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INFOLEHT
Tundmatu geeni (PUSA) ja CYP707A3 toime iseloomustamine hariliku miiiirlooga

(Arabidopsis thaliana) taimedes

Taimedel on gaasivahetuseks lehtede pinnal 6huldohed, mida on vdimalik liigse veekaotuse
kontrollimiseks sulgeda. Ohuldhede sulgumiseks on oluline taimehormoon abstsiishape
(ABA). Kéesolevas t00s uuriti abstsiishappe lagundamiseks vajalikku CYP70743 geeni ja
tundmatu, mutantsel fenotiiiibil pdhineva esmase nimetusega PUSA geeni toimet hariliku
miiilirlooga (Arabidopsis thaliana) taimedes. Tundmatu PUSA geen avastati ja eraldati
varasemalt iihest hdirunud CYP707A43 geeni sisaldavast taimeliinist (SALK 078173), millel oli
silmapaistev fenotiiilip, mistdttu sooviti teada saada, kumma geeni hdirumisest on pdhjustatud
SALK 078173 fenotiilip. Saadi teada, et CYP707A43 geeni toime oli uuritud taimeliinides madal
ning tundmatu PUSA geen on oluline taimede kasvamiseks. Samuti selgus, et SALK 078173

fenotiilipi pohjustas tundmatu PUSA geeni hdirumine.

ABA, CYP707A43, Arabidopsis, 6huldhe, areng
CERCS: B225, Taimegeneetika

Functional characterization of an unidentified gene (PUSA) and CYP707A43 in
Arabidopsis thaliana

For the purpose of gas exchange, plants are equipped with stomata on the surface of leaves, that
can be closed for minimizing water loss. A plant hormone called abscisic acid (ABA) is very
important for stomatal closure. In this thesis, the function of CYP707A43, important for the
breakdown of ABA, and an unknown gene, temporarily named PUSA based on the mutated
phenotype, was researched in Arabidopsis thaliana. The unknown PUSA was previously
discovered and isolated from a plant line with mutated CYP707A43 (SALK 078173). Due to
this, the last aim of this study was to find out which defected gene caused the phenotype of
SALK 078173. The results showed that CYP707A43 effect was low and PUSA gene is important
for plant growth in the used plant lines. SALK 078173 phenotype was caused by a mutation in
PUSA gene.

ABA, CYP707A3, Arabidopsis, stoma, development

CERCS: B225, Plant genetics
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KASUTATUD LUHENDID

AAO3 — ABSCISIC ALDEHYDE OXIDASE 3, abstsiishappe tootmiseks vajalik ensiitim
ABA — abscisic acid, abstsiishape, oluline taimehormoon veekaotuse reguleerimiseks
ABA2 — ABSCISIC ACID DEFICIENT 2, abstsiishappe biosiinteesis osalev ensliim
ABA-GE — abstsiishappe gliikosiiiilester, abstsiishappe inaktiivne, konjugeeritud vorm
BDG — BODYGUARD, kutiikula moodustumises osalev valk

BG1 — beeta-gliikosidaas 1, muudab abstsiishappe gliikosiiiilestri aktiivseks abstsiishappeks
BG2 — beeta-gliikosidaas 2, muudab abstsiishappe gliikosiiiilestri aktiivseks abstsiishappeks

Col-0 — mudelorganism hariliku miilirlooga (Arabidopsis thaliana) Columbia Gkotiiiip,

metsiktiilip

CYP707A — CYTOCHROME P450, FAMILY 707, SUBFAMILY A; abstsiishappe

lagundamises osalevad ensiitimid

DPA — dihydrophaseic acid, dihiidrofaseiinhape, abstsiishappe lagundamise 16pp-produkt
EPF1 — EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 1, dhuldhede arengut kontrolliv signaalpeptiid
EPF2 — EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 2, dhuldhede arengut kontrolliv signaalpeptiid
GORK — GUARD CELL RECTIFYING K" CHANNEL, kaaliumioonide véljavoolukanal

ICE1/SCREAM — INDUCER OF CBF EXPRESSION1/SCREAM, aluseline heeliks-ling-

heeliks transkriptsioonifaktor

LMA — leaf mass per area, lehe kuivmassi ja pindala suhe

NCED — NINE-CIS-EPOXYCAROTENOID-DIOXYGENASE, abstsiishappe biosiinteesis

osalev enstiim

OST1/SnRK2.6 — OPEN STOMATA 1/SUCROSE NONFERMENTINGI-RELATED
PROTEIN KINASE 2.6, dhuldhede sulgumiseks vajalik valgukinaas

PA — phaseic acid, faseiinhape, ABA katabolismiprodukt

PP2C — TYPE 2C PROTEIN PHOSPHATASE, abstsiishappe signaaliraja negatiivsed

regulaatorenstitimid



PYR/PYL/RCAR - PYRABACTIN RESISTANCE/PYRI1-LIKE/REGULATORY
COMPONENT OF ABA RECEPTOR, abstsiishappe retseptorid

QUACI/ALMTI12 - QUICK ACTIVATING ANION CHANNEL 1/ALUMINIUM-
ACTIVATED MALATE TRANSPORTER 12, dhuldhede sulgumiseks vajalik anioonkanal

SCRM2 — SCREAM?2, aluseline heeliks-ling-heeliks transkriptsioonifaktor
SLAC1 — SLOW ANION CHANNEL 1, dhuldhede sulgumiseks vajalik anioonkanal
SLAH3 — SLAC1 HOMOLOGUE 3, dhuldhede sulgumiseks vajalik anioonkanal

SPCH — SPEECHLESS, aluseline heeliks-ling-heeliks transkriptsioonifaktor, mis vdoimaldab

Ohulohede arenemist
ZEP — zeaksantiin epoksidaas, abstsiishappe tootmises oluline ensiitim
TBO — Toluidine Blue O, toluidiinsinine, kutiikula terviklikkuse hindamiseks kasutatav varv

UGT - uridiin difosfaat gliikosiiiiltransferaas, abstsiishapet abstsiishappe gliikostiiilestriks

konjugeeriv ensiiiim

UTR — untranslated region, mittetransleeritav regioon



SISSEJUHATUS

Taimedele eluks vajalikku gaaside vahetumist vdimaldavad lehtede pinnal paiknevad pisikesed
suletavad avaused ehk &huldhed. Ohuldhede avatuse reguleerimine on eriliselt oluline
ebasoodsates oludes, nt pduatingimustes, kui 1dbi avatud dhuldhede aurustuv vesi voib kujutada
ohtu taime elutegevusele. Vastusena veepuudusele hakatakse taimedes tootma taimehormooni

nimega abstsiishape (ABA), mis vdimaldab 6hulohed sulgeda.

Kéesoleva t60 iliheks eesmirgiks oli slivendada arusaama CYP707A3 funktsioonist hariliku
miiiirlooga taimedes, kuna geen kodeerib abstsiishapet lagundavat valku ning optimaalse ABA
taseme sdilitamine on vajalik taime normaalseks arenguks ja stressitingimustega toimetulekuks.
Uhel hidirunud CYP707A43 geeni sisaldaval taimeliinil (SALK_078173) tiheldati varasemalt
fenotiilipi, mis ei olnud seletatav cyp707a3 mutatsiooniga. Sellest tulenevalt eraldati eelnevalt
SALK 078173 taimedest tagasiristamisel metsiktiiiibiga (Col-0) cyp707a3 ja tundmatu
hdirunud geen, mille esmane nimetus PUSA pdhineb mutantsel fenotiilibil. Kuna PUSA on
tundmatu geen, oli oluline kirjeldada selle geeni funktsiooni, sest PUSA geeni mdju voib
potentsiaalselt muuta senist arusaama CYP707A3 geeni toimest. Samuti sooviti SALK 078173
tagasiristamisest périnevate pusa ja cyp707a3 mutandiliinide abil vilja selgitada, kas
SALK 078173 taimede fenotiilipi pohjustas ikkagi CYP707A3 voi hoopis PUSA geeni

hairumine.

Bakalaureuset6d ~ viidi  ldbi Tartu Ulikooli tehnoloogiainstituudis, —molekulaarse

taimeflisioloogia laboris.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Abstsiishape taimedes

Taimede elutegevus pdhineb suuresti fotosiinteesil, milleks vajalikku atmosfairist parinevat
stisihappegaasi voimaldavad vastu votta taime lehtede ja varte pinnal paiknevad avaused ehk
ohuldhed (Schroeder et al., 2001). Kuid siisihappegaasi taime difundeerumisega, mil huldohed
on avatud, kaasneb paratamatult ka vee aurustumine taimest ehk transpiratsioon (Hetherington
& Woodward, 2003). Seetdttu on taimedele eluliselt oluline, et 6huldhed oleksid suletavad.
Ohuldhede sulgumisel on kesksel kohal taimehormoon abstsiishape (ABA), mille tootmist on
laialdaselt seostatud timbritsevast keskkonnast pdrinevatele stressoritele, nagu niiteks

veepuudusele, reageerimisega (Finkelstein, 2013; Kim et al., 2010; Kuromori et al., 2018).

Abstsiishapet toodetakse peamiselt lehtedes, kuid niiteks ka seemnetes ning juurtes (Chen et
al.,, 2020; Tkegami et al., 2009; Kuromori et al., 2018). ABA biosilintees (Joonis 1) algab
plastiidides, kus zeaksantiin muundatakse ensiilimi zeaksantiin epoksidaasi (ZEP) osalusel
anteraksantiiniks ning seejirel trans-violaksantiiniks (A. J. Cutler & Krochko, 1999; Nambara
& Marion-Poll, 2005). Jargnevalt voOib trans-violaksantiin ldbida kaks erinevat
isomeriseerumist, mille tulemusel moodustub kas 9’-cis-violaksantiin vOi 14dbi trans-
neoksantiinist vaheiihendi 9’-cis-neoksantiin (Mo et al., 2024). Seejirel 16ikab ensiiiim NINE-
CIS-EPOXYCAROTENOID-DIOXYGENASE (NCED) eelmises etapis tekkinud 9’-cis-
ksantiine ning moodustub ksantoksiin (Schwartz et al., 2003). Edasisteks reaktsioonideks
toimetatakse  ksantoksiin  tsiitoplasmasse, kus leiavad aset kaks  jdrjestikust
oksiidatsioonireaktsiooni (Cheng et al., 2002; Nambara & Marion-Poll, 2005). Esimest
reaktsiooni kataliilisib ensliim ABSCISIC ACID DEFICIENT 2 (ABA2), mille toimel
moodustub abstsiisaldehiitid (Cheng et al., 2002; Gonzalez-Guzman et al., 2002). Teist,
abstsiishapet moodustavat reaktsiooni kataliiiisib ABSCISIC ALDEHYDE OXIDASE 3
(AAO3) (Seo et al., 2000).
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Joonis 1. Abstsiishappe biosiinteesi ja katabolismi lihtsustatud skeem. Abstsiishappe (ABA)
plastiidides algavad biosiinteesi reaktsioonid on kujutatud siniste nooltega. Punased nooled
tdhistavad ABA katabolismi, millest esimesel juhul lagundatakse ABA 1ibi 8’-
hiidroksiilatsiooniraja esmalt faseiinhappeks (PA) ning seejérel dihiidrofaseiinhappeks (DPA);
samuti on abstsiishapet voimalik inaktiveerida konjugeerimisel, millest moodustub ABA
gliikostitilester (ABA-GE). ABA gliikosiiiilestrist aktiivse ABA taastootmine on mirgitud musta
noolega. Rohelisega on tdhistatud ensiitimid: ZEP — zeaksantiin epoksidaas; NCED — NINE-
CIS-EPOXYCAROTENOID-DIOXYGENASE; ABA2 — ABA DEFICIENT 2; AAO3 —
ABSCISIC ALDEHYDE OXIDASE; CYP707A3 — CYTOCHROME P450, FAMILY 707,
SUBFAMILY A, POLYPEPTIDE 3; UGT — uridiin difosfaat gliikostiiiltransferaas; BG1 ja BG2
— beeta-gliikosidaasid. Joonis pohineb (Leng et al., 2013; Mo et al., 2024; Nambara & Marion-
Poll, 2005) joonistel.

Abstsiishappe inaktiveerimine (Joonis 1) pohineb kas hiidroksiileerimisel voi konjugeerimisel
ning reaktsioonitiilipide peamiseks erinevuseks on see, et ABA hiidroksiilatsiooni 10pp-produkt
on téielikult mitteaktiivne, ent konjugeeritud ABA on vdimalik wuuesti toimivaks
abstsiishappeks muuta (A. J. Cutler & Krochko, 1999; Lee et al., 2006; Nambara & Marion-
Poll, 2005). Hiidroksiilatsiooniradu on kirjeldatud kolm, vastavalt sellele, mitmendale
abstsiishappe molekulis paiknevale metiiiilrithmale hiidroksiiiilrithm lisatakse (C-7°, C-8’ voi
C-9°), kusjuures neist pohiliseks peetakse 8’-hiidroksiilatsiooni (A. J. Cutler & Krochko, 1999;
Nambara & Marion-Poll, 2005). ABA 8’-hiidroksiilatsioonil moodustuv ebastabiilne
vaheiihend, 8’-hiidroksii-ABA, muutub iseeneslikult edasi faseiinhappeks (PA) ning seejérel
16plikult inaktiveeritud dihiidrofaseiinhappeks (DPA) (A. J. Cutler & Krochko, 1999; Saito et
al., 2004). ABA 8’-hiidroksiileerimist kataliilisivad tsiitokroom P450 monooksiigenaaside hulka
kuuluvad ABA 8’-hiidroksiilaasid, mida kodeerivad CYP707A4 perekonna geenid (Kushiro et



al., 2004; Saito et al.,, 2004). Harilikus miiiirloogas on CYP707A geene kirjeldatud neli:
CYP70741, CYP707A2, CYP707A3 ning CYP707A44 (Kushiro et al., 2004; Saito et al., 2004).
Kuna CYP707A43 geen on kidesoleva t60 keskseks teemaks, kisitletakse CYP707A geenide

olulisust edaspidi pdhjalikumalt.

Teist tiitipi ABA inaktiveerimine pdhineb ABA iihinemisel gliikkoosiga, mida viib 14bi uridiin
difosfaat gliikosiililtransferaas (UGT) ning moodustub ABA gliikosiiiilester (ABA-GE) (Priest
et al., 2006; Z.-J. Xu et al., 2002). ABA gliikosiiiilestrit hiidroliiiisivad abstsiishappeks beeta-
gliilkosidaasid (BG1 ja BG2) (Lee et al., 2006; Z.-Y. Xu et al, 2012). BG1 vahendatud
hiidroliiiis toimub endoplasmaatilises retiikkulumis (ER) ning BG2 hiidroliiisib ABA-
gliikostitilestrit vakuoolis (Lee et al., 2006; Z.-Y. Xu et al., 2012).

1.2. Veekaotuse kontroll

Taimedel voimaldab end kuivamise eest kaitsta kutiikula — epidermirakkude poolt toodetud vett
hiilgav lipiidne struktuur, mis katab lehtede ja varte epidermi (Jakobson et al., 2016; Kurdyukov
et al.,, 2006; Yeats & Rose, 2013). Samuti tokestab kutiikula patogeenide sisenemist taime
(Yeats & Rose, 2013). Kutitkula moodustavad vahad ja nende all paiknev kutiin, kujutades
endast rasvhapete poliimeeri (Kurdyukov et al., 2006; Yeats & Rose, 2013). Kutiini
monomeeride silinteesis ja sellele jargneval poliiestrite moodustamisel omab olulist rolli BDG
(BODYGUARD), mille puudumisega kaasneb katkine kutiikula ning sellest tulenevalt korgem

vee aurustumise tase (Jakobson et al., 2016).

Kuigi kaitsva barjddri omamine on taimedele kahtlemata vajalik, pérsib vettpidav kutiikula ka
gaasivahetust — CO: sisenemist taime ja seega fotosiinteesi ning samuti transpiratsiooni, mis on
iseenesest oluline vee ja mineraalide lehtedesse joudmiseks (Boyer, 2015; von Caemmerer &
Baker, 2007). Seepérast asetsevad lehtede ja varte epidermis gaaside vahetumist voimaldavad
ohuldhed — kahest korvuti asetsevast sulgrakust ja nende vahele jaddvast avausest ehk dhupilust
koosnevad struktuurid, mida on liigse veekaotuse piiramiseks voimalik sulgeda (Schroeder et
al., 2001). Ohuldhede avatust reguleerivad sulgrakud, mis vastavalt oma turgorrdhu muutustele

kas paisuvad voi kahanevad, kohandades seega dhupilu avatust ehk apertuuri (Schroeder et al.,

2001).

Taime ja ilimbritseva keskkonna vahelise gaasivahetuse efektiivsust kirjeldab ohuldhede
juhtivus (g, mootiihik mmol m™2 s'), sdltudes lisaks Shuldhede avatusele ka Shuldhede
tihedusest (0huldhede arv pinnaiihiku kohta) (Hetherington & Woodward, 2003). Seega, mida
avatumad on Shuldhed ja mida arvukamalt neid lehtedel paikneb, seda rohkem pddseb taime

CO: ning aurustub ka vett vélja. Nii dhulohede avatust kui ka tihedust mdjutavad erinevad
10



keskkonnatingimused. Ohuldhed avanevad pdhiliselt valguse toimel, kuid samuti ka vastusena
suhtelise 0huniiskuse ja temperatuuri tdusule ning CO: kontsentratsiooni alanemisele (Driesen
et al., 2020; Feller, 2007; Shimazaki et al., 2007). Ohuldhede tiheduse tdusu on tiheldatud
taimedel, mis on kasvanud valguskiillastes oludes (Casson et al., 2009). Seevastu pohjustavad
korge CO: kontsentratsioon ja dhutemperatuur ohuldhede tiheduse langust (Crawford et al.,
2012; Woodward et al., 2002). Suhtelise dhuniiskuse mdju dhuldhede tihedusele on varieeruv:
kdrge suhteline dhuniiskus soodustas roosil dhuldohede arenemist, ent mudelorganism harilik
miilirlook saavutas korgema oOhuldhede tiheduse hoopis madala suhtelise Shuniiskusega

kasvukeskkonnas (Fanourakis et al., 2013; Tulva et al., 2024).

Ohuldhede arenemine algab protodermaalset piritolu meristemoidi emaraku (meristemoid
mother cell) asimmeetrilise jagunemisega meristemoidiks, millel on tiivirakkudele sarnane
aktiivsus, ning ohuldohe eellasliini pohirakuks (stomatal lineage ground cell) (Nadeau & Sack,
2002, 2003; Shpak et al., 2005; Zhao & Sack, 1999). Jargnevalt on meristemoidil voimalik
areneda sulgraku emarakuks (guard mother cell) voi libida kuni kolm ohuldhe eellasliini
pohirakkude arvu suurendavat asiimmeetrilist jagunemist ning areneda seejirel edasi sulgraku
emarakuks (Bergmann & Sack, 2007; Geisler et al., 2000). Ohuldhe eellasliini pdhirakk voib
areneda sillutisrakuks (pavement cell), enimlevinud epidermirakuks, v0i toota asiimmeetriliselt
jagunedes satelliitmeristemoidi (Geisler et al., 2000; Zhao & Sack, 1999). Selline jagunemine
voib aset leida olukorras, kus dhuldhe eellasliini pohirakk paikneb 6huldhe voi selle eellasraku
korval ning uus meristemoid tekib teisele poole eellasliini pdhirakku (Geisler et al., 2000; Zhao
& Sack, 1999). Sulgraku emarakk 14bib iihe siimmeetrilise jagunemise, millest tekkinud kaks

sulgrakku ja nende vahele jadv avaus moodustavadki dhuldhe (Nadeau & Sack, 2002).

Ohuldhede arengus omavad viga olulist rolli SPCH (SPEECHLESS), MUTE ja FAMA —
aluseliste  heeliks-ling-heeliks  (basic  helix-loop-helix)  valkude hulka kuuluvad
transkriptsioonifaktorid (Pillitteri et al., 2007). SPCH vdimaldab meristemoidi emarakul
aslimmeetriliselt meristemoidiks jaguneda, tdnu millele saavad toimuda edasised 6huldhede
arenguetapid (MacAlister et al., 2007; Pillitteri et al., 2007). SPCH olulisust ilmestab, et spch-
1/ mutandiliini taimedel ei arenenud meristemoide, mistdttu koosnes terve epiderm vaid
sillutisrakkudest (MacAlister et al., 2007). Samuti on avaldatud, et SPCH on vajalik ka juba
protodermaalse raku jagunemisel meristemoidi emarakuks (Pillitteri & Torii, 2012). MUTE’1
ilesandeks on peatada meristemoidi asiimmeetrilised jagunemised, et toimuks
diferentseerumine sulgraku emarakuks (Pillitteri et al., 2007). Lisaks osaleb MUTE sulgraku
emaraku stimmeetrilises jagunemises (Torii, 2021). MUTE transkriptsioonifaktorit kodeeriva

MUTE geeni funktsiooni eemaldamine (mute) pdhjustas meristemoidide liigset astimmeetrilist

11



jagunemist, peale mida sulgraku emarakke ning sellest tulenevalt ka dhuldhesid ei tekkinudki
(Pillitteri et al., 2007). FAMA tagab, et sulgraku emaraku siimmeetriline jagunemine toimuks
vaid korra ning vastutab sulgrakkude diferentseerumise eest (Ohashi-Ito & Bergmann, 2006).
Sarnaselt spch ja mute mutantidele ei arenenud ka fama taimedel dhuldhesid — sulgrakkude
emarakud moodustasid korduva jagunemise tulemusel kogumikke (Ohashi-Ito & Bergmann,
2006). Samuti on Ohuldhede arengus olulised veel kaks aluselist heeliks-ling-heeliks
transkriptsioonifaktorit: INDUCER OF CBF EXPRESSION1/SCREAM (ICE1/SCRM) ja
SCREAM?2 (SCRM2), mis moodustavad transkriptsioonifaktoritega SPCH, MUTE ja FAMA

heterodimeere ning edendavad seega nende toimimist (Kanaoka et al., 2008).

Ohuldhede arengu kontrollis on keskse tihtsusega signaalpeptiidid EPF1 (EPIDERMAL
PATTERNING FACTOR 1) ja EPF2 (EPIDERMAL PATTERNING FACTOR 2), mis tagavad
epidermis 0huldhede korrektse paiknemise iiksteise suhtes (6huldhede mustri) (Hara et al.,
2007, 2009; Hunt & Gray, 2009). Kui taime dhuldohed paiknevad liiga tihedalt v3i lausa korvuti,
on tagajirjeks hdirunud Ohupilu apertuuri reguleerimine, mille tottu ei suuda Shulohed
normaalselt gaasivahetust vahendada ega end liigse veekaotuse eest kaitsta, st taime elutegevus
on héiritud. Meristemoidi emarakkudes toodetud EPF2 funktsiooniks on piirata naaberrakkude
muutumist meristemoidi emarakkudeks (Hara et al., 2009). EPF1 kontrollib meristemoidi
asimmeetrilisi jagunemisi ning tagab selle, et dhuldhed ei paikneks vahetult korvuti (iihe-raku-

reegel, one cell spacing rule) (Hara et al., 2007; Sachs, 1991).

1.2.1. Ohuldhede sulgumine ja avanemine

Ohuldhede sulgumine kaasneb sulgrakkude turgorrShu langusega, mida pdhjustab ioonide
(erinevad anioonid, K*) ning vee litkkumine sulgrakust vilja (Daszkowska-Golec & Szarejko,
2013). Anioonide viljumine toimub l4bi anioonkanalite, millest votmetéhtsusega on SLACI1
(SLOW ANION CHANNEL 1), SLAH3 (SLAC1 HOMOLOGUE 3) ja QUACI1 (QUICK
ACTIVATING ANION CHANNEL 1)/ALMT12 (ALUMINIUM-ACTIVATED MALATE
TRANSPORTER 12) (Geiger et al., 2011; Meyer et al., 2010; Negi et al., 2008; Vahisalu et al.,
2008). Anioonide véljumine pdhjustab membraani depolariseerumist ehk positiivsemaks
muutumist, mis omakorda aktiveerib K* ioonide véljumist vdimaldava K* viljavoolukanali
GUARD CELL RECTIFYING K* CHANNEL (GORK) (Hosy et al., 2003; Roelfsema et al.,
2012). Ohuldhede avanemisel hiiperpolariseerub sulgraku membraan ensiiiim H*-ATPaas’i
vahendatud prootonite vdljumisel, voimaldades K* ioonide sisenemist (Kim et al., 2010).
Jargnevalt liiguvad sulgrakku anioonid ja vesi, pohjustades turgorrdhu tdusu ning dhuldhede

avenemist (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013).
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1.3. Abstsiishappe ja CYP707A4 geenide roll taime funktsioneerimises ja arengus

1.3.1. Abstsiishappe vahendatud dhulohede sulgumine

Pohiliselt toimuvad Ohuldhede sulgumisega paddivad protsessid abstsiishappest sdltuva
mehhanismi 1dbi, olles vastuseks keskkonnatingimustele, nagu pimedus, pdud ning
ohutemperatuuri langemine (Bauer et al., 2013; Li et al., 2025; Merilo et al., 2013). Erandiks
on CO: kontsentratsiooni tdusu pohjustatud dhuldhede sulgumine, mida ABA ei vahenda (Hsu
et al., 2018). ABA-vahendatud ohuldhede sulgumist alustab ABA seondumine retseptoritega
PYRABACTIN RESISTANCE (PYR)/PYRI-LIKE (PYL)/REGULATORY COMPONENT
OF ABA RECEPTOR (RCAR) (Ma et al., 2009; Park et al., 2009). Moodustunud kompleks on
midrava tdhtsusega, kuna vOimaldab seondumisel ABA signaaliraja negatiivsete
regulaatoritega PP2C (TYPE 2C PROTEIN PHOSPHATASE) need inaktiveerida, mis
omakorda aktiveerib ABA signaaliraja positiivse regulaatori OST1/SnRK2.6 (OPEN
STOMATA 1/SUCROSE NONFERMENTINGI-RELATED PROTEIN KINASE 2.6) (G. J.
Allen et al., 1999; Fujii et al., 2007; Mustilli et al., 2002; Park et al., 2009; Vlad et al., 2009).

OST]1 olulisus seisneb anioonkanalite kdivitamises (Geiger et al., 2009; Imes et al., 2013).

1.3.2. CYP707A4 geenid

Kdigi nelja hariliku miiiirlooga CYP707A geeni avaldumist kutsub esile vdline ABA t66tlus ja
poOuastressile jargnev taimede rehiidreerumine, ent ka veepuudus ise (Kushiro et al., 2004; Saito
et al., 2004). Vastuseks stressile touseb taimes ABA kontsentratsioon, mis pohjustab dhulohede
sulgumist ning vodimaldab taimel sdilitada olemasolevaid veevarusid pidurdades vee
aurustumist. Kui mulla veesisaldus taastub, on gaasivahetuse toimumiseks vaja taimel dhuldhed
uuesti avada. Seda voimaldab ABA kontsentratsiooni langus, milles osalevad CYP7074 geenide
kodeeritavad ABA 8’-hiidrokstilaasid (Kushiro et al., 2004; Saito et al., 2004). Kuid miks on
sils vaja, et stressitingimustes, kui taimele on eluliselt oluline saavutada korget ABA taset,
suureneb ka ABA lagundamiseks vajalike CYP707A geenide avaldumine? Olukord on
pohjendatav sellega, et stabiilse ABA taseme hoidmine sdltub nii ABA biosiinteesist kui ka
katabolismist (Kushiro et al., 2004). ABA tootmise ja lagundamise vahelise tasakaalu olulisust
ABA kontsentratsiooni séilitamisel ilmestab, et pduastressi ajal tdusis nii taime seesmine ABA,
kuid ka ABA inaktiveeritud vormide (PA ja DPA) tase (Kushiro et al., 2004). Samuti on
voimalik, et pouaaegne CYP707A4 ekspressiooni suurenemine voimaldab kiiret stressijargset

ABA katabolismi (Umezawa et al., 2006).

Vastusena pduastressile ja sellele jargnevale taasteperioodile indutseeritakse Arabidopsise

taimedes koige korgemalt CYP707A43 geeni avaldumist, viidates sellele, et vOrreldes teiste
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CYP7074 geeniperekonna liikmetega omab just CYP707A43, peamiselt rosetilehtedes jm
vegetatiivsetes taimekudedes avalduv geen, prominentset rolli ABA taseme reguleerimisel
lehtedes (Saito et al., 2004; Umezawa et al., 2006). Kuivatuskatsed cyp707a3
nokautmutantidega niitasid, et vorreldes metsiktiitibiga (Col-0) olid cyp707a3-1 ja cyp707a3-
2 taimed tdnu vidhenenud transpiratsioonile elujoulisemad, olles seletatav korgema ABA
kontsentratsiooni ning seega suletumate dhulohedega (Umezawa et al., 2006). Samuti viitavad
CYP70743 geeni olulisusele vee aurustumise kontrollis cyp707a3-1 ja cyp707a3-2
nokautmutantide metsiktiiiibist madalamad Shuldhedede juhtivused ning CYP707A43 geeni

iileekspressiooniga kaasnev transpiratsiooni tous (Okamoto et al., 2009; Umezawa et al., 2006).

Siiski ei piirdu vee aurustumise reguleerimine ainult CYP707A43 geeni toimega, kuna avastati,
et vastusena korgele Ohuniiskusele kataliiisisid ABA lagundamist nii CYP707A3 kui ka
CYP707A1 valgud, vastavalt lehe roodudes ehk juhtkudedes ning sulgrakkudes (Okamoto et
al., 2009). Varasemalt seostati CYP707A41 olulisust hoopis ABA taseme reguleerimisega
kuivades seemnetes (Okamoto et al, 2006). Modlema geeni osalus transpiratsiooni
kontrollimisel vdib seostatav olla CYP707A4 geeniperekonna litkmete sarnase toime ehk
reduntantsusega, kuna CYP707A4 geenid avalduvad samades taimekudedes, lihtsalt erineval
tasemel (Kushiro et al., 2004; Saito et al., 2004). Samuti tdestab CYP707A geenide
reduntantsust CYP707A geenide korvav toime iiksteise mojule olukorras, kus mingi CYP707A4
geen on hdirunud, sest cyp707a3-1 mutandiliini taimedes tdheldati, et vaatamata CYP707A3
geeni hdirumisele ei lakanud ABA lagundamine téielikult, jdddes siiski metsiktiiiibist
madalamaks (Umezawa et al.,, 2006). Samas muudab CYP70743 ja CYP707A41 iihise
veekaotuse kontrollimise keerulisemaks tdsiasi, et sulgrakud toodavad iseseisvalt ABA (Bauer
et al., 2013). Nimelt arvati varasemalt, et CYP707A3 kontrollib suuresti selle ABA kogust, mis
transporditakse 10puks sulgrakkudesse (Okamoto et al., 2009). Sellest tulenevalt vajaks edasist

uurimist CYP707A3 konkreetne roll veekaotuse reguleerimisel.

1.3.3. Abstsiishappe olulisus taime arengus

ABA on oluline juba taime varajases arengus, edendades idanemiseks vajalike varuainete
kogunemist seemnesse (Chen et al., 2020). Kuigi varuainete talletamine on tdhtis, sest vastasel
juhul katkeks taime arengutee seemnestaadiumis, viheneb samaaegselt ka seemne veesisaldus,
mis vOib samuti seemnele saatuslikuks osutuda (Angelovici et al., 2010). Sellest tulenevalt

ilmneb jirgmine ABA roll — seemnele kuivataluvuse tagamine (Chen et al., 2020).

Seemne arenemine tdiskasvanud taimeks vajab aega ning on suuresti mdjutatud limbritsevatest

oludest, nagu nt niiskus, temperatuur ning valgus. Kuna keskkonnatingimused ei ole staatilised,
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on taime edukaks arenguks miirava tdhtsusega seda vajadusel pidurdada. ABA osaleb arengu
ajutisel peatamisel seemne ning idandi faasides, voimaldades taimel arenemist jatkata, kui
keskkonnaolud seda jille soosivad (S. R. Cutler et al., 2010; Lopez-Molina et al., 2001).
Idanemispuhkusest voimaldab seemnel viljuda CYP707A2 valk ning idandi kasvuaresti
16petavad CYP707A3 ja CYP707A1 valgud (Kushiro et al., 2004; Okamoto et al., 2006).
Samuti edendab ABA kutiikula teket (Cui et al., 2016).

ABA mdjust dhuldhede arengule annavad aimdust katsed hariliku miitirlooga mutandiliinidega,
millel on rikutud kas mingi ABA tootmises vOi lagundamises osalev geen ja seetdottu on ABA
sisaldus vastavalt alanenud vOi1 tousnud. ABA biosiinteesi lksikmutandi aba3-1 ja
topeltmutandi nced3nced5 dhuldhede tihedused olid vorreldes metsiktiitibiga korgemad (Chater
et al., 2015; Jalakas et al., 2018). Seevastu ABA katabolismi topeltmutandi cyp707alcyp707a3
taimede dhuldohede tihedus kujunes metsiktiiiibist madalamaks (Jalakas et al., 2018; Tanaka et
al., 2013). Eelnimetatud mutandiliinide 6huldhede tiheduste vordlused metsiktiiiibiga viitavad
motiivile, et ABA pérsib 6huldohede arengut (Chater et al., 2015; Jalakas et al., 2018; Tanaka et
al., 2013). Lisaks olid ka bg/ taimede dhuldohede tihedused metsiktiiiibist korgemad, ilmestades
ABA rolli 6huldhede arengu inhibeerimisel veelgi, kuna BG1 hiidroliiiisib inaktiivse ABA-GE
aktiivseks ABA-ks, ning seega kaasneb antud geeni hidirumisega madalam ABA
kontsentratsioon (J. Allen et al., 2019). Samuti on ndidatud, et ABA inhibeerib esmast
meristemoidi teket (Tanaka et al., 2013). Kuigi eelnevalt mainitud katsed erinevate ABA
mutandiliinidega viitavad ABA tokestavale mdjule 6huldohede arengus, on tdpsemad detailid

veel ebaselged ning vajaksid edasist uurimist.

Vaatamata sellele, et ABA-t tuntakse pdohiliselt stressihormoonina, on see oluline ka siis, kui
stressi pole. Katsed stressivabades tingimustes kasvatatud hariliku miiiirlooga mutantidega,
millel oli kas ABA vahendatud signaalirada voi hormooni tootmine hiiritud, niitasid, et

mutantidel arenes vorreldes metsiktiitibiga (Col-0) rohkem lehti (Yoshida et al., 2019).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. T66 eesmargid

1. Iseloomustada tundmatu PUSA geeni funktsiooni.
2. Saada teada, mis on CYP707A3 geeni olulisus hariliku miiiirlooga taimedes.

3. Saada teada, kas SALK 078173 genotiiiibiga taimede fenotiiiip on pdhjustatud
CYP707A43 vdi PUSA geeni hdirumisest.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Kasutatud taimeliinid

Katsetes uuritud SALK taimeliinid (Tabel 1) périnesid NASC’ist (Nottingham Arabidopsis
Stock Centre) (Scholl et al., 2000). Tegemist on hariliku miiiirlooga Col-0 péritolu
mutandiliinidega, mille CYP707A3 geeni on sisestatud T-DNA ning seega on geeni funktsioon
hdirunud. SALK 040601 T-DNA insertsioon paikneb CYP70743 geeni 5’ UTR regioonis;
SALK 101566 T-DNA insertsioon asub CYP70743 geeni teises eksonis (cyp707a3-2);
SALK 078173 T-DNA insertsioon on CYP707A3 geeni esimeses eksonis (cyp707a3-1).
Héirunud BDG geeniga bdg-6 (Tabel 1) on samuti Col-0 péaritolu mutandiliin, mille T-DNA
insertsioon asub geeni esimeses eksonis ning liin parineb Jakobson et al., (2016). Hariliku

miiiirlooga metsiktiilip Col-0 oli varasemalt juba laboris olemas.

Kiesolevas t60s uuritud PUSA geeni nimetus on mutantsel fenotiitibil pdhinev (Joonis 2)
esmane nimetus tundmatule geenile, mis parineb t66 autori juhendajalt. SALK 078173 liini
kuuluvate taimede fenotiilip eristus teistest hidirunud CYP707A43 geeni sisaldavate taimede
(SALK 040601 ja SALK 101566) haabitusest niivord, et juhendajal tekkis varasemalt kahtlus,
et SALK 078173 taimede fenotiilipi voib pdhjustada mingi tundmatu geeni mutatsioon.
Seetottu eraldati eelnevalt hdirunud CYP707A43 ja PUSA geenid SALK 078173 taimede
tagasiristamisel metsiktiiiibiga Col-0 (Lisa 1), millest parinevad iilejadnud kiesolevas t60s

uuritud liinid (Tabel 1).

Tabel 1. Katsetes kasutatud taimeliinid ja nende mutatsioonid.

Genotiiiip Mutatsioon Allikas

Col-0 metsiktiilip Laboris kasutusel

bdg-6 bdg-6 (Jakobson et al., 2016)

SALK 040601 cyp707a3 (Alonso et al., 2003)

SALK 101566 cyp707a3-2 (Alonso et al., 2003)

#7-4 cyp707a3-1 Tagasiristatud SALK 078173-st
#7-8 cyp707a3-1 Tagasiristatud SALK 078173-st
#14-6 cyp707a3-1 Tagasiristatud SALK 078173-st
SALK 078173 cyp707a3-1 + pusa (Alonso et al., 2003)

pusa DEF pusa Tagasiristatud SALK 078173-st
pusa GHI pusa Tagasiristatud SALK 078173-st

Katsetele eelnevalt kasvatati koigist Tabeli 1 taimeliinidest peale bdg-6 samadel
kasvutingimustel seemnepdlvkond. Kuni o&ievarre moodustumiseni kasvasid taimed
lihipdevatoas (kasvutingimused: 10 h valgust ja 14 h pimedust, suhteline dhuniiskus 60%,

temperatuur pieval 23 °C ja 60sel 19 °C, valgustugevus 250 pmol m2 s7'), edaspidi kasvasid
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taimed pikapédevatoas, kus oli valgust 16 h ja pimedust 8 h ning muud tingimused olid

lihipdevatoaga samad.

2.2.2. Taimede kasvatamine

Kasvukatses uuritud taimede kasvatamiseks kasutati 50 x 29 cm kandikut, mis pandi teise sama
suure kandiku sisse taimede kastmise hdlbustamiseks. Sisemise kandiku pdhjas oli 40 3 mm
1abimdoduga auku. Kandikuid oli kokku 12 tiikki (Joonis 2). Kandikud kaaluti enne
mullaseguga tditmist, et hiljem saada teada mulla enda mass. Mullasegu koosnes turbast (OPM
025W, Kekkild) ja vermikuliidist (Vermikuliit Medium 0-4 mm, TopGreen) mahusuhtes 2 : 1.
Kandikud tédideti 1600 g mullaga ning igale kandikule modeldud mullast voeti 60-70 g
mullaproovid, mida kuivatati kuus pideva 70 °C juures ahjus ning kaaluti seejdrel uuesti. Algse
ja kuivatatud mulla massivahe voimaldas maérata, kui palju oli algse mulla veesisaldus ning
sellest tulenevalt, mis oli algses mullas kuiva materjali osakaal. Selle pohjal sai arvutada mulla
kuivmassi kandikus. Téitmise jdrel lisati kandikutele 3 liitrit kraanivett ning mullapind kaeti
tekstiilmultSiga (Baltic Agro), milles olid seemnete kiillvamiseks augud (kokku 26 auku

diameetriga 5 mm).

Enne kiilvamist hoiti seemneid idanemise edendamiseks 3 pieva deioniseeritud veega (milliQ)
tdidetud 1,5 ml tuubis 4°C kiilmkapis. Seemneid kiilvati 20 pl pipetiga, mille otsikult oli ots
maha 18igatud, viltimaks seemnete otsikusse kinnijaamist. Uhte tekstiilmultsi auku kiilvati ca
5 seemet. Kiilvati jargmisi liine: Col-0 (metsiktiitip), SALK 040601, SALK 101566,
SALK 078173, #7-4, #14-6, pusa DEF ja pusa GHI. Kuigi pusa DEF ja pusa GHI péarinevad
ithest F3 polvkonna taimest (Lisa 1) ning kuuluvad seega tegelikult {ihte pusa taimeliini, lisati
kasvukatsesse kindluse mdttes kaks liini (eelnenud haabitusepdhine selektsioon vois viikese
toendosusega anda heterosiigootse liini). Samal pohjusel kasutati #7-4 ja #14-6 taimi, mis

parinevad kiill erinevatest F2 pdlvkonna taimedest (Lisa 1), kuid on sama genotiiiibiga.

Koiki kaheksat uuritavat genotiiiipi kiilvati igale kandikule kolmes korduses juhuslikustatud
kohtadesse. Peale kiilvamist kaeti kandikud paariks pdevaks kilega, et edendada idanemist ning,
viidi Percivali kasvukappidesse (Percival Scientific). Kasvukappide tingimused olid samad, mis
eelnevalt kirjeldatud lithipdevatoas, ainult suhteline Shuniiskus oli pdeval 60% ja 69sel 80%.
Nédal peale kiilvamist harvendati taimi pintsettidega nii, et igasse positsiooni jiéks ainult tiks

taim kasvama.
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Viis pdeva peale harvendamist alustati kandikute igapidevase kaalumisega, mis andis kandiku

brutomassi (g). Kandikus oleva mulla veesisalduse arvutamiseks antud hetkel kasutati valemit:

mulla kuivmass

Veesisaldus = (1 - ) X 100 %

brutomass — tiihjade kandikute mass — multSi mass

Taimi kasteti siis, kui kandiku veesisaldus langes alla 70%. Selleks lisati vilimisse kandikusse
nii palju vett (g), et kandiku veesisaldus oleks taas 75%. Kuna taimekandikud paiknesid
erinevates kasvukappides ning ka erineva korgusega riiulitel (iihele riiulile mahub kolm
kandikut), roteeriti kandikuid igapdevaselt kappide ja riiulite vahel ja keerati ka nende
orientatsiooni, et iihtlustada asukohast tingitud kasvutingimusi. Kasvukatses uuritud taimede
korjed toimusid kahes jaos: siis, kui taimed olid nelja niddala vanused (28-pdevased, edaspidi
neljanddalased taimed) ning siis, kui taimed olid umbes viie niddala vanused (37-pédevased,
edaspidi viienddalased taimed). Kasvukatsetaimedel uuriti 6huldohede juhtivust (poromeetria ja

veekaotuskatse), roseti kuivmassi, lehe kuivmassi ja pindala suhet ning dhuldhede tihedust.

Joonis 2. Esinduslik ndide kasvukatse taimedest. Taimi on pildistatud kaks padeva enne korjet
(35-pédevased taimed). Joonisel on médrgitud taimeliinide nimed. Kandiku suurus on 50 x 29 cm.

Kutiikulakatsetes uuritud taimi kasvatati kahes jaos, toluidiinsinisega varvimiseks ning etanooli
leotuskatseks. Pdev enne toluidiinsinisega viarvimiseks moeldud katsetaimede kiilvamist tdideti
36 8 x 8 x 6 cm suuruses potti mullaseguga, mille mahusuhted olid 4 osa turvast (OPM 025W,
Kekkild) : 2 osa vermikuliiti (Vermikuliit Medium 0-4 mm, TopGreen) : 3 osa kraanivett.
Samuti lisati mullasegule nematoode (S. feltiae, Koppert) iiks teelusikatdis 2-3 liitri mullasegu
kohta. Seemnete leotamine ja kiilvamine toimus sama metoodika alusel, mis kasvukatselgi, ent
antud juhul kiilvati igat genotiilipi neljas korduses ehk neli potti genotiiiibi kohta. Seemneid

kiilvati igasse potti kolmes jaotuses nii, et peale harvendamist jéi igasse potti alles kolm taime,
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mis kasvasid poti eri nurkades. Rohkemate taimede kasvatamine voimaldas kasutada taimi
mdlemaks toluidiinsinisega virvimise katseks (14-pievaste taimede vérvimine ja tépikatse).
Kasutatud genotiiiibid olid: Col-0, bdg-6, #7-4, #7-8, #14-6, SALK 040601, SALK 101566,
SALK 078173, pusa GHI. Uhest F3 pdlvkonna taimest (Lisa 1) périnevate #7-4 ja #7-8
taimede eristamine ning lisaks ka #14-6 taimede kasutamine pdhines samadel eelnevalt
kirjeldatud pdhjustel, nagu kasvukatseski. Leotuskatsetaimi kasvatati eraldi, ent metoodika
kattus toluidiinsinisega varvimiseks moeldud katsetaimede kasvatamisega, vilja arvatud, et

igasse potti jdi peale harvendamist liks taim kasvama.

2.2.3. Kutiikulakatsed

Toluidiinsinisega virvimise tarbeks kasvatatud taimi vérviti toluidiinsinisega (TBO, Toluidine
Blue O) kahel viisil: seemikud kasteti vérvilahusesse ning taimelehtedele kanti vérvilahust
tdppidena. Viarvilahusesse kastmise katset viidi ldbi 14-pdevaste taimedega, mida vérviti neli
minutit 0,05% TBO lahusega ning seejdrel loputati kahel korral kraaniveega. TBO tépikatse
tehti 38-pédevaste taimedega. Igale uuritavale taimele tehti 0,5% TBO-lahusega kaks tippi tihe
juhuslikult valitud lehe abaksiaalsele pinnale ja teise lehe adaksiaalsele pinnale. Vérvil lasti

toimida ca iiks tund, peale mida pesti viarv veega maha.

Kolme néddala vanused (21-pdevased) leotuskatsetaimed paigutati 25 ml 80% etanooliga
tdidetud tuubidesse, mis paigutati kahte rotaatorisse (end-over-end rotator) (Mini Labroller,
Labnet International, Inc. ja Multi Bio RS-24, Biosan). Kindlatel ajahetkedel (10 min, 20 min,
30 min, 60 min, 90 min ja 120 min peale leotamise algust) vdeti lahustest kiivetti 1 ml proovid,
mille neeldumist mdddeti spektrofotomeetriga (UV-1900 i, Shimadzu) 647 nm ja 664 nm
lainepikkustel. Peale modtmist tagastati proov leotuslahusesse. Katses kasutati igat uuritud
genotiilipi neljas korduses. Kuna taimi oli kokku 36 ja rotaatoritesse mahtus korraga 16 tuubi,
tehti katset mitmes korduses. Kindlal ajahetkel lahusesse eraldunud klorofiilli mikromoolide
arvu médramiseks grammi taime mérgkaalu kohta arvutati esmalt klorofiilli mikromolaarne

kontsentratsioon (umol/l). Selleks kasutati valemit:
Chl (#M) = 7,93 A664 + 19,53 A6475

kus Chl (uM) on klorofiilli mikromolaarne kontsentratsioon (umol/l) lahuses, Asss ja Asa7
tdhistavad neeldumisi vastavalt 664 nm ja 647 nm ning 7,93 ja 19,53 on

ekstinktsioonikoefitsendid (Lolle et al., 1997).
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Klorofiillisisalduse grammi taime mirgmassi kohta arvutamiseks kasutati valemit:

lahuse ruumala

_1 . —
Chl (umol g~ margmass) AT gmass

Leidmaks kindlal ajahetkel lahustunud klorofiilli osakaalu kogu taime klorofiillisisaldusest,
standardiseeriti viljalahustunud klorofiilli Iopp-punkti ehk 120nda katseminuti suhtes, eeldusel,

et selleks hetkeks oli kogu klorofiill taimest valjunud:

Chl (umol g~! margmass) kindlal katseminutil

Standardiseeritud klorofull = Chl (umol g=* margmass) 120ndal katseminutil

2.2.4. Ohuldhede juhtivuse mddtmine

Kasvukatsetaimede Ohuldohede juhtivust mdddeti pdev enne korjet ainult viienddalastelt
taimedelt, kuna neljaniddalaste taimede lehed polnud poromeetriga (LI-600, Licor Bioscience)
modtmiseks piisavalt suured. MooOtmise ajal olid taimed kasvukapis, et vdhendada
keskkonnatingimuste muutumise moju Ohuldhede juhtivusele. Poromeetriga mdddeti
kordamddda erinevate kasvukappide juures, et liigne kasvukapi ukse lahti hoidmine omakorda
taimi ei modjutaks. Ohuldhede juhtivust iiritati mddta mérgitud kiimnendalt lehelt, ent kuna
osade taimede kiimnendad lehed olid liiga vidikesed, valiti sellistel juhtudel suvaline piisava
suurusega leht. Mdddeti nii abaksiaalsete kui ka adaksiaalsete Shuldhede juhtivusi. Ohuldhede
juhtivuse suhte leidmiseks jagati adaksiaalsete ohuldohede juhtivus abaksiaalsete dhuldhede

juhtivusega.

2.2.5. Lehejdljendite tegemine

Jdljendeid voeti neljanddalaste kasvukatsetaimede vanuselt kuuendatelt lehtedelt ning
viienddalaste kasvukatsetaimede vanuselt kiimnendatelt lehtedelt. Neljanddalaste taimede
kuuendad lehed loendati korje kdigus, viienddalaste taimede kiimnendad lehed mérgistati
niidiga 5 pdeva enne korjet. Lehed 16igati pikuti pooleks ning iihest poolest voeti abaksiaalne
ja teisest adaksiaalne jdljend. Jéljendite tegemiseks kasutati silikoonsegu, mida tavapiraselt
kasutatakse stomatoloogias hambajéljendite tegemiseks. Silikoonsegule lisati ka vastavat
aktivaatorit, millega segunemisel silikoon tahkus. Abaksiaalsed jdljendid tehti Zhermack
Oranwash L ja adaksiaalsed Coltene Speedex light body silikoon-aktivaatori seguga. Seejérel
lasti silikoonil tahkuda ning leht eemaldati. Allesjdénud jiljendile kanti dhukese kihina vérvitut
kiiresti kuivavat kiitinelakki, mis korjati peale kuivamist ldbipaistva kleeplindi tiikiga iiles ning

kanti preparaadi alusklaasile.
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2.2.6. Veekaotuskatse

Nelja- ja viienddalaste kasvukatsetaimede vee- ehk massikaotust uuriti paralleelselt
lehejdljendite tegemisega. Kdigepealt kaaluti taimeroseti margmassi (ilma vastavalt kuuenda
voi kiimnenda leheta) (g) kohe peale korjet ning rosett asetati adaksiaalne pind allapoole kaheks

tunniks toatemperatuuril seisma. Peale kahe tunni méodumist kaaluti rosetti uuesti.
Veekaotusprotsendi arvutamiseks kasutati valemit:

margmass — veekaotuskatse jargne mass
Veekaotusprotsent = - x 100 %
margmass

2.2.7. Taimerosettide kuivatamine

Peale veekaotuskatset asetati kasvukatsetaimede rosetid paberist volditud timbrikutesse ning
kuivatati 70 °C kuivatuskapis konstantse massini. Kuna kuivatatud taimerosettidelt puudusid

vastavalt vanusele kuuendad vo6i kiimnendad lehed, leiti terve roseti kuivmass arvutuslikult:

Terve roseti arvutuslik kuivmass

tlejaanud kuivmass (g) X (jaljendilehe margmass (g) + tlejaanud margmass (g))

lilejadanud margmass (g)

Jaljendilehe kuivmassi arvutamiseks kasutati valemit:

Jaljendilehe kuivmass

= terve roseti arvutuslik kuivmass (g) — kaalutud kuivmass (g)

Kuuendaid ja kiimnendaid (jéljendi)lehti pildistati korjete ajal, fotosid kasutati lehe pindala
(cm?) arvutamiseks juhendaja loodud programmiga. Lehe massi ja pindala suhe (leaf mass per

area, LMA, g m?) arvutati valemiga:

_ jaljendilehe kuivmass (g)

LMA x 10000

~ jaljendilehe pindala (cm?)

2.2.8. Ohuldhede tiheduse médramine

Kasvukatsetaimede lehejdljendeid jaadvustati valgusmikroskoobiga (Kern OBF 133C832) 200-

kordse suurendusega. Vaatevilja pindalaks oli 0,2547 mm?. Sobivast vaateviljast tehti
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fokusseerimiskruvi keerates lithike video, et kdik jdljendi tasapinnad oleksid hiljem nihtavad.

Ohuldhede loendamiseks kasutati programmi ImageJ, versioon 1.53t (Schneider et al., 2012).
Ohuldhede tiheduse (dhuldhet mm2) arvutamiseks kasutati valemit:

~ ) loendatud 6huldhede arv
Ohuldhede tihedus =

vaatevalja pindala (mm?)

Ohuldhede tiheduste suhte arvutamine pdhines valemil:

adaksiaalsete dhuldohede tihedus (dhuldhet mm™2)
abaksiaalsete 6huldhede tihedus (0huldohet mm=2)

Ohuldhede tiheduste suhe =

Ohuldhede summaarset tihedust leiti valemiga:

Ohuldhede summaarne tihedus = abax. dhuldohet mm=2 + adax. 6huldhet mm™2

2.2.9. Statistiline analiitis

Kasvukatsetaimede Shuldhede juhtivuste, 0huldohede juhtivuste suhete, dhuldhede tiheduste,
ohulohede tiheduste suhete, veekaotuste, roseti kuivmassi ning lehe massi ja pindala suhete
statistiliseks analiiiisiks kasutati programmi Statistica (versioon 7.0). Andmete graafiliseks
esitamiseks tehti tulpdiagrammid, mille loomisel keskmistas programm vastavad andmed iga
uuritava genotiiiibi kohta ning arvutas ka joonistel veatulpadena ndidatud + standardvead.
Genotiiiipide vaheliste statistiliselt oluliste erinevuste viljaselgitamiseks teostati tihefaktoriline
ANOVA (kolmandat tiiiipi ruutude summa). Post-hoc analiilisiks kasutati Tukey testi ebavordse
valimi jaoks. Genotiilipide vahel esinesid statistiliselt olulised erinevused, kui p-véértus oli
<0,05. Roseti kuivmassi ja dhuldhede summaarse tiheduse seoseid esitati kategoriseeritud
hajusdiagrammidena; vordlemiseks, millised on erinevate genotiiiipide seosed roseti kuivmassi
ja ohuldhede summaarse tiheduse vahel, viidi 14bi ka kovariatsioonanaliiiis (General Linear

Models, Homogeneity-of-slopes model).
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2.3. Tulemused

2.3.1. Kutitkula terviklikkuse hindamine

21-péevaste taimede etanoolis leotamisest selgus, et grammi mérgmassi kohta viljus koige
viahem klorofiilli hdirunud PUSA geeni sisaldavatest taimedest (Joonis 3a). Teistest uuritud
taimeliinidest eraldunud absoluutses klorofiilli koguses ei esinenud mérgatavaid erinevusi
(Joonis 3a). Standardiseerituna katse 10pp-punkti ehk 120nda katseminuti suhtes ilmnes, et
kdige kiiremini lahustus klorofiilli negatiivse kontrollina kasutatud bdg-6 taimedest (Joonis 3b).
Hairunud ja toimivat PUSA geeni sisaldavate taimede klorofiilli eraldumise kiiruses ei olnud
pigem erinevusi (Joonis 3b). Sarnased tulemused olid ka taimede toluidiinsinisega virvimisel

(Lisa 2, lisa 3).
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Joonis 3. (A) Taimest vilja lahustunud klorofiilli kogus grammi mérgmassi kohta ajas. (B)
Taimest vilja lahustunud klorofiilli kogus grammi margmassi kohta ajas standardiseerituna 120
minuti punkti suhtes. A ja B telgede nullpunktid tdhistavad katse null-ajahetke. Vearibad
nditavad + standardviga. Valimi suuruseks oli neli taime igast genotiilibist.
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2.3.2. Taimede haabitus

Uuritud taimeliinide vidlimuse erinevuse hindamine piirdus vaatlusega (Joonis 2). Tdheldati, et
hdirunud PUSA geeni sisaldavate taimede lehed olid véiksemad, kui metsiktiiiipi (Col-0)
taimede lehed. Lisaks tundusid hédirunud PUSA geeni sisaldavate taimede lehed vdiksemad
teistest toimivat PUSA geeni sisaldavate taimede lehtedest. Metsiktiilipi taimede lehed olid
pohiliselt lapikud, kuid esines ka kumeramaid lehti. Hairunud PUSA geeni sisaldavate taimede
lehed olid samuti lapikud voi kumerad, kuid viimase korral oli kumerus metsiktiiiibist
silmapaistvam. Toimivat PUSA, ent vigast CYP707A43 geene sisaldavate taimede lehed
sarnanesid metsiktiilibiga. Metsiktiilipi taimede lehed olid suhteliselt sileda servaga, kohati
esines ebatasasusi. Defektset PUSA geeni sisaldavate taimede leheservad olid metsiktiitibist
mairgatavalt ebaiihtlasemad, paistes sakilised. Funktsioneerivat PUSA, kuid héirunud

CYP707A43 geene sisaldavate taimede leheservad sarnanesid metsiktiiiibiga.

2.3.3. Ohuldhede juhtivus ja juhtivuste suhe
Statistilise analiilisi tulemusel selgus, et nii taimede abaksiaalsete ja adaksiaalsete ohuldohede

juhtivustes (Joonis 4) kui ka juhtivuste suhetes (Joonis 5) ei esinenud statistiliselt olulisi

erinevusi.
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Joonis 4. Viienddalaste taimede dhuldhede keskmised juhtivused. Tulpadel asetsevad veatulbad
nditavad keskmist + standardviga. (A) Abaksiaalsete dhuldhede juhtivused. (B) Adaksiaalsete
ohuldhede juhtivused. Joonistel on ndidatud iihefaktorilise ANOVA p-viirtused. A ja B valimite
suurused olid 4-12 taime genotiiiibi kohta.
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Joonis 5. Viienddalaste taimede Ohuldhede juhtivuste suhe. Tulpadel asetsevad veatulbad
nditavad niitavad keskmist + standardviga. Joonisel on nididatud iihefaktorilise ANOVA p-
vaartus. Valimi suurused oli 4-12 taime genotiiiibi kohta.

2.3.4. Veekaotus

Neljanddalaste taimede mass vdhenes enim, >40%, hdirunud PUSA geeni sisaldavatel
taimeliinidel (Joonis 6a). Funktsioneerivat PUSA geeni sisaldavate taimede massikaotus jii
30% tlimbrusesse (Joonis 6a). Viienddalaste taimede puhul oli massikaotuse trend analoogne:
defektset PUSA geeni sisaldavate taimede mass vidhenes >30% ning toimivat PUSA geeni
sisaldavate taimede massi vdhendas veekaotus >20% (Joonis 6b). Nii nelja- kui ka
viienddalased toimivat PUSA geeni sisaldavad taimed ei erinenud iiksteisest statistiliselt
oluliselt (Joonis 6), kuid hdirunud PUSA geeni sisaldavatest taimedest erinesid (Joonis 6).
Neljanadalased SALK 078173 taimed erinesid statistiliselt oluliselt pusa DEF-ist (Joonis 6a).
Viienddalased defektset PUSA geeni sisaldavad taimed flksteisest statistiliselt oluliselt ei

erinenud (Joonis 6b).
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Joonis 6. Nelja- ja viienddalaste taimede veekaotused. Tulpadel asetsevad veatulbad néitavad
keskmist + standardviga. (A) Nelja nddala vanuste taimede massi vihenemine veekaotuse tottu.
(B) Viie niddala vanuste taimede massi vihenemine veekaotuse tottu. Liinid, mis ei jaga sama
tdhte, on paarikaupa erinevad (Tukey test erinevate valimisuurustega). Joonisel on ndidatud
iihefaktorilise ANOVA p-vidirtused. A valimi suuruseks oli 22-24 ja B valimi suuruseks 10-12
taime genotiiiibi kohta.

2.3.5. Ohuldhede tihedus ja tiheduste suhe

Hiirunud PUSA geeni sisaldavatel taimedel oli pigem korgem OGhuldhede tihedus kui
funktsioneerivat PUSA geeni sisaldavatel taimedel (Joonis 7), ent selge erinevus hdirunud ja
toimivat PUSA geeni sisaldavate taimede vahel puudus, sest koik hdirunud PUSA sisaldavad
taimed erinesid koigist terve PUSA geeniga taimedest ainult kiimnenda lehe adaksiaalsete
Ohulohede tihedustes (Joonis 7d). Lébivalt erines statistiliselt oluliselt nii kuuenda kui ka
kiimnenda lehe mdlema kiilje Shuldhede tihedustes kdigist toimivat PUSA geeni sisaldavatest
taimedest vaid pusa DEF (Joonis 7). Kuuenda lehe 6huldhede tihedused olid hdirunud PUSA
ja funktsioneerivat PUSA sisaldavate taimede vahel ilmselt sarnasemad kui kiimnenda lehe
ohuldhede tihedused, kuna SALK 078173 kuuenda lehe huldhede tihedused sarnanesid koigi
uuritud taimeliinidega peale SALK 101566, tahendades omakorda, et SALK 078173 sarnanes
metsiktiiiibiga Col-0 (Joonis 7a,b). Seevastu kiimnenda lehe ohuldhede tihedustes erines
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SALK 078173 metsiktiiiibist statistiliselt oluliselt (Joonis 7c,d). Veel ei erinenud metsiktiiiibist
ka pusa GHI kuuenda, ent ka kiimnenda lehe abaksiaalsed dhulohede tihedused (Joonis 7a,c).
Samas vois pusa GHI kiimnenda lehe abaksiaalne dhuldohede tihedus olla lihtsalt statistiline
varieeruvus, kuna pusa GHI ei erinenud Uihestki uuritud taimeliinist statistiliselt oluliselt, kuid
SALK 078173 erines statistiliselt oluliselt kdigist funktsioneerivat PUSA sisaldavatest
taimeliinidest peale #14-6 ning pusa DEF erines kdigist toimiva PUSA geeniga taimeliinidest
(Joonis 7c¢). Siiski ei erinenud hdirunud PUSA geeni sisaldavad taimed kunagi omavahel
statistiliselt oluliselt (Joonis 7). Samuti ei erinenud ka toimivat PUSA geeni sisaldavad taimed
omavahel ehk tervet PUSA, kuid vigast CYP707A43 geeni sisaldavad taimed sarnanesid
metsiktiiiibiga Col-0 (Joonis 7). Ohuldhede tiheduste suhetes puudusid selged erinevused
(Joonis 8).
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Joonis 7. Ohuldhede tihedused nelja- ja viienddalastel taimedel. Tulpadel asetsevad veatulbad
nditavad keskmist + standardviga. (A) Kuuenda lehe abaksiaalsete Ohuldhede tihedused
neljanddalastel taimedel. (B) Kuuenda lehe adaksiaalsete dhuldohede tihedused neljaniddalastel
taimedel. (C) Kiimnenda lehe abaksiaalsete 6huldhede tihedused viienddalastel taimedel. (D)
Kiimnenda lehe adaksiaalsete dhuldohede tihedused viienddalastel taimedel. Liinid, mis ei jaga
sama tdhte, on paarikaupa erinevad (Tukey test erinevate valimisuurustega). Joonisel on
nédidatud tihefaktorilise ANOVA p-véirtused. A ja B valimi suuruseks oli 22-24 taime, C ja D
valimi suuruseks 10-12 taime genotiiiibi kohta.
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Joonis 8. Ohuldhede tiheduste suhted nelja- ja viienddalastel taimedel. Tulpadel asetsevad
veatulbad néditavad keskmist + standardviga. (A) Kuuenda lehe O&hulohede suhted
neljanddalastel taimedel. (B) Kiimnenda lehe oShuldhede suhted viienddalastel taimedel.
Joonisel on nédidatud iihefaktorilise ANOVA p-vidirtused. A valimi suuruseks oli 22-24 ja B
valimi suuruseks 10-12 taime genotiiiibi kohta.

2.3.6. Roseti kuivmass ning seos 6huldhede summaarse tihedusega

Nelja- ja viienddalastest taimedest olid kodige véiksemad roseti kuivmassid hdirunud PUSA
geeni sisaldavatel taimedel (Joonis 9). Hairunud PUSA geeniga taimed erinesid toimivat PUSA
sisaldavatest taimedest mdlemal juhul statistiliselt oluliselt, omavahel defektset PUSA
sisaldavad taimed ei erinenud (Joonis 9). Samuti ei erinenud funktsioneerivat PUSA sisaldavad
taimed iiksteisest ehk hdirunud CYP707A43, kuid toimivat PUSA geeni sisaldavate taimede

kuivmassid sarnanesid metsiktiiiibiga (Joonis 9).

Nelja- ja viienddalaste taimede roseti kuivmassi ja Shuldhede summaarse tiheduse seose
uurimiseks tehtud kategoriseeritud hajusdiagrammidelt ilmnes, et kdigil toimivat PUSA geeni
sisaldavate taimedel oli Shuldhede summaarne tihedus negatiivses korrelatsioonis roseti
kuivmassiga (Joonis 10). Seevastu hdirunud PUSA geeni sisaldavatel taimedel kindlat seost ei

esinenud (Joonis 10), mistottu tehti molema néddala vanustele taimedele kovariatsiooni
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analiiiisid (GLM, Homogeneity-of-slopes model) (Tabel 2). Analiiliside tulemustest selgus, et
nelja- ja viienddalased defektset PUSA geeni sisaldavad taimed erinesid statistiliselt oluliselt
toimivat PUSA geeni sisaldavatest taimedest, kuid hdirunud PUSA geeni sisaldavad taimed
iiksteisest statistiliselt ei erinenud (Tabel 2). Samuti ei erinenud omavahel terve PUSA geeniga

taimed (Tabel 2).
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Joonis 9. Nelja- ja viienddalaste taimede roseti kuivmassid. Tulpadel asetsevad veatulbad
nditavad keskmist + standardviga. (A) Neljanddalaste taimerosettide kuivmassid. (B)
Viienddalaste taimerosettide kuivmassid. Liinid, mis ei jaga sama téhte, on paarikaupa erinevad
(Tukey test erinevate valimisuurustega). Joonisel on ndidatud iihefaktorilise ANOVA p-
vadrtused. A valimi suuruseks oli 22-24 ja B valimi suuruseks 10-12 taime genotiiiibi kohta.
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Joonis 10. Roseti kuivmassi sdltuvus summaarsest dhuldhede tihedusest nelja- ja viienddalastel
taimedel. (A) Nelja nddala vanuste taimede seosed roseti kuivmassi (g) ja Ohuldhede
summaarse tiheduse (Shuldhet mm™) vahel. (B) Viie nddala vanuste taimede seosed roseti
kuivmassi (g) ja 0huldhede summaarse tiheduse (6huldhet mm2) vahel. A valimi suuruseks oli
22-24 ja B valimi suuruseks 10-12 taime igast genotiilibist.
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Tabel 2. Nelja- ja viienddalaste taimedele dhuldhede summaarse tiheduse ja roseti kuivmassi
vaheliste seoste uurimiseks Homogeneity-of-slopes mudeliga tehtud kovariatsiooni analiiiis.
Tabelis on ndidatud analiiiiside genotiitip*dhuldohede summaarse tiheduse interaktsioonide p-
vadrtused.

Vanus Koik pusa Terve
genotiiiibid mutandid PUSA-ga
taimed
4-néd. (leht nr 6) 0,000 0,344 0,581
5-ndd. (leht nr 10) 0,000 0,394 0,275

2.3.7. Lehe mass pindala kohta

Neljanddalaste taimede lehe kuivmass pindala kohta (LMA) oli kdige kdrgem hairunud PUSA
geeni sisaldavatel taimedel ning defektset PUSA sisaldavad taimed erinesid toimivat PUSA
sisaldavatest taimedest statistiliselt oluliselt, kusjuures gruppide siseselt erinevused puudusid
(Joonis 11a). Seevastu viienddalaste hidirunud PUSA geeniga taimede lehe massi ja pindala
suhete erinemine funktsioneerivat PUSA sisaldavatest taimedest oli ebaselgem: SALK 078173
sarnanes koigi toimivat PUSA geeni sisaldavate taimedega (Joonis 11b), mis tdhendab, et
SALK 078173 LMA ei erinenud metsiktiiiibist Col-0 statistiliselt oluliselt; pusa DEF erines
koigist terve PUSA geeniga taimedest peale #7-4 ja #14-6 statistiliselt oluliselt (Joonis 11b);
pusa GHI erines koigist terve PUSA geeniga taimedest statistiliselt oluliselt (Joonis 11b).
Viienddalased toimivat PUSA sisaldavad taimed ei erinenud omavahel (Joonis 11b), kuid
hdirunud PUSA geeniga taimed erinesid: SALK 078173 erines nii pusa DEF-ist kui ka pusa
GHI-st, pusa DEF ja pusa GHI omavahel ei erinenud (Joonis 11b). Tuginedes statistilisele
analiiiisile, olid viienddalaste hdirunud PUSA, kuid toimiva CYP707A43 geeniga taimede lehe

massi ja pindala suhted pigem korgemad kui iilejdénud uuritud taimeliinidel (Joonis 11b).
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Joonis 11. Lehe kuivmass pindala kohta (LMA) nelja- ja viienddalastel taimedel. Tulpadel
asetsevad veatulbad néitavad keskmist & standardviga. (A) Neljaniddalaste taimede LMA. (B)
Viienddalaste taimede LMA. Liinid, mis ei jaga sama tdhte, on paarikaupa erinevad (Tukey test
erinevate valimisuurustega). Joonisel on ndidatud tihefaktorilise ANOVA p-vairtused. A valimi
suuruseks oli 22-24 taime, B valimi suuruseks 10-12 taime genotiiiibi kohta.
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2.4. Arutelu

Hairunud PUSA geeni sisaldavad taimed olid funktsioneeriva PUSA geeniga taimedest
tunduvalt viiksemad, mida tdestab taimede kuivmass (Joonis 9). Defektseid PUSA ja
CYP70743 geene sisaldavate taimede (SALK 078173) metsiktiiiibist (Col-0) madalam
kuivmass voiks olla seostatav cyp707a3-1 mutatsiooni pdhjustatud hdirunud ABA taseme
reguleerimisega, kuna varasemalt on ndidatud, et ka cyp707a3-3 mutatsiooni sisaldavad taimed
olid samuti metsiktiilibist vdiksemad (Bhaskara et al., 2022). Antud teooriaga on vastuolus
defektset CYP707A3, kuid toimivat PUSA geeni sisaldavate taimede metsiktiiiibiga sarnane
kuivmass, viidates PUSA geeni hidirumise voimalikule kasvu pirssivale mojule. Seda toetab
omakorda defektse PUSA, ent terve CYP707A43 geeniga taimede metsiktiiiibist madalam

kuivmass.

Samuti voib hdirunud PUSA geeni sisaldavate taimede védiksem suurus olla seotud sellega, et
koigil neljanddalastel hdirunud PUSA geeniga taimedel oli lehe massi ja pindala suhe (LMA)
toimiva PUSA geeniga taimedest kdrgem (Joonis 11a). Varasemalt on avaldatud, et kdrgem
LMA viitab lehtede aeglasemale arengule, kuna nende viljakujunemine on taimele
energiakulukam (Westoby et al., 2002). Samuti olid viie nddala vanuste defektset PUSA, kuid
toimivat CYP707A43 geeni sisaldavate taimede LMA-d teistest uuritud taimeliinidest pigem
korgemad (Joonis 11b). Viienddalaste hdirunud PUSA ja CYP707A3 geeniga taimede
(SALK 078173) LMA sarnanemine toimiva PUSA, kuid hdirunud CYP707A43 geeniga
taimedega ning erinemine teistest hdirunud PUSA geeni sisaldavatest taimedest vdib olla
tingitud sellest, et vigase PUSA, kuid funktsioneeriva CYP707A3 geeniga taimede genotiilip ei
sisalda defektset CYP707A43 geeni, mis hdirib ABA homoostaasi (Kushiro et al., 2004). Siiski
sarnanesid viienddalaste SALK 078173 taimede, nagu ka nelja- ja viienddalaste toimiva PUSA
ja héirunud CYP707A3 geeniga taimede LMA-d metsiktiiiibiga (Joonis 11), viidates sellele, et
CYP707A43 hidirumine ei mdjuta LMA-d. Defektse CYP707A43 hdirumise mitteeristuvat toimet
lehe massi ja pindala suhtele on varasemalt ndidatud seoses cyp707alcyp707a3
topeltmutandiga, mille LMA ei erinenud samuti metsiktiiiibist statistiliselt oluliselt (Tulva et
al., 2024). Sellest tulenevalt jddb tegelikult ebaselgeks, miks erinesid viienddalased hdirunud
PUSA ja CYP707A43 geeniga taimed teistest hdirunud PUSA geeniga taimedest ja sarnanesid
toimivat PUSA geeni sisaldavate taimedega, kui CYP707A43 hidirumine ei mdjuta tdendoliselt
LMA-d ning neljanddalased hdirunud PUSA geeniga taimed sarnanesid omavahel ning erinesid
terve PUSA geeniga taimedest. [Imselt on viienddalaste SALK 078173 taimede puhul tegemist
statistilise varieeruvusega, kuna viienddalased hdirunud PUSA ning toimiva CYP707A43 geeniga

taimede tldiselt korgemad LMA-d olid kooskdlas neljanddalaste samade taimeliinide lehe ja
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kuivmassi pindala suhetega, ning seetdttu oleks olnud oodatav, et ka viienddalaste

SALK 078173 LMA-d on toimivat PUSA sisaldavatest taimedest kdrgemad.

Hairunud PUSA geeni sisaldavate taimede haabitus (Joonis 2) eristus metsiktiiiibist ning teistest
toimivat PUSA geeni sisaldavatest taimedest mérgatavalt, viljendudes viiksemates ja
ebatavalise kujuga lehtedes. Kuna omapérane vilimus esines nii funktsioneeriva kui ka defektse
CYP707A43 geeniga pusa mutatsiooni sisaldavatel taimedel, viitab see sellele, et PUSA geeni
hdirumine vOib pdhjustada fenotiiiibilisi isedrasusi. Kéesolevas t60s uuritud defektset
CYP70743 ja toimivat PUSA geene sisaldavatel taimedel ei tdheldatud metsiktiiiibist eristuvat
haabitust (Joonis 2). Varasem informatsioon hdirunud CYP707A43 geeni mdjust fenotiilibile on
ebaselge, kuna on avaldatud, et cyp707a3 mutatsiooniga ei kaasnenud metsiktiiiibist eristuvat
fenotiilipi, kuid ka, et cyp707a3 mutatsiooni sisaldavatel taimedel siiski oli drn fenotiiiip

(Kushiro et al., 2004; Saito et al., 2004).

Héirunud PUSA geeni sisaldavatel taimedel oli pigem kdrgem dhuldhede tihedus, kui toimivat
PUSA geeni sisaldavatel taimedel (Joonis 7), viidates sellele, et PUSA geeni hdirumisega voib
kaasneda rohkem Shuldhesid lehe pinnaiihiku kohta, ent selge statistilise erinevuse puudumise
tottu tasuks tulevikus katset korrata. Kuuenda lehe dhuldhede tihedused (Joonis 7a,b) voisid
hdirunud ja toimivat PUSA geeni sisaldavate taimede vahel olla sarnasemad kui kiimnendatel
lehtedel (Joonis 7c,d) seetottu, et kuuendad lehed périnesid neljaniddalastelt taimedelt. Nimelt
on varasemalt avaldatud, et lehe kasvamisega viaheneb dhuldohede tihedus (Gay & Hurd, 1975).
Sellest tulenevalt vois defektset PUSA sisaldavate taimede Shulohede tiheduste voimalik

erinemine funktsioneerivat PUSA sisaldavatest taimedest vihem eristatav olla.

Funktsioneerivat PUSA geeni sisaldavate taimede sarnased ohuldhede tihedused (Joonis 7)
viitavad sellele, et antud katses ei pohjustanud CYP707A43 hdirumine metsiktiiiibist erinevat
ohuldhede tihedust. Eelnevalt on avaldatud, et cyp707a3 mutatsiooniga kaasnes ABA
katabolismi alanemine, pdhjustades omakorda 6huldhede arengut tdendoliselt inhibeeriva ABA
kontsentratsiooni eeldatavat tdusu (Tanaka et al., 2013; Umezawa et al., 2006). Seetottu oleks
olnud oodatav, et vigast CYP707A43 ja toimivat PUSA sisaldavate taimede dhuldhede tihedused
jadvad metsiktiiiibist madalamaks. Samuti ei olnud nii hdirunud PUSA kui ka CYP707A43
geeniga SALK 078173 taimede ohuldhede tihedused metsiktiilibist madalamad (Joonis 7).
Olukord voib olla seletatav CYP707A4 geenide reduntantsusega: erinevad CYP707A geenid
avalduvad varieeruval tasemel samades taimekudedes, mistdttu vois CYP70743 geeni
funktsiooni puudumist kompenseerida mingi muu CYP707A4 geen (Kushiro et al., 2004; Saito
et al,, 2004). Lisaks on CYP707A geenide reduntantsusega kooskolas eelnevad uuringud
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cyp707alcyp707a3 topeltmutantidega, millel esinesid hdredamalt paiknevad 6huldhed (Jalakas
et al., 2018; Tanaka et al., 2013).

Samuti voib uuritud taimeliinides ilmnenud madal CYP707A43 toime toetada teooriat, et
hdirunud PUSA sisaldavate taimede potentsiaalselt korgem dhuldhede tihedus oli seotud ikkagi
PUSA geeni defektiga. Kuigi hdirunud PUSA ja CYP707A3 geene sisaldavate SALK 078173
taimede Ohuldhede tiheduste erinemine toimivat PUSA geeni sisaldavatest taimedest jdi
ebaselgeks, piirdudes statistiliselt olulise erinevusega kiimnenda lehe adaksiaalsete ning
iildiselt ka sama lehe abaksiaalsete ohuldhede tihedustes (Joonis 7d,c), sarnanesid hdirunud
PUSA geeni sisaldavate taimede Ohuldhede tihedused alati iiksteisega (Joonis 7). Sellest
tulenevalt viitab SALK 078173-st parineva defektse PUSA ja toimiva CYP7(07A3 geeniga pusa
DEF taimeliini statistiliselt oluline erinemine koigist toimivat PUSA geeni sisaldavatest
taimedest mdlema lehe abaksiaalsete ja adaksiaalsete Ohulohede tihedustes, et pusa DEF

korgem ohuldhede tihedus kaasnes PUSA geeni hdirumisega.

Ohuldhede summaarse tiheduse mdju uurimisest taimede kuivmassile selgus, et
funktsioneerivat PUSA geeni sisaldavate taimede oOhuldhede tihedus mdjutas kuivmassi
negatiivselt, ehk mida madalam oli 6huldhede tihedus, seda korgem oli taime kuivmass (Joonis
10). Ohuldhede tiheduse pirssiv mdju taimede kasvule vdib seletatav olla sellega, et rohkemad
Ohulohed pohjustavad suuremat vee aurustumist ning taimede kasv on seetottu hairitud
(Doheny-Adams et al., 2012). Seevastu hdirunud PUSA sisaldavate taimede kuivmassil polnud
Ohulohede tihedusega seost (Joonis 10). Kuna hédirunud PUSA sisaldavate taimede dhuldhede
tihedused olid pigem korgemad (Joonis 7) ja kuivmassid (Joonis 9) mérgatavalt madalamad,
kui funktsioneerivat PUSA geeni sisaldavate taimede vastavad tulemused, kuid teada on, et
toimivat PUSA sisaldavate taimede korgema oOhuldhede summaarse tihedusega kaasnes
madalam kuivmass, v3ib hdirunud PUSA geeni sisaldavate taimede kuivmassi ja dhuldhede
tiheduse vahelise seose puudumine viidata sellele, et PUSA geeni hdirumine voib pdhjustada
véiksemaid taimi. Seetdttu vois hdirunud PUSA geeni sisaldavate taimede vdimalik kdrgem
ohuldhede tihedus olla pdhjustatud viiksest kasvust, kuna dhuldhede arv miiratakse taime
varajases arengus ning lehe kasvamisel ohuldhede tihedus védheneb (Gay & Hurd, 1975;

Haworth et al., 2021).

Nii nelja- kui ka viienddalaste hdirunud PUSA geeni sisaldavate taimede dhuldhede tiheduste
suhetes (Joonis 8) ei ilmnenud selgeid erinevusi. Samas vodisid tegelikud erinevused siiski
eksisteerida, kuid neid ei suudetud lihtsalt tdestada. Ohuldhede tiheduste suhete iildine
sarnanemine viitab sellele, et PUSA geeni hidirumisega voib kaasneda eeldatav 6huldhede arvu

suurenemine mdlemal lehe kiiljel. See on oluline, kuna harilik miilirlook on amfistomaatiline
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taim ning dhuldhede mdlemal lehe kiiljel paiknemine hdlbustab gaasivahetust (Drake et al.,
2019; Muir, 2015). Seetottu voib mingi geeni mutatsiooni, mis modjutab abaksiaalsete ja
adaksiaalsete dhuldhede arvu erinevalt, esinemine héirida taime elutegevust. Samuti viitavad
katse tulemused sellele, et CYP707A43 geeni hiirumine ei mojuta dhuldohede tiheduste suhet.
Seda toetab varasem uuring, kus ndidati, et hdirunud CYP70741 ja CYP707A3 geene
sisaldavate topeltmutantide Shuldhede tiheduste suhe oli samuti metsiktiilibile lihedane
(Jalakas et al., 2024). Koigi kasvukatses uuritud taimeliinide keskmised dhulohede tiheduste
suhted jdid alla ithe nii nelja- kui ka viienddalastel taimedel. See tdhendab, et taimedel oli
abaksiaalseid O0hulohesid rohkem kui adaksiaalseid Ohuldhesid, olles kooské6las varasemalt

avaldatuga (Martin & Glover, 2007).

Taim vo1b liigselt vett kaotada nii 1dbi avatud dhuldhede kui ka katkise kutiikula. Uuritud liinide
taimed peale negatiivse kontrollina kasutatud bdg-6 toluidiinsinisega ei varvunud (Lisa 2, lisa
3). Hairunud PUSA geeni sisaldavatest kolmenddalastest taimedest lahustus klorofiilli grammi
mairgmassi kohta kdige vihem vilja (Joonis 3a), mis voib seotud olla sellega, et ilmselt oli
nendes taimedes lihtsalt massi kohta vdhem klorofiilli, mis on kooskdlas ka neljanddalaste
vigast PUSA geeni sisaldavate taimede korgema LMA-ga (Joonis 11a). Nimelt on varasemalt
avaldatud, et kdrgema LMA-ga taimed sisaldasid massi kohta vihem klorofiilli (Poorter &
Evans, 1998). Siinesitatud katse tulemused viitavad sellele, et defektne PUSA geen ei mdjuta
kutiikula terviklikkust. Samuti ei olnud hdirunud CYP707A43 sisaldavate taimede kutiikulast

selgelt ndha ABA eeldatavat positiivset moju kutiikulale (Cui et al., 2016).

Uuritud taimede dhuldhede juhtivustes (Joonis 4) ning ka dhuldhede juhtivuste suhetes (Joonis
5) ei olnud erinevusi, mis vOib olla tingitud andmete suurest varieeruvusest. See voib omakorda
olla pohjustatud sellest, et kui taim on millestki héiritud ja sulgeb vastusena stressile huldhed,
toimub see mOne minutiga ning on seetdttu ettearvamatu (Lake & Woodward, 2008). Néiteks
vOis taimedes stressi tekitada dhuldhede juhtivuste modtmine kasvukappides, mistottu oli
kasvukapi uks mitme minuti véltel lahti. Samuti olid osad, eeskétt hidirunud PUSA geeni
sisaldavad taimed, vdiksemad ning seega ei Onnestunud poromeetriga mdotmine esimesel katsel
vaid tuli mingi muu lehega uuesti proovida. Varasemalt on ndidatud, et nii cyp707a3-1 kui ka
cyp707a3-2 dhuldhede juhtivused on metsiktiilibist madalamad, mida seostatakse CYP707A43
geeni hdirumisest tuleneva ABA kontsentratsiooni eeldatava tousuga (Okamoto et al., 2009;

Umezawa et al., 2006).

Pohiline vee aurustumine toimub libi ohuldhede ning transpiratsiooni taset kirjeldavaks
parameetriks on Ohuldhede juhtivus, mis sdltub nii Shupilu apertuurist kui ka dhulohede

tihedusest (Hetherington & Woodward, 2003). Seetdttu on veekaotus seda suurem, mida
37



rohkem paikneb taime lehel avatud ohuldhesid. Liihiajalist ehk modtmishetkele vastavat
ohuldhede juhtivust saab mddta poromeetriga, ent dhuldohede juhtivust on vdimalik hinnata ka
pikemaajaliselt — veekaotuskatsega, mis poOhineb taimeroseti massi vdhenemises vee
aurustumise tottu. Veekaotuskatse tulemustest selgus, et hidirunud PUSA geeni sisaldavatest
taimedest aurustus kahe tunni jooksul rohkem wvett kui funktsioneerivat PUSA geeni
sisaldavatest taimedest (Joonis 6), viidates PUSA geeni hdirumise voimalikule transpiratsiooni
edendavale mdjule. Hairunud PUSA geeni sisaldavate taimede joudsam massikaotus on
kooskodlas ka samade taimede vdimaliku korgema Shuldhede tihedusega (Joonis 7), mis v3ib
omakorda pohjustatud olla taimede vidiksemast kasvust (Joonis 9). Samuti viitab hdirunud
PUSA geeni sisaldavate taimede suurenenud veekaotus avatumatele ohuldhedele, kuna
konealuste taimede kutiikula on terviklik (Joonis 3, lisa 2, lisa 3), mistdttu viheneb kutikulaarse
aurustumise toendosus. Seetdttu oleks ootuspirane, et ka hdirunud PUSA geeni sisaldavate
taimede poromeetriga moddetud Ohuldohede juhtivused oleksid olnud toimivat PUSA
sisaldavatest taimedest korgemad (Joonis 4). Samas viitab hdirunud PUSA geeni sisaldavate
taimede suurenenud veekaotus (Joonis 6) siiski korgemale dhuldohede juhtivusele, mis avaldus
lihtsalt pikema aja viltel. Antud katses on ebamddrane hdirunud CYP707A43 geeni mdju
transpiratsioonile, kuna funktsioneerivat PUSA geeni sisaldavate taimede veekaotused ei
erinenud Uksteisest statistiliselt oluliselt (Joonis 6). Samuti ei erinenud hdirunud PUSA geeni
sisaldavate taimede veekaotused (Joonis 6), kuid see vdib olla osaliselt pohjendatav defektse
PUSA geeni esinemisega, mis samas ei tdhenda, et CYP707A43 geeni hdirumisel puudus vigast
PUSA geeni sisaldavates taimedes igasugune mdju. Tuginedes varasemalt avaldatule peaks
CYP70743 geeni hdirumisega kaasnema madalam veekaotus, sest eeldatava ABA
kontsentratsiooni tdusuga kaasnevad suletumad dhuldhed (Okamoto et al., 2009; Umezawa et
al., 2006). Jattes kdrvale PUSA geeni hdirumise pdhjustatud potentsiaalse efekti, oleks olnud
oodatav, et funktsioneerivat PUSA, kuid hdirunud CYP707A3 geeni sisaldavate taimede
veekaotused jddvad metsiktiilibist madalamaks. Olukord vdib olla jillegi seostatav CYP707A4
geenide reduntantsusega (Kushiro et al., 2004; Saito et al, 2004). Uhiselt viitavad
veekaotuskatse tulemused sellele, et hdirunud PUSA geeni esinemine vdhendab taimede
kontrolli dhuldhede reguleerimise iile ning CYP707A43 geeni hdirumisest tulenev oodatav toime

on madal ka nendes taimedes, mis defektset PUSA geeni ei sisalda.
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2.4.1. Jareldused

Labiviidud katsetest jareldus, et PUSA geeni hdirumine pérssis taimede kasvu. Samuti selgus,
et kummagi uuritud geeni hdirumine ei mdjutanud kutiikula terviklikkust. Kuigi hdirunud PUSA
sisaldavate taimede Ghuldhede tiheduste erinemine toimivat PUSA sisaldavatest taimedest jii
ebaselgeks, vajades edasist uurimist, viitasid defektset PUSA sisaldavate taimede korgemad
veekaotused siiski sellele, et hdirunud PUSA sisaldavate taimede Shulohetunnused erinesid
funktsioneerivat PUSA sisaldavatest taimedest. Sellest tulenevalt jareldus, et hdirunud PUSA
sisaldavate taimede eeldatavalt korgem ohuldhede tihedus on pdhjustatud nende taimede
viiksemast kasvust, kuna defektset PUSA sisaldavate taimede kuivmassi ja Ohuldhede
summaarse tiheduse vahel ei olnud seost. Uuritud taimeliinide haabituse vaatlemisest ilmnes,
et hairunud PUSA sisaldavatel taimeliinidel oli metsiktiiiibist erinev védlimus, mille tdpsemad

tekkepohjused vajavad edasist uurimist.

Katsetest hdairunud CYP707A43 ja tervet PUSA sisaldavate taimedega jareldus, et CYP70743
geeni moju oli madal, kuna need taimeliinid ei erinenud mitte kunagi metsiktiiiibist Col-0

statistiliselt oluliselt.

Osade katsete tulemustes (0huldhede juhtivus, juhtivuste suhe, tiheduste suhe) ei esinenud
uuritud taimeliinide vahel statistiliselt olulisi erinevusi, mis ei vélista tegelike erinevuste
olemasolu ning seega peaks tulemustes veendumiseks neid katseid kordama. Sellele vaatamata
jareldus katsetest, et SALK 078173 taimede metsiktiiiibist eristuvat fenotiilipi pdhjustas PUSA
geeni hdirumine, sest katsetes, kus statistiliselt olulised erinevused olid olemas, erinesid
SALK 078173 taimed iildiselt toimivat PUSA geeni sisaldavatest taimedest ning hdirunud
PUSA sisaldavad taimeliinid ei erinenud iiksteisest kunagi, vilja arvatud viienddalaste taimede
lehe kuivmassi ja pindala suhetes, mis oli ilmselt juhuslik statistiline varieeruvus. Lisaks
néitasid katsed toimivat PUSA ja hédirunud CYP707A3 sisaldavate taimedega, et cyp707a3

toime oli madal, toetades omakorda SALK 078173 fenotiiiibi seostumist pusa mutatsiooniga.
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KOKKUVOTE

Kiesolevas bakalaureusetoos keskenduti kahele hariliku miiiirlooga taimedes avalduvale
geenile, millest esimene — mutantsel fenotiiiibil pohinevat esmast nimetust kandev PUSA on
tundmatu geen, mille funktsiooni pole varasemalt kirjeldatud. Samuti sooviti rohkem teada
saada juba varasemalt uuritud CYP707A3 geeni toimest taimedele, kuna kdnealune geen
kodeerib valku, mis osaleb taimehormoon abstsiishappe taseme reguleerimisel ning on seega
oluline taime elutegevuseks. Mdlema geeni uurimine tulenes sellest, et iihel hédirunud
CYP707A43 geeni sisaldaval taimeliinil (SALK 078173) ilmnes silmapaistev fenotiiiip, mis ei
seostunud kuidagi CYP707A43 geeni vOoimaliku hdirumisest tuleneva mdjuga. Sellest liinist
eelnevalt eraldatud pusa ja cyp707a3 mutantsete taimeliinide uurimisega sooviti kindlaks teha,
kas SALK 078173 genotiiiibiga taimede fenotiilip on pdhjustatud tundmatu PUSA voi siiski
CYP707A43 geeni hidirumisest.

Saadi teada, et PUSA geen on oluline taimede kasvamiseks, sest hdirunud PUSA geeni
sisaldavate taimede madalamad kuivmassid erinesid statistiliselt oluliselt toimivat PUSA
sisaldavate taimede kuivmassidest. Selgus, et hdirunud PUSA geeni sisaldavatel taimedel oli
pigem lehe pinnaiihiku kohta rohkem dhuldhesid, kui terve PUSA geeniga taimedel, ent selgete
erinevuste puudumise tottu tuleks katset korrata. Lisaks saadi teada, et chuldhede summaarne
tihedus ei mojutanud hdirunud PUSA geeni sisaldavate taimede kuivmassi, mistdttu on
voimalik, et nende taimede eeldatavalt korgem ohuldhede tihedus vois olla pdhjustatud
pisematest lehtedest, kuid dhuldohede tiheduse ebaselgete tulemuste tottu oleks vaja edasisi
uuringuid. Samuti tasuks ldhemalt uurida PUSA geeni hdirumise mdju Oohupilu apertuuri
reguleerimisele, kuna poromeetriga mdodetud modtmishetkele vastavates Ohulohede
juhtivustes uuritud taimeliinide vahel erinevusi ei esinenud, ent veekaotuskatsest ilmnenud
hdirunud PUSA geeniga taimede korgem pikemaajaline dhuldhede juhtivus, mis voib kiill
seotud olla konealuste taimede eeldatavalt korgema oOhuldhede tihedusega, viitab ka
avatumatele ohuldhedele ning seega defektset PUSA sisaldavate taimede vihenenud kontrollile
ohuldhede reguleerimise iile. Huvitaval kombel ei erinenud tikski hdirunud CYP707A43, kuid
toimivat PUSA geeni sisaldav taimeliin metsiktiiiibist (Col-0) {iheski mdddetud aspektis
statistiliselt oluliselt, tdhendades, et CYP707A43 geeni toime oli uuritud taimeliinides madal.

SALK 078173 silmapaistvat pusa fenotiilipi pdhjustas PUSA geeni hdirumine.

Teadustod tundmatu PUSA geeniga jétkub ning edasiste uuringute 10pp-eesmérgiks on PUSA

geeni tuvastamine.
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RESUMEE

Functional characterization of an unidentified gene (PUSA) and CYP707A3 in Arabidopsis

thaliana
Madli Johanna Veigel
Summary

The ability of gases (i.e. CO2 and water vapour) to move between plant and the surrounding
environment is crucial for plants, because the uptake of CO: is required for photosynthesis and
transpiration is important for providing plant leaves with new water from the soil. Stomata,
minuscule pores located in the aerial epidermis of plant leaves and stems, are structures that
make gas exchange possible. Abscisic acid (ABA) is a plant hormone that is important for
stomatal closure. Since transpiration occurs with open stomata, regulation of stomatal aperture
is necessary for plant survival in conditions where water is scarce. This bachelor’s thesis
focused on two genes expressed in Arabidopsis thaliana — the first being an unknown gene, that
was given a temporary name PUSA, based on the occurrence of an unusual phenotype in plants
that had a mutation in the gene. The second gene — CYP707A43, is vital for plant development
and stress responses, due to encoding a protein that helps to regulate the endogeneous
concentration of ABA. Researching both genes came about because of a plant line
(SALK 078173) that contains a cyp7(07a3 mutation in its genotype but exhibited also a strange
phenotype that was uncharacteristic for the effects usually associated with cyp707a3 mutation.
Two mutant lines — pusa and cyp707a3 had previously been separated by crossing
SALK 078173 plants back with Col-0, allowing us to study, whether the phenotype of plants
with SALK 078173 genotype is caused by pusa or cyp707a3 mutation. The experiments
showed that PUSA is important for plant growth, proved by the stunted growth (lower dry mass)
of plants that had a mutation in PUSA gene. Plants with a mutation in PUSA had possibly
increased stomatal density (stomata mm2) compared to Col-0 or other plant lines that were
used in the growth experiment, although the statistical differences were unclear and further
experiments are needed. Plants containing pusa mutation also had higher water loss. Potentially
more stomata per unit of leaf area could be caused by the smaller size of the plants containing
pusa, due to lessened leaf expansion. The conducted experiments also showed that CYP707A43
gene had an indistinguishable role in the used plants lines, as evidenced by the absence of
statistically significant differences throughout the conducted experiments between plants with
functioning PUSA, but mutated CYP707A43 gene and Col-0. SALK 078173 phenotype was

caused by pusa mutation.
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LISAD

LISA 1

Hairunud PUSA ja CYP707A3 geenide eraldamiseks ristati SALK 078173 taimi tagasi Col-0
taimedega, kus SALK 078173 oli emastaim ning Col-0 isastaim. F1 pdlvkonna seemned korjati
ja kiilvati. Seejdrel lasti taimedel isetolmelda, mille tulemuseks koguti F2 pdlvkonna seemned.
F2 pdlvkonna taimi genotiipiseeriti CYP707A3 geeni suhtes ja pusa fenotiiiibi (Joonis 2) suhtes
vaadeldi taimede vilimust, mis oli oma esinemissageduse pdhjal retsessiivne. Esiteks otsiti
metsiktiilipi ehk funktsioneeriva CYP707A43 geeniga ja pusa fenotiiliibiga taimi ning teiseks
homosiigootselt hdirunud CYP70743 geeniga, kuid ilma pusa fenotiiiibita taimi. F2
poOlvkonnast valiti vélja iliks taim, millel esines pusa fenotiilip ning toimiv CYP707A43 geen.
Samuti valiti vélja kaks ilma pusa fenotiilibita taime, mis sisaldasid homosiigootselt mutantset
CYP707A43 geeni. Eelnimetatud F2 pdlvkonna taimed kasvatati F3 pdlvkonnani ning taimed
genotiipiseeriti uuesti CYP707A43 suhtes. Samuti vaadeldi taimede vilimust pusa fenotiilibi
suhtes. Vilja valiti iiks pusa fenotiilipi ja funktsioneerivat CYP707A43 geeni sisaldav taim,
millest parinevad kdesolevas t66s uuritud liinid pusa DEF ja pusa GHI. Samuti valiti vilja kolm
ilma pusa fenotiilibita ja homosiigootselt hdirunud CYP70743 geeniga taime, olles aluseks
kdesolevas t60s uuritud #7-4, #7-8 ja #14-6 taimeliinidele. Kirjeldatut — alates SALK 078173
taime metsiktiiiibiga tagasiristamisest kuni F3 pdlvkonna taimede selekteerimiseni — teostas

taielikult juhendaja Ingmar Tulva ning t66 autor protsessist osa ei votnud.

51



SALK 078173 pusa GHI

Joonis 1. 14-pdevaste seemikute toluidiinsinisega varvimisel pohinev kutiikulakatse. Koik
taimed olid 1abimdddus 2-3 cm. Valimi suurus oli 1-4 taime igast genotiiiibist.

52



SALK_101566 SALK_078173 pusa GHI

Joonis 2. Iseloomustavad ndited 38-péevaste taimede kutiikula terviklikkuse hindamisest
toluidiinsinise tdpimeetodil. Ulemine pilt néitlikustab taimelehtedele tehtud TBO tdppe. Poti
kiilg oli 8 cm. Valimi suurus oli 3-4 taime iga genotiiiibi kohta.
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