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Sissejuhatus

Briti 6koloog Arthur Tansley kasutas moistet “antropogeenne”, et viidata inimese mdjule
taimekooslustele (Bampton, 1999), mille pdhjal vottis atmosfddriteadlane Paul Crutzen 1970.
aastate keskel kasutusele geokronoloogilise mdiste “antropotseen”, et viidata inimese mdjule
looduskeskkonnale (Crutzen & Stoermer, 2000). Inimese ja looduskeskkonna 1dimumine,

sealhulgas ka inimmoju taimekooslustele on jitkuvalt 6koloogia pohiprobleem.

Inimese modju taimedele késitletakse eelkdige kliimamuutusest ja keskkonnareostusest
tuleneva biofiiiisikalise keskkonna muutumise ehk abiootilise keskkonnastressi kontekstis.
Kliimamuutus ja keskkonnareostus pohjustavad muutusi taimekooslustes, biomassi jaotuses,
looduslike ressurside kéttesaadavuses, bioloogilises mitmekesisuses ja aineringetes (Schaberg
et al, 2008). Antud t60s késitletakse abiootilise keskkonnastressi tekitajatena
kliimamuutusest tulenevat suurenenud Ohuniiskust, pinnase reostust raske kiittedliga ja

antropogeenset, nditeks teede soolamisest tulenevat soolareostust.

Inimese ja taimede vastasmoju teine aspekt késitleb organismi plastilisust keskkonna
muutumisega kohanemisel, st kohanemust abiootilisele keskkonnastressile, mis avaldub
fenotiilibis (nt muutused morfoloogias voi fiisioloogias), mille tulemuseks on organismi
kohanemine, kohanematus vo&i fenotiiiibi plastilise vastuse puudumine selle genotiilibi
médratud reaktsiooninormi piires ja organismi kohanemuse suurenemine, vihenemine voi
muutumatus (Ghalambor et al., 2007). Mdaiste “reaktsiooninorm” hdlmab fenotiiiibi koiki
voimalikke plastilisi vastuseid, sealhulgas mingi konkreetse tunnuse muutumatust uues

keskkonnas (Schlichting & Pigliucci, 1998).

Sellest tulenevalt vdimaldab genotiilipide reaktsiooninormi empiiriline mddtmine kunstlikult
esile kutsutud abiootilise stressi tingimustes fenotiilibilise plastilisuse pdhjal hinnata

keskkonnastressi maira ja tuvastada suurema fenotiitibilise plastilisusega genotiilipe.

Antud t66 eesmérgiks on hinnata hiibriidhaava kloonide imijuurte morfoloogilist plastilisust
ja reaktsiooninormi kohanemisel suurenenud Shuniiskuse ja keskkonnareostusega (pinnase
olireostus ja sooldumine). T66 kéigus analiiiisiti morfoloogiliste parameetrite kasutatavust
stressiindikaatoritena ja uuriti, kas keskkonnastress pohjustab imijuurte morfoloogias alati

samasuunalisi muutusi.



1. Hiibriidhaab ja puittaimede imijuured
1.1. Hiibriidhaava okoloogiline ja majanduslik tihtsus

Lehtpuu hiibriidhaab (Populus tremula L. x P. tremuloides Michx.) on hariliku haava
(Populus tremula) (ka euroopa haab voi euraasia haab) ja Pohja-Ameerikast périt ameerika
haava (Populus tremuloides) looduslik voi ristamisel saadud hiibriid. Mdlemad vanemliigid
kuuluvad paplite (Populus) perekonda ja molemal liigil on ulatuslik looduslik levila, harilik
haab on iiks kogu maailmas levinumaid puid (Worrell, 1995) ja ameerika haab levib kogu
Pohja-Ameerikas (Dickmann & Kuzovkina, 2008). Need liigid on keskkonnahidiringutega
kohanenud ja tihti lageraiejdrgsete vOi podlengutes kahjustatud piirkondade esimesed
koloniseerijad valdavalt juurevdsudega voi seemnetega (Worrell, 1995). Hiibriidhaab on
esimese 20-30 aasta jooksul vdimeline kasvama kiiremini kui selle vanemliigid (Rytter,
2006), on viga viljakas ja vdib omakorda ristuda oma vanemliikidega (Suvanto & Pulkkinen,
2004). Rytter jt (2011) seletasid hiibriidhaava paremust hiibriidjou, kahjurikindluse ja pikema
stigisese kasvuga, mis tuleneb vanemliikide kohanemisest pikema vegetatsiooniperioodiga.
Uldiselt on hiibriidhaava kloonide hulgas tiheldatud mirkimisvéirset varieeruvust kasvus,
fenoloogias, fiisioloogias ja flitokeemias, mis annab head eeldused edasiseks aretuseks

(Stener & Karlsson, 2004). (Tullus et al., 2012b)

Globaalne kliimasoojenemine on liikide leviku kontekstis lehtpuudele arvatavasti soodsam
kui okaspuudele, seega on oodata lehtpuude osatihtsuse kasvu suurematel laiuskraadidel
(Kupper et al., 2011). Hiibriidhaab on boreaalse vodtme kiireima kasvuga lehtpuuliik (Tullus
et al.,, 2009), mille majanduslik tdhtsus seisneb peamiselt puidu kasutamises paberitddstuse
korgevédrtusliku toormena ja puidutdostuses. Kuna hiibriidhaab on kiirekasvuline,
kasutatakse tema puhul lithikest raieringi (Rytter, 2006; Tullus et al., 2009). Hiibriidhaavikuid
kasutatakse mahajdetud pollumajandusmaade ja podlevkivikarjddride metsastamisel ja
bioloogilise = mitmekesisuse suurendamisel (Tullus et al, 2008) ning korge
keskkonnareostusega piirkondade filitoremediatsioonis (Zalesny et al., 2009; Vaario et al.,
2011). Samuti kasutatakse hiibriidhaaba taimebioloogias mudeltaimena (Hao et al., 2011),
mistottu on selle taimeliigi kohta palju erinevat teavet. Seetottu muutub hiibriidhaava

uurimine PGhjamaades aina aktuaalsemaks.



1.2. Puittaimede imijuurte iildiseloomustus ja 6koloogiline tihtsus

Juurestik moodustab puu kogumassist 10—45%, millest enamuse moodustavad kind ja
jamedad juured (Finer et al., 2007). Puude juurestiku moodustavad pikad sekundaarse
chitusega puud mehaaniliselt toetavad ning omastatud toitaineid ja vett taime juhtivad
skelettjuured ning nendest hargnevad primaarse ehitusega imijuured. Imijuured varustavad
puud vee ja toitainetega ning moodustavad massist vdikese, ent juurepinnast suure osa.
Naiteks kuusikutes moodustavad peenjuured (ldbimddt <2 mm) 3,5% kogu maa-alusest
biomassist (Ostonen et al., 2005), nendest imijuured omakorda 6-36%, mis moodustab 10—45
m” imavat pinda puu kohta (Ostonen et al., 2011). Seetdttu on imijuurtel sama oluline roll

taimede toitumises kui lehtedel, mis vastutavad siisiniku ja energia varumise eest.

Kuna mullas paiknevad toitained heterogeenselt, ei moodustu ka juured ruumiliselt {ihtlaselt
ning suurem osa peenjuurte biomassist asub pindmises 10-20 sentimeetri paksuses
mullakihis, kus on kodige korgem mulla mikroobikoosluste aktiivsus ning ldmmastiku ja
orgaaniliste ainete kontsentratsioon (Truu et al., 2001) ning kuhu on koondunud ligikaudu
80% koige peenemate juurte (<1 mm) biomassist (Ostonen et al., 2005). Uldiselt viheneb
peenjuurte biomass siigavuse kasvades eksponentsiaalselt (Jackson et al., 1996), samas vdib
arvata, et siigavamate mullakihtide juurte panus ressursiomastamisesse muutub maéravaks

nditeks pdua- ja kuumalainete sagenemisel.

Juured on modulaarsed ja plisiku igast esimeristeemist v3ib potentsiaalselt tekkida piiramatult
teismeristeeme, mille tulemuseks on juurestiku paindlik arhitektuur, millel on laialdane
keskkonnamuutustele reageerimise vdime. Peenjuurte fraktsiooni klassifitseerimiseks in vitro
ja in vivo voib kasutatada topoloogilist siisteemi, mille puhul jirke arvestatakse viimasena
moodustunud juurest. Enamasti on esimest ja teist jirku juured puitumata, primaarse
ehitusega imijuured (Guo et al., 2004). See meetod peegeldab juurte funktsiooni (koik
tipmised juured klassifitseeritakse samas jérjekorras) ja vdimaldab hinnata juuresiisteemi

arhitektuuri 6koloogilist téhtsust. (de Kroon & Visser, 2003)

Juurte 1&bimoddu pohjal klassifitseerides loetakse peenjuurteks valdavalt <2 mm labimddduga
juured ja iilejddnud juurestik loetakse jamedaks fraktsiooniks (Finér et al., 2007), kuid tuleb

arvestada iihtse definitsiooni puudumisega, diameetriklasside varieerumisega erinevates



toddes ning diameetriklassi valikul tihti juure funktsiooni eiramisega (Pregitzer et al., 2002).

Tegemist on operatiivse definitsiooniga.

Funktsionaalsuse jérgi jagunevad peenjuured aga kasvu- ja imijuurteks. Kasvujuurtest
arenevad sekundaarse ehitusega skelettjuured, imijuurtel teiskasv puudub. Kasvujuurte
iilesanne on laiendada juurestikku ning transportida imijuurte omastatud vesi ja toitained
teistesse taimeosadesse. Erinevalt kasvujuurtest kasvavad imijuured oluliselt aeglasemalt.
Vajadus eristada peenjuuri ja imijuuri seisneb selles, et peenjuurte fraktsiooni kuulub nii
primaarse ehitusega imijuuri kui puitunud ning pikaealisemaid skelettjuuri, mistdttu ei annagi
diameetriklassi jérgi peenjuurteks jagamine mingit teavet juure funktsiooni kohta. (King et

al., 2001)

Kiesolevas t60s kisitletakse ainult imijuuri — esimest ja teist jarku primaarse ehitusega juuri,

mis enamasti on miikoriissed (Ostonen et al., 2005).

Risosfadriks nimetatakse Ohukest mullakihti, mis on otseses vastastikuses suhtes clusate
taimejuurtega ja mojutatud risodepositsioonist — siisinikithendite voost juurtest mulda.
Aktiivselt kasvavad juured loovad wunikaalse ja erilise keskkonna taimedele ja
mikroorganismidele ning moodustavad mullas bioloogilise vorgustiku, kus toimub gaasi-,
toitainete- ja veevahetus (Cardon & Whitbeck, 2007). Juurte risosfdiris toimuvate protsesside
mdistmine on elutéhtis mitmest 6koloogilisest aspektist. Kliima muutumise ja vegetatsiooni
vastasmoju modelleerimine oleneb suutlikkusest mdista maa-aluse biomassi jaotumist ning
selle sOltuvust vegetatsioonitiilipide vahetumisest. Boreaalsete metsade peenjuurestiku
olulisust mulla biootilisele ja abiootilisele keskkonnale kiire reageerijana ja pohilise
orgaanilise siisiniku allikana (30—-80%) (Kalyn & Van Rees, 2006) ei saa siinkohal alahinnata.
Kuigi peenjuurte aineringe moodustab kuni 80% monede okosiisteemide maa-alusest kéibest
(de Kroon & Visser, 2003) ja peenjuured voivad esindada ligi 90% tdiskasvanud taime juurte
kogupikkusest, on nende funktsioneerimise metodoloogiline uurimine paiknemise, modtmete

eripira ja lagunemise tottu jatkuvalt raskendatud (Zobel et al., 2007).

Samuti on juurte hingamine maérkimisvddrne metsamuldadest eralduva CO, allikas ja
autotroofne hingamine moodustab olulise osa metsadkosiisteemi siisinikubilansist. Juurte

hingamine vdib moodustada modtmismetoodikast, metsatiiiibist ja aastaajast sdltuvalt iihe



kolmandiku kuni iile poole mullahingamisest, kusjuures peenjuurte hingamine on

intensiivsem kui jimejuurtel. (Makita et al., 2009)

Peenjuuri iseloomustab ka lithiealisus ja suur tundlikkus keskkonnastressi suhtes. Taime
kohanemine keskkonnastressiga toimub suures osas peenjuurte biomassi, ruumilise jaotuse

ning morfoloogiliste parameetrite muutuste kaudu (Ostonen et al., 2011).



2. Abiootiline keskkonnastress ja sellega kohanemine

Keskkonnastress on tingimuste kogum, mis pdhjustab korvalekallet, st stressivastust taime

elutegevuses, nditeks taime kasvus, morfoloogias, fiisioloogilistes protsessides jne.

Stressorid jagunevad biootilisteks ja abiootilisteks. Biootilised stressorid on néiteks
konkurents, allelopaatia, herbivooria, patogeenid, levila killustumine vms ja need tulenevad
eelkdige organismide vastasmojust (Nilsen & Orcutt, 1996). Abiootilised stressorid, mis
voivad kiill kaudselt tuleneda teiste organismide tegevusest (nt inimtekkeline kliimamuutus ja
sellest tulenev ning keskkonnareostus), jagunevad omakorda fiiiisikalisteks ja keemilisteks:

1) fiiiisikalised nagu suurenenud Shuniiskus, pdud, liigvesi, temperatuur, tuul, radiatsioon,
mehaaniline koormus, mis vdivad mdjutada fiisioloogilisi mustreid nii positiivselt kui
negatiivselt;

2) keemilised nagu pinnase Olireostus ja sooldumine, dhusaaste, raskemetallid, pestitsiidid,
toksiinid ja mulla pH, mis toimivad stressoritena, kui neid on keskkonnas suhteliselt

ebanormaalsel mééral.

Taimed kogevad stressi ruumis ja ajas muutuvana. Nende tundlikkus stressorile muutub
elutsiikli kdigus ja seda modjutavad taime arengujérk, uuritavate taimeorganite vanus ning
hooajalised keskkonnamustrid. Erinevalt kontrollitud tingimustes tehtud katsetest, mille
kdigus rakendatakse pidevat ja middratava tasemega stressi, pole looduslikes oludes stressi

intensiivsus ja moju taimele alati vordne ega kergelt méératletav. (Nilsen & Orcutt, 1996)

Stressi kordumisel vai pikal jatkumisel muutub see krooniliseks stressiks, millel on tdendoline
mdju taime fiisioloogiale ning vaatamata stressori varieeruvale tasemele kohaneb taim uute
tingimustega, tekib stressiresistentsus (Miidla, 1984) ja stress vdheneb. Taime -ehituse
modulaarse eripdra tottu vOib stressi tase ja vastus ning kohanemine sellele varieeruda
samaaegselt ka sama taime erinevate osade vahel ja nende variatsioonide integreerimine

taimeflisioloogiliselt on tdeline viljakutse (Nilsen & Orcutt, 1996).

Boreaalsete metsade puittaimed puutuvad erinevate abiootiliste stressoritega iildiselt kokku
mullas juurte kaudu, sest juured varustavad taime vee ja toitainetega ning stressoritega
vahetu kokkupuute ja tundlikuse tottu on imijuured potentsiaalselt esimesed, mille talitluses ja

morfoloogias toimub kdorvalekalle, st avaldub stressivastus. Imijuurte morfoloogiliste



stressivastuste parem moistmine laiendaks meie arusaama taime komplekssetest abiootilise
stressi vastustest (Wang & Yamauchi, 2006). See omakorda vdimaldab paremini mdista taime

kohanemist abiootilise stressiga.

Kéesolevas t00s késitletakse ainult kolme abiootilist stressorit, mis kutsuvad esile
katsetaimede (kéesolevas t60s hiibriidhaava kloonide) imijuurte morfoloogilisi muutusi:

suurenenud dhuniiskus, pinnase dlireostus ja sooldumine.

2.1. Ohuniiskus

Ténapdevased kliimamudelid (Wentz et al, 2007) ja Maa ajaloos eelnenud globaalsete
soojenemisperioodide uuringud (Pagani et al., 2006) kinnitavad, et globaalse
kliimasoojenemisega kaasneb suurte lokaalsete varieeruvustega muutus atmosfaéri veeauru
sisalduses ja sademete koguses ning korgematele laiuskraadidele ennustatakse niiskemat
kliimat (IPCC, 2007). Pdhja-Euroopas ja Baltikumi piirkonnas tduseb aastaks 2100
arvatavasti dhutemperatuur 2,3—4,5 °C ning aastane sademete kogus 5-30%, monede andmete
kohaselt voib talviste sademete hulk suureneda kuni 40% (Kont et al., 2003). Suurenenud
sademetehulk on seotud suurenenud pilvisuse ja sajupidevade arvuga, seepirast touseb ka
ohuniiskus ning Ohutemperatuuri iildise tdusuga suureneva Shu veeauru mahutavuse tottu
suureneb iildine atmosfdiri veeaurusisaldus (Kont et al., 2003). Veeaur talitleb olulisima
kasvuhoonegaasina (Held & Soden, 2000), neelab infrapunakiirgust ja tdstab dhutemperatuuri
ning vastavalt Clausius-Clapeyroni vorrandile (Wentz et al., 2007) suurendab omakorda
atmosfdéri veemahutavust, mis mojutab markimisvéarselt edasist kliimasoojenemist (Held &

Soden, 2000). (Tullus et al., 2012a)

Niiskem Ohk vdhendab veeaururdhu gradienti taimelehe ja atmosfddri vahel (ehk veeauru
rohkude erinevust, vapour pressure deficit — VPD), mis on koos dhuldhede juhtivuse ja mulla
veepotentsiaaliga (Xue et al., 2004) peamine transpiratsiooni liikkuma panev joud (Kupper et
al., 2011). Kui VPD vihenemisega samal ajal langeb taimelehe temperatuur, viheneb VPD
evaporatsiooni tottu lehe pinnalt veelgi (Kupper et al., 2011). Kuna vihenev VPD vdimaldab
nii leht- kui okaspuudel suuremat dhuldhede juhtivust (Sellin & Kupper, 2004; 2005), vdib
suurenenud atmosfédériniiskuse tingimustes oodata puude suuremat produktsiooni ning
taimerakkude veepotentsiaali ja turgori suurenemist (Taylor & Davies, 1986). Esmased

tulemused metsadkosiisteemide Ohuniiskusega manipuleerimise ekperimendis (FAHM)



nditasid aga, et niiskemas Ohus kasvanud puude vidhenenud transpiratsiooniga kaasneb
vdiksem mineraaltoitainete omastamine, millele viitavad nii vdhenenud kasv kui N ja P
kontsentratsioonid lehtedes (Tullus et al., 2012a). Seega voib eeldada muutusi haava imijuurte

morfoloogias, et kompenseerida lehtede mineraaltoitainete puudust.

2.2. Pinnase olireostus

Inimtegevused nagu naftatootmine, nafta rafineerimine kergeks voi raskeks kiittedliks ja
naftasaaduste transportimine on mitmel puhul pdhjustanud mulla pealmiste kihtide reostust
siisivesinikega, sealhulgas toor- vdi siinteetilise toornafta, bensiini, diisli, kerge voi raske
kiittedliga (Robertson et al., 2007) ning seetdttu on mulla reostus erinevatel bioloogilistel ja
fiitisikalistel pohjustel raskesti lagunevate orgaaniliste iihenditega iildlevinud probleem

isedranis toOstuspiirkondades (Romantschuk et al., 2000).

Veest tihedam (raske) kiittedli vdhendab ja pérsib mulla ldbilaskvust, sest orgaanilised
siisivesinikud tdidavad mullapoorid ja tdrjuvad vilja taimejuurtele elulise vee ja dhu (Brian,
1977). Olireostus halvendab ka teisi mulla omadusi nagu struktuur, infiltratsioon, hiidrauliline
juhtivus, niiskusesisaldus, pH ja lasuvustihedus, millest sdltuvad mulla ja taime vahelised
vastasmojud, mis omakorda méadravad juure ja vOrse arengu ning kasvu (Michael, 1978). Udo
ja Fayemi (1975) tdheldasid 0liga reostatud mullas taimede veepuudusele viitavat kasvu

halvenemist ja lehtede kloroosi koos taimede veetustumisega.

Ka Essien jt (2010) niitas katses hariliku vignaga (Vigna unguiculata), et toornaftareostus
pOhjustas keskmise mullaniiskuse vdhenemist ligikaudu 4%, mulla fiilisikaliste omaduste
halvenemist ja pH véértuse tousu, millest tingitud kuni 90% véahenud juurte pikkuse ja 2%

vihenenud evapotranspiratsiooni pohjal jareldas ta pérsitud juurekasvu.

Bartha (1976) arvates avaldub raskete kiittedlide toksilisus taimejuurtele mitte otsesel
kokkupuutel taimerakkudega, vaid 6li mdju mulla fiiiisikalistele omadustele ning taimejuurte
ja mulla mikroorganismide vastasmdju kaudu. Nimelt ammendab siisivesinike komponentide
lagundamine mulla mikroorganismide poolt mulla hapnikuvaru, hapnikupuudus ja
hapnikuvaeses mullas moodustunud toksiline vesiniksulfiid kahjustavad juuri. Samuti on
Bartha tdaheldanud dli lagundavate mikroorganismide konkurentsi lammastiku, fosfori ja teiste

mineraaltoitainete parast.
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Taimede kohanemist dlireostusega on suhteliselt raske uurida, sest looduslikes tingimustes ei
ole Odlireostus pinnases enamasti ihtlaselt jaotunud ning pole palju teavet juurte
stressivastustest mullas ebatihtlaselt levinud orgaanilistele saasteainetele. Samuti pole tépselt
teada, kas juured kasvavad reostuskolde poole voi pigem vildivad seda, kuigi taimedelt voiks
eeldada reostuskolde viltivat strateegiat (Langer et al., 2010). Uhes sellises katses hariliku
aedoaga (Phaseolus vulgaris) tuvastasid Langer jt (2010), et kui mullas homogeenselt levinud
toornaftareostus pdhjustas iildist vOrse ja juure biomassi vihenemist, siis ebaiihtlaselt levinud
toornaftareostus pdhjustas reostuskoldes lokaalselt juurte biomassi ja pikkuse suurenemist ja
keskmise diameetri vihenemist, seda siisteemselt sama taime mulla reostamata osas kasvavate

juurte biomassi ja pikkuse arvelt, ilmselt veepuuduse iiletamiseks.

2.3. Sooldumine

Soolastressi pohjustavad kas niisutusvees lahustunud mineraalide, lisatud véetise ja
mullaparandajate, boreaalses vootmes talvistes tingimustes laialt levinud teede soolamise,
korge veetaseme ja/voi iileujutusega risosfaéri kandunud soolade otsene moju (Carrow, 1998)
vOi isedranis kuumades keskkonnatingimustes muutunud mullavee seisundi ja teiste

fuitisikaliste omaduste kaudne mdju (Bonos & Huang, 2006).

Soola kogunemisel mullas vdib taime kasvu pérssida voi juuri kahjustada sooldumise
osmootne ja veepuudust pohjustav mdju voi sooldumisega kaasnev iilemididraste ioonide
tsiitotoksiline mdju (Bernstein & Kafkafi, 2002). Vastavalt Munnsi (2002) kahefaasilisele
mudelile pérsib kasvu esmalt mulla vdhenenud osmootsest potentsiaalist (Wy) tulenev
osmootne stress ja seejirel Na' toksilisus. Tekkinud osmootset stressi reguleerivad kasvu
parssivad signaalid juurtest ja erineva soolaresistentsusega genotiiiibid reageerivad selles
faasis iihtemoodi kasvu vdhenemisega. looniline stress areneb aja jooksul vorses ioonide
kogunemise kéigus. Selles kasvu vihenemise teises faasis vdivad erineva soolaresistentsusega
genotiiiibid reageerida erinevalt. Kasvu vihenemist pohjustavad lisaks sooldumisest tulenevad
sekundaarsed stressid nagu tasakaalu puudumine toitainete kontsentratsioonides ja

okstlidatiivne stress.
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Sooldunud mullas muutub juure-vorse suhe juure kasuks (Wang & Yamauchi, 2006), millega
taim {iritab parandada juurte hédiritud voimet omastada mullast toitaineid ja vett (Bernstein &

Kafkafi, 2002).

Sarnast kohanemist niidati katses papli (Populus) kloonidega (Fung et al., 1998), milles
niisutusel 0,5-1,0% soolalahusega vidhenes taimede maapealse osa kasv proportsionaalselt
rohkem kui maa-alune biomassi kasv. Singh jt (1999) niitasid katses paplitega (Populus
deltoides), et niisutusel 50-200 mM soolalahusega vihenes vorse kuivmassi kasv 12—69%,

aga juurte kuivmassi kasv 2—9%.

Chen jt (2002) néitasid katses kolme papli genotiiiibiga, et taimede tugeva soolastressi
(soolalahus kontsentratsioonil 300 mM) taluvus ei sOltunud transpiratsioonist ja
kstileemivoolu soolasisaldusest, vaid suuresti taime vdimest takistada soola transporti
lehtedesse. Seda seostati ioonide apoplastilise transpordi pdrssimise ja juure kasvuvootme

vakuoolidesse Na'ja CI ioonide sidumise tShususega (Harvey, 1985).
Sellest voib jéreldada, et haab kohaneb sooldumisega juure-vorse suhte kasvatamisega juure

kasuks, et suurendada tsiitotoksiliste soolaioonide sidumise voimet juure kasvuvodtme

vakuoolidesse ja leevendada osmootsest stressist tulenevat veepuudust.
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3. Peenjuurte keskkonnastressiga kohanemise mehhanismid

Taimed on sessiilsed organismid, mis ei saa viltida keskkonna poolt seatud piiranguid, mille
tulemusel on evolutsioonilised protsessid kujundanud taimedel rikkalikult plastilisi
kohanemismuutusi, nditeks morfoloogilisi ja fiisioloogilisi, mis voimaldavad populatsioonide

sdilimist ka ebasoodsamates oludes (Nilsen & Orcutt, 1996).

Taime veeomastamise optimeerimine ongi abiootilise stressiga kohanemisel kodige olulisem
(Aroca et al., 2012) ning siinkohal ei saa alahinnata peenjuurte, eriti puitumata imijuurte rolli.
Samuti oletatakse, et kuna imijuured on mulla fiilisikalise ja keemilise osaga vahetus
kokkupuutes, reageerivad need kiirelt abiootilisele stressile ning vodivad olla puistu
halvenenud talitluse varajane tundlik indikaator veel enne néhtavate maapealsete siimptomite

ilmnemist (Kalyn & Van Rees, 2006).

Taimede stressitaluvust vOib tdsta mitmel viisil, sealhulgas tavapédrase aretus- ja
molekulaartehnoloogia ning genoomikaga. Eelnev aretustegevus on olnud suuresti seotud
soodsates keskkonnatingimustes suure produktiivsusega sortide loomisega. Viimastel aastatel
on tehtud mairkimisvdirseid edusamme abiootilise stressitaluvuse parandamises
biotehnoloogiliste meetodite abil geenmuundamise vOi tavapédrase aretustegevuse
tohustamisega, kuid seda piiravad mitmed tegurid nagu geneetilise varieeruvuse vihesus ja
stressitaluvust reguleerivate geenide voi stressitaluvuse mehhanismide mittetundmine. (Bonos

& Huang, 2006)

3.1. Fenotiiiibiline plastilisus

Organismi  genotiilibi  voimet kohaneda fiisioloogiliselt ja/vdi  morfoloogiliselt
keskkonnatingimuste muutusega ning produtseerida erinevaid fenotiilipe nimetatakse
fenotiitibiliseks plastilisuseks (Sultan, 2000), mida voib késitleda kui iihe genotiilibi mingi
kindla tunnuse ja omaduse kohanemise néitajat. Fenotiiiibiline plastilisus varieerub
litkkidevaheliselt ja -siseselt, sest plastilisus on geneetiliselt reguleeritud, kuid ei korreleeru
geneetilise heterogeensusega (Nilsen & Orcutt, 1996). See tdhendab, et mdned genotiitibid voi
nende teatud geneetiliselt reguleeritud tunnused on teistest rohkem plastilised, mistottu
tulemuseks voib olla fenotiilibi kohanemine, kohanematus voi plastilise vastuse puudumine
selle genotiilibi méadratud reaktsiooninormi piires ja organismi kohanemuse suurenemine,

vihenemine vdi muutumatus (Ghalambor et al., 2007). Samuti on fenotiilibilisel plastilisusel
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alati hind, mis piirab antud tingimustes vOimalikku véljendatud plastilisuse miéra
(Valladares, 2007). Seepirast rakendub plastilisus stressitingimustes ning reaktsiooninorm
hdlmabki genotiiiibi kdiki voimalikke plastilisi vastuseid mingis kindlas keskkonnas mingi
kindla stressifaktori suhtes, sealhulgas mingi konkreetse tunnuse muutumatust selle faktori

suhtes (Schlichting & Pigliucci, 1998).

Taim voib olla nt morfoloogiliselt voi filisioloogiliselt plastiline keskkonnafaktorite erinevate
kombinatsioonide suhtes ja vOimeline tdnu plastilisusele kontrollima oma ressursside, nt
biomassi paigutust vastavalt piirangutele muutunud keskkonnas. Suurema plastilisusega
taimed suudavad edukamalt reageerida keskkonnatingimuste muutustele ja tdenéoliselt on

nende 6koloogiline niss laiem (Sultan, 2000).

Peenjuurte morfoloogiline plastilisus on mehhanism, mille kaudu taimed reageerivad mulla
vee- ja toitainevarude ning nende kéttesaadavuse muutustele kohandades peenjuurte kudede
piiratud ressursside omastamise efektiivsust (Freschet et al., 2013). Moned morfoloogilised
modifikatsioonid iiksiku juure tasandil vdivad mdjutada terve juurestiku struktuurilisi ja
fiisioloogilisi karakteristikuid ning {iksiku juure ja terve juurestiku tasandil kasutatakse juurte
plastilisuse vdimaliku niitajana mitmeid morfoloogilisi parameetreid, mida seostatakse maa-
aluste ressursside omastamise voime ja keskkonnastressiga kohanemisega (Abenavoli et al.,

2012).

Juurte morfoloogilistest parameetritest tuletatud biomassi jaotumise mustreid ja juure
struktuuri iseloomustavate funktsionaalsete parameetrite nagu eripinna (SRA), eripikkuse
(SRL) ja juure kudede tiheduse (RTD) plastilisus vdimaldab puul méirgatavalt mojutada
juurtega vahetus kontaktis olevat mulda ning selle kaudu muuta oma risosfédri fiiiisikalisi ja
keemilisi omadusi (Kucbel et al., 2011). See on juurte kvalitatiivne kohanemine, mis on taime
abiootiliste keskkonnastressidega adapteerumisel vdhemalt sama oluline kui summaarne

biomassi paigutus ehk kvantitatiivne kohanemine (Freschet, et al., 2013).

3.2. Peenjuurte kohanemist peegeldavad morfoloogilised parameetrid

Juurte morfoloogia on geneetiliselt reguleeritud, kuid imijuurte kuju ja suurust ning imijuurte

talitlemise efektiivsust peegeldavad parameetrid kujunevad siiski biootiliste ja abiootiliste
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tegurite koosmdjul (Ostonen et al., 1999). Genotiiiibi moju imijuurte morfoloogilisele

plastilisusele vdimaldab hinnata kloonide uurimine.

Kuju ja suurust viljendavad ehk morfoloogilised parameetrid

Keskmine diameeter (AvgDiam, mm) on parameeter, mis klassifitseerib juured operatiivselt
ning mille pdhjal saab arvutada juurte pindala ja ruumala (Zobel et al., 2007). Imijuurte
diameeter, mis soltub kesksilindri ja seda timbritsevate kudede (endoderm, koore parenhiiiim,
eksoderm) rakkude suurusest, varieerub liigisiseselt suuresti (Ostonen et al., 1999). Erineva
diameetriga juurte sligavusjaotus peegeldab taime mullakeskkonna kasutamist mdjutavate
tegurite ulatust (de Kroon & Visser, 2003), samuti on peenjuurte keskmise diameetri
muutumist erinevatel taimeliikidel reaktsioonina kasvukeskkonna mineraaltoitainete
sisaldusele nédidanud Zobel jt (2007). Labimddt korreleerub positiivselt mulla veeolude ja
mehaanilise takistusega (suurem lasuvustihedus, kivisus jm) (de Kroon & Visser, 2003) ning
on kergetes 10imistes suurem kui raskemates ja okaspuudel suurem vdrreldes lehtpuudega
(Ostonen et al., 2007a). Minirisotronide katsete pohjal (Gu et al., 2011) on peenjuurte
keskmine diameeter lisaks sdltuvusele mullatingimustest (Ugawa et al., 2010) korrelatsioonis
nende jirgu, eluea ja keskmise lagunemise kiirusega. Pikkus ja pindala on juure vee ja
toitainete omastamise vOime esmased méiidrajad ning peenemad juured on selles osas
diinaamilisemad, nende moodustamine juure moodustamiseks ja siilitamiseks kulutatud
stisiniku seisukohast odavam (Pregitzer et al., 2002) ja need suudavad tungida peenematesse
mullapooridesse. Yanai jt (1995) oletasid peenjuurte toitainete omastamise katse pohjal, et
koige tdhusam juur oleks “loputult peen”, kuid need on lilhema eluaeaga, biootilistele
teguritele haavatavamad, kasvavad aeglasemalt ning ksiileemi vdiksema ristldike pindala tottu

vee transportimisel vihem tohusad (de Kroon & Visser, 2003).

Keskmine imijuure pikkus (TipL, tip length, mm) ja keskmine imijuure mass (TipW, tip
weight, mg) soltuvad puuliigist, mullatingimustest ning ektomiikoriissetel puudel ka
koloniseerivast seeneliigist (Ostonen et al., 2009). Kuna keskmine imijuure pikkus on
sesoonselt vdikseim juuretippude intensiivse moodustumise ajal, Eestis juulis ja septembris-
oktoobris, ja vdikseim mass on vastmoodustunud imijuurtel, siis on nende parameetrite abil

voimalik tuvastada intensiivseimat juuretippude moodustumise aega (Ostonen, 1997).

Hargnevus (RTFW/RTFL, root tip frequency per weight/length, nr mg' vdi mm™) ehk

tippude sagedus kas massi- voi pikkusiihiku kohta iseloomustab kasvukoha mullatingimusi ja
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voib vahel viidata ka stressioludele. Néiteks suurendab hargnevust liivasema Idimisega
mullaosakeste mehaaniline kahjustav toime, kus tekkinud haavakude talitleb meristeemina
(Feil et al., 1986). Uhtlasi on mérgatud seost peenjuurte hargnevuse ja dhu saastatuse vahel:
saastunumate piirkondade puudel esineb viiksem hargnevus kui vdhem saastatud alade

tervetel puudel (Jozefaciukowa, 1990).

Imijuurte talitlust peegeldavad ehk funktsionaalsed parameetrid

Eripind (SRA, specific root area, m* kg™) on iildine peenjuurte Skomorfoloogia niitaja, mis
iseloomustab juurte kontakti mullaga ja seega kaudselt ka funktsionaalset efektiivsust ning
milleta on vdimatu hinnata imavat juurepinda (Lohmus et al., 1989). Eripind sdltub puu
vanusest (Rosenvald et al., 2012) ja on pddrdvordelises seoses nii diameetri kui juure kudede
tihedusega (Ostonen et al., 1999) . Nii juure ldbimdddu kui kudede tiheduse vdhenemisel
eripind suureneb, seega on funktsionaalselt kdige efektiivsemad peened, vdikese tihedusega
juured, mis on omased viljaka kasvukohaga kiirekasvulistele taimedele (Wahl & Ryser,
2000). Eripinna véirtuse miirab dra enamasti kudede tiheduse varieerumine (Ostonen, et al.,
2007b). Stressitingimustele, sealhulgas madalale toitainete, eriti lammastikusisaldusele
reageerivad puud iildiselt eripinna suurendamisega (Lohmus et al., 1989), kuid juurte
1abimdot ja kudede tihedus vdivad muutustele kasvukeskkonnas reageerida vastassuunaliselt,
mistottu reaktsioon stressitingimustele ei kajastu juurte eripinna vairtuste muutustes (Ostonen

et al., 2007b).

Eripikkus (SRL, specific root length, m kg') on koige laialdasemalt kasutatav
juureparameeter, see iseloomustab samuti juure funktsionaalseid muutusi (Zobel et al., 2007)
ning biomassi jaotuse kaudu tulu ja kulu suhet juurepinna moodustamisel. Arvatakse, et
imijuurte pikkus on proportsioonis ressursside omastamisega (tulu) ja mass on proportsioonis
ehituse ja iilalpidamisega (kulu) (Eissenstat & Yanai, 1997). Eripikkuse, eripinna ja
hargnevuse suurenemine vdimaldavad taimel seega sama biomassilihiku kohta suuremat
kontakti mullaga (intensiivne strateegia) (Lohmus et al, 2006), kuid fiisioloogilise vastusena
ebasoodsatele oludele voib SRL-i suurenemine ja tiheduse vdhenemine olla vastuoluline
(Ostonen et al., 2007b). Eripikkuse ja diameetri korrelatiivne seos on vorreldes imijuurte
eripinnaga tugevam, sest SRL on l&bimdodust poordruutsdltuvuses (Parts, 2010). Diameetri ja
kudede tiheduse varieeruvuse liigispetsiifilisuse tottu voib tdheldada SRL-i védrtuste

varieerumist liikide vahel. (Ostonen et al., 2007b).
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Juure kudede tihedus (RTD, root tissue density, kg m™) sdltub eelkdige juure vanusest —
noored juured pole puitunud ja on iildiselt vdiksema kuivainesisaldusega, peenjuure
puitumisel selle tihedus kasvab (Kucbel et al., 2011). Juure tiheduse kasvades vdheneb ainete
apoplastiline transport, seega voib RTD abil hinnata juure funktsionaalset seisundit (Ostonen
et al., 1999). Ostoneni jt (1999) jirgi nditab trend viljakate muldade puhul RTD vdhenemist ja
SRA kasvamist, mis viitab imijuurte suuremale funktsionaalsele efektiivsusele. Suur
juuremassi tihedus on tavaliselt iseloomulik stressirikkas keskkonnas kasvavatele liikidele

(Kucbel et al., 2011).

Imijuurte iilalnimetatud morfoloogilisi ja funktsionaalseid parameetreid hinnati ka kéesoleva
t00 praktilises osas, et analiilisida hiibriidhaava imijuurte morfoloogilist plastilisust abiootilise

keskkonnastressiga kohanemisel.

17



4. Ohuniiskuse, sooldumise ja 6lireostusega manipuleeritud hiibriidhaava
(Populus tremula L. x P. tremuloides Michx.) imijuurte morfoloogilise

plastilisuse uurimine

4.1. Materjal ja metoodika

4.1.1. METLA Haapastensyrji ja FAHM katsealade kirjeldus

Hiibriidhaava kloonide imijuurte morfoloogilisi uuringuid tehti kahe erineva
manipulatsioonikatse raames:

1) Roka metsaokosiisteemi dhuniiskusega manipuleerimise katsealal

Metsadkosiisteemi katseala paikneb Louna-Eestis, Tartumaal, Roka kiilas (58°24'N ja
27°29'E) endisel pdllumaal. Mullatiiiip on viljakas kahkjas liivsavimuld (Endogenic Mollic
Planosol, WRB) huumushorisondi paksusega kuni 27 cm (Kupper et al., 2011).
Vegetatsiooniperiood kestab tavaliselt aprilli keskpaigast oktoobrini. Katseala on kerge
kallakuga, maksimaalse korguste vahega 8 m. 2006. a. kevadel (kultuur hévis ebakvaliteetse
istutusmaterjali tottu) ja siigisel istutati 2,7 ha suurusele tarastatud alale hiibriidhaava
(Populus tremula L. x P. tremuloides Michx.) puistu (puude vahekaugus 2 m). Lisaks
hiibriidhaavale istutati katsealale ka arukaske, sangleppa, harilikku haaba, triploidset haaba
ning vdhemal méiédral ka teisi puuliike. Katsealale paigutati iihtekokku 9 védiksemat
eksperimendiala ehk “katseringi”, kus viidi 14bi metsadkosilisteemi Ohuniiskusega
manipuleerimise eksperiment. Igas katseringis kasvas 196 puud, neist pooled olid
hiibriidhaavad ja pooled arukased. Puude vahekaugus katseringides oli iiks meeter. Igas
katseringis kasvas kahte erinevat tiilipi alustaimestut (,,lihtne” ja ,,mitmekesine”). Lihtne
alustaimestu koosnes peamiselt timutist (Phleum pratense) ja teistest korrelistest, olles kiillalt
liigivaene. Mitmekesine alustaimestik oli liigirikkam, sisaldades eeskdtt raiesmikult kogutud
ja maitastena istutatud voi kiilvatud metsataimi (Kupper et al., 2011; Parts et al., 2013;
Kukumigi et al., 2014). Ohuniiskuse kunstlik suurendamine {imbritseva vilisdhu suhtes
toimus kolmes katseringis (H1, H2, H4). Kolm katseringi (C1, C2, C4) moodustasid
kontrollalad, kus dhuniiskusega ei manipuleeritud. Suhtelise dhuniiskuse langemisel alla 75%
niisutati H1, H2, H4 katseringe juuni algusest augusti 16puni 2008. aastal ja mai algusest
septembri 16puni 2009. aastal. Keskmine suhtelise dhuniiskuse tdus oli niisutusperioodide
jooksul 7% ning see soOltus peamiselt tuule kiirusest katseringides (tuul kandis veeudu
katseringist vélja ja niisutuse efektiivsus langes). Katsetingimuste tehnilist poolt on detailselt

kirjeldanud Kupper et al., (2011). (Kupper & Sdber, 2009)
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2) Soome Metsainstituudi (METLA) Haapastensyrja uurimisjaamas

Katseala paikneb Soome Metsainstituudi Haapastensyrjd uurimisjaamas (lisa 2) Loduna-
Soomes (60° 37'N 24°25'E), kus 2009. aastal seati iiles vilikatse hiibriidhaabade sobivuse
hindamiseks 0liga reostatud voi kdrge soolsusega mulla fiitoremediatsiooniks. Mullatiiiip oli
kdduhorisondita leedemuld orgaanilise horisondi paksusega kuni 30 cm, mis sdeluti elusast
taimsest materjalist ja kividest puhtaks (4 mm sodel) ning seejdrel homogeniseeriti. Katseala
oli jaotatud kolmeks katsesektoriks: kontrollsektoriks (C), mille kasvupinnast ei to6ddeldud,
olireostuse katsektoriks (O), mille kasvupinnasesse oli enne puude istutamist homogeenselt
segatud 1% rasket kiittedli (Neste Oil Itd.) (Mukherjee et al., 2013) ja korge soolsusega
katsesektoriks (S), mida niisutati vegetatsiooniperioodil kraaniveega NaCl kontsentratsioonil
80 mM ja 160 mM (Vaario et al., 2011). Katsesektoritesse istutati kolmes korduses 15
hiibriidhaava (Populus tremula L. x P. tremuloides Michx.) ja 5 hariliku haava (Populus

tremula) kloonitaime (Yrjdla, et al., 2011).

4.1.2. Juureproovide kogumine ja tootlemine

Haapastensyrjd katsealal koguti 2010. aasta septembris igast katsesektorist (C, O, S) nelja
hiibriidhaava klooni (14, 23, 457 ja 476) imijuurte proovid. Erandiks olid kloonid 457 ja 476,
sest nende puhul vdeti proovid vastavalt vaid kontrollsektorist (C) ja dlireostusega sektorist
(O) ning kontrollsektorist (C) ja kdrge soolsusega sektorist (S). Kokku koguti Haapastensyrja
katsealalt kloonide 14 ja 23 kolme todtluse (C, O, S) kolme puu kolmelt juurelt 54 proovi ja
kloonide 457 ja 476 kahe tootluse (vastavalt C, O ja C, S) kolme puu kolmelt juurelt 36
proovi, proovide koguarv oli 90. Rdka katsealal voeti 2009. aasta oktoobris hiibriidhaava
ainsa istutatud klooni (34) imijuurte proovid HI ja H4 (suurenenud Shuniiskus) ning C1 ja
C4 (kontroll) prooviringide mitmekesise ja lihtsa alustaimestuga sektoritest, igast sektorist
iiks kuni neli proovi. Kéesolevas to0s ei kisitleta eraldi alustaimestiku mdju
juureparameetritele, mida on kirjeldanud Parts (2010; 2013). Nii Haapastensyrjd kui Rdka
katsealal voeti juureproovid labidaga mulla pindmisest kihist vastavate kloonide vahetus kuni
20 cm stigavuselt. Haapastensyrjd katsealal tagati imijuurte kuuluvus uurimisalusele kloonile
kiilgjuure ettevaatliku terves ulatuses véljakaevamisega. Juureproove sdilitati tootlemiseni
koos mullaga valgus- ja dhukindlatesse kilekottidesse pakendatult kiilmkapis (+4 °C).

Juured pesti mullast vilja kraaniveega ning igast proovist eraldati mikroskoobi all kaks kuni
neli alamproovi, igas 10 kuni 36 (keskmiselt 20) juuretippu. Alamproovide juuretipud
puhastati mddtmismoonutuste viltimiseks pintsli ja ndelaga mikroskoobi all mullaosakestest.

Koikidest imijuurte alamproovidest mdddeti programmiga WinRHIZO jargmised
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parameetrid: juurte kogupikkus L (cm), projektsioonpindala PA (cm?®), pindala SA (cm?®) ja
keskmine 1dbimdot D (mm). Jargnevalt kuivatati juuri kaks tundi temperatuuril 70 °C ning
kaaluti analiititilise kaaluga 0,05 mg tdpsusega. Metoodikat on tdpsemalt kirjeldanud Ostonen

it (2007b).

Ulalnimetatud mdddetud niitajate pohjal arvutati jirgmised parameetrid:

2xpxDxL

1) Proovi ruumala V = p

. SA SA
2) Juure eripind SRA = — =
W  RTDxV

(m’kg™)

L
3) Eripikkus SRL = — =

-1
W RTDxV (meg?)

W

4) Juure kudede tihedus RTD = v (kg m™)

o : L :
5) Tipupikkus TipL = N (mm), kus N on tippude arv

. : v 3 :
6) Tipu ruumala TipV = N (mm”), kus N on tippude arv

. . W :
7) Tipumass TipW = N (mg), kus N on tippude arv

.. : o N -1

8) Imijuuresagedus juure massilihiku kohta RTFW = o (nrmg™)

N
9) Imijuuresagedus pikkusiihiku kohta RTFL = . (nrcm™)

Moddetud ja arvutatud imijuureparameetrite aritmeetilised keskmised ning standardvead on
esitatud lisas 4 tabelis 1. Imijuurte mdddetud morfoloogiliste parameetrite (AvgDiam, TipL,
TipW, RTFW, RTFL) pdhjal arvutatud funktsionaalsed parameetrid (SRA, SRL, RTD)
voimaldavad teha ildistusi imijuurte morfoloogilise plastilisuse kvalitatiivse iseloomu ja

kvantitatiivse stressivastuse kohta ning selgitada, kas mingit funktsionaalset parameetrit voib
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kisitleda stressiindikaatorina ning kas mistahes keskkonnastress pohjustab samasuunalisi

kloonidevahelisi plastilisi muutusi imijuurte morfoloogias.

Kloonide imijuureparameetrite plastilisuse indeks (PI) (lisa 5, tabel 2 ja lisa 6, tabel 3)
arvutati vastava klooni kdigi tootluste vastava parameetri maksimaalse ja minimaalse vdéirtuse
vahe jagamisel maksimaalse viirtusega. Klooni morfoloogiliste parameetrite keskmine
plastilisuse indeks (CAvg — clone average plasticity index) on vastava klooni kdigi moddetud

imijuureparameetrite plastilisuse indeksite summa ja nende arvu jagatis.

Haapastensyrja katsealal moddeti koos imijuureproovide vdtmisega kloonipuude kdrgused
katsevariantides, mille pdhjal arvutati nende keskmised ja standardhdlbed (SD). Roka katseala
klooni 34 kontrolli ja todtluste puude korguseid 2009. aastal on analiilisinud Tullus jt (2012a).
(Lisa 6, tabel 3). Imijuurte morfoloogilise plastilisuse sidumine kloonide kdrgusega
voimaldab plastilisuse vordlemisel taime maapealse kasvuga saada teavet taimede

stressitaluvuse kohta.

4.1.3. Statistilised meetodid

Andmetootluseks kasutati tarkvara STATISTICA 10.0. Kdigi imijuureparameetrite puhul
kontrolliti, kas moddetud viédrtused on kooskdlas normaaljaotusega, milleks kasutati
Kolmogorov-Smirnovi, Lilleforsi ja Shapiro-Wilki teste. Kdigi testide puhul oli olulisuse
nivoo p = 0,05. Parameetrite aritmeetiliste keskmiste vordlemiseks katsevariantides kasutati
95% usaldusvahemikke ja Tukey testi. Klooni 34 tunnuste jaotused erinesid normaaljaotusest

ja erinevuste olulisust hinnati Kruskal-Wallise testiga.

4.2. Tulemused

4.2.1. Keskkonnastressi moju imijuurte morfoloogiale

Analiiiisitud keskkonnastressid — kdrgem ohuniiskus, sooldumine ja dlireostus mojutasid
oluliselt imijuurte morfoloogiat (lisa 4, tabel 1). Suurima mojuga oli Slireostus, mille puhul
koigi reostunud alal kasvanud kloonide imijuurte keskmise diameeter (AvgDiam, mm)
vihenes oluliselt, kahel kloonil kolmest (14 ja 457) véhenes oluliselt imijuuresagedus
(RTFW, tippe mg™') ja imijuuretipu mass (TipW, mg), moodustunud imijuuretipud olid
usaldusvédrselt pikemad (TipL, mm) ja neid oli juurte pikkusiihiku kohta vahem (RTFL, tippe
mm’™"). Sooldumine pdhjustas morfoloogilisi muutusi ithel kloonil kolmest (14), sarnaselt

olireostusega vdhenes imijuuretipu keskmine mass ja vastavalt oli suurem imijuuresagedus,
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aga reaktsioon oli ndrgem, ning vastupidselt Olireostusele suurenes samal ajal ka
imijuuretippude arv imijuurte pikkusiihiku kohta. Uks kloon (476) kolmest reageeris
sooldumisele hargnevuse selge vihenemisega — nii RTFW kui RTFL vihenesid oluliselt.

Suurenenud Ohuniiskus ei podhjustanud imijuurte 1&bimdodus, imijuuretippude pikkuses,
imijuuretipu massis, imijuuresageduses massiiihiku ja imijuuresageduses pikkusiihiku kohta

samasuunalisi muutusi (lisa 4, tabel 1).

Funktsionaalsetest parameetritest pdhjustas dlireostus kahel oliga to6deldud kloonil kolmest
(14 ja 457) nii eripinna (SRA, m*kg™) kui ka eripikkuse (SRL, m kg™') suurenemist. Kuigi
ithes kloonis (23) juure kudede tihedus suurenes (RTD, kg m™), siis nii eripinna kui
eripikkuse suurenemisega reageerinud kloonide juurte kudede tihedus véhenes, kloonil 457
oli vihenemine statistiliselt usaldusvairne (lisa 4, tabel 1; lisa 6, tabel 3). Sooldumine ei
pohjustanud erinevate kloonide funktsionaalsetes parameetrites samasuunalisi muutusi.
Suurenenud ohuniiskus pdhjustas eripinna ja eripikkuse suurenemist sarnaselt kahe odliga

toodeldud klooniga.

Suurima morfoloogilise reaksiooni kutsus esile dlireostus ning ndrgima plastilise reaktsiooni
sooldumine, mille puhul avaldus plastiline vastus eelkdige imijuurte kujus ja suuruses ning

funktsionaalsed parameetrid ei muutunud.

4.2.2. Kloonidevahelised plastilisuse erinevused

Kloonide plastilisus sama keskkonnastressi tingimustes oli erinev (joonis 1; lisa 5, tabel 2).
Morfoloogiliste parameetrite keskmine plastilisuse indeks (CAvg) oli suurim kloonil 14, mille
puhul oli parameetrite PI suurim kaheksast parameetrist seitsmest (lisa 5, tabel 2). Ka klooni
457 imijuurte morfoloogiline plastilisuse indeks oli sarnaselt klooniga 14 korge. Kdige
viiksema plastilisusega olid kloonid 23, 476 ja 34. Seejuures tuleb arvestada, et klooniga 476
olireostuse katset ei tehtud. Ka klooniga 34 ei tehtud dlireostuse ja sooldumise katset, kuid

imijuurte stressivastus suurenenud dhuniiskusele oli statistiliselt oluline.

Koige vdiksema plastilise vastuse andis kloon 23, ehkki dlireostusega pinnasel kasvades oli
imijuurte keskmine 14bimdot oluliselt vdiksem ja kudede tihedus suurem, mistottu talitlemist
peegeldavad SRL ja SRA ei erinenud too6tluste vahel. Klooni 14 imijuurte keskmise

1abimdddu vahenemine dlireostuse korral oli kiill vorreldav klooniga 23 (vastavalt 20% ja
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16%), ent klooni 14 imijuurte kudede tihedus véhenes, mistdttu suurenesid oluliselt SRL ja

SRA, mis viitavad imijuurte efektiivsemale talitlusele.

Kloonide imijuurte eripikkuse (SRL) reaktsioon keskkonnastressile
500

450
400

350

300

SRL, mkg!

250

200

150

100

Joonis 1. Kloonide eripikkuse keskkonnastressile reageerimise graafik, milles ordinaatteljel on SRL véirtuse
muutumine; abstsissteljel C — kontroll ehk normaalsus, St — mistahes keskkonnastress; C kohal klooni number;
St kohal vastava klooni keskkonnastress, milles O — &lireostus, S — sooldumine, H — suurenenud dhuniiskus. Uks

kloon on téhistatud iihe varviga kdikides too6tlustes.

4.2.3. Imijuurte plastilisuse méju taime maapealsele kasvule

Kloonide imijuurte parameetrililene plastilisus oli tendentslikult seotud taimede maapealse
kasvuga (lisa 6, tabel 3). Kdige plastilisema klooni 14 dliga t66deldud kloonide korgus oli
kontrollkloonide korgusest ligikaudu kahe kolmandiku vorra véiksem ja soolaga toddeldud
kloonide kdrgus oli kontrollkloonide kdrgusest ligikaudu veerandi vorra véiksem (lisa 6, tabel
3), samuti olid teiste Haapastensyrjd kloonide kontrollide kdrgused kdige plastilisema klooni
kontrollkorgusest ligikaudu 25-40% viiksemad. Plastilisuse poolest vorreldava klooni 457
oliga toodeldud kloonide korgus oli samuti ligikaudu kahe kolmandiku vorra vdiksem
kontrollkloonide korgusest, sooldumise katset selle klooniga ei tehtud. Klooni 23 dliga
toodeldud kloonide kdrgus oli kontrollkloonide korgusest ligikaudu poole vorra vdiksem ja
soolaga toodeldud kloonide kdrgus ligikaudu kiimnendiku vorra vdiksem. Kloonide 476 ja 34
kloonide kdorgus keskkonnastressi tingimustes oli samuti ligikaudu kiimnendiku vorra
viiksem. Kloonide 14, 23 ja 457 puhul korreleeriti imijuurte eripikkuse ja klooni kdrguskasvu
suhtelist muutust ning leiti tendents, et mida suurem on SRL-i plastiline vastus, seda suurem
on muutus kloonide korguskasvus. Leitud tendents viitab seosele imijuurte morfoloogilise

plastilisuse ja taime kasvu vahel.
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4.3. Arutelu

Tulemustest ilmneb, et kdige tugevama ja samasuunalisema stressivastuse kutsus esile
olireostus, mis pohjustas imijuurte keskmise diameetri ja imijuuresageduse suurenemist ning
imijuuretipu massi vahenemist, imijuuretipu pikkuse suurenemist ning eripinna ja eripikkuse
stressioludele viitavat suurenemist. Suurenenud imijuurte eripind ja -pikkus viitavad imijuure
pinna- vdi pikkusiihiku vdiksemale vee- ja toitainete omastamisele (Rosenvald et al., 2011;
Ostonen et al., 2013). Sooldumine ei pohjustanud nii samasuunalisi morfoloogilisi muutusi,
sarnaselt Olireostusega véhenes imijuuretipu keskmine mass ja vastavalt oli suurem
imijuuresagedus, aga reaktsioon oli ndrgem. Kirjanduses on ndidatud sooldumise taime juure-
vorse suhet suurendavat moju (Fung et al., 1998; Singh et al., 1999; Wang & Yamauchi,
2006), mida antud t60s ei kontrollitud ja mis vajaks edaspidistes uurimustes analiilisimist.
Suurenenud dhuniiskus pohjustas sarnaselt dlireostusele eripinna ja eripikkuse suurenemist.
Juurte eripikkust kasutatakse laialdasemalt stressiindikaatorina juurte funktsionaalsete
muutuse iseloomustamiseks ja keskkonnamuutuse néitamiseks (Ostonen et al., 2007b; Zobel
et al., 2007). Ka antud t60s osutus SRL kdige selgema plastilise reaktsiooniga parimaks
stressiindikaatoriks. Imijuurte eripikkus osutus parimaks stressiindikaatoriks ja kohanemist
kirjeldavaks parameetriks ka arukase kohanemisel suurenenud Shuniiskusega (Parts et al.,
2013). Eripikkuse plastilise reaktsiooni tugevusest vOib jéreldada, et dlireostus oli suurim
stressor ja sooldumine ndrgim. Antud t66 tulemuste pohjal vdib suurenenud Shuniiskust

pidada suhteliselt ndrgaks stressoriks.

Selgus, et genotiilip mojutas oluliselt imijuurte plastilisust. Kdige plastilisemal kloonil (14)
avaldus kdige suurema keskkonnastressi tingimustes oluline vastus kaheksast parameetrist
seitsmel ja kdige vdhem plastilisel kloonil (23) védhenes ainult juurte diameeter ja suurenes
kudede tihedus, mis ei viita imijuurte talitluse tohusamaks muutumisele. Klooni 23 imijuurte

SRL ei muutunud dliga reostunud mullas.

Kuna klooniga 476 ei tehtud olireostuse katset ning klooniga 34 ei tehtud Olireostuse ja
sooldumise katset, ei saa nende kloonide fenotiilibilist plastilisust teiste kloonidega iiheselt
vorrelda, kuigi kloon 476 reageeris sooldumisele hargnevuse selge vdahenemise ja kloon 34

reageeris norgale keskkonnastressile eripinna ja eripikkuse olulise suurendamisega.
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Kloonide imijuurte morfoloogilise plastilisuse ja maapealse kasvu vordlemise pdhjal vdib
taheldada tendentsi, et mida plastilisemad olid imijuured, seda suurem oli klooni
korguskasvu vihenemine. Plastilisema taime suurem kasvu vidhenemistendents on kooskdlas
optimaalse jaotuse teooriaga (Bloom et al., 1985), mille jirgi jaotab taim kasvu
optimeerimiseks ressursse iimber, vajadusel kasvu piiravatesse organitesse. See selgitab
kloonide plastilist vastust stressitingimustes — kiireid muutusi imijuurte morfoloogias vee- ja
toitainete piiratud kéttesaadavusel. Kirjanduses on ndidatud, et taim vdib abiootilise stressiga
kohaneda ka juure-vorse suhte suurendamise ja maa-aluse biomassi kasvatamisega (Langer et
al., 2010) voi konkreetselt sooldumise puhul juure-vorse suhte kasvatamisega juure kasuks
(Fung et al., 1998; Singh et al., 1999), et suurendada tsiitotoksiliste soolaioonide sidumise
voimet juure kasvuvootme vakuoolidesse ja leevendada osmootsest stressist tulenevat
veepuudust (Harvey, 1985; Bernstein & Kafkafi, 2002). On vdimalik, et antud t66 sooldumise
katses kannatasid kloonid just sellise stressi all, kuid kdigil kloonidel ei avaldunud nende
stressivastus ddrmuslike, ligikaudu 300 mM (Chen et al., 2002) kontsentratsioonide

puudumise tottu.

Kokkuvotvalt vaib delda, et mida plastilisem, seda stressitaluvam taim on ja seda kiiremini ja
tohusamalt suudab taim stressitingimustega kohaneda ja maapealse kasvu arvelt suunata
ressursse juurtesse stressi leevendamiseks. Kasvu arvelt ressursside iimber suunamine voibki
hiipoteetiliselt olla plastilisuse hind, mis tagab ellujidmise. Kuigi juureparameetrid on taime
kohanemise ja stressitaluvuse analiilisimiseks vdga head, oleks taime risosfdéris toimuva ja
praktilise klonaalse aretustod tarbeks oluline modta ka kloonide maa-alust biomassi ja

biomassi paigutust.
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Kokkuvote

Kliimamuutuste ja keskkonnareostuste kontekstis on Pohjamaades 0Okoloogiliselt ja
majanduslikult tdhtsa hiibriidhaava (Populus tremula L. x P. tremuloides Michx.) abiootilise

keskkonnastressiga kohanemise uurimine aina aktuaalsem.

Kéesoleva t66 katselises osas analiiiisiti hiibriidhaava imijuurte morfoloogilist plastilisust
suurenenud Ohuniiskuse, pinnase Olireostuse ja sooldumisega kohanemisel. Kloonide
imijuureproovid koguti Roka metsadkosiisteemi ohuniiskusega manipuleerimise katsealalt
(FAHM) 20009. aastal ja dliga reostunud, sooldunud ning kontrollalalt Soome metsainstituudi
(METLA) Haapastensyrjd uurimisjaamas 2010. aastal. Mddtmiste vorreldavuse tagamiseks
koguti proovid vegetatsiooniperioodi 1dpus, septembris-oktoobris. Iga klooni iga td6tluse
kohta analiitisiti ligikaudu 700 imijuuretippu, millest méérati keskmine imijuuretipu mass,
pikkus ja diameeter ning arvutati imijuurte eripind ja -pikkus, kudede tihedus,

imijuuresagedus nii massi- kui pikkusiihiku kohta.

T66 laiemaks eesmirgiks oli hinnata hiibriidhaava kloonide imijuurte morfoloogilist
plastilisust ja reaktsiooninormi kohanemisel kliimamuutuse ja keskkonnareostusega, mida
kisitleti ka kdesoleva to60 teoreetilises osas. Eraldi tdhelepanu poodrati morfoloogiliste
parameetrite kasutatavusele stressiindikaatoritena ja uuriti, kas keskkonnastress pohjustab
imijuurte morfoloogias alati samasuunalisi muutusi, kas hiibriidhaava imijuurte plastilisus

erineb genotiiiibiti ning kuidas kajastub plastilisus hiibriidhaava stressitaluvuses.

Imijuureproovide analiiiisist selgus, et kdige selgema stressivastuse andis imijuurte eripikkus
(SRL), mis suurenes pinnases iihtlaselt jaotunud 1% olireostuse puhul vorreldes kontrolliga
kuni 79% ning oli ka kdige suurema plastilisuse indeksiga imijuureparameeter. SRL reageeris
ka keskmiselt 7% suurenenud suhtelisele dhuniiskusele ja 80—160 mM soolalahusele, kuid
reaktsioon oli kas ndrgem voi puudus iildse. Taime SRL-i suurenemist seostati abiootilisest
keskkonnastressist tuleneva vee- ja toitainete puuduse kompenseerimise vajadusega. Seetdttu
kisitleti seda funktsionaalset imijuureparameetrit antud katsetingimustes stressiindikaatorina.
Samuti ilmnesid markimisvddrsed erinevused hiibriidhaava genotiilipide imijuurte
morfoloogilises plastilisuses, mille alusel oli voimalik eristada rohkem ja vdhem plastilisi
genotiilipe. Nditeks {liletasid kahe uuritud klooni keskmised plastilisuse indeksid teiste

kloonide vastavaid véértusi 2,5-3 korda. SRL-i plastilisus erines plastilisemate ja vihem
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plastiliste kloonide vahel kuni 5,5 korda. Kloonide imijuurte morfoloogilise plastilisuse ja
maapealse kasvu vordlemisel tdheldati plastilisematel taimedel suuremat korguskasvu
vihenemise tendentsi (kuni 67%), mis andis alust hiipoteesile, mille jargi hiibriidhaava
stressitaluvus on sdltuvuses imijuurte plastilisusest, kuid selle kinnitamiseks oleks tarvis

tdiendavaid kloonide maa-aluse biomassi ja biomassi paigutuse uuringuid.
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Summary

Morphological reaction norm of fine roots of hybrid aspen (Populus tremula L. x P.

tremuloides Michx.) clones adapting to climate change and environmental pollution

Research of the adaptation of ecologically and economically important hybrid aspen to abiotic
environmental stress has become more and more topical on Nordic countries in the context of

climate change and environmental pollutions.

Morphological plasticity of the hybrid aspen adapting to increased air humidity, soil oil
pollution and salinity was analysed in the experimental part of this thesis. Fine root samples
of hybrid aspen clones were collected in 2009 from the forest ecosystem free air humidity
manipulation (FAHM) experimental site located in Rdka village, and fine root samples of
hybrid aspen clones growing on oil polluted, saline and control soil were collected in 2010
from the Finnish Forest Research Institute's (METLA) research base located in
Haapastensyrjd. To ensure the comparability of measurements, the samples were collected at
the end of the growing period, in September-October. Approximately 700 fine root tips were
analysed for each treatment of each clone, from which average root tip mass, length and
diameter was determined and specific root length, specific root area, root tissue density and

root tip frequency per weight/length of the fine roots was calculated.

The wider aim of the thesis was to assess the morphological plasticity and reaction norm of
fine roots of hybrid aspen clones adapting to climate change and environmental pollution,
which was also provided in the theoretical part of this thesis. The usability of morphological
parameters as stress indicators was of particular interest and it was examined whether
environmental stress always causes confluent changes in the morphology of fine roots,
whether the plasticity of hybrid aspen's fine roots differs by genotype and how plasticity is
reflected in the stress tolerance of hybrid aspen. The analysis of the fine root samples showed
that the most distinct stress response was that of the fine root specific length (SRL), which in
the case of soil 1% homogeneous oil pollution, increased up to 79% as compared to the
control, and which was also the fine root parameter with the highest plasticity index. SRL also
responded to the on average 7% increase of relative air humidity and the 80-160 mM saline
solution, but the reaction was either weaker or absent. The increased SRL was associated with

the need to compensate the water and nutrient deficiency resulting from the abiotic stress.
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That particular fine root functional parameter was therefore considered as a stress indicator in
given experimental conditions. Significant differences in the morphological plasticity of fine
roots of the hybrid aspen genotypes also became evident, on the basis of which it was possible
to distinguish between more and less plastic genotypes. For example, the average plasticity
indexes of two investigated clones exceeded the respective values of other clones 2,5 to 3
times. SRL plasticity differed between the more plastic and less plastic clones up to 5,5 times.
A trend of greater decrease (up to 67%) in height growth of more plastic plants was observed
comparing the fine root plasticity and above-ground growth of the clones, which gave rise to
the hypothesis, according to which the stress tolerance of hybrid aspen is related to the
plasticity of fine roots, but it would be necessary to further study the below-ground biomass

and biomass allocation of the clones to confirm it.
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Roka katsesiisteemi ala

N

Lisa 2. Soome Metsainstituudi (METLA) Haapastensyrjd uurimisjaam (allikas: METLA/R.

Viirros)
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HUMID PLOT: H1
Numeration: 1001-1099 (hybrid aspen) and 1101-1199 (silver birch)
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Lisa 3. Roka (FAHM) katseala katseringi skeem (Kupper & Sdber, 2009)
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Lisa 4, tabel 1. Imijuuretippude parameetrite aritmeetilised keskmised ja standardvead

kaheteistkiimnes (12) katsevariandis, milles K — klooninumber, St — stressor, N — statistiliselt

usaldusvédrsete vaatluste (alamproovide) arv, C — kontroll, H — niisutus, O — dlireostus ja S —

sooldumine. Tdhtedega a ja b tdhistatakse statistiliselt olulisi erinevusi to6tluste vahel.

A\ IET R SRL,
mm mkg™
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mg
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0,0065+0,0003

0,0059+0,0005

0,0064+0,0003
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Lisa 5, tabel 2. Kloonide morfoloogilistele parameetritele vastavad plastilisuse indeksid,
milles K — klooninumber, jdmedas triikis on vastava parameetri kdige suurema plastilise
vastusega kloon ja kursiivis koige véiksema vastusega ning CAvg — vastava klooni

parameetriiilene keskmine plastilisuse indeks.

- AvgDiam SRA SRL RTD TipL TipW RTFW RTFL CAvg
n 0,2 0,34 0,44 0,16 0,3 0,28 0,25 0,32 0,29
“ 0,16 0,06 0,13 0,2 0,04 0,09 0,1 0 0,1
457 0,13 0,32 0,41 0,21 0,25 0,22 0,2 0,24 0,25
476 0,03 0,04 0,08 0,01 0,11 0,15 0,18 0,12 0,09
n 0,05 0,1 0,14 0,02 0,13 0,04 0,03 0,11 0,08
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Lisa 6, tabel 3. Kloonide t&6tluste keskmine kloonide korgus ja standardhédlve ning
tootlustele reageerinud parameetrite vordlus, milles K — klooninumber, St — stressor, C —
kontroll, H — niisutus, O — dlireostus ja S — sooldumine, h — kloonide keskmine kdrgus (cm)

ja standardhélve, CAvg — vastava klooni parameetrililene keskmine plastilisuse indeks, 1 —

parameetri vadrtuse suurenemine, |, — parameetri vdartuse vihenemine.

43,4+9,80

74,6+16,8©

67,2+28,99

(0]

29,6+3,60

84,6+12,07©

H

199,5%

O R. Jaatineni andmed

* Tullus et al., 2012a
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