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Mevrouw de Rector Magnificus,
Mijnheer de Decaan,

Geachte collega’s,

Lieve familie en vrienden,

Beste toehoorder,

Bacterién zijn overal! Ik laat u hier vier voorbeelden zien van milieus waarin
bacterién leven. Linksboven ziet u een afvalwaterzuiveringsinstallatie, waarin
verschillende bacterién aanwezig zijn die ons afvalwater schoonmaken, zodat
het zonder problemen geloosd kan worden op het oppervlaktewater. Daar-
naast ziet u een tropische strand met wuivende palmen, hier vinden we bacte-
rién in het zeewater, in het zand en zelfs tussen de wortels van de palmboom.
Linksonder ziet u de menselijke darm met heel veel bacterién die in het alge-
meen goed voor ons zijn, maar soms met slechte bacterién die ernstige proble-
men kunnen geven. Rechts daarvan Octopus Spring, een hete bron in Yellow-
stone National Park waarin complexe microbiéle levensgemeenschappen, de
zogenaamde ‘microbiéle matten’, groeien.

Bacterién komen niet alleen overal voor, maar ook nog eens in groten getale.
Wat u hier ziet zijn de sterren in ons sterrenstelsel en hun aantal wordt geschat
op 4x10™ (Cain, 2013). En u zult het niet geloven als u op een heldere avond
naar de sterren kijkt, maar er komen meer bacterién in uw darm voor (Sears,
2005) dan het aantal sterren aan de hemel. Het aantal bacterién in de oceaan
en in de ondergrond is gigantisch. Het totaal aantal bacteriecellen dat op
Aarde voorkomt wordt geschat op 5x10°°, dat is een vijf met 30 nullen (Whit-
man et al., 1998).

Om deze bacterién te bestuderen hebben we jarenlang geprobeerd om ze te
isoleren als reincultuur. Echter het is nu algemeen bekend dat we slechts min-
der dan 1% van de 1-100 miljoen bacteriesoorten die in de natuur voorkomen
kunnen isoleren; dit is slechts het topje van de ijsberg. De meest bacterién
(99%) zijn niet geisoleerd, en dat komt waarschijnlijk omdat we niet de juiste
condities in het lab nabootsen, waaronder deze bacterién in de natuur groeien.
Of omdat sommige bacterién van elkaar athankelijk zijn, en zodra we ze van
elkaar scheiden niet meer willen groeien (Alain and Querellou, 2009).

Hierdoor kunnen we deze microbiologische technieken dus niet gebruiken
om antwoord te geven op fundamentele vragen in de microbiéle ecologie, zoals



Welke bacterién zijn aanwezig?, Wat doen die bacterién? en Hoe verandert een
microbiéle levensgemeenschap over de tijd of na een verstoring? Voor het be-
antwoorden van deze vragen hebben we andere technieken nodig, technieken
die het DNA, het erfelijk materiaal van de bacterién ontrafelen.

In de loop der jaren zijn er heel veel verschillende moleculaire technieken
ontwikkeld om de diversiteit en activiteit van bacterién in hun natuurlijk mili-
eu te bestuderen (Figuur 1). De meeste richten zich op het DNA of RNA van
de bacterién. Het mag duidelijk zijn dat ik vanwege de beperkte tijd deze tech-
nieken niet allemaal in detail kan bespreken, en zal me daarom beperken tot
één techniek, de DGGE.

PCR
MAR-FISH
Raman-FISH T-RFLP
metaproteomics FISH
Mmetatranscriptomics
Phylochip _
Geochip 16S-Tag-seguencing
metagenomics SiP CARD-FISH
S%CAP cloning DGGE

Figuur 1. Namen van verschillende moleculaire technieken die vanaf 1986 tot heden zijn
ontwikkeld en toegepast voor het bestuderen van bacterién in hun milieu.

DGGE of denaturerende gradiént gel elektroforese is een techniek die ik in
1993, dus 20 jaar geleden, in de microbiéle ecologie heb geintroduceerd om de
diversiteit van bacterién te bepalen (Muyzer et al., 1993). De techniek werkt als
volgt: Je neemt bijvoorbeeld een bodemmonster, waaruit je het DNA van de
bacterién die in het monster voorkomen isoleert. Vervolgens vermenigvuldig
je in het laboratorium een gen dat in alle bacterién voorkomt, maar wel in elke
bacteriesoort verschillende is. Je krijgt dan een mengsel van genen die afkom-
stig zijn van de verschillende bacteriesoorten. Dit mengsel scheidt je daarna op
een gel waarin stoffen zitten die het DNA denatureren, waarbij de twee stren-
gen van het DNA gedeeltelijk uit elkaar gaan en de fragmenten in de gel blij-
ven steken; na kleuring van de gel wordt er een bandenpatroon of profiel zicht-
baar. Elke band is afkomstig van een bacteriesoort in het bodemmonster, en
het aantal banden zegt iets over de diversiteit. Hoe meer banden, hoe groter de
diversiteit, en hoe dikker de band, hoe meer cellen er aanwezig zijn van deze
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soort. U ziet op deze gel in één oogopslag de microbiéle diversiteit in acht
verschillende monsters (Figuur 2). Sommige patronen lijken op elkaar en zul-
len waarschijnlijk dezelfde bacteriesoorten bevatten. Om dit met zekerheid te
kunnen zeggen moeten we de banden uitsnijden, de basevolgorde van het
DNA ophelderen, en de sequenties vergelijken met die in een database.
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Figuur 2. DGGE profielen van acht microbiéle levensgemeenschappen.

De DGGE techniek is zo razend populair geworden dat mijn publicatie van
deze techniek in het prestigieuze Amerikaanse tijdschrift Applied and Environ-
mental Microbiology tot op heden de meest geciteerde publicatie is in de 60-
jarige geschiedenis van dit tijdschrift.

Echter alle technieken hebben hun beperkingen, en de DGGE techniek is
hierop geen uitzondering. U ziet hier een grafiek, waarin de verschillende soor-
ten bacterién op de X-as staan, en het aantal cellen per soort op de Y-as. Er
zijn dus een paar soorten die heel talrijk voorkomen, en een heleboel soorten
die in lage aantallen, minder dan 0.1%, voorkomen, en die als zeldzaam be-
schouwd kunnen worden. Dat betekent overigens niet dat deze zeldzame soor-
ten niet interessant zijn, want ze kunnen heel talrijk worden als de milienuom-
standigheden veranderen. Eén van de beperkingen van de DGGE is dat je
alleen de meest talrijke soorten kunt aantonen; de zeldzame soorten worden
niet aangetoond.

Om alle bacterién in een monster aan te tonen, hebben we andere technie-
ken nodig, de zogenaamde Next Generation Sequencing technieken (Maclean
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et al., 2009), die recentelijk ontwikkeld zijn. Met deze technieken kunnen we
zowel de talrijke, als de zeldzame soorten aantonen (Sogin et al., 2006).

Met behulp van deze moleculaire technieken zijn we er achter gekomen dat
de meest bacteriesoorten in de natuur nieuw en onbekend zijn. Ik zal dit uit-
leggen aan de hand van deze stamboom die gemaakt is door het vergelijken
van DNA sequenties. U ziet in deze stamboom zwarte en witte takken. De
zwarte takken hebben namen, zoals Cytophagales of Proteobacteria (aangege-
ven met de groene pijlen); terwijl de witte takken slechts een code hebben,
zoals OP5 of OP11 (aangegeven met de rode pijlen). Van de zwarte takken
hebben we geisoleerde bacteriestammen, die goed bestudeerd zijn, maar van
de witte takken hebben we alleen DNA sequenties. We weten niet hoe deze
bacterién eruit zien, hoe we ze moeten isoleren, of wat hun functie in het mili-
eu is.

We hebben met behulp van deze moleculaire technieken ontzettend veel
informatie vergaard over de bacterién in de natuur. Zo weten we dat de micro-
biéle diversiteit enorm is, en dat de meeste bacteriesoorten nog niet geisoleerd
zijn. We zijn in staat om de bacterién te identificeren en te lokaliseren, en om
hun activiteit in het milieu te bepalen, en we kunnen zelfs de metabole reacties
van deze niet-geisoleerde bacteriesoorten reconstrueren. Echter we hebben
nog steeds geen antwoord op de vragen: Waarom er zoveel bacterién zijn?
Wat de rol van deze enorme diversiteit is voor het hergebruik van nutriénten?
En waardoor deze diversiteit wordt veroorzaakt?

Microbiéle ecologie: een oxymoron?

Het is niet dat deze vragen nooit eerder zijn gesteld, maar er is nooit onder-
zoek naar gedaan. Waarom dat zo is, is niet duidelijk, maar als we het vakge-
bied microbiéle ecologie met de ecologie, de bestudering van dieren en plan-
ten, vergelijken, dan valt ons wel een aantal belangrijke verschillen op. Zo is de
ecologie een coherente discipline, terwijl de microbiéle ecologie een verzame-
ling is van verschillende sub-disciplines; microbieel ecologisch onderzoek
wordt gedaan in de bodemmicrobiologie, in de aquatische microbiologie, in
de milieumicrobiologie, en zelfs in de medische microbiologie. Wordt de mi-
crobiéle ecologie voornamelijk gedreven door het ontwikkelen en toepassen
van methoden, wat noodzakelijk is, omdat we de bacterién anders niet kunnen
bestuderen. De ecologie wordt gedreven door het stellen van hypotheses. In de
microbiéle ecologie is het moeilijk om kwantitatieve resultaten te verkrijgen,
zodat er een statistische analyse op gedaan kan worden. Terwijl het gebruik
van statistiek in de ecologie de normaalste zaak van de wereld is. In de micro-
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biéle ecologie worden ecologische theorieén zeer beperkt toegepast (Prosser et
al,, 2007), met een paar uitzonderingen, zoals het onderzoek van mijn collega
Jef Huisman (Huisman and Weissing, 1999). Maar bijvoorbeeld de bekende
microbieel ecoloog Thomas Brock (1987) moest niets hebben van ecologische
theorie en noemde het steevast mumbo-jumbo, wat zoiets betekent als onzin.
Aan de andere kant negeren de ecologen grotendeels het belang van bacterién.
Vanwege het ontbreken van een hechte relatie tussen de ecologie en de micro-
biéle ecologie noemen de Spaanse wetenschappers Carlos Pedros-Ali6 en Ri-
cardo Guerrero (1994) de microbiéle ecologie ook wel een oxymoron of een
tegenstrijdigheid in bewoordingen.

Jammer, want microbiéle ecosystemen zijn uitermate geschikt voor het tes-
ten van ecologische hypotheses; ze nemen weinig ruimte in, groeien snel en
hebben, om met Rudy Kousbroek (1969) te spreken een negatieve aaibaar-
heidsfactor; er zijn, vooralsnog, geen actiegroepen die zich om het welzijn van
bacterién bekommeren. We kunnen ze, indien nodig, net zolang pesten tot ze
het loodje leggen.

Echter op het punt van het kwantitatieve aspect, de statistiek, gloort er
hoop. Met de eerder genoemde Next Generation Sequencing technieken zijn
we niet alleen in staat om de zeldzame bacterién te bestuderen, maar we kun-
nen met deze technieken ook honderden monsters tegelijkertijd analyseren
(Hamady et al., 2008), zodat we bijvoorbeeld met statistische zekerheid be-
paalde conclusies kunnen trekken, iets wat tot voor kort onmogelijk was. Aan
de hand van een voorbeeld laat ik u zien wat dit kan betekenen voor de micro-
biéle ecologie. U ziet hier mijn LinkedIn netwerk; een soort Facebook voor
professionals. Ik sta in het midden, omdat het mijn netwerk is. Mijn waarde
collega's Riks Laanbroek staat rechts van mij, en Mark van Loosdrecht links
onder. De grootte van de cirkel is een indicatie voor het aantal relaties, en
zowel Riks als Mark hebben heel wat relaties. Boven en onder de gekleurde
wolk ziet u een klein groepje grijze punten. Het groepje boven zijn mijn buren,
Mark en Claudia, en Andy en Liane; het groepje onder zijn mijn vrienden,
Govert en Yvonne, en Jan Poot. De beide groepjes zijn sterk geisoleerd, omdat
ze geen wetenschapper zijn, en dus geen interactie hebben met de personen in
de gekleurde wolk. Maar af-en-toe, onder hele speciale omstandigheden zoals
vandaag, komen ze elkaar tegen. Hebben bacterién ook een sociaal netwerk?
Komen sommige bacteriesoorten gezamenlijk voor onder bepaalde omstan-
digheden? En wat betekent dat dan?

Ja, bacterién hebben ook een sociaal netwerk. Hier ziet u het netwerk van
bacterién in 151 bodemmonsters (Barberdn et al., 2011). De verschillende kleu-
ren geven de identiteit van de bacterién aan, zoals weergegeven in de lijst. De
grote van de cirkel is een indicatie voor het aantal relaties, zoals bij het Linke-
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dIn netwerk. We zien heel veel losse relaties van bacteriesoorten, die elkaar
waarschijnlijk bij toeval zijn tegengekomen (zoals mijn buren en vrienden),
maar ook clusters van bacteriesoorten, die sterke relaties hebben met andere
soorten, zoals de Acidobacteria (groene cirkels), de Proteobacteria (bruine cir-
kels), en de Chloroflexi (rode cirkels). Dit soort netwerken geeft ons niet alleen
informatie over het belang van sommige bacteriesoorten in het milieu, maar
kunnen ons ook een belangrijk inzicht geven in bijvoorbeeld een gezonde en
ongezonde bacterieflora in onze darm.

Microbiéle Systeemecologie

De leerstoel Microbiéle systeemecologie richt zich op het bestuderen van mi-
crobiéle levensgemeenschappen met behulp van een systeem-biologische be-
nadering (Raes and Bork, 2008; Zengler and Palsson, 2012). Systeembiologie is
de wetenschap die biologische systemen, zoals een cel, een organisme of een
ecosysteem, bestudeert als een geheel, en daarbij gebruikt maakt van technie-
ken die kijken naar het DNA, RNA, eiwitten, biomoleculen en bepaalde net-
werken in de cel. De systeembiologie probeert de dynamiek van levende syste-
men in relatie met hun omgeving te begrijpen. Hé, is dat niet vergelijkbaar met
wat de microbiéle ecologie wil. Is microbiéle systeemecologie geen oude wijn in
nieuwe zakken?

Nee, dat is het zeker niet, want een wezenlijk onderdeel van de systeembio-
logie is het samenspel tussen experimenteren en modelleren. De resultaten die
verkregen zijn uit de experimenten worden gebruikt om een wiskundig model
te maken, waardoor er meer inzicht wordt gekregen in het systeem, en waar-
door nieuwe hypotheses worden gegenereerd. Deze nieuwe hypotheses worden
daarna weer getest in nieuwe experimenten. En het testen van hypotheses is nu
precies wat ontbreekt in de microbiéle ecologie. De microbiéle systeemecologie
is voor mij de schakel tussen ecologie en microbiéle ecologie, waarbij beschrij-
vend onderzoek verandert in verklarend onderzoek.

De paradox van zwavelbacterién in sodameertjes

Eén van de onderwerpen waar ik de komende jaren aan zal werken zijn de
zwavelbacterién in sodameertjes (Sorokin et al., 2011). Hier ziet u een foto van
één van deze meertjes, het Kulunda meer op de steppe van Siberié (Figuur 3).
Deze sodameren hebben een zuurgraad (of pH) van 10, en een zoutconcentra-
tie die kan variéren van geen zout tot verzadiging. In de winter is het ijskoud in
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Siberié, en in de zomer bloedheet, waarbij de kleine meertjes opdrogen. In het
voorjaar smelt de sneeuw en worden de meertjes weer gevuld met water. Voor
ons mensen zijn de meertjes een extreem milieu, maar voor de bacterién niet.
Zij leven er 24 uur per dag, 365 dagen per jaar, en dat voor meer dan duizen-
den jaar.

Figuur 3. Sodameer op de steppe van Siberié, Rusland.

Normaal is de biodiversiteit in extreme milieus erg laag. Op deze dia ziet u een
overzicht van de microbiéle diversiteit in een milieu met een zuurgraad van 1,
een zuurgraad waarin alle normale organismen oplossen. U ziet in het taart-
diagram (Figuur 4A) dat er maar vier verschillende organismen aanwezig zijn,
met als dominante bacteriesoort Leptospirillum (Tyson et al., 2004). Rechts
ziet u een taartdiagram (Figuur 4B) met de microbiéle diversiteit in een soda-
meer. U ziet dat er minstens 15 verschillende bacteriesoorten voorkomen, in
min-of-meer evenredige aantallen. De diversiteit is vergelijkbaar met de mi-
crobiéle diversiteit die we vinden in sommige niet-extreme milieus.

A B

Figuur 4. Biodiversiteit in een zuur milieu met pH 1 (A) en in een sodameer met pH 10 (B).
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Hoe kunnen deze bacterién floreren in zo’'n vijandig milieu? En waarom zijn er
zoveel verschillende bacteriesoorten. Eén van de hypotheses die ik hierbij zal
testen is dat stress genetische diversiteit genereert, waarbij ik de zwavelbacterién
onder wisselende omstandigheden, zoals hoge en lage zoutconcentraties, zal
groeien, en daarna de veranderingen in hun erfelijk materiaal, het DNA zal
bestuderen.

Een intrigerende vraag die ik in mijn onderzoek hoop te beantwoorden, is
hoe deze zwavelbacterién aan voldoende koolstof komen om te kunnen groei-
en. De bacterién gebruiken, net als planten, kooldioxide of CO, als koolstof-
bron, maar de concentratie van CO, bij hoge pH is erg laag, zoals u in deze
grafiek kunt zien. Bij hoge pH is er voornamelijk bicarbonaat of carbonaat
aanwezig. De bacterién moeten dus speciale aanpassingen hebben om vol-
doende koolstof op te kunnen nemen. Eén van die aanpassing is de aanwezig-
heid van een speciaal compartiment, het zogenaamde carboxysoom, waarin de
CO,-fixatie plaats vindt. Een andere aanpassing is de aanwezigheid van speci-
ale pompen in de celmembraan, die bicarbonaat naar binnen pompen. We
weten dat in sommige van de zwavelbacterién deze pompen inderdaad aanwe-
zig zijn, maar niet in allen. Hoe krijgen deze bacterién dan voldoende koolstof
binnen om te kunnen groeien.

Sommige van de zwavelbacterién hebben een enzym dat ureum kan splitsen
in ammoniak (NH,) en CO, (Figuur 5A). We weten dat deze bacterién ammo-
niak als stikstofbron gebruiken, maar kunnen ze CO, als koolstofbron gebrui-
ken, zodat ze op die manier voldoende koolstof binnen krijgen om te groeien?
We weten het niet.

Andere zwavelbacterién hebben een enzym dat thiocyanaat in ammoniak,
sulfide (H,S) en CO, kan splitsen (Figuur 5B). Ook hier weten we dat deze
bacterién het ammoniak als stikstofbron gebruiken en het sulfide als energie-
bron, maar ook hier de vraag of ze het op deze wijze geproduceerde CO, als
koolstofbron kunnen gebruiken.

A ureum ammoniak

CO(NHy)2 + H2O 2NH;3 + CO,

thiocyanaat waterstofsulfide

SCN- + 2H;0 m* NHs + HaS + CO;

Figuur 5. Enzymatische splitsing van ureum (A) en van thiocyanaat (B) door sommige
zwavel-oxiderende bacterién van het geslacht Thioalkalivibrio.
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Een andere vraag die ik in het onderzoek hoop te beantwoorden is: Waarom
leven er zoveel verschillende zwavelbacterién samen die allemaal sulfide ge-
bruiken als energiebron, en dus met elkaar zouden moeten concurreren? Wat
is hun ecologische rol (of niche)? Hiervoor zal ik de genomen van 85 stammen
van zwavelbacterién vergelijken om zo een zogenaamde pan-genoom te bepa-
len (Medini et al., 2005). U ziet hier een vergelijk tussen drie bacteriesoorten
(Figuur 6). Het pan-genoom bestaan uit de kern genen (het rode vlak), die
voorkomen in alle soorten, de niet-essentiéle genen, die voorkomen in een
paar, maar niet alle soorten (het groene vlak), en de unieke genen, die alleen
aanwezig zijn in één enkele soort (het blauwe vlakke). Het zijn met name de
niet-essentiéle en unieke genen die mogelijk een rol spelen bij het samenleven
van zoveel soorten.

soort A soort B

Figuur 6. Schematisch weergave van het pan-genoom van drie bacteriesoorten A, B, en
C. Het pan-genoom bestaat uit de kern genen, die in alle soorten voorkomen (rode
vlak), de niet-essentiéle genen, die in sommige, maar niet alle soorten voorkomen
(groene vlakken), en de unieke genen, die slechts in één soort voorkomen (blauwe vlak-
ken). Het pan-genoom is groter dan het genoom van een individuele soort. Naar: Muzzi
et al.,, 2007.

Om de rol van de niet-essentiéle en unieke genen te ontrafelen, zal ik de soor-
ten in het laboratorium onder verschillende condities groeien en daarbij de
expressie van de verschillende genen bepalen. De resultaten zullen gebruikt
worden om wiskundige modellen te maken die de interacties tussen de ver-
schillende bacteriesoorten kunnen voorspellen. Uiteindelijk hoop ik op deze
wijze te begrijpen waarom de verschillende zwavelbacterién naast elkaar kun-
nen bestaan en wat hun ecologische rol in het milieu is.
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Het voorgestelde onderwerp is een enorme uitdaging, omdat het bestuderen
van één enkele cel met behulp van een systeembiologische benadering al een
hele opgave is, laat staan het bestuderen van een complete levensgemeenschap.
Maar ik ga deze uitdaging graag aan en voel me daarin gesterkt door het ver-
krijgen van een ERC Advanced Grant, die beschikbaar is gesteld door de Eu-
ropese Unie. Met een bedrag van meer dan 2 miljoen euro kan ik me de ko-
mende 5 jaar omringen met een team van uitstekende en enthousiaste
promovendi en postdocs om aan dit onderwerp te werken. De uitgebreide
kennis en ervaring op het gebied van de Ecologie, die in het Instituut voor
Biodiversiteit en Ecosysteem Dynamiek aanwezig is, hoop ik hierbij te kunnen
benutten, zodat de ecologische theorie sterk verankerd is in het onderzoek.

Op deze manier hoop ik een alomvattend begrip te krijgen van het ecolo-
gisch succes van bacterién die leven bij extreme omstandigheden zoals een
hoge pH en hoge zoutconcentraties. Het onderzoek zal niet alleen van weten-
schappelijk belang zijn, maar de resultaten kunnen ook worden gebruikt voor
het duurzaam verwijderen van toxische zwavelcomponenten uit afvalwater
door de bacterién, zodat het project ook zal bijdragen aan een schoon en ge-
zond milieu.
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