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Ohuléhede avatuse muudu vérdlus epidermise Igikude ja gaasivahetusmeetodite vahel

harilikus miiiirloogas abstsiishappe toimel

Taimed reguleerivad fotosiinteesiks vajaliku siisihappegaasi sisenemist ja transpiratsioonil
viljuva veeauru hulka, sulgedes ja avades Shuldhesid. To6 eesmirgiks oli Tartu Ulikooli
Taimsesignaalide uurimisrithmas sisse tootada metoodika ohuldhede avatuse moGtmiseks
isoleeritud  epidermiseldikudega. Tulemusi vorreldi  tervetest taimedest mdodetud
gaasivahetusandmetega. Stiimulina kasutati. Kahe katsemeetodiga vorreldi Ohuldhesid
sulguma ajendava fiitohormooni abstsiishappe (ABA) toimet Arabidopsis thaliana ABA
signaal- ja biosiinteesiraja mutantidel 0st2-2D, ost1-3, nced3/5 ja metsiktiiiipi Col-0 liinil.
Isoleeritud epidermisega tehtud katsetes tdheldati vdiksemat ABA pdhjustatud ShulShede
sulgumist kui gaasivahetuskatsetega saadud tulemustes. Ilmnes ka erinevusi mutantide
ohuldhede kditumisel terves taimes ja isoleeritud epidermises. Saadud tulemused néitavad, et
ohuldhede regulatsiooni paremaks iseloomustamiseks on kasulik rakendada erinevaid

metoodikaid.
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CERCS kood: CERCS kood: B225 — Taimegeneetika
Comparison of stomatal regulation between epidermal peel and gas-exchange

experiments in thale cress in response to abscisic acid

Plants regulate the balance of CO, uptake and transpiration by opening and closing stomatal
pores. In studying the specifics of stomatal regulation, various experimental methods have
yielded conflicting results. The aim of this thesis was to develop an experimental technique to
study stomatal regulation in isolated epidermal peels. Obtained results were compared with
experiments of intact plant gas exchange. The experimental stimulus was abscisic acid
(ABA), a plant hormone responsible for stomatal closure. Arabidopsis thaliana mutants with
deficiencies in stomatal closure and/or ABA signalling or synthesis were used as subjects —
ost2-2D, ost1-3 and nced3/5. These were compared to the wild-type Col-0 strain. Differences
in the behaviour of stomata in isolated epidermal peels and whole plants and the smaller
extent of stomatal closure observed in epidermal peels point to the benefits of using different
methods in parallel to study stomatal behaviour.
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TOOS KASUTATUD LUHENDID:

AAOQO3 - Arabidopsis aldehyde oxidase 3 (abstsiisaldehiiiidi oksiidaas)

ABA — Abstsiishape

ABA2 - ARABIDOPSIS THALIANA ABA DEFICIENT 2

ABCG25/40 — ATP-BINDING CASSETTE FROM SUBFAMILY G 25/40
ABI1/2 — ABA INSENSITIVE 1/2

AHA1-11 — Arabidopsis thaliana plasma membraane H*-ATPase isoforms 1-11
AKT1 - ARABIDOPSIS THALIANA K* TRANSPORTER 1

ALMT12 - ALUMINIUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 12
ANOVA - Dispersioonanaliiiis (analysis of variance)

cdi3 — Carbon Dioxide Insensitive 3

Col-0 — Arabidopsis thaliana Columbia metsiktiilipi liin

CPK — Ca**-DEPENDENT PROTEIN KINASE

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

KAT1/2 - POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS THALIANA 1/2
NCED - 9-cis-epoksiikarotenoidi dioksiigenaas

nced3/5 — 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 3/5, Col-0 taustaga T-DNA topeltmutant
NCED3/NCEDS5 — NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID DIOXYGENASE 3/5
NRT1/PTR — NITRATE TRANSPORTER 1/ PEPTIDE TRANSPORTER
OST1-OPEN STOMATA 1

ost1-3 — open stomata 1, Col-0 taustaga T-DNA mutant

0st2-2D — open stomata 2, mutant Col-0 taustaga



PHOT1/2 - PHOTOTROPIN 1/2
ppm — parts per million (osakest miljoni osakese kohta)

PYR/PYL/RCAR — PYRABACTIN RESISTANCE/PYR1-LIKE/REGULATORY
COMPONENT OF ABA RECEPTRON

QUACI - QUICKLY-ACTIVATING ANION CHANNEL 1

rcd3 — Radical-induced cell death 3

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

SLAC1 - SLOW ANION CHANNEL-ASSOCIATED 1

SLAH3 - SLAC1 HOMOLOGUE 3

SNRK2E/SnRK2.6 — SNF1-RELATED PROTEIN KINASE

ZEP - zeaksantiini epoksiidaas

VVDP — vapour-pressure deficit (veeauru rdhu defitsiit)



SISSEJUHATUS

Ohuldhed on avaused taimede lehtedel ja vartel, mida {imbritsevad kaks sulgrakku. Libi
ohuldhede toimub taimede gaasivahetus iimbritseva keskkonnaga. Fotosiinteesiks vajaliku
stisthappegaasi ja transpiratsioonil véljuva vee hulka reguleeritakse sulgrakkude avamise ja
sulgemisega. Sulgrakud kaitsevad taime ka patogeenide ja rakku sisenevate saasteainete eest.

Nimetatud pShjuste tottu on dhuldhede regulatsioon oluline taime arenguks ja kasvuks.

Ohuldhede avatus sdltub erinevatest stiimulitest, niiteks Shuniiskus, siisihappegaasi ja osooni
kontsentratsioon, valgusintensiivsus ning hormoonid. Ohuldhede avanemiseks liiguvad
sulgrakkudesse ioonid ja vesi, misjarel tduseb turgorrohk, sulgrakud paisuvad, toimub nende
viljapoole kdverdumine ja ohuldhe avaneb. Sulgumiseks toimub ioonide ja vee liikkumine

vastupidi: raku seest rakust vilja.

Ohuldhede regulatsioon on keerukas siisteem, sisaldades mitmeid erinevaid signaaliradu
sulgrakkude sees, mis tunnetavad muutusi nii timbritsevas keskkonnas kui reageerivad ka
teistest kudedest ja taimeosadest parinevatele signaalidele. Sulgrakkude kditumist vastusena
keskkonnastiimulitele uuritakse erinevate meetoditega, mis kasutavad modtmisobjektina kas
tervet taime, lehte voi lehelt eraldatud epidermist ning hindavad Shuldhede avatust kas

otseselt ohuldhe poori muutuse modtmisega vo1 kaudselt lehepinna transpiratsiooni pdhjal.

Antud bakalaureusetod eesmaérgiks oli vorrelda kahte Ohuldhede regulatsiooni hindavat
meetodit: mdotes Ohuldhede avatust isoleeritud epidermises ja jdlgides tervete taimede
gaasivahetust. Epidermisekatsed sooritati uurimisgrupis esmakordselt ning on moeldud teed
rajama jirgnevatele sarnastele toodele. Katsetes kasutati dhuldhede sulgumist esilekutsuva
stiimulina flitohormoon abstsiishapet ja uuriti selle mdju nimetatud hormooni regulatsiooni- ja

biosiinteesirajas hdiritud taimebioloogia mudelorganismi Arabidopsis thaliana mutantides.

T66 koostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi Taimesignaalide uurimisrithmas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Ohuldhed

Veekao vihendamiseks katab taimi vahajas vett mitteldbilaskev kiht kutiikula (Jones jt., 2013;
Araujo jt., 2013). Lehtedelt auruvast veest iiksnes ligi 5% pédseb 1abi kutiikula keskkonda
(Taiz ja Zeiger, 2002). Vee- ja gaasivahetuse eest taime ja {imbritseva atmosfddri vahel

vastutavad selleks spetsiaalselt vélja kujunenud poorid taimede pinnal — 6huldhed (Dong jt.,

2010).

Ohuldhe kompleksi moodustavad kaks spetsialiseerunud sulgrakku, nende vahele jddv
ohupilu ning paljude liikide puhul ka sulgrakke timbritsevad kaasrakud (Taiz ja Zeiger, 2002).
Taimebioloogia mudeltaime hariliku miiiirlooga (Arabidopsis thaliana) sulgrakkudel
kaasrakud puuduvad, neid iimbritsevad tavalised epidermiserakud. Ohuldhesid voib leida iile
kogu taime vorse, kuid peamiselt esinevad need lehtede ja varte pinnal. (Jones jt., 2013).
Lehtedel vdivad dhuldhed paikneda nii alumisel kui ka iilemisel kiiljel. Harilikul miitirloogal
asetsevad oOhuldhed peamiselt (65%) lehe alakiiljel (Jones jt., 2013). Enamikel
kaheidulehelistel taimedel on dhuldhed oakujulised pikkusega 10-80 pum ja laiusega 6-50 um
(Jones jt., 2013; Willmer ja Fricker, 1983).

Ohuldhede kaudu siseneb taime CO,, mis on vajalik fotosiinteesiks. Samuti on ohuldohed
olulised vee aurustumiseks, tagades taime ldbiva ksiileemivoolu, mis kindlustab vee ning
mineraalainete jaotumise taimes, ning vahendades taimede termoregulatsiooni (Dong ijt.,
2010). Taimede jaoks on oluline hoida tasakaalus ldbi pooride siseneva CO; ja viljuva

veeauru hulk.

Sulgrakkudele on iseloomulikud sisemised ja vélimised lateraalsed seinapaksendused
pooripoolsetel kiilgedel. Lisaks on neil radiaalselt paiknevad tselluloosi mikrofibrillid
rakuseinte tugevdamiseks (Taiz ja Zeiger, 2002). Nimetatud tunnused vdimaldavad
sulgrakkudel muuta kuju vee sisse- voi viljavoolul, mille tulemusel ohuldhed vastavalt
avanevad voi sulguvad (Jones jt., 2013). Tdiendavalt sisaldavad sulgrakud erinevalt teistest
epidermiserakkudest kloroplaste. Ohuldhed kaitsevad taime liigse veekao, patogeenide ja

rakku sisenevate saasteainete eest (Kollist jt., 2011).



1.2 Ohuléhede regulatsioon

Ohuldhede avanemiseks liiguvad sulgrakkudesse ioonid ja vesi, mille tdttu toimub
sulgrakkudes turgorrohu tous. Seeldbi sulgrakud paisuvad ja eemalduvad iiksteisest, toimub
nende viljapoole kdverdumine ja Shuldhe avaneb (Sharpe jt., 1987). Ohuldhede sulgumine
toimub vastupidiselt — ioonid ja vesi transporditakse rakkudest vilja (Jones jt., 2013). loonide
ning teiste ainete kiireks transportimiseks ldbi sulgraku plasmamembraanide on vilja
kujunenud pumpade, kotransporterite ja ioonkanalite siisteem. Ohuldhed reageerivad
vastusena muutuvatele keskkonnafaktoritele, nditeks valguse intensiivsus ja selle kvaliteet,
suhteline Shuniiskus, CO, ning O3z kontsentratsioon (Taiz ja Zeiger, 2002; Hetherington ja
Woodward, 2013). Lisaks on sulgrakkude regulatsioonil oluline fiitohormoon abstsiishape
(edaspidi ABA) (Taiz ja Zeiger, 2002).

+ -
Radiaalselt K A
H»O
paiknevad tselluloosi [_] A 2
mikrofibrillid

Sulgrakkudes
tekib turgor

Sulgrakud

Ohuldhe suletud Ohuldhe avatud Ohuldhe suletud

Joonis 1 Ohuldhede sulgumine ja avanemine. (Joonis on modifitseeritud. Joonise algallikas:
Purves jt., 1994) Nooled tihistavad katioonide (K"), anioonide (A" ja vee liikumissunda
ohuldhede regulatsioonil.

1.2.1 Ohuléhede avanemine

Sulgrakkude regulatsioonil oluliseimad osmootselt aktiivsed ained K*, sahharoos ja anioonid
NO3z, CI' ning malaat. Nende ainete kontsentratsiooni kasv sulgrakkudes véhendab
veepotentsiaali. Vesi liigub difusiooni teel oOhuldhesid {imbritsevatest korgema

veepotentsiaaliga aladelt madalama veepotentsiaaliga sulgrakkudesse.

Ohuldhede avanemiseks on esmalt tarvis H'-ATPaaside (ATP energiat kasutav H* pump)
vahendatud prootonite véljavool sulgrakkudest (Daszkowska-Golec ja Szarejko, 2013).

Arabidopsise sulgrakkudes on ekspresseeritud 11 multigeense perekonna Psa-tiitipi ATPaasi,



mida nimetatakse vastavalt AHA1-AHA11 (Arabidopsis thaliana plasma membraane H*-
ATPase isoforms 1-11) (Palmgren jt., 2001; Baxter jt., 2003.) Pohiliselt ekspresseeritakse
sulgrakkude protoplastides AHA1, AHA2 ja AHA5 (Ueno jt., 2005). H*-ATPaaside t66 on
positiivselt reguleeritud sinise valguse ja fiitohormoonide auksiinide poolt, seda inhibeerivad
ABA ja Ca®* (Daszkowska-Golec ja Szarejko, 2013). Sinise valguse toimel
autofosforiileeruvad harilikus miiiirloogas fotoretseptorid fototropiinid PHOT1 ja PHOT2
(PHOTOTROPIN 1/2). Nendes fototropiinides toimuv muutus algatab signaaliilekanderaja,

mille tulemusena aktiveeritakse H*-ATPaas (Kinoshita jt., 2001).

H* wviljavool tsiitoplasmast hiiperpolariseerib plasmamembraani, mis tagab K ioonide
sissevoolu sulgrakkudesse 1ldbi membraanpotentsiaalist soltuvate spetsiifiliste kanalite
(Assmann jt., 1985; Schroeder jt., 1987; Raschke jt., 1988). K" sissevoolu sulgrakkudesse
vahendavad heteromeersed Shaker-tiitipi kanalid KATI (POTASSIUM CHANNEL IN
ARABIDOPSIS THALIANA 1), KAT2 (POTASSIUM CHANNEL IN ARABIDOPSIS
THALIANA 2), AKT1 (ARABIDOPSIS THALIANA K+ TRANSPORTER 1) ja AKT2
(ARABIDOPSIS THALIANA K+ TRANSPORTER 2) (Szyroki jt., 2001; Lebaudy jt., 2008;
Hedrich, 2012). Kotransporterite tegevuse kaigus liiguvad seejdrel sulgrakkudesse ka Cl ja
NOgs’, kuid nende transporterite molekulaarne taust on siiani teadmata (Pandey jt., 2007).
Peamise anioonina osaleb 6huldhede avanemises tirklise 10hustamisel saadav malaat, mida

teadaolevalt kannab sulgrakku ABC transporterite perekonda kuuluv ABCB14 (Lee jt., 2008).

1.2.2 Ohuléhede sulgumine

Ohuldhede sulgumisel on keskne roll anioonkanalitel, mis liilituvad iimber avatud ja suletud
olekute vahel vastavalt teguritele, mis neid kontrollivad (Kollist jt., 2011). Anioonkanalite
avanemine  depolariseerib  sulgrakkude  plasmamembraani  (Kwak jt.,  2008).
Membraanpotentsiaali muutus vallandab omakorda K* viljavoolu kanalid (Kim jt., 2010).
Selle tulemusena langeb rakus veepotentsiaal, vesi viljub rakust, osmootne rdhk viheneb ning

ohuldhed sulguvad (Kollist jt., 2011).

Ohuldhede plasmamembraanis paiknevad anioonkanalid jagatakse aktivatsiooniaja jirgi
aeglasteks (S-tiiiipi) ja kiireteks (R-tiitipi) (Schroeder ja Keller, 1992). R-tiilipi pingesodltuvate
kanalite aktivatsioon/deaktivatsioon toimub millisekundite jooksul (Keller jt., 1989; Hedrich
jt., 1990). S-tiitipi norgalt pingesdltuvatel anioonkanalitel kestab aktivatsiooniperiood
kiimneid sekundeid (Schroeder ja Hagiwara, 1989). Peamised kirjeldatud anioonkanalid
sulgrakkude plasmamembraanides on S-tiitipi SLAC1 (SLOW ANION CHANNEL



ASSOCIATED 1) ja selle homoloog SLAH3 (SLAC1 HOMOLOGUE 3) ning R-tiiiipi
ALMT12 (ALUMINIUM-ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 12) ehk QUAC1
(QUICK-ACTIVATING ANION CHANNEL 1) (Vahisalu jt., 2008; Meyer jt., 2010; Geiger
jt., 2011).

1221 S-tiiiipi anioonkanalite to6pohimote

SLACL1 isoleeriti geneetiliselt osoonitundlikust rcd (Radical-induced Cell Death 3) ja CO,
mitte reageeriva cdi3 (Carbon Dioxide Insensitive 3) hariliku miiiirlooga mutantidest
(Kangasjarvi jt., 2005; Vahisalu jt., 2008; Negi jt., 2008). SLAC1 perekonda kuulub harilikus
miitirloogas Viis erinevat valku. Sulgrakkude plasmamembraanis esinevad nendest SLAC1 ja
SLAH3, mis mdlemad moodustavad S-tiilipi anioonkanaleid (Geiger jt., 2011).
Funktsioneeriva SLAC1 mutantidel ei esine sulgrakkude vastust nii endogeensetele faktoritele
kui ka keskkonnastiimulitele (Kollist jt., 2011). SLAC1 on vajalik dhuldhede sulgemiseks
vastusena CO,, ABA, O, valgus- ja niiskusmuutustele, Ca** kontsentratsiooni tdusule, H,O,
ja NO (Vahisalu jt., 2008).

SLAC1 avanemisel vabanevad sulgrakkudest anioonid. Plasmamembraan depolariseerumisel.

aktiveeritakse GORK (GATED OUTWARDLY-RECTIFYING K" CHANNEL) kanalid, mis
vabastavad K" sulgrakkudest. Koos kaaliumioonidega liigub sulgrakkudest vilja vesi.

Sulgrakkude ruumala véheneb ja Shuldhed sulguvad (Geiger jt., 2009).

Nii SLACI kui ka SLAH3 valgud aktiveeritakse fosforiileerimise teel (Geiger jt., 2009).
Aktivatsioon saab toimuda Ca®" mittesdltuva proteiinkinaasi OST1 (OPEN STOMATA 1) voi
Ca?* soltuva proteiinkinaasi (CPK) perekonna valkude poolt (Geiger jt., 2009; 2011).
Madlemad regulatsioonirajad on aktiveeritavad ABA poolt (Kollist jt., 2011, Geiger jt., 2011).
OST1 vahendab nii S-tiitipi kui ka R-tiitipi anioonkanalite aktiivsust (Geiger jt., 2009; Lee jt.,
2009; Imes jt., 2013). SLAH3 aktiveerimiseks on vajalik ka nitraat, mis annab pShjust arvata,
et SLAH3 vaib olla tihendusliiliks pouastressi ja nitraadi metabolismi ning signalisatsiooni
vahel (Geiger jt., 2011, Zheng jt., 2015).Proteiinkinaas OST1, tuntud ka kui SnRK2E ja
SNRK2.6 (SNF1-RELATED PROTEIN KINASE 2), on olulise tdhtsusega SLAC1-sdltuva S-
tiiiipi anioonkanali tdielikuks aktivatsiooniks (Geiger jt., 2009; Lee jt., 2009). OST1
fosforiileerib seriinjadke SLACI1 hiidrofiilses N-terminuse fragmendis anioonkanali aktiivsuse
tagamiseks (Vahisalu jt., 2010).

SLACI1 fosforiileerivad kinaasid (OST1 ja CPK) on sulgrakkudes 2C proteiinfosfataaside

(PP2C) kontrolli all, mis kuuluvad Mg**- ja Mn?*- sdltuvate seriin-treoniin fosfataaside riithma



(Ma jt., 2009). Kirjeldatud klaster A—alarithma 2C proteiinfosfataasi rithma prototiitipideks on
valgud ABI1 ja selle homoloog ABI2 (ABA INSENSITIVE 1 AND 2) (Merlot jt., 2001; Ma jt.,
2009). PP2Cd interakteeruvad fiiiisiliselt erinevates kombinatsioonides SnRK2dega ning on

voimelised inaktiveerima viimase ldbi mitmete seriini-treoniini jadkide defosforiileerimise

(Umezawa jt., 2009; Yoshida jt., 2006).

SnRK2 vabastamiseks PP2C-soltuva negatiivse kontrolli alt on vajalikud PYR/PYL/RCAR
(PYRABACTIN RESISTANCE/ PYR1-LIKE/ REGULATORY COMPONENTS OF ABA
RECEPTORS) perekonna valkude seondumine PP2Cdega (Park jt., 2009; Umezawa ijt.,
2009). PYR/PYL/RCAR tiitipi valgud toimivad tsiitosoolsete ABA retseptoritena, nende
aktiveerimiseks on vajalik ABA olemasolu (Geiger jt., 2009; Ma jt., 2009; Park jt., 2009).

1222 R-tiiiipi kanalid

R-tiitipi 10oonkanaleid moodustavad valgud avastati alles hiljuti (Meyer jt., 2010, Sasaki jt.,
2010). Arabidopsises ekspresseeritakse 14 ALMT (ALUMINIUM-ACTIVATED MALATE
TRANSPORTER) geeniperekonna homoloogi, millest iiksnes ALMT12 on kirjeldatud
sulgrakkude plasmamembraanis (Kovermann jt., 2007; Meyer jt., 2010; Sasaki jt., 2010;
Barbier-Brygoo jt., 2011). ALMT12 transpordib sulgrakkudes NOj3, CI, SO, ja malaati
(Meyer jt., 2010; Sasaki jt., 2010).

ALMT12 ei vaja aktiveerumiseks AI** olemasolu (Meyer jt., 2010). Seetdttu on esmane nimi
eksitav ning selguse mottes kasutatakse lithendit QUAC (QUICK-ACTIVATING ANION
CHANNEL) (Hedrich jt., 1990; Kolb jt., 1995). ALMT12 mutantidel on halvenenud
Ohuldhede sulgumine vastusena pimedusele, korgenenud ABA, CO, ja ca®t
kontsentratsioonidele (Meyer jt., 2010). AtALMT12 mutantidega 1dbi viidud eksperimentide
pohjal ei vastuta liksnes ALMT12 R-tiiiipi anioonkanali moodustamise eest ning vajalikud on

edasised katsed teiste komponentide véljaselgitamiseks.

1.3 Abstsiishape

Abstsiishape (ABA) on 15-siisinikuline terpenoid ja nork hape, mida kirjeldati esmakordselt
juba 1960ndatel (Jones jt., 2013; Finkelstein, 2013). ABA on taimehormoon, mis osaleb
taimedes mitmetes fiisioloogilistes protsessides: embriio arengus, seemnete idanemises, juurte
ja vorsete kasvus, dite indutseerimises. Lisaks kujundab ABA vastust keskkonnastressidele,
nditeks pdud, soolsus, temperatuur, patogeeniriinnak ning UV-Kiirgus (Finkelstein, 2013).

Vastupidiselt oma nimele ABA abstsissiooni ehk taimeosade eraldumist otsesel viisil esile ei



kutsu (Sharp jt., 2002). Antud t66s keskenduti ABA poolt vahendatud dhuldhede sulgumisele,
millele osutati juba 1969. aastal (Mittelhauser ja Van Steveninck, 1969).

Muutuvate keskkonnatingimuste tottu on vaja regulatoorseid mehhanisme ABA taseme
muutmiseks (Kim jt., 2010). See saavutatakse sulgrakkudes positiivse tagasiside pdhimdttel
(Bauer jt., 2013). Signaalmolekulina toimiva ABA kiired kontsentratsioonimuutused
tagatakse selle vajaduspoOhise siinteesi, lagundamise, molekuli inaktiveerimise ja
kohaspetsiifilise transpordiga (Nambara ja Marion-Poll, 2005; Kim jt., 2010; Jones jt., 2013.)
Osmootse stressi korral on voimalik ABA kontsentratsiooni kuni 30-kordne muutus (Harris
jt., 1988).

1.3.1 ABA transport taimedes

ABA transporti 1dbi plasmamembraani taimedes kinnitab selle leidumine ksiileemis (Boursiac
jt 2013). Ksiileem koosneb surnud rakkudest ning seetdttu on selles ABA siintees vilistatud.
Samuti on tdestatud vorsetes siinteesitud ABA leidumine juurtes (Ikegami jt., 2009; Ernst jt.,
2010; Goodger ja Schachtman, 2010). On naidatud ABA ja selle metaboliitide transporti nii
rakusiseselt kui ka rakkudevaheliselt (Nambara ja Marion-Poll 2005; Seo ja Koshiba, 2011).

Kirjeldatud on kahte erinevat ABA trasnmembraanset liikumisviisi (Boursiac jt, 2013).
Esimene pohineb ABA leidumisel rakkudes kahe erineva vormina: anioonsena (ABA") ja
protoneerituna (ABA-H). Nimelt soltub protoneerituse suhe keskkonna happelisusest.
Madalama pH-ga keskkonnas on iilekaalus ABA-H, mis suudab difundeeruda labi lipiidse
kaksikkihi transportereid vajamata. Tavatingimustel on soodustatud juurtes silinteesitud ABA
difusioon rakkudesse ja ksiileemivedelik ei rikastu ABAga, mistottu sihtkohaks olevatesse
sulgrakkudesse see ei joua (Boursiac jt., 2013). Stressitingimustes touseb ksiileemivedelikus
ABA tase, mis suudab esile kutsuda dhuldhede sulgumise. Siiski on enamik ABA mittelaetud
vormis ning seega jaab difusioon limiteerivaks etapiks ABA transpordil. Suurimaks
takistuseks ABA litkumisel on selle véljumine rakkudest, mis anioonsle kujul ei ldbi
plasmamembraani. Siit jireldub vajadus ABA transpordiks selleks kindlate transporterite

vahendusel, mis suudaksid tagada stabiilse hormooni liikumise.

Siiani on tuvastatud ABA transportereid kahest geeniperekonnast. 2010. aastal avastati
hariliku miitirlooga suurde ABC (ATP-BINDING CASSETTE) perekonda kuuluvad
transporterid AtABCG25 ja AtABCG40 (Verrier jt., 2008; Kuromori jt., 2010; Kang jt,.
2010). ABCG25 promootori aktiivsuse jirgi on tehtud kindlaks, et vastav transporter paikneb

juhtkudede plasmamembraanis ja on vastutav ABA juhtimise eest juhtkudedest vilja



(Kuromori jt., 2010). ABCG40 on tugevalt ekspresseeritud sulgrakkudes ning selle abil
siseneb ABA rakkudesse (Kang jt., 2010). Atabcg40 mutantide Shuldhede regulatsioon

toimub eksogeense ABA ja osmootilise stressi korral viivitusega ning taimed on pduaaltimad.

Teiseks ABA transpordi eest vastutavaks geeniperekonnaks on NRT1/PTR (NITRATE
TRANSPORTER 1/ PEPTIDE TRANSPORTER). Nimetatud perekonnas on tehtud kindlaks
4 ABA importerit, mille seast korgeima aktiivsusega ABA transpordil on NRT1.2 (Kanno jt.,
2012). NRT1.2 paikneb juhtkudede parenhiiiimirakkude plasmamembraanis ja vahendab
ABA liikumist juhtsoonte ning teiste kudede vahel. Lisaks ABAle transpordib NRT1.2 ka
nitraati. NRT1.2 mutantide puhul on tdheldatud ohuldhede suurem avatus oGisikutes, kuid

mitte lehtedel (Kanno jt., 2012).

1.3.2 ABA biosiintees

Taimed sisaldavad kahte eraldiseisvat ABA biosiinteesirada: otsene ja kaudne. Otsese
slinteesiraja puhul moodustatakse ABA 15-siisinikulisest tihendist farnestiiilplirofosfaadist,
kaudse puhul 40-stisinikulistest (C4o) karotenoididest (Zeewart ja Creelman., 1988). Taimedes
viiakse siintees ldbi karotenoidide modifitseerimise kaudu (Seo ja Koshiba, 2002; Nambara ja
Poll, 2013). ABA biosiinteesirada holmab 3 pdhilist etappi: varajased reaktsioonid viikeste
fosforiileeritud iihenditega, keskmised reaktsioonid mittetsiiklilise Cao-ithendi karotenoidi
prekursori moodustumiseks ja viimaks 15-siisinikulise ABA eelithendi ksantoksiini teke
(Milborrow, 2001). Esimesed kaks etappi pole piiravad ABA slinteesil, seetdttu
keskendutakse iiksnes viimasele (Sindhu ja Walton, 1988).

1.3.2.1  Hilised reaktsioonid ABA biosiinteesirajas

Kindlaks on tehtud 3 vastutavat ensiilimi ABA biosiinteesil: zeaksantiini epoksiidaas (ZEP)
(Marin jt., 1996), 9-cis-epoksiikarotenoidi dioksiigenaas (NCED) (Schwartz jt., 1997) ja
abstsiisaldehiiiidi oksiidaas (AAO3) (Seo jt., 2000).

ZEP vastutab zeaksantiini konverteerimise eest epoksiikarotenoidideks 9’cis-violaksatiiniks ja
9’-cis-neoksantiiniks 1dbi vahelihendi anteraksantiini (Marin jt., 1996). NCED kataliilisib
saadud epoksiikarotenoide lagunemise 15-siisinikuliseks tihendiks ksantoksiiniks ja
metaboliidiks (Schwartz jt., 2003). Ksantoksiin oksiideeritakse abstsiisaldehiilidiks
liihikeseahelalise dehiidrogenaasi vOi reduktaasi abil, mida kodeerib harilikus miiiirloogas
geen ABA2 (ARABIDOPSIS THALIANA ABA DEFICIENT 2) (Schwarts jt., 1997; Cheng
jt., 2002; Frey jt., 2012). Edasi konverteeritakse abstsiisaldehiiiid tsiitosoolis ABAks, mida



kataliitisib ensiiim AAO (Seo jt., 2000). Arabidopsises on leitud 3 AAO geeni, millest AAO3

poolt kodeeritaval ensiitimil eeldatakse olevat peamine funktsioon (Seo jt., 2000).

1.4 Ohuldhede Kiitumine sdltuvalt katsemeetodist

1.4.1 Erinevad katsemeetodid
Ohuldhede juhtivust méirab dhuldhede apertuur ehk dhuldhe poori laius ja Shuldhede tihedus
epidermises. Kui ohuldhed on rohkem avatud, siis transpiratsioon ja gaasivahetus taimes

suureneb. Mida suurem Shuldhede tihedus, seda enam kasvab ka dhuldhede juhtivus.

Ohuldhede avatust on mdddetud nii otsesel teel apretuuri mddtmisega kui ka kaudselt
gaasivahetuskatsetega (Trejo jt., 1995; Mott jt., 2008, Kollist jt., 2007). Varasemalt on
taheldatud olulisi erinevusi stiimulite mdjus kahe meetodi vahel, mille uurimine oli ka {iheks
selle t06 eesmirgiks. Enamasti on moddetud Shuldhede apretuuri isoleeritud epidermise
16ikudelt (nditeks Merlot jt., 2007, Angeli jt., 2013). Meetod vdimaldab paremini kontrollida
Ohulohesid umbritsevat keskkonda, muutes lahuses olevate ainete kontsentratsioone.
Isoleeritud epidermises on Shuldhed eemaldatud iilejainud taimekudedest, mis vdimaldab
uurida ainult ohulShedest endist ldhtuvaid signaale. Samas voib see osutuda puuduseks
mdistmaks Shuldhede regulatsiooni terviklikku toimimist taimes. Lisaks vdivad toimuda
muutused sulgrakkude homdoostaasis epidermise eraldamise kéigus, néiteks kiires reaktiivsete
hapnikutihendite siintees (Suzuki jt., 2011), mis vdivad tekitada ettearvamatuid mojusid

sulgrakkude kaitumises.

Kaudselt saab moota ohuldhede avatust gaasivahetuskatsetes, kus hinnatakse OShuldohede
juhtivust taimest toimuva transpiratsiooni kaudu. Suur osa avaldatud gaasivahetuskatsete
andmeid pdhineb terve taime iihe lehe mddtmisel (nt Angeli jt., 2013). Ohuldhede juhtivust ja
selle regulatsiooni on hinnatud ka taimest eraldatud lehtedes (nt Hedrich jt., 2001). Sellistes
katsetes saavad signaalid sulgrakkude regulatsiooniks périneda ka taime teistest lehtedest voi
mesofiilli rakkudest, mida epidermisekatsetes pole voOimalik tuvastada. Terves Ilehes
mdjutavad sealhulgas Ohuldhesid ka iimbritsevad epidermiserakud, mis avaldavad
sulgrakkudele survet. Katsed tervete taimedega pole levinud, sest puudub sobilik aparatuur
gaasivahetuse mddtmiseks. Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis on vastav katseseade

olemas (Kolist jt. 2007, Merilo jt. 2014).



1.4.2 Erinevused katsemeetodite vahel
Katsetes moddetud dhuldhede avatus voib sdltuda parasjagu kasutatavast meetodist. Seda on
ndidatud mitmete stiimulite puhul. Erinevaid tulemusi on saadud isoleeritud epidermise ja

terviklike lehtede vahel vastusena niiskustaseme, CO,, valguse muutusele ja ABA t66tlusele.

Mott jt. (2008) vaatlesid Tradescantia pallida ja Pisum sativumi taimede Ghuldhede
reageerimist vastusena korgenenud CO, kontsentratsioonile ja valgusele. Tervetes lehtedes
1abi viidud katses sulgusid T. pallida ja P. sativumi Shuldhed tdstetud CO, kontsentratsiooni
ja pimeduse korral. Vicia faba lehtedes Shuldhede sulgumist seevastu ei toimunud. Isoleeritud
epidermises ei toimunud dhuldhede vastust kummalegi stiimulile mitte iiheski taimes. Kui aga
eraldatud epidermis asetati mesofiillile, siis T. pallida ja P. sativum suutsid taastada
ohuldhede sulgumise. Veelgi enam, toime ilmnes ka eraldatud epidermise 1digu asetamisel
teise liigi mesofiillile. Sama katse puhul jéi V. faba jatkuvalt tundetuks. Siit saab jareldada, et

ka liikide vahel vdivad olla erinevused stiimulitele reageerimisel.

Fujita jt. (2013) sooritasid katseid Commelina communise lehetiikkide, isoleeritud epidermise
ja mesofiillile asetatud epidermistega. Nii punases kui ka sinises valguses sulgusid
lehetiikkide Ghuldhed vastusena tostetud CO; kontsentratsioonile ning avanesid
tavapdrasemast madalamal kontsentratsioonil. Epidermise 1dikudes olevad oOhuldhed
reageerisid punase valguse kées vaevu suurenenud CO, kontsentratsioonile. Valges valguses
tingis korgendatud CO; tase epidermise 16ikude dhuldhedes samasuguse vihese vastuse, kuid
tavaparasest madalamal CO, kontsentratsioonil 6huldhed avanesid. Epidermis asetatuna

mesofiillile reageeris sarnaselt lehesegmendile.

Nende ja lisaks monede teiste (Hashimoto jt., 2006; Shope jt., 2008; Sibbernsen ja Mott,
2010) katsete toel jouti jarelduseni, et Shuldhede avanemisel ning sulgumisel on vastutavaks
mesofiillist parinevad signaalid. Selle teooria kohaselt v3ib mesofiill toota lihendeid, mis kas
sulgevad 6huldhed voi muudavad sulgrakud vastuvdtlikuks erinevatele stiimulitele (Mott jt.,
2009). Vilja on pakutud ka fotosiinteesi osalus mesofiillist ldhtuvates signaalides (Fujita jt.,
2013).

1.4.3 ABA toime sulgrakkudele katsetes
ABA biosiintees reguleerib ohuldhede apertuuri pduastressi puhul ning selle peamine
toimumiskoht on lehestik (Holbrook jt., 2002; Christmann jt., 2007). ABA on

signaalmolekulina viga mobiilne, kuid siiani pole selgelt teada, kuidas selle transport



erinevate taimeosade, sealhulgas sulgrakkude vahel mojutab fiisioloogilisi vastuseid (Merilo
jt., 2015).

Vastusena pouastressile ekspresseeritakse bioslinteesi eest vastutavaid ensiiime NCED,
ABAZ2 ja AAO3 juhtkudede parenhiitimirakkudes (Cheng jt., 2002; Koiwai jt., 2004; Endo jt.,
2008). See annab aimu, et pouatingimustes voOidakse transportida ABA kudedevaheliselt
mooda juhtsooni (Xu jt., 2013). Lehtedes siinteesitakse ABA peamiselt juhtkoes floeemi
kaasrakkudes (Endo jt., 2008; Kuromori jt., 2014). On leidnud kinnitust, et ka sulgrakud
suudavad toota ABA. Seejuures on vilja pakutud teooria ABA iiksnes lokaalsest toimest

ohuldohedede sulgumisel (Bauer jt., 2013)

Trejo jt. (1993;1995) pakkusid katsete pohjal vilja, et mesofiill voib kataboliseerida ABA,
vihendades eksogeense ABA toimet tervetes lehtedes vorreldes epidermise ldikudega. Shatil-
Cohen jt. (2011) tulemusel lehe hiidrauliline juhtivus veele vihenes, sest ABA pérssis
kimbuiimbrise rakkude ldbitavust veele. Need tulemused annavad aimu, et mesofiill suudab
kontrollida ohuldhede sulgumist ja teooria ABA iiksnes lokaalsest toimest sulgrakkudes on
kiisitav. ABA lisamisel transpiratsioonivoogu ja hormooni pritsimisel rosettidele saadi
epidermisekatsetega vastuolulised tulemused (Pantin jt., 2014). Mutantidel, mis olid ABA
suhtes tundetud epidermise 1dikudes, kujunes selge vastus kahe teise nimetatud meetodi
rakendamisel. Sellel pdhinevad jareldused, et ABA kontrollib ohuldhede juhtivust lisaks
lokaalsele signaliseerimisele sulgrakkudes ka ldbi teise korvalise signalisatsiooniraja, mis

ldhtub lehe sisemistest kudedest.

F. Darwin (1898) niitas dhuldhede sulgumist vastusena vihenenud suhtelisele dhuniiskusele
(kirjanduses ka veeauru rohu defitsiit (VPD)), mille tipsemaid mehhanisme on hakatud
uurima alles viimasel ajal. Ohuldhed sulguvad pduastressi korral ABA toimel, mille tdttu on
pakutud ABA toimet VPD-seotud G&huldhede sulgumises. Esimest korda tdestasid
sulgrakkudes toimuvat autonoomset ABA siinteesi Vvastusena vihenenud suhtelisele
ohuniiskusele Bauer jt. (2013). Viimased uurimused on ndidanud sulgrakkudes ja floeemi
kaasrakkudes siinteesitud ABA vordvédrset osalust VPD-seotud O&huldhede vastuses
gaasivahetuskatsetes (Merilo jt., 2018). Siiski jadb selgusetuks, milline on sulgrakkudes ja
floeemi kaasrakkudes siinteesitava ABA vaheline fiisioloogiline toime erinevatel tingimustel
ja ajaskaalas (Merilo jt., 2018). Hiljuti on vilja pakutud teooria, mille kohaselt kiire
ohuldhede sulgumise vastusena muutunud keskkonnatingimustele kutsub esile mesofiillis

stinteesitud ABA (McAdam jt., 2018).



ABA modju uurimisel saadud vastuolulised andmed vdivad tuleneda rakendatud
metoodikatest, nagu ndidatud Ohuniiskuse, valguse ja CO, puhul. Erinevates taime
piirkondades siinteesitud ABA osaluse kindlakstegemiseks Ohuldhede regulatsioonis on
hakatud uurima ABA biosiinteesi- voi signalisatsiooniraja mutante. ABA-puudulike ja ABA-
tundetute mutantidel on niidatud korgenenud OShuldhede juhtivus tavaolekus (Merilo jt.,
2018). Samas uurimustdds tehti kindlaks OST1 proteiinkinaasi olulisus dhuldhede juhtivuse
reguleerimisel vastusena Ohuniiskuse vdhenemisele, kuid regulatsioon voib toimuda ka

ABAst soltumatult.

1.5 Kasutatud taimeliinid
Katsete jaoks kasvatati nelja hariliku miitirlooga (Arabidopsis thaliana) erinevat liini. Lisaks
metsiktiitipi Columbia (Col-0) okotiilibile kasutati mutante 0st2-2D, ost1-3 ja nced3/5. Koigil

nimetatud mutantidel on hairitud ABA siinteesi- v0i signalisatsioonirada.

0ST2-2D

ost2-2D mutant isoleeriti infrapunavalguses pildistamise ehk termopildistamise abil Col-0
liini muteeritud populatsioonist, kust otsiti taimi, mille Shuldhed olid vodrreldes algse
fenotiitibiga pimedas rohkem avatud (Merlot jt., 2007). OST2 (OPEN STOMATA 2) geen
kodeerib sulgrakkude peamist plasmamembraani H*-ATPaasi AHA1 (Harper jt., 1990).
Antud mutandi teises kromosoomis OST2 lookuses on dominantne mutatsioon, mille toimel

muutub plasmamembraani H*-ATPaas alaliselt aktiivseks (Merlot jt., 2002).

Katsetel epidermise 1dikudega ei toimunud 0st2-2D mutandis huldhede sulgumist vastusena
eksogeensele ABAle (Merlot jt., 2007). Tervete taimede puhul on ndidatud vastupidiselt
transpiratsiooni selget vdhenemist (Pantin jt., 2013). Merlot jt. (2007) néitasid
epidermisekatsetega  siiski  0st2-2D  ohuldhede reageerimist valgusele ja CO,
kontsentratsioonide muutustele ning mutandi Shuldhede apertuuri sarnasust metsiktiitibiga
(Col-0) (Merlot jt., 2007). Kuigi Merlot jt (2002) kirjeldasid ost2-2D fenotiitibil kujunevaid
nekrootilisi kahjustusi, siis Nuhkat (2013) seda ei tdheldanud.

OST1-3

ost1-3 on Col-0 péaritoluga T-DNA mutant (Yoshida jt., 2002; Xue jt., 2011). Varasemalt
isoleeriti juhuslikult taimede termpopildistamise abil veel kaks OST1 geeniperekonna
mutanti: ostl-1 ja ostl-2 (Mustilli jt., 2002). Vastavate mutantide lehetemperatuur oli

pouatingimustes ~1°C madalam vorreldes metsiktiiiibiga, mis tuleneb o0stl vdimetusest



limiteerida veekadu transpiratsioonil pouastressi juures. 0st1-3 reageeris kiirele niiskustaseme
langusele ndrbumisega (Yoshida jt., 2002). Sarnaselt ost2 mutandile ei reageeri ost1-1, ost1-2,
ost1-3 mutantide dhuldohed ABAle katsetel epidermise 16ikudega (Mustilli jt., 2002; Yoshida
jt., 2002), samuti ka tervete taimede korral on mutant tundetu. Kuigi ostl-3 on
tavatingimustes korgem oOhuldhede juhtivus, siis suurenenud apretuuri ohulohedel pole

taheldatud (Xue jt., 2011).

OST1 kodeerib ABA poolt aktiveeritavat Ca’*-mittesdltuvat proteiinkinaasi ja mdjutab
anioonkanali SLAC1 aktivatsiooni. OST1 seostub fiiiisiliselt SLAC1-ga, pohjustades selle
fosforlileerimise ja aktivatsiooni (Geiger jt., 2009). Kui SLACI ei fosforiileerita, siis
ohuldhede sulgumist vastusena ABAle ei toimu ning kuivastressis 0St1-3 mutandid nérbuvad
korgenenud transpiratsiooni tottu. OST1 mutante on mitmetes Kkirjanduslikes allikates
nimetatud ka kui snrk2e ja snrk2.6 mutantideks. Nimetused tulenevad Snfl-seotud

proteiinkinaaside perekonnast 2, mida antud lookus kodeerib (Yoshida jt., 2002).

NCED3/5
nced3/5 mutant on saadud kahe metsiktiiiibi 6kotiiiibi (Col-0) T-DNA mutandi nced3 ja nced5
omavabhelisel ristamisel (Frey jt., 2012).

NCED perekonna geenid kataliilisivad biokeemiliste uuringute jérgi ABA biosiinteesi
vOtmeetapiks peetavat epoksiikarotenoidide 10hustumist (Sindhu ja Walton, 1988).
Arabidopsises on leitud 9 NCED perekonna geeni, millest kolm osalevad teadaolevalt ABA
biosiinteesis (Iuchi jt., 2001). NCED geenid on tugevalt ekspresseeritud vastusena taime
kasvusignaalidele ja stressitingimustele (Finkelstein, 2013).

NCED3 peetakse peamiseks vastutavaks geeniks pouastressil kujunevas ABA vastuses (luchi
jt., 2001). Pouastressi katsetes esines nced3 mutantidel selge seos vdhenenud endogeense
ABA ja korgenenud transpiratsiooni taseme vahel (Iuchi jt., 2001, Frey jt., 2012). NCEDS5
geeni hidirumisel ei esinenud selget erinevust metsiktiiiibiga, kuid selle toime ilmneb
kooskolas teiste NCED perekonna geenidega. NCEDS vdimendab pduatingimustel NCED3
geeni moju. Vegetatiivsetes kudedes oli parsitud nced3/5 mutantide kasv, veekadu oli
tiksikmutantidest suurem ja endogeense ABA tase vdhenes nii stressi- Kui tavatingimustes
vorreldes nced3 mutandiga (Frey jt., 2012). ABA kontsentratsioon topeltmutandis on oluliselt
madalam metsiktiiibi lehtede tasemest (Chater jt., 2015, Frey jt., 2012; Merilo jt., 2018).
Topeltmutantide leherosetid jddvad taime kasvu kdigus tunduvalt viiksemateks metsiktiiiibist,

mis kinnitab ABA positiivset regulatsiooni taimekasvul (Cheng jt., 2002, Frey jt., 2012.



nced3/5 mutantide dhuldhede tihedus epidermises on suurenenud (Chater jt., 2015). Merilo jt.

(2018) néitasid ohuldhede oluliselt kdrgemat juhtivust nced3/5 mutandil.

Tabel 1 Katsetes kasutatud hariliku miiiirlooga liinide kirjeldus

Geen
Liin Kirjeldus Piritolu  Arabidopsises’ Muutus geenis  Viide
OST1 kinaasi T-DNA sisestus  Yoshida jt.,
ostl-3  t66 hdairumine  Col-0 AT4G33950.1 OST1 geenis 2002
alaliselt aktiivne 2 missense
+ mutatsiooni Merlot jt.,
H -ATPaas
ost2-2D Col-0 AT2G18960.1 C—T;G —A 2002, 2007

hairitud NCED .
isovormide AT3G144401 | DNA sisetused | b o001

NCED geeni
nced3/s ekspressioon  Col-0  AT1G30100.1 \CEDgeenides i 2012
Col-0 Metsiktuup
! Tair

2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesmérgid

Tartu Ulikooli taimsete signaalide uurimisriihmas on leitud teatud mutantide Shuldhede
kditumises erinevusi varasemalt kirjanduses avaldatuga. Erinevusi on tédheldatud eelkdige
katsetega, kus ohulohede avatuse-suletuse regulatsiooni on jdlgitud isoleeritud epidermises.
T66 esimeseks eesmérgiks oli vdlja arendada uurimisriihmas esmakordselt kasutatava meetodi
tehnika epidermise 10ikude uurimiseks. Pilootprojekti tulemusi vdrreldi uurimisriihmas
spetsiaalselt tervete taimede gaasivahetuskatseteks loodud seadeldise tulemustega. Stiimulina
kasutati abstsiishapet, mida on kerge molemas siisteemis kasutada ja mille toime on

pohjalikult kirjeldatud.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Taimede kasvatamine
Seemnete idanemise stimuleerimiseks ja iihtlustumiseks hoiti neid vdhemalt kolm pédeva enne
kiilvamist vees, kiilmkapis temperatuuril 4°C. Kasvusubstraadina kasutati 1:1 mahusuhtes

vermikuliidi ja turba segu, millele lisati pooles mahus vett. Vermikuliit suurendab segus mulla



veemahutavust. Taimed Kkasvatati 12-tunnise pédevapikkusega ruumis, et péarssida
reproduktsiooniorganite valjakujunemist ja seeldbi viltida taimede fiisioloogias muutusi
katsete jooksul. Kasvuks sobilikku temperatuuri hoiti kasvuruumis 18-20°C juures,
valgusintensiivsus oli 90-130 pmol m™ s™. Piisava niiskustaseme tagamiseks asetati kuni
idulehtede tekkimiseni kiilvi kohale Petri tass voi plastikkate. Taimede harvendamine toimus
nadal pédrast kiilvi, potti jdeti kasvama iiks taim. Piisava niiskustaseme hoidmiseks kasteti
taimi kahel-kolmel korral néddalas. Katseteks kasutati 4 nddala vanuseid taimi. Vajadusel

kasvatati taimi pikemalt, eelkdige acglasema kasvukiirusega nced3/5 mutante.

Gaasivahetuskatsete taimed kasvatati vastava katseseadeldisega sobituvates neljakandilistes
plastikpottides (suurusega 10x10x6 cm), mis tdideti 250 grammi kasvusubstraadiga.
Kasvupotile asetati selle suurusega vastavuses 0,25 cm paksune poleeritud klaasplaat, mille
keskmes oli ligikaudu 3 mm labimddduga kooniline ava. Klaas asetub potile 45° nurga all,
mis jitab poti nurgad lahti ning vdimaldab 6hu liikumist iile substraadi. Klaaspind pressiti
vastu kasvusubstraadist moodustatud kuhja kasvupotis. Seemned kiilvati automaatpipetiga
klaasplaadi keskel olevasse auku mullapinnale. Spetsiaalsete pottide kasutamine tagab
taimerosettide eraldamise kasvupinnasest ja juurtest, et véltida gaaside litkumist mullast ja
iimbritsevast keskkonnast modtekambritesse. 2-4 pdeva enne katse algust tdideti klaasi ja

taimevarre vahele jadv ava pookevahaga (AS Agropol DT).

Epidermisekatsete taimede kasvatamiseks kasutati musti plastikust kasvupotte, mis tdideti 170
grammi kirjeldatud kasvusubstraadiga. Seemned kiilvati lahtiselt mullapinnale poti keskel.
Taimi kasvatati samas ruumis ja samadel tingimustel kui gaasivahetuskatseteks kasutatud

taimi 4 nadalat.

2.2.2 Katseaparatuur gaasivahetuskatseteks

Gaasivahetuskatseteks spetsiaalselt konstrueeritud seadeldis voimaldab mddta terve taime
gaasivahetust iseloomustavaid parameetreid kaheksas eraldiseisvas mdotekambris (Kollist jt.,
2007). Katseseade voOimaldab modtekambrites muuta O3z ja CO, kontsentratsioone,
ohuniiskust, valguse intensiivsust ja selle spektrit. Aparatuur on lihendatud ohu koostist
analliisiva seadmega Li-cor (Li-7000), selle modtetulemused kuvatakse spetsiaalse
arvutiprogrammi abil reaalajas arvutiekraanile. Uhtlasi salvestab programm tulemused ja

kuvatud andmeid saab hiljem analiiiisida.

Mootekambrid on 7,8 cm sisemise diameetriga ja 3,5 cm korgusega roostevabast terasest

silindrid. Klaasiga kaetud pottides taimed viiakse kambrisse altpoolt. Potte toestab vedru,



surudes kambri poleeritud servad nelinurkse klaasi vastu. Silinder on {ilalt kaetud klaasiga,

mille 1dbi padseb valgus taimedeni.

Joonis 2 Taimede gaasivahetuse modtmiseks kasutatud seadeldis. A. Kolm hariliku
miilirlooga taime asetatuna gaasivahetuse mootmise kiivetti. B. Gaasivahetuskambritega
sobituv klaasplaadiga kaetud kasvupott koos selles kasvava taimega.

Igasse kambrisse tekitati termostaadi abiga 70-80% suhteline Ohuniiskus. Modtekambrite
temperatuur oli 24-25°C, valgustugevus 150 pmol m™ s ja CO, kontsentratsioon ~400 ppm.
Taimede gaasivahetuse iseloomustamiseks mdddeti CO; ja veeauru sisaldus modtekambrisse

sisenevas ja sealt vdljuvas dhus ning modtekambrite temperatuur.

Uute tingimustega harjumiseks hoiti taimi enne katse algust ~1 tund modtekambrites, mille
jooksul taimede 6huldhede juhtivus stabiliseerus. Iga kambri uuritavate vaédrtuste mootmiseks
seadistati 1 minut: 30 sekundit referentsvddrtuse modtmiseks ja 30 sekundit moddetavale
kambrile. Antud t60s sooritati katseid korraga 4 kambriga. Kdigepealt moddeti 8 tsiikli (32
min) jooksul igas kambris taime dhulShede juhtivus tavatingimustel. Seejérel eemaldati taim
kambrist ning pritsiti neljast erinevast kiiljest 5 uM ABA lahuse voi kontroll-lahusega.
Tootluste tarvis lahuste valmistamiseks kasutati (£)-ABA (tootja: Carbosynth Ltd.) lahust,
detergenti (Silwet L-77, tootja: PhytoTechnology Laboratories) ja destilleeritud vett (mQ,
Millipore Milli-Q masinast). Kontroll-lahuses ABA puudub. Detergent aitab lahusel paremini
marjata lehe hiidrofoobset kutiikulat, seda lisati mahus 1 ul/5 ml. lga 2-3 katse jarel valmistati
uus lahus, sest ABA on madala kontsentratsiooniga lahuses toatemperatuuril labiilne, samas
kui detergendi toime vdheneb madalate temperatuuride juures. Liigse niiskuse véltimiseks

moodtekambris kuivatati {ileliigne lahus taime iimbritsevalt klaasilt. Taim viidi tagasi



modtekambrisse ning katset jéatkati veel 1 tunni jooksul (25 tsiiklit). Pérast pritsimist ei

imendu lahus koheselt, seetdttu ei saanud esimesi modtepunkte tulemustes kajastada.

Uhte ja sama taime kasutati esmalt kontroll-lahusega katse tarvis ning vihemalt pievase
vahega ABA lahusega pritsimisel. ABAga to6deldud taime enam ei kasutatud. Katseid tehti

4-7 taimega tihest liinist, kokku sooritati 3 katseseeriat.

Taime leheroseti pindala kindlakstegemiseks pildistati digitaalkaameraga Pentax K100D taim
enne modtekambrisse paigutamist koos skaalaga (10x30 millimeetripaber). Fotodelt moddeti
taimede pindalad pilditootlusprogrammis Imagel (versioon 1.51r), kasutades poliigoon-

tooriista.

2.2.3 Epidermisekatsete libiviimine

Epidermisekatsed on sooritatud protokolli jérgi, mis on arendatud Sheffieldi Ulikooli
molekulaarse taimebioloogia professori Julie Grey toorithmas (isiklik kommunikatsioon).
Arabidopsis thaliana ohulohed esinevad peamiselt lehtede alakiilgedel, millelt eraldati ka
antud katseteks epidermis. Selleks ldigati taimelt leht ning tehti sisseldige lehe alakiiljele,
suunaga keskroo juurest lehe servani. Pintsettidega haarati tehtud sisseldikest kinni ning rebiti
ornalt, kuni ilmus néhtavale mesofiillist eraldunud enam-vihem ldbipaistev epidermis.
Epidermiseldigu kiilge jadnud leheosa lahutati 16ikamisega. Samamoodi talitati ka lehe teise
poolega. Niiviisi saadi sarnased epidermaalsed 1digud kahe erineva to6tluse tarvis. Loigud
epidermisest asetati 5 cm ldbimddduga Petri tassidele 5 ml avanemispuhvriga kontroll-
lahusesse voi 5 uM ABA lahusesse. Avanemispuhvri koostises oli 50mM KCI, 10 mM MES
puhvrit (tootja: Sigma Company Co) ja destilleeritud vett (mQ, Millipore Milli-Q masinast).
Avanemispuhvri pH kohandati pH-meetriga (Hanna Instruments, mudel pH211) véirtuseni

6,2, kasutades KOH. Kokku kasutati igalt taimelt kolme keskmise vanusega lehte.

Petri tassid epidermiseldikudega asetati spetsiaalsele seadmele, mis tagas tasside temperatuuri
nende kinnitamise aluse all oleva termostateeritud veevanniga (23° C). Ohuldhede
avanemiseks valgustati vesivanni selle all olevate halogeenlampidega (valgusintensiivsus 140
umol m? s™). Loigud jéeti vihemalt kaheks tunniks kohanema lahustesse valguskambrites.
Kambritesse asetatud Petri tassid voeti ohuldhede iilespildistamiseks vélja samas jarjekorras

sinna asetamisega.

Loigud asetati filterpaberit ja pintsette kasutades alusklaasile ja pandi peale katteklaas. Piltide
tegemiseks kasutati ZEIZZ Examiner.D1 mikroskoopi, 40-kordse suurendusega objektiiviga



(Plan-Neofluar 40x/0.75) ja SPOT Pursuit USB kaamerat. Iga taime iga tootluse jaoks
pildistati 7-8 pilti kasutades programmi VisiView. Epidermise pildistamiseks valiti
piirkonnad, mis ei hdlmaks mesofiilli sisaldavat ala, kus rakud oleksid elusad ja millel

paikneks vdhemalt 2 iilesvottel piisava teravusega ohuldhet.

2.2.4 Andmeanaliiiis

2241  Gaasivahetuskatsed

Gaasivahetuskatsete andmeid analiiiisiti spetsiaalse Exceli arvutustabeliga, mis arvutab
ohuldohede juhtivuse gaasivahetuskambritest saadud parameetrite pohjal. Koik graafikutel
olevad andmed on taimeliinide keskmised véartused ja nende standardvead. Statistiline
andmeanaliiiis teostati programmiga Statistica (version 7.1), kus meetoditena kasutati iihe-
voi kahefaktorilist ANOVALt ja post hoc testina Tukey testi liinidevaheliste erinevuste
kindlaksmédramiseks ja selle pohjal Shuldhede juhtivuste grupeerimiseks voi statistiliselt

oluliste erinevate tulemuste saamiseks liinisiseselt valimi pdhjal.

Epidermisekatsete ja gaasivahetuskatsete tulemuste omavaheliseks vordlemiseks arvutati
ohuldhede juhtivuse muutus. Analiiiisiks kasutati kahefaktorilist ANOVAt ja Tukey
testi.Selleks kasutati 60. minutil mdddetud punkti ja Shuldhede juhtivust enne pritsi ja arvutati

valemiga:

1.1.

6Omin — Y9Salg
gsalg

49s =

kus 60min — gaasivahetuskatsetes parast ABA pritsi mdddetud 60. minuti punkti vartus; gsaig-

ohuldhede keskmine juhtivus enne pritsi

2.2.4.2  Epidermisekatsed

Epidermisekatsete piltide analiiiisimiseks kasutati Image] pistikprogrammi Obejct)’d.
Ohuldhede mddtmine toimus pimekatsena: enne mddtmist nimetati pildid iimber, et viltida
kallutatud tulemuste saamist. Igalt pildilt mdddeti kahe Shuldhe poori avatuse laiused ja
pikkused.. Moodetud andmete pdhjal arvutati Exceli programmi kasutades poori lihtsustatud

ringi pindala valemiga:
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kus p — dhuldhe poori diameeter; ¢ — dhuldhede kompleksi diameeter

Joonis 3 Moddetud dhuldhe poori laius (paremal) ja pikkus (vasakul).

Bioloogiliseks korduseks loeti sama tootlusega iiks taim, mille parameetrite saamiseks
keskmistati koikidelt selle taime ohuldohedelt (n=14) moddetud vairtused. IIma ABA
tootluseta poori pindalad keskmistati iga liini jaoks, et saada Ohuldhede avatus
tavatingimustel. Andmeid analiiiisiti sarnaselt gaasivahetuskatsetega iihefaktorilist ANOVAt
ja post hoc testina Tukey testi. Gaasvivahetuskatsetega vordlemiseks arvutati Ghuldhede
pooripindalade muutus. Vordluseks gaasivahetusmeetodiga kasutati kahefaktorilst ANOVALt

ja Tukey testi. Suhtelist muutust arvutati jargneva valemiga:
1.3

ABA*T — ABA™
ABA~

AS (%) =

kus ABA" - Shuldhe poori pindala ABA téotlusel; ABA™ - dhuldhe poori pindala ABA

tootluseta sama taime puhul



3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 Kasutatud taimeliinide fenotiiiibid

Paljud hariliku miiiirlooga metsiktiiiibid on omavahel eristatavad fenotiiiibiliselt rosettide kuju
ja lehtede paiknemise poolest. Kdik katsetes kasvatatud taimed olid metsiktiitipi Col-0
paritoluga. Uuritavatses mutantidest osutus fenotiiiibiliselt metsiktiiiibile kdige sarnasemaks
ost1-3, mille kuju ja kasv ei erinenud metsiktiiiibist. Samuti ei erinenud 0st2-2D kasvukiirus
markimisvaarselt metsiktiiiibist, kuid lahknes lainja leheserva kuju poolest. Merlot jt. (2007)
kirjeldasid ost2-2D 1-2 nidala vanustel taimedel nekrootilisi lehti, kuid sarnaselt Nuhkat
(2013) katsetele, antud katsetes seda ei tdheldatud. Héiritud ABA biosiinteesiga mutandi
nced3/5 kasv on oluliselt acglasem vorreldes teiste liinidega, mida on tédheldatud ka varem
(Frey jt., 2012). Lisaks keerdusid nced3/5 mutandi lehed kasvades allapoole rulli ning olid
pealtvaates silmndhtavalt ebaiihtlasema lehepinnaga. Neid fenotiitipe voib pdhjustada nced3/5

taimede suurenenud transpiratsioon ja NCED geeniperekonna mdju vegetatiivsele kasvule

(luchi jt., 2001, Cheng jt., 2002; Frey jt., 2012).

nced3-5

Joonis 4 Pildid 4 niddala vanustest hariliku miiiirlooga liinide Col-0, ost1-3, ost2-2D ja
nced3/5 taimedest. Pildil on skaala pikkusega 1 cm.



Nii ost1-3 kui ka ost2-2D mutantidel on héiritud ABA signalisatsionirada (Merlot jt., 2002;
2007; Mustilli jt., 2002). nced3/5 ei suuda toota mutatsioonide tdttu piisavas koguses ABA.
Visuaalse fenotiiiibi pohjal saab viita, et nced3/5 mutatsioon ABA biosiinteesirajas on
suurema mojuga fenotiilibi viljakujunemisel kui ost1-3 ja 0st2-2D Shuldhede avatuse-suletuse

regulatsioonis olulised mutatsioonid.

3.2 Pilootkatse epidermise 1dikudega

Katsetulemuste esmasel analiilisimisel jdi silma kardinaalselt erinev mddtmistulemus
metsiktiitibi Col-0 kontrolltaimede 3. katsesarja tulemustes vorreldes kahe eelnevaga (Joonis
5). Kolmandas katseseerias 6huldhede poori avatus hoopiski suurenes vastusena ABAle.
Kuna ABA rolli Shuldhede avanemises pole tdheldatud, siis edasistel arvutustel seda
katseseeriat koos teiste vastavas seerias saadud tulemustega arvesse ei voetud. Selline
korvalekalle iseloomustab hasti, kui keeruline on tagada stabiilsus antud meetodi rakendamise
puhul. Tulemus voib sdltuda, eksperimentaatori vilumusest epidermise tiikkide eraldamisel.
Gaasivahetuskatsetel on modteandmete saamine ja kindlate keskkonnatingimuste kontroll
mehhaniseeritud. Lisaks saab vaadelda stiimulite toimet reaalajas arvutiekraanil, mis

voimaldab koheselt tuvastada kdrvalekaldeid tavapérasest.

Epidermise eemaldamisel iilejadnud kudedest tekib koes stressiseisund. Epidermise 1oigud
kohanevad kiill kaks tundi lahuses, kuid modtmise kéigus tuleb neile asetada katteklaas, mis
vOib taas tekitada stressi. Seetdttu peab olema eriti hoolikas, et rakud ei saaks kahjustada.
Esmakordsel katsemeetodi 1dbiviimisel polnud meetod veel laboris korralikult vélja tootatud.
Seetottu tuli parima metoodikani joudmiseks alguses katsetada. Algselt vottis kogenematuse
tottu digete lehe piirkondade leidmine pildistamiseks ja mikroskoobi sittimine kauem aega.
See viivitus vOis pohjustada muutusi Shuldhede apertuuris. Esialgu kujunes probleemiks
Katteklaasi ja epidermise vahele jiiv ohk, mis raskendas dhuldhede pildistamist. Ohumullide
valtimiseks kasutati vastava tootluse lahusesse kastetud filterpaberit. See vdte parandas

oluliselt piltide kvaliteeti.
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Joonis 5 Metsiktiiiibi Col-0 6huldhede poori pindalad vastusena abstsiishappele kolmes
sooritatud katseseerias. Epidermisetiikkidega sooritati 3 katseseeriat (I, II, III), mille kdigus
vorreldi dhuldhede poori pindalasid vastusena kontroll-lahusele ja abstsiishappe lahusele. 111
katseseeria tulemused pole vastavuses ABA rolliga ohuldhede sulgumisel. Toodud on
keskmistatud tulemused (n=6) =SEM.

Uldjuhul sooritati gaasivahetus- ja epidermisekatsed eraldi, mis tihendas katseseeria taimede
kasvatamist erinevatel aegadel. Kuna kasvutingimused kasvuruumi sees erinevad teatud
médral (nditeks valguses osas), siis see tingis kasutatud taimede suurema varieeruvuse nii
katseseeria kui ka katsetevahelises ulatuses. Parima tulemuse tagamiseks tuleks edaspidi {ihe
katseseeria taimed kasvatada molema metoodika jaoks iiheaegselt. Samuti vdiks tiles
pildistada epidermisekatsetel ka terved taimed, nagu tehti gaasivahetuskatsetel. See annab

voimaluse tagantjérele vorrelda iildist taimede filisioloogilist seisundit.

3.3 Ohulghede avatused kontrollkatsetes

Ka enne piltide analiitisi oli voimalik visuaalselt selgelt eristada 0st2-2D mutandi dhuldhesid
(Joonis 6A). Merlot jt. (2007) saadud andmete pohjal 6huldhe apertuur o0st2-2D-| sarnaneb
metsiktiitibiga, kuid erineb antud geeni teise mutandi 0st2-1D puhul. Piltidelt oli vdimalik
0st2-2D mutandi 6huldhesid dra tunda suurenenud dhuldhekompleksi ja avatumate Shuldhede
poolest. See vaatlustulemus vastandub Merlot jt. (2007) jareldustele. nced3/5 mutandi puhul
oli raskendatud epidermise koe eraldamine mesofiillist. See kajastus ka fotodel, millelt vdis
leida rohkem mesofiillirakke ja nende vahel paiknevaid dhulShesid. ostl-3 Shuldhed silmale

néhtavalt piltidel metsiktiilibist ei eristunud.
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Joonis 6 Hariliku miiiirlooga liinide dhuldohede avatus tavatingimustel. A. Tiitpilised
pildid 2 tundi parast epidermise 16ikude t66tlust kontroll-lahusega. Skaala on pikkusega 50
um. B. Ohuldhede poori pindala (um?) arvutatuna piltidelt, mille ndidised on toodud joonise A
osas. Joonisel on toodud keskmistatud tulemused (n=12) £SEM. Statistilise analiiiisi jaoks
kasutati ihefaktorilist ANOVA ja Tukey post hoc testi, mille pohjal oluliselt erinevad rithmad
on tdhistatud tdhtedega (p<0,05).

Ohuldhe apertuuri pindala mddtetulemused kattuvad epidermise piltidelt vaadelduga — ost2-
2D ohuldhed on méirgatavamalt suuremad teistest (Joonis 6B). nced3/5 ja ost1-3 6huldhed on
omavahel suuruse poolest viga sarnased, kuid nende poori pindala on siiski natuke kdrgem
metsiktiiibist. Saadud tulemuste statistiline analiilis tuvastas kaks erinevat gruppi (p<0,05).
Metsiktiitipi Col-0, ost1-3 ja nced3/5 pooride pindala oli statistiliselt sarnane ning ost2-2D

vastav mdoddetud suurus markimisvéarselt erinev (p<0,05).

3.4 Mutantide 0huldhede juhtivus tavatingimustel

Gaasivahetuskatsetes tuvastati kdoigil uuritud mutantidel korgem oOhuldhede juhtivus
tavatingimustel vorreldes metsiktiiiibiga (Joonis 7). Kuna koik eksperimentides kasutatud
taimed on seotud ABA signalisatsiooni- voi siinteesiraja hdirumisega, siis viitab see ABA

seotusele dhuldhede juhtivuse médramisel.

Metsiktiiiibist oluliselt korgemat Ghuldhede juhtivust on ostl-3 ja nced3/5 mutantidel
ndidanud ka Merilo jt. (2018), ost2-2D puhul Pantin jt. (2013). Kdige sarnasem ShulShede
juhtivus metsiktiiiibile oli ostl-3 taimedel, mis sarnanesid metsiktiiiibiga ka OhulShede



avatuse osas epidermisekatsetes. Antud katsetes oli aga nced3/5 topeltmutandi Shuldhede
juhtivus ligi 4 korda korgem metsiktiitibist. Pantin jt. (2013) kohaselt on Col-0 taustaga ABA
siinteesirea mutantide dhuldhede juhtivus korrelatsioonis lehtedes leiduva ABA tasemega.
Kuna NCED3 ja NCEDS5 kataliiisivad ABA siinteesirajas olulist reaktsiooni, siis voib
eeldada, et neis taimeliinides on oluliselt madalam ABA tase ja seeldbi korgem ShulShede

juhtivus.

Siinkohal ilmneb vastuolu: iihelt poolt on 0st2-2D suurem Ohuldhede avatus, kuid palju
madalam ohuldhede juhtivus kui nced3/5 mutandil ja teisalt nced3/5 véiksem Ohuldohede
avatus ning suurem juhtivus. ost2-2D taimede suurem Ghuldhede avatus on seletatav selle
mutandi pdhilise plasmamembraani H'-ATPaasi alalise aktiivsusega (Merlot jt. 2007, ehk
moni viide veel). Mida avatumad OGhuldhed, seda suurem on ka transpiratsioon
tavatingimustel. Antud tulemuse iiheks selgituseks on nced3/5 liinide suurem GhulShede
tihedus epidermises, mis on tingitud ABA takistavast rollist dhuldhede véljakujunemisel
(Chater jt., 2015). Samuti aitab see paremini mdista, miks sarnaste dhuldhe poori pindaladega

ost1-3 ja nced3/5 Shuldhede juhtivus on vdga erinev.
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Joonis 7 Hariliku miiiirlooga nelja erineva liini Shuldhede juhtivus (mmol m? s ™)
tavatingimustel. Joonisel keskmistatud tulemused (n=15-20) +£SEM. Statistilise analiiiisi
jaoks kasutati tihefaktorilist ANOVA ja Tukey post hoc testi, millega saadud erinevused on
tahistatud tdhtedega (p<0,05).



3.5 Gaasivahetuskatsed ABA toimel
Gaasivahetuskatses uuriti, kuidas mojutab 5 uM ABA lahus ohuldhede juhtivust ABA

slinteesi- ja signaalrajas hairitud mutantidel. Selleks uuriti enne ja pédrast ABA pritsimist
Ohuldhede juhtivuses toimunud muutust tervetes taimedes. Vahetult pérast pritsimist
toimunud modtmisi tulemustes ei kajastata, sest lehed olid veel méarjad ja seega ei olnud

voimaluk dhuniiskuse mdotmise abil hinnata dhuldhede juhtivust.

Metsiktiitibi Col-0 taimedes tuvastati selge dhuldhede juhtivuse kahanemine peale ABAga
tootlemist (Joonis 8). Varasemalt Kkirjandusest teada, et ostl-3 Shuldhede juhtivus piisib
muutumatuna, kui tervet taime on pritsitud ABA lahusega (Merilo jt., 2018). Sooritatud
katsed andsid samasuguse tulemuse. Koigil teistel liinidel langes Shuldhede juhtivus peale
pritsimist ABAga. Varasemates epidermisekatsetes ost2-2D taimedega on niidatud, et antud
mutatsioon pdhjustab Shuldhede ABA tundetuse (Merlot jt. 2007). Hiljem on osutatud, et
eksogeenselt ksiileemivoolu lisatud ABA vai pritsimine ABAga vihendab 0st2-2D 6hulohede
juhtivust (Pantin jt., 2013). Ka siin t66s 1dbi viidud gaasivahetuskatsetes saadi ost2-2D

taimedega sarnane tulemus, mis oli vastupidine epidermisekatsetele.

Vaorreldes pooride pindalasid eristusid selgelt 0st2-2D taimed, mis erineb Merlot jt. (2002)
tulemustest. 0st2-2D mutatsiooni tagajirjel on muutunud sulgrakkude peamine H'-ATPaas
AHA1 alaliselt aktiivseks. H'-ATPaasid hiiperpolariseerivad plasmamembraani, mis
aktiveerib K" sissevoolu kanalid, vesi liigub rakku ja kasvab sulgrakku turgorrohk. Pidevalt
aktitvne AHAT pdhjustab pideva 6huldhede avatuse ja takistab dhuldhede sulgumist (Nuhkat,
2013). Kiesolevas toos leiti kooskdlas varasema kirjandusega, et 0st2-2D 6huldhed ei sulgu
ABA mojul epidermises, aga sulguvad terve lehega tehtud katsetes (Merlot jt., 2007; Pantin
jt., 2014). Kuna metsiktiiiibis on voimalik dhuldhede sulgumine ka epidermise 1dikudes, siis
jarelikult nditab ost2-2D vastava reaktsiooni puudumine ja selle olemasolu tervetes taimedes,
et ABA sulgumine saab toimida kahel erineval viisil. Arvestades saadud tulemusi, siis voib
oletada, et need reaktsiooniviisid suudavad iiksteist teatud méadral kompenseerida. Taoline

talitlusviis tagab taimedele eluliselt olulise Shuldhede regulatsiooni kindlama toimumise.

ABA siinteesireas héiritud nced3/5 mutant nditas kdige tugevamat vastust pritsitud
eksogeensele ABAle vorreldes teiste mutantidega. Téhelepanuvaarselt polnud nced3/5 ka veel
60. minutitil jdudnud stabiilsele platoole ABA vastuses, Col-0 kontroll ja ost2-2D olid selle
saavutanud.  Selle pohjuseks voib vélja tuua nced3/5 mutandi algse korge ShulShede

juhtivuse, mis on pdhjustatud suuremast ja ehk ka talituslikult varieeruvamast dhuldhede



populatsioonist. Ohuldhede talitluslik funktsionaalsus on kiill olemas, kuid dhuldhede tihedus

plisib muutumatuna.

Gaasivahetuskatsete selgema erinevuse viljendamiseks kontroll-lahuse ja ABA vahel on vilja
toodud iga taimeliini keskmistatud 60. minuti punktid, mil to6tlus oli saavutanud antud katse
jooksul oma maksimaalse toime (Joonis 9). Vordlus kontroll-lahusega pritsitud taimede
ohulohede juhtivusega nditab ABA toime ulatust. Statistiline erinevus leiti kolme taimeliini
erinevate tootluste vahel, milleks olid Col-0 (p=0,025), ost2-2D (p=0,0086); nced3/5
(p=3,2*10'°).
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Joonis 8 Ohuléhede reaktsioon abstsiishappele gaasivahetuskatsetes. Taimi pritsiti kontroll-
lahuse (K) voi SuM abstsiishappega (ABA) noolega ndidatud hetkel (0 min). Kontrollpunkti
tulemused ajahetkel 4 (min) on graafikult vélja jdetud pérast pritsi tdusnud niiskuse tottu
modtmiskambrites. Joonisel on katsete keskmistatud tulemused (n=15-20)+ SEM.

3.6 ABA vastus 6hulohedes epidermise l1oikudel

Jargnevalt analiiiisiti ABA moju ohuldhede avatusele epidermisekatsetes. Visuaalselt oli
voimalik eristada sulgunud ohuldhesid Col-0, ost1-3 ja nced3/5 mutatide epidermise piltidel
vastusena ABAle (Joonis 10). ost2-2D puhul ei olnud mérgata silmale nihtavat erinevust kahe

tootluse vahel, mida nditas ka piltide analiilis. Samadele tulemusteni on joutud varemgi

(Merlot jt. 2007).
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Joonis 9 Ohuléhede juhtivuse erinevus kontroll-lahuse (K) ja ABAga pritsitud taimedel.
Kasutatud on gaasivahetuskatsetel moddetud 60. minuti punkte. Joonisel keskmistatud
tulemused (n=15-20) £+SEM. Statistilise analiilisi jaoks kasutati kahefaktorilist ANOVA ja
Tukey post hoc testi. Statistiliselt erinevad rithmad on téhistatud tdrniga (Col-0 p=0,025; ost2-
2D p=0,0086; nced3/5 p=3,2*10°)
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Joonis 10 Pildid epidermisekatsetest. Joonisel on vilja toodud iga liini tiiipiline pilt
ohuldhedest kontroll-lahuse (K) ja 5 uM ABAga (A). All paremal on toodud skaala suurusega
50 pum.

ABA to6tluste omavaheliseks liinisiseseks vordluseks kasutati iga liini keskmistatud
pooripindalade véirtuseid (Joonis 11A). Arvuliselt eksisteerisid to6tlustel lahknevused
pooripindalade vaartuses kolmel liinil: ostl1-3, nced3/5 ja Col-0. Statistiliselt polnud siiski



voimalik toestada tiheski liinis markimisvéarset erinevust moddetud suuruste vahel (analiiiisil
kasutatud kahefaktorilist ANOVA testi ja post hoc testina Tukey). Varasemast on teada, et
ohuldhed sulguvad isoleeritud epidermistes ABA toimel (Treijo jt., 1995, Merlot jt., 2007). Et
antud viddrtuse pdhjal polnud voimalik eristada statistiliselt olulisi erinevusi metsiktiiiibi
kontroll- ja ABA-t66tluste vahel, siis ei saa luua poori pindalasid vorreldes seoseid ka teiste
liinide ABA tundlikkuse suhtes

Epidermisekatsed on sooritatud vastavalt Sheffieldi Ulikooli Molekulaarse bioloogia ja
biotehnoloogia uurimissuuna loodud protokollile (isiklik kommunikatsioon). Selle pdohjal
arvutati 0huldhede sulgumise hindamiseks poori pindala (valem 1.1). Arvutamisel on valemis
kasutatatud lisaks apertuurile ka poori pikkust. Katse alguses tehti eeldus, et selle parameeteri
vaartus erineb minimaalselt. Katse andmetest jareldus, et tegelik néhtu ei vastanud eeldustele
(Vaata Lisa 1). Ohuldhe poori pikkuse suur varieeruvus tdstab omakorda arvutatud poori
pindalade véirtuste varieeruvust, mis vOib olla pdhjuseks, miks ANOVA testil ei saadud
statistilisi erinevusi. Seega ei pruugi poori pindala olla sobiv parameeter iihe liini sisese
tootluse mdju iseloomustamiseks. Seetottu vaadeldi ka poori apertuuri muutust, mida on
varasemalt kirjanduses kdige rohkem kasutatud (Joonis 11B) (Mustilli jt., 2002; Yoshida jt.,
2002; Merlot jt., 2007). Statistiline analiilis poori laiuste védrtustega andis vdrreldava
tulemuse epidermise piltidelt ndhtuga. Vilja arvatud ost2-2D, suutsid kolm teist liini
vastusena ABAle dhulShede avatust reguleerida. Vastandlikult Yoshida jt. (2002) tulemusele
muutus ka ostl-3 GShuldhede apertuur katse kdigus véiksemaks. Tasub dramérkimist, et
varasemalt on tavaliselt kasutatud korgemat ABA kontsentratsiooni kui kdesolevates katsetes
(YYoshida jt., 2002, Merlot jt., 2007). Seega ei saa 0st1-3 ebaharilik kditumine olla pohjustatud

kasutatud ABA ebaloomulikult kdrgest kontsentratsioonist.

Kahe katsemeetodi mootmistulemused on erinevates modtithikutes, mida ei saa vorrelda.
Omavaheliseks vordluseks arvutati molema katse puhul Shuldhede sulgumise muutus
protsentides algsest. Epidermisekatsetes oli dhuldhede sulgumise muutus méarkimisvairselt
viiksem gaasivahetuskatsetest (Joonis 12). Et o0stl-3 mutandi ohuldhed ei sulgu
gaasivahetuskatsetes vastusena ABAle, siis ongi selles mutandis dhuldhede avatuse muutus
vdikesem. Lisaks ndhti antud t66s ebaharilikku Shuldhede sulgumist ostl-3 mutandis
epidermisekatsetes, mis omakorda vidhendab kahe katsemeetodi tulemustest arvutatud

muutuse erinevust.
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Joonis 11 A Ohuldhede poori pindalade vordlus 2 tunni jooksul kontroll-lahuse (K) ja
abstsiishappega (ABA) tootlusel. Statistilise analiiiisi jaoks kasutati kahefaktorilist ANOVA
ja Tukey post hoc testi Statistiliselt oluliselt erinevaid rithmasid ei tekkinud (p>0,05). B
Hariliku miiiirlooga kasutatud liinide 6hulohede poori laius tootlustel. Kahe tunni viltel
abstsiishappe v0i kontroll-lahusega t66deldud epidermise 1dikude piltidelt moddetud
ohuldhede poori avatus. Joonisel keskmistatud tulemused (n=12) +SEM. Statistiliselt erinevad
riihmad on téhistatud tirniga (Col-0 p=5,1*10"; ost1-3 p=0,0410; nced3/5 p=3,2*107°)
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Joonis 12 Ohuldhede sulgumise muutus (%) kahe erineva katsemeetodi puhul. Joonisel
epidermisekatsete (n=12) ja gaasivahetuskatsete (n=15-20) keskmistatud tulemused +SEM.



3.7 Epidermisekatsete rakendamisest ja edasiarendamisest

Epidermisekatseid tehes oli suur olulisus modtmise tdpsusel ja igal katsel tuli juurde
tdhelepanekuid, mida saaks paremini teha. Kindlasti tuleb jdlgida, et lahusesse asetamisel
jadks kutiikula {iles-poole. Vastasel korral vihendab voi lausa takistab kutiikula vahajas kiht
tootluse moju epidermisele. Katsetes on parem kasutada pisemaid eraldatud epidermise osi,
mis ei keerdu nii lihtsalt kokku ja millega saab paremini toimetada. Soovitatav on jétta
isoleeritud epidermise kiilge transportimiseks Petri tassilt katteklaasile mesofiilliga riba. Petri
tassilt alusklaasile viimiseks oli hea kasutada lahusesse kastetud paberfiltrit, samuti on see hea
tehnika viltimaks ohu sattumist katteklaasi ja alusklaasi vahele. Ohuldhed varieeruvad nii
lehe kui ka taime tasandil piirkonniti (Weyers 1995). Seetottu on oluline saada 16igud
voimalikult sarnastelt aladelt. Seda pohimotet iritati jargida, kuid ometi oli see alguses

keerulisem, millest vOisid tuleneda erinevused katseseeriate vahel.

Ohuldhede sulgumist oli vdimalik selgelt niha epidermise Idikudest tehtud piltidelt.
Kahefaktoriline ANOVA ja post hoc testi kontroll-lahuse ja ABA lahuse moju vordlemiseks
ei nididanud olulist erinevust dhuldhede poori pindalades. Muidugi ei ole silmamddt teaduses
adekvaatseks kriteeriumiks, kuid viga v3ib otsida ka vordluse metoodikas. Peamistes
epidermise 10ike uurivates katsetes on kasutatud Shuldhede poori apertuuri ning katseid
analiitisides selgus, et ka kdesolevas t60s oli apertuur sobiv iihe liini sees toimuvate muutuste
iseloomustamiseks. Samas selgus, et ka ohuldhede poori pikkus pole muutumatu vairtus.
Seetdttu on suurema poori pikkusega ohuldhel poori muutmiseks vajalik vdiksem muutus
apertuuris. Seega erinevate genotiilipide dhuldhede vordlemiseks voib siiski olla kasulik poori
pindalade korvutamine. Kui peaks tekkima tarvidus tdstas poori pindala mddtmise tépsust,

voib kaaluda ImageJ programmi poliigoon tooriista kasutamist.

Epidermisekatseted vOimaldavad uurida vahetult dhuldhedes toimuvaid muutusi. See on
ihtlasi ka puuduseks, sest saab uurida Ttksnes vidga spetsiifiliselt sulgrakkudes
ekspresseeritavaid geene. Lisaks vdivad Ohuldhesid mdjutada mujalt taimest périnevad
signaalid, mille mdju epidermisekatsed ei tuvasta. ABA ei ole ainus stiimul, mida saab antud
meetodi puhul sulgrakkudele rakendada. Sarnaselt vGivad ka teised taimehormoonid méérata
ohuldhede sulgumist ja avanemist. Kokkuvotvalt vOib Gelda, et sissetodtatud meetod on
rakendatav. Epidermise 10ikude ja gaasivahetuskatsetes saadud tulemuste vordluses ilmnesid
erinevused kahe genotiiiibi Shuldhede vastuses. Pea koikides liinides oli dhuldhede sulgumise
muutumine epidermise ldikudes véiksem kui gaasivahetuskatsetes Ohulohede juhtivuse

muutus. Seetdttu on soovitatav tulevikus epidermisekatsetega paralleelselt sooritada katseid,



kus ohuldohede kditumist jélgitakse terves taimes. Kéesolevas t60s saadud tulemused kutsuvad
ka ettevaatlikkusele kirjanduses leiduvate ohuldhede avatust iseloomustavate tulemuste

tolgendamisel.



KOKKUVOTE

Pidevalt muutuvates keskkonnatingimustes on ohuldhede iilesanneteks tagada fotosiinteesiks
piisava CO, hulga sisenemine taime ja vahendada vee véljumist taimest. Ladbi Shuldhede
saavad siseneda taime ka patogeenid ja saasteained. Seetdttu on oluline uurida mehhanisme,
mis reguleerivad ohuldohede avanemist ja sulgumist vastusena erinevatele biootilistele ja
abiootilistele stiimulitele. Ohuldhede juhtivust médrab huldhede apertuur ehk huldhe poori
laius ja dhuldhede tihedus epidermises. Ohuldhe poori imbritsevate sulgrakkude kiitumist on
uuritud erinevaid meetodeid kasutades. Ohuldhede avatust saab mddta otsesel viisil Shuldhede

apertuuri moodtes kui ka kaudselt jilgides gaasivahetust taime ja atmosféddri vahel.

Kéesolevas bakalaureusetoos uuriti kahte erinevat ohuldhede avatust hindava meetodit.
Esimeseks nendeks oli laboris olemasolev gaasivahetussiisteem ning teisena tOotati sisse
isoleeritud epidermise 1dikudelt dhuldhede apertuuri modtmine. Antud t60 iiheks eesmérgiks
oligi viimati nimetatud meetodi toimimise tagamine. Teiseks sooviti vdrrelda kahest
meetodist saadavaid tulemusi, hindamaks epidermisekatsete tookindlust. Selleks kasutati nelja
erinevat hariliku miiiirlooga genotiilipi, mida tdddeldi Shuldhede sulgumist stimuleeriva

abstsiishappe lahusega.

Kuigi kolmest sooritatud katseseeriast iihte ei olnud vastukdivate tulemuste tottu voimalik
kasutada, vOib kokkuvotvalt siiski Oelda, et antud meetodil on perspektiivi. Meetodi
usaldusvédrsuse tOstmiseks on moistlik korvutada saadud tulemusi tervetes lehtedest voi
taimest moodetud védrtustega. T60 kéigus néhti erinevusi meetodite vahel, mis on suuremalt
jaolt kooskolas varasemalt avaldatud andmetega. Selle tooga voeti kasutusse uus meetod, mis
vdimaldab TU Taimesignaalide uurimisrithmas mitmekesistada ohuldhede regulatsiooni

uurimist.



RESUMEE

Comparison of stomatal regulation between epidermal peel and gas-exchange
experiments in thale cress in response to abscisic acid
Jaanika Unt

Summary

Stomata are a type of pore present on the leaves and stalks of plants. They facilitate gas
exchange with the outside environment. In varying conditions, it is important for a plant to
balance the assimilation of carbon dioxide with the loss of water through transpiration. Thus,
plants have evolved mechanisms that allow stomata to be opened and closed in response to

environmental inputs.

Various experimental methods have been employed to study the behaviour of stomata.
However, the results obtained are often conflicting. For example, some mutants currently
studied at the UT Plant Signal Research Group often behave differently to what is described
in even the latest literature. Conflicts between findings have been especially profound in

studies of stomatal opening in plant epidermis isolates.

The research group has already developed a unique gas exchange measurement system to
study whole-plant stomatal conductance. The aim of this undergraduate thesis is to develop a
novel technique to also study the same process in epidermal peels. This permits whole-plant

data to be compared to the behaviour of these peels.

Specifically, the chosen stimulus to study was abscisic acid (ABA), an important plant
hormone involved in the closing of stomata. For both the whole-plant and epidermal peel
experiments, the behaviour in response to ABA is especially simple to study. The Arabidopsis
thaliana mutants ost1-3, ost2-2D and nced3/5 were studied in this experiment, which all have
deficiencies in the ABA synthesis or signalling pathway. Their stomatal behaviour was

compared to the Columbian wild-type strain Col-0.

It is important to note that experiments with epidermal peels largely depend on the individual
technique of a researcher. Thus, a robust parameter has to be used to describe the openness of
stomata. We found that although the area of the pore was a suitable descriptor, the simplified
circle area equation is not suitable. Additionally, after a representative number of



experiments, it was possible to give recommendations for future experiments to other

researchers within the team.

By performing ABA-response experiments in both epidermal peels and whole plants,
conflicts in previous literature were confirmed. For example, ost2-2D was unresponsive in
peel experiments, while whole plants substantially change their stomatal conductance. An
additional paradox was found between ost2-2D and nced3/5. While ost2-2D had larger
stomatal pores, the conductance of nced3/5 was still higher. This can be explained by the
higher density of stomata in the nced3/5 epidermis. Also, it has been suggested that ABA does

not only act locally on guard cells, but also through a secondary pathway.



TANUSONAD
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