T°T 33 &/

MACHT DER MICROBEN

door prof.dr. W.M. de Vos

Inaugurele rede uitgesproken op 30 November 1995
bij de aanvaarding van het ambt van hoogleraar in de
Microbiologie aan de Landbouwuniversiteit te

Wageningen.
\ X



MACHT DER MICROBEN

Mijnheer de Rector, zeer gewaardeerde toehoorders,

Iedereen heeft wel eens over de markt gelopen en de
kooplui gehoord die op een overtuigende manier
handige produkten probeerden te verkopen die het
huishouden in een handomdraai zouden verbeteren.
Eerst zien en dan geloven zullen velen gedacht hebben
en dat is een menselijke reactie.

Ook in de wetenschap is het *Vide et Crede’ - ziet en
gelooft - van groot belang. Maar naast een oplettend
oog 1s het essentieel om ook de juiste dingen zichtbaar
te maken. Dit gold ook voor Antonie van Leeuwen-
hoek toen hij meer dan 300 jaar geleden de micro-
scoop ontwikkelde en daarmee toegang kreeg tot een
nieuwe wereld, die van de microben - levende
organismen die met het blote oog niet waarneembaar
zijn. Zijn eerste beschrijving van deze microscopisch
kleine organismen in 1676 als ’de kleijne diertgens’
opende de weg voor de microbiologie. Het duurde
echter lang voordat deze wetenschap tot bloei kwam

- eerst moesten methoden gevonden worden om de
micro-organismen te kweken zonder inmenging van
buitenaf. Voortbouwend op de experimenten van
Louis Pasteur, van wie dit jaar de honderdste sterfdag
wordt gememoreerd, kon dit worden bereikt door
gebruik te maken van steriele kweekmedia waar
microben tot grote aantallen konden uitgroeien, van
één cel tot miljarden cellen. Tenslotte werd door
Jospeh Lister in 1873 de eerste microbiéle reincultuur
beschreven - een kweek van micro-organismen af-
geleid van één enkele cel. Het kunstmatige kweek-
medium dat hiervoor gebruikt werd bestond uit een
natuurlijk voorkomende grondstof waarmee wij allen
groot zijn gebracht, te weten melk. Het eerste micro-
organisme dat hiermee in reinculture werd gebracht
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was de kaasbacterie die door zijn ontdekker Bacterium
lactis werd genoemd. Met een pak melk, een klein
stukje jonge nederlandse kaas, en een lauwe ver-
warming zou u dat experiment nu gemakkelijk kunnen
overdoen op de keukentafel. Met behulp van een
microscoop zouden er in een druppeltje verzuurde
melk na een aantal dagen ontelbare kralensnoeren te
zien zijn, waarbi) elk bolletje dezelfde kaasbacterie is
die meer dan honderd jaar geleden werd ontdekt en nu
luistert naar de naam Lactococcus lactis.

Het feit dat we microben met het blote oog niet
kunnen zien maakt soms dat we ze vergeten. Zien is
immers geloven. Pas wanneer we buikpin krijgen na
het eten van een lekkere eterbavarois, worden we
weer eens geconfronteerd met het bestaan van micro-
organismen - en dan vooral in de negatieve zin.
Hierdoor 1s hun belangrijkheid er niet minder om.
Daarom heeft deze rede de wat zware titel "Macht der
Microben’ gekregen. Dit maakt het mogelijk de macht
van de micro-organismen te illustreren aan de hand
van nieuwe inzichten en ontwikkelingen in de
microbiologie, het onderwerp van mijn leeropdracht.
Daarnaast geeft deze titel de mogeljjkheid om
aandacht te geven aan het belang van micro-
organismen voor mens, milieu en maatschappij.
Daarom zal ik later in mijn verhaal terug komen op
enkele voorbeelden van het microbiologische
onderzoek dat uitgevoerd wordt bij verschillende
onderzoeksscholen van de Landbouwuniversiteit.

De historische niacht der microben

De belangrijkste macht die we kunnen toeschrijven
aan micro-organismen is dat ze de eerste vorm van
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leven op deze planeet vertegenwoordigden en daarom
aan de basis staan van de evolutie. Niemand is er bjj
geweest toen 20’n 4,5 miljard jaar geleden de Aarde
werd gevormd. Het is waarschijnlijk ook een tamelijk
warm bolletje geweest dat ontstond en het heeft een
half miljard jaar liggen af te koelen voordat de korst
was gestabiliseerd. Maar uit onderzoek van fossiele
overblijfselen komt naar voren dat rond 3,7 miljard
jaar geleden de eerste micro-organismen al aanwezig
waren. Dit was ruim voordat er zuurstof in de
atmosfeer aanwezig was. Deze micro-organismen
waren dan ook in staat tot zogenaamde anaérobe
ademhaling waarbij andere verbindingen dan zuurstof
worden gereduceerd. Aangenomen wordt dat de nu
bekende biochemische basisprincipes zijn ontwikkeld
in deze micro-organismen inclusief de fotosynthese,
waarbi) de lichtenergie wordt gebruikt en zuurstof
wordt gevormd uit water. Door deze microbiéle
fotosynthese is er zo’n 2 miljard jaar geleden een
atmosfeer ontstaan met zuurstof en nog steeds zijn
fototrofe micro-organismen verantwoordelijk voor een
groot deel van de zuurstofproduktie in de wereld.

De micro-organismen van toen hadden een simpel
bouwplan. De overeenkomstige micro-organismen van
deze tijd, prokaryoten genoemd, zijn eigenlijk niets
anders dan zakjes met daarin enzymen, eiwitten met
een katalytische functie, en nucleinezuren, waaronder
DNA, de drager van de erfelijke eigenschappen. Pas
veel later in de geologische tijdschaal, tussen 1,3 en
1,4 miljard jaar geleden, zijn er fossielen aangetroffen
van eukaryoten of Eukarya, die een ander bouwplan
bezitten en onder meer voorzien zijn van een celkern
waarin het DNA opgeslagen ligt. Dit bouwplan wordt
ook aangetroffen in de huidige schimmels, ook micro-
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organismen, maar met een geheel andere evolutionaire
positie zoals hieronder duidelijk zal worden. Ook na
het ontstaan van de Eukarya hebben de prokaryote
microben een essentiéle rol gespeeld bij hun evolutie.
Eukarya kunnen namelijk verschillende celorganellen
bezitten, de mitochondrién en chloroplasten, die
volgens de endosymbiont theorie van prokaryote oor-
sprong zijn. Fossiele resten van dieren zijn in veel
later gedateerde aardlagen gevonden en zijn pas de
laatste vijfhonderd miljoen jaar geé€volueerd. De
spectaculaire tijden van de dinosauriérs zijn op deze
tijdschaal van zeer recente datum. Hoewel de film-
industrie ons anders wil doen geloven kunnen deze
grootste organismen aller tijjden niet meer tot leven
worden gewekt uit een stukje barnsteen. Dit geldt niet
voor sommige micro-organismen die strategieén
hebben ontwikkeld om te overleven in barre tijden
door de vorming van sporen. In het verteringskanaal
van insekten komen dergelijke sporevormers voor, die
als bron kunnen dienen voor de verteringsenzymen. In
de fossiele resten van insekten die gevangen zaten in
barnsteen zijn kortgeleden microbiéle sporen gevonden
die levensvatbaar bleken en nu, na enkele tientallen
miljoenen jaren, vermenigvuldigd kunnen worden. De
paleobiologie blijkt tot leven te komen met de micro-
organismen!

De ordening van al wat leeft in stambomen, heeft de
mens al eeuwenlang geobsedeerd. Een van de eerste
stambomen waarin een plaats was voor micro-
organismen werd in 1866 geproduceerd door

Ernst Haeckel en geeft een indeling in planten, dieren
en protisten, waaronder de prokaryoten in de vorm
van de Moneres. Meer recentere stambomen gaan uit
van een verschillend aantal koninkrijken, meestal vijf,
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met planten, dieren en, in verschillende vorm, de
micro-organismen. Dit zal de systematiek zijn die
velen van u kennen.

Het is echter dankzij de micro-organismen dat we nu
een heel andere kijk hebben op de stamboom van het
leven. Hun macht is namelijk ook hun onmacht die
gelegen is in het feit dat ze klein zijn. Door hun
geringe grootte zijn de mogelijkheden voor morfo-
logische variatie beperkt. Hoewel er een groot aantal
exotische vormen zijn, zien de meeste microben er uit
als staafjes van verschillende grootte of bolletjes,
precies zoals Antonie van Leeuwenhoek ze beschreef.
Dat wil niet zeggen dat alle bolletjes of alle staafjes
hetzelfde micro-organisme zijn of dezelfde evolutie
hebben doorgemaakt. Integendeel, als je ze van binnen
bekijkt dan blijken er grote verschillen te zijn.
Uitgedaagd door het probleem van de microbiéle
taxonomie zijn er methoden ontwikkeld en
geperfectioneerd die het mogelijk maken om de
verwantschap van alle levende wezens in kaart te
brengen. Hierbij wordt gebruik gemaakt van de schat
aan informatie die opgeslagen ligt in de volgorde van
eiwitten en nucleinezuren. De veranderingen in de
volgorde van de bouwstenen van deze biomoleculen is
een afspiegeling van de evolutionaire veranderingen in
de organismen waarin ze voorkomen. De sequentie
informatie kan dus gebruikt worden om evolutionair
_klok te kijken. Eén van deze biomoleculen, het
ribosomale RNA, is de laatste jaren ontwikkeld tot de
moleculaire chronometer van het evolutieonderzoek.
Hiervoor zijn een drietal redenen aan te geven: (i) het
ribosomale RNA komt in alle levende wezens voor;
(i1) nibosomaal RNA is een nucleinezuur en
opgebouwd uit nucleotiden die op eenvoudige wijze te
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vermenigvuldigen en te sequeneren zijn; en (i)
ribosomaal RNA bevat zowel snel als langzaam
evoluerende volgordes bezit. Hierdoor kunnen zeer
nauw verwante organismen, sommigen zelfs behorend
tot dezelfde soort, maar ook heel weinig verwante
-organismen worden geplaatst in één en dezelfde
universele stamboom waarbij de evolutionaire afstand
nauwkeurig kan worden bepaald. Dit fylogenetisch
onderzoek, dat grotendeels door Carl Woese 1s gestart
en doorgezet, heeft geleid tot de belangrijke
ontdekking dat er drie superkoninkrijken zijn, ook wel
domeinen genoemd: de Bacteria, de Archaea, en de
Eukarya - waaronder de huidige planten, dieren en
schimmels.

De moderne stamboom voorspelt dat de Bacteria
vroeg in de evolutie gedivergeerd zijn van de
Archaea. Zowel de Bacteria als de Archaea zijn
micro-organismen die hetzelfde prokaryote bouwplan
bezitten. Er bestaan echter belangrijke biochemische
verschillen tussen deze prokaryote micro-organismen.
Archaea hebben een aantal unieke eigenschappen zoals
een membraan die etherbindingen bevat en een
celwand zonder peptidoglycan. Daarnaast lijkt de
manier waarop DNA in RNA wordt omgezet in
Archaea in veel opzichten op die welke gevonden
wordt in Eukarya wat overeen komt met hun fylo-
genetische positie. Tenslotte komen in Archaea tal van
unieke biochemische processen voor. Zo zijn
methanogene Archaea, die zijn mede ontdekt door de
eerste Wageningse hoogleraar in de microbiologie,
Dr. Nicolaas S6hngen, in staat tot groei onder stnkt
zuurstofloze omstandigheden waarbij ze energie halen
uit de omzetting van azijnzuur of kooldioxide en
waterstof in methaan via bijzondere biochemische

6



routes. De meest spectaculaire eigenschap van veel
Archaea, die uniek is voor alle levende wezens, is
echter hun groei onder extreme omstandigheden.

Microbiéle macht in extremen

In zoutmeren maar ook in ingedampte zeebekkens,
kunnen de halofiele Archaea voorkomen waarvan
sommigen nog kunnen groeien in verzadigde
oplossingen van keukenzout. Deze halofielen
produceren een rood pigment en zijn daardoor
gemakkelijk herkenbaar als ze van bovenaf worden
bekeken. Een andere groep Archaea omvat de
acidofielen die bij een zeer lage pH (zuurtegraad)
optimaal kunnen groeien en waarvan sommigen hun
omgeving zelfs nog verder verzuren. Recent zijn er
Archaea ontdekt die zelfs bij een negatieve pH waarde
kunnen groeien - taaie beestjes, want dit komt aardig
in de buurt van puur zwavelzuur. De kroon wordt
echter gespannen door de Archaea die bij zeer hoge
temperatuur kunnen groeien. Sinds een tiental jaren i1s
het dankzij het pionierswerk van Karl Stetter bekend
dat er micro-organismen kunnen groeien rond het
kookpunt van water.

Onze planeet is na 4,5 miljard jaar nog steeds bezig
met afkoelen en op breuklijnen in de aardkorst kan
water in contact komt met het hete magma en sterk
verhit worden. Dit kan leiden tot geijsers en andere
hete bronnen terwijl ook water in de buurt van heet
vulkanisch-actief gesteente flink verhit kan worden.
Op een aantal plaatsen in de oceanen komen deze
breuklijnen op grote diepten voor, enkele kilometers
onder zeeniveau. Hier kan het zeewater onder hoge
druk verhit worden waardoor de temperatuur tot



boven de 350 °C kan oplopen. Spectaculair zijn de
schoorstenen die gevormd worden door neerslag van
metalen afkomstig uit het binnenste der aarde waaruit
het hete water wordt geperst. In deze zogenaamde
"hydrothermal vents’ ontstaan door menging met het
1jskoude oceaanwater temperatuurgradiénten. Hierin
kunnen wolken micro-organismen voorkomen die
uiteindelijk weer substraat zijn voor andere
levensvormen zoals schelpen en wormen, waarvan er
grote aantallen bij deze vents gevonden worden. Door
de bouw van drukbestendige duikboten is men in staat
geweest af te dalen naar de diepten van de oceanen en
uit deze en andere plaatsen met geothermisch verhit
water zijn de zogenaamde hyperthermofiele microben
geisoleerd die boven de 80 ° kunnen groeien. Veel
van deze hyperthermofielen kunnen boven de kook-
temperatuur van water groeien en deze behoren
zonder uitzondering tot de Archaea. Een van deze
hyperthermofiele Archaea luistert naar de prachtige
naam Pyrococcus furiosus, de ziedende vuurbal, en is
in staat is zich elk half uur te verdubbelen bij 100 °C.
Het hyperthermofielen-wereldrecord is dit jaar gezet
op 113 °C en de vraag is waar de grens ligt. Ook hier
geldt weer, zien is geloven, want enkele tientallen
jaren geleden had niemand het bestaan vermoed van
deze micro-organismen, die met recht uitgekookt
kunnen worden genoemd. De vraag ligt voor de hand
hoe het komt dat deze microben zijn aangepast om
onder deze en andere extreme omstandigheden te
kunnen groeien. Dit is een heet onderwerp dat
hieronder aandacht krijgt. Maar zijn het wel
aanpassingen aan een hoge temperatuur of zijn deze
micro-organismen het meest verwant aan de laatst
gemeenschappelijke voorouder waarvan wordt
verondersteld dat deze ook bij een hoge temperatuur
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heeft geleefd? Dit laatste is een goede mogelijkheid
omdat alle hyperthermofiele micro-organismen de
diepste en kortste aftakkingen hebben in de universele
stamboom.

Macht in biodiversiteit

Omdat microben klein en veelal eenvormig zijn, is het
niet eenvoudig een beeld te krijgen van hun soorten-
rijkdom. De huidige schattingen gaan uit van het
bestaan van rond één miljoen soorten Bacteria en
Archaea, waarvan er slechts ruim drieduizend zijn
beschreven. Dat zou betekenen dat er voor elke soort
die nu beschreven is er nog drichonderd andere,
onbekende soorten zijn. Een groot probleem bij het
onderzoek naar de soortenrijkdom maar ook bij de
functionele karakterisatie van deze micro-organismen
is het feit dat er onvoldoende kennis bestaat over hun
fysiologische behoeften die nodig zijn voor groei in
het laboratorium. Voor veel microben zijn de juiste
methoden om ze te kweken nog niet ontwikkeld.
Daamaast kunnen bekende micro-organismen voor-
komen in een staat die als niet-kweekbaar wordt
beschreven. Dit alles maakt dat één gram grond meer
dan een miljard micro-organismen kan bevatten
waarvan er minder dan één procent kan worden
gekweekt. Nog lagere fracties kweekbare microben
komen voor in water, terwijl van andere ecosystemen
niet eens bekend hoeveel micro-organismen er
voorkomen en welke fractie kweekbaar is. Hierdoor
kan de biodiversiteit van micro-organismen sterk
worden onderschat - alsof een marsmannetje op een
zonnige zaterdag bij Zandvoort op het strand kijkt en
denkt dat er alleen maar een paar mensen 1in kleren
rondlopen.




Het is duidelijk dat er daarom grote behoefte bestaat
aan snelle methoden om inzicht te krijgen in de
biodiversiteit van micro-organismen. Een belangrijke
rol heeft ook hier het onderzoek van het ribosomale
RNA. Zoals hierboven aangegeven bezit dit snel en
langzaam evoluerende sequenties. Hierdoor heeft elke
microbiéle soort als het ware zijn eigen handtekening
in het ribosomale RNA die zeer gemakkelijk herken-
baar is - als je deze handtekening tenminste kent.
Door gebruik te maken van moleculaire detectie
methoden is het mogelijk deze handtekening zichtbaar
te maken. Een recente ontwikkeling hierbij is het
gebruik van in situ hybridisatie technieken waarbij
microscopische methoden worden gecombineerd met
het gebruik van fluorescerende DNA probes gericht
tegen de variabele ribosomaal RNA gebieden - de
handtekeningen. Hierdoor kunnen micro-organismen
worden geidentificeerd en zichtbaar gemaakt zonder
ze te kweken in het laboratorium - alsof ze met een
rood petje rondlopen. Zien is geloven! Hoewel deze
technieken nog volop in ontwikkeling zijn en tamelijk
tijdrovend, 1s hun kracht al aangetoond door de
ontdekking van tal van nieuwe soorten micro-
organismen zoals hieronder zal worden geillustreerd.

Macht van microbiéle genomen

Hun kleine afmetingen, diepe fylogenetische positie,
en eenvoudige bouwplan, zijn mogelijke verklaringen
voor het feit dat prokaryote micro-organismen de
kleinste genomen bezitten. Dat wil zeggen dat er in
hun DNA het minste aantal bouwstenen, nucleotiden
genoemd, zitten - in de orde grootte van een half
miljoen tot enkele miljoenen nucleotiden. De snelle
bepaling en analyse van de nucleotidenvolgorde van
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genomen is de laatste jaren sterk ontwikkeld. Hier-
door is het nu mogelijk de totale genoomsequentie van
organismen te bepalen - ofwel populair gezegd de
genetische streepjescode af te lezen. Hoe groter het
genoom des te groter de klus, de kosten, en de
complexiteit van de sequentiebepaling en -analyse. De
genomen van dieren en planten kunnen wel duizend
keer zo groot kunnen zijn als die van prokaryote
micro-organismen. Hoewel veel van de informatie in
deze genomen waarschijnlijk niet coderend is, is dit
pas zeker als het eerst bekeken is. Zien is geloven!

Gelukkig zijn sommige genomen wat kleiner en de
laatste jaren zijn er verschillende sequentieprojecten
gestart met genomen van rond de 100 miljoen nucleo-
tiden zoals die gevonden worden in C. elegans, een
nematode met een gedefinieerd bouwplan, de model-
plant Arabidopsis - de zandraket - en het commerci€le
gewas njst. Daarnaast zijn de voorbereidingen gestart
voor de sequentiebepaling van de humane genoom met
meer dan een miljard nucleotiden in het HUGO
project. Naast het feit dat hiermee grote investeringen
zijn gemoeid in geld, ruimte, en mankracht, 1s het
duidelijk dat dit allemaal lang-lopende projecten zijn
waarvan de beéindiging voor het merendeel pas in het
volgende millennium verwacht wordt. Als vinger-
oefening voor deze megaprojecten is in verschillende
laboratoria ter wereld begonnen met de sequentie-
bepaling van een verscheidenheid aan microbiéle
genomen voor slechts een fractie van de kosten. Dit
najaar is hiermee de eerste mijlpaal bereikt met de
bepaling van de volledige nucleotidenvolgorde van het
eerste complete genoom van een levend organisme,
dat van de bacterie Haemophilus influenzae met
afmeting van 1.830.137 nucleotiden. De ontwikke-
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lingen gaan nu erg snel en een aantal andere kleine
microbiéle genomen - waaronder die van een tweetal
Archaea - zijn reeds gesequeneerd, sommige zelfs in
enkele maanden. Wat gaat dit allemaal opleveren? De
eerste resultaten laten vooral zien wat we niet weten:
rond een kwart van genen blijkt geheel nieuw te zijn
terwijl van een kwart van de resterende genen wel is
vastgesteld dat ze elders voorkomen maar niet wat
hun functie is. Er 1s nog daarom nog veel te leren en
het functionele onderzoek aan genen in bekende
genomen zal een belangnjke uitdaging worden in de
komende jaren. Daamaast zal vergelijking van deze
genoomsequenties inzicht kunnen geven in de
evolutionaire positie van micro-organismen. Tenslotte,
kan deze blauwdruk van een microbiéle cel de basis
leggen voor gericht onderzoek naar de vraag hoe in
levende organismen de genen zijn georganiseerd, hoe
ze tot uitdrukking komen, en - nog belangrijker - hoe
de individuele bouwstenen kunnen leiden tot een
zelfreplicerend geheel. Kortom, de eerste stappen die
nodig zijn voor het ontrafelen van het geheim van het
leven, zijn nu gezet in micro-organismen.

Macht der microben voor mens, milieu en maat-
schappij

Het is een onmogelijke taak om een volledige
opsomming te geven van de grote globale betekenis
die micro-organismen hebben. Dit zou ook nogal een
eentonig verhaal kunnen worden met veel superlatie-
ven. Eenvoudiger 1s het te concluderen dat zonder
microben er geen leven op deze wereldbol zou zijn
omdat ze essentieel zijn in alle biogeochemische
kringlopen en voedselketens in de natuur. Per definitie
dragen micro-organismen derhalve bij aan de duur-
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zaamheid van het leven op deze planeet. Inzicht in de
microbiéle biodiversiteit en activiteit is dan ook van
groot belang om milieuveranderingen te volgen en
effecten van milieubelasting te voorspellen, de groei
van planten en dieren te bevorderen, alsook de
kwaliteit van het menselijk leven te verbeteren.

Hieronder zal ik proberen de macht van micro-
organismen te illustreren aan de hand van enkele
voorbeelden van het onderzoek zoals dat plaats vindt
binnen de onderzoeksscholen van de Landbouw-
universiteit, zoals Experimentele Planten-
wetenschappen (EPW), Voeding, Levensmiddelen-
technologie, Agrobiotechnologie en Gezondheid
(VLAG), en Milieuchemie en Toxicologie (M&T).
Hierbij zal ik speciale aandacht geven aan het
onderzoek bij de vakgroep Microbiologie waarbij de
gebieden van de microbiéle fysiologie, ecologie en
genetica worden geintegreerd.

Door de ontkoppeling van werk en eten wordt in een
welvaartsstaat vaak vergeten dat de produktie van
voedsel een sleutelactiviteit is van de mens. In veel
landen met schrale gronden is er behoefte aan
gewassen die een hoge opbrengst geven zonder
gebruik van kunstmest. Omdat stikstof één van de
beperkende elementen is in deze arme gronden 1s er
veel aandacht voor het gebruik van bacterién die 1n
staat zijn atmosferische stikstof te gebruiken in een
symbiontische associatie met planten. Deze bacteneén,
die door Martinus Beyerinck zijn ontdekt, hebben een
zeer specifieke relatie met hun waardplant ontwikkeld
die resulteert in de vorming van wortelknolletjes waar
de microbiéle stikstofbinding onder anaérobe condities
plaats vindt. Onderzoek naar de biodiversiteit van
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deze bacterién, hun gastheerspecificiteit, en hun
competitievermogen, is niet alleen van belang om het
inzicht te vergroten in de relatie plant-micro-
organismen maar ook om nieuwe microbiéle ent-
stoffen te ontwikkelen die kunnen worden ingezet in
gronden met een natuurlijke populatie van
competerende en minder effectief stikstofbindende
bacterién. In het onderzoek onder leiding van Dr. Tek
An Lie en Dr. Antoon Akkermans wordt de biodiver-
siteit en het competitievermogen van Rhizobium
soorten in soja, erwt, en andere vlinderbloemigen
onderzocht door gebruik te maken van de besproken
moleculaire detectie technieken gebaseerd op het
ribosomale RNA. Daamaast wordt het lot van
individuele Rhizobia tijdens competitie gevolgd
waarbij gebruik gemaakt wordt van genetische
merkergenen die zijn ingebouwd in het genoom. Deze
merkergenen dienen van nature niet voor te komen in
de grond en daarom zijn Rhizobium stammen gemerkt
met een gen afkomstig uit de hyperthermofiele
Archaeon Pyrococcus furiosus dat codeert voor een
thermostabiel B-glucosidase. Dit enzym is in staat om
bij hoge temperatuur uit bepaalde substraten een
blauwe kleurstof vrij te maken. De succesvolle
infectie van planten met deze Rhizobia kan nu onder
experimentele omstandigheden eenvoudig vastgesteld
worden omdat er dan blauwe knolletjes gevormd
kunnen worden. Zien is geloven. Hierdoor is het
mogelijk om snel vast te stellen of en onder welke
condities de gemerkte Rhizobium kan competeren in
niet-steriele gronden.

Voedsel 1s er om gegeten te worden en van te
groeien. Ook hierbij spelen micro-organismen een
belangrijke rol - want of we willen of niet, sinds onze
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geboorte dragen we allemaal enkele honderden
grammen microben met ons mee in ons darmkanaal.
Deze anaérobe microflora in de darm helpt het
lichaam bij de omzetting van ons voedsel tot bruikbare
voedingsstoffen en geeft ons daarnaast een natuurlijke
bescherming tegen ziekteverwekkers. Geinspireerd
door het lange leven van mensen die veel gefermen-
teerde zuivelprodukten consumeerden, was men aan
het begin van deze eeuw ervan overtuigd dat het eten
van bepaalde bacterién onze weerstand zou vergroten
en het leven zou verlengen. De Bacillus van het lange
leven die indertijd beschreven werd, is een melkzuur-
bacterie en heet nu Lactobacillus. De laatste jaren is
er een hernieuwde belangstelling voor de toepassing
van deze en andere melkzuurbacterién, als zoge-
naamde probiotica, in gezondheidsprodukten die in
toenemende mate in de supermarkt te koop zijn.
Hoewel gesteld kan worden dat verkoop van deze
produkten in ieder geval goed is voor de fabrikant, is
de vraag aan de orde of en hoe deze probiotica de
samenstelling van de darmflora beinvloeden en hun
vermeende heilzame werking uitoefenen. Voor de
microbiéle kant van dit onderzoek 1s het nodig om de
biodiversiteit van de darmflora te kennen,
verschuivingen hierin te bepalen, en het lot van
toegediende melkzuurbacterién te volgen. De
hierboven beschreven in situ detectie- en identificatie-
techieken gebaseerd op handtekeningen in het
ribosomale RNA zijn hiervoor uitermate geschikt. In
de groep van Dr. Antoon Akkermans zin deze
technieken al toegepast op een niet-kweekbare groep
anaérobe sporevormers, die als lange staven voorkomt
in het darmkanaal van dier en mens. De hand-
tekeningen van deze bacterién zijn bepaald, waardoor
het niet alleen mogelijk was om de soorten te plaatsen

15




in de fylogenetische stamboom maar ook om deze in
situ in de darm van proefdieren te detecteren met
behulp van fluorescerende DNA probes. Zien is
geloven. Verwacht kan worden dat deze moleculaire
benaderingen een bijdrage zullen leveren aan het
inzicht in de dynamica van de darmflora en het
perspectief van de probiotica.

Doordat we met veel mensen bij elkaar wonen in een
land met een aanzienlijke industriéle activiteit zijn we
ons meer en meer bewust van de noodzaak van een
schoon milieu. Micro-organismen vervullen een
onzichtbare rol bij de afbraak van een groot aantal
milieubelastende verbindingen. Veel onderzoek is
verricht naar de wijze waarop dergelijke verbindingen
afgebroken kunnen worden in de aanwezigheid van
zuurstof. In natuurlijke ecosystemen zijn echter veelal
anaérobe omstandigheden aanwezig die andere
omzettingen nodig maken. Daarmaast worden sommige
milieuvreemde verbindingen alleen onder anaérobe
omstandigheden afgebroken. Een voorbeeld hiervan is
de afbraak van tetrachlooretheen, dat op grote schaal
gebruikt werd en nog wordt bij chemische reiniging
en grond en grondwater kan vervuilen. Onder
dagelijkse leiding van Dr. Gosse Schraa zijn er
microbiéle mengculturen gevonden die in staat zijn om
tetrachlooretheen volledig anaéroob om te zetten in
het onschadelijke etheen zonder ophoping van het
toxische vinylchloride. Eén van de micro-organismen
is geisoleerd uit de mengculture en fysiologisch
onderzocht. Deze Dehalobacter restrictus blijkt
waterstof te gebruiken om de chlooratomen te
verwijderen uit tetrachlooretheen onder vorming van
hydrochloride. Dit is één van de in aantal groeiende
voorbeelden van het proces van dehalorespiratie,
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anaérobe ademhaling waarbij onder andere chloor
bevattende substraten als terminale wWaterstofacceptor
worden gebruikt. De vraag is wat voor enzymen deze
reactie verzorgen, hoe energie wordt gevormd, en wat
de regulatie is van dit proces. In een projectgroep
onder begeleiding Dr. Gosse Schraa, Dr. Fons Stams
en Dr. John van der Oost, is een aantal medewerkers
kortgeleden gestart om dit proces nader te
onderzoeken.

Om vervuiling te voorkomen wordt industrieel en
huishoudelijk afvalwater op grote schaal gereinigd.
Voor een belangrijk deel vindt deze zuivering plaats
in anaérobe installaties waarin biogas (grotendeels
methaan) als eindprodukt wordt gevormd. Deze laatste
stap die door methanogene Archaea wordt verzorgd is
essentieel voor het goed functioneren van deze
installaties. Door de vorming van methaan uit
waterstofgas zijn deze methanogenen in staat om de
waterstofspanning in de reactoren zeer laag te houden,
waardoor belangrijke omzettingen door waterstof-
producerende bacterién thermodynamisch mogelijk
worden. Deze zogenaamde syntrofe interacties, waarin
de micro-organismen elkaar helpen, zorgen voor een
efficiénte omzetting van vetzuren als propionaat en
butyraat. De micro-organismen in deze reactoren
komen voor in zogenaamd korrelslib, een biofilm van
microkolonies. Onder de microscoop ziet dat korrel-
slib er soms uit als een verzameling tennisballen met
daarin een geordende structuur van microkolonies. In
de onderzoeksgroepen van Dr. Fons Stams en

Dr. Antoon Akkermans worden de fysiologische
processen in en de interacties tussen de belangrijkste
spelers in deze tennisbal onderzocht. Hierbiy wordt
gebruik gemaakt van in situ hybridisatie technicken

17



waardoor het mogelijk is om specifiek de propionaat-
afbrekende microkolonies zichtbaar te maken tussen
microkolonies van de methanogenen. De waarneming
dat deze syntrofe spelers in een zichtbare intieme
relatie samenwerken bij de afbraak van propionaat in
methaan heeft het onderzoek naar de structuur en
functie van korrelslib een nieuwe impuls gegeven.
Daarnaast kan met deze en andere moleculaire
methoden de microbiéle samenstelling van slibkorrels
snel in kaart worden gebracht waardoor een betere
beheersing van de microbiéle spelers in de anaérobe
waterzuivering tot de mogelijkheden behoort.

Het genicht gebruik van micro-organismen voor het
maatschappelijk nut heeft honderd jaar geleden door
het onderzoek van Louis Pasteur een wetenschappe-
lijke basis gekregen. Dit gebruik, dat aangeduid kan
worden als biotechnologie, heeft de laatste twintig jaar
een revolutie doorgemaakt door de toepassing van
genetische modificatietechnieken waardoor micro-
organismen op gerichte wijze verbeterde, of geheel
nieuwe, eigenschappen kunnen krijgen. Daarnaast
hebben deze technieken het mogelijk gemaakt het
natuurlijke potentieel van micro-organismen optimaal
te benutten.

In sommige gevallen worden micro-organismen niet
direct in industniéle processen ingezet maar wel hun
actieve bestanddelen, zoals enzymen die bepaalde
omzettingen kunnen katalyseren. De eerder besproken
hyperthermofiele Archaeon Pyrococcus furiosus bevat
enzymen die door hun activiteit bij hoge temperatuur
en grote thermische en chemische stabiliteit mogelijk-
heden hebben om als biokatalysatoren gebruikt te
worden in industriéle processen die nu nog chemisch
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verlopen. Daamaast is door Dr. Servé Kengen ontdekt
dat dit micro-organisme een aantal geheel nieuwe
enzymen bezit die betrokken zijn bij de suikerafbraak.
Het onderzoek aan dergelijke enzymen wordt belem-
merd omdat de cel- en produktopbrengsten laag zijn.
Daarom is onder dagelijkse leiding van eerst Dr. Rik
Eggen en later Dr. John van der Oost, de genetische
informatie voor sommige van deze stabiele enzymen
gekarakteriseerd en overgedragen naar geschikte
modelbacterién. Dit resulteerde 1n overproduktie van
verschillende Pyrococcus furiosus enzymen met
behoud van hun hoge thermostabiliteit en andere
biochemische eigenschappen die nu beter kunnen
worden bestudeerd. Hierdoor is het ook mogelijk om
door gerichte veranderingen in de eiwitketen, middels
protein engineering, te onderzoek wat de basis 1s voor
de hoge stabiliteit van deze enzymen. In een Europese
samenwerking wordt dergelijk onderzoek op dit
moment uitgevoerd met het modelenzym glutamaat
dehydrogenase dat de intracellulaire koolstof en
stikstof kringlopen verbindt en toepassingen heeft bij
de produktie van het aminozuur glutamaat dat als
smaakstof gebruikt wordt. De driedimensionale
structuur van het Pyrococcus furiosus glutamaat
dehydrogenase is kortgeleden gereed gekomen en
blijkt een ongewoon groot aantal zoutbruggen te
bevatten die niet voorkomen in vergelijkbare enzymen
met lage thermostabiliteit. Dit is het eerste bekende
enzym waarvan de structuur is opgehelderd en nader
onderzoek dient uit te wijzen of dit een algemeen
mechanisme is voor eiwitstabilisatie in hyper-
thermofiele Archaea en of het gebruikt kan worden
voor stabilisatie van andere enzymen. Op dit moment
worden verschillende mutante glutamaat dehydroge-
nasen gemaakt om de bijdrage is van deze zout-
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bruggen aan de thermostabiliteit te onderzoeken.

Een voorbeeld van de directe toepassing van micro-
organismen 1n industriéle processen is het gebruik van
de al eerder genoemde kaasbacterie Lactococcus
lactis. In Nederland worden jaarlijks meer dan 10*
van deze kaasbacterién gebruikt als starterculturen bij
de produktie van kaas en het ligt daarom voor de hand
dat deze melkzuurbactenién bestudeerd worden bij het
Nederlands Instituut voor Zuivelonderzoek (NIZQO) te
Ede. Een belangnjk probleem bij de produktie van
kaas is de activiteit van sporevormende bederf-
bacterién die kazen kunnen opblazen door boter-
zuurgisting. Het was al lang bekend dat deze
sporevormers, net als sommige ziekteverwekkers,
geremd konden worden door nisine, een klein
antimicrobieel peptide van bekende structuur dat
wereldwijd wordt gebruikt om de houdbaarheid van
voedingsmiddelen te vergroten. Nisine wordt gemaakt
door sommige stammen van Lactocococus lactis maar
juist niet door de stammen waarmee een goede kaas
gemaakt kan worden. Nadat uit genetisch onderzoek
was komen vast te staan dat de informatie voor de
produktie van nisine overgedragen kon worden door
nauw cel-celcontact (een vorm van natuurlijke
bacteriéle sex) was de weg vrij voor het gericht
vervaardigen van nisine-producerende starterculturen.
Deze zijn onder de dagelijkse leiding van Dr. Jeroen
Hugenholtz gereed gekomen en blijken de boterzuur-
gisting in kaas zonder verdere toevoegingen geheel te
onderdrukken waardoor de produkthoudbaarheid sterk
wordt verhoogd. Deze starterculturen z1jn met
natuurlijke methoden vervaardigd en kunnen daarom
zonder belemmenng in de markt worden geintro-
duceerd. Uit parallel onderzoek naar de structuur-
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functie relatie en biosynthese van nisine onder de
dagelijkse leiding van Dr. Oscar Kuipers is gevonden
dat de nisineproduktie door Lactococcus lactis
aangeschakeld wordt door nisine zelf. Nisine is
daarom niet alleen een antimicrobieel peptide maar
ook een signaalmolecuul dat specifiek wordt herkent
door de kaasbacterién en daarin de genen voor
nisineproduktie aanschakelt. Hierdoor is de nisine-
produktie afhankelijk van de dichtheid in een
reincultuur van Lactococcus lactis. Dergelijke
dichtheidsregulatie, ook wel 'quorum sensing’
genoemd, komt bi) meerdere micro-organismen voor,
maar dit is het eerste voorbeeld van een peptide als
signaalmolecuul dat bovendien nog een andere functie
heeft. De vraag is waarom een dergelijke dichtheids-
regulatie optreedt. Een goede mogelijkheid is dat dit
systeem een waarborg is voor een snelle en hoge
nisine produktie aan het eind van de groei van een
culture waardoor mogelijke microbiéle concurrenten
worden geremd zonder dat deze de kans hebben gehad
tolerantie voor nisine te ontwikkelen. Een interessant
resultaat van dit onderzoek is de exploitatie van de
genetische schakelaar die door nisine wordt geboden.
Hierdoor is het mogelijk gebleken om door toevoeging
van nisine aan Lactococcus lactis cellen een snelle en
hoge produktie van nieuwe enzymen te verkrijgen,
zoals peptidasen die ontbitterende activiteit bezitten en
toegepast kunnen worden bij het maken van beter
smakende produkten. Deze ontwikkeling is een
belangrijke stap voorwaarts in het gebruik van
melkzuurbacterién als microbiéle fabrniek van
produkten voor de voedingsmiddelenindustrie.
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Slotopmerking

Deze rede ben ik gestart en ge€indigd met de
kaasbacterie die als eerste micro-organisme in
reinculture werd gebracht, in astronomische aantallen
wordt geproduceerd, maar waarvan na honderd jaar
nog veel te leren valt - zelfs, of met name, van
reinculturen. Andere voorbeelden hebben betrekking
gehad op de interacties tussen micro-organismen
onderling en hun milieu. Tenslotte is aangegeven dat
het leven niet ingedeeld dient te worden in planten,
dieren en micro-organismen maar in micro-
organismen, micro-organismen, en Eukarya - planten
en dieren, zo u wilt.

Het 1s duidelijk dat het vakgebied van de Micro-
biologie, met name door het voortgaand gebruik van
moleculaire technieken, nieuwe uitdagingen tegemoet
kan zien. Dit is de reden dat ik verwacht met veel
plezier mijn nieuwe taak te zullen vervullen.

Mijnheer de Rector, leden van het College van
Bestuur,

Ik sta hier eigenlijk in twee hoedanigheden. De eerste
is als teruggetredend hoogleraar in de Bacteniéle
genetica, waartoe u mij in oktober 1987 hebt benoemd
voor 1 dag per week en welke functie vorige maand
zou worden opgeheven. De tweede is als voltijdse
hoogleraar in de Microbiologie, een functie die ik
begin van dit jaar bijna volledig ben gaan invullen. U
zou mijn verhaal daarom kunnen zien als een
combinatie van een afscheidscollege en een inaugurele
rede. 1k prijs mij gelukkig dat ik van een goed einde
ook een goede start kan maken.

22



In mijn verhaal heb ik laten zien wat de macht van
micro-organismen is voor mens, milieu, en
maatschappij - en daarom ook voor de Landbouw-
universiteit. Op verschillende wijzen is er vorig jaar
gepleit voor de instelling van een leerstoel op het
gebied van de Milieumicrobiologie, gericht op de
interacties tussen micro-organismen en hun omgeving
- uiteraard complementair aan bestaande leer-
opdrachten. Door verschillende factoren is deze
leerstoel niet ingesteld. Ik maak graag van deze
gelegenheid gebruik om aan te geven dat een
dergelijke leerstoel - in welke vorm dan ook - nodig is
om de Microbiologie in de volle breedte te blijven
dekken binnen de Landbouwuniversiteit.

Hooggeleerde Venema, beste Gerard,

Mijn promotie-onderzoek bij de Rijksuniversiteit
Groningen stond onder jouw begeleiding. Door de
colleges van en het werken met Prof. Hans Veldkamp
en Prof. Wil Konings, was mijn liefde voor de micro-
organismen gewekt. Aan het fascinerende begin van
het recombinant DNA tijdperk was het echter geen
moeilijke keus om bij jou te komen voor een
promotieonderzoek op het gebied van de moleculaire
genetica van bacilli. Van de vrijheid die je mij toen
geboden hebt pluk i1k nog steeds de vruchten via het
onderzoek aan de melkzuurbacterién waar we beiden
op samenwerken en, af en toe, op stimulerende wijze
wat concurreren. Jouw doortastende manier van
optreden en het beoefenen van wetenschap zonder
dogmatiek zijn mij altijd bijgebleven. Ik hoop dat we
onze plezierige contacten nog lang kunnen voort-
Zetten.
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Hooggeleerde Zehnder, beste Alex,

In de rij van Wageningse microbiologen, beginnend
met Beijerinck en SGhngen, ben jij de laatste die
vertrokken is. Jij hebt ervoor gezorgd dat er een
leerstoel Bacteriéle genetica kwam en jouw
enthousiasme heeft me overgehaald om die te gaan
bekleden. We hebben ruim 5 jaar op zeer plezierige
manier samengewerkt en wat mij betreft had dat nog
langer mogen duren. Met veel plezier denk ik terug
aan deze samenwerking, stimulerende discussies, en
de cosmopolitische kijk die jij had en hebt op de
wetenschap en Wageningen.

Directie en management van het NIZO, Waarde
Wouters, beste Jan,

Als wetenschappelijk directeur van NIZO heb je mij
gedurende mijn aanstellingen bij de Landbouw-
universiteit alle vrijheid gegeven. Ik ben jou en de
NIZO directie daar erg dankbaar voor. Ik hoop dat er
naast het begeleiden van mijn NIZO promovendi en
post-docs ook in de komende jaren nog tijd 1s om
onze wetenschappelijke en andere discussies voort te
zetten. Dit geldt ook in bijzondere mate voor

Dr. Roland Siezen en Dr. Roelof van der Meer

- jullie aanwezigheid en wetenschappelijke betrokken-
heid heeft me in veel opzichten gestimuleerd en ik
hoop dat we nog lang kunnen samenwerken, in welke
vorm dan ook.
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Dames en heren medewerkers van de vakgroep
Microbiologie,

Het heeft wat lang geduurd maar eindelijk is er dan
feest. Ik wil jullie allen danken voor het vertrouwen
in mij en de inzet gedurende het vaste-hoogleraar-loze
tiydperk van de afgelopen jaren. Het is een plezier om
met jullie samen te werken en ik kijk uit naar de
komende jaren waarin we verder kunnen werken in
een prettige en stimulerende sfeer in het mooiste
laboratorium van Wageningen.

Dames en heren studenten,

Microbiologie is een mooi vak. Ik hoop dat het volgen
van het microbiologisch onderwijs jullie evenveel
plezier geeft als ik ondervind bij het geven ervan.
Velen van jullie volgen de afstudeervakken bij de
vakgroep. Ik hoop en verwacht dat het aangeboden
onderzoek en onderwijs voldoet aan de behoefte en
jullie op de juiste wijze voorbereid op een passende
werkkring.

Beste familieleden

Mijn ouders dank ik voor de mogelijkheden die ze me
gegeven hebben om te studeren en me verder te
ontplooien. Het is niet voor niets geweest en ik ben
erg blij dat jullie hier beiden in goede gezondheid op
tachtigjarige leeftijd getuige van kunnen zijn.

Een speciaal woord van dank voor mijn schoonouders
die altijd hebben meegeleefd met het wel en wee van
ons gezin en altijd klaar stonden om een helpende
hand te bieden.
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Jet, mijn vrouw, vriendin en collega-microbioloog,
dank ik voor de steun en stimulans in goede en slechte
tijden - jij, Lisette en Rosanne zorgen ervoor dat ik
met plezier thuis kom en - wanneer dat weer laat is -
er begrip bestaat voor de macht der microben.

Mijnheer de rector, dames en heren,

Ik dank u voor uw aandacht.
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