Joonis 7A).

Lisaks ohuldhede juhtivusele analiiiisiti ka erinevates tingimustes kasvanud taimede
ohuldhede sulgumiskiirusi (vt Joonis 7B). Kahefaktoriline tiitip IIl ANOVA analiiiis viitas, et
erinevused sulgumiskiiruses tulenesid pigem sellest, et taimed kasvasid erinevates
ohuniiskuse tingimustes, kui sellest, kas taimed olid kastetud voi kastmata. Seega kastmisel
siin katses statistiliselt olulist efekti sulgumiskiirusele ei leitud. Lisaks sellele nditas Tukey
post hoc test, et CO, taseme muutusele reageerisid standardses ja korges Ohuniiskuses
kasvanud taimed erinevalt ning madalas Ohuniiskuses kasvanud taimed ei erinenud

statistiliselt kahest eelnevast taimeriihmast.

A co, B Ohuldhede sulgumiskiirus
~ +H,0 madal vastusena susmappe%aasye
n —— +H,0O standard 6'?} > o (\p‘ e e
(\IAE 200 ~ +H20 kﬁrge 060 @@éor}‘b@ é(b(\ o\{ioﬂg .b\g
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Joonis 7. A Arabidopsis thaliana metsiktiilipi taimede Shuldhede reageerimine siisihappegaasi
kontsentratsiooni tdusule. CO, kontsentratsiooni kahekordistati ajahetkel 0. Joonisel on
nédidatud keskmistatud dhuldhede juhtivus (n=13-19 taime) =SEM.

B Ohuldhede sulgumiskiirus ehk ohuldhede juhtivuse muutus iihes tunnis pirast CO,
kontsentratsiooni  tdstmist. Sulgumiskiiruse arvutamist on tidpsemalt kirjeldatud peatiikis
2.2.5. Kasutatud on sama katse andmete pdhjal arvutatud keskmistatud tulemusi +SEM, mis
ndidatud paneelil A. Uksteisest statistiliselt oluliselt erinevad (p < 0,05) grupid on tihistatud
tdhtedega a ja b. Gruppidevahelised erinevused tulenevad erinevatest dhuniiskustingimustest,
kus taimed kasvasid.
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2.3.2. Ohuldhede sulgumine pimeduse toimel

Katses uuriti pimeduse mdju erinevates tingimustes kasvanud taimede Shuldhede
reaktsioonile. Mdodtekamber kaeti raamatuga ajahetkel 0 ning pimedus pdhjustas Shuldhede
osalise sulgumise. Jooniselt 8A on niha, et madala suhtelise SGhuniiskuse juures kasvanud
kastmata taimede ohuldhede juhtivus langes peaaegu nulli 1dhedale.

Korges suhtelises dhuniiskuses kasvatatud kastetud ja kastmata taimede ohuldhede
juhtivused (vt Joonis 8A) ja sulgumiskiirused (vt Joonis 8B) olid sarnased. Lisaks sellele oli
korges Ohuniiskuses kasvanud taimede ohulGhede sulgumiskiirus mérgatavalt vdiksem Kui
madalas ja standardohuniiskuses kasvanud taimedel.

Jooniselt 8B on ndha, et madala ja standardShuniiskuse juures kasvanud kastetud
taimed reageerisid pimedusele monevdrra kiiremini kui samas niiskuses kasvanud kastmata
taimed. Seejuures ei leitud ohuniiskuse puhul statistiliselt olulisi erinevusi madalas ja
standardses Ohuniiskuses kasvanud taimede vahel, kiill aga oli mdlema taimeriihma puhul
oluline kastmise moju, mida nditas Tukey post hoc test. Nii kastmine kui ka ohuniiskus eraldi

mdjutasid dhuldhede sulgumiskiirust, kuid nende koosmdju polnud statistiliselt oluline.

A Pimedus B Ohuldhede sulgumiskiirus
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Joonis 8. A Ohuldhede reageerimine pimedusele. Pimedus saabus ajahetkel 0. Joonisel on
keskmistatud dhuldhede juhtivus (n=13-19 taime) +SEM.

B Ohuldhede sulgumiskiirus vastusena pimedusele. Kasutatud on sama katse andmete pdhjal
arvutatud keskmistatud tulemusi +SEM, mis néidatud paneelil A. Sulgumiskiiruse arvutamist
on tipsemalt kirjeldatud peatiikis 2.2.5. Uksteisest dhuniiskuse alusel statistiliselt oluliselt
erinevad (p < 0,05) grupid on tdhistatud tihtedega a jab. Madala ja standardShuniiskuse
puhul oli ka Kkastetud ja kastmata taimede vahel statistiliselt oluline erinevus.
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2.3.3. Ohuldhede sulgumine madala suhtelise dhuniiskuse toimel

Antud katse eesmédrk oli uurida, kuidas hariliku miitirlooga Shuldhed reageerivad
suhtelise dhuniiskuse kiirele langusele. Katses vidhendati suhtelist dhuniiskust ligikaudu 70%-
It 20-30%-ni ajahetkel O (vt Joonis 9A). Ohuniiskuse vihenedes peaks Shuldhede avatus ning
juhtivus vihenema. Just nii juhtus korge suhtelise Shuniiskuse juures kasvanud taimede puhul
(vt Joonis 9A), kuid madala ja standardShuniiskuse juures kasvanud taimedel esines hoopis
lithiajaline (5 min) Shuldhede avanemine ja juhtivuse suurenemine ning alles siis hakkasid
need sulguma (kuni umbes 16. katseminutini). Seejdrel, sulgudes justkui liiga palju, toimus
umbes 30. katseminutil taas véike juhtivuse suurenemine, v.a korges niiskuses kasvanud
taimede puhul, mis jdid iisna stabiilseteks.

Jooniselt 9B on ndha, et standardses ja korges Ohuniiskuses kasvanud taimede
ohuldhede sulgumiskiirused ei erinenud iiksteisest oluliselt. Madalas suhtelises Shuniiskuses
kasvanud taimede OhulShede sulgumiskiirused olid vorreldes teiste riihmadega oluliselt
viaiksemad. Tukey post hoc test nditas, et kastmine siin katses taimede oOhulShede
sulgumiskiirust oluliselt ei mdjutanud ning erinevused sulgumiskiirustes olid tingitud pigem

ohuniiskusest, kus taimed kasvasid.
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Joonis 9. A Ohuldhede reageerimine suhtelise Shuniiskuse vidhendamisele. Joonisel on
naidatud katsete keskmistatud tulemused (n=13-17 taime) +SEM.

B Ohuldhede sulgumiskiirus pérast Shuniiskuse langust. Kasutatud on sama katse andmete
pohjal arvutatud keskmistatud tulemusi £SEM, mis ndidatud paneelil A. Sulgumiskiiruse
arvutamist on tipsemalt kirjeldatud peatiikis 2.2.5. Uksteisest dhuniiskuse alusel statistiliselt
oluliselt (p < 0,05) erinevad grupid on joonisel téhistatud tdhtedega a ja b.
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2.3.4. Ohuldhede sulgumine abstsiishappe toimel

Katses pihustati taimedele abstsiishapet ning vaadati, kuidas ohulShed sellele
reageerivad. Korges suhtelises ohuniiskuses kasvanud taimed reageerisid abstsiishappele
viikese viivitusega — pédrast ABAga pritsimist ajahetkel 0 jdid nad veel kuni jargmise
ajapunkti mootmiseni stabiilseteks, samal ajal kui teistes tingimustes kasvanud taimed
sulgesid juba ohuldhesid (vt Joonis 10A). Kdrges dhuniiskuses kasvanud, nii kastmata kui ka
kastetud taimed reageerisid sarnaselt — dhuldhede sulgumiskiirus (vt Joonis 10B) ja muutus
nende juhtivuses (Joonis 10A) olid peaaegu samasugused.

Antud katses mdjutas Shuldhede sulgumiskiirust nii kastmine, dhuniiskus kui ka nende
mdlema koosmdju. Joonis 10B niitab koosmdju alusel gruppidesse jaotumist. Ohuniiskuse
mdju madalas niiskuses kasvanud taimede 6huldhede reaktsioonile erines statistiliselt oluliselt
teistest gruppidest.

Jooniselt 10A on niha, et kastmata korge ohuniiskuse, kastetud standardse ja kastetud
madala ohuniiskuse taimede Shuldhede juhtivus oli enne stiimuli rakendamist iisna samal
tasemel, kuid pdrast ABAga pritsimist reageerisid nad erinevalt. Madalas suhtelises
ohuniiskuses kasvanud taimedel toimus Shuldhede juhtivuses kdige suurem muutus ning see
langes eelnevalt nimetatutest kdige madalamale.

Kui vorrelda madalas Ohuniiskuses kasvanud kastetud ja kastmata taimede
reaktsioonivoimet, siis joonis 10B nditab véga selgelt, et dhuldhede sulgumiskiirust mojutas
antud katses oluliselt mullaniiskus. Kastetud ja kastmata taimed moodustasid tdiesti omaette
riihmad. Madalas niiskuses kasvanud kastetud taimed reageerisid koigi teiste riihmadega
vorreldes oluliselt kiiremini.

Standardohuniiskuse juures kasvanud taimedel oli oluliseks mdjutajaks mullaniiskus

nii nagu madalas dhuniiskuses kasvanud taimede puhulgi.
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Joonis 10. A Ohuldhede reageerimine abstsiishappele. Taimi pritsiti 5 uM ABA lahusega
ajahetkel 0. Joonisel on katsete keskmistatud tulemused (n=23-25 taime) =SEM.
B Ohuldhede sulgumiskiirus pidrast ABAga pritsimist. Sulgumiskiiruse arvutamist on
tapsemalt kirjeldatud peatiikis 2.2.5. Kasutatud on sama katse andmete pdhjal arvutatud
keskmistatud tulemusi £SEM, mis ndidatud paneelil A. Uksteisest kastmise ja dhuniiskuse
koosmdju alusel statistiliselt oluliselt (p < 0,05) erinevad grupid on joonisel tdhistatud

tdhtedega a, b, c ja d.
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2.4. Arutelu

Juba eelnevalt oli teada, et metsiktiiiipi hariliku miilirlooga taimede 6huldhed sulguvad
CO; kontsentratsiooni tdusu, pimeduse, dhuniiskuse languse ja abstsiishappe (ABA) toimel.
Tapselt nii juhtus ka kidesolevas to0s ldbiviidud katsetes, kuid erinevates tingimustes
kasvanud taimede puhul vois ndha erinevusi sulgumiskiirustes ja OhulShede juhtivuses.
Ohuldhede juhtivus sdltus nii dhuniiskusest, kus taim kasvas kui ka sellest, kas taime kasteti
vOi mitte. Kastmata taimed olid pduastressis ning nende Shuldhede juhtivus oli selgelt
vaiksem kui samades tingimustes kasvanud kastetud taimedel (vt Joonis 6 ja Lisa 1).
Sedasama on ndidanud katsed nditeks tomatiga (Holbrook jt, 2002), eukaliiptiga (Lima jt,
2003) ja sojaoaga (Liu jt, 2003).

Korges ohuniiskuses (90%) kasvanud taimedel oli kdrgem ShulShede juhtivus, mis
vois tulla sellest, et antud tingimustes oli taimedel kogu aeg piisavalt niiskust ning seetdttu
olid dhuldhed avatumad. Lisaks vdivad korges Shuniiskuses ohuldhed olla suuremad, mida
nditasid Arve jt (2015) ning mille tottu voib samuti ohuldhede juhtivus kdrgem olla.
Kiesolevas t60s seda ei uuritud, kuid tulevikus voiks seda teha.

Madalas Ohuniiskuses (20%) kasvanud taimede ohuldohede juhtivus oli aga kdige
madalam, mille iiheks pShjuseks v3is olla Shuldhede viiksem avatus — seega vdiksem
gaasivahetus timbritseva keskkonnaga, et vihendada aurumist ja hoida kokku vett, mida oli
niigi véhe. Et seda kindlaks teha, oleks vaja madalas dhuniiskuses kasvanud taimi vaadelda
mikroskoobiga ning vorrelda teistes niiskustingimustes kasvatatud taimedega. Madalam
ohuldhede juhtivus vais tulla ka sellest, et taimel oli vihem Shuldhesid lehepinna iihiku kohta.
Madalamas niiskuses kasvanud taimed olid vidga kohanemisvoimelised ja reageerisid
erinevatele keskkonnamuutustele iildjuhul palju kiiremini kui korges niiskuses kasvanud
taimed. Ainsaks erandiks oli dhuniiskuskatse, kus kdrges niiskuses (ja ka standardniiskuses)
kasvanud taimed reageerisid Kiiremini ning madalas niiskuses kasvanud taimed reageerisid
koige aeglasemalt. Selline tulemus oli iillatav ning hetkel veel ei osata seletada, mis selle
pohjuseks voiks olla.

Standardohuniiskuses (70%) kasvanud taimed ei erinenud sulgumiskiiruse poolest
tildiselt teistest riihmadest, vaid igas katses olid nad sarnased kas madalas vdi kdrges
dhuniiskuses kasvanud taimedega. Ohuldhede juhtivuse viirtuste poolest asetusid nad kahe

eelnevalt mainitud rithma vahele.
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2.4.1. Ohuldhede sulgumine CO; ja pimeduse toimel

Juba palju aega tagasi (1940ndad) niidati, et Ohuldhed sulguvad korge CO;
kontsentratsiooni juuresolekul. Nii juhtus ka minu katsetes. Pohjuseks asjaolu, et ShulShe
viiksema avausega saadakse antud tingimustel sama efektiivselt CO; kétte ja neid ei pea nii
avatuna hoidma, mis omakorda vdhendab transpiratsiooni. Morisoni (1987) katsetes vihendas
CO; kontsentratsiooni kahekordistamine Shuldhede juhtivust 40%. Kéesolevas to0s 1abiviidud
katsetes vihenes ohuldhede juhtivus mones taimegrupis isegi veel rohkem.

Moned taimed ei sule pimeduses korralikult 6huldhesid (Caird jt, 2007). Kédesoleva
t00 Kkatsetes ei sulgenud taimed tdiclikult 6hulShesid vastusena péeval tekitatud kunstlikule
pimedusele, vaid need jéid ikka veidi avatuks. Peaaegu tiielikult sulgesid Shuldhed need
kastmata taimed, kes olid kasvanud madalas ohuniiskuses. Samas 66paevakatses sulgusid
Ohuldohed palju paremini ja olid voimelised péris kinni minema, millele viitas lehe
kogujuhtivuse vahenemine nullile (vt Lisa 1).

Korges niiskuses kasvanud taimede reageerimisvoime oli mdlemas katses kehvem kui
teistel taimeriihmadel, mis v&ib samuti tulla sellest, et kdrgemas niiskuses kasvades
sisaldavad nad viihem ABAt. Ohuldhede sulgumine vastusena pimedusele ja siisihappegaasile
ndib toimuvat erinevate mehhanismide kaudu. Eri tingimustes kasvanud taimede reaktsioonid
olid erinevad, kuigi katsed viidi 14dbi samal pdeval ja samade taimedega. Pimedusvastuses oli
oluline ka kastmise moju, seda nii madalas kui ka standardShuniiskuses kasvanud taimede
puhul, kuid sulgumises CO; toimel kastmise mdju ei tdheldatud. Seega Shuniiskus mdjutab

molemaid protsesse, kuid kastmine ainult pimedusvastust.

2.4.2. Ohulghede sulgumine madalas dhuniiskuses

Koige kiiremini reageerisid stiimuli muutusele kdrges ohuniiskuses kasvanud taimed
ning kdige aeglasemalt madalas niiskuses kasvanud taimed. Arvan, et see vois tulla sellest, et
madalas niiskuses kasvanud taimed olid juba varem antud tingimustega kokku puutunud —
katses alandati 6huniiskust ~70%-It ~20-30%-ni, mis oli nende jaoks tavapdrane olukord ja
see ei kutsunud esile Kiiret reaktsiooni. Lisaks sellele olid neil juba enne stiimuli muutust
ohuldhed kinnisemad, mille tdttu voib reaktsioon olla aeglasem. Teiste Shuniiskusrithmade
taimed aga polnud varem nii madala Shuniiskusega kokku puutunud. Seega oli tegemist
nende jaoks ootamatu olukorraga ja nad sulgesid kaitseks kuivamise eest kiiresti dhuldhed.
Isegi kdrges niiskuses kasvanud taimed sulgesid siin katses iisna kiiresti oma 6huldhed.

Taimede reageerimine niiskusele sdltub samuti ABAst (Arve jt, 2015). Voiks oletada,
et kOrgemas Ohuniiskuses kasvanud taimed reageerivad ka niiskuskatses oOhuniiskuse

alandamisele aeglasemalt, sest viiksema ABA sisalduse tttu on sulgumine héiritud.
28



Tulemused olid aga hoopis vastupidised — korges niiskuses kasvanud taimed reageerisid
tdiesti normaalselt. Voimalik, et siin on 6huldhede sulgumises peale ABA veel mingid teised

mehhanismid olulised.

2.4.3. Korge suhtelise 6huniiskuse moju 6hulohede regulatsioonile

Nejad ja van Meeteren (2007) leidsid, et korges Ohuniiskuses kasvanud virgiinia
tradeskantsia (Tradescantia virginiana L.) taimedel vdheneb vdime toota ABAt, mille t3ttu
vdheneb ka sulgrakkude reageerimisvdime ja nad ei funktsioneeri korralikult. Sarnane asjaolu
ilmnes ka antud katsetes, kus korges dhuniiskuses kasvanud taimed sulgesid oma Shuldhed
aeglasemalt. Eriti hésti oli seda ndha pimeduskatses, kus vastavad taimed erinesid statistiliselt
olulisel médral teistest rihmadest. CO, katses oli samuti sarnane tendents néhtav, kuid
statistiliselt olulised erinevused ilmnesid ainult standard- ja korges ohuniiskuses kasvanud
taimede vahel. Sama voib Oelda ABAga ldbiviidud katse kohta — korges Ohuniiskuses
kasvanud taimede ohulShed sulgusid aeglasemalt kui nditeks madala Ohuniiskuse juures
kasvanud taimedel. Ohuniiskuskatses reageerisid kdrges niiskuses kasvanud taimed aga
oodatust teisiti — vastupidiselt teiste stiimulite katsetele reageerisid taimed iisna kiiresti.

Moned uuringud on nédidanud, et kdrges Shuniiskuses kasvades suureneb Shuldhede
tundlikkus siisihappegaasile (Talbott jt, 1996; Frechilla jt, 2002). Antud katsetes aga seda ei
tdheldatud.

Voiks oletada, et korges niiskuses kasvanud taimede ohuldhede reaktsioonid olid
kehvemad, sest nende ABA tase vOis olla madalam. ABA taset antud katsetes ei moodetud,
kuid tulevikus voiks seda teha. Samuti voiks edasi uurida, kas ABAga to6tlemine parandaks
taimede reaktsioonivoimet. Lisaks sellele voiks proovida, kas korges niiskuses kasvanud
taimede hoidmisel monda aega madalamas niiskuses voi kdrgemal temperatuuril muutuksid
nad reaktsioonivoimelisemaks, nagu varem on monel juhul ndhtud (Arve jt, 2011). Voiks ka
proovida muuta ABA biosiinteesi- voi katabolismiraja geenide ekspressiooni nii, et korges

ohuniiskuses kasvades oleks ABA tase pidevalt suhteliselt korge.

2.4.4. Mullaniiskuse mdju 6huléhede regulatsioonile

Mullaniiskus mdjutas taimede vastuseid ainult pimeduse ja ABA Kkatsetes, kus
kastmine pdhjustas statistiliselt olulisi erinevusi. Kastmata taimed reageerisid ABAle vihem
ja aeglasemalt kui kastetud taimed (vt Joonis 10). Ehk on see seotud sellega, et kui taimes on
veepuudus, siis ABAL lihtsalt ei transporditagi korralikult sinna, kuhu vaja (6huldhedesse) voi
on poduas kasvanud taimedes ABA siintees hidsti kdivitunud ning juba seetdttu on nende

ohuldhed kinnisemad (vt Joonis 6).
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2.4.5. Peamised jireldused

Labiviidud katsete ja saadud tulemuste pohjal voib jareldada, et kdrges suhtelises
ohuniiskuses kasvanud taimed reageerivad keskkonnamuutustele aeglasemalt. Vdimalik, et
selle pohjuseks on vidiksem ABA sisaldus, aga see vajab veel tdiendavat uurimist. Korges
niiskuses kasvanud taimede puhul ei avaldanud mullaniiskus Shuldhede reaktsioonidele
tugevat moju. Voimalikud pohjused voivad olla esiteks, et Shus oli piisavalt niiskust ja
teiseks, et kdrges ohuniiskuses ei onnestunud alati tekitada tugevat mullavee defitsiiti. Madala
ohuniiskuse juures kasvatades saadi kdige parema reaktsioonivéimega taimed, vdhemalt
abstsiishappevastust hinnates. Madalas dhuniiskuses kasvanud taimed olid ka teistes katsetes
hea reaktsioonivoimega, v.a Shuniiskuskatse. Siinkohal tuleb arvestada ka mullaniiskusega ja
margata, et sellised taimed vajavad kindlasti sagedast kastmist.

Uurimist vajab veel ndhtus, miks Ohuniiskuse katses esines pérast Ghuniiskuse
langetamist ~20-30%-ni ShulShede juhtivuse suurenemine ja miks kdrges niiskuses kasvanud
taimede puhul dhuldhede juhtivuse tdusu ei tiheldatud. Ohuldhede juhtivuse suurenemine
vOib olla tingitud Iwanoffi efektist, mille tottu suureneb hetkeks Shuldhede juhtivus nii
madalasse Shuniiskusesse pandud taimelehtedel kui ka tavatingimustes taimelt 1digatud
lehtedel (Iwanoff, 1928). Samas vajab see kiisimus veel tdiendavat selgitamist.

Huvitav oleks kontrollida, kas korges niiskuses kasvanud taimed sisaldavad vdhem
ABAt ja kas nt pimeduses olnud taimed rohkem ABAt. Lisaks voiks mdota ABA taset
kastetud ja kastmata taimedes. Peale selle voiks vaadata, kas korges niiskuses kasvades on

ohuldhed suuremad ja madalas vdiksemad ning voib-0lla on muutunud ka dhuldhede tihedus.
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KOKKUVOTE

Antud t66s tehtud katsed kinnitasid, et kasvutingimustel on moju hariliku miiiirlooga
dhuldhede regulatsioonile. Ohuldhede reaktsioonivdimet mdjutasid nii Shuniiskustingimused
kui ka kastmine (mullaniiskus). Selgelt oli ndha, et kastmata taimede Shuldhede juhtivus oli
palju véiksem kui samas ohuniiskuses kasvanud kastetud taimedel.

Metsiktiitipi hariliku miiiirlooga taimed sulgesid dhuldhed vastusena kdrgenenud CO,
kontsentratsioonile, pimedusele, madalale dhuniiskusele ja abstsiishappele (ABA). Soltuvalt
ohuniiskustingimustest, kus taimed kasvasid, reageerisid nad erinevatele stiimulitele erinevalt.
Seega tuleks edaspidistes katsetes arvestada ka kasvutingimuste efektiga.

Katsed taimedega nditasid, et korges suhtelises Ohuniiskuses kasvanud taimed
reageerivad muutustele aeglasemalt kui standardses vOi madalas Shuniiskuses kasvanud
taimed. Seetdttu on reaktsioonivdimelisemate taimede saamiseks soovitatav neid kasvatada
pigem standardses voi madalas dhuniiskuses. Samuti oli kdrges niiskuses kasvanud taimede
Ohuldhede juhtivus suurem kui teistel taimedel, mis voib olla tingitud néiiteks sellest, et
kdrgemas niiskuses kasvanud taimedes siinteesitakse vihem ABAt voi on nende dhuldhede
tihedus suurem.

Erinevas ohuniiskuses kasvamine mdjutas dhuldhede sulgumiskiirust kdigis katsetes.
Pimeduskatses tdheldati ka kastmise efekti, aga seda ainult madalas ja standardniiskuses
kasvanud taimede puhul. Abstsiishappe mdjul toimuvas Ohuldhede sulgumises olid aga
olulised nii Ohuniiskus, kastmine kui ka nende koosmodju. Lisaks sellele néhti katsetes
abstsiishappega, et madala Ohuniiskuse juures kasvanud kastetud taimed on
abstsiishappevastust hinnates koige parema reaktsioonivoimega. Mistottu
reaktsioonivoimelisemate taimede saamiseks oleks vaja taimi kasvatada madalas

ohuniiskuses, kus neid peaks kindlasti regulaarselt kastma.
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RESUMEE

The effects of growth conditions on stomatal regulation of Arabidopsis thaliana
Liis Riiiitel

Summary

Stoma is a small pore, which is bordered by a pair of specialized epidermal cells
known as guard cells. Guard cells regulate the size of stomatal opening. Stomata mediate gas
exchange — CO, uptake and water loss between the atmosphere and the plant. CO, is needed
for photosynthesis and water is important for transport and leaf cooling via transpiration.
Plants open and close their stomata to different environmental stimuli. Stomata close in
response to increased CO,, darkness, abscisic acid (ABA), low humidity, ozone, calcium ions,
hydrogen peroxide and nitric oxide. Stomatal movements are regulated by turgor pressure of
guard cells. Movement of anions, cations and water change turgor pressure. When the ions
move out of guard cells, the stomata close. There are many unknown mechanisms in stomatal
signalling.

The aim of this research was to analyze, if growth conditions have an effect on
stomatal regulation and how the stomatal conductance changes in response to different
environmental stimuli (increased CO,, darkness, low humidity and ABA) in differently grown
plants. The plants were grown in a different humidity environment, where relative air
humidity was 20%, 70% and 90%, respectively. Furthermore, half of plants were watered and
the other half were not watered, thus inducing drought stress in these plants. The plants were
used in whole-rosette gas-exchange device, which enables to measure the quantity of gases
released and absorbed by the plant in chamber.

All the plants closed their stomata in response to different stimuli, but the growth
conditions affected the responses. Drought stressed plants had lower stomatal conductance
compared with well-watered plants. Plants that were grown at high relative air humidity
developed malfunctioning stomata, which were unable to close as efficiently in response to
CO,, darkness and ABA as did the stomata of plants grown in standard and low relative air
humidity conditions. The experiment with ABA showed that well-watered plants which were

grown in low relative air humidity had the best reaction ability.
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