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Kasutatud lithendid

ABA — abscisic acid — 6huldhede sulgumist ja avanemist stimuleeriv taimehormoon, mille
slintees suureneb stressiolukorras (nditeks veekadu, ekstreemsed temperatuurid), leidub
kloroplastides ja plastitsiidides

ACC oksiidaas — 1-aminocyclopropane-1-carbocylic acid oxydase — votmeensiiiim etiileeni
biostinteesis

cGMP - cyclic guanosine monophosphate — teisene signaalmolekul, mis mdjutab ABA-st
stimuleeritud dhuldohede sulgumist

CPTIO - 2-(4-carboxyphenyl)-4,5-dihydro-4,4,5,5-tetramethyl-1H-imidazolyl-1-oxy-3-oxide —
orgaaniline radikaal, mis védhendab taimes ldmmastikoksiidide hulka, véltimaks selle
tilekiillust

MDA — malondialdehyde — ROS:i reaktsioonide tagajirjel tekkiv taimedele miirgine aine,
mille koguse jargi organismis on vdimalik médrata okstidatiivse stressi taset.

NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate — elektrondoonor, mis osaleb NOS

indutseeritud ldmmastikoksiidide siinteesil

NOS — nitric oxide synthases — lammastikoksiide siinteesivad ensiiiimid, mis toodavad
lammastikoksiidi aminohappe L-arginiini abil.

NOx — kokkuvdttev lithend, mille all moeldakse ldmmastikoksiidi (NO) ja
lammastikdioksiidi (NO2)

NR — nitrate reductase — taimes iiks peamine ensiiiim ldmmastikoksiidide siinteesiks,
nitraadi reduktaasi kaasabil muudetakse nitraat (NOs) nitritiks (NO2’), monel juhul ka
lammastikoksiidiks.

NiR — nitrite reductase — ensiiim, mis Kkataliiisib nitriti (NO2") redutseerimist
ammoouniumiooniks (NH4")

NiNOR - nitrite-NO reductase — ensiiiim, mille kaasabil muudetakse nitrit (NO2)
lammastikoksiidiks (NO)

ROS - reactive oxygen species — keemiliselt aktiivsed hapnikiihendid, mis on olulised raku
signaalmolekulid, kuid liigses koguses pohjustavad taimes oksiidatiivset stressi ja

rakusurma.



SNP — sodium nitroprusside — lammastikoksiidi doonor, mis stressiolukorras vabastab NO,

vahendamaks reaktiivsete hapnikuiihendite toksilisust taimes



Sissejuhatus

Lammastiksaastet tekitavate tOOstusharude kiire kasvu tagajirjel on suurenenud
lammastikoksiidide sisaldus atmosfddris ning sellest tulenevalt on lammastikoksiide kui
saasteainet vidga palju uuritud (Aneja jt. 2012). Niiteks on avastatud, et kdige enam
toodetakse lammastikoksiide linnastunud aladel, kuna seal on palju ldmmastikoksiide
emiteerivaid liiklusvahendeid ning t6ostusharusid (Vitousek jt. 1997; Galloway jt. 2004).
On leitud, et lammastioksiidid on inimtervisele kahjulikud, tekitades kopsuturset ning
mdjutades kesknérvisiisteemi (Kampa ja Castanas, 2008). Lisaks inimtervise kahjustamisele
tekitavad lammastikoksiidid keemiliste reaktsioonide tagajirjel ka timbritsevas keskkonnas
erinevaid probleeme, mida saab vaadata globaalsel ja lokaalsel tasandil. Suurimad
globaalsed probleemid, mida l&mmastikoksiidid endaga kaasa toovad on osoonikihi
lagunemine ning globaalne soojenemine (VanLoon ja Duffy, 2011). Lokaalse probleemina
voib vaadata happevihmade teket (VanLoon ja Duffy, 2011). Lisaks inimtekkelistele
saasteallikatele paisatakse ldammastikoksiide atmosfdadri ka looduslike protsesside
tulemusena (Joonis 1). Suurimad ldmmastikoksiidide emissioonid toimuvad ookeanist ja
mullast denitrifikatsiooni tagajérjel, mingil méaéral satub lammastikoksiide (NO) atmosfaari
ka dikesetormide tottu (Aneja jt. 2001; Fowler jt. 2013). Lammastikoksiide omastavad otse
atmosfadrist mullas olevad lammastikku fikseerivad bakterid ning taimed (Aneja jt. 2001).
Inimsaastelise ja loodusliku tekkega ldmmastikoksiidide emissioon atmosfddri on

hinnanguliselt 68,5 Tg aastas (Fowler jt. 2013).
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Joonis 1. Reaktiivsete ldmmastikoksiidide emissioon, transport, transformeerumine ja

depositsioon. Modifitseeritud Aneja jt. (2001) jérgi.

Kuigi lammastikoksiide on saasteainena palju uuritud, on jitkuvalt védhe teada, kas ja mil
moel mojutavad erinevad lammastikoksiidide kontsentratsioonid taimi, nende kasvu ja
arengut. Limmastikoksiidi (NO) ja lammastikdioksiidi (NO2) produktsiooni taimede eneste
poolt uuris esimest korda Klepper 1979. aastal. Pirast seda on aina enam hakatud uurima
lammastikoksiidide  funktsioone taimes ning iiheksakiimnendatel kinnitati, et
lammastikoksiid (NO) on taimes oluline signaalmolekul (Durner ja Klessig, 1999).
Sellegipoolest ei oldud antud sajandi alguses veel kindlad, kas lammastikoksiid toimib taime
kasvu ja arengu regulaatorina (Beligni ja Lamattina, 2001), kuna teistsuguste
kontsentratsioonide juures toimib lammastikoksiid hoopis kasvu inhibiitorina (Siddiqui jt.
2011). Hetkel on veel iisna vdhe wuuritud, kuidas modjutab Idmmastikoksiidide
kontsentratsioonide suurenemine keskkonnas taimekasvu, fotosiinteesi ja rakuhingamist
(Sparks 2009). Samavorra liinklik on teave ka taime poolt emiteeritavate Iimmastikoksiidide

mojust nii taime enda filisioloogiale kui ka timbritsevale keskkonnale (Gruber ja Galloway,
2008).



Taim silinteesib hormoonina toimivaid ldmmastikoksiide ka ise. Teatakse, et
lammastikoksiidide siintees taimes toimub nitraadi reduktaasi (NR) kaasabil voi lébi
lammastikoksiidide siinteesi raja (NOS), mis on pohiline NO allikas taimes (Campell, 1999;
Frohlich ja Durner, 2011). Hetkel on iiheks aktuaalsemaks teemaks taimefiisioloogias ka
alternatiivsete lammastikoksiidiradade tuvastamine taimedes (Vandelle jt 2007). Samuti on
veel tdielikult teadmata, kas ja kuidas voivad keskkonnatingimused erinevate

lammastikoksiidide slinteesiradade aktiveerumist mojutada (Dwivedi jt. 2012).

Antud referatiivse t00 eesmérk on uurida 1) millised on levinumate lammastikoksiidide
emissiooni allikad, keskendudes peamiselt looduslikele lammastikoksiidide allikatele 2) mis
on tdnaseks teada ldmmastikoksiidide siinteesist taimedes ning kuivord ja kas taimed
omastavad lammastikoksiide ka eksogeense saastena 3) kuidas ja kas taime enda poolt
stinteesitud ning inimtekkelised lammastikoksiidid m&jutavad taime fiisioloogiat 4) kuidas
mdjutavad taimes lammastikoksiidide signaliseerimist, emissiooni ja omastamist erinevad

keskkonnatingimused.



1. Lammastikoksiidide allikad

1.1 Antropogeenne limmastikoksiidide saaste

Viimase saja aasta jooksul on inimtegevuse tagajirjel lammastikoksiidide kontsentratsioon
atmosfiiris mérgatavalt suurenenud (Aneja jt. 2001). Uheks peamiseks pdhjuseks on olnud
fossiilsete kiituste (nafta, kivisiisi, maagaas) ja biomassi poletamine. Kui 1920ndatel kasutati
veidi alla 200 kg nafta ekvivalenti inimese kohta, siis aastaks 2000 oli nafta kasutamine
suurenenud juba pea 1200 kg ekvivalent inimese kohta (Aneja jt. 2001). Fowler jt. (2013)
on ndidanud, et fossiilsete kiituste ja biomassi pdletamise tagajirjel paisatakse loodusesse 35
Tg lammastikoksiide (NOx) aastas. Dilammastikoksiidi (N2O) satub loodusesse ka
lammastikvietiste kasutamisel, kariloomade kasvatamise tagajérjel ning vihemal mééaral
lammastikhappe tootmisel. Warnek (2000) on nédidanud, et inimtegevuse tagajirjel satub
atmosfaari keskmiselt 9,4 Tg dilimmastikoksiidi aastas. Kuna inimtekkeline saastamine on
hoogustunud, voib see kogus olla kasvanud. Vitousek jt. (1997) on vilja toonud, et
atmosfairi paisatud ldmmastikoksiidid on 80% ulatuses ja dildmmastikoksiidid on 40%

ulatuses antropogeense péritoluga.

Lammastikoksiidide liigne emissioon tekitab keskkonnas erinevaid probleeme, mis vdivad
olla nii globaalse kui lokaalse tdhtsusega. Liammastikoksiidid reageerivad stratosfdiris
osooniga (Os), tuues endaga kaasa osoonikihi lagunemise (VanLoon ja Duffy, 2011). Selle
tagajérjel satub atmosfédri liigses koguses UV-kiirgust, mis tekitab elusloodusele kahjulikku
moju, pérssides nditeks fotosiinteesi, tekitades DNA kahjustusi ja pohjustades muutusi
valkude siinteesis (Martinez-Liischer jt. 2013). Osoonikihi lagunemise tagajérjel satub
atmosfaéri rohkem energiat, mis maapinnal muudetakse soojusenergiaks. Kuna atmosfédris
on suurenenud kasvuhoonegaaside hulk, mis ei lase soojusenergiat enam kosmosesse vaid
peegeldab selle maale tagasi, hakkab Maa keskmine temperatuur tdusma, tuues endaga kaasa
globaalse soojenemise (VanLoon ja Duffy, 2011). Lammastikoksiid (NO),
lammastikdioksiid (NO2) ja dildimmastikoksiid (N20) on tuntud kasuvhoonegaasid.
Vorreldes siisihappegaasi molekuliga on dildmmastikoksiidi molekulil 290 korda suurem
voime hoida soojust atmosfddris kinni (Bowatte jt. 2014). Seetottu pdhjustab

dilammastikoksiid 7% prognoositust kliimasoojenemisest (Smart ja Bloom, 2001).



Kliimamuutuste tagajirjel voib halveneda mullakvaliteet, tekkida iileujutuste oht ning tdusta
temperatuur, tekitades taimede eluks ebasobivaid keskkonnatingimusi, mille tagajérjeks

voib olla bioloogilise mitmekesisuse vihenemine (McCarty, 2001).

Kuigi dilammastikoksiid on stratosfddris vdga aktiivne ning pdhjustab osoonikihi
lagunemist, ei oma N2O troposfaéris erilist mdju (Warneck, 1999). Ka lammastikdioksiidi
okstidatsiooni 16pp-produktiks olev HNO3z on troposfaéris stabiilne tthend. HNO3 sadeneb
maapinnale kuiv- vdi mérgdepositsioonil, mis voib endaga kaasa tuua mulla hapestumist
(Warneck, 1999). Happelisem muld ei pruugi enam taimedele eluks sobilik olla. Olenevalt
liigist ja funktsionaalsest kuuluvusest v3ib happevihm oluliselt mdjutada taime kasvu voi
lausa pdhjustada taimede suremust. Niiteks on tdheldatud, et happevihmad vodivad
pohjustada taimelehtedel vahakihi kaotust, mille tagajirjel suureneb veekadu ning leht
kuivab (Wang jt. 2012).

Kuigi suur osa ldmmastikoksiide emissioonist on inimtekkelise piritoluga, on leitud, et
lammastikoksiide ja dilammastikoksiidi eraldub keskkonda ka mitmete looduslike
protsesside tagajarjel (De Marco jt. 2013).

1.2 Looduslikud lammastikoksiidide allikad

Looduslike protsesside tagajarjel satub ldmmastikoksiide keskkonda mullast, ookeanidest,
vulkaanipursete, metsatulekahjude ja dikesetormide tottu (Aneja jt. 2001, Fowler jt. 2013).
Liammastikoksiidide  emissioon mullast soltub  mullatiiiibist, taimekooslustest,
temperatuurist, niiskustasemest ning mullas olevatest toitainetest (Oertel jt. 2012). Naiteks
okasmetsades on keskmiselt suurem lammastikoksiidide emissioon kui lehtmetsades, kuna
seal on suurem lammastiku depositsioon ning madalam niiskustase (Pilegaard jt. 2006).
Mullas reguleerivad lammastikoksiidide emissiooni mullabakterid ning nende tekitatud
nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni protsessid. Nitrifikatsiooni reguleerivad aeroobsed
bakterid, mille kdigus muudetakse ammoniaak nitraatideks (Bremner ja Blackmer, 1978).
Denitrifikatsiooni reguleerivad anaeroobsed bakterid, kes muudavad nitraadid voi nitritid

gaasiliseks dilammastikoksiidiks (N20) ja lammastikuks (N2). Warneck (1999) on ndidanud,
9



et looduslike protsesside tagajarjel on keskmine N2O emissioon 16,4 Tg aastas, kuid

uuemate andmete kohaselt (Fower jt. 2013) on see kogus 185 Tg aastas.

Mitmete uuringute tulemused (Smart ja Bloom, 2001; Baggs & Philippot, 2010) on
ndidanud, et taim vaib dilammastikoksiidi (N20) emiteerida kahel viisil. Esimese variandina
vabaneb  dildimmastikoksiidi  taimes  fotoassimilatsiooni  kdigus, kui madala
energiasisaldusega anorgaanilised iihendid muudetakse korge energiasisaldusega
orgaanilisteks iihenditeks (Taiz ja Zeiger, 2010b). Kuna suurimad dilammastikoksiidi (N20O)
allikad on tekkinud mullas nitrifikatsiooni ja denitrifikatsiooni protsesside tagajérjel (Moir,
2011), arvatakse, et taim kditub ka vaheliilina mulla ja atmosfdéri vahel, omastades N.O
juurtega mullast ning transportides selle lehtedesse, kus dildmmastikoksiid vabaneb
atmosfaari (Baruah jt. 2011; Bowatte jt. 2014). Samas viitis Smart ja Bloom (2001), et taime
N20 emissioon atmosfédri on véike ning taimed vabastavad N20O, kui timbritsevas mullas on
dilimmastiku konsentratsioon iile normi ehk ligikaudu 315 nmol-mol™. On niidatud, et
dilimmastikoksiidi vood suurenevad mullatemperatuuri ja niiskuse toustes (Warneck,
1999). Ka Moir (2011) véitis oma raamatus ,,Nitrogen cycling in bacteria: Molecular
analysis®, et ei saa olla kindel, kas taim stinteesib vabanevat dilimmastikoksiidi ise voi

osaleb vaheliilina mulla ja atmosféédri vahel.

Aneja jt. (2001) on ndidanud, et dikese poolt fikseerides satub ldmmastikoksiide ja
lammastikdioksiide (NOx) atmosfddri 8 Tg aastas. Lammastikoksiidide emissioon
biosfddrist soltub mullast omastatud voi lehes siinteesitud ldmmastikoksiidide hulgast.
Fowler jt (2013) on ndidanud, et mullast vabaneb aastas 5 Tg NO. Lammastikoksiidi (NO)
vahetus vorreldes lammastikdioksiidiga (NO2) on atmosféiri ja biosfddri vahel vdike, kuna
NO reageerib atmosfaaris kiiresti NO2-ks (Taylor jt. 2012; Fehsenfeld jt. 1992). Simpson jt.
(1999) on ndidanud, et limmastikoksiidide emissioon lehtedest voib olla kuni 1,5 Tg aastas.
Lammastikoksiidide vabanemine taimedest muutub erinevate biootiliste ja abiootiliste
hairingute tottu. Biootilistest hdiringutest on tuntumad herbivooria (Throop jt. 2004) ning
viirused (Balachandran jt. 1997). Abiootilistest stressitekitajatest voOib vilja tuua
ekstreemsed temperatuurid (Mahajan ja Tuteja, 2005; Song jt. 2008), liigse soolsuse (Zhao
jt. 2004), vee tilekiilluse voi selle puuduse (Garcia-Mata ja Lamattina, 2001; Song jt. 2008).

10



On tédheldatud, et stressitekitajate tottu algab taimes aktiivne lammastikoksiidide siintees,
mille tagajérjel algselt lammastikoksiidide emissioon taimest suureneb. Siinteesitud
lammastikoksiid kditub taimes antioksiidandina, kuid samal ajal toimib ka Ghuldhesid
sulgeva signaalmolekulina. Ohuldhede sulgudes limmastikoksiidide emissioon atmosfairi

taas viaheneb (Neill jt. 2008).
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2. Taimeomased limmastikoksiidid

2.1 Taimeomaste limmastikoksiidide omastamine ja siintees

Taimed omastavad lammastikoksiide juurtega mullast voi lehestiku kaudu atmosfairist
(Stulen jt. 1998). Omastatud lammastikoksiidid mojutavad taime kasvu ja arengut (Jin jt.
2009), osaledes niiteks Oic arengus (He jt. 2004), juure kasvul (Leshem, 1996) ning
ohuldohede sulgumise protsessis (Neill jt. 2008). Samuti vdhendab ldmmastikoksiid
oksiidatiivset stressi (Zhao jt. 2008), pikendades seeldbi taime eluiga. Taimede suutlikus
omastada ja siinteesida erinevaid lammastikoksiide (NO, NOz, N20) soltub mitmetest
tingimustest, sealhulgas valguse intensiivsusest, hapniku olemasolust, temperatuurist ning
lammastiku enda sisaldusest taimes (Neubert jt. 1993; Weber ja Rennenberg, 1996; Sparks
jt. 2001). Kuna atmosfédris reageerib NO kiiresti NO,, omastavad taimed lammastikoksiidi
(NO) peamiselt mullast (Taylor jt. 2012; Davidson ja Kingerlee, 1997). Seejuures taimed
mitte liksnes ei omasta mullast ja atmosféddrist saadaolevat ldmmastikoksiidi, vaid on
voimelised ka ise siinteesima ning emiteerima méarkimisvaérses koguses NO-d (Durner ja
Klessig, 1999). Uldjoontes on niidatud, et mingi punktini limmastikoksiidi olemasolu
soodustab taimekasvu ja elutegevust, kuid liigses kontsentratsioonis hakkab see tekitama
stressi, paraku konkreetseid kontsentratsioone ja kaasfaktoreid, mis mojutavad taim-

lammastikoksiid seoseid, on veel vdhe wuuritud (Beligni ja Lamattina, 2001).

Eelmise sajandi 16pus on ndidatud (Wildt jt. 1997), et valguse juuresolekul eraldasid taimed
fotosiinteesi ajal lammastikoksiidi nitraadi ja ammooniumi omastamise kaigus, kuid ainult
ammooniumi omastamisel lammastikoksiidi emissiooni ei toimunud. Wild jt. (1997)
nditasid ka, et NO emissioon taimest toimub pérast herbitsiididega tootlemist ning
anaeroobses ja pimedas keskkonnas, kuid vorreldes valges toimuva NO eraldumisega,
vihenes pimedas NO eraldamine maérgatavalt. Praeguseks on leitud, et limmastikoksiidide
slintees taimedest suureneb enamikes stressisituatsioonides (Corpas jt. 2011) ning on
avastatud mitmed ensiimaatilised ja mitteensiimaatilised protsessid, mis toodavad taimes
lammastikoksiide. Teadaolevalt toimub lammastikoksiidide tootmine taimes peamiselt

spetsiifiliste lammastikoksiide siinteesivate ensiitimide (NOS) v6i nitraadi reduktaasi (NR)
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abil (Neill jt. 2003). Arvatakse, et lisaks neile siinteesirajadele leidub taimedes ka
alternatiivseid siinteesiradasid (Vandelle jt. 2007; Neill jt. 2008; Tewari jt. 2013).

Ajalooliselt leiti taimedest ldmmastikoksiide tootvad ensiiimid otsides inimese NOS
ensiitimide analooge (Lundberg jt. 2008; Correa-Aragunde jt. 2013). On leitud, et rohevetika
(Ostreococcus tauri) ja inimese NOS ensiiiimid on ~45% sarnased (Foresi jt. 2010).
Taimerakkudes siinteesitakse ldmmastikoksiide NOS ensiilime kasutades aminohappe
L-arginiini abil, mis reageerib elektrondoonori-NADPH-ga ja hapnikuga Wojtaszek (2000)
(Joonis 2). Reaktsiooni tulemusena vabaneb lammastikoksiid (NO) ning kaasproduktina
aminohapete hulka kuuluv tsitrulliin (Andrew ja Mayer, 1999; Neill jt. 2003). Arvatakse, et
taimedes on lisaks NOSile veel sarnaseid ensiiime, mis kasutavad ldmmastikoksiidi
tootmiseks L-arginiini, kuid ei ole teada, milline on nende voimalike ensiilimide biokeemia

ning kuidas nad L-arginiini kasutavad (Neill jt. 2008).

L-Arginine + O2 + NADPH

NOS l

Tsitrulliin + HO +~ NADP+

Joonis 2. Lihtsustatud skeem NOS-indutseeritud NO siinteesist. Modifitseeritud Wojtaszek
(2000) jargi.

Teine taimedes hasti uuritud kataliisaator lammastikoksiidide siinteesil on nitraadi reduktaas

(NR) (Joonis 3), mille abil muudetakse tsiitoplasmas nitraatioonid (NO3’) nitritiooniks

(NO2). Nitritioonid transporditakse edasi kloroplastidesse, kus nad muudetakse nitriti

reduktaasi abil ammooniumiooniks (NH4") (Campbell, 1999). Td&enioliselt vdib NO
13



tootmisega olla seotud ka samaaegselt aktiviseeruv lammastikoksiidi reduktaas (Ni-NOR)
(Vandelle jt. 2007), kuid erinevalt nitraadi reduktaasist ei osale selles protsessis NADPH
ning Ni-NOR ensiitimi pH optimum on happelisem kui nitraadi reduktaasil (Neill jt. 2008).
Praegused teadmised Ni-NOR fiisioloogilisest rollist ning geneetikast on puudulikud
(Besson-Bard jt. 2008) ning vajavad tdiendavaid eksperimente. On leitud kaudseid tdoendeid,
et lammastikoksiide silintees taimes voib sdltuda mitokondri ja  kloroplasti

elektrontranspordiahelast voi NOS sarnasest siinteesirajast (Neill jt. 2008; Tewari jt. 2013).

Atmosfasr NO NO
Apoplast I\!} : |

NOs3-
Tsiitoplasma NR

NO»- _ NO;-

NiR
NO mmmm——)) NH.

Kloroplast

Joonis 3. Lihtsustatud skeem nitraadi ja nitriti reduktaasist. Modifitseeritud Sparks (2009)

jargi.
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Mingil médral omastavad taimed NOz-te Shuldhedega otse atmosfdirist, see protsess
suuresti seotud Shuldhede juhtivusega (Sparks jt. 2001). Omastatud NO, muudetakse NO>"
ning transporditakse kloroplasti, kus ta muudetakse nitriti reduktaasi kaasabil NH4* (Sparks,
2009).

Liiga korgetel kontsentratsioonidel muutub NO: taimele toksiliseks. Ladmmastikdioksiid
reageerib apoplastis askorbaadiga, mille tagajérjel suletakse dhuldhed ning vdheneb NO>
omastamine (Ramge jt. 1993). Juurtega omastavad taimed suuresti nitraatiooni (NO3’), sest
nitritioon muudetakse nirtifikatsiooniprotsesside tagajirjel kiiresti nitraatiooniks ning NO2”
kontsentratsioon mullas on véga viike (Tischner, 2000). Nagu eelnevalt teada, muudetakse
nitraatioon omakorda nitraadi reduktaasi abil nitritiooniks ning nitriti reduktaasi abil
ammooniumiooniks (Tischner, 2000; Cameron jt. 2013). Sellegipoolest on veel teadmata,
millised tdpsemalt on NO: signalisatsioonirajad ning kas ta sarnaselt

lammastikmonooksiidile kditub taimes hormoonina (Takahashi jt. 2013).

Nagu eelmises peatiikis mainitud, on voimalik, et dilimmastikoksiidi (N2O) emissioon
taimest toimub kahel viisil. Esimese vOimalusena kiitub taim vaheliilina mulla ning
atmosfadri vahel (Bowatte jt. 2014) ning teise vdimalusena on niidatud, et taimed voivad
toota dilammastikoksiidi lehtedes nitriti fotoassimilatsiooni kdigus, mis on viga
energiakulukas protsess (Smart ja Bloom, 2001; Bowatte jt. 2014). Dilammastikoksiidi
tootmine taimedes toimub kahe eraldiseisva protsessina nitraadi (NR) ja nitriti (NIiR)
reduktaasi kaasabil. Nitraadi fotoassimilatsioonil muudetakse vidiksema energiatasemega
nitraatioon (NO3) nitraadi reduktaasi (NR) kaasabil korgema energiatasemega nitritiooniks
(NO2), kuid dilammastikoksiidi emissiooni sel protsessil ei tdheldatud (Smart ja Bloom,
2001). Nitraadi reduktaasi kaasabil tekkinud nitritioon muudetakse kloroplastides omakorda
nitriti reduktaasi toimel (NiR) kdrgema energiatasemega ammooniumiooniks (NH4"), mis
on vajalik aminohapetes ning on avastatud, et selle protsessi kdigus vabaneb atmosfdari
markimisvaarsel hulgal dilimmastikoksiid (Joonis 4.) (Smart ja Bloom, 2001; Hakata jt.
2003).
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Joonis 4. Lihtsustatud skeem dilammastikoksiidi (N20) vabanemisest fotoassimilatsioonil.
Modifitseeritud Sparks (2009) jargi.

On kindlaks tehtud, et atmosfdéri lammastiku kontsentratsiooni suurenemine mdojutab
erinevate lammastikoksiidide akumuleerumist taimes ning lammastikiihendite omastamine
otse atmosfadrist soltub valgustingimustest ja ohulShede juhtivusest (Teklemariam ja
Sparks, 2006; Furlan jt. 2007). On leitud, et limmastikiihendite omastamine taime
maapealsete osadega on markimisvéirne juhul, kui ldimmastiku kontsentratsioon atmosfaéris
on suur. Selle tagajérjel vdhenes lammastiku omastamine juurte kaudu kuni 20%, sest taime
lammastikuvajadus ammendus  (Stulen, 1998; Krupa, 2003). Kuigi taime
lammastikuvajaduse katmine toimub peamiselt juurte kaudu ja lehestiku kaudu omastatakse
lammastikku tunduvalt vdhem, suurendab viimane siiski oluliselt lammastikiihendite

kogunemist taimes (Krupa, 2003).

2.2 Méju taime funktsioneerimisele ja kasvule

Taimeliikidel on erinev fiisioloogia ning nende kasvupaikades ei ole alati sarnased
fiitisikalised ning keemilised tingimused, sellest tulenevalt sdltub taime reaktsioon
lammastikoksiididele nii konkreetsest taimeliigist kui kasvupaiga eelistustest (Grof jt.
2013). NO on signaalmolekul, mis vditleb taimes selliste stressitekitajatega nagu soolsus,
valguse puudus, liigselt kiilm-kuum temperatuur ning kdrgenenud osoonisisaldus (Uchida
jt. 2002; Mahajan ja Tuteja, 2005; Siddiqui jt. 2011). Teada on, et lammastikoksiidi
eraldumine stressi ajal pohjustab ohuldhede sulgumist. Enamasti stressiolukorras NO
akumuleerub taimes, vidhendades superoksiidide (ROS) ja maloondialdehiiiidi (MDA)
toksilist moju taimedele (Ruan jt. 2002; Siddiqui jt. 2011). MDA on taimedele toksiline
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tthend, mis on tekkinud ROSi reaktsioonide tagajérjel ning mille koguse jirgi taimedes saab
hinnata oksiidatiivse stressi taset taimes. Naiteks Ruan jt. (2002) néitasid, et nisu (Triticum
aestivum L.) lehtedes pikendab limmastikudoonor (SNP) lehe eluiga, kuna ta vabastab
stressiolukorras ldmmastikoksiide (NO), mis viivitab klorofiilli lagunemist, MDA

akumulatsiooni ning plasma membraani lébilaskvust.

Mitmed uuringud niitavad, et ldmmastikoksiid ja ldmmastikdioksiid k&ituvad taimes
tildjuhul sarnaselt (He jt. 2004; Jin jt. 2009; Takahashi jt. 2013), mistdttu lammastikdioksiidi
uurimine v3ib meil aidata mdista ka lammastikoksiidi funktsioone (Takahashi jt. 2013). NO
ja NO2 molemad aitavad kaasa taimekasvule ja arengule ning suurendavad biomassi (He jt.
2004; Jin jt. 2009). Naiteks suurendab lammastikoksiid lehekasvu, pidurdab taime kiipsemist
ning vananemist (He jt. 2004). Samuti suurendab NO fotosiinteesi aktiivsust, eriti kui NO
on koosmdjus suurenenud siisihappegaasiga (CO2) (Jin jt. 2009). Sellegipoolest on nende
kahe oksiidi mdjus leitud teatud erinevusi, niteks suurenenud NO kontsentratsioon viivitab

oitsemist, kuid NO2 rohkus kiirendas seda protsessi (He jt. 2004).

Mitmed uuringud (Magalhaes jt. 2000; Ren jt. 2013) on niidanud, et lammastikoksiid
pohjustab taimes ka etiileeni tootmise suurenemist. Sellel hormoonil on oluline roll taime
vananemise vastu voitlemisel ning seetdttu pikeneb etiileeni siinteesi hoogustudes lehe
eluiga (Yang ja Hoffmann, 1984). Seega vdib 6elda, et lammastikoksiid kaudselt pidurdab
taime vananemist. Lammastikoksiid reageerib ka erinevate stressitekitajatega, olles taime
antioksiidandi tollis. Néiteks reageerib NO reaktiivsete hapnikuiihenditega (ROS), mojudes
taimes antioksiidandina (Beligni ja Lamattina, 2001; Wilson jt. 2008). Ehkki arvatakse, et
ROS on moneti taimele vajalik, kuna suudab dra hoida erinevate patogeenide infektsiooni ja
tal on oluline roll keskkonnastressiga kohanemisel (Beers ja McDowell, 2001), suureneb
ROSi kontsentratsiooni suurenemisel ka NO hulk taimes, et dra hoida ROSi tlekulluse
tekkimist. Seda seetdttu, et reaktiivsete hapnikuiihendite liigne kogunemine kahjustab
rakumembraane ning on taimele surmav (Mur jt. 2008). Naiteks Beligni ja Lamattina (2002)
nditas, et Kartulilehes vihendas madalal kontsentratsioonil NO lisamine ROS
kontsentratsiooni ning aitas seega kaasa kloroplastide elektrontranspordi efektiivsuse
tousule, pidurdades nii kloroplastide vdhenemist lehes ning vdhendas RNA kahjustusi.

Lammastikoksiidi reageerimisel superoksiididega tekib peroksiinitrit (ONOQO"), mis tapab
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patogeenide rakke, kuid taimerakud ise on ONOO" suhtes resistentsed (Bell ja Treshow,
2002). Seetdttu on arvatud, et peroksiinitrit voib taimes kaituda hormoonina (Bell ja
Treshow, 2002). Ei ole teada, kas dhuldhede kaudu omastatud NO, mida leidub atmosfaaris

saasteainena (Galloway jt. 2004) omab patogeenide vastast moju.

Ehkki endogeenselt siinteesitud ja eksogeenselt omastatud lammastikoksiid toimib taimes
antioksiidandina, vdhendades stressitekitajate toksilist mdju (Neill jt. 2003; Palavan-Unsal
ja Arisan, 2009), on leitud, et liigses koguses voib NO vihendada taime eluiga (Palavan-
Unsal ja Arisan, 2009). Takahashi ja Yamasaki (2002) néitasid, et lammastikoksiid voib
kloroplastides parssida elektrontrantsporti ja ATP siinteesi ning on pakutud, et selle
pShjuseks voib olla olukord, kus NO muutub nitritiks, mis on toksiline ithend, aga nitriti
reduktaas on parsitud. Lisaks ei ole senised uuringud avastanud spetsiaalset
lammastikoksiidi retseptorit, kuna NO on véga aktiivne ja v3ib reageerida paljude valkudega
(Sparks, 2009). Toendoliselt leidub taimes mitmeid erinevaid NO tajumise ja

signaliseerimise siisteeme, mille tuvastamine on jatkuvalt aktuaalne (Wilson jt. 2008).

Erinevates taimedes nagu niiteks sojaoas (Glycine Max L.) ja miiiirloogas (Arabidopsis
thaliana L.), suurendab ldémmastikoksiid cGMP taset taimes. cGMP on seejuures
lammastikoksiidi signaliseerimise vaheliili, mis {iksi ei pdhjusta dhuldhede sulgumist, vaid
ta on taimes sekundaarne virgatsaine, mis osaleb dhuldhede sulgumisprotsessis koosmdjus
lammastikoksiidiga (NO) (Bright jt. 2006; Wilson jt. 2008). Tanaseks pédevaks on veel
tapsustamata, mil viisil ABA ja NO mdjutavad cGMP siinteesi ja signalisatsiooni taimedes
(Wilson jt. 2008), kuna vastava loomse ensiiiimiraja homoloogide otsimine taimedel pole
veel vilja kandnud. Voimalik, et ldmmastikoksiid aitab kaasa cGMP siinteesile ja

signalisatsioonile taimedes.

Erinevad katsed on nididanud, et eksogeenne ldmmastikdioksiid (NO.) aitab kaasa
fotosiinteesi aktiivsusele, toitainete omastamisele ning taimekasvule (Sparks jt. 2001). On
leitud, et NO2 suurendab taimerakke ning nende arvukust, mille tagajédrjel suureneb
taimeleht, kuid ei ole kindel, kas limmastikdioksiid ise kéaitub taimes hormoonina
(Takahashi jt. 2013). Teada on, et NO- osaleb tiirosiini nitreerimisel (Shapiro, 2005), mis on
taimekasvu jaoks oluline, kuna tiirosiin on iiks aminohapetest, mis on rakkudes vajalik

valkude siinteesiks. Ma jt. (2007) nditasid oma uurimistos, et eriti hiasti mojub eksogeense
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NO, lisamine taimedele, mis kasvavad lammastikuvaesel mullal, kuna atmosféérist
omandatud ldmmastikdioksiid muudetakse tsiitosoolis nitraadi reduktaasi (NR) abil
nitraatiooniks (NO3) ning seejarel ammooniumiooniks (NH4"), mida kasutatakse
aminohapetes. Seejuures on leitud, et liiga suurtes kontsentratsioonides on NO, taimedele
toksiline, pérssides taime kasvu (kuna {ileliigne NO2 suurendab ka iileliigset NO3’
akumulatsiooni taimes) ning tekitab silmaga néhtavaid kahjustusi (Nouchi, 2002). Taimed
saavad viltida iileliigse NO2 omastamist atmosfdirist, sulgedes oma Ohulohed
vesinikperoksiidi kaasabil. Ma jt. (2007) demonstreerisid, et lammastikdioksiidi sisalduse
toustes suureneb ka H>O» kontsentratsioon, mille tagajarjel suletakse Shulohed. Samast to0st
selgus aga, et oOhuldhede sulgumine ei mdjuta NO2-st tulenevat NOs3  iileliigset
akumuleerumist (Ma jt. 2007).

Téanaseks on ddrmiselt vihe teada, mil médral dilimmastikoksiid (N2O), mida taimed samuti
emiteerivad, osaleb taime signaalsiisteemis voi mdjutab taime kasvu (Moir, 2011; Bowatte
jt. 2014) Siiski on nédidatud, et dilimmastikoksiidi lisamine taime keskkonda aeglustab

viljade valmimist ja vananemist (Gouble jt. 1995; Palomer jt. 2005)

2.3 Koosmaju teiste taimeomaste iihenditega

Lammastikoksiidide kontsentratsioonide muutused taimes ja nende moju taimede
fiisioloogiale soltub tugevasti ldmmastikoksiidide koosmojust teiste taime poolt
produtseeritud  tihenditega. Erinevad uuringud on ndidanud olulisi seoseid
lammastikoksiidide ja etiileeni (Liu jt. 2010a) abstsiishappe (Desikan jt. 2004) ning
vesinikperoksiidi (Garcia-Mata ja Lamattina, 2001; Desikan jt. 2001) vahel.

Kasvuregulaator etiileeni siintees taimes on tavaolukorras madal, aga see suureneb
oOitsemise, viljade valmimise ja taime vananemise ajal (Liu jt. 2010a; Noodén ja Leopold,
2012). Samuti suurendab etiileeni tootmist keskkonnatingimustest tekitatud stress nagu pdud
voi temperatuuri muutused (Yang ja Hoffmann, 1984). Magalhaes jt. (2000) niitas, et
miiiirlooga taimes pohjustas NO lisandumine etiileeni siinteesi hoogustumist kuni 48 ppm-

ni , aga NO siinteesi vihenemine ei pidurdanud etiileeni tootmist. Vdrdluseks voib tuua, et
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puhta 6hu juuresolekul oli etiileeni siintees miilirloogas 16 ppm. Magalhaes jt. (2000)
nditasid ka, et eksogeenselt omandatud NO oli etiileeni produktsioonil tGhusam Kkui
lammastikoksiidi doonori (SNP) poolt vabastatud lammastikoksiid ning NO ja etiileeni
emissioon taimest toimus siinkroonis. Liu jt. (2010a) on oma varasemates katsetes leidnud,
et lammastikoksiid on vajalik ka etiileeni poolt indutseeritud ohuldhede sulgumise
protsessis, kusjuures NO siinteesiti seejuures nitraadi reduktaasi (NR) kaasabil, kuid oma
hilisemates uuringutes leiti, et nitraadi reduktaasi aktiivsus voOib sodltuda tsiitosooli

happelisusest.

Korge lammastikdioksiidi (N20) kontsentratsiooniga to6tlemine pdhjustas tomatitaimedes
etlileeni siinteesi vihenemist ning liikkas hilisemaks viljade viarvimuutuse ning kiipsemise
(Gouble jt. 1995). Sama t60 niitas, et avokaados (Persea americana M.) mdjutas
dilammastikoksiid etiileeni tootmist vihem kui tomatitaimes (Solanum lycopersicum L.),
ilmselt seetottu, et avokaados siinteesitakse rohkem etiileeni tootmisensiiimi (ACC
oksiidaas) ning sellest tulenevalt on avokaados korgem etiileenitase. Korgetel
kontsentratsioonidel lisatud N2O pérssis etiileeni tootmist ka taime vananemisel (Gouble jt.
1995), mis aeglustas vananemise protsessi. Katsed banaaniga (Musa acuminata L.) néitasid,
et lammastikdioksiid ei mojutanud vilja valmimist, kuid parandas sédilimist, mistottu voib

oelda, et N2O moju viljade valmimisele erineb taimeliigiti (Palomer jt. 2005).

Mitmed uuringud on ndidanud, et lammastikoksiid ja abstsiishape on samuti omavahel
koosmojus (Bright jt. 2006; Neill jt. 2008). Néiteks on Katsed miiiirlooga ja hernega (Pisum
sativum L.) tdestanud, et dhuldhede sulgumist pohjustavate reaktsioonide kédigus indutseerib
abstsiishape (ABA) ka lammastikoksiidi tootmist ning NO viahenemisel on ABA vahendatud
ohuldhede sulgumine héiritud (Neill jt. 2008). Neill jt. (2003) néitasid, et abstsiishappe
indutseeritud lammastikoksiidi siintees voib taimeliigiti erineda, kuna selgus, et hernes
slinteesitakse lammastikoksiide eelistatult NOS raja ldbi, kuid miiiirloogas pigem nitraadi
reduktaasi (NR) abil. Samas uuringus leiti ka, et lammastikoksiidi sisaldust vdhendav
radikaal (cPTIO) parsib lammastikoksiidide siinteesi (NOS) raja aktiivsust. Desikan jt.
(2004) ning Bright jt. (2006) niitasid, et stressiolukorras, nditeks korgetel temperatuuridel
voi veepuuduse korral, aktiveeris ABA lammastikoksiide siinteesivad ensiitimid (NOS) ja

seeldbi suurendas NO emissiooni, mis aitab taluda kdrgete temperatuuride tekitatud stressi
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ning voidelda stressist tulenevate ROS {iihendite toksilisusega. Katsed miiiirloogaga on
ndidanud, et kui ABA ei suuda Shuldhesid sulgeda, suureneb taimes NO siintees ja turgor
ehk taimeraku siserohk vidheneb ning 6huldhed sulguvad (Desikan jt. 2004). Kui turgor
uuesti suureneb, siis Shuldhed avanevad. ABA on signaalmolekul ka Shulohede avamisel,
kuid on selgunud, et erinevalt sulgumisprotsessist, ei ole 6huldhede avanemise signaalrajas
NO siinteesimine vajalik (Desikan jt. 2001).

Kuigi ei ole teada, kas lammastikdioksiid (NO2) kditub taimes hormoonina (Takahashi jt.
2013), on leitud, et eksogeense lammastikdioksiidi omastamine suurendab sarnaselt
lammastikoksiidile (NO) taimes abstsiishappe (ABA) siinteesi, mis omakorda sulgeb
ohulohed, mille tagajarjel NO2 vood taas vahenevad (Chaparro-Suarez, 2011). Samuti on
leitud, et antioksiidandina toimival ja 6huldhede sulgumisprotsessil osaleval askorbaadil
voib olla oluline roll rakusisese NO2 omastamisel, kuna taimedes, kus oli korgem askorbaadi
sisaldus, vdhenes NO; emissioon taimest. Sellest tulenevalt v3ib arvata, et korgema
askorbaadisisaldusega taimed suudavad NO2 paremini omastada (Teklemariam ja Sparks,
2006). On ndidatud, et nitriti reduktaas (NiR) on esmane ensiiiim, mis kontrollib NO>
assimilatsiooni raku sees ning on ilmselt seetdttu votmeensiilim askorbaadiga seonduval

assimilatsiooni (Teklemariam ja Sparks, 2006; Takahashi jt. 2001).

Erinevates uuringutes (Garcia-Mata ja Lamattina, 2001; Lum jt. 2002) on leitud, et
abiootilise ja biootilise stessi korral on ohuldhede sulgumisprotsessis oluline roll ka
vesinikperoksiidil (H202). Lum jt. (2002) ning She jt (2004) on niidanud, et
lammastikoksiidi doonor (SNP) ja H202 mdlemad mdjutavad dhuldhede sulgumist ning
avanemist. Samuti leidis She jt. (2004), et pimedas on ldmmastikudoonori (SNP) ja
vesinikperoksiidi kontsentratsioonid sulgrakkudes suuremad kui valges. Sellest voib
jareldada, et valguse puududes on SNP poolt produtseeritud ldmmastikoksiidil (NO) ja
vesinikperoksiidil téhtis roll huldhede sulgumisel, et véltida iileliigset veekadu. Desikan jt.
(2001) naitas, et NO ja H20; siintees taimes voib toimuda paralleelselt, kuid hilisematel
uuringutel (Desikan jt. 2004) ei ole selgunud, kas NO ja H2O mdjuvad rakus paralleelselt,
stinergiliselt voi koosmojus. Bright jt. (2006) leidsid oma t66s, et kuigi eksogeense
vesinikperoksiidi lisamine viikeses koguses mojutab lammastikoksiidi produktsiooni, siis

vastupidiselt NO lisamine ei mojuta H>O; siinteesi huldhede sulgumisprotsessis ega mujal.
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Tanaka jt. (2005) on ndidanud, et abstsiishape ja etiileen mdlemad mojutavad OShuldhede
sulgumist ning nad on teineteisest sdltuvad, kuna etiileen parsib ABA signaliseerimist ning
sellest tulenevalt ka 6huldhede sulgumist. Kuna ka vesinikperoksiid (H202) on 6huldhede
sulgumisel oluline ning sarnaselt abstsiishappele indutseerib NO siinteesi, siis vajavad veel
seletamist ABA-H20.-NO omavahelised signalisatsioonirajad (Neill jt. 2008; Wilson jt.
2008). Tanaseni on tdpselt teadmata, milliste mehhanismide 14bi NO interaktsioonid teiste
taime signaalmolekulidega toimuvad ja kas need protsessid on erinevates taimerakkudes

ning erinevate liikide puhul erinevad.

22



3. Keskkonnatingimused ja limmastikoksiidid

3.1 Temperatuur

Temperatuur mojutab taime kasvu viga olulisel madral, kuna liiga ekstreemsed
temperatuurid voivad taime kasvule ja arengule mojuda pérssivalt. See tuleneb muuhulgas
ka asjaolust, et liiga ekstreemsete temperatuuride ajal, hakkavad taimekudedes
akumuleeruma reaktiivsed hapnikiihendid (ROS), mis tekitavad taimes oksiidatiivset stressi
(Liu ja Huang, 2000). Kuumastressiga voideldes suureneb taimes abstsiishappe (ABA)
akumulatsioon (Larkindale jt. 2005) ning NO siintees. Lammastikoksiidide siintees ja
kuumastressiga toimetulek voib soltuda taime liigist ning tema temperatuuritaluvusest.
Naiteks Leshem jt. (1998) toi vélja, et kui lutserni (Alfalfa sp.) idud olid toatemperatuurilt
viidud 37°C kuumusesse, suurenes NO siintees taimes kaks korda. Samuti ka tubakataimes
(Nicotiana tabacum L.) tdusis NO siintees 40°C kuumuses méirgatavalt juba 7 minuti jooksul
(Gould jt. 2003). Uchida jt. (2002) néitasid, et kuumastressiga aitab voidelda ka eksogeenne
lammastikoksiidi doonor (SNP) v6i vesinikperoksiid (H202). Viidet kinnitas asjaolu, et paev
enne kuumastressi tingimuste teket lisatud eksogeenne ldmmastikoksiidi doonor (SNP) voi
H>O2 ei tekitanud riisitaimedele nihtavaid kahjustusi, vaid vdhendasid kuumastressi
kahjulikku moju. Kuid positiivne efekt tekib vaid madalate kontsentratsioonide juures, liiga
suurtes kogustes hakkab SNP voi H20. taimekasvu pdrssima. Kuigi on ndidatud, et
oksiidatiivse stressiga vOitlemiseks hakkab taim siinteesima abstsiishapet (ABA),
lammastikoksiidi (NO) ja vesinikperoksiidi (H202), on vihe teada nende ihendite
signaliseerimisradadest ning omavahelistest interaktsioonidest kuumastressi ajal (Song jt.
2008).

Uuringud nisutaimedega (Triticum aestivum L.) on ndidanud, et lammastikdioksiidi (NO>)
omastamine kahaneb temperatuuri toustes, kuna korgematel temperatuuridel védheneb
lammastikdioksiidi lahustuvus apoplastis ning sellest tulenevalt langeb ka NO2 omastamine
(Weber ja Rennenberg, 1996). Erinevalt nisutaimedest niitasid katsed kuusega (Picea abies
K.), et temperatuuri tdus 35°C-ni ei mdjuta NO2 omastamist, kuid 45°C juures valguse
juuresolekul lammastikdioksiidi voog suurenes (Thoene jt. 1996). Autorid jareldasid, et

kuna kuuse puhul temperatuuri toustes lammastikdioksiidi omastamine suurenes, mitte ei
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vahenenud nagu nisutaimede puhul, voib eeldata, et kuuse puhul ei ole NO2 vood seotud

apoplastis lahustumisega (Thoene jt. 1996).

Liiga madalad temperatuurid mojuvad samuti taimekasvule péarssivalt (Corpas jt. 2011),
tekitades taimes kiilmakahjustusi (Mahajan ja Tuteja, 2005). Nagu korgete temperatuuride
puhul, tekitavad ka liiga madalad temperatuurid taimes oksiidatiivset stressi ning
suurendavad reaktiivsete hapnikiihendite teket (Kang jt. 2003), mille tagajérjel on hairitud
fotosiintees, taime kaitsemehhanismid ja erinevad signaliseerimise protsessid. Reaktiivsete
hapnikuiihenditega (ROS) vditlemiseks hakkab taim siinteesima ldmmastikoksiide, kuid
selleks kasutatavad rajad vdivad erineda olenevalt taimeliigist (Liu jt. 2010b). Seda teooriat
Kinnitasid ka Corpas jt. (2008), kes leidsid, et kiilmastressi ajal toimub herne lehtedes
lammastikoksiidi stintees I4dbi lammastikoksiidi siinteesi (NOS) raja ja Zhao jt. (2009) ning
Cantrel jt. (2011), kes naitasid, et miitirloogas toimub NO siintees nitraadi reduktaasi (NR)
abil. Corpas jt. (2011) niitas ka oma hilisemates uurimistulemustes, et kui hernetaim oli 8°C
tingimuses 24 tundi, tekkis tekkis taimes reaktiivsete hapnikiihendite (ROS) tilekiillus, mille
tagajdrjel aktiveeriti NOS. Airaki jt. (2011) néitas, et ka punapipral (Capsicum annuum L.)
tekkis samadel tingimustel ROS-i iilekiillus ning NO ja ROS reaktsioonide tagajérjel tekkis
nitrotiirosiin, mis on nitreeritud aminohape, mida kasutatakse markerina rakukahjustuste
jalgimiseks. Ka Cantrel jt. (2011) on niidanud, et miiiirloogas hakkab jahedatel
temperatuuridel suurenema ldmmastikoksiidide akumulatsioon. Mdddukas koguses aitab
kiilmastressiga voidelda ka eksogeenselt omastatud lammastikoksiid (Neill jt. 2003), kuid
liiga suurtes kontsentratsioonides pidurdab see lehe ja juure kasvu, kahjustab DNA-d ning
pOhjustab rakusurma (Siddiqui jt. 2011). Liiga madalatest temperatuuridest tulenevat stressi
aitab iile elada ka lammastikoksiidi doonor (SNP), vabastades stressiolukorras NO, mis
omakorda vdhendab H20. siinteesi. SNP puuduse korral suureneb taimeomase
lammastikoksiidide siinteesiraja (NOS) aktiivsus, kuid SNP lisamise korral on NOS
aktiivsus parsitud (Liu jt. 2010b). Ilmselt on pdhjuseks lammastikoksiidide tilekiilluse

kahjuliku mgju viltimine.

Dildmmastikoksiidi (N20) omastamise temperatuuritundlikkusest on vihe andmeid, kuid on
leitud, et NoO omastamine taimede poolt voib kiilmadel perioodidel suureneda (Song jt.

2006). Groffman jt. (2006) toid samuti vilja, et kuigi dilimmastikoksiidi emissioon
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sessoonselt ei erine vdga palju, siis lumega tootlemine suurendas N>O voogusid.
Sellegipoolest, kuna Okostisteemi tasemel tehtud N2O voogude modtmised on
temperatuuriga seoses andnud vastakaid tulemusi olenevalt kasvukoha ja niiskustasemest
ning vastavast taimekooslusest (Nykédnen jt. 1995; Alm jt. 1999), oleksid vajalikud
lisauuringud erinevate taimeliikide lehtestiku kaudu emiteeritavate ja omastatavate

dilammastikoksiidide ja temperatuuride seoste kohta.

3.2 Niiskus ja sademed

Ka veepuudus pidurdab taime kasvu ja arengut oluliselt, kuna viaheneb raku veesisaldus ning
siserdhk (Taiz ja Zeiger, 2010a). Seetdttu suletakse pdua ajal dhuldhed, et viltida auramisest
tulenevat veekadu. Kuna ohuldhede sulgumise tagajirjel on taimes piiratud ka siisiniku
omastamine, viheneb seetdttu ka fotosiinteesi aktiivsus (Garcia-Mata ja Lamattina, 2001).
Pikaajalise veepuuduse tottu, hakkavad taimeosad kuivama ehk taimerakud hakkavad
surema. Pduast tingitud stressiga aitab voidelda ldmmastikoksiidide poolt indutseeritud
ohuldohede sulgumine (Corpas jt. 2011; Garcia-Mata ja Lamattina, 2001), mistdttu
veepuudus pohjustab enamasti NO siinteesi hoogustumist (Sang jt. 2008; Garcia-Mata ja
Lamattina 2001; Mahajan ja Tuteja 2005), kuigi Magalhaes jt. (2000) néitas miiiirlooga
puhul vastupidist toimet. Kuna veepuuduse ajal vdheneb taime siserdhk, hakatakse taimes
slinteesima abstsiishapet (ABA), mis on otseselt tingitud turgori vdhenemisest (Zhang ja
Davies, 1989). ABA tootmise tagajérjel suureneb ka NO siintees ja akumulatsioon ning
algab dhuldohede sulgumine, kuid Neill jt. (2008) leidsid, Kiiresti méoduva veestressi korral
ei ole NO osalust ohuldhede sulgumisel vaja. Ka katsed poliietiileengliikooliga, mis
indutseerib poduast tingitud stressi sarnase olukorra, viies rakust vett vilja, niitasid, et
veestressi tottu suureneb sulgrakkudes ABA ja NO siintees, mis kiirendab ohulShede
sulgumise protsessi (Zhang jt. 2007; Siddiqui jt. 2011). Sarnase tulemuseni joudsid ka
Corpas jt. (2011), kes leidsid, et kui maisitaimele (Zea mays L.) anda 10%

poliietiileengliikooli, suureneb mesofiilli rakkudes kiiresti NO kontsentratsioon.

Nagu ekstreemsete temperatuuride puhul, on ka veestressiga toimetulekuks oluline

lammastikoksiidide funktsioon tekkivate ROS {iihendite neutraliseerijana. Samuti aitab
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lammastikoksiidi doonor (SNP) vihendada ioonide leket rakust rakkudevélisesse ruumi ning
indutseerib dhuldhede sulgumist. On leitud, et taimed, kus mojub SNP, suudavad siilitada
15% rohkem vett (Garcia-Mata ja Lamattina, 2001). Veekao tdttu vdheneb ka taime
idanemisvdime, kuna suureneb elektroliiiitide leke, mis lagundavad rakumembraane (Bai jt.
2011). On niidatud, et poua tottu suureneb taimedes paralleelselt NO emissioonile ka vesinik
peroksiidi (H202) emissioon (Neill jt. 2002). Nakano ja Asada (1981) ning Cho ja Seo (2005)
nditasid, et iilemddrane H2O, konsentratsioon vdhendab oluliselt taime elujoulisust, kuid
vastukaaluks kaasneb vesinikperoksiidi tdusuga ka NO kontsentratsiooni tdus, aktiveerides
omakorda taimes askorbaat-glutatiooni raja, mis vdhendab H>O> kogunemist taimes.
Askorbaat-glutatiooni rada suurendab taimes askorbaadi ja glutatiooni siinteesi, mis on

mitteenslimaatilised antioksiindandid ning aitavad vdidelda stressitekitajatega.

Neighbour jt. (1988) niitas, et saasteainete (NO2 + SO2), sealhulgas ldmmastikdioksiidi
suurenemine atmosfaéris voib samuti mdjutada taime veekasutust, kuna lammastikdioksiidi
ja védveldioksiidi koosmdju vdivab pérssida abstsiishappe (ABA) siinteesi ning taime
voimet sulgeda Shuldhesid, mille tagajirjel suureneb taime veekadu, mis poua olukorras
vOib 10ppeda taime hukkumisega. Vastupidiselt pduaolukorrale niitasid Weber ja
Rennenberg (1996), et dhuniiskuse tousmisel suureneb ldmmastikdioksiidide omastamine
nisulehtedes (Triticum aestivum L.) lineaarselt, kuid see ei ole seotud 6huldhede avatusega.
Liigse niiskuse oludes tekib taimelehele dhuke veekile, milles [dimmastikdioksiidi molekulid

lahustuvad ning difundeeruvad lébi 6huldhede.

Dilammastikoksiidi (N20) kohta on uuringud arukase (Betula pendula R.) ja hiibriidhaavaga
(Populus x wettsteinii H.) ndidanud, et dhuniiskuse suurenemisel on N2O emissioon taimest
peaaegu olematu (Hansen jt. 2013), kuid rohumaade 1dikes on leitud vastupidiselt, et

mullaniiskuse tdustes dilimmastikoksiidi emissioon suureneb (Dobbie jt. 1999).

3.2.1 Soolsus

Soolastressist tulenevalt viheneb taimes samuti veesisaldus ning toimub Na* akumulatsioon,

mille tagajérjel vaheneb taimekasv. Arvatakse, et taim kaitseb oma noori kudesid ning kdik
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kahjulikud ained ladestatakse vanadesse lehtedesse (Bybordi ja Ebrahimian, 2011). Seetottu
on soolsusel suurem efekt ioonide tasakaalule ja metabolismile vanades lehtedes ning
noortes lehtedes akumuleeruvad N¥, K*, CI" vihem (Bybordi ja Ebrahimian, 2011).
Sarnaselt veestressile akumuleeruvad liigse soolsuse tagajirjel taimekudedes ka reaktiivsed
hapnikuiihendid (ROS, H202, OH), mis tekitavad rakukahjustusi (Ruan jt. 2002). Seet&ttu
on hakatud uurima kas ja kuidas NO mdjutab mehhanisme, mis vditlevad soolsusest
tekitatud stressiga. Soolsusest tingitud stressi ajal vidheneb nii noortes kui vanades lehtedes
NO3" sisaldus, mistdttu on nitraadi reduktaasi aktiivsus parsitud (Bybordi ja Ebrahimian,
2011). Seda tulemust kinnitasid ka Zhao jt. (2004), kes leidsid, et NaCl tlekiilluse ajal

toimub lammastikoksiidide siintees NOS mitte NR siinteesiraja abil.

Kuna taimes on soolastressi puhul {iheks suurimaks probleemiks veekadu, on kiitub taim
sarnaselt pouastressile. Auramise vihendamiseks algab aktiivne abstsiishappe (ABA)
stintees ning aktiveeritakse l1dmmastikoksiidide siinteesi (NOS) rada, mille kdigus suureneb
NO siintees ning Shuldhed suletakse (Mahajan ja Tuteja, 2005). Bright jt. (2006) on
ndidanud, et soolsuse ja osmootse stressi ajal tduseb koos ABA kontsentratsiooni
suurenemisega ka teise Ohuldhede sulgumise ja avanemise regulaatori cGMP
kontsentratsioon (Bright jt. 2006).

Ohuldhede sulgumisele soolastressi olukorras aitab kaasa ka eksogeenselt omastatud
vesinikperoksiid (H20-) ja lammastikoksiidi doonor (SNP) (Uchida jt. 2002). On leitud, et
eksogeenne lammastikoksiidi doonor (SNP) aktiveerib liigse soolsuse olukorras
antioksiidatiivseid ensiiime (Guo jt. 2005), mis vditlevad stressi tagajérjel tekkiva

reaktiivsete hapnikuiihendite (ROS) toksilisuse vastu.

3.3 Troposfiiri osoonisisaldus

Troposfadri osoon on taimedele iiks toksilisemaid saasteaineid, tekitades taimerakkudes
morfoloogilisi ja keemilisi muutuseid (Baldantoni jt. 2011). Taimed omastavad osooni labi
ohuldhede, kus see muudetakse reaktiivseteks hapnikuiithenditeks (ROS) (Oksanen, 2014).

Korge osooni kontsentratsiooni puhul viaheneb lehtedes klorofiilli sisaldus ning seetottu ka
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fotosiinteesi kiirus (Saitanis jt. 2001; Yendrek jt. 2013). Voib 6elda, et ROS kiirendab taime
vananemisprotsessi, mille tagajarjel vdaheneb tema biomass ja saagikus, kuid viga korge
osooni kontsentratsiooni puhul hakkavad taimerakud surema ning lehtedele tekivad
nihtavad vigastused (Corpas jt. 2011). Koige rohkem taimekahjustusi pohjustab Os
reaktsioonide tagajérjel tekkinud H2O2, mis edasi reageerides tekitab teisi ROS-iihendeid.

Troposfddri osooniga kaasneva toksilisusega voitlemisel on taimel kasutuses kaks erinevat
reaktsioonirada. Esimese variandina suletakse Ghuldhed (Oksanen, 2014) ning selleks
hakatakse taimes siinteesima abstsiishapet (ABA). Karlsson jt. (1995) ning Matyssek jt.
(2006) on ndidanud, et poua ajal, kui dhuldhed on auramise viltimiseks suletud, viheneb
taimedes atmosféddri saasteainete, sealhulgas osooni omastamine ning seeldbi ka nende
toksiline mdju. Teise variandina hakatakse taimes ROS {iihendeid detoksifitseerima
(Oksanen, 2014). Selleks reageeritakse ROS iihendid askorbaadi, poliiamiidi ja
lammastikoksiidiga. NO siinteesiks aktiveeritakse taimes lammastikoksiidi siintees (NOS)
ja lammastikoksiidi doonor (SNP), kuid Ahlfors jt. 2009 niitasid, et miiiirloogal viis SNP
tootlus vahetevahel ndhtavate rakukahjustusteni. See tulenes asjaolust, et osoon tekitas
rakkudes ioonide leket, mis SNP-ga toodeldes kiill ei suurenenud, kuid tekitas siiski
taimedekudedele kahjustusi. Corpas jt. (2011) tegid samuti katseid miitirloogaga ning
leidsid, et suurenenud osooni kontsentratsiooni tagajirjel voimendunud NOS aktiivsus
pohjustas taimes salitsiitilhappe akumuleerumist ning on leitud, et salitsiiiilhappe siinteesis
osalevad geenid voivad koosmdjus teiste taime kaitsemehhanismis osalevate geenidega
pohjustada raku hukkumist. Sellest jareldati, et ebaregulaarne NO v&ib pShjustada suuremat
tundlikust troposféddri osoonile. Mehlhorn ja Wellburn (1987) on ndidanud, et troposféiri
osooni toksilisust aitab vihendada ka eksogeenne lammastikoksiid voi ldmmastikdioksiid,

mis suurendab taimes etiileeni tootmist ning vihendab seeldbi lehekahjustusi.

Lammastikdioksiidi (NO2) ja osooni vahelist koosmoju Bender jt. (1991) algselt oma
katsetes ubadega (Phaseolus vulgaris L.) ei leidnud, kuid suurendades NO: ja Os
kontsentratsioone selgus, et koosmojus korgenenud lammastikdioksiidi kontsentratsiooniga
on osoon taimedele vdhem toksiline. Samas katses néidati, et kui taim oli ainult NO>
modjualas, suurenes rakkudes nitraadi reduktaasi aktiivsus, kuid lammastikdioksiid ja osooni

koosmdju vidhendas taimes nitraadi reduktaasi aktiivsust ning ldmmastikoksiidide
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assimilatsiooni. Ka Adaros jt. (1991) niitas, et liksinda oli osoon taimedele toksilisem kui

lammastikdioksiidiga koosmagjus.

Dildmmastikoksiidi (N20) voogude ja korgenenud osoonisisalduse seoste kohta taimedes on
andmeid vidhe, kuid Andersen jt. (1997) néitasid, et osoon vdhendab seemiktaimede
juurdekasvu. See omakorda voib muuta taimed vastuvotlikumaks teistele stressitekitajatele
ning kuna juurtega omastatakse mullast dilimmastikoksiidide (N2O) (Bowatte jt. 2014), siis

eeldatavalt juurekahjustuste tottu dilimmastikoksiidi vood taimes vdhenevad.
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Kokkuvote

Antud referatiivse t66 eesmark oli uurida, millised on enamlevinud lammastikoksiidide (NO,
NO2, N20) peamised allikad ja kuidas taimed ise lammastikoksiide siinteesivad ning
atmosfadrist omastavad. Samuti oli t66 eesmérk uurida, milline on erinevate taime poolt
stinteesitud ning keskkonnast omastatud ldmmastioksiidide mdju taime fiisioloogiale ning

kuidas mdjutavad seda erinevused keskkonnatingimustes.

On leitud, et looduslike protsesside tagajérjel paisatakse keskkonda markimisvaarsel hulga
lammastikoksiide ja dildmmastikoksiide. Seejuures emiteerivad ldmmastikoksiide ka
taimed, kes suudavad erinevaid lammastikoksiide ise siinteesida ja keskkonnast omastada,
kuid see soltub erinevustest keskkonnatingimustes ning taime enda ldmmastiku sisaldusest.
Koige paremini on uuritud limmastikmonoksiidi (NO) siinteesirajad ja mdju taimes.
Pidevalt kasvab teadustoode hulk, mis nditavad, kuivord mitmekiilgse mojuga on
lammastikmonoksiid taimedele, mojutades nditeks lehe kasvu ning osaledes samal ajal
ohuldhede sulgumisprotsessis ning leevendades keskkonnatingimuste muutustest tulenevat
stressi. Samuti tegeletakse aktiivselt lammastikdioksiidi (NO) rolli uurimisega taimele, mis
suuresti kattub NO funktsioonidega. Keerukaks teeb need uuringud NO ja NO2 molekulide
reaktiivsus, = mistdttu nad  transformeeruvad  ddrmiselt  kiiresti  erinevateks
lammastikiithenditeks. Samuti komplitseerib erinevate lammastikoksiidide mdju uurimist
taimedele nende moju tugev soltuvus teistest taime signaalmolekulidest. Kui NO ja NO-
mdjutavad oluliselt taimede funktsioneerimist, siis dilimmastikoksiidi (N2O) suurem téhtsus

seisneb tema olulises mojus iilemiste atmosfairikihtide fiiiisikalistele omadustele.

Uheks senini probleemseimaks kiisimuseks on limmastikoksiidide siintees taimedes. Kdige
paremini on teada nitraadi reduktaasi (NR) ja lammastikoksiidide siinteesi (NOS) rajad, kuid
arvatakse, et taimes vOib olla ka alternatiivseid siinteesiradu, mille tipsed mehhanismid on
veel teadmata. Samuti on uuritud, kuidas mojutavad taimede kasvu lammastikoksiidide
stinteesi ning omastamist erinevad keskkonnatingimused ning on leitud, et
lammastikmonoksiid (NO) omab olulist rolli keskkonnastressiga voitlemisel. Vihem on

teada teiste taime enda poolt emiteeritavate ja omastatavate ldmmastikoksiidide rollist
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keskkonnatingimuste muutusega kohanemisel ning saadud tulemused on kohati vastakad

ning liinklikud.

Kuigi lammastikoksiide on véga palju uuritud, on siiani palju vastusteta kiisimusi, mis
vajaksid tdiendavaid eksperimente. Palju kiisimusi tekib veel seoses voimalike
lammastikoksiidide siinteesiradadega ning ldammastikoksiidide mdjuga taimes. Kuna suur
osa uuringuid on 14bi viidud vaid paari liigiga, puudub info véimaliku liigispetsiifilisuse
kohta.
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Summary

Nitrogen oxides in plants

This study set out to determine, which are the main sources of nitrogen oxides (NO, NOo,
N20O) and to examine nitrogen oxide synthesis pathways in plants and uptake from
atmosphere. Furthermore the aim of this study was to determine, how synthesized and
uptaken nitrogen oxides affect plant physiology and if these relations depend on differences

in environment.

It is confirmed that due to several natural processes, nitrogen oxides are emitted to the
environment. Plants also emit remarkable amount of nitrogen oxides as they synthesize
nitrogen oxides by themselves and at the same time are capable to assimilate nitrogen oxides
from the environment. However, nitrogen oxide synthesis and uptake form atmosphere
depends on environment and on overall nitrogen content of plants. At this point most of the
research has concentrated on nitric oxide (NO) synthesis pathways and impact on plants. It
is shown that nitric oxide is a very versatile hormone in plants, affecting plant growth and at
the same time being an important signalling molecule at stomatal closure. It is suggested,
that nitrogen dioxide (NO) and nitric oxide (NO) have similar role in plant physiology.
Because of the high reactivity of nitrogen oxides, they are difficult to study, while quickly
transforming to different nitrogen compounds. Other complication in the research is due to
the fact that nitrogen oxides are in strong concurrence with other signalling molecules of
plants. While NO and NO are important to plant functioning, nitrous oxide (N20) serves

mainly as an important determinant of physical properties of upper layers of atmosphere.

One of the problematic questions is nitrogen oxide synthesis pathways in plants. Most of the
studies are about nitrate reductase (NR) and nitrogen oxides synthesis (NOS), but it is
considered that there are alternative nitrogen oxides synthesis pathways in plants, which
need further experimental investigations. Different studies have examined, how environment
conditions affect nitrogen oxide synthesis and plant development and it was found, that nitric
oxide (NO) has an important role fighting with environmental stress. Less is known about
other nitrogen oxides and their interactions with environment, beacause the results are often

insufficient and incompatible.
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Although there have been many studies of nitrogen oxides and on their impact on plants,
there are still plenty of questions, which need further investigation. Considerably more work
needs to be done to determine alternative nitrogen oxides synthesis pathways and nitrogen
oxides impact on plants. Also a large number of the research is only on a few modelspecies,
so there is no information of possible species specificity.
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Tanusonad

Kéesoleva t06 valmimise eest tahaksin tdinada oma suurepérast juhendajat Pille Méndi, kes
varustas mu t66d pohjalike kommentaaridega, aitas otsida teemakohast materjali ning

innustas mind kirjutamisel.
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