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INFOLEHT

Abstsiishappe moju hariliku miiiirlooga (Arabidopsis thaliana) ohulohede arengule

Ohuldhed on viikesed avaused taimelehtede pinnal, mida kaudu toimub taimedel gaasivahetus
viliskeskkonnaga. Abstsiishape (ABA) on taimehormoon, mis muuhulgas osaleb taimede
ohuldhede sulgemises ja dhulohede arengu reguleerimises. Kdesoleva t66 eesmérgiks on uurida
kas ja kuidas mojutab taime vanematelt lehtedelt tulev ABA signaal nooremate lehtede
ohulohede arengut. Selleks toddeldi Arabidopsis thaliana taimede kolmandat, neljandat ja
viiendat lehte erinevate ABA lahuste kontsentratsioonidega ja loendati hiljem ohuldhed ja
epidermirakud 12. ja 13. lehelt. Katsetulemuste pdhjal ei saa kindlalt véita, et ABA signaal
oleks arenevaid ohuldohesid mdjutanud ja selle teada saamiseks peaks tegema veel edasisi

katseid.

Mairksonad: abstsiishape, 6huldhe, dhuldhede areng, Shuldhede tihedus, siisteemne signaal

kood

CERCS: B310 Soontaimede filisioloogia

The effects of abscisic acid on stomatal development of Arabidopsis thaliana

Stomata are small pores on plant leaves, through which plants exchange gases with the
surrounding environment. Abscisic acid (ABA) is a plant hormone that is involved in closing
stomatal pores and regulating stomatal development. The aim of this thesis is to study the effect
of ABA signal from older leaves on the stomatal development of younger, still developing
leaves of the same plant. Third, fourth and fifth leaves of the Arabidopsis thaliana
wildtype plant were treated with different concentrations of ABA and later, stomata and
epidermal cells were counted on the 12th and 13th leaves. No conclusive answer was detected
about the effect of ABA signal on stomatal development of younger leaves. More experiments

are needed to reveal the potential systemic effect of ABA on stomatal development.
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SISSEJUHATUS

Ohuldhed on mikroskoopilised avaused taimelehtede epidermis, mille kaudu toimub taime
gaasivahetus viliskeskkonnaga. Ohuldhede kaudu siseneb taimedesse iimbritsevast dhust
siisihappegaas, viljuvad veeaur ja hapnik. Ohuldhe moodustavad kaks sulgrakku ja nende vahel
asuv poor. Sulgrakkude turgori muutmise abil toimub Shuldhede avanemine valguse ja madala
stisihappegaasi kontsentratsiooni mojul ning sulgumine pimeduse ja korge siisthappegaasi

kontsentratsiooni mojul.

Abstsiishape (ABA) on taimehormoon, mis osaleb paljudes fiisioloogilistes protsessides.
Naiteks reguleerib ABA seemnete valmimist ja idanemist, vegetatiivset kasvu, juurekasvu,
Ohulohede sulgumist ja oOitsemist. ABA aitab taimedel véltida liigset veekadu osaledes

veepuuduse korral Shuldhede sulgemises, aga ka pdua korral Shuldhede tihedust vihendades.

Kéesoleva t60 eesmargiks oli uurida, kas ja kuidas ABA signaal taime vanematelt lehtedelt
mojutab Ohulohede arengut sama taime noorematel lehtedel. Selle jaoks kanti taimede
kolmanda, neljanda ja viienda lehe iila- ja alakiilgedele pintsliga erinevate ABA
kontsentratsioonidega lahuseid. Pérast loendati dhuldhesid ja epidermirakke samade taimede
ABAga to6tlemise ajal arenenud kaheteistkiimnendalt ja kolmeteistkiimnendalt lehelt. T66s

uuriti dhuldhede tihedust, 6huloheindeksit, dhuldhede arvu lehe kohta ja lehtede pindala.

Tanapdeva muutuvas kliimas, kus veevarude vdhenemine on aina aktuaalsem probleem on
kasulik teada, kuidas taim reageerib pouatingimustes kasvamisele. Kuna ABA on hormoon, mis
aitab taimel kuivades oludes toime tulla nii lithiajaliselt (Shuldhede sulgemine vidhese
veepotensiaali korral) kui ka pikaajaliselt (Shuldhede arengu reguleerimine) on hea teada,

kuidas see taime arengut siisteemselt mdjutab.

T66 koostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Ohuldhed

Ohuldhed on avaused taimelehtede pinnal, mis on iimbritsetud kahest sulgrakust (Kirkham,
2014). Ohuldhede kaudu toimub gaasivahetus taime ja viliskeskkonna vahel, taimest liigub
dhuldhede kaudu vilja veeaur ja sisse CO» (Taiz, L. and Zeiger, E., 2003). Ohuldhed sulguvad
kuivades tingimustes, pimedas ja kdrge CO, taseme korral (Shimazaki et al., 2007).
Arabidopsis thaliana dohuldhed arenevad vilja, kui meristemoidi emaraku astimmeetrilise
jagunemise teel tekivad meristemoid ja Ohuldhe eellasliini pohirakk. Meristemoid
diferentseerub edasi sulgrakkude emarakuks, mis omakorda jaguneb siimmeetriliselt,
moodustades kaks sulgrakku. Ohuldhe eellasliini pdhirakk voib veel jaguneda ja moodustada
meristemoide, mis samuti diferentseeruvad dhuldhedeks. Kahe dhuldhe vahele jdidb vihemalt
iiks rakk, sest mitme Ohuldohe tekkimisel samast meristemoidi emarakust jaguneb ohuldhe
eellasliini  pohirakk astimmeetriliselt mitu korda, paigutades hiljem moodustuvad

meristemoidid esialgsest vihemalt {ihe raku kaugusele. (Nadeau & Sack, 2002)

Satelliit
o meristemoid

B - (2

Meristemoidi Meristemoid Sulgrakkude Uued
emarakk *\ emarakk sulgrakud Ohuldhe
& Meristemoidi emaraku (ME) @ ’
asimmeetriline {}
jagunemine
% Ohuléhe eellasliini pdhiraku o
asiimmeetriline jagunemine
'\

¢y Sulgraku emaraku (SE)

siimmeetriline >
jagunemine -

Joonis 1. Téhtsaimad rakutiiiibid ja rakkude jagunemised Arabidopsis thaliana Shuldhde arengus. Meristemoidi
emaraku asiimmeetrilisel jagunemisel tekib meristemoid, mis diferentseerub sulgrakkude emarakuks, see
omakorda jaguneb siimmeetriliselt ja moodustab kaks sulgrakku. Voib toimuda ka dhuldhe eellasliini pohiraku
asiimmeetriline jagunemine, mille tdttu moodustub veel meristemoide, mis voivad differentseeruda sulgrakkude
emarakkudeks. Kollaselt on méargistatud meristemoidi emarakud ja punaselt meristemoidid. Joonist on muudetud.

(Nadeau & Sack, 2002)



1.2. Valguse moju ohulohede arengule

Tugevama valguse toimel touseb taimedel ohuldhede tihedus. Kui tomatitaimi kasvatati
tugevama ja norgema valgustusega kasvukappides, leiti, et madalama valgusega kapis
kasvanud taimedel oli vihem ohuldhesid nii lehe iilemisel kui alumisel kiiljel. Sama efekti
margati ka erineva intensiivsusega loomuliku valguse kédes kasvanud taimedel (Gay & Hurd,
1975).

Tugevama valguse toimel tduseb taimedel ka ohuldoheindeks. Valguse tugevusest tingitud
epidermirakkude jagunemisi kontrollib peamiselt fotoretseptor fiitokroom B (phyB) (Casson

and Hetherington, 2010).

1.3. CO; moju ohuldhede arengule

Korgema CO, kontsentratsiooniga tingimustes kasvanud taimede ohuldhede tihedus on
viiksem (Qi and Torii, 2018), aga dhuldhed ise on suuremad, dhuldhede suurus ja tihedus on
omavahel poordvordelises seoses. Pohjuseks voib olla, et taimed, millel on vdiksemad ja
tihedamalt paiknevad ohuldhed, tulevad paremini toime madala CO, tasemega (Casson and
Hetherington, 2010).

Kui vorreldi 200 aasta jooksul kogutud herbaarlehtede niidiseid parasvéotmes kasvavatelt
puudelt leiti, et nende dhuldhede tihedus on selle aja peale vihenenud keskmiselt 40%, sama
aja jooksul on CO; tase atmosfairis 21% tousnud. Samuti on leitud, et kui kasvatada taimi
vihendatud CO, tasemega keskkonnas, mis on sarnane CO> tasemega korgmégedes, siis
suureneb katsetaimede Ohuldhede tihedus sarnaselt mégedes kasvavate taimede omaga

(Woodward, 1987).

1.4. Vee méju 6hulohede arengule

Pduatingimused vdhendavad korrelistel Shuldhede tihedust, ka Arabidospis thalianal pdhjustas
osmootne stress Ohuldhede tiheduse vihenemist (Quarrie & Jones, 1977; Kumari et al., 2014)
Kui puuvilla (Gossyphum hirsutum L.) kasvatati veedefitsiidis leiti, et stressis taimede dhuldhde
rakukest oli paksem ja 6huldhede suurus oli vdiksem kui kontrollgrupil. Voimalik, et viiksemad
rakud suudavad kehvades veetingimutes paremini turgorit hoida. (Cutler et al., 1977)

Lehtede arenemise ajal korges suhtelises ohuniiskuses (> 85%) kasvanud taimede lehed on
kehvema veekao regulatsiooniga, kui nad satuvad kuivematesse tingimustesse. Pikemaajaline
korge Ohuniiskusega atmosfddris kasvamine voib taimedel pohjustada muutusi ohulohede
funktsioonis, tekitada suurenenud dhuldhesid ja tosta dhulohede arvu (Fanourakis et al., 2013).

Néiteks korge suhtelise oOhuniiskusega (90%) keskkonnas kasvanud roosidel oli



mirkimisvédérselt rohkem ohulShesid, mis olid ka pikemad ja laiemad kui keskmises (70%)

Ohuniiskuses kasvanud taimed. (Torre et al., 2003)

1.5. Abstsiishape

Abstsiishape (ABA) on taimehormoon, mida siinteesitakse eelkdige veepuuduse korral - ABA
aitab taimedel stressiolukorras paremini toime tulla (Qi & Torii, 2018). ABA reguleerib
seemnete valmimist ja idanemist, vegetatiivset kasvu, juurekasvu, Ohulohede sulgumist,
Oitsemist, immuunvastust ja taime vananemist (Jigang Li et al., 2017). Abstsiishapet
stinteesitakse peaaegu koigis rakkudes, milles on kloroplastid voi amiiloplastid ja seda leidub
koigis tihtsamates taimekudedes (Taiz, L. and Zeiger, E., 2003).

Kui taimed puutuvad kokku ebasoodsate keskkonnatingimustega, nagu poud, soolsus voi liiga
madal temperatuur, siis suureneb ABA kontsentratsioon vegetatiivsetes kudedes. ABA
vihendab ohuldhesid sulgedes veekadu ja leevendab stressile reageerivaid geene aktiveerides
stressist tingitud kahjustusi. Seega on korgem ABA kontsentratsioon stressiolukorras taimele
kasulikum, kuigi heades kasvutingimustes voib ABA taimekasvu inhibeerida (Xiong and Zhu,

2003).

1.6. Abstsiishappe m6ju 6hulohedele

Abstsiishape (ABA) mojutab ohuldhede liikumist ja arengut. Abstsiishappega toGtlemine
viahendab nisul 6huldhede arvu lehe kohta (Quarrie & Jones, 1977), aga suurendab ohulohede
teket Potamogeton perfoliatus e veealustel lehtedel (Iida et al., 2016). Sellest voib jareldada, et
abstsiishappe moju 6huldhede arengule voib olla liigiti erinev.

Arabidopsis thaliana mutantidel, millel on defektne ABA biosiintees voi signalisatsioon, on
ohuldhede tihedus suurem ja vigase ABA katabolismiga taimedel on leitud vahem Shuldhesid.
(Tanaka et al., 2013) Sellest voib jareldada, et abstsiishape represseerib dhuldhede arengut (Qi
& Torii, 2018). ABA inhibeerib Arabidopsis thaliana idulehtedel ohulohede arengut ja
pOhjustab nendel suuremate epidermirakkude moodustumist, ABA puudusega mutandil aba?2-
2 oli metsiktiitibist rohkem OhulShesid védiksemal idulehel ja ka vidiksemad epidermirakud

(Tanaka et al., 2013).

1.4. Siisteemsed signaalid 6hulohede arengu reguleerijatena
Arabidopsis thaliana tiiskasvanud lehed suudavad edastada infot véliskeskkonna kohta
noortele arenevatele lehtedele, mis kohandavad oma arengut vastavalt sellele infole. Katses

toodeldi Arabidopsis thaliana tdiskasvanud lehti korge kontsentratsiooniga CO»-ga nii, et



nooremad lehed olid normaaltingimustel. CO;-ga té6deldud taimede nooremate lehtede
ohuldhede indeks ja tihedus olid vdiksemad kui kontrollgrupil (Lake et al., 2001).
Viljaarenenud lehed, mis puutuvad rohkem keskkonnaga kokku, vdivad mdjutada noorte
arenevate lehtede Ohuldhede arengut, sest noorte lehtede ohuldhede areng on vdimaluste
poolest paindlikum. Arvatakse, et arenevate lehtede 6huldhede arengut kontrollib vanematelt
lehtedelt tulev signaal (Q1 and Torii, 2018).

Kui taime tdiskasvanud lehed on valguse eest varjutatud, arenevad uued lehed madalama
ohuloheindeksiga, isegi kui noored arenevad lehed olid tugevama valguse kies (Casson and
Hetherington, 2010).

On voimalik, et slisteemses signalisatsioonis osaleb fotoretseptor fiitokroom B (phyB). Ainult
tdiskasvanud lehtedes phyB indutseerimine pohjustas tugeva valguse tingimustes phyB-ga
mitte kokku puutunud nooremates lehtedes dhuldhede indeksi kasvu. PhyB mutandil sellist

regulatsiooni ei toimunud (Casson and Hetherington, 2010).



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too6 eesmirgid

To6 eesmirgiks oli uurida, kas ja milline siisteemne mdju on abstsiishappel Arabidopsis
thaliana dhuldhede arengule. Tapsem uurimiskiisimus oli kas kolmanda, neljanda ja viienda
lehe regulaarsel abstsiishappega to6tlemisel nddala jooksul on mdju hiljem arenevate 12. ja 13.

lehe dhuldhede tihedusele ja indeksile.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Taimede kasvatamine
Katses kasutati hariliku miiiirlooga (Arabidopsis thaliana) metsiktlilipi taimi. Seemnete

idanemise soodustamiseks hoiti neid enne kiilvamist kolm paeva kiilmkapis 4°C vees.

Kasvusubstraat koosnes kahest osast turbast ja iihest osast vermikuliidist (ruumala jargi),
taimepotid pandi kandikule, millel sai mulda altniisutusega kasta. Veesuspensioonis seemned
kiilvati 5-kaupa automaatpipetiga mulla pinnale. Idanedes olid taimepotid kaetud l&bipaistva
plastmassist kaanega, et tagada piisav ohuniiskus. Kaas eemaldati, kui taimed olid idanenud.
Pérast idulehtede teket sai taimed pintsettidega harvendada, et igasse potti jadks kasvama tiks
taim. Taimi kasteti altniisutusega vihemalt kord niddalas, mullal ei lastud kastmiste vahel &ra
kuivada. Abstsiishappega to6tluseks olid taimed valmis umbes 20 padeva vanuselt, siis kui neile

oli kasvanud kolmas, neljas ja viies leht.

Esimese ja teise korduskatse taimed kasvasid kasvukappides, kus oli stabiilselt Shuniiskus 70%.
Temperatuur oli kappides pdeval 23°C ja 66sel 20°C, pdev kestis 10 ja 66 14 tundi. Esimese
katse taimed kasvasid kapis Percival AR-66LX, teise katse taimed kapis Snijders Scientific
MCA 1600-3LP6-E.

Kolmanda katse taimed kasvasid kasvuruumis, kus 66sel oli dhuniiskus 35%-50% vahemikus
ja temperatuur 19,5°C. Péeval oli temperatuur 24°C-28°C vahemikus ja Shuniiskus 30%-40%

vahel, padev kestis 10 ja 66 14 tundi.

2.2.2 Lehtede nummerdamine

Katse 14bi viimiseks oli vaja toodelda ABA lahusega 3., 4., ja 5. lehe mdlemaid kiilgi. Enne
tootluse alustamist mérgistati toodeldavad lehed niitidega, sidudes igale toodeldavale lehele
ettevaatlikult timber eri virvi niidid. Lehtede lugemist alustati esimesest lehest, mis ei olnud
taime iduleht. Esimene ja teine leht on {ildiselt iimarama kujuga ja vdiksemad kui jirgmisena

kasvavad lehed (Farmer et al., 2013) ja asetsevad risti idulehtedega. Sealt edasi oli voimalik
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leida iiles kolmas leht, mis paiknes teise lehega vastastikku ja umbes 120 kraadise nurga all.
Seeldbi sai ka aru, mis suunas on vaja lehti edasi lugeda, leheroseti kasvujdrjekord vois olla kas
péri-voi vastupdeva. Lehti sai edasi jarjestada, otsides eelneva lehega vastastikku kasvavaid
lehti. Sama meetodiga lehtede lugemise abil sai andmete kogumise jaoks iiles leida ka 12. ja

13. lehed.

==+ idulehed
=== parislehed

Joonis 2. Skeem lehtede jdrjestumisest Arabidopsis thaliana leherosetis. Lehtedele on kantud numbrid nende
kasvamise jérjekorras, idulehti pole lugemisel arvesse vdetud. Kolmas, neljas ja viies leht on punasega vilja

toodud. Originaaljoonis.

2.2.3 Katsete labiviimine

Kui katsetaimedele oli kasvanud jérjestuselt 3, 4 ja 5 leht, alustati 7 pdeva kestva
abstsiishappega todtlusega; et siisteemne ABA signaal jouaks 12. ja 13. lehtedeni nende
arenemise ajal, pidi to6tlus algama enne nende lehtede arenemist. Katsetaimede lehtede nii
tilemisele kui alumisele kiiljele kanti pintsliga erinevate kontsentratsioonidega ABA lahust 7

péeva jooksul iga 24 tunni tagant.

Taimed olid enne to6tluse algust grupeeritud kaheksasse gruppi, igas neist oli kuus sarnase
suurusega taime. Kuueseid gruppe toddeldi 1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM, 100 uM ABA
lahustega, mis saadi nii, et milliQ vette lisati 5 uLL soovitavast kontsentratsioonist 1000 korda
kangemat ABA lahust, kus ABA (Sigma-Aldrich) oli lahustunud etanoolis ja 0,5 pl detergenti
Silwet L-77 (Phytotechnology laboratories, 10ppkontsentratsioon 0,01%). Ilma ABAta

kontroll-lahusesse lisati kontsentreeritud ABA lahuse asemel asemel 5 pl etanooli.

11



Esimeses katses toodeldi taimi parast kasvukambrist vilja votmist, alustades kontroll-lahusega
jalopetades 100 uM ABA lahusega. Pérast to6tluse 1oppu pandi taimed kohe kasvukappi tagasi.
Teise ja kolmanda katse taimi hoiti 30 minutit enne ja parast to6tlust kandiku all hdmaras, et
koik taimed jouaks enne to6tlust dhuldhed sulgeda ja erinevate kontsentratsioonidega lahustega

tootlemise jarjestust muudeti iga paev.

Katseid tehti kokku kolm, kaks esimest kasvasid stabiilsema keskkonnaga kasvukappides,
kolmanda katse taimed kasvasid kasvuruumis, kus suhteline dhuniiskus ja temperatuur kdikusid

rohkem.

2.2.4 Andmete kogumine

Kui katsetaimedel hakkas kasvama dievars, voeti 12. ja 13. lehelt lehejdljendid. Selleks kasutati
hambasilikooni Xantopren L blue ja aktivaatorit Universal Plus. Jdljendisegu segati
aktivaatoriga kokku ja segu maéériti lehtede alakiiljele. Seejdrel lasti segul tdielikult kuivada
(15-20 minutit) ja jédljend eemaldati lehelt. Jdljendile kanti ldbipaistvat kiilinelakki, pérast
kiitinelaki kuivamist (10-15 minutit) kleebiti selle pinnale ldbipaistev teip, millega sai kiitinelaki

jaljendi pinnalt dra tdommata ja kleepida alusklaasile.

Kasutades Zeiss Discovery.V20 stereomikroskoopi tehti lehtede keskosast leherootsu ldhedalt
pildid, mis olid dhuldhede lugemise hdlbustamiseks mitmekihilised. Pildistamiseks kasutati
programmi Zen 3.2. pro. Pildistatava ala suurus oli ligikaudu 300¥600 pm. Ohuldhede ja
epidermirakkude lugemiseks kasutati rakendust ImagelJ (versioon 1.53). Programmis maérati
tehtud pildi tipne pindala ja loeti sellel kokku Ohuldhed. Epidermirakkude lugemiseks
selekteeriti vaba kdega umbes 70% pildi tdispindalast, inverteeriti selektsiooni vérvid ja loeti
sellelt alalt kokku epidermirakud. Loeti kokku kdik ndhtavad dhuldhed ja epidermirakud, mis
olid uuritaval alal vadhemalt 50% ulatuses sees. Saadud andmete pdhjal sai arvutada Shuldhede
ja epidermirakkude arvud pindalaiihiku kohta ja Ohuldheindeksi (Shuldhede arv jagatud

ohuldhede ja epidermirakkude summaga samal pindalal).

Lehepindalade teada saamiseks mooddeti lehtedest 12. ja 13. tehtud preparaate joonlauaga.
Ligikaudse pindala teada saamiseks oli vaja mddta lehe pikkus ja laius lehe keskroost lehe
servani. Pindala arvutamiseks kasutati ellipsi pindala valemit S= n*a*b, kus a oli lehe laius

keskosast servani ja b oli pool lehe pikkusest.
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2.2.5 Andmeanaliiiis

Andmete statistiline analiilis tehti programmiga Statistica (versioon 7.1.), kus analiiiisiti eraldi
lehtede 12 ja 13 andmeid ja kasutati iihefaktorilist ANOVALt, post-hoc testina kasutati Tukey

testi. Tulemused loeti statistiliselt oluliseks, kui nende p-véértus oli vdiksem kui 0,05 (p <0,05).

2.3 Tulemused
Katsetes toodeldi Arabidopsis thaliana 3., 4. ja 5. lehtede {ilemisi ja alumisi kiilgi erinevate

kontsentratsioonidega ABA lahustega ja uuriti, kuidas need t66tlused mojutavad dhulohede
tihedust, indeksit, dhuldhede arvu lehe kohta ja lehepindala samade taimede 12. ja 13. lehtedel.

Tulemused néitavad, kas ja kuidas ABA signaal vanematelt lehtedelt mdjutab taime arenevaid

lehti.

2.3.1 ABA kontsentratsiooni méju ohulohede tihedusele arenevates lehtedes
Erinevate ABA kontsentratsioonidega t6otlus ei avaldanud ohulehede tihedusele mm? kohta

statistiliselt olulist mdju. Nii esimese kui teise. korduskatse puhul, kus taimed kasvasid
stabiilsema keskkonnaga kasvukappides, oli 10 uM kontsentratsiooniga ABAga t66deldud
taimede 13. lehtede ohuldhede tihedus teistest kdrgem, aga mitte statistiliselt oluliselt erinev

teistest gruppidest. Kolmanda katse taimede oOhulShede tihedused olid erinevate ABA

kontsentratsioonide puhul viga sarnased.
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Joonis 3. Erinevate ABA kontsentratsioonidega to6tlemise mdju arenevate lehtede dhuldhede tihedusele. Katses
toddeldi Arabidopsis thaliana 3., 4. ja 5. lehe iilemisi ja alumisi kiilgi ABA lahustega nidala viltel ning hiljem
médrati 12. ja 13 lehe Shuldhede tihedus. Statistiline analiiiis teostati ihefaktorilise ANOVA testiga. Joonistel on

toodud keskmised + SEM (Standard Error of the Mean) valimi suurus n= 8.

2.3.2 ABA kontsentratsiooni méju ohuloheindeksile arenevates lehtedes
Ohuldheindeksi puhul oli statistiliselt olulisi erinevusi gruppide vahel esimeses katses nii 12.

kui ka 13. lehe ja kolmandas katses 13. lehe tulemustes. Esimeses katses olid 12. lehe puhul
staistiliselt oluliselt erinevad 5 uM ja 100 uM kontsentratsiooniga toddeldud taimed. Lehe 13
puhul oli 1 ja 5 uM ABAga toodeldud taimede 13. lehtedel dhuldheindeks statistiliselt oluliselt
korgem kui kontrolltaimedel. Kolmandas katses oli 1 uM ABAga toodeldud taimede 13.
lehtedel statistiliselt oluliselt korgem ohuloheindeks kui 10 uM ABAga t66deldud taimede 13.
lehtedel.
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Joonis 4. Erinevate ABA kontsentratsioonidega to6tlemise moju arenevate lehtede Shuldheindeksile. Katses
toddeldi Arabidopsis thaliana 3., 4. ja 5. lehe iilemisi ja alumisi kiilgi ABA lahustega nidala viltel ning hiljem
médrati 12. ja 13 lehe ShulSheindeks. Statistiline analiiiis teostati iihefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testina
kasutati Tukey testi, liksteisest statistiliselt erinevad grupid on téhistatud téhtedega (leht 12 - suurtdhed, leht 13 -

vaiketdhed). Joonistel on toodud keskmised + SEM (Standard Error of the Mean), valimi suurus n= 8
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2.3.3 ABA kontsentratsiooni moju ochulohede arvule lehe kohta arenevates lehtedes

Ohuldhede arvus lehe kohta olid statisiliselt olulised erinevused 1. korduskatses nii 12. kui 13
lehel. 13. lehe puhul oli kdige rohkem 6huldhesid lehe kohta taimedel, mida oli té6deldud 5
uM kontsentratsiooniga ABA lahusega. 12. lehel olid 1 uM ja 5 uM kontsentratsiooniga
lahusega toddeldud lehtede tulemused omavahel sarnased ja neil oli lehe kohta rohkem
ohuldhesid kui kontroll-lahusega toddeldud grupis, aga vahe polnud piisavalt suur, et olla
statistiliselt oluline. 13. lehtede puhul oli 5 uM ABAga t6ddeldud taimedel rohkem 6huldohesid
lehe kohta kui kontrollgrupi taimedel ning samuti rohkem kui 50 ja 100 5 uM ABAga t66deldud
taimedel. Nii 12. kui 13. lehtede puhul oli kontroll-lahuse ja 50 uM lahusega t66deldud lehtede
ohulohede hulgad omavahel sarnased. Kdige vahem ohulShesid kogu lehe peale oli tekkinud

100 uM lahusega toodeldud taimede lehtedel.
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Joonis 5. Keskmine Shuldhede arv lehe kohta tuhandetes sdltuvalt ABA kontsentratsioonist. Joonisel on eraldi
vilja toodud 12. ja 13. leht. Joonised on nummerdatud katsete sooritamise jarjekorras. Statistiline analiilis teostati
ithefaktorilise ANOVA testiga ja post-hoc testina kasutati Tukey testi, iiksteisest statistiliselt erinevad grupid on
tahistatud tihtedega (leht 12 - suurtihed, leht 13 - viiketéhed). Joonistel on toodud keskmised £ SEM (Standard

Error of the Mean), valimi suurus n= 8.
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2.3.4 ABA kontsentratsiooni méju arenevate lehtede pindaladele
Lehtede pindalad olid statistiliselt {liksteisest erinevad katsetes 1 ja 3. Esimeses katses olid

suuruste vahel statistilised erinevused 13. lehel, kolmandas katses 12. lehel. Esimeses katses
olid lehtede pindalad koige suuremad 5 uM ABA lahusega toodeldud taimedel, sellest
ndrgemate ja tugevamate kontsentratsioonide lehepindalad olid vdiksemad. Kolmandas katses
olid 100 uM ABA lahusega toodeldud taimede lehed statistiliselt oluliselt vdiksemad kui

kontoll-lahusega to6deldud taimedel
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Joonis 6. Keskmine lehtede pindala soltuvalt ABA kontsentratsioonist. Joonisel on eraldi vélja toodud 12. ja 13.
leht. Joonised on nummerdatud katsete sooritamise jérjekorras. Statistiline analiiiis teostati ithefaktorilise ANOVA
testiga ja post-hoc testina kasutati Tukey testi, liksteisest statistiliselt erinevad grupid on tdhistatud tdhtedega (leht
12 - suurtdhed, leht 13 - vdiketdhed). Joonistel on toodud keskmised + SEM (Standard Error of the Mean), valimi

suurus n= 8.
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2.4 Arutelu

Katse eesmairk oli teada saada, kas vanematest lehtedest noorematesse liilkuv ABA signaal
mojutab nooremate lehtede Ohuldhede arengut. Katseid vorreldes on ndha, et need pole
omavahel piisavalt sarnased, et saaks veel teha selgeid jireldusi. Katsetevahelised erinevused
voivad olla pohjustatud kasvutingimustest ja metoodikast. Esimese katse tulemused voivad
jargmistest erineda néiteks seetdttu, et siis ei tehtud taimede ABA-ga to6tlemise eelset ja jargset
30 minutilist stabiliseerimist hdmaras, nagu teise ja kolmanda katse puhul. Lisaks olid esimese

ja teise korduskatse taimede kasvutingimused kolmanda katse taimedest erinevad.

Kasvukappides kasvanud esimese ja teise katse taimed olid kasvanud kdorgema suhtelise
ohuniiskusega keskkonnas (70%) ja kappides esines ka vdhem temperatuurikdikumisi —
pédevane ohutemperatuur oli 23°C ja 6ine 20°C. Kasvuruumi, kus kasvasid kolmanda katse
taimed, keskkond oli vihem stabiilne. Seal oli 6ine dhuniiskus 35% - 50%, paevane koikus
30%-40% vahel. Oine temperatuur oli 19,5°C, pdeval oli see 24°C- 28°C. Ohuniiskuse
erinevused voivad néiteks mojutada ohuldhede hulka, sest korge ohuniiskuse korral areneb
taimelehtedele rohkem Shuldhesid (Torre et al., 2003). Antud katse puhul ei olnud esimese ja
teise katse ohuldhede tiheduse ja dhuldhede arvu lehe kohta tulemustes vorreldes kolmanda
katsega markimisvéaidrset vahet. Roosid, mille lehtedel arenes Ohuniiskuse mojul rohkem
ohuldhesid, kasvasid kdrgemas suhtelises ohuniiskuses (90%) (Torre et al., 2003), seega on
voimalik, et dhuniiskuse tase hakkab taime dhuldhede arengut mojutama alles teatud tasemest.
Kindlamate jérelduste tegemiseks, kas kasvutingimused mojutasid tulemusi oleks vaja teha

korduskatseid sarnaste tingimustega ja neid omavahel vorrelda.

2.4.1 ABA kontsentratsiooni méju 6hulohede tihedusele

Vigase ABA bioslinteesiga mutantidel on tdheldatud korgemat ohuldohede tihedust (Léon-
Kloosterziel et al., 1996; Bradford et al., 1983), samuti on leitud, et Arabidopsis thaliana ABA-
defitsiitse aba-1 mutandi die kandelehtedel paiknevad ohulohed tihedamalt kui metsiktiiiibil
(Razem & Davis, 2002). Sellest saab jareldada, et ABA siisteemse signaali mojul voiks
korgemate ABA kontsentratsioonidega toddeldud taimedel 6huldhede tihedus mm kohta olla
viaiksem kui viiksemate kontsentratsioonidega téodeldutel. Minu katse tulemustes ei olnud
ohulohede tiheduse puhul statistiliselt olulisi erinevusi erinevate ABA kontsentratsioonide
vahel. Tulemuse pdhjal voib jdreldada, et antud katses ei mojutanud ABA signaal vanematelt

lehtedelt hiljem arenenud lehtede dhuldhede tihedust.
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2.4.2 ABA kontsentratsiooni méju 6huloheindeksile

Kui vorreldi Arabidopsis thaliana metsiktiilipi taime ja ABA defektse mutandi aba-1 Oie
kandelehtedel dhuldheindekseid, leiti, et Shuldhede ja epidermirakkude omavaheline suhe jai
konstantseks ja metsiktiilibi ja mutandi vahel statistilist erinevust ei leitud (Razem & Davis,
2002). Sellest voib jareldada, et ABA kontsentratsioon ei pruugi dhuldheindeksit mojutada.
Minu katsete tulemustes olid esimese katse 12. ja 13. lehtedel ja kolmanda katse 13. lehtede
tulemustes statistiliselt olulised erinevused monede gruppide vahel, aga ShulSheindeks ei
kasvanud ega langenud siistemaatiliselt koos ABA kontsentratsiooniga. See voib tihendada, et

ohuldhede ja epidermirakkude omavaheline suhe ei ole otseselt ABA kontsentratsioonist soltuv.

2.4.3 ABA kontsentratsiooni méju 6hulohede arvule lehe kohta

Ohuldhede arvul lehe kohta oli statistiliselt oluline erinevus ainult esimeses katses nii 12. kui
ka 13. lehel. Kdige rohkem ohuldhesid lehe kohta oli taimedel, mida oli toddeldud 1 uM ja 5
uM ABA lahusega, kdige vihem 100 uM lahusega toodeldud lehtedel. Ka lehtede pindaladel
oli sarnane korrelatsioon ABA kontsentratsiooniga. See voib tdhendada, et madal ABA tase

voib monikord lehekasvu soodustada ja korge seda takistada.

2.4.4 ABA kontsentratsiooni moju lehtede pindalale

Lehe vilispidiselt ABAga to6tlemine inhibeerib oa (Phaseolus vulgaris) rakkude kasvu (Van
Volkenburgh & Davies, 1983). Kéesolevas katses moddeti nende lehtede pindalasid, mida
otseselt ABAga ei toddeldud ja leitistatistiliselt olulised erinevused esimese katse 13. lehe
pindaladel ja kolmanda katse 12. lehe pindalade vahel. Mdlema katse puhul olid kdrgema
kontsentratsiooniga toodeldud taimede lehepindalad viaiksemad, aga esimeses katses olid kdige
suurema pindalaga 5 uM kontsentratsiooniga toddeldud taimede lehed. ABAI on mdju ka kogu
taime kasvule, nditeks reguleerib ABA taime kasvamist ebasoodsate keskkonnatingimuste
korral (Himmelbach et al., 1998). Kuna kdrgema ABA kontsentratsiooniga lahustega t66deldud
taimede uuritavad lehed olid vdiksema pindalaga on voimalik, et ABA t66tlus mojutas nende
lehtede suurust siisteemse signaali kaudu. Téielikuma info saamiseks voiks moota ka kogu
taime pindala, et teada saada, kas kasv oli mojutatud ainult nendel lehtedel, mis ABA t66tluse

ajal vidlja arenemas olid, voi mojutas ABA ka pikemaajaliselt taime kasvamist.

2.4.5 Uldised jéireldused
Praeguste tulemuste pohjal ei saa kindlalt jareldada, et toodeldud lehtedest saabunud signaal
oleks mojutanud 12. ja 13. lehtedel dhuldhede arengut. Kolme katse vordluses olid tulemused

tipris erinevad, katseid korrates ei saadud statistiliselt olulisi (p<0,05) erinevusi, mis oleks
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omavahel sarnased. Erinevused vaisid olla ka pdhjustatud sellest, et katseskeem ja taimede
kasvutingimused olid iiksteisest erinevad. Niiteks vdis tulemuste erinevus tulla sellest, et teise
ja kolmanda katse ajal hoiti taimi pool tundi enne ja parast ABAga tootlemist hdmaras, samas
kui esimese katse ajal sellist aklimatiseerimist polnud. Seega voisid esimese katse ajal taimede
ohuldhed to6tlemise ajal rohkem lahti olla, sest need polnud hdmaras seisnud. Selleks, et teada

saada, kas see mdjutas katse tulemust, peaks katset samamoodi uuesti kordama.

2.4.6 Edasiseks uurimiseks

Edaspidi oleks hea siin t60s olevaid katseid korrata, et saada teada, kuidas néiteks
kasvutingimuste erinevused ja enne to6tlust taimede stabiliseerimine katsetulemusi mojutasid.
Samuti oleks huvitav votta dhuldhede jiljendeid nii uuritava lehe iila-kui ka alakiiljelt, et saada
teada, kas ABA mdjutab lehe peal asuvaid dhuldhesid teistmoodi kui lehe alakiiljel olevaid.
Voiks mdota ka Shuldhede suurust. Metsiktiitipi Arabidopsis thaliana taimed voiks vordlusesse
panna mone mutandiga, millel pole ABA tundlikkust.

ABA signaali kohta rohkem teada saamiseks voiks proovida toddelda ABA lahusega suuremat
lehepinda. Kui toddelda ABA lahusega koiki lehti peale noorte arenevate lehtede, siis oleks
toodeldav pind suurem ja ABA signaal voiks sellest tulenevalt tugevam olla ja hiljem

arenevatele lehtedele rohkem moju avaldada.
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KOKKUVOTE

Kéesolevas t00s uuriti, kas Arabidopsis thaliana vanemate lehtede ABAga to6tlemine saadab
signaali edasi ka noorematele, alles arenevatele lehtedele ja kuidas see mdjutab Shuldhede
arengut. Selle uurimiseks kanti erinevate kontsntratsioonidega ABA lahust taimede
kolmandale, neljandale ja viiendale lehele ja tehti jdljendid 12. ja 13. lehtedest. Uuriti ABA

moju dhuldhede tihedusele ja indeksile, lehtede pindalale ja Shuldhede arvule kogu lehel.

Katsetest saadud tulemuste pdhjal ei saa teha kindlat jareldust, et vanematelt lehtedelt saadud
ABA signaal oleks mojutanud hiljem arenenud lehti. Kolme katset vorreldes ei leitud omavahel
sarnaseid statistiliselt olulisi tulemusi. Jéarelduste tegemiseks voiks katseid samasuguste
tingimustega veel korrata, et saada teada, kas tulemuste erinevused voisid olla pohjustatud teise
ja kolmanda katse taimede enne ja pérast tootlust hidmaras stabiliseerimisest voi

kasvutingimuste erinevusest esimese kahe ja kolmanda katse vahel.
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RESUMEE

The effects of abscisic acid on stomatal development of Arabidopsis thaliana

Marie Helen Viiku

Summary

Stomata are microscopic pores bordered by a pair of specialized epidermal cells called guard
cells, which have the ability to open and close the stomata to mediate gas exchange. Stomata
open in response to light and low concentrations of CO» and close in response to darkness and
high concentrations of CO>. Plant hormones and environmental cues can influence stomatal

development to optimize photosynthesis and water-use.

ABA is a plant hormone that regulates many physical processes, such as plant growth,
development and stress responses. ABA helps plants avoid exessive water loss by closing the

stomata in drought conditions and regulating stomatal development.

The aim of this research was to analyze the effect of ABA signaling on the stomata of still
developing leaves. To test this, different concentrations of ABA solutions were applied to the
abaxial (top) and adaxial (bottom) sides of the third, fourth and fifth leaves of Arabidopsis
thaliana plants every 24 hours for 7 days. When the plants matured, impressions were made of
the 12th and 13th leaves of the plants using dental silicone. Then the stomata and epidermal
cells were counted and used to calcualte stomatal density, stomatal index, the number of stomata

per leaf and the leaves were measured to find out the approximate area of the leaves.

The results of this research were not conclusive and more research is needed to know for certain
if ABA signals from existing leaves can affect the stomatal development of still growing leaves.
For now, any results of statistical significance did not match between the three repeats of the
experiments. Furthermore, since growth conditions and the method of ABA application varied
between experiments, more testing would be required to know how much the growth conditions

and application methods affect the results.
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