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SAMENVATTING

Plantenwortels staan voortdurend in interactie met diverse bodemmicro-organismen, en deze
interacties hebben een sterke invloed op de nutriéntenopname en de fitness van planten. Een
belangrijk mechanisme waarmee planten hun rhizosfeer-microbioom vormgeven, is via de
uitscheiding van gespecialiseerde metabolieten. Deze metabolieten fungeren als
signaalmoleculen die specifieke micro-organismen aantrekken, afstoten of hun activiteit
beinvloeden. Ondanks de toenemende erkenning van hun ecologisch belang, zijn de identiteit,
biosynthese en functionele rollen van veel van deze metabolieten onder nutriéntenstress nog
onvoldoende begrepen. Het overkoepelende doel van mijn promotieonderzoek is daarom om
te ontrafelen hoe gespecialiseerde metabolieten plant-microbe interacties in de rhizosfeer
sturen, met name onder stikstofgebrek, en hoe deze interacties bijdragen aan plantgroei en
nutriéntenopname onder stressomstandigheden.

In Hoofdstuk 1, de Algemene Inleiding, geef ik een uitgebreid overzicht van de metabole
interacties die ten grondslag liggen aan plant-microbe interacties, met een bijzondere focus op
de signaalrollen van door planten en micro-organismen geproduceerde kleine moleculen in de
rhizosfeer. De basis van dit hoofdstuk vormt een overzichtsartikel waarin wordt besproken hoe
planten actief hun wortelgeassocieerde microbioom vormgeven door de uitscheiding van
metabolieten, waaronder primaire en gespecialiseerde metabolieten, en hoe deze moleculen de
rekrutering van micro-organismen en de structuur van de microbiéle gemeenschap
beinvloeden. Voortbouwend op deze basis worden in dit hoofdstuk ook opkomende
biotechnologische benaderingen besproken, zoals metabole engineering en het gebruik van
synthetische microbiéle gemeenschappen, als instrumenten om deze complexe interacties te
manipuleren en beter te begrijpen. Tot slot introduceert het hoofdstuk twee sterk bioactieve
rhizosfeer-metabolieten die centraal staan in dit proefschrift, strigolactonen (SLs) en
solanoeclepin A, en plaatst deze in de bredere context van metaboliet-gestuurde plant-microbe
interacties onder nutriéntenstress.

Voortbouwend op deze conceptuele achtergrond richt Hoofdstuk 2 zich op een van deze
belangrijke signaalmoleculen, SLs, en hun rol in het vormgeven van het wortelmicrobioom
onder stikstofgebrek. Door multi-omics data te integreren, waaronder transcriptomics-,
metabolomics- en microbioomdata, heb ik aangetoond dat SLs de samenstelling van microbiéle
gemeenschappen en het stikstofmetabolisme beinvloeden. Ik vond dat stikstofgebrek de
expressie van SL-biosynthesegenen verhoogt en de concentraties van SLs (namelijk solanacol
en orobanchol) in wortel-exudaten van tomaat verhoogt. Daarnaast vertoonde een SL-

deficiénte tomaatmutant een verminderde rekrutering van gunstige stikstofmetaboliserende
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bacterién, zoals Comamonadaceae, Sphingomonadaceae en Oxalobacteraceae. Verdere assays
toonden aan dat Sphingobium sp. RS1 (Sphingomonadaceae) chemotactische aantrekking
vertoont naar solanacol en de synthetische SL GR24, en na inoculatie de groei van tomaat onder
stikstofgebrek verbeterde.

Waar Hoofdstuk 2 zich richt op de rol van SLs in de vorming van het microbioom onder
stikstofgebrek, verbreedt Hoofdstuk 3 het proefschrift naar triterpenoidmetabolisme, wat
bijzonder relevant is omdat solanoeclepin A, een centraal molecuul in de volgende
hoofdstukken, is afgeleid van triterpenoiden. In dit hoofdstuk ontwikkel ik een methodologisch
kader om breder te onderzoeken hoe triterpenoiden de relatie tussen metabolieten en het
microbioom in tomatenwortels vormgeven. Met behulp van Virus-Induced Gene Silencing
(VIGS) hebben we systematisch de expressie van genen betrokken bij de biosynthese van
cycloartenol-afgeleide triterpenoiden, namelijk SISSR2 en SISMTI, onderdrukt. Het
onderdrukken van deze genen leidde tot veranderingen in de biosynthese van steroidale
alkaloiden, steroidale saponinen en fytosterolen in tomatenwortels, evenals in het metabolische
profiel van fytosterolen in wortel-exudaten. Deze metabole veranderingen gingen gepaard met
aanpassingen in het wortel-exudaatprofiel en verschuivingen in de samenstelling van het
wortelgeassocieerde microbioom. Door gebruik te maken van geintegreerde analyses waarin
metabolomics- en microbioomdata werden gecombineerd, identificeerden we specifieke
bacteri€le taxa die geassocieerd waren met deze veranderde metabolieten.

Met gebruikmaking van de in Hoofdstuk 3 ontwikkelde VIGS-benadering onderzoekt
Hoofdstuk 4 de biosynthese en ecologische rol van solanoeclepin A (SolA), een bekende
lokstof voor het uitkomen van aardappelcysteaaltjes die ook een rol lijkt te spelen in microbi€le
interacties. In dit hoofdstuk toon ik aan dat SolA gezamenlijk wordt geproduceerd door zowel
de plant als bodemmicro-organismen en dat de accumulatie ervan sterk toeneemt onder
stikstofgebrek. Transcriptomanalyse identificeerde verschillende kandidaatgenen voor de
biosynthese van SolA, en deze genen werden tijdelijk onderdrukt met behulp van VIGS.
Onderdrukking van de expressie van de kandidaatgenen CYP749A19 en CYP749A20 leidde
inderdaad tot een vermindering van SolA-accumulatie in tomatenwortel-exudaten, maar
beinvloedde ook de vorming van het microbioom in de rhizosfeer. Het rekruteren van bacteriéle
taxa, waaronder Massilia spp., werd geremd in de planten met tijdelijk onderdrukte
genexpressie. Verdere analyse toonde aan dat Massilia sp. GEROS5 wordt aangetrokken door

wortel-exudaten van stikstofgestresste tomaat. Bovendien lieten whole genome sequencing
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(WGS) en experimentele biotoetsen zien dat GERO5 groeibevorderende eigenschappen bezit
die de groei van tomatenplanten onder stikstofgebrek verbeteren.

Na het vaststellen van de plant en plant-microbe mechanismen die ten grondslag liggen aan de
productie van SolA, onderzoekt Hoofdstuk 5 hoe de samenstelling van het bodemmicrobioom
dit proces beinvloedt. In het bijzonder onderzoek ik of specifieke bodembacterién de
microbi€éle omzetting van de SolA-voorloper naar de actieve verbinding kunnen verstoren.
Experimenten met bodemmengsels en metabarcoding-analyses toonden een negatieve
associatie aan tussen de hoeveelheid Streptomyces spp. en de SolA-niveaus in tomatenwortel-
exudaten. Aanvullende experimenten met verschillende Streptomyces-isolaten gaven aan dat
Streptomyces SolA of zijn voorloper niet direct afbreekt, maar eerder de activiteit onderdrukt
van de microbiéle taxa die verantwoordelijk zijn voor de vorming van SolA. Ter bevestiging
werden Streptomyces-cellen toegevoegd aan bioconversie-toetsen, wat resulteerde in zowel
een verminderde detectie van SolA via LC-MS/MS als een lagere uitkomst van
aardappelcysteaaltjes. Gezamenlijk tonen deze bevindingen aan dat signaaluitkomsten in de
rhizosfeer niet uitsluitend worden bepaald door plantmetabolisme, maar sterk worden
beinvloed door interacties binnen de microbi€le gemeenschap in de rhizosfeer. Tot slot
integreert Hoofdstuk 6 de belangrijkste bevindingen van dit proefschrift en bespreekt de
bredere implicaties voor het begrip van metaboliet-gestuurde plant-microbe interacties onder
nutriéntenstress. Ik benadruk gemeenschappelijke mechanistische thema’s die uit de
experimentele hoofdstukken naar voren komen en schets perspectieven voor de toepassing van

deze kennis in microbioom-gebaseerde strategieén voor duurzame landbouw.
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