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I
SAMENVATTING

Nitraat is de belangrijkste stikstofbron voor de meeste planten.
Het wordt uit de grond opgenomen door de wortels in een actief proces,
een soort pompmechanisme, waarvoor energie nodig is. Eenmaal in de plant
gekomen moet het eerst worden omgezet in ammonium voordat het kan wor-
den ingebouwd in aminozuren, die op hun beurt dienen als bouwstenen van
eiwitten en andere belangrijke bestanddelen van de levende plant zoals
bv. DNA en RNA. De omzetting van nitraat in ammonium gebeurt in twee
stappen, die beide worden uitgevoerd met behulip van enzymen. Voor de
eerste stap, de omzetting van nitraat naar nitriet, is het enzym nitraat-
reductase nodig. Voor de tweede stap, de omzetting van nitriet naar am-
monium, het enzym nitrietreductase.

Ondanks het grote belang van nitraat voor de stikstofvoorziening
van de plant en dus voor mens en dier, is het opname proces van nitraat
als eerste stap in de productie van eiwitten, verrassend weinig onder-
werp van onderzoek geweest, zeker als men het vergelijkt met de opname
van bv. kalium, natrium en chloride. Dit wordt voor een deel veroorzaakt
door technische beperkingen. Opname van zouten is vooral goed te on-
derzoeken als men kan werken met radioactieve isotopen, waardoor kleine
hoeveelheden al goed meetbaar zijn. Van stikstof bestaat een radio-
actieve isotoop, maar dat heeft slechts een halfwaarde tijd van onge-
veer 10 minuten, waardoor het in de praktijk nauwelijks bruikbaar is.
Hetzelfde geldt voor zuurstof, het andere bestanddeel van nitraat. Toch
is het mogelijk gebleken lage nitraatconcentraties te meten. In dit
onderzoek wordt gebruik gemaakt van de eigenschap van nitraat in oplos-
sing dat het U.V. licht van een golflengte van 210 nm absorbeert. Hier-
mee kan men, mits men de nodige voorzorgen in acht neemt, zeer lage
concentraties nitraat meten. Met de opstelling die speciaal voor dit
doel werd gebouwd, kan de opname van nitraat door de planten nauwkeurig
en continu worden vervolgd en dus ook de invlioed van allerlei behan-
delingen van de planten op de opname.

Het onderzoek werd uitgevoerd met Arabidopsis thaliana (zandraket),
een kleine witbloeiende kruisbloemige, die gewoonlijk op open, kalkarme,
maar vrij voedselrijke zandgronden voorkomt, bv. in Drente. Deze plant
werd gekozen omdat hiervan mutanten beschikbaar waren, verkregen door
middel van selectie op resistentie tegen chloraat na een mutagene be-

handeling. Mutant B 1 bleek slecht chloraat en nitraat op te kunnen ne-
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men en mutant B 25 bezat geen werkzaam nitraatreductase meer, zodat op-
genomen nitraat niet gebruikt kon worden voor de vorming van eiwitten
en de plant dus ammonium nodig had voor de groei.

De onderzoekingen wezen uit dat nitraat in twee fasen kan worden
opgenomen die overeen komen met twee verschillende opname systemen. Het
eerste systeem heeft een hoge affiniteit voor nitraat, zodat de planten
in staat zijn met dit systeem nitraat op te nemen uit zeer lage concen-
traties in de bodem. Het systeem wordt door nitraat geactiveerd en het
wordt geremd door bepaalde aminozuren, die zich ophopen als de plant
een overmaat aan stikstof heeft. Dezelfde aminozuren hopen zich op als
een plant op ammonium groeit en dat is de reden dat planten die op am-
monium gekweekt zijn, daarna een slechte nitraatopname laten zien. Het
eerste systeem is gelocaliseerd in de buitenmembraan van de wortelcel-
len, zodat het in direct contact staat met het voedingsmedium. De ener-
gie die nodig is voor de opname door dit systeem wordt waarschijnlijk
geleverd door een protonen gradiént over de buitenmembraan, waarbij de
buitenkant positief geladen is ten opzichte van de binnenkant. De pro-
tonen gradiént kan waarschijnlijk worden opgebouwd door splitsing van
de energierijke stof ATP, of zoals reeds is aangetoond in bacterié&n,
door een oxidatie-reductie reactie, vergelijkbaar met een dergelijke
reactie in de ademhalingsketen.

Op grond van het feit dat in mutant B 1 alleen systeem || is ge-
stoord, kan worden gesteld dat beide systemen door verschillende genen
worden gereguleerd, en dat het dus aparte systemen zijn.

Met het tweede systeem kan alleen uit hoge nitraatconcentraties
voldoende worden opgenomen. Het 1ijkt waarschijnlijk dat systeem |1l
het nitraat rechtstreeks transporteert van het medium naar de grote
centrale vochtblaas in de cel, de vacuole, waar het wordt opgeslagen.
'n overeenstemming met het feit dat systeem Il in mutant B 1 is ge-
stoord, wordt in deze mutant inderdaad minder nitraat in de vacuoles
gevonden dan in die van het wildtype.

Nitraatreductie bleek in onze proeven niet nodig te zijn voor een
goede nitraatopname. Integendeel, het heeft alleen een negatieve in-
vloed doordat er in aanwezigheid van nitraatreductie meer aminozuren
worden gevormd uit het opgenomen nitraat en deze de opname remmen. Voor-
behandelen van de planten zonder stikstof (''hongeren') heeft dan ook

een duidelijk positief effect op een daarna volgende nitraatopname.
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gekweekt op een voedingsoplossing met een temperatuur tussen 21° en 2506,
blijkt de opnamesnelheid van systeem | snel af te nemen wanneer de
temperatuur daalt beneden de 23°C en dit blijkt samen te hangen met de
toestand van de vetzuren en de samenstelling van het vetzuurmengsel in
de membranen. Systeem |l 1ijkt veel minder gevoelig voor lage tempera-
turen dan systeem | en mutant B 1 is minder gevoelig dan het wildtype,
terwijl mutant B 25 veel gevoeliger is. Het is niet zeker of de vetzuur-
smenstelling van de mutanten iets te maken heeft met de andere eigen-
schappen van de mutanten, maar het 1ijkt wel waarschijnlijk.
Geconcludeerd kan worden dat door gebruik te maken van de mutanten
van Arabidopsis thaliana meer inzicht is verkregen in de werking van
de opnamesystemen voor nitraat, alsmede in de manier waarop deze opna-
me wordt gereguleerd. Dit kan van belang zijn voor het begrijpen van
het stikstofmetabolisme bij planten in het algemeen en van voedselgewas-

sen in het bijzonder.



