Samenvatting :

Door de bevolkingstoename en de stijgende vraag naar plantaardige producten en bijproducten, heeft de landbouwindustrie behoorlijke interesse gekregen. Niettemin worden wereldwijd enorme oogstverliezen in de land- en tuinbouw genoteerd. Deze verliezen worden veroorzaakt door zowel abiotische stressfactoren, zoals extreme temperaturen, droogte, zoute bodems etc. en biotische stressfactoren, waaronder pathogenen, insecten en nematoden. Al deze stressfactoren hebben in de meeste gevallen een suboptimale groei en productiviteit tot gevolg. Hoewel planten gesofisticeerde mechanismen hebben ontwikkeld om stress te herkennen en deze informatie om te zetten in een afweerrespons, volstaan deze meestal niet om zich te beschermen tegen de nadelige invloeden. Daarom wordt permanent onderzoek verricht naar de bestaande afweermechanismen in planten en hoe deze kunnen verbeterd worden.
Afweermechanismen tegen biotische en abiotische stressfactoren resulteren in een verhoogde uitdrukking van genen om uiteindelijk beschermende metabolieten te produceren tegen deze nadelige effecten. Eén vorm van afweer bij planten is adaptatie van het aminozuurmetabolisme. Bijgevolg kan verwacht worden dat ingrijpen op deze metabolische wegen in sommige gevallen tot verhoogde stresstolerantie zal leiden. De aminozuren proline en γ-aminoboterzuur en polyaminen zijn één van de best gekende beschermende metabolieten op dat vlak. Een verhoogde accumulatie van proline als gevolg van abiotische stress is een frequent waargenomen fenomeen. Polyaminen en γ-aminoboterzuur accumulatie wordt waargenomen bij abiotische stress, maar ook bij biotische stress. 
De meeste beschermende metabolieten hebben een aminozuur als precursor. Daarom ontstond de vraag: zijn andere aminozuren eveneens betrokken bij afweermechanismen?

Genexpressie-analyse van Arabidopsis, tomatenplanten en een tomatenmutant met verhoogde resistentie tegen de necrotrofe pathogeen Botrytis cinerea toonde een verhoogde expressie van een waaier aan genen aan. Naast de verwachte genen, bleken ook genen die coderen voor enzymen betrokken bij aminozuurmetabolisme verhoogd tot expressie te komen na infectie met B. cinerea. De belangrijkste enzymen zijn lysine-ketoglutaraatreductase/ saccharopinedehydrogenase (LKR/SDH), glutamaatdecarboxylase (GAD), arginase (ARG), en peroxisomaal alanine-glyoxylaataminotransferase (AlaAT) en aspartaataminotransferase (AspAT). Tevens bleken deze genen geïnduceerd te worden door osmotische en/of zoutstress. Het belang van deze observaties wordt versterkt door het feit dat kwantitatieve RT-PCR aantoonde dat deze genen snel na infectie of osmotische en/of zoustress geïnduceerd worden, zij het met verschillende sterkte. 
Het doel van dit project is na te gaan of bovenvermelde genen, die coderen voor enzymen betrokken bij aminozuurmetabolisme, rechtstreeks betrokken zijn bij afweer tegen biotische en abiotische stressfactoren. Om dit experimenteel na te gaan werden de betrokken genen in Arabidopsis thaliana enerzijds tot overexpressie gebracht en anderzijds uitgeschakeld of ‘gesilenced’. De bekomen transgene planten en mutanten werden moleculair en biochemisch gekarakteriseerd en vervolgens werd nagegaan of deze planten een verhoogde gevoeligheid of verhoogde resistentie bezitten t.o.v. zoutstress, osmotische stress en infectie met B. cinerea.
Transgene arginase overexpressielijnen vertoonden een 10% verhoogde resistentie tegen B. cinerea, vergeleken met het wilde type. Dit is wellicht te wijten aan verhoogde synthese van beschermende metabolieten. Hiernaast beschikten de AspAT transgene lijnen, die een verstoord stikstofmetabolisme vertonen, over een verlaagde resistentie tegen de pathogeen. De pathogeen was in staat de planten voor 20% meer aan te tasten door ofwel een verlaagde synthese van beschermende metabolieten, ofwel een verhoogde aanwezigheid van metabolieten die door de pathogeen geconsumeerd kunnen worden en zo zijn groei bevorderen. Bijkomstig werd ook waargenomen dat LKR/SDH overexpressielijnen, die vermoedelijk in staat zijn meer beschermende metabolieten te produceren vanuit glutamaat, over een verhoogde tolerantie beschikten tegen de necrotrofe pathogeen B. cinerea. Ook de LKR/SDH insertiemutanten vertoonde verhoogde tolerantie t.o.v. de pathogeen door een wellicht verschillend defensiemechanisme.
Het AlaAT gen, betrokken bij fotorespiratie, bleek een belangrijke rol te spelen in de normale groei en ontwikkeling onder standaardcondities en daarenboven bij abiotische stress. Ook de groei en ontwikkeling van transgene planten met verhoogde en verlaagde lysinegehalten was beïnvloed onder de meeste condities. Deze veranderde fenotypen hadden echter verschillende oorzaken. Dit toont nogmaals aan dat de rol van aminozuurmetabolisme in planten zeer breed kan zijn en een invloed kan hebben op verschillende vlakken.

In deze studie werd de rol van reeds gekende beschermende metabolieten zoals proline and γ-aminoboterzuur bevestigd. Daarenboven werden genen bestudeerd die een vermoedelijke rol spelen in afweermechanismen. Deze genen werden nooit eerder gerelateerd aan afweermechanismen. Aminozuurmetabolisme kan dus een belangrijke rol spelen in de oriëntatie van afweer en de uiteindelijke prestatie. De resultaten bekomen in deze studie brengen nieuwe inzichten in aminozuurmetabolisme en hun rol in afweermechanismen en vormen boeiende materie om in toekomstige projecten te bestuderen.
Abstract :

Due to the increasing population and as a result of the increasing demand for plant derived products, plant production has received extremely important economical interest. However, modern agriculture is facing important challenges. Plants must continuously protect themselves against different kinds of stresses. Biotic stresses, caused by attack from bacteria, viruses, fungi, insects, etc. and abiotic stresses, caused by physical and chemical challenges such as drought, salinity, high or low temperatures, etc. (ir)reversibly affect plants’ growth, development and production. Therefore, plants have developed complex defence mechanisms to cope with different environmental stresses. These defence mechanisms are known to interact, most probably evolving from the simultaneous multiple stress confrontation in their natural environment. Nevertheless, the sophisticated defence mechanisms present in plants are mostly not sufficient to cope with the deleterious effects of stresses and result in reduced growth and productivity. Therefore, substantial research effort goes to unravelling plant defence mechanisms against abiotic as well as biotic stresses in order to find novel sustainable agronomic applications.

The result of defence mechanisms of plants during biotic and abiotic stress exposure can lead to up-regulation of genes, leading to the production or accumulation of defence molecules, which could eventually be amino acids, amino acid derivates or proteins (built up of amino acids). The amino acid proline and γ-aminobutyric acid (GABA) and polyamines are well-studied molecules in this topic. The first one is known to accumulate to high concentrations upon abiotic stress, whereas the last two accumulate upon biotic as well as abiotic stress imposition.

Most defence molecules have an amino acid as precursor. Therefore our question arose: Are other amino acids also involved in abiotic stress response?

Gene-expression analysis of Arabidopsis, tomato and a tomato mutant showing increased resistance to the necrotrophic pathogen Botrytis cinerea revealed the up-regulation of a wide range of genes upon infection with B. cinerea. Genes encoding enzymes of the amino acid metabolic pathways were found to be induced, beyond the expected up-regulation of genes known to be involved in defence mechanisms. Five genes directly involved in amino acid metabolism were found to be up-regulated in both (Arabidopsis and tomato) or at least one organism: lysine-ketoglutarate reductase/saccharopine dehydrogenase (LKR/SDH), genes belonging to the aspartate aminotransferase (AspAT) and alanine aminotransferase (AlaAT) family, arginase (ARG) and glutamate decarboxylase (GAD). These genes are not only differentially expressed after infection with B. cinerea, but also abiotic stress appeared to influence the expression of those genes in Arabidopsis. Using quantitative RT-PCR we demonstrated that those genes are induced early after stress treatment albeit with different amplitudes.

The aim of this study was to investigate the contribution of the listed genes, involved in amino acid metabolism, to defence mechanisms in Arabidopsis. Therefore, over-expression, knockout and/or silencing lines have been created in Arabidopsis thaliana. These lines were characterised and subsequently submitted to salt and osmotic stress treatments and further infected with the necrotrophic pathogen B. cinerea. Results of this study demonstrated that all those genes influenced plant defence mechanisms in one way or another. 

Arginase over-expression lines exhibited about 10% reduced susceptibility to B. cinerea compared to the wild-type. This increased resistance probably arises from increased stress-related metabolites in those transgenic lines. Further, transgenic lines with disturbed nitrogen metabolism, AspAT transgenic lines, showed up to 20% increased lesion formation upon infection with B. cinerea. This is supposed to be due to decreased stress-related metabolites or due to perturbed nitrogen assimilation, which would be in favour of the pathogen. Finally, LKR/SDH over-expression lines, predicted to produce increased stress-related metabolites via glutamate, showed to possess increased resistance against the pathogen. LKR/SDH knockout mutants similarly displayed decreased susceptibility towards the pathogen resulting from another, yet unknown, defence pathway.

The photorespiratory AlaAT was shown to play an important role in sustaining growth on standard conditions and upon abiotic stress. Similarly, transgenic lines possessing increased and decreased lysine contents were affected in their growth in most of the tested conditions. However, the way these transgenic lines are affected in their response to stress is different, demonstrating the diversity of the role of amino acids in plants. 

The results presented in this manuscript confirmed the role of already described stress-related molecules such as proline and GABA. Furthermore, through over-expression and silencing lines, novel roles of genes which were not expected to be directly related to stress response were discovered. Amino acid metabolism, thus demonstrated to play an important role in stress responses. The proposed results open new insights in the role of amino acids in stress responses and create new horizons for orienting research of these important molecules.
