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Samenvatting

Planten zijn blootgesteld aan vele verschillendéeminvioeden, waaronder
aanvallen door microbiéle ziekteverwekkers en dquaantenetende insecten.
Waarneming van deze stress door de plant resuftesgstal in de biosynthese van één
of meer van de signaalmoleculen jasmonaten (JAsylez=n (ET), salicylzuur (SA) en
gibberellinezuur (GA). Dit genereert signaaltrangaunetwerken, die leiden tot het
aanschakelen van een gecoérdineerde set van vgirtgsiesponsen teneinde verdere
schade en verspreiding van pathogenen te voorkomen.

Jasmonzuur (JA) en aanverwante oxylipines, gezapbekend als jasmonaten
(JAs), zijn belangrijke regulatoren van de reactias planten op biotische stress. De
belangrijkste bioactieve JAs is het aminozuurcoagigasmonoyl-isoleucine (JA-lle).
JA-lle wordt waargenomen door het F-box eiwit COROMNNE-INSENSITIVEL
(COI1), dat deel uitmaakt van een Skpl/Cullin/F-b&CF°") complex met
veronderstelde E3 ubiquitine ligase activiteit. Ridt tot afbraak van JAZ repressor
eiwitten, waardoor de JAZ doelwiteiwitten, zoals lsesische helix-lus-helix (bHLH)
transcriptiefactoren MYC2, MYC3 en MYC4 maar ooldare transcriptiefactoren, vrij
komen en hun activiteit kunnen uitoefenen.

In het algemeen kan worden gesteld dat de readpesverwonding en
insectenvraat tot stand komen via JAs alleen, jedei verdediging tegen necrotrofe
microbiéle ziekteverwekkers wordt bemiddeld doors Jfecombineerd met ET. De
huidige kennis over de verschillende componentenderJAs signaaltransductieroute
en over de JAs-gereguleerde transcriptiefactoreagmat de revue iHoofdstuk 1.

Octadecanoide-Responsieve Arabidopsis AP2/ERF-dotraiscriptiefactor 59
(ORAB9) treedt op als integrator van de JAs en Kjhaaltransductieroutes en is de
centrale regulator van JAs- en ET-gereguleerde »geassie, waaronder het
plantdefensine 1.2 (PDF1.2) gen, in de modelplarArabidopsis thaliana (zandraket).
De moleculaire mechanismen waardoor regulatoirdttenvde activiteit van ORA59
aanschakelen of onderdrukken werden niet eerdezrpadht, en dit onderwerp staat
centraal in dit proefschrift.

Hoofdstuk 2 beschrijft de identificatie van de CCCH zinkvingigvitten ZFAR1
en ZFAR?2 als factoren die binden aan ORAS59 in gistin planta. Deze eiwitten
bleken de activiteit van ORA59 te onderdrukkidnofdstuk 2 beschrijft verder een
nieuwe directe moleculaire verbinding tussen deranJAZ regulatoren en ORA59.
ZFAR1 en ZFAR2 bleken te binden aan een lid vadAle familie, namelijk JAZ1, in
gist twee-hybride (Y2H) testen. Bimoleculaire flascentie complementatie (BiFC)
testen maakten interactie tussen JAZ1 en ZFAR1lthtlzaar in de kern van
Arabidopsis celsuspensie protoplasten. Bovendiezkelnll de ZFAR eiwitten te
fungeren als adapters om JAZ1 te binden aan ORA&R9ze bleken daarmee de
activiteit van deze transcriptiefactor te onderdtrrk in trans-activatie testen in
protoplasten. In infectietesten van Arabidopsisnfda met de necrotrofe schimmel
Botrytis cinerea bleek dat de Arabidopsjazl en zZfarlzfar2 mutanten minder zwaar
getroffen waren dan wild-type planten, hetgeen irereenstemming is met de
moleculaire rol van de betreffende eiwitten alsresporen van ORA59. Kortom, de
resultaten toonden aan dat JAZ1 interageert metRAFAn ZFAR2 om als repressor
van ORA59 op te treden.
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Andere onderzoekers hebben gerapporteerd dat metoba GA de JAS/ET-
afthankelijke verdediging beinvioedt via de DELLAwidten, die bekend staan als
belangrijke repressoren van GA signaaltransductiechter, de moleculaire
mechanismen die ten grondslag liggen aan de inier&iessen de JAS/ET en GA
signaaltransductieroutes waren grotendeels onbekend

Studies beschreven ikloofdstuk 3 waren gericht op het ontleden van de
mechanismen waarmee DELLA's de activiteit van ORABfvloeden. Y2H en BiFC
testen toonden aan dat alle vijf DELLA eiwitten die Arabidopsis voorkomen
kunnnen binden aan ZFAR1 en ZFAR2. Witvitro competitieve “pulldown” testen
bleek dat het DELLA eiwit RGA, door competitie vode binding tussen ORA59 en
ZFAR en tussen ZFAR en JAZ1, in staat was om ORA®&%evrijden uit het
ORA59/ZFAR/JAZ complex. Intrans-activatie testen in Arabidopsis protoplasten
verzwakte het DELLA eiwit RGA het remmende effe@nvJAZ1 op ORA59, en
daarmee nam de activiteit van ORA59 op #DF1.2 doelpromoter toe. Transgene
planten met verhoogde expressie van de DELLA aéwiRGA of GAIl vertoonden een
verhoogde resistentie tegén cinerea. De resultaten geven aan dat DELLA eiwitten
fungeren als positieve regulatoren van ORA59 deiivien ze kunnen daardoor de
resistentie tegen necrotrofe pathogenen beinvioeden

Hoofdstuk 4 beschrijft de karakterisering van een nieuw JAZlddeiwit,
namelijk de bHLH transcriptiefactor JA-geAssociedvi¥ C2-achtig 1 (JAM1). In
trans-activatie testen in Arabidopsis protoplasten fierde JAM1 als een repressor
van dezelfde promoter die werd geactiveerd door MYY2H en BiFC testen toonden
aan dat JAZ5, JAZ6, JAZ7, JAZ8, JAZ10 en JAZ11l lkemdinden aan JAML. In
trans-activatie testen in Arabidopsis protoplasten \erkien JAZ eiwitten de
repressieve activiteit van JAM1. De resultaten gea@n dat JAZ eiwitten fungeren als
co-repressoren die de repressieve activiteit vatMUAmoduleren in de JAs
signaaltransductieroute.

Het doel van de studies in dit proefschrift was @enmoleculaire mechanismen
te ontrafelen waardoor regulatoire eiwitten de wegkvan de JAS/ET-responsieve
transcriptiefactor ORAS59 in de zandraket beinvieedEiguur 1 toont een model
waarin de belangrijkste resultaten gepresenteeuditiproefschrift zijn weergegeven.
De transcriptiefactor ORAS59 stimuleert de expressia JAS/ET-responsieve genen
waarondePDF1.2. De ORAS9 interactie partners ZFAR1 en ZFAR2 warthiet eiwit
JAZ1 teneinde de transcriptionele activiteit van ABR te onderdrukken in
afwezigheid van biotische stress. JAs, geproduceareden aanval door microbiéle
pathogenen of herbivore insecten, veroorzaken alfovan JAZ1 wat resulteert in het
vrij komen van ORA59, en dientengevolge leidt tetattivering van de expressie van
genen betrokken bij de verdediging, zo®BF1.2. Zonder GA productie binden
stabiele DELLA eiwitten aan de co-repressor JAZitghen leidt tot een toename van
de basale ORAS9 activiteit. GA bevordert de afbraak DELLA eiwitten, waardoor
JAZ1 vrijkomt, en de vorming van het inactieve JAZHAR-ORA59 complex
bevordert. In de tak van de JAs signaaltransdueiter die leidt tot weerstand tegen
herbivoren, resulteert afbraak van JAZ in verhoogdetiviteit van bHLH
transcriptiefactoren, waaronder MYC2-4 en JAM1-3AM3 functioneren als
transcriptionele repressoren die de MYC transaiie activatoren tegenwerken door
competitie voor binding aan hun doelwitsequenters,ze onderdrukken daardoor de
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expressie van JAs-responsieve genen. GA bevordeaftitaak van DELLA eiwitten,
waardoor meer JAZ repressoren kunnen binden aaklYd& en JAM eiwitten en
daarmee de uitkomst van het JAs signaaltransdettienk beinvioeden.
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Figuur 1. Model voor de interactie tussen de GA en JAs silr@amsductieroutes. Zie
tekst voor details.
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