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Infoleht

HT1 kinaasi roll 6hulohede regulatsioonis tomatis

Ohuldhed on taimede vartel ja lehtedel asuvad kahe sulgrakuga imbritsetud avaused, mille
kaudu toimub taime gaasivahetus Umbritseva keskkonnaga. Kuna fotosiinteesiks vajaliku
slisihappegaasi omistamise arvelt kaotab taim transpiratsiooni tottu vett on dhuldhede
oluline ilesanne reageerida keskkonna tingimuste muutustele. Ohuldhede regulatsiooni
mdistmine aitab luua kliimamuutustele vastupidavamaid taimi. Uks vdtmekomponent
dhuldhede reageerimisel keskkonna CO, muutustele on HT1 kinaas, mille rolli on ndidatud
harilikus mudrloogas. Kdesolevas t60s uuriti HT1 kinaasi paralleelset toimimist tomatis, mis
on oluline pdllukultuur. Selleks kasutati tomati sordi M82 HT1 topeltmutantseid
(tht1-1/tht1-2) ja kontrollina M82 metsiktulpi taimi, mGGtes nende reageerimist erinevatele
stiimulitele gaasivahetuskatsetes ning pduast tuleneva stressi taluvust. Tulemustest selgus,
et mutantsed tomatitaimed ei reageeri CO, kontsentratsiooni muutustele ning peavad pdua

tingimustes paremini vastu kui metsiktidpi taimed.

Ohuldhe, tomat, HT1 kinaas, gaasivahetus, pdud

CERCS: B310 Soontaimede fisioloogia , B225 Taimegeneetika

The role of the HT1 kinase in stomatal regulation of tomato plants

Stomata are small pores on plant stems and leaves which are formed by two guard cells.
Their role is to facilitate plant gas exchange with the surrounding environment. In order to
obtain carbon dioxide for photosynthesis the plant loses water during transpiration, hence it
is an important task for the guard cells to react to the changing environment. Understanding
the stomatal regulation is necessary for creating plants that are more economical and
resilient to harsh conditions. One key component for stomatal reactions to the CO, changes
in the surrounding environment is HT1 kinase, which has been previously described in A.
thaliana. In this thesis the role of HT1 kinase was studied in tomato, an important crop
species. Tomato line M82 double-mutant HT1 (tht1-1/thtl-2) plants were used for gas
exchange and drought stress experiments, M82 line wild-type were used as control plants.
The mutant tomato plants do not react to changes in CO, concentration and have better

drought tolerance than wild-type plants.

Stoma, tomato, HT1 kinase, gas-exchange, drought

CERCS: B310 Physiology of vascular plants, B225 Plant Genetics
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Kasutatud lihendid

B CA1 - B -karboonhappe anhiidraas 1

B CA4 - B -karboonhappe anhiidraas 4

ABA - abstsiishape

ABCB14 - ABC TRANSPORTER 14, sulgrakkudesse malaati transportiv kanal

ABI1 - ABSCISIC ACID INSENSITIVE 1, ABA signaalrajas osalev fosfataas

ABI2 - ABSCISIC ACID INSENSITIVE 1, ABA signaalrajas osalev fosfataas

AKT1 - ARABIDOPSIS THALIANA K" TRANSPORTER 1, sulgrakkudesse K* ioone transportiv
kanal

ALMT12 - ALUMINUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 12, dhulGhede sulgumisel osalev
R-tllpi anioonkanal

BHP - BLUE LIGHT-DEPENDENT H*-ATPASE PHOSPHORYLATION, &hulBhede sinisele valgusele
reageerimisel osalev kinaas

BLUS1 - BLUE LIGHT SIGNALING 1, 6huldhede sinisele valgusele reageerimisel osalev kinaas
CBC1 - CONVERGENCE OF BLUE LIGHT AND CO, 1, 8huldhede regulatsioonis osalev kinaas
CBC2 - CONVERGENCE OF BLUE LIGHT AND CO, 2, 8hul8hede regulatsioonis osalev kinaas
CCA1 - CIRCADIAN CLOCK-ASSOCIATED 1, miirlooga 66pdevast riitmi reguleeriv valk

CHL1 - DUAL AFFINITY NITRATE TRANSPORTER 1, NO, ioone sulgrakkudesse transportiv
kanal

COP1 - CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1, 6huldhede regulatsioonis osalev valk

CRY1 - CRYPTOCHROME 1, kriptokroom; sinise valguse tajumise retseptor

CRY2 - CHRYPTOCHROME 2, kriiptokroom; sinise valguse tajumise retseptor

GHR1 - GUARD CELL HYDROGEN PEROXIDE-RESISTANT 1, ohuléhede regulatsioonis
vastusena CO, kontsentratsiooni muutustele osalev pseudokinaas

GORK - GATED OUTWARDLY-RECTIFYING K" CHANNEL, sulgrakkudest K* ioone vdlja
transportiv kanal

H*-ATPaas - prootonpump, mis osaleb 6huldhede regulatsioonis

HT1 - HIGH LEAF TEMPERATURE 1, vétmekinaas 6hul6hede regulatsioonis vastusena CO,
kontsentratsiooni muutustele

KAT1 - POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 1, sulgrakkudesse K ioone

transportiv kanal



KAT2 - POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 2, sulgrakkudesse K ioone
transportiv kanal

LHY - LATE ELONGATED HYPOCOTYL, miirlooga 66pdevast ritmi reguleeriv valk

MAP - MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASES; MAPKs, rakusiseste protsesside
regulatsioonis osalevate kinaaside perekond

MPK4 - MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE 4, 6huldhede regulatsioonis osalev kinaas
MPK12 - MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE 12, 6huldhede regulatsioonis osalev kinaas
OST1 - OPEN STOMATA 1, 6hul6hede regulatsioonis osalev kinaas

PHOT1 - PHOTOTROPIN 1, fototropiin; sinise valguse tajumise retseptor

PHOT2 - PHOTOTROPIN 2, fototropiin; sinise valguse tajumise retseptor

PIP1 - PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 1, akvaporiin, mille kaudu siseneb CO, rakku
PIP2 - PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 2, akvaporiin, mille kaudu siseneb CO, rakku
PP1 - PROTEIN PHOSPHATASE 1, 6huldhede sinisele valgusele reageerimisel osalev fosfataas
PP2C - PROTEIN PHOSPHATASE 2C, ABA signaalrajas osalev fosfataas

PRSL1 - PP1 REGULATORY SUBUNIT 2- LIKE PROTEIN 1, PP1 fosfataasi subuihik

PYL - PYR1- LIKE, RCAR hulka kuuluv ABAga seonduv regulatoorne valk

PYR1 - PYRABACTIN RESISTANCE 1, RCAR hulka kuuluv ABAga seonduv regulatoorne valk
RCAR - REGULATORY COMPONENTS OF ABA RECEPTORS, ABAga seonduv retseptor

SLAC1 - SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1, ohuldhede sulgumisel osalev S-tiipi
anioonkanal

SLAH3 - SLAC1 HOMOLOG 3, sulgrakkudest peamiselt NO, ioone vélja transportiv S-tlilpi
anioonkanal

SP - SELF PRUNING, tomati kasvu reguleeriv valk

TOC1 - TIMING OF CAB EXPRESSION 1, milrlooga 66paevast ritmi reguleeriv valk

VPD, Vapour pressure deficiency - veeauru réhu defitsiit

WUE, Water Use Efficiency - veekasutuse efektiivsus



Sissejuhatus

Globaalne soojenemine ning kliimamuutused avaldavad mdju pdllumajandusele, ohustades
jatkusuutlikku po6lluharimist traditsioonilistes pdllumajanduspiirkondades. Vahenenud
sademete vOi ebalihtlaste vihmaperioodide tottu on taimede kasv hairitud, mis omakorda
pohjustab saagikuse langust. Polluharimise sadilitamiseks kuivemates piirkondades tuleb leida

viise, kuidas pollukultuure muutuvatele tingimustele paremini vastupidavamaks teha.

Taimed seovad atmosfaarist slsihappegaasi, mida kasutatakse fotoslinteesil orgaaniliste
Uhendite sinteesiks. Susihappegaasi omistamise arvelt kaotavad taimed Umbritsevasse
keskkonda vett transpiratsiooni tdttu. Gaasivahetus toimub |abi vartel ja lehtedel asuvate
mikroskoopiliste pooride, mida nimetatakse &huldhedeks. Ohuldhe koosneb kahest
sulgrakust ning sulgrakkude vahele jaavast Ohupilust, mille avatust reguleeritakse
sulgrakkude turgori muutmise abil. Ohuldhed on v&imelised kiiresti reageerima keskkonna
tingimuste muutustele, avanedes vastusena valgusele, kérgele dhuniiskusele ning madalale
CO, kontsentratsioonile. Sulgumist pdhjustavateks stiimuliteks on kdrge CO, tase, ABA,
madal Shuniiskus vdi patogeenide rinnak. Avatud ohuldhede kaudu kaotavad taimed
transpiratsiooni tottu enamuse ammutatud veest, seega U(heks variandiks muutuvale
kliimale vastupidavamate taimede aretamiseks on 0&huldhede regulatsiooniga

manipuleerimine.

CO, taseme muutustele reageerimiseks on oluline roll HT1 kinaasil, mille puudumisel on
ohuldhede regulatsioon tugevalt hairitud. Varasemates téddes hariliku madrloogaga on htl
mutantsed taimed CO, kontsentratsiooni muutustele tundetud ning dhuléhede juhtivus on
langenud retsessiivsete mutantide puhul, mille t6ttu kaotavad taimed vihem vett. Antud t66
eesmargiks oli uurida HT1 kinaasi paralleelset toimimist olulises pollukultuuris - kultiveeritud
tomatis (S. lycopresicum). Selleks kasutati liini M82 metsiktlilipi ning HT1 mutantseid
tomatitaimi, jalgides nende Shuldhede reageerimist erinevatele stiimulitele gaasivahetuse

katsetes ning vastupidavust pduastressile.

T66 koostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis taimsete signaalide uurimisrithmas
koostoona lisraeli Ulikooli tooriihmaga (Dr. Assaf Mosquna, The Robert H. Smith Institute of
Plant Sciences and Genetics in Agriculture, Faculty of Agriculture, Hebrew University of

Jerusalem)



1. Kirjanduse lilevaade

1.1 Solanum lycopersicum ehk kultiveeritud tomat

Harilik tomat kuulub maavitsaliste (Solanaceae) sugukonda, mis sisaldab (le 3000 liigi. Sinna
alla kuuluvad ka naiteks kartul, baklazaan, vaaristubakas ja viirtspaprika. Tomat on parit
Lduna-Ameerikast ning Euroopasse toomisel langes tomati geneetiline mitmekesisus, mis on
umbes 5% lahedase metsiku liigi geneetilisest mitmekesisusest (Menda et al., 2014).
Selektiivse ristamise tulemusel on S. lycopersicum haigustele vihem resistentne, seetdttu on
tomatikasvatajad ristanud kultiveeritud liine tagasi lahedaste metsikute liikidega alates
aastast 1917 (Menda et al., 2014). Tomateid kasvatatakse peamiselt kasvuhoonetes ja
kdrgema CO, kontsentratsiooni juures, soodustamaks taimede kasvu (Yelle et al., 1990).
Kartuli jarel on tomat (ks maailmas enim tarbitavaid kodgivilju, teaduses kasutatakse
tomatit pollukultuuri ning vilja arengu uurimise mudelorganismina, seega on tomatitaimedes
toimuvate molekulaarsete protsesside mdistmine oluline (Foolad ja Panthee, 2012). Aastal
1994 oli tomat nimega FLAVR SAVR esimene inimtarbeks miimise FDA (Food and Drug
Administration, Ameerika Uhendriikide Toidu- ja Ravimiamet) heakskiidu saanud
geneetiliselt muundatud taim (Kramer ja Redenbaugh, 1994). Esimene sekveneeritud tomati
genoom kuulus kultiveeritud liinile Heinz 1706, mis avaldati aastal 2012 (Sato et al., 2012).
Tomatil on 12 kromosoomi ning tema diploidne genoom on 900Mb suurune, mis sisaldab
ligikaudu 35000 valku kodeerivat geeni (Sato et al., 2012).

Kultiveeritud tomati genoomi uuringutel kasutatakse mudelorganismina Micro-Tom (Micro
tomato) liini, mis on kasvult vidike, lihikese elutsiikliga, lihtne kasutada
agrobakteri-vahendatud transformatsiooni labiviimiseks ja erineb standartsetest tomati
kultivaaridest kahe kasvu reguleeriva geeni poolest (Meissner et al., 1997; Marti et al.,
2006). Micro-Tom liini Gheks kdabuskasvu reguleerivaks geeniks on SP (SELF PRUNING), mille
fenotllpi taheldati ka mutantses M82 liinis (Pnueli et al., 1998). Tomati M82 kultiveeritud
liini on kirjeldatud p&uatundlikuna (Gong et al., 2010) ja teda on kasutatud teadust6ds
tomatitaimede omaduste uurimisel erinevate tomatiliinide ristamistel (Eshed ja Zamir, 1994;
Pnueli et al., 1998; Bolger et al., 2014). M82 genoom sekveneeriti aastal 2014 ja genoomi
jarjestamiseks kasutati referentsina varasemalt sekveneeritud liini Heinz genoomi (Bolger et
al., 2014). Vorrelduna metsiku tomati genoomiga on MS82 variatsioonidega rikastatud

kromosoomides 4, 5 ja 11, mis arvatavasti on tulenenud liini S. pimpinellifolium’iga



ingressioonist. Vastavalt sekveneermisandmetele tdlgendamisele on metsiku tomati viljad
tugevama maitsega kui kodustatud tomati viljad, sest viimases on lenduvate orgaaniliste
Uhendite tootmine vahenenud. Samas kultiveeritud tomatis on toimunud selektsioon mdru

maitse vastu (Bolger et al., 2014).

1.2 Ohuldhed ja nende regulatsioon

Ohuldhed on taimede lehtedel ning vartel paiknevad mikroskoopilised avaused, mille kaudu
toimub gaasivahetus Umbritseva keskkonnaga. Need avaused ehk dhupilud on Gmbritsetud
kahe sulgrakuga ning sulgrakkude tlesanne on oma turgori muutmise abil reguleerida poori
avatust vastusena valiskeskkonna ja taime sisekeskkonna stiimulitele (Joonis 1) (Kollist et al.,
2014). Muutustele reageerimine vGib toimuda nii minutite jooksul kui ka palju aeglasemalt,
naiteks kesta generatsioonide jooksul aastatuhandeid (Hetherington ja Woodward, 2003).
Gaasivahetus véliskeskkonnaga on vajalik fotosiinteesi jaoks siisihappegaasi omistamiseks,
lisaks tekitab ohuldhede kaudu véljuv veeaur juurtest varte ja lehtede poole vee ja vees
lahustunud mineraalide liikkumise gradiendi (Kollist et al., 2014).

Lisaks sulgrakkudele méjutab osadel liikidel suure tGendosusega poori avatust sulgrakke
Umbritsevate epidermaalsete rakkude turgori muutused. Epidermaalsed rakud suruvad
sulgrakke Uksteise poole kokku, et nende vahele saaks tekkida avaus (Franks et al., 1998).
Katteseemnetaimede epidermaalsed rakud on sulgrakkudest suuremad, seega 6huldhede
avanemiseks peab sulgrakkudes tekkiv turgor olema neid Umbritsevate rakkude omast
oluliselt k&rgem (Wu et al., 1985). Ohuldhede sulgumine vdib olla hairitud, kui
epidermaalsete rakkude turgor langeb, mille tulemusel 6huldhe hoopis avaneb (lwanoffi
efekt). Samal pohimottel véib Shuléhede avanemine olla héiritud, kui epidermaalsetes
rakkudes on korge turgor aga sulgrakkudes madal, mille téttu surutakse G&hul6he
mehaaniliselt kinni.

Sulgrakkude vakuoolid osalevad samuti OhulGhede regulatsioonil, muutes vakuooli
Idigustatust, vakuoolis sisalduvaid ihendeid ning vakuooli membraanis paiknevad pumbad ja
ioonkanalid kaituvad tsltoplasma suhtes plasmamembraani omadele vastupidiselt -
ohuldhede avanemisel taidetakse vakuoolid ioonide ja orgaaniliste Ghenditega, dhuldhede

sulgemisel valjutatakse ioonid vakuoolidest tsiitoplasmasse (Kollist et al., 2014).



1.2.1 Ohuléhede avanemine

Ohuldhede avanemine toimub valguse kides ning siisihappegaasi kontsentratsiooni
langemisel. Poori avanemiseks aktiveeritake sulgrakkude plasmamembraanis paiknevad
H*-ATPaasid, mis pumpavad prootonid tsitoplasmast apoplasti, mille tulemusel tekib
membraani hiiperpolariseeritus (Shimazaki ja Kondo, 1987). See on vajalik polarisatsioonist
sOltuvate K" kanalite aktiveerimiseks, mille tagajarjel liiguvad K* ioonid sulgrakkudesse
(Schroeder et al., 1984). Harilikus muirloogas on K* ioone sulgrakkude sisse transportivateks
kanaliteks Shaker-tuupi KAT1 (POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 1) ja KAT2
(POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 2) ning AKT1 (ARABIDOPSIS THALIANA K*
TRANSPORTER 1) (Szyroki et al., 2001). Tanu rakkudesse sisenenud K* ioonidele tekib
positiivne laeng, mille kompenseerimiseks liiguvad rakkudesse CHL1 (DUAL AFFINITY
NITRATE TRANSPORTER 1) kanali kaudu NO, ioonid (Guo et al., 2003). Lisaks sisenevad
sulgrakkudesse apoplastist CI" ioonid kuid ClI" ja teisi anioone transportivaid kanaleid pole
veel kirjeldatud (Kollist et al., 2014). Orgaanilistest Uhenditest osalevad 6hulShede
avanemisel osmootiliselt aktiivsed sukroos ja malaat, mis transporditakse rakkudesse voi
tekitatakse sulgraku siseselt tarklise lagundamisel (Santelia ja Lawson, 2016; Fliitsch et al.,
2020). Malaati raku sisse importiv kanal on ABCB14 (ABC TRANSPORTER 14), mille
puudumisel on ©Ohuldhede avanemine aeglustunud kuid sulgumine korge CO,
kontsentratsiooni korral kiirem (Lee et al., 2008). Anioonide puhul ei ole sulgrakud nii valivad
kuid katioonidest on eelistatud K+ ioonid (Humble ja Hsiao, 1970). Lisaks on &huldhed
voimelised avanema ka ilma plasmamembraani labivate anioonideta, sest raku sees
stinteesitud orgaanilised Ghendid neutraliseerivad K+ ioonide laengu 91% ulatuses (Raschke
ja Schnabl, 1978). Anioonide, orgaaniliste Uhendite ja K* ioonide kontsentratsiooni tous
sulgrakkudes tekitab madala veepotentsiaali, mis omakorda pdhjustab vee sisenemise
rakkudesse. Tousnud turgori tottu votavad tditunud sulgrakud kaarja kuju, avades nende
vahel paikneva Ohupilu. Kaarja kuju tekkimine on vdimalik tdnu sulgrakkude tippudes
paiknevatele tselluloossetele mikrofiibritele (Aylor et al., 1973; Carter et al.,, 2017).
Sulgrakkude ventraalsel poolel (pool kuhu tekib Shupilu) on rakukest paksenenud, mis raku
ruumala suurenedes ei veni ning aitab rakul taluda dhuldhede avanemisest ja sulgumisest

tulenevat stressi (Carter et al., 2017).
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1.2.2 Ohuldhede sulgumine

Ohuldhede sulgumist pdhjustavateks stiimuliteks on pimedus, kdrge CO, kontsentratsioon,
ABA (abstsiishape), 6huniiskuse langus, patogeenid voi keskkonna saasteained.

Ohuldhede sulgemiseks tuleb langetada sulgrakkude turgorit. Kdigepealt inaktiveeritakse
H*-ATPaasid ja aktiveeritakse kanalid anioonide rakust valja transportimiseks.
Anioonkanaleid on kahte tilipi - R-tllpi kiired (Rapid) kanalid aktiveeruvad Kkiiresti
membraani depolarisatsiooni mojul ja inaktiveeruvad uuesti hiperpolarisatsiooni toimel
ning S-tllpi aeglased (Slow) anioonkanalid reageerivad membraanipotentsiaali muutustele
aeglaselt (Schroeder ja Keller, 1992). R-tulpi kanalitest on kirjeldatud ALMT12
(ALUMINUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 12), mille puudumisel &huldhede
sulgumine on hairitud vastusena pimedusele, ABAle ja kérgele CO, tasemele (Meyer et al.,
2010). S-tutpi kanalitest on oluline SLAC1 (SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1), mille
puudumisel on 6huldhed pidevalt avatud ning ei suuda sulguda erinevate stiimulite mojul
(Vahisalu et al., 2008). Teine oluline S-tllpi kanal on SLAH3 (SLAC1 HOMOLOG 3), mis
spetsialiseerub rakust NO, ioonide vidlja transportimisele (Geiger et al, 2011).
Plasmamembraani depolariseerumisel aktiveerub K* ioonide Shaker-tiipi kanal GORK
(GATED OUTWARDLY-RECTIFYING K* CHANNEL) , mis suunab K* ioonid tagasi apoplasti (Ache
et al., 2000). loonide valjumisel sulgrakkudest tduseb veepotentsiaal, mille tottu valjub
rakkudest koos ioonidega vesi. Valjunud ioonide ja vee t6ttu langeb rakkude turgor, mille

tottu ei ole nad voimelised kaarjat kuju hoidma ning nende vahel paiknev 6hupilu suletakse.
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Joonis 1. Ohuldhe avatuna ja suletuna. Valguse v8i madala CO, kontsentratsiooni toimel 8huldhed
avanevad. Rakust valjuvad H' ioonid ning sisenevad K* ioonid, anioonid ja vesi, mille tulemusel rakk
vdtab kaarja kuju Shupilu avanemiseks. Sulgumine toimub pimeduses, kérge [CO,] vdi ABA toimel.
Prootonite viljapumpamine peatub ning rakust valjuvad K" ioonid, anioonid ja vesi, mille tulemusel

turgor vaheneb ja rakk vajub kokku.

1.3 Ohuldhede regulatsioon vastusena CO, muutustele

Esmakordselt uuriti dhuldhede reageerimist CO, kontsentratsiooni muutustele aastal 1948
ning taheldati, et madalal CO, kontsentratsioonil toimub dhuléhede avanemine ja kérgemal
kontsentratsiooni sulgumine (Heath, 1948). Lisaks tervele taimele on CO, muutustele
voimelised reageerima ka ara |digatud lehed, lehe tiikid, epidermise tikid ja isoleeritud
dhuldhed (Morison, 1978). Kahekordse (~800ppm) CO, kontsentratsiooni juures v&ib
dhuldhede juhtivus langeda kuni ligikaudu 40% (Morison, 1978). Keskkonna muutuvale CO,
tasemele reageerimine on vajalik, et tagada fotosiinteesiks ihtlane CO, juurdevool (Raschke,
1975), samas pidev atmosfaari siisihappegaasi kontsentratsiooni tdus vahendab dhuldhede
avatust ning juhtivust (Medlyn et al., 2008). Pikemas perspektiivis on 6huldhede areng
samuti mdjutatud CO, taseme tdusust - juba aastal 1987 naidati, et dhuldhede areng lehe
epidermises on parsitud keskkonna CO, kontsentratsiooni tdusmisel, mille tulemusel
ohuldhede arvukus lehe kohta vaheneb (Woodward, 1987). Vahem avatud GhulShed ja
nende arvukuse langus toob kaasa transpiratsiooni languse, mis omakorda pdhjustab
lehtede temperatuuri tousu (Engineer et al., 2016). Evaporatsiooni langemisel ei liigu taimes
vesi juurtest Ules ning kuumenenud lehed lahevad stressi, mis vGib pikema aja valtel taime

kahjustada.

12



Teadmised CO, muutustele reageerimisest molekulaarsel tasemel on veel lGnklikud.
Varasemalt on nadidatud, et taimed tajuvad siisihappegaasi kontsentratsiooni muutuseid lehe
sees sulgrakkude all asuva ruumi ehk substomataalse 66nsuse CO, kontsentratsiooni kaudu
(C) (Raschke, 1975). Edasiste uuringutega avastati, et CO, rakkudesse jGudmiseks on
vajalikud PIP1 (PLASMA MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 1) ja PIP2 (PLASMA MEMBRANE
INTRINSIC PROTEIN 2) akvaporiinid (Heckwolf et al., 2011) (Joonis 2) ning taimed ei taju CO,
kontsentratsiooni otseselt vaid kasutavad bikarbonaadi taset viimase hindamiseks (Hu et al.,
2010). Varajastes CO, regulatsiooni etappides on olulised karboonhappe anhiidraasid, mis
konverteerivad lahustunud susihappegaasi prootoniteks ja bikarbonaadiks (HCO;).
Mutantsed taimed, milledel puudus karboonhappe anhiidraaside (8 CA1 ja B CA4) aktiivsus,
ei olnud vdimelised normaalselt CO, muutustele reageerima, samas reageerimine sinisele
valgusele ja ABAle toimis hdirimatult. Taimede vdime reageerida CO, kontsentratsiooni
muutustele taastus peale komplementatsiooni inimesest parit karboonhappe anhiidraasiga
( CAll), seega karboonhappe anhiidraasid vastutavad bikarbonaadi tekke eest, tanu millele
taimed on vdimelised reageerima CO, muutustele (Hu et al., 2010).

Jargmised olulised CO, signalisatsioonis osalevad kinaasid on MAP (MITOGEN-ACTIVATED
PROTEIN KINASES; MAPKs) hulka kuuluvad MPK4 (MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE 4)
ja MPK12 (MITOGEN ACTIVATED PROTEIN KINASE 12) (Horak et al., 2016; Jakobson et al.,
2016). Madala CO, kontsentratsiooni puhul on MPK4/12 inaktiivsed ning kdrge [CO,] korral
toimub MPK4/12 interaktsioon HT1 (HIGH LEAF TEMPERATURE 1) kinaasiga tema
inhibeerimiseks (vt. peatiikk “1.4 HT1 kinaas”). HT1 inhibitsioonil vabaneb OST1 (OPEN
STOMATA 1) kinaas, mis omakorda interakteerub anioonkanali SLAC1 N-terminusega ja
fosforiileerimisega aktiveerib anioonkanali dhuldhede sulgemiseks (Geiger et al., 2009).
Ndidatud on ka GHR1 (GUARD CELL HYDROGEN PEROXIDE-RESISTANT 1) pseudokinaasi
osalust CO, signaalrajas (Horak et al., 2016). GHR1 on samuti vdimeline aktiveerima SLAC1
anioonkanalit ning GHR1 puudumisel on 0ohuldhede sulgumine margatavalt hairitud.
Hlpoteesi kohaselt vdib HT1 interakteeruda otse SLAC1 kanali N-terminusega kuid teooriat

pole veel toestatud (Horak et al., 2016).

13



Joonis 2. CO, kontsentratsiooni tbusule reageerimine. CO, siseneb sulgrakkudesse PIP1 ja PIP2
akvaporiinide kaudu ning karboonhappe anhiidraasid 8 CAl ja 8 CA4 konverteerivad siisihappegaasi
bikarbonaadiks (HCO,’). HCO, kogust tajuvad MPK4 ja MPK12 kinaasid, mis inhibeerivad HT1 kinaasi.
HT1 kinaasi inhibeerimisel vabanevad GHR1 ja OST1, mis aktiveerivad SLAC1 kanali anioonide rakust

valja transportimiseks.

1.4 HT1 kinaas

HT1 on Raf-kinaasi sarnane seriin/treoniin/tiirosiin proteiinkinaas (Hashimoto-Sugimoto et
al., 2016), mis on oluline komponent d6huléhede reageerimisel keskkonna siisihappegaasi
kontsentratsiooni muutustele (Hashimoto et al., 2006; Tian et al., 2015; Horak et al., 2016).
Lisaks on naidatud Raf kinaaside osalust ABAle ja abiootilisele stressile reageerimisel (Lin et
al., 2020; Takahashi et al., 2020) ning HT1 kinaasi olulisust hulGhede reageerimisel punasele
valgusele, sdltumata CO, kontsentratsiooni muutustest (Matrosova et al., 2015). HT1 kinaasi
aktiivsus ei sdltu Ca’?* ioonide kontsentratsioonist (Hashimoto et al., 2006), kill on
aktiivsuseks vajalikud Mg?* ioonid (Hashimoto-Sugimoto et al., 2016). Harilikus mitrloogas
paikneb HT1 kinaasi 2123 aluspaari pikkune geen esimeses kromosoomis. Geenil on 3
eksonit ja 2 intronit (ThaleMine, AT1G62400). HT1 ekspresseeritakse peamiselt taiskasvanud
lehtede sulgrakkudes, vahesel maaral ka lehtedes, vartes, juurtes ja Gites (Hashimoto et al.,
2006). HT1 on 390 aminohappe pikkune 44kDa molekulmassiga (UniProt, Q2MHE4) valk, mis
lokaliseerub  sulgrakkude plasmamembraaniga, valgul puuduvad transmembraansed
domeenid (Tian et al, 2015). HT1 valgul on proteiinkinaasidele iseloomulikud
konserveerunud kataliiitilised domeenid, valja arvatud subdomeen | (Hanks et al., 1988;

Hashimoto et al., 2006). HT1 kinaasi 113 positsioonis olev lUsiinijadk vastab enamikes
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proteiinkinaasides korgelt konserveerunud aktiivsele ATP sidumissaidile, mis on kinaasi
aktiivsuseks hadavajalik (Joonis 3). Arginiin positsioonis 211 on konserveerunud aktiivsait

(Hashimoto et al., 2006).

HT1 kinaasi nimi, HIGH LEAF TEMPERATURE 1, tuleneb kinaasi avastamise loost, kus
soojuskaamera abil leiti kaks mutantset A. thaliana liini (ht1-1 ja ht1-2) (Hashimoto et al.,
2006). Md&lema liini taimede lehtede temperatuur oli madala [CO,] juures kdrgem vdrreldes
metsiktllpi taimedega, kuid nii mutantide kui ka metsiktiilipi taimede 6hulohede arvukuse
vahel ei leitud olulist erinevust, mis viitas, et mutantide 6huldhed ei avanenud vastusena
rakendatud stiimulile. Mutandi ht1-1 puhul oli [CO,] muutustele reageerimine margatavalt
hairitud ning ht1-2 puhul puudusid reaktsioonid taielikult, samas mdlemad liinid suutsid
reageerida teistele stiimulitele (valgus, pimedus, ABA ja fusikoktsiin). Siit saab jareldada, et

HT1 on oluline lili sulgrakkude [CO,] muutustele reageerimiseks (Hashimoto et al., 2006).

Miirlooga ht1-1 taimedes oli toimunud HT1 geenis punktmutatsioon positsioonis 796, mille
tulemusel vahetus valgus katalUutiliselt aktiivse positsiooni arginiin 211 lUsiini vastu (Joonis
3) (Hashimoto et al., 2006). Mutandis ht1-2 oli toimunud aluspaari asendus positsioonis 448,
mis pdhjustas positsioonide 406-447 deletsiooni ja see omakorda valgus 14 aminohappejaagi
kadumise Il ja IV subdomeenis (positsioonid 136-149). Mdlema mutandi dhuldhede juhtivus
oli vOrreldes metsiktllpi taimedega madalam ehk 6huléhed olid rohkem suletud (Hashimoto
etal., 2006; Horak et al., 2016).

Uued mutantsed HT1 alleelid ht1-3, ht1-4, ht1-5, ht1-6 ja htl-7 isoleeriti 10 aastat hiljem
ning ainult ht1-3 alleeli puhul tdheldati huvitavat dominantset fenotllpi
(Hashimoto-Sugimoto et al., 2016). Taimed ht1-3 alleeliga samuti ei reageerinud
sisihappegaasi kontsentratsiooni muutustele, kuid nende 6huldhed olid pidevalt avatud.
Metsiktlilipi taimede ristamisel ht1-3 taimedega saadi heterosiigootsed taimed, mille
lehetemperatuur oli kdrge ~800ppm [CO,] juures samuti madalam, mis andis marku rohkem
avatud Shuldhedest. ht1-3 aleelilt toodetud HT1 valgus on 102 positsioonis llsiin asendatud
arginiiniga (Joonis 3), mis ei asu proteiinkinaaside korgelt konserveerunud alas, seega voib
tegu olla HT1 kinaasile omase regiooniga, mis on vajalik teiste sihtmarkidega
interakteerumiseks voi mdjutab aminohappejdagi asendamine kinaasi ruumilist struktuuri.

Ulejadanud HT1 retsessiivsete mutantide puhul olid muutused toimunud kinaasi katalutiliselt
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aktiivses domeenis (Joonis 3) ning 6hulGhede juhtivus sarnanes ht1-1 ja ht1-2 mutantidele
(Hashimoto-Sugimoto et al., 2016).

Veel Uks isoleeritud dominantse fenotllibiga HT1 mutant on ht1-8D ehk suu, millel sarnaselt
ht1-3 mutandile on dhuldhed rohkem avatud ja puudub reageerimine [CO,] muutustele
(Horak et al., 2016). Antud mutandi puhul on toimunud kinaasis ATP seondumissaidi ldhedal
positsioonis 109 alaniini asendus valiiniga (Joonis 3), mille tulemusel on HT1 kinaas aktiivne,
aga interaktsioonid MPK4/12 valkudega on hairitud. MPK12 inhibeerib HT1 kinaasi
autofosforiilatsiooni kui ka substraatide fosforilatsiooni HT1 poolt, kuid suu puhul oli
inhibitsiooni tase oli oluliselt langenud, tanu millele olid 6huldhed rohkem avatud. MPK4
puhul toimib HT1 inhibitsioon tdendoliselt valgu struktuuri kaudu, mitte MPK4 kinaasi
aktiivsuse tdttu. Samas kannuskonna ootsuitides in vitro konstruktidega naidati, et ilma
kinaasse aktiivsuseta HT1 (konserveerunud 113 positsioonis on lisiin asendatud
triiptofaaniga) on vGimeline inhibeerima SLAC1 anioonkanali avanemist OST1 ja GHR1 kaudu
(Horak et al., 2016). Seega peab veel edasi uurima, kas HT1 kinaas toimib sulgrakkudes labi
maone teise domeeni abil sihtmargi fosforlileerimisega, sihtmérgiga seondumise kaudu voi on
hoopis interaktsioonideks oluline kinaasi konformatsioon.

Mutantne HT1 alleel nimega ht1-9 alleel isoleeriti hoopis 6huldhede valgusreaktsioone
uurivas t60s, kus avastati CBC1 (CONVERGENCE OF BLUE LIGHT AND CO, 1) ja CBC2
(CONVERGENCE OF BLUE LIGHT AND CO, 2) kinaasid, mis sarnaselt HT1 kinaasile
reguleerivad anioonkanalite aktiivsust dhuléhede sulgemiseks voi avanemiseks (Hiyama et
al., 2017). ht1-9 kinaasil oli positsioonis 240 proliin asendatud leutsiiniga (Joonis 3), mille
tulemusel puudus mutandil kinaasne aktiivsus ja seda mutanti kasutati kontrollina, kui uuriti
CBC1/2 osalust CO, signalisatsiooni rajas. Samamoodi nagu ht1-9 ei reageerinud ka cbc1 cbc2
topeltmutant [CO,] muutustele kuid suutis reageerida ABAle. Pimeduses madala [CO,] juures
oli cbcl ja cbc2 Uksikmutantide dhulhede avanemine hairitud ning cbcl cbc2 topeltmutant
suutis 6huldhesid avada valguse kdes ja madala [CO,] tingimustes ainult vahesel maaral.
Lisaks naidati in vitro katsetega, et HT1 on vdimeline seonduma CBC1/2 valkudega ja neid
fosforiileerima. Nendest tulemustest saab jareldada, et CBC1 ja CBC2 kinaasid seovad
omavahel 6huldhede reageerimise valgusele ning CO, kontsentratsiooni muutustele,

interakteerudes HT1 kinaasiga CO, signaalirajas (Hiyama et al., 2017).
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Joonis 3. Hariliku miitirlooga HT1 kinaasi valgu kaart. Joonisel on margitud kirjeldatud mutatsioonide
positsioonid, 113 positsiooni ATP sidumissait ja kinaasi kataltitiline domeen. ht1-7 mutatsiooniga
liinis toimus T-DNA insertsioon HT1 geeni teise eksonisse, mille tulemusel ei olnud vdimalik

funktsionaalset HT1 valku toota (Hashimoto-Sugimoto et al., 2016).

Kultiveeritud tomati (S. lycopresicum) 6hulhede regulatsioonil osalevat HT1 kinaasi pole
veel nii podhjalikult uuritud kui hariliku mudrlooga puhul. Nagu paljud teised geenid on ka
tomati vOimalikud HT1 ehk tHT1 geenide positsioonid ning funktsioonid ennustatud
erinevate tomatiliinide genoomide sekveneerimisandmete pdhjal (Kevei et al., 2015). Uks
tomati ennustatud seriin/treoniin/tiirosiin  proteiinkinaasi regioon ehk tHT1-1 on
Solyc11g012050 (Kevei et al., 2015), mis asub tomati 11. kromosoomis. Regioonis
toodetakse 374 aminohappe pikkust ja 43kDa molekulmassiga kinaasi omadustega valku
(UniProt, K4D610) mille valgujarjestus kattub milrlooga HT1 valguga 82,6% ulatuses. Teine
ennustatud tHT1 regioon ehk tHT1-2 on 4. kromosoomis paiknev Solyc04g014690, mis on
milrlooga HT1 geeni ortoloog (inetbio.org). Antud regioonile vastav valk on 377AH pikkune
ning molekulmassiga 43kDa (UniProt, AOA3Q7FXT8) ja kattuvus milirlooga HT1 kinaasiga on
83,4%. tHT1-1 ja tHT1-2 valgujarjestused on omavahel 91,4% identsed. tHT1-2 puhul on
naidatud kinaasi in vitro autofosforiilatsiooni kui ka inhibitsiooni tMPK12 kinaasi poolt
(Toldsepp, 2019). Antud vordlused ja leiud viitavad HT1 analoogsele rollile tomatis, kuid
tapseid mehhanisme peab veel ldhemalt uurima. Naiteks vOib iseloomustada llejaanud
teadaolevad CO, signalisatsiooni rajas osalevate komponentide geneetilised jarjestused
tomatis ning nii mutantide abil kui ka in vitro kinaaside interaktsioone testides naidata

muurloogas kirjeldatud raja toimimist tomati 6huléhede regulatsioonil.

1.5 Ohuldhede regulatsioon vastusena valgusele ja pimedusele

Taimed on fotoautotroofid, kes fotoslinteesi abil muudavad valgusenergia keemiliseks
energiaks rakusiseste metaboolsete protsesside labiviimiseks, seega valgus on nende

elutegevuseks hadavajalik. Lisaks fotosiinteesi toimimisele reguleerib valgus taimede kasvu,
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Oitsemist, 66paevast ritmi, kloroplastide paiknemist rakkudes ja 6huldhede avatust (Kami et

al., 2010).

1.5.1 Reageerimine valgusele

Valgus on tugev 6huldhede avanemist pohjustav stiimul. Teadaolevalt reageerivad taimed
punasele ja sinisele valgusele ning sinise valguse peale avanevad 6huldhed rohkem kui
punase (Sharkey ja Raschke, 1981). Ohul8hed avanevad sinise valguse kies ka Uimbritseva
keskkonna k&rge CO, kontsentratsiooni puhul (Hiyama et al., 2017). Valguse tajumiseks on
taimedel mitmeid erinevaid retseptoreid - 6huldhede avanemiseks tajutakse sinist valgust
fototropiinide PHOT1 (PHOTOTROPIN 1) ja PHOT2 (PHOTOTROPIN 2) (Kinoshita et al., 2001)
ja kriiptokroomide CRY1 (CRYPTOCHROME 1) ning CRY2 (CRYPTOCHROME 2) (Ahmad ja
Cashmore, 1993; Mao et al., 2005) abil. PHOT1/2 puudumisel ei ole 6huldhed v&imelised
avanema (Kinoshita et al., 2001), sest ilma nendeta ei toimu signaali lilekannet H*-ATPaaside
aktiveerimiseks (Ueno et al., 2005). Kruptokroomid CRY1/2 toimivad &huldhede
regulatsioonil pigem PHOT1/2 abistajatena, mida naitas cryl cry2 topeltmutandi langenud
vOimekus reageerida sinisele valgusele (Mao et al., 2005). Sinises valguses ergastatud
fototropiinid fosforiileerivad kinaasi BLUS1 (BLUE LIGHT SIGNALING 1) (Takemiya et al.,
2013a), mis omakorda kannab signaali edasi PP1 (PROTEIN PHOSPHATASE 1) fosfataasile ja
PP1 sublhikule PRSL1 (PP1 REGULATORY SUBUNIT 2- LIKE PROTEIN 1) (Takemiya et al.,
2013b). Olulist rolli omavad ka fototropiinide ja HT1 kinaasiga interakteeruvad CBC1 ja CBC2
kinaasid, mis seovad omavahel sinise valguse ja slisihappegaasi signalisatsioonirajad (Hiyama
et al., 2017). Lisaks interakteerub signaalirajas oluline BHP kinaas (BLUE LIGHT-DEPENDENT
H*-ATPASE PHOSPHORYLATION) PHOT1/2 fototropiinide ja BLUS1 kinaasiga kuid mitte
H*-ATPaasidega (Hayashi et al., 2017). Otseselt H*-ATPaasidega interakteeruvat ja neid
aktiveerivat komponenti sinise valguse signaalirajas pole veel tuvastatud.

Punast ja kaugpunast valgust tajutakse flitokroomide abil (phyA-E) (Quail, 2002). Muurloogas
on otseselt ndidatud flitokroom B osalust 6huldohede avanemisel (Wang et al., 2010) ning
H*-ATPaaside aktiveerumist punase valguse toimel (Ando ja Kinoshita, 2018), kuid punase
valguse signaalirada ei ole 6huldhede avanemisel nii pdhjalikult uuritud kui sinise valguse
oma. Sulgrakud ei pruugi otseselt punasele valgusele reageerida, pigem pdhjustab
dhuldhede avanemist lehesisene langenud CO, tase (Roelfsema et al., 2002). Mesofiilli ja
mesofiillis toimuva fotoslinteesi olulisust dhuldhede avanemisele punases valguses nditas

Fujita et al. (2013), kus ilma mesofillita hariliku kommeliini epidermise riba dhuléhed ei
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suutnud reageerida punases valguses CO, muutustele aga olid vdimelised reageerima valges
valguses, samas mesofiilliga riba oli véimeline reageerima mdlemas tingimuses. Mesoflli
fotosuinteesi rolli ndidati lehtede tootlemisel fotoslinteesi tugeva inhibiitoriga DCMU
(3-3,4-diklorofentil-1,1-dimetiil uurea), mille tulemusel té6deldud lehed samuti ei olnud
vdimelised reageerima CO, muutustele punases valguses, kull aga valges valguses (Fujita et
al., 2013). Samas on naidatud, et dhuldhed reageerivad punasele valgusele ka juhul kui
rakusisest CO, kontsentratsiooni hoitakse konstantsena, mis annab marku, et huldhede
regulatsiooniks punases valguses eksisteerib iseseisev signaalirada (Messinger et al., 2006).

FUtokroomide puudumisel on Shuldhede avanemine valges valguses hairitud (Wang et al.,
2010). Samuti on avanemine hairitud CBC1 ja CBC2 kinaaside puudumisel (Hiyama et al.,
2017), mis viitab sellele, et valges valguses toimub ShulGhede avanemine sinise ja punase

valguse retseptorite ning erinevate signaaliradade koost6ona.

1.5.2 Reageerimine pimedusele

Pimeduses ei saa toimuda fotoslinteesi, seega on taimedel otstarbekas dhuldhed sulgeda, et
piirata transpiratsioonist pdhjustatud veekadu. Siiski ei sulgu dhuldhed taielikult - olenevalt
taime liigist ja kasvukeskkonna tingimustest vdib Gine transpiratsioon moodustada 10-20%
paevasest transpiratsioonist, vahest ka kuni 50% (Snyder et al., 2003; Daley ja Phillips, 2006).
Oise juhtivuse olulisust ei osata veel tdpselt seletada, teooriate kohaselt vdib odine
transpiratsioon olla vajalik toitainete taiendatud omastamiseks, ksiileemis pdeval tekkinud
Ohutaskute veega tditmiseks voi valtimaks liigse turgori tekkimist rakkudes, kuhu on
kogunenud veepotentsiaali langust soodustavaid ihendeid (Snyder et al., 2003; Cramer et
al., 2009). Osad taimed on kohastunud avama dhuldhed just Gisel ajal - paksulehelised CAM
(akronliim inglise keelest Crassulacean Acid Metabolism) taimed avavad G6huldhed 60sel
karboksilaasi PEPC (fosfoenoolpiiruvaat karboksilaas) abil sisiniku omistamiseks, mis
malaadi (Gunhappe) kujul ladustatakse mesofiilli vakuoolidesse ja hiljem paevasel ajal, kui
ohulohed on suletud, vabaneb fotosiinteesi toimel malaadi dekarboksiileerimisel RuBisCO
(Ribuloos-1,5-bisfosfaat karboksiilaas/oksiigenaas) tegevuse jaoks CO, (Males ja Griffiths,
2017).

Taimede 06huldhede sulgumine pimeduses vdib olla passiivne vastus valguse stiimuli
puudumisele, kuid juba aastal 1966 taheldati kolme mutantse tomatiliini dhuldhede veidrat
kaditumist pimeduses (Tal, 1966). Nimelt olid kergesti narbuvate mutantide (notabilis, flacca,

ja sitiens) 6huldhed avatud ka peale 12 tundi kestnud pimedust (Tal, 1966). Samuti on sinise
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valguse signaalirajas osaleva COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1) valgu
puudumisel, CRY (leekspresseerumisel (Mao et al., 2005) véi defektse ABA (abstsiishape)
signaal- voi slinteesiraja korral (Merilo et al., 2013; Pantin et al., 2013) 6huldhed pimeduses
avatud. Pimeduse toimelise sulgumise signaalraja otsingutel on isoleeritud viis miitirlooga
mutanti (opall-5; open all night long), kes ei sulgenud 6huldhesid terve 606 valtel kuid olid
vdimelised reageerima ABA ja [CO,] muutustele (Costa et al., 2015). Antud leiud annavad
selgelt marku, et dhuldhede pimeduses sulgemisel on tegu spetsiifilise signaalirajaga, mille

toimimist ning komponente peab veel Idhemalt uurima.

1.6 ABA ehk abstsiishape

ABA ehk abstsiishape on taimehormoon, mis osaleb mitmetes taimedes toimuvates
protsessides (Cutler et al., 2010). ABA reguleerib taimede kasvu ja arengut, soodustab
seemnete puhkeseisundit, idanemist ja vee sddstmist ning osaleb taimede vastustes
biootilisele ja abiootilisele stressile. Lisaks taimedele leidub ABA seentes ning erinevates
loomades, kaasa arvatud osades inimese kudedes (Li et al., 2011).

ABA puhastati esmakordselt puuvilla taimest aastal 1963 ning esialgu tunti leitud Gihendit kui
abstsisiin Il (Ohkuma et al., 1963). Sama Uhend tuli esile lisaks teistes t6odes, kui otsiti
erinevaid taimekasvu inhibiitoreid (Cornforth et al., 1965; Koshimizu et al., 1966) ning peagi
sai selgeks, et abstsisin Il (mis nimetati iimber abstsiishappeks aastal 1968 (Addicott et al.,
1968)) on oluline flitohormoon, mis osaleb mitmetes erinevates taime kasvu reguleerivates
protsessides.

Lisaks taimede kasvu mdjutamisele selgus ABA roll dhuldhede regulatsioonil t66s mutantse
tomatiliiniga flacca, mis veepuudusel narbus kiiresti, kuid peale ABA tootlust taimed
taastusid (Imber ja Tal, 1970). Otsest ABA osalemist dhuldhede sulgemisel naidati t66s
vadrtakja ja tubakataime lehtedega, kus ABA efekt toimis CO, muutustest tingitud
reaktsioonidest iseseisvalt (Jones ja Mansfield, 1970). Edasiselt on abstsiishapet uuritud
pohjalikult, tanu millele on selgunud ABA molekulaarne signaalirada 6huldhede sulgemisel
(Joonis 4). ABAga seonduvad valgud ehk ABA retseptorid on RCAR (REGULATORY
COMPONENTS OF ABA RECEPTORS) hulka kuuluvad PYR1 (PYRABACTIN RESISTANCE 1) ja PYL
(PYR1- LIKE) retseptorid (Gonzalez-Guzman et al., 2012). Moodustunud kompleksid
seonduvad omakorda aktiivsete PP2C (PROTEIN PHOSPHATASE 2C) fosfataasidega, mis
kompleksiga liitumisel inaktiveeruvad (Ma et al., 2009). PP2C riihma kuuluva ABI1 (ABSCISIC

ACID INSENSITIVE 1) fosfataasi inaktiivses olekus vabaneb sulgraku tstitoplasmas paiknev
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OST1 kinaas inhibitsioonist, mille tulemusel aktiveerib OST1 anioonkanali SLAC1 dhuldhede
sulgemiseks (Geiger et al., 2009). Lisaks toimub ABA poolt SLAC1 aktivatsioon sulgraku
plasmamembraanis asuva GHR1 kinaasi poolt kui ABA-retseptorite kompleksiga seondub
ABI2 fosfataas, vabastades GHR1 kinaasi ABI2 inhibitsioonist (Hua et al., 2012). ABA
signaalirada jagab osa kinaase ning fosfataase slisihappegaasi signaalrajaga ohul6hede

sulgemiseks, kuid mdlemad signaalrajad saavad toimida Uiksteisest sdltumatult.
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Joonis 4. ABA signaalrada 6hulShede sulgumisel. ABA seondumisel PYR1 ja PYL valkudega moodustub
kompleks PP2C fosfataasidega. ABI2 on PP2C hulka kuuluv fosfataas, mille kompleksiga liitumise
tulemusel saab OST1 kinaas ja GHR1 aktiveerida SLAC1 anioonkanali. ABI1 on PP2C hulka kuuluv
fosfataas, mille kompleksiga liitumisel vabaneb OST1 kinaas inhibitsioonist ja OST1 toimel saab

toimuda SLAC1 aktivatsioon.

1.7 Veekasutuse efektiivsus

Maismaataimed seisavad pidevalt silmitsi dilemmaga - Ghest kiiljest on kasvamiseks vaja
pidevalt atmosfaariga aktiivselt gaase vahetada, et omistada fotosiinteesiks vajalikku
slisihappegaasi, teisalt peavad taimed gaasivahetust piirama, et valtida liigset veekadu
transpiratsiooni teel. Taimede kasv ja veekaotus on olulised, kuid Uiksteise vastandprotsessid,
mille interaktsioone on Usna keeruline piiritleda ning neid interaktsioone uuritakse mitmes
valdkonnas nagu agronoomia, hidroloogia ja taimefisioloogia (Stanhill, 1986). Seega on
veekasutuse efektiivsuse ehk WUE (akronlGim inglise keelsest terminist Water Use
Efficiency) puhul Usna keeruline kindla definitsiooni maaratlemine. Pigem soltub definitsioon

kontekstist - kas uuritav veehulk on taimes vdi taime kasvukeskkonnas, kas ajaskaala piirdub
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teatud hetkel mdddetud kaotatud veeauru ja omistatud CO, hulgaga vdi biomassi
kogumisega voi vorreldakse hoopis silsiniku omandamise efektiivsust (Bacon, 2009).
Peamiselt kasitletakse WUEd kui lihiajaliselt m6ddetud CO, omistamise efektiivsust suhtena
samal ajal lehe pinnalt aurustunud vee hulga suhtes v&i siis pikemas perspektiivis

veekasutuse ja biomassi/viljasaagi omavahelise suhtena (Bacon, 2009).

Globaalse kliima soojenemise téttu on toimunud muutused ilmastikus, mis mdjutavad
negatiivselt polluharimist paljudes traditsioonilistes p&llumajanduspiirkondades (Hansen et
al., 2006; Hoekstra ja Chapagain, 2011; Kotir, 2011; Craparo et al., 2015). Taimede kasv on
veepuudusel hairitud, mis on ks peamiseid viljasaagikuse languse pohjustajaid (Boyer,
1982). Maa pidevalt kasvava populatsiooni aratoitmiseks ja pdlluharimise sailimiseks
kuivemates regioonides tuleb pdllukultuure muutuvale kliimale vastupidavamaks teha, mille
Uheks variandiks on 8huldhede regulatsiooniga manipuleerimine - nimelt taimed kaotavad
suure enamuse veest Ghuldhede kaudu tdnu transpiratsioonile (Lawson ja Blatt, 2014).
Transpiratsiooni saab piirata naiteks veeauru réhu defitsiidi ehk VPD (akronliim inglise
keelest Vapour Pressure Deficiency) langetamise abil - kasvuhoones kdrgema relatiivse
niiskuse hoidmisel olid tomatitaimede 6huldhed rohkem avatud kuid vorreldes kérgema VPD
kdes kasvanud taimedega transpireerisid vihem vett, olid vahem stressis, kasvatasid rohkem
biomassi ja saaki ning kasvuhoone temperatuur plisis madalamana (Zhang et al., 2017).
Madala VPD juures kasvatatud taimede biomassi WUE kasvas 36,8% ning saagikuse WUE
39,1%, mis on tdestus transpiratsiooni ja taime kasvu omavahelisest seotusest ning selle

omavahelise suhte edendamisest (Zhang et al., 2017).

1.8 Taimede tsirkadiaanne ehk 66paevane riitm

Loomade ja taimede kditumine on suures osas slinkroniseeritud 60paevase valguse ja
pimeduse vaheldumise tsiikliga, mida reguleerib n.6. sisemine ehk tsirkadiaanne kell. Kella
24 tunnist ratmi aitavad reguleerida keskkonnast tulevad signaalid ning kell toimib ka juhul,
kui vaadeldav organism viibib konstantsetes tingimustes (Schaffer et al., 1998). Tsirkaadse
kella toimimine aitab taimedel ette valmistuda paeva muutuvateks tingimusteks, andes neile
kohanemisvGimelise eelise (Lin et al., 2004). Naiteks on taimedes osad fotoslinteesis
osalevad molekulaarsed protsessid algatatud enne paikesetdusu, et taimed oleks valmis
paevavalgust fotoslinteesi jaoks maksimaalselt dra kasutama (Kreps ja Kay, 1997). Pikemas

perspektiivis reguleerib kell taime kasvu ja ditsemist vastavalt aastaajale fotoperiodismi abil,
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mis on pdeva ja 00 pikkuste tajumine ning nendele vastavalt reageerimine (Thomas ja
Vince-Prue, 1996).

Ratmi toimimise keskmeks on negatiivse tagasiside pdhjal toimiv ostsillaator, mis koosneb
kolmest peamisest komponendist - sisestusrada, keskkonna signaalide tajumine ja nende
edastamine kella reguleerimiseks; keskne ostsillaator, ritmi keskne tekitaja ja hoidja, mis
toimib negatiivse tagasiside pohimottel; ja valjundrada, ostsillaatori signaalide pdhjal
organismi protsesside reguleerimine (Mas, 2004). Hariliku muirlooga puhul on naidatud
transkriptsiooni regulaatorite CCA1 (CIRCADIAN CLOCK-ASSOCIATED 1), LHY (LATE
ELONGATED HYPOCOTYL) ja TOC1l (TIMING OF CAB EXPRESSION 1) tugevat seotust
tsirkadiaanse kellaga (Joonis 5) (Schaffer et al., 1998; Wang ja Tobin, 1998; Strayer et al.,
2000). Varajastel hommikutundidel ekspresseeruvad CCA1l ja LHY on omavahel tihedalt
seotud, reguleerides iseenda ja Uksteise ekspressiooni (Schaffer et al., 1998; Wang ja Tobin,
1998). CCA1 ja LHY geenide (ileekspresseerimisel aga ka puudumisel on taimede 66pdevane
ritm tugevalt hairitud ja nende omavahelised interaktsioonid viitavad negatiivse tagasiside
regulatsioonile (Alabadi” et al., 2002). CCA1 puhul on niidatud ka osalust fiitokroomide
signaali edasikandmisel geeniekspressiooni reguleerimiseks (Wang et al., 1997). Issenda
ekspressiooni reguleeriv TOC1 osaleb samuti kella 24 tunnise 66pdeva ritmi sailitamisel ning
TOC1 puudumisel on taimede fotoperioodi tajumine hairitud (Strayer et al., 2000; Mas et al.,
2003a). TOC1 ekspressioon on negatiivselt reguleeritud CCA1 ja LHY poolt, samas TOC1
soodustab CCA1 ja LHY ekspressiooni (Alabadi” et al., 2001). TOC1 kogust piirab ZTL
(ZEITLUPE), lagundades TOC1 valke pimeduses kella riitmi sailitamiseks (Mas et al., 2003b).
Keskse ostsillaatori riitmi sailitamise regulatsiooni ei ole veel 16puni lahti seletatud, kill aga
on ndidatud erinevate komponentide, naiteks ELF4 (EARLY-FLOWERING 4) (Doyle et al.,
2002), TIC (TIME FOR COFFEE) (Hall et al., 2003) ja CK2 (CASEIN KINASE 2) (Daniel et al.,

2004) osalust kella reguleerimisel.
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Joonis 5. Hariliku mudrlooga tsirkadiaanse kella keskne ostsillaator. CCA1 ja LHY on omavahel tihedalt

seotud, reguleerides teineteise ja iseenda ekspressiooni ning inhibeerides TOC1 ekspressiooni. TOC1
soodustab CCA1 ja LHY ekspressiooni ning inhibeerib iseenda oma. ZTL llesanne on TOC1 kogust
piirata teda lagundades. Valiskeskkonna signaalid nagu valgus, pimedus ja temperatuur reguleerivad

kella ritmi ning ostsillaatorist tulenevad signaalid reguleerivad taime geeniekspressiooni.
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2. Eksperimentaalosa

2.1 T66 eesmargid

Varasemad t66d harilikus muirloogas on nadidanud HT1 valgu rolli huldhede reageerimisel
CO, kontsentratsiooni muutustele (Hashimoto et al., 2006; Horak et al., 2016).
Antud t66 eesmargiks oli:
e selgitada valja tomati HT1 valgu roll 6huléhede reageerimisel vastusena erinevatele
stiimulitele
e uurida thtl-1/thtl-2 tomatitaimede veekasutuse efektiivsust ning kasvu

normaalsetes ja pdua tingimustes.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Geenmuundatud tomatid

Katsetes kasutatavad tht1-1/tht1-2 (edaspidi viidatud ka kui HT1, HT1 vdi htl) tomatid
valmistati CRISPR/Cas9 meetodil ning mutantsete ja metsiktiitipi taimede seemned saadi
koosto6 raames Dr. Assaf Mosquna toorihmalt lisraeli Glikoolist (The Robert H. Smith
Institute of Plant Sciences and Genetics in Agriculture, Faculty of Agriculture, Hebrew

University of Jerusalem).

Mutantsete tHT1-1/tHT1-2 geenidega ehk tht1-1/tht1-2 tomatite valmistamiseks kasutati
M82 metsiktlitipi liini taimede idulehti (Joonis 6). Agrobakterisse (Agrobacterium, tlvi
GV3101) viidi Golden Gate protokolli jargi konstrueeritud vektor (Lisa 2) ning bakteri abil
toimus tomati kotransformatsioon. CRISPR/Cas9 abil muudeti tomati HT1 geene (Joonis 7).
Transformeeritud idulehed jaeti so6tmele kalluskude kasvatama. Aktiivse meristeemi ehk
algkoega taimed tosteti imber juurte kasvu soodustavale s66tmele ning juurte tekkimisel
istutati taimed mullaga potti. Seemnete saamiseks toimus isetolmlemine. Mutantsete
taimede thtl-1 ja tht1-2 jarjestused kinnitati genotlipiseerimisega (praimerite jarjestused

toodud Lisa 3 all).
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Joonis 6. tht1-1/tht1-2 tomatite valmistamine. Metsiktllpi taime (M82) lehetiikis muudeti tHT1-2 ja
tHT1-2 geene CRISPR/Cas9 abil ning lehetiikk asetati s66tmele kasvama. Tekkinud kallusest eraldati
mutantne taim (T0), indutseeriti juurte kasv ja taim istutati mullaga potti. Peale isetolmlemist saadud

seemned (T1) idandati.

(A) PAM Guide 1
ONA tHT1-1 5’ - ATTGCTGCTTGTAAAAAGCCTCCCGTATACTGTATCATTATGGAGTACATGTCACAAGGAAC-3’
5 bp
thti-1 5’ -ATTGCTGCTTGTAAAAAGCCTCCC----~- CTGTATCATTATGGAGTACATGTCACAAGGAAC-3’
Valk tHT1-1  138-IVQFIAACKKPPVYCIIMEYMSQGTLRMYLNKKEPYSLSIETILRLALDISRGMAYLHSQGVIHR----374
a
tht1-1 138-IVQFIAACKKPPLYHYGVHVTRNFEDVSQQERALFTFHRNYSEVSSRYITRNGISSFTRGDP*-199
(B) Guide 1 PAM Guide 2 PAM
tHT1-2 5’ -TGAGGTTAGCCCTCGATATATCGCGAGGAATGG- 7166bp7 ~GATGATCAAGGAGAAACCATATACGCGGAAAGT -3’
DNA 1 bp insertsioon 7 bp deletsioon
tht1-2 5’ -TGAGGTTAGCCCTCGATATATCCGCGAGGAATGG--166bp—GATGATCAAGGAGAAAC———————— GCGGAAAGT-3’
Valk tHT1-2 180-ETILRLALDISRGMEYLHSQGVIHRDLKSSNLLLNDEMRVKVADFGTSCL----377
d

tht1-2 180-ETILRLALDISARNGVSSFTRGDP*-203

Joonis 7. Muutused tomati HT1-1 ja HT1-2 geenides. (A) HT1-1 geenis on deleteeritud 5 aluspaari
teises eksonis, mille tulemusel toodetakse lihikest valku. (B) HT1-2 geenis on toimunud 1 aluspaari
insertsioon ja 7 aluspaari deletsioon teises eksonis, mille tulemusel samuti toodetakse lihikest

proteiini. Mutantide kinnitamiseks kasutati DNA genotlipiseerimist.

2.2.2 Taimede kasvatamine

Katsetes kasutati tomati (Solanum lycopersicum) liini M82 metsiktiipi (edaspidi WT) ning
CRISPR/Cas9 meetodil modifitseeritud taimi (tht1-1/tht1-2). Seemneid leotati G0paev
kGlmkapis (4°C) vees ning seejarel eelidantati 2-3 60paeva toatemperatuuril pimeduses
niiskete salvratikute vahel, et soodustada Uhtlast idanemist ning valida valja elujoulisemad
idandid. Taimi kasvatati 11 x 10 x 10,5 cm suurustes plastmassist pottides, mis olid taidetud
kasvusubstraadiga (liks osa vermikuliiti, kaks osa Kekkild turvast), millele lisati vett poole jagu

eelnevast mahust.
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Seemnete kiilvamiseks tehti kasvusubstraadi sisse seemne jaoks ~2 cm slgavune auk ning
pintsettide abil asetati eelidandatud seeme augu sisse. Gaasivahetuse katsetes kasutatud
taimede seemneid kilvati 2 tiikki samast liinist Ghte potti nii, et taimed asetseksid teineteise
suhtes diagonaalselt poti nurkade ldheduses (Joonis 8). PGuakatsetes kasutatud taimede

puhul kiilvati poti keskele 1 eelidandatud seeme.

o

o

Joonis 8. Gaasivahetuse katsetes kasutatud taimede kiilvamise skeem.

Peale kiilvamist kaeti augud kasvusubstraadiga pealt kinni, kasvusubstraadi pinda niisutati
kergelt veepritsiga ning potid asetati kasvuruumi. Niiskuse hoidmiseks asetati pottide peale
tugevast labipaistvast kilest kate, mis eemaldati esimeste idulehtede tarkamisel (keskmiselt
3-4 pdeva parast kilvamist) ja taimed asetati kasvukambrisse ( Percival Intellus
environmental controller AR-66LX ) kasvama 70% Ghuniiskuse juures, valgusreziimiga 12h

valgust (valgusintensiivsusel 300 pmol m?s?), 23-26°C) ja 12h pimedust (13-18°C).

Gaasivahetuse katse taimi kasteti kaks korda nadalas altniisutuse meetodil. Potid asetati
kuue kaupa vanni ning lisati keskeltlabi 1-1,5] vett, mis lasti keskeltlabi viie minuti jooksul
kasvusubstraati imenduda. Pouakatses kasteti taimi kaks korda nadalas pealtniisustus

meetodil kindla massini, detailid ja skeem lahti seletatud 2.2.4.2 peatiikis.

Gaasivahetuse mootmine teostati 3 nddala vanuste taimedega.

2.2.3 Katseapartuur

Gaasivahetuse katse seade on arendatud ja ehitatud t6o6grupi siseselt (Joonis 9).
Gaasivahetuse mddtmise seade koosneb mddtekambritest, valgusallikatest, CO, ja N,
gaasiballoonidest, CO, ja H,O anallisaatorist (Li-Cor Li-7000), termostaadist, pumpadest,
arvutist ja KOH kolonnist. Kokku on sisteemil neli kambrit ning kambri klaaskuppel
asetatakse dhutihedalt taime peale. Klaaskuppel on kahekihiline ja kihtide vahel ringleb labi
termostaadi voolav veesark kambri temperatuuri Uhtlasena hoidmiseks. Kambrisisest

temperatuuri moddab ventilaatori kiljele kinnitatud termomeeter.
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Taime sisestamiseks kambrisse sai asetatud taimega pott vaikese tdstuki peale ning seatud
sobivale kérgusele. Taime vars asetati kahe klaasplaadi vahele jadvasse avausse, klaasplaadid
pandi omavahel servadest kokku ja tihendati plastiliiniga augu kohalt dhutihedaks. Seejarel
asetati taimele peale kambri klaasist veesargiga kuppel. Enne mddtmist kontrolliti iga kambri
ohutihedust.

Siisteemi t66pbShimdte on madrata kambrisse sisenenud ja vidljunud 6hu CO, ja H,O
kontsentratsioonid. CO, ja H,O kontsentratsioonid madarab anallisaator, mille andmed
edastatakse arvuti tarkvarale. Kambrisse sisenenud ja viljunud &hu CO, ja H,O
kontsentratsioonide erinevuste pdhjal hindab tarkvara 6huldhede juhtivust vastavalt sellele,
kui palju stisihappegaasi taim omistas ja kui palju transpireerus vett.

Antud slisteem moddab kordamodda iga kambrit eraldi, 1 minut kambrisse sisenevat ja 1
minut kambrist viljuvat 8hku. Uks ring kokku ehk 4 kambri mddtmine toimub 8 minuti
jooksul.

Taoline meetod vdimaldab taime gaasivahetust uurida ilma olulist stressi ja vigastusi

tekitamata.

\

valgusallikas

veesargiga
klaaskuppel

tomatitaim
|, ventilaator

temperatuuri
andur

ohu valjavool

6hu sissevool

pott kasvu-
substraadiga

Joonis 9. Gaasivahetusseadme kambri skeem.
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Veekasutusefektiivsuse katses kasutati taimede margmassi ja kuivkaalu jaoks kaalu (mudel
Kern PCB 1000-2) ning enne kuivkaalu mdédtmist kuivatati taimi ahjus (mudel Panasonic

MIR-262-PE).

2.2.4 Katsete labiviimine

2.2.4.1 Gaasivahetus

Katse jooksul lasti enne uut thlpi stiimuli rakendamist taimedel stabiliseeruda. Valguse
sissellilitamine, CO, kontsentratsiooni muutused ning ABAga pritsimine toimusid iga kambri
puhul individuaalselt, VPD rakendamine ning |6petamine toimus samaaegselt iga kambri
jaoks. Gaasivahetuse katse lldine skeem on toodud Joonisel 10.

Taimed asetati kambritesse ohtupoolikul ning kambrid kaeti véljastpoolt kinni musta riidega,
tagamaks kambrites pimeduse. Slisteem jaeti (ile66 toole, et registreerida taimede Oist
gaasivahetust. Jargmise pdeva hommikul kell 8 katted eemaldati, kambrite kohal olevad

lambid lilitati sisse ning vaadeldi 6huldhede hommikust valguse toimel avanemist.

CO, kontsentratsiooni muutustele reageerimise osa

Peale normaaltingimustel (valge valgus 300pumol m? s™, CO, 400ppm) 8huldhede juhtivuse
stabiliseerumist rakendati kdrge CO, kontsentratsioon (800ppm). Stiimulit rakendati 3
modtmise ringi (kokku 24 minutit), mille jarel viidi CO, kontsentratsioon tagasi
normaaltingimustele (400ppm). Peale 3 ringi m6dtmist (24 min) rakendati madalat CO,
kontsentratsiooni (100ppm) samuti 3 mo6tmisringi (24 min) ning seejarel eemaldati esimese
kambri referentsi mddtmise ajal slisteemist KOH kolonn, mille tulemusel rakendus igale

kambrile samaaegselt valisdhu (ligikaudu 400 ppm) CO, kontsentratsioon.

Veeauru rohu defitsiidile (VPD-le) reageerimise osa

Peale CO, kontsentratsiooni muutuste osa lasti taimedel stabiliseeruda. Ligikaudu pool tundi
enne VPD rakendamist tdideti jadga VPD jaoks kasutatava spiraali imbritsev anum, et spiraal
enne katse algust maha jahutada. VPD rakendamiseks ehk relatiivse Ohuniiskuse
langetamiseks lilitati 6huvool sitsteemi liikuma labi jahutatud spiraali esimese kambri
referentsi mé6tmise ajal. Ligikaudu tunni méddumisel |Gpetati VPD stiimul esimese kambri

referentsi mddtmise ajal spiraali slisteemist valja lilitamisega.
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ABAga pritsimine

10uM ABA t6o6lahus valmistati 100mM stock-lahusest tehtud 10mM lahtelahusest (stock- ja
toolahuse koostis toodud Lisa 1 all). Taimi piserdati vahetult peale kambri modtmist, et
valtida ABA lahusest tuleneva lisaniiskuse moju gaasivahetuse tulemustele. ABA lahusega
tootlemise ajaks eemaldati kambri veesargiga kuppel, taimele piserdati pumppihustiga 10ml

pudelist 10uM ABA lahust 5x korda, mille jarel asetati kambrile kuppel peale tagasi.

Peale Ohuldhede sulgumist ABA toimel eemaldati taimed Ukshaaval kambritest

lehepindalade mdotmiseks, mille jarel asetati kambritesse uued taimed lile66 mddtma.

0 kallaase 6 8 12 15 18

valgus

VPD Uued taimed
ABrI: “Tkambritesse

CO, 400
CO, 100

Joonis 10. Gaasivahetuse katsete skeem.

Lehepindala mootmiseks katse 16pus eemaldati taimelt kambris olnud lehed, mis asetati
klaaskatte alla koos millimeeterpaberi 16iguga (10 x 30 mm). Lehti pildistati (kaamera mudel:
SONY DSC-RX100) ning piltidelt mdddeti vabavaraga Imagel (Schneider et al., 2012) lehtede

pindalad, mida kasutati katsejargsel andmete analtisimisel.

2.2.4.2 Pouastressi katse

HT1 ja WT taimede jaoks vdeti vérdne arv potte (10+10), igasse potti kaaluti sama kogus
kasvusubstraati ning lisaks taimedega pottidele valmistati kolm tihja, ainult
kasvusubstraadiga potti. Esimese katseseeria puhul lisati tiihjad potid alles katse teises
pooles ja teise seeria puhul lisati tihjad potid katse alguses. Katse algas taimede tarkamisel
(2-3 padeva peale kilvamist).

Taimi ja kasvusubstraadiga potte hoiti kasvukambris (Percival) ning voeti valja kas
kaalumiseks vodi kastmiseks, mille juures arvestati eelnevalt maha tihja plastpoti kaal.
Kaalumine toimus esmaspaeviti ja neljapaeviti, kdiki taimi ja tihje potte kasteti kindla vérdse

massini pealtniisutus meetodiga teisipaeval ja reedel (Tabel 1, osa 1).
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Viienda nadala alguses I8petati poolte HT1 ja poolte WT taimede kastmine, kastmise asemel
teostati ainult kaalumine (taimed 1-5) ning Glejadanud taimi kasteti edasi eelneva skeemi jargi
(Tabel 1, osa 2). Tihjadest pottidest liitus pdua osaga Uks pott, llejaanud kahe regulaarset

niisutamist jatkati.

Tabel 1. Pouakatse lldine skeem.

Osa 1, Nadal 1- 4

E T K N R L P
kdik taimed | kaalumine | kastmine - kaalumine kastmine - -
Osa 2, Nadal 5-8

E T K N R L P

pooled kaalumine | kaalumine - kaalumine | kaalumine - -
taimed (1-5)

teine pool kaalumine | kastmine - kaalumine kastmine - -
taimi (6-10)

Regulaarse kastmise/kaalumise osa I6ppes 8. nadala 18pus kastmata taimede nahtaval
narbumisel. Taimi vorreldi paarikaupa (kastmata HT1 ja kastetud HT1; kastmata WT ja
kastetud WT; kastmata HT1 ja kastmata WT,; kastetud HT1 ja kastetud WT) ja pildistati
(kaamera mudel Pentax KP), mille jarel asetati kastmata (nii HT1 kui WT) taimed 1,5 tunniks
veevanni altniisutus meetodiga kastma.

PGuastressi lle elanud taimede taastumist vaadeldi jargneval paeval (umbes 24 tunni

moodudes kastmisest).

Marg- ja kuivmass

PBuastressi katses kasutatud taimedel méddeti nii marg- kui ka kuivmassi.

Margmassi kaaluti 8. nadala keskel. Selleks tiikeldati taimede kdik maapealseid osad (varred,
lehed, died) fooliumist kottidesse ning kaaluti (kaalu mudel Kern PCB 1000-2). Peale
margmassi kaalumist kuivatati 70°C juures (ahju mudel Panasonic MIR-262-PE). 72h tunni

moodudes kaaluti kuivatatud taimed.

31



2.2.5 Andmeanaliiiis

Gaasivahetuskatsetest saadud 6huldhede juhtivused keskmistati. Reaktsiooni amplituudi
jaoks vorreldi juhtivust enne stiimuli rakendamist ja juhtivust vaadeldud reaktsiooni IGpus.
Osade reaktsioonide puhul toimus stiimuli rakendamise [8pus muutusi Shuldhede juhtivuses,
nendel juhtudel valiti amplituudi arvutamise jaoks ajapunkt, mis oli moélemal liinil juhtivuse
maksimum-v3i miinimum punkt. Valguses avanemise reaktsiooni puhul arvutati 6huldhede
avanemiskiirus, mille jaoks leiti graafikult lineaarse tdusuga I8ik peale valguse rakendamist
ning selle baasil leiti antud vahemikus avanemiskiirus ihe minuti kohta. Statistilise anallitsi
jaoks kasutati rakendust Past3, mille abil sooritati Ghefaktoriaalne ANOVA test ja post-hoc
testi jaoks kasutati Tukey testi.

PBuastressi katse tulemused keskmistati iga paeva kohta, mille baasil leiti keskmine veehulga
kulu ning kastmiseks kasutatud vee kogus iga nadala jooksul. Marg- ja kuivmassi maaramisel
saadud tulemused samuti keskmistati ning statistiline analiilis sooritati rakenduses Past3,

kasutatdes Uhefaktoriaalset ANOVA testi ja Tukey testi post-hoc anallitsiks.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Gaasivahetus

2.3.1.1 Ohuldhede dine juhtivus

Gaasivahetuse katsetes mdodeti taimede dhulGhede juhtivust Gisel ajal (pimeduses) ilma
teisi stiimuleid rakendamata. Metsiktllpi taimede Ohul6hede juhtivus oli kdrgem kui
thtl-1/tht1-2 mutantsete ehk HT1 taimede oma, lisaks alustasid metsiktilpi taimed
dhuldhede avanemist varem kui mutantsed taimed (Joonis 11. A). 06 jooksul ja eriti mdned
tunnid enne hommikust valguse rakendamist dhuldhede juhtivus tdusis ehk Ghuldhed
avanesid. Metsiktliipi tomatite o©huldhede juhtivus hakkas aeglaselt tdusma alates
00:30-01:30 samas kui mutantsete tomatite dhuldhede juhtivus hakkas aeglaselt tGusma
alles 05:30-06:30. Antud ajavahemikus kasvas metsiktiitibi 6huldhede juhtivus ligikaudu 5
korda rohkem kui thtl-1/tht1-2 juhtivus. Vorreldes metsiktilipi taimedega avanesid
mutantsete taimede 6huldhed kogu 66 jooksul statistiliselt oluliselt vahem (p < 0,001; Joonis
11. B).
(A) (B)

150 Pimedus

%k %k %k

100+

—— tht1-1/tht1-2 n=13
—- WT n=7

100+

50+

50

Ohulhede juhtivus (mmol m?s™)
Muutus 6huléhede juhtivuses (mmol m2 5'1)

n=13 n=7

20 21 22 23 0 1 2 3 4 5 6 7 8 tht1-1/ht1-2 WT
Kellaaeg (h)

Joonis 11. (A) Ohuldhede 6ine juhtivus (mmol m? s?) pimeduses 12 tunni jooksul vahemikus kell
20:00 - 8:00. Tulemused on joonisel keskmistatud ja vearistid tahistavad + standardviga. Valimi
suurus on tadhistatud joonisel legendis. (B) Ohuldhede dise absoluutse juhtivuse muutus 12 tunni
jooksul. Graafikul on iga taime Shuldhede absoluutne juhtivuse muutus, kast tahistab kahte sisemist
kvartiili ning horisontaalne joon kastis mediaani. Valimi suurus on tahistatud x-telje kohal, statistiline

anallils teostati Uhefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi, *** tahistab p
<£0,001.
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2.3.1.2 Ohuldhede avanemine valguse toimel

Jargides taimede kasvuperioodi 0©6pdevast rutmi rakendati ka gaasivahetuskatsetes
hommikul kell 8 (punkt 0) valge valgus (300umol m? s!) ja selle toimel algas dhuldhede
avanemine (Joonis 12. A). Ohul8hede juhtivus kasvas tht1-1/tht1-2 taimedes 62,7 mmol m?
st ja metsiktuiipi taimedes vastavalt 137,5 mmol m™ s™. tht1-1/tht1-2 taimede dhul&hed
avanesid statistiliselt vahem kui metsiktilipi taimede 6huléhed (p < 0,001; Joonis 12. B) ning
metsiktllpi taimede O&huldhede avanemine toimus kiiremini vorreldes mutantsete
taimedega (p < 0,001; Joonis 12. C). Metsiktlilpi tomati taimede dhuldhede avanemise kiirus
oli rohkem kui kaks korda kiirem vdrreldes HT1 taimedega, vastavalt 1,1 Gihikut (mol m= s*

min™) tht1-1/tht1-2 ning metsiktiupi taimedel 2,5 Ghikut minutis.

(A) (B) (©)

A+ K

| 250 ] 5+

Pimedus Valgus 300umol m? s™'

300+

—e— tht1-1/tht1-2 n=15
— WT n=9

'c 2004

2 541)

¥ 250

1 150
200 ]

150 ]
] 100

n=15 n=9 n=15 n=9

100+

Ohulghede juhtivus (mmol m

50

Muutus dhuldhede juhtivuses (mmol m 2 s")
|
1

Ohuldhede avanemiskiirus (mmol m? s™'min"")

T T T T T T T T T T
-20 [ 20 40 60 80 tht1-1/tht1-2 WT tht1-1/tht1-2 WT
Aeg (min)

Joonis 12. (A) Ohuldhede juhtivuse (mmol m? s*) muutus valguse kies. Tulemused on joonisel
keskmistatud ja vearistid tdhistavad + standardviga. Valimi suurus on tadhistatud joonise legendis. (B)
Ohuldhede absoluutne juhtivuse muutus 48 minutit parast valguse rakendamist. (C) Ohuldhede
keskmine avanemiskiirus 48 minuti jooksul (mmol m? s* min™). Graafikul (B) on iga taime dhuldhede
juhtivuse muutus ning graafikul (C) iga taime keskmine avanemiskiirus 48 minuti jooksul. (B) ja (C)
graafikutel kast tdhistab kahte sisemist kvartiili ning horisontaalne joon kastis mediaani. Valimi
suurus on tadhistatud x-telje kohal, statistiline analiilis teostati Ghefaktorilise ANOVA testiga ja

post-hoc testiks kasutati Tukey testi, *** tahistab p < 0,001.

2.3.1.3 Ohuldhede reageerimine CO, muutustele

Kérge (800ppm) ja madala (100ppm) sisihappegaasi kontsentratsiooni rakendamisel
reageerisid metsiktlitipi taimede 6huléhed silmndhtavalt muutustele - [CO,] tdusmisel

dhuldhed sulgusid, sest susihappegaasi oli fotosiinteesi toimimiseks piisavalt ning [CO,]
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langedes 6huldhed avanesid fotoslinteesi jaoks vajaliku koguse siisihappegaasi omistamiseks
(Joonis 13. A). Selgus, et HT1 taimedel puudub Shuldhede regulatsioon vastusena CO,
kontsentratsiooni muutustele.

Uleminekul 400ppm kontsentratsioonilt 800ppm-le metsiktiitipi taimede dhuldhede juhtivus
vahenes, kuid mutantsete taimede puhul toimus hoopis avanemine (Joonis 13. B).
Metsiktiitpi taimede 8huldhede juhtivus langes 70,7 mmol m? s vdrra ning tht1-1/tht1-2
dhuldhede juhtivus tdusis vaadeldud ajavahemikul 14,6 m? s™.

Peale 24 minutit mindi tagasi 400ppm CO, kontsentratsiooni peale, mille tulemusel toimus
O0huldhede avanemine mdlema liini puhul (Joonis 13, C). Vorreldes mutantse tomatiga tousis
metsiktllpi taimede juhtivus statistiliselt oluliselt ligikaudu 4,5 korda rohkem.

Madala CO, kontsentratsiooni (100ppm) rakendamisel avanesid WT taimede &hul&hed
silmnahtavalt (p < 0,001; Joonis 13. D). HT1 taimede puhul praktiliselt ei tdheldatud

dhuldhede juhtivuses muutust (-0,2 m?s?).
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Joonis 13. (A) Ohuldhede juhtivuse (mmol m? s?) muutus erinevatel CO, kontsentratsioonidel.
Tulemused on joonisel keskmistatud ja vearistid tdhistavad * standardviga. Valimi suurus on
tahistatud joonisel legendis. (B) Ohuldhede absoluutne juhtivuse muutus 24 minutit parast 800ppm
CO, kontsentratsiooni rakendamist. (C) Ohuldhede absoluutne juhtivuse muutus 24 minutit parast
400ppm CO, kontsentratsiooni rakendamist. (D) Ohuldhede absoluutne juhtivuse muutus 24 minutit
parast 100ppm CO, kontsentratsiooni rakendamist. Graafikutel B,C,D on iga taime &huldhede
absoluutne juhtivuse muutus, kast tdhistab kahte sisemist kvartiili ning horisontaalne joon kastis
mediaani. Valimi suurus on tahistatud x-telje kohal, statistiline anallils teostati Gihefaktorilise ANOVA

testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi, *** tihistab p < 0,001.

36



2.3.1.4 Ohuldhede reageerimine VPDle

VPD ehk veeauru réhu defitsiidile reageerimine on taimede reaktsioon alanenud keskkonna
Ohuniiskusele. VPD iseloomustab veeauru rohkude erinevust lehe sees ja (imbritseva
keskkonna vahel ehk joudu, mis vdimaldab transpiratsioonil toimida tanu vee molekulide
védlja liikumisele lehe seest. Stiimuli rakendamisele reageerisid mélemad liinid sarnaselt,
sulgedes oma dhuldhed. Siiski oli sulgumise reaktsioon statistiliselt oluliselt erinev (p < 0,01;
Joonis 14. A). Mutantsete taimede dhuldhede juhtivus langes ligikaudu 1,5 korda vahem kui
metsiktllpi taimede juhtivus. VPD rakendamisel langes relatiivne Shuniiskus metsiktidpi

taimede mootekambrites keskmiselt 27% ja mutantsete taimede kambrites 32% (Lisa 4).
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Joonis 14. (A) Ohuldhede juhtivuse (mmol m™ s*) muutus veeauru defitsiidi rakendamisel. Tulemused
on joonisel keskmistatud ja vearistid tahistavad * standardviga. Valimi suurus on tahistatud joonisel
legendis. (B) Ohuldhede absoluutne juhtivuse muutus 24 minutit peale VPD rakendamist. Graafikul
on iga taime absoluutne 6huldhede juhtivuse muutus, kast tahistab kahte sisemist kvartiili ning
horisontaalne joon kastis mediaani. Valimi suurus on tahistatud x-telje kohal, statistiline anallis

teostati Ghefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey testi, ** tihistab p < 0,01.

2.3.1.5 Ohuldhede reageerimine ABAle

Peale taimede 10uM ABA lahusega t66tlemist toimus sarnaselt VPDle mdélema liini puhul
dhuléhede sulgumine (Joonis 15, A). thtl-1/tht1-2 ja WT taimede omavaheline 8huldhede
juhtivuse languse erinevus oli 1,5 kordne ning tulemused on statistiliselt erinevad (p < 0,05;

Joonis 15, B).
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Joonis 15. (A) Ohuldhede juhtivuse (mmol m? s') muutus 10uM ABA lahusega td6tlemisel.
Tulemused on joonisel keskmistatud ja vearistid tdhistavad + standardviga. Valimi suurus on
tahistatud joonisel legendis. (B) Ohulhede absoluutne juhtivuse muutus 16 minutit peale ABA
lahusega tootlemist. Graafikul on iga taime GhulGhede absoluutne juhtivuse muutus, kast tahistab
kahte sisemist kvartiili ning horisontaalne joon kastis mediaani. Valimi suurus on tadhistatud x-telje
kohal, statistiline anallls teostati ihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testiks kasutati Tukey

testi, * tdhistab p < 0,05.

2.3.1.6 Veesddstmise hindamine gaasivahetuse tulemuste pohjal

Ohuldhede juhtivus nditab mitu mmol vett kaotab taim ruutmeetri lehepindala kohta
sekundis, seega saab sellele niitajale tuginedes kaudselt hinnata taimede veekadu naiteks
tundide, pdevade ja kuu kaupa (Tabel 2).

Pédeval valguse kdes on ohul6hed rohkem avatud ja taimed transpireerivad vett rohkem.
Pdevase veekao hindamiseks 12 tunni jooksul on kasutatud pealeldunasel ajal (kella 12-13
paiku) moddetud Ohuldhede keskmist juhtivust normaaltingimustes (400ppm CO,,
valgusintensiivsus 300pumol m? s, temp. ~24°C). Pievasel ajal kaotab metsiktiilipi liin
ligikaudu poole rohkem vett (313,4 L/m?) kui tht1-1/tht1-2 mutantne liin (161,3 L/m?).

Oise veekao hindamiseks 12 tunni jooksul mélema tomatiliini puhul on kasutatud 10 tunni
keskmist (kella 20:00 - 6:00 vahemik). Vastavalt sellele kaotavad metsiktidpi taimed 606
jooksul pimedas viibides 52,6 L/m? vett, mis on samuti ligi poole rohkem vdrreldes HT1
mutantsete taimede veekaoga, mis on vastavalt 26,5 L/m? lehepindala kohta.

Oise ja pidevase veekao hinnangute kokkupanekul saab ennustada mélema tomatiliini

veekadusid pikemas perspektiivis.
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Tabel 2. Tomatiliinide tht1-1/tht1-2 ja WT veekao hinnangud gaasivahetuse tulemuste p&hjal (L/m?
lehepindala kohta). Tabelis on toodud ligikaudne veekao hinnang 12 tunni kohta pdevasel ajal
(valguse kdes), 12 tunni kohta Gisel ajal (pimedas), Uhe 66pdeva raames (24h) ning Ghe kuu (30

paeva) kohta.

thtl-1/tht1-2 WT erinevus (%)
Pievane veekadu (L/m?) 161,3 313,4 51,5
Oine veekadu (L/m?) 26,5 52,6 50,4
Odpaevane veekadu (L/m?) 187,8 366
Uhe kuu (30 paeva) veekadu 5634 10980 oL3
(L/m?)

2.3.2 Pouastress

Gaasivahetuskatsetes saadud tulemused viitasid sellele, et tdnu madalamale 6huldhede
juhtivusele on tht1-1/tht1-2 tomatitaimed oluliselt vett sddastvamad kui metsiktutpi taimed.
Vastavalt sellele seati eesmargiks uurida mutantsete ja metsiktiilipi tomatitaimede
vastupidavust pduale. PBuastressile vastupidavuse hindamise katseskeem- ja kirjeldus on
toodud peatiikis 2.2.4.2.

Erinevused metsiktltpi ja thtl-1/tht1-2 taimede vee kaotamise keskmistes kogustes
muutusid nahtavaks peale katse kolmandat naddalat (Joonis 16). Viiendal nddalal I16petati
poolte WT ja poolte mutantsete taimede kastmine, mille tulemusel hakkasid pduda
kannatavate taimede veekao trendid langema. Vastavalt gaasvahetuskatsetest tehtud
veesdastlikuse hinnangutele on pduastressi katse tulemustest nédha, et tht1-1/tht1-2 taimed
kaotavad vdahem vett kui metsiktildpi tomatitaimed. Veekasutuse erinevust toetavad

keskmised kastmiseks kulunud veekogused (Lisa 5).
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Joonis 16. PBuastressi katse keskmised pdevased kaotatud vee hulgad (g). Tulemused on joonisel
keskmistatud ja vearistid tahistavad + standardviga. Kuni viienda nddalani on valimi suurus mdlema
tomatiliini jaoks 20 taime, peale antud ajapunkti on valimite suurused 10 taime. Tihjade pottide

valimi suurus on 6 potti.

Kastmata metsiktllipi taimed vajusid silmnahtavalt longu 7.-8. nadala jooksul, kuid HT1
mutantsed taimed mitte. Katse 16puks olid regulaarselt kastetud taimed kasvult suuremad
kui kastmata taimed nii tht1-1/tht1-2 kui ka metsiktttpi taimede puhul (Lisa 6).

Peale kastmist olid taimed enamjaolt hasti taastunud, paljudel kastmata taimedel olid
alumiste lehtede servad poordumatult kahjustunud, eriti silmnahtav kahjustus esines

metsiktllpi taimedel (Joonis 17).
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Joonis 17. PGuastressi lle elanud metsiktiilpi taimede lehtede kahjustused peale kastmist ning

pouast taastumist.

Pduakatse teise korduse I6pus mdddeti mullaniiskuse mddtjaga (AT Soil Moisture Kit - HH2
niiskusemddtja ja ML3 sensor) kdikide pottide mulla niiskust (Lisa 7). Kastmata metsiktitpi
ja mutantsete tomatite potid on margatavamalt kuivemad vorreldes kastetud pottidega.
Kastmata tiihi pott 1 on samuti niiskem kui kastmata taimedega potid aga kuivem kui

kastetud potid.

2.3.2.1 Marg- ja kuivmass

Peale pduastressi katse 18ppu mdddeti taimede mairg-ja kuivmassi. Uldiselt olid p&uda
kannatanud taimed nii vaiksema marg- kui ka kuivmassiga, vorreldes kastetud taimede
tulemustega (Joonis 18. A,B)

Margmassi puhul esines statistiliselt oluline erinevus kastmata tht1-1/tht1-2 ja kastetud
metsiktllpi taimede vahel (p=0,005; Joonis 18. A). Lisaks erinesid statistiliselt oluliselt
omavahel pdua Ule elanud metsiktllpi taimede ja kastetud metsiktiilipi taimede massid
(p=0,003).

Ahjus kuivatatud taimede kuivmassi tulemustes esines rohkem erinevusi (Joonis 19. B) -
statistiliselt olulised erinevused esinesid pduda saanud ja kastetud tht1-1/tht1-2 taimede
vahel (p=0,002) ning kastetud tht1-1/tht1-2 ja kastmata metsiktiilipi taimede puhul (p=0,02).
Lisaks oli kastetud metsiktllpi taimede kuivmass statistiliselt oluliselt erinev teistest kolmest
grupist ehk kastetud WT vorrelduna kastmata tht1-1/tht1-2-ga (p<0,001), kastetud WT
vOrrelduna kastetud tht1-1/thtl-2-ga (p=0,001) ning kastetud metsiktiilip vorrelduna

kastmata metsiktilbiga (p<0,001).
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Kastetud ja kastmata taimede marg-ja kuivmasside vordlemiseks lahutati kastetud taimede
massist kastmata taimede mass ning saadud erinevused on toodud Joonise 18 (C) graafikul.
Metsiktliipi ja mutantsete taimede masside erinevusi omavahel vorreldes on metsiktilpi

taimede erinevused ligi poole suuremad.
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Joonis 18. (A) thtl-1/tht1-2 ja metsiktitpi taimede margmassi vdrdlus. (B) thtl-1/thtl-2 ja
metsiktidpi taimede kuivmassi vordlus. (C) Taimede kaalu erinevused. Iga tulba puhul on kastetud
taimede keskmisest lahutatud pduas viibinud taimede massid, vasakul on margmasside ja paremal
kuivmasside erinevused. Tulemused on joonisel keskmistatud ja vearistid tdhistavad * standardviga.
Tahtedega (a,b,c) tahistatud grupid on Uksteisest statistiliselt erinevad. (A) ja (B) puhul on valimi
suurus iga tulba jaoks 10 taime ning statistiline anallils teostati Uhefaktorilise ANOVA testiga ja

post-hoc testiks kasutati Tukey testi

2.4 Arutelu

2.4.1 HT1 kinaasi roll 6huldohede regulatsioonil

Gaasivahetuskatsete tulemustest selgus, et tht1-1/tht1-2 tomati fenotlup vastas varasemalt
miirloogas kirjeldatud retsessiivse htl-2 mutandi madalale dhuldhede juhtivusele ning
[CO,] muutustele tundetule fenotiiibile (Hashimoto et al., 2006). Tomati HT1 kinaaside DNA
jarjestused on ennustatud sekveneerimisandmete pohjal (Kevei et al., 2015), mis on

sarnased mudrloogas kirjeldatud HT1 jarjestustele (vt. peatikk 1.4). Varasemalt on ndidatud
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miirloogas HT1 interakteerumist MPK12 kinaasiga (Horak et al., 2016) ning tomati HT1
interakteerumist tomati MPK12 kinaasiga on naidatud in vitro (Toldsepp, 2019), mis annab
alust arvata, et kinaas toimib in vivo 8huldhede regulatsioonil paralleelselt miiirloogas
kirjeldatud rajale (vt. peatikk 1.3). Hariliku miirlooga puhul piisab HT1 kinaasi domeeni
jarjestusega manipuleerimisest CO, muutustele tundetu efekti saavutamiseks (Hashimoto et
al., 2006; Hashimoto-Sugimoto et al., 2016). Kiill ei ole teada, kas efekti avaldumine tomatis
s6ltub moélema HT1 geeni olemasolust vdi saab sama efekti saavutada ainult ihe mutantse
HT1 geeniga, sest mdlemad geenid on sarnased ja vGivad omada regulatoorset funktsiooni.
Sel juhul tuleks teha uued Uksikmutandid voi ristata tht1-1/tht1-2 tomateid tagasi
metsiktllpi taimedega, genotlipiseerida jarglased ning gaasivahetuskatsetega kirjeldada
thtl-1 ja tht1-2 taimede fenotiilpe. Uute Uksikmutantide tegemisel saab genereerida uusi
mutatsioone tomati HT1 geenis vOi geenides sarnaselt varasemalt milrloogas kirjeldatud
mutantidele. HT1 kinaasi puhul on leitud ka dominantseid mutatsioone, mille puhul
ohuldhed on rohkem avatud, kuid samuti ei reageeri slsihappegaasi kontsentratsiooni
muutustele (Hashimoto-Sugimoto et al., 2016; Horak et al., 2016). Kasvuhoonetes tomatite
kasvatamise puhul vdivad rohkem avatud Ohuldhed mdjuda taimede kasvule pigem
positiivselt, sest rohkem slisihappegaasi padseb taime sisse fotoslinteesi jaoks ning piisava
niiskuse hoidmisel tduseb veekasutuse efektiivsus (Zhang et al., 2017). Seega tasub testida
dominantse HT1 mutatsiooni efekti tomatitaimede kasvule.

Veel (heks variandiks on viia terve(d) tomati HT1 geen v&i geenid HT1 puudulikku harilikku
miirlooka, eesmargiga komplementeerida HT1 geeni funktsioon ja seega kinnitada tomati
HT1 kinaasi paralleelset toimimist. Sellele lisaks vGib in vitro kinaasi fosforilatsiooni testiga
ndidata, kas tomati HT1 kinaas on v@imeline interakteeruma hariliku muirlooga OST1,
MPK4, MPK12 ja GHR1 valkudega, kinnitamaks tomati homoloogse valgu osalemist
teadaolevas CO, signaalirajas. Nii hariliku muirlooga kui ka tomati puhul tasub CO,
muutustele reageerimiseks kasutatavat signaalirada edasi uurida, naiteks otsida veel HT1
kinaasiga interakteeruvaid ja CO, dhul6hede reguleeratsiooniraja komponente, mida HT1
reguleerib voi kaudselt mojutab. Ka tasub Ule kontrollimist, kas HT1 kinaas on vdimeline

mojutama SLAC1 anioonkanali aktiveerumist in vivo (Horak et al., 2016).

Nii mudrlooga kui ka tomati HT1 kinaasi 3D struktuuri ja vdimaliku multimeriseerumise
valjaselgitamine aitab samuti kinaasi interaktsioone paremini ennustada ja kontrollida.

Praegu teadaolev miiilrlooga HT1 kinaasi valja pakutud struktuurne mudel on ennustatud

43



HT1-le sarnase valgu pdhjal (Hashimoto-Sugimoto et al., 2016), mis ei pruugi olla korrektne.
Lisaks tasub tle kontrollida tht1-1/tht1-2 taimede dhul&hede arvukus ja suurus ning vorrelda
neid metsiktllpi taimede Oohuldhedega, et kinnitada efekti esinemist hairitud Shuldhede
regulatsiooni, mitte 6huléhede morfoloogia téttu (Hashimoto et al., 2006; Horak et al.,

2016).

2.4.2 Oine juhtivus ning avanemine valguse toimel

Oise dhuldhede juhtivuse tulemustest on nidha, et metsiktiilipi taimede dhuldhed alustasid
aeglast avanemist 66sel kella (ihe paiku ning pimeduses avanemine kiirenes parast kella viite
hommikul (Joonis 11). Samas mutantsete tht1-1/tht1-2 taimede 6huldhed hakkasid aeglaselt
avanema pimedas pérast kella viite hommikul. Oise juhtivuse tdus on pdhjustatud tsirkaadse
kella ritmist, mis valmistab taimi ette algavaks pdevaks ja vdimaldab fotoslinteesiks
sobilikku perioodi maksimaalselt dra kasutada (Kreps ja Kay, 1997; Lin et al., 2004). Oisel ajal
oli metsiktllpi taimede 6huldhede juhtivus kdrgem kui mutantsete taimede oma. Erinevus
juhtivuses kui ka avanemise algusajaks voib tuleneda sellest, et HT1 kinaasi ara rikkumine
mdojutab lisaks Ghuldhede regulatsioonile ka teisi protsesse. Raf-kinaaside osalust on
ndidatud taimedes ABA signaalirajas ja osmootsele stressile reageerimisel (Lin et al., 2020;
Takahashi et al., 2020), seega on vdimalik, et HT1 kinaasi puudumisel on hairitud 66paevast
ratmi reguleeriv protsess ning selle tottu avanevad tht1-1/tht1-2 taimede 6hulGhed hiljem.
Voimalik, et mutantsed taimed on kohanenud madalama dhuldhede juhtivusega voi ei suuda
Uletada HT1 kinaasi mutatsioonidest pohjustatud efekti, mille tottu ei toimu 60sel nii
ulatuslikku dhuldhede avanemist kui taheldati metsiktilpi taimede korral.

Hommikul kell 8 rakendatud valges valguses toimus dhulGhede juhtivuse tdus (Joonis 12).
Valguse rakendamine oli kohandatud vastavalt taimede kasvuperioodi 66paevasele ritmile
Percivali kasvukapis, samas katse alguse jooksul toimus UGleminek suveajalt talveajale ning
kasvukapis reziim ei muutunud, mis tdhendas, et tegelikult algas taimede jaoks talveaja jargi
pdev kell 7, mitte 8. Tsirkaadse kella poolt reguleeritud 6ine ohuldhede juhtivuse tous ja
valguses avanemise amplituud on tdanu valearvestusele mdjutatud, mille tdttu ei pruugi nii
kogu oise ja valguses avanemise juhtivuse muutused olla taiesti korrektsed. Siiski, valgusele
reageerimise reaktsioon on olemas molema liini puhul ja mdlemate juhtivused tdusid, kuid
thtl-1/tht1-2 taimede 6huldhed avanesid oluliselt aeglasemalt kui WT taimede 6huldhed

(Joonis 12). Aeglasem avanemine on tdendoliselt anioonkanalite, nditeks SLAC1 aktiivsuse
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tagajarg, mille tottu transporditakse dhuldhede sulgemiseks anioone sulgrakkudest vilja ja

ohuldhede avanemine on hairitud (Vahisalu et al., 2008).

2.4.3 Reageerimine CO, taseme muutustele

CO, kontsentratsiooni muutustele reageerimisel metsiktlipi taimede Shul6hed sulgusid
vastusena korgele, 800 ppm CO, kontsentratsioonile ning avanesid vastusena normaalsele,
400 ppm ja madala, 100 ppm CO, taseme rakendamisele (Joonis 13). Samas tht1-1/tht1-2
liini juhtivus nditas pidevat aeglaselt kasvavat dhul6hede juhtivuse trendi, olenemata CO,
kontsentratsioonist.  Antud efekti on tdheldatud varasemates toddes miuirlooga htl
mutantidega, kus gaasivahetuskatsetes toimus ht1-2 taimede ohuldhede juhtivuses vaike
tdus olenemata rakendatud CO, stiimulist (Hashimoto et al., 2006; Hashimoto-Sugimoto et
al., 2016). Kuna on ndidatud HT1 kinaasi osalust ning olulisust signaalrajas 6huldhede
sulgumisel vastusena kdrgele CO, kontsentratsioonile (Horak et al., 2016) vdib juhtivuse
muutuse panna samuti 66padevase ritmi arvele (Mas, 2004; Li et al., 2020). Samas 100 ppm
CO, kontsentratsiooni rakendamise tagajarjel toimunud trendi tdusu peatumine vdib
tuleneda 66pdevase ritmi pohjustatud avanemise haripunkti jdudmisest. Nimelt miirlooga
retsessiivse ht1-2 ja dominantse ht1-3 mutatsioonidega taimedel esines sarnane fenomen -
normaalse, 400ppm ja kdérge, 700; 800 vdi 2000 ppm [CO,] juures toimus vaevumargatav
tdus ning madala, 100 ppm kontsentratsiooni rakendamisel tdheldati koguni kerget langust
(Hashimoto et al., 2006; Hashimoto-Sugimoto et al., 2016). Nahtust ei osatud midrlooga
mutantide puhul seletada, kuid samuti sarnase nahtuse toimumine tomatis viitab
voimalikule universaalsele efektile. Tehes gaasivahetuse katseid mutantsete HT1 taimedega
madala CO, kontsentratsiooniga hommikul, Idunal ja dhtul saab maaratleda 66pdevase ritmi
moju tdheldatud fenomenile. Kui hommikusel ajal toimub madala [CO,] taseme
rakendamisel 6huléhede avanemine vdib arvatavasti tegu olla tsirkaadriitmi protsessiga, kui

hommikul toimuks samamoodi trendi langus on arvatavasti tegu millegi muuga.

2.4.4 Ohuldhede sulgumine vastusena VPD ja ABA rakendamisele

Veeauru rohu defitsiidi (VPD) rakendamisele reageerisid nii metsikttitpi kui ka tht1-1/tht1-2
taimed. Vastusena umbes 30% relatiivse Shuniiskuse langusele sulgusid nii metsikttdpi kui
ka HT1 mutantide ShulShed (Joonis 14). Samuti toimus mdlema liini puhul vastusena ABAle
ohuldhede sulgumine (Joonis 15). Mdlema sulgumisreaktsiooni puhul esines statistiliselt

oluline erinevus, mis on tingitud metsiktuubi ja thtl-1/tht1-2 taimede omavahelisest
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dhuldhede juhtivuse erinevusest. CO, muutustele reageerimise (A) graafikul on naha
thtl-1/tht1-2 tundetus muutustele, kuid nii nagu valguse rakendamisel reageerivad
mdlemad liinid VPDle ja ABAle. Lisaks toetab mutantse tomati metsiktilibile vordset voi
koguni natuke suurema amplituudiga reageerimisvdimet relatiivsete dhuldhede juhtivuste
vordlemine (Lisa 8). Siit saab jareldada, et HT1 mutantsete tomatitaimede ABA signaalirada
on samamoodi funktsionaalne nagu hariliku muirlooga htl taimedes (Hashimoto et al.,
2006; Hashimoto-Sugimoto et al., 2016; Horak et al., 2016). Nii VPD ShulShede juhtivuse kui
relatiivse 6huniiskuse graafikult on ndha stiimuli rakendamise ajal kerget tdusu trendi, mis
voib tuleneda VPD jaoks kasutatava spiraali Umber jda sulamisest ja seega spiraali
soojenemisest. Samas ei toimunud dhuldhede tempokat avanemist peale kdrgema relatiivse
Ohuniiskuse taastamist. Kuna katse viidi labi dhtupoolsel ajal oli dhuldhede avanemine

piiratud tsirkaadse kella poolt, mis valmistas taimi ette saabuvaks 66ks (Mas, 2004).

2.4.5 Pouastress

Pottide kaalumisel ja vastavalt sellele kastmiseks kasutatava vee hulga kontrollimisel saab
hinnata taimede veekasutust. Seda meetodit kasutades on naha erinevust metsiktidlpi ja
thtl-1/tht1-2 taimede veekasutuste vahel. Katse tulemuste korrektsus on kisitav - andmete
analttsimisel oli ndha margatavaid erinevusi esimese ja teise katseseeria tulemuste vahel nii
taimede veekasutuse, marg- ja kuivmassi osas. Suure tdendosusega tekitasid erinevused
tehnilised torked Percivali kasvukapiga, mille tulemusel ei olnud teise katseseeria taimede
kasvutingimused samad mis esimese seeria ajal. Kasvukapi probleemid mdjutasid
temperatuuri ja relatiivset dhuniiskust, mistdttu ei olnud nii mulla pinnalt kui ka taimede
transpiratsioonist auruv veehulk stabiilne. Huvitaval kombel mdjusid temperatuuri
kéikumised taimede kasvu soodustavalt, sest ebastabiilsetes tingimustes viibinud taimed olid
kasvult suuremad ja vahem stressis kui kontrollitud temperatuuri ja 6huniiskuse tingimustes
kasvanud taimed. Antud nahtusele ei ole loogilist seletust valja pakkuda, kill aga tasub
fenomeni proovida tuleviku katsetes replitseerida nii miirlooga kui tomatitaimedega ning
onnestumise korral hakata pdhjuseid valja selgitama.

Meetodi tiheks miinuspooleks on jooksvalt hinnata kasvavate taimede massi. Poti ja potis
olevale kasvusubstraadile lisandub jark-jargult taime mass, mis vdib kaalu tosta
slsihappegaasist seotud stsiniku arvelt. Tanu taime kasvule on keeruline leida ajapunkt, kus
taime transpiratsioon hakkab erinema mulla pinnalt aurunud vee kogusest. Alternatiivselt

saab pduastressi modju taimele hinnata regulaarse vOi paar korda nadala jooksul
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gaasivahetuse mddtmisel ilma teisi stiimuleid rakendamata - taime transpiratsioon on
eraldatud mullast auruva vee kogusest ning usaldusvaarsemateks tulemusteks saab
omavahel vérrelda veekulu gaasivahetuse ning pottide kaalumise andmete abil (de Ollas et
al., 2019).

PSuastressi katse viimasel nadalal toimub nii metsiktiapi kui tht1-1/tht1-2 taimedes veekao
langus. Nahtus on suure tdendosusega juurte kasvuruumi puudumise tagajarg, sest vaikestes
pottides on tomatitaimede kasv hairitud ka piisava koguse vee ja toitainete kattesaadavusel
(Ruff et al., 1987). Tiihja poti vee kaotamise langus tekkis juba peale kolmandat nadalat, sest
selleks ajaks olid tomatitaimed piisavalt suureks kasvanud, et hakata lehtedega mullapinda
varjutama. Varju tekkimisel ei aurustunud mulla pinnal vett valguse soojuse mdjul, tekitades
tihjade pottide aurumises trendi languse. Lehtede varju abil mulla pinnalt vee aurumise
vahendamine on Uks viis taimede kasvatamisel vett sadsta, milleks tuleb taimed Uksteisele
lahemale istutada (Zhang et al., 2017).

Seitsmendal nadalal langeb pduaste taimede veekadu allapoole tiihja poti aurumist. Kui seal
kohal pduaste taimede veekaost arvestada tiihja poti ehk mullapinna aurumine maha on
tulemuseks negatiivne vaartus. Mullaniiskuse anduriga pottide modtmisest selgus, et
pouaste taimedega potid on kuivemad kui kastmata tihi pott (Lisa 7). Taimede juured
imavad mullast vee transpiratsiooni abil kiiremini valja, vOrreldes vee passiivset aurumist
mulla pinnalt. Seega tegu ei ole seal negatiivse transpiratsiooniga vaid mullapinna kuivamiste

kiiruste erinevusest tulelenud efektiga.

Marg- ja kuivmassi maaramisel esines WT ja mutantsete tomatitaimede masside vahel
statistiliselt oluline erinevus (Joonis 18). Metsiktllpi taimed toodavad keskmiselt rohkem
biomassi kui tht1-1/tht1-2 mutantsed taimed. WT kastetud taimede margmassi oli umbes
17% rohkem vorreldes HT1 mutantse margmassiga, samas kastmata taimede mass oli
peaaegu vordne. Kuivmasse vorreldes on kastetud taimede vaheline erinevus 27% ringis,
kuid kastmata taimede puhul on keskmine kuivmass sarnane. HT1 mutantsed taimed vdivad
kill kasvult vaiksemad olla aga eelis metsiktlilipi taimede ees on pikemale pduale paremini
vastu pidada, mida toetab katse |8pus kastmata tht1-1/tht1-2 ja WT taimede visuaalne
vordlus (Lisa 6). Tomateid kasvatatakse peamiselt kasvuhoonetes kontrollitud tingimustes,
seega tasuks paralleelne efekt saavutada naiteks avamaal kasvavas pd&llukultuuris ja uurida

HT1 kinaasi mdju pollukultuuri kasvule ja saagikusele, kui veeressursid on limiteeritud.
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Kokkuvote

HT1 kinaasi vajalikkust dhuldhede reageerimiseks Umbritseva keskkonna siisihappegaasi
taseme muutustele on varasemalt ndidatud harilikus milrloogas. Mutatsioonid HT1 kinaasis
pbhjustasid Shuléhede vdimetuse reguleerida &hupilu avatust vastusena CO,
kontsentratsiooni muutustele. Antud kinaasi funktsioonide edasi uurimiseks muudeti
CRISPR/Cas9 siisteemi abil kultiveeritud tomati M82 liini kahte geeni, mis sarnanesid
muurlooga HT1 jarjestusele.

Gaasivahetuse katsete tulemustest selgus, et topeltmutantsete tht1-1/tht1-2 tomatitaimede
dhuldhed ei olnud samuti vdimelised reageerima CO, kontsentratsiooni muutustele.
Vorreldes metsiktlilipi tomatitaimedega oli mutantsete tomatite Ghuldhede juhtivus
madalam, mis vastas mudrloogas kirjeldatud retsessiivsete ht1 mutatsioonide fenotilbile.
Samuti olid thtl-1/tht1-2 taimede 8huldhed véimelised reageerima valgele valgusele, VPD
rakendamisele ning ABAga pritsimisele, kinnitades HT1 kinaasi toimimist omaette rajas.
Mudrloogas on ndidatud CO, tundetu fenotilbi avaldumist Ghe konkreetse HT1 kinaasiga
manipuleerimisel. Tomati puhul tasub edaspidistes uuringutes testida, kas oOhuldhede
regulatsiooniks on vajalikud molemad ennustatud tHT1 geenidelt toodetavad kinaasid. On
voimalik, et vaadeldud efekti saavutab ka thtl-1 voi thtl-2 Uksikmutantsetes
tomatitaimedes.

PBuastressile vastupidavuse hindamisel oli katse |0pus visuaalselt ndha, et kastmata
metsiktlilipi taimed olid pdua tulemusel narbunud, tht1-1/tht1-2 taimed olid samas pduale
hasti vastu pidanud. Taimede biomasse vorreldes olid WT taimed tht1-1/tht1-2 taimedest
oluliselt suurema massiga, kuid pdua tingimustes ei esinenud WT ja tht1-1/tht1-2 taimede
masside vahel olulist erinevust. Seetéttu on kuivades tingimustes pduastressile
vastupidavamate thtl mutantsete taimede kasvatamine kasulik. Uldiselt kasvatatakse
tomatitaimi kasvuhoonetes kontrollitud mulla ja dhuniiskuse tingimustes, mille tottu oleks
kasulik katsetada ht1 mutatsioonide pduakindluse efekti kuivas polluharimispiirkonnas méne

avamaa pollukultuuriga.
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Resiimee

The role of the HT1 kinase in stomatal regulation of tomato plants
Triinu Arjus
Summary

The role of HT1 kinase in stomatal regulation in response to ambient CO, concentration
change has previously been reported in Arabidopsis thaliana. As a result of mutations in HT1
kinase, stomata became unable to respond to changes in surrounding CO, levels. To further
study HT1 functions, CRISPR/Cas9 method was used on cultivated tomato (S. lycopresicum)
line M82 in order to manipulate two putative HT1 genes, which were similar to A. thaliana
HT1 gene sequence.

The gas-exchange experiments showed the double-mutant tht1-1/tht1-2 tomato plants were
also unable to react to changes in ambient CO, concentration. Compared to the wild-type
the mutant tomato plants displayed lower stomatal conductance, which corresponds to the
previously described phenotype in Arabidopsis plants with recessive htl mutations. The
stomata of thtl-1/tht1-2 plants were able to react to white light, VPD and ABA, confirming
that HT1 functions in its own pathway. The CO,-insensitive phenotype in A. thaliana
manifests itself when only HT1 has been manipulated with, however in tomato it remains to
be addressed whether both putative HT1 kinases are required for stomatal regulation or
same effect can be achieved with either tht1-1 or tht1-2 mutation.

From the drought-stress experiment it was observed that unwatered tht1-1/thtl-2 plants
handled the aridity better, compared to wilted unwatered WT counterparts. Watered WT
tomatoes had greater biomass weight than htl mutant plants, however in drought
conditions the weights of WT and ht1 mutant plants had no significant difference. Hence, in
case of longer-lasting drought periods, it is more practical to grow the tht1 plants, which can
overcome water deficiency better than wild-type. Tomato plants are generally grown in
greenhouses with controlled soil moisture and air humidity, thus it would be practical to test
the htl mutation drought-tolerance effect in field grown crop species, especially in generally

arid regions.
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Lisad

Lisa 1
ABA stock lahus - 1ml stock 100mM (96% etanoolis), 0,0264g ABA pulbrit (264,32g/mol) 1ml

96% EtOH
ABA toolahus - 10ml 10uM: 10l 10mM stock lahust, 2,4ul SILWET, ~10ml H,0

Lisa 2

LB RB

NOSp:NP
TI-OCST

J

\ Binaarne vektor

Joonis 19. Mutantsete HT1 (thtl-1/tht1-2) tomatite valmistamiseks konstrueeritud ja kasutatud

binaarne vektor. Vektor sisaldab endas antibiootikumi (kanamdtsiini) resistentsusgeeni.

Lisa 3

thtl-1/tht1-2 tomatite genotlpiseerimisel kasutatud praimerite jarjestused

tHT1-1-F: ATTTGCGATCCTTGACTCGTAGT
tHT1-1-R: ATGTCCCAAAATCTGCAACCTTG

tHT1-2-F: TGTAAGAAACCTCCCGTGTACTG
tHT1-2-R: CCTGAACTGGTGTCATTCCTTGA
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Lisa 4

VPD
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Joonis 20. Gaasivahetuse katsetes rakendatud VPD stiimuli relatiivse dhuniiskuse graafik. Tulemused

on joonisel keskmistatud ja vearistid tahistavad + standardviga.

Lisa 5
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Joonis 21. PGuastressi katses keskmine kastmiseks kulunud veehulk (g). Tulemused on joonisel

keskmistatud ja vearistid tahistavad + standardviga.
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Joonis 22. Pduastressi katse taimede vdrdlused. (A) Vasakul pool kastetud thti-1/thtl-2 taim,
paremal kastmata tht1-1/tht1-2 taim. (B) Vasakul pool kastetud metsiktutpi taim, paremal kastmata
metsiktGdpi taim. (C) Vasakul pool kastmata metsiktiiGipi taim, paremal kastmata tht1-1/tht1-2 taim.

(D) Vasakul pool kastetud metsiktiiipi taim, paremal kastetud tht1-1/tht1-2 taim.
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Lisa 7

50—

40-

30+

% vol

20

Joonis 23. Pouastressi teise katseseeria I0pus pottide mullaniiskuse médtmise tulemused. Taimedega
pottide puhul on iga tulba kohta valimi suurus 5 potti, iga tiihja poti tulba puhul on valimi suurus 1.

Tulemused on joonisel keskmistatud ja vearistid tahistavad + standardviga.
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Joonis 24. Gaasivahetuse katsete o6hulGhede relatiivsed Ghuldhede juhtivuse muutused. (A) VPD
reaktsiooni relatiivsed 6hul6hede juhtivuse muutused. (B) ABA reaktsiooni relatiivsed Ghuldhede

juhtivuse muutused. Tulemused on joonisel keskmistatud ja vearistid tdhistavad + standardviga.
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