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Voorwoord 

Kwaliteit van consumptie- en sierteeltgewassen is momenteel een belangrijk aandachts­
gebied binnen het landbouwkundig onderzoek. Hoewel kwaliteit een moeilijk definieerbaar 
begrip is, zijn er een aantal uitwendige fysiologische afwijkingen die een produkt onver­
koopbaar maken. De economische schade die dit kan veroorzaken, varieert uiteraard per 
gewas. Met name bij tomaat en paprika, momenteel de twee belangrijkste tuinbouw-
gewassen, kunnen door kwaliteitsproblemen opbrengstdervingen van circa 7-10 % optreden. 
Voor deze Produkten betekent dat een schade van enige miljoenen guldens per jaar. Het 
oplossen van deze problemen vraagt om een gerichte onderzoeksaanpak, waarbij inzicht in 
fundamentele processen van groot belang is. 

Er zijn veel aanwijzingen dat een aantal van deze kwaliteitsproblemen worden veroorzaakt 
door een verstoring van de calciumhuishouding in de plant. De enorme aandacht die in het 
onderzoek gedurende lange ti jd besteed is aan de rol van calcium in het plantmetabolisme 
heeft inmiddels al veel kennis opgeleverd, maar de onderzoeksstrategie heeft zich voor­
namelijk gericht op de 'hele-plant-fysiologie'. Gebrek aan technieken om de calcium­
huishouding op celniveau te bestuderen, hebben de mogelijkheden tot verdere detailstudies 
lange tijd beperkt. Door een snelle technologische ontwikkeling gedurende de laatste tien 
jaar vindt er momenteel een verschuiving plaats van hele-plant-niveau naar cellulair en 
subcellulair niveau. Bij het onderzoek naar de oorzaken van kwaliteitsproblemen zijn beide 
onderzoeksstrategieën echter nog niet optimaal geïntegreerd. Het is nodig om te evalueren 
waar de verschillende onderzoeksniveau's aan elkaar grenzen en zo elkaar kunnen aanvullen 
bij het leveren van inzicht in de fysiologische achtergronden van genoemde problemen. 

In dit rapport wordt getracht om reeds verworven inzichten en verschillende mogelijkheden 
voor de toekomst op een rij te zetten ten behoeve van innovatie van onderzoek aan de 
calciumhuishouding in planten. Om het onderzoek een nieuwe impuls te kunnen geven, zal 
breder overleg nodig zijn tussen universiteiten, instituten en proefstations. Dit rapport kan 
daarbij een handreiking bieden. 



Samenvatting 

Verstoringen in de groei en ontwikkeling van planten kunnen belangrijke negatieve gevol­
gen hebben voor de uitwendige kwaliteit en houdbaarheid van het eindprodukt. Er wordt 
aangenomen dat een verstoring in de calciumhuishouding een belangrijke oorzaak hiervan 
kan zijn. Opname, transport en verdeling van calcium over de verschillende organen is in het 
verleden op 'hele plant'-niveau uitputtend bestudeerd. Er is nauwelijks sprake van beper­
kingen in de calciumopname door planten. Dus een or zaak voor optredende tekorten in 
plantweefsel is primair een gevolg van een inadequate verdeling binnen de plant. Bij het 
transport van calcium van de wortel naar de spruit via de apoplast bepaart watertransport in 
belangrijke mate waar het calcium uiteindelijk terecht komt. Een nieuwe lijn in het onder­
zoek is het bestuderen van rol, lokalisatie en transport van calcium op cellulair en subcellulair 
niveau. In het cytoplasma is het van belang dat de calciumconcentratie heel laag blijft. 
Hierdoor kan het ion een goede functie vervullen bij signaaloverdracht binnen de plant. 
Het is wel duidelijk dat hoge calciumconcentraties buiten de cellen van belang zijn voor een 
goed functioneren van van deze signaaloverdracht maar de relaties tussen extracellulair en 
intracellulair calcium zijn nog onbekend. Het is dus ook niet duidelijk of een verstoring van 
dit signaaloverdracht-mechanisme consequenties heeft voor de uiteindelijke kwaliteit van het 
geoogste produkt. Op grond van de huidige kennis kunnen nieuwe onderzoeksvoorstellen 
worden geformuleerd, waarbij integratie van de verschillende niveaus wenselijk is. In dit 
rapport wordt een overzicht gegeven van de kennis die het onderzoek heeft opgeleverd. 
Er worden enkele ingangen voor nieuw onderzoek aangegeven. 



1. Inleiding 

Afwijkingen in het metabolisme van de plant tijdens de groei en aanleg van organen kunnen 
de uitwendige kwaliteit en houdbaarheid van het geoogste produkt aanmerkelijk verlagen. 
Kenmerken van dit kwaliteitsverlies zijn verlies van stevigheid of afsterving van (delen van) 
blad of vrucht. Kwaliteitsproblemen doen zich voornamelijk voor in de intensieve land- en 
tuinbouw (Kirkby & Pilbeam, 1984), zijn sterk afhankelijk van de gevoeligheid van het ge­
bruikte ras en kunnen van zeer uiteenlopende aard zijn. Een aantal van deze problemen zijn 
weergegeven in Tabel I. 

Tabel I. Kwaliteitsproblemen die bij verschillende consumptie en sierteeltgewassen kunnen op­
treden. 

Kwaliteitsprobleem 

Verbranden bladpunt/ 

bladmisvorming 
Stip 

Klappers 
Kelkverdroging 

Vingers 
Bolblad 

Broeikop 
Glazigheid 

Rand 

Zwarte harten 
Interne bruinkleuring 
Kort blad 
Meligheid 
Goudspikkels 

Neusrot 

Bladnecrose 

Kiepen 

Bruine pit 

Lage temperatuur bederf 
Holten 

Gewas 

aardbei 
appel, paprika 

aubergine 
aubergine 
aubergine 

komkommer 
komkommer 

sla 
sla, kool, andijvie 

selderij 
spruitkool 
tomaat 
tomaat 
tomaat 

tomaat, paprika 

tomaat, poinsettia 

tulpen 

witlof 

witlof 
wortel 

Referenties 

Guttridge etal. (1981) 
Ferguson & Watkins (1989) 
Janse& De Kreij (1989) 
De Kreij (1990a) 
Welles (1990) 
van Slobbe (1992) 

De Kreij (1990b) 
de Hoog (1991) 

Maaswinkel & Welles (1986) 
Buitelaar, (1985) 
Collier ÄTibbits (1984) 
de Hoog (1989) 
De Kreij (1990b) 
De Kreij (1990b) 
De Kreij (1992) 
Disco (1992) 
Den Outer & van Veenendaal (1988) 

De Kreij et al. (1992) 
Wiersum(1965) 

De Kreij (1990b) 
Adams (1988) 
Biermanetal. (1990) 
De Kreij (1990b) 

Jolivet et al. (1988) 

Den Outer (1989) 
De Kreij (1990b) 
De Kreij (1990b) 

Wetenschappelijk onderzoek ten behoeve van kwaliteitsproblemen dateert al van de vorige 
eeuw. Aanvankelijk heeft het onderzoek zich voornamelijk geconcentreerd op 'stip' bij ap­
pel, maar na opkomst van de kasteelt heeft de aandacht zich verbreed naar andere gewassen. 



In enkele goede overzichtsartikelen (Clarkson, 1984; Ferguson & Watson, 1989; Hepler & 
Wayne, 1985; Kirkby & Pilbeam, 1984) is de problematiek uitgebreid en systematisch 
beschreven. Er wordt algemeen aangenomen dat de oorzaak van de kwaliteitsproblemen 
gezocht moet worden in een verstoring van de calciumhuishouding. Met name lokaal 
calciumgebrek in cellen veroorzaakt irreversibele desintegratie van het weefsel. Ondanks de 
vele kennis die momenteel aanwezig is, komen Ferguson & Watkins (1989) echter tot de 
conclusie dat er nog een aantal belangrijke gaten in de kennis zijn overgebleven. Hoe is de 
relatie tussen het optreden van calciumgebrek en de verhouding van andere mineralen? 
Hoe kunnen de symptomen van de gebreksverschijnselen worden gelokaliseerd? Welke 
metabolische aspecten zitten er aan het optreden van calciumgebrek? Waarom is het nog 
steeds niet gelukt om de problemen via de veredeling te verminderen, terwijl ze toch 
duidelijk rasafhankelijk zijn? Een belangrijke oorzaak van deze lacunes in de kennis is dat het 
zowel in het anatomisch/morfologisch als het biochemisch onderzoek lange t i jd niet mogelijk 
is geweest de calciumhuishouding op cellulair en subcellulair niveau te bestuderen. Juist door 
het lokale karakter van het calciumgebrek ais oorzaak voor het optreden van weefseldes-
integratie is het van belang inzicht te krijgen in de lokalisatie van het calcium binnen de cel 
en de rol die het speelt in het metabolisme. De vraag die daaruit volgt is of een verstoring in 
de calciumhuishouding binnen de cel ook consequenties kan hebben voor de kwaliteit van 
het produkt. 

Door de technologische ontwikkeling van de laatste tien jaar kan calcium in de cel tegen­
woordig wel worden gelokaliseerd (Bush & Jones, 1990) en onderscheid worden gemaakt 
tussen vrij en niet-vrij calcium (Blatt et al., 1990; Gilroy et al., 1990). Deze nieuwe technieken 
bieden mogelijkheden voor een nauwkeurige analyse van calciumtransport en ca lei urn-
distributie over de verschillende cellen en organellen. Dankzij de nieuwe ontwikkelingen 
kunnen nu de uiteenlopende functies van calcium op verschillende niveaus beter in kaart 
worden gebracht. Hierdoor is duidelijk geworden dat calcium naast een functie bij de 
celwandstevigheid en membraanstabiliteit nog een geheel andere functie heeft bij de 
signaaloverdracht in de plant, de zogenaamde 'signaal-transductie'-keten (Schroeder & 
Thuleau, 1991). 

De ontwikkeling van deze technieken is niet primair gericht geweest op de opheldering van 
kwaliteitsproblemen. Recente literatuur over het 'calciumprobleem in de praktijk', bekeken 
vanuit een (sub)cellulaire onderzoeksstrategie is niet aanwezig. Het gebruik van deze nieuwe 
technieken kan inzicht geven in de oorzaken van kwaliteitsproblemen. Het is echter de vraag 
of hiermee de problemen kunnen worden opgelost. 

In dit rapport zal een overzicht worden gegeven van literatuurgegevens over de relatie 
tussen kwaliteit en calcium in zijn verschillende functies. Ook opname en transport van 
calcium door de plant wordt beschreven. Vervolgens worden enkele technieken vermeld 
waarmee calcium op cellulair en subcellulair niveau kan worden gemeten. Dit wordt gevolgd 
door enkele suggesties voor nieuwe onderzoeksingangen. 



2. Kwaliteit in relatie tot lokalisatie en 
hoeveelheid calcium 

Al aan het eind van de vorige eeuw werd het optreden van bepaalde kwaliteitsproblemen bij 
de appel toegeschreven aan een verstoring in de fysiologie van de plant (McAlpine, 1912). 
Een indicatie dat vooral calcium hierbij een belangrijke rol speelt kreeg men later, toen men 
ontdekte dat er een duidelijke relatie bestaat tussen het optreden van 'stip' en een laag 
calciumgehalte in het aangetaste weefsel (Delong, 1936). Bovendien konden de problemen 
sterk worden verminderd door tijdens de groei of na de oogst de plant of vrucht te bespuiten 
met o f te dompelen in een calciumchlorideoplossing (Askew et al. 1960, Jolivet et al. 1988). 

Calcium is een essentieel element in planten. Het speelt binnen verschillende systemen of 
processen - op heel verschillende niveaus, van hele plant tot subcellulair - een essentiële rol. 
Het lijkt erop dat de hoeveelheid calcium in die delen van het weefsel, waar het een essen­
tiële functie vervult, slechts binnen nauwe marges mag variëren. Afwijkingen van optimale 
groei of kwaliteitsverlies door het optreden van necrose van weefsel gaan dikwijls gepaard 
met veranderingen (meestal een verlaging) van de hoeveelheid calcium of de (K+Mg)/Ca-
verhouding in (delen van) de plant. Hierbij is het niet duidelijk of een verandering in de 
calciumbalans de oorzaak is van het optreden van kwaliteitsproblemen dan wel het gevolg. 

Verminderde kwaliteit kan het gevolg zijn van een calciumgebrek of van calciumovermaat. 
Goudspikkels bij tomaat zijn een voorbeeld van calciumophoping (De Kreij, 1990b). Calcium 
vormt een complex met een organisch zuur, zoals oxaalzuur. De gevormde kristallen 
beschadigen het weefsel, waardoor de houdbaarheid van het produkt afneemt. Binnen één 
planteorgaan kunnen tegelijkertijd calciumgebrek als calciumovermaat voorkomen. De 
hoeveelheid calcium en de lokalisatie ervan in het weefsel is van belang voor een goede 
kwaliteit. 

Kwaliteitsverlies, waarbij calcium een rol speelt, beperkt zich altijd tot enkele delen van de 
plant of deelgebieden van de vrucht. Verstoringen van de calcium- en waterhuishouding 
treden dus heel lokaal op. Dit betekent dat metingen op weefselniveau misleidende 
resultaten kunnen geven ten aanzien van de interpretatie van gegevens: Zowel gezond als 
ziek weefsel worden samen geanalyseerd, omdat deze weefsels vrijwel niet te scheiden zijn. 
Calciumgehaltes zijn dan niet representatief voor ziek weefsel. Bovendien worden ionen­
analyses uitgevoerd aan weefsel waarin de symptomen al zichtbaar zijn. Vaak zijn de calcium-
concentraties ten gevolge van uitdroging hierin hoog (Ferguson & Watkins, 1989). Dit soort 
analyses geeft daarmee geen beeld van de voorgeschiedenis en dus de oorzaak van het 
kwaliteitsverlies. 



2.1. Distributie van calcium in de cel 

Calcium is zeer ongelijkmatig over de cel verdeeld (Figuur 1). 
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Figuur 1. Schematische weergave van twee naast elkaar gelegen cellen met een karakteristieke 
verdeling van calcium (Marschner, 1986) 

Het grootste deel van de totale hoeveelheid calcium in de plant is gelokaliseerd in de cel-
wand. Deze bezit een groot aantal bindingsplaatsen, waaraan calcium makkelijk bindt. 
Het calcium vormt bruggen tussen de fosfaat- en carboxylgroepen van de fosfolipiden en 
eiwitten (Caldwell & Haug, 1981). Daardoor heeft calcium een belangrijke functie bij de 
membraanpermeabiliteit en de stevigheid van de celwand. Afbraak van pectines uit de 
celwand door polygalacturonase, waardoor het weefsel zacht wordt en in sterke mate 
veroudert (bij tomaat bijvoorbeeld) wordt in belangrijke mate tegengegaan door hoge 
calciumconcentraties (Corden, 1965). 

De vacuole bevat calciumoxalaat en calciumfosfaat. Het cytoplasma heeft echter een zeer 
lage calciumconcentratie. Het ER (endoplasmatisch reticulum) is van belang bij de calcium-
homeostasis (Hepler & Wayne, 1985). Door de aanwezigheid van actieve calciumpompen kan 
een lage calciumconcentratie in het cytoplasma worden gehandhaafd. 

2.2. Functies van het calcium 

Calcium heeft een aantal uiteenlopende functies in de plant: 

2.2.1. Celdeling en -strekking 

Calcium speelt een rol bij celdeling (Schmit, 1981) en mogelijk ook bij celstrekking 
(Marschner & Richter, 1974). Dit wordt geconcludeerd uit experimenten waarbij calcium in 
voedingsoplossingen werd weggelaten en er kan dus ook sprake zijn van een indirect effect. 
Het is wel een feit dat calciumgebrek allereerst optreedt in meristematisch weefsel (Dekock et 
al., 1975). De kwaliteitsproblemen worden pas in een veel later stadium zichtbaar. 



2.2.2. Membraanstabiliteit en celintegriteit 

De fundamentele rol van calcium in de membraanstabiliteit en celintegriteit komt op verschil­
lende manieren tot uiting. Bij calciumgebrek of verandering van de verhouding tussen 
calcium en andere kationen neemt de lek van laag moleculaire componenten door mem­
branen toe (Van Goor, 1968). Bij ernstig calciumgebrek treedt zelfs desintegratie van de 
membraanstructuur op (Hecht-Buchholz, 1979) en verdwijnt de compartimentatie binnen de 
cel. Door aktiviteit van proteolytische enzymen die uit de vacuole vrijkomen, wordt de 
fysiologie binnen de cel verstoord, de ademhaling neemt toe (Bangerth et al., 1972) en 
vervolgens treedt degeneratie van de cel op. 

De mate waarin calciumgebrek effect heeft op kwaliteitsvermindering van het weefsel hangt 
af van de verdamping door de plant. Een hoge luchtvochtigheid en beperking van vocht-
verlies kan over het algemeen kwaliteitsverlies door calciumgebrek verminderen (Perring, 
1986). 

2.2.3. Hormonen 

Calcium speelt ook bij de werking van hormonen een rol. De relatie tussen calcium en hor­
monen is tweeledig: de werking van hormonen kan worden gemoduleerd door calcium, 
terwijl andersom de werking van calcium kan worden gemoduleerd door hormonen (voor 
een overzicht zie Elliott, 1986). Vooral de abscissinezuur, auxinen, cytokininen en 
gibberellinen vertonen interactie met calcium. Calcium kan hun werking versterken. 
Bij sommige functies is de aanwezigheid van calcium zelfs een vereiste. Ook bij de produktie 
van ethyleen speelt calcium een rol. Er blijkt een duidelijk verband tussen de calciumgeregu-
leerde membraanpermeabiliteit en de biosynthese van ethyleen (Mattoo & White, 1991). Om 
de ethyleensynthese in het celwandplasmamembraan-complex op gang te brengen, is het 
noodzakelijk dat de calciumconcentratie daarin daalt. Redistribute van calcium in de cel is in 
dit geval de primaire stimulus voor het verouderingsproces. 

2.2.4. Signaaloverdracht 

Een geheel andere, maar minstens zo belangrijke functie vervult calcium in het cytoplasma in 
de overdracht van signalen binnen de plant, de zogenaamde 'signaal-transductie'-keten (zie 
Hoofdstuk 3.5). In tegenstelling tot meeste bovenstaande functies, is het hierbij juist van 
belang dat de calciumconcentratie heel laag (in orde van grootte van nanomolairen) blijft. 

Deze ogenschijnlijk tegenstrijdige eisen ten aanzien van de calciumconcentraties in verschil­
lende delen van het weefsel maken een nauwkeurige regulering van calciumtransport van 
groot belang. Over calciumtransport is al één en ander bekend, waarvan hierna een kort 
overzicht wordt gegeven. 



3. Calciumtransport over korte en lange 

afstand 

Het transport van calcium door de plant heen is op verschillende integratieniveaus 
bestudeerd: transport door vaatbundels, membraantransport en recent transport binnen de 
cel. Bij het transport van calcium vanuit de bodem de plant in naar de vrucht komen de 
verschillende niveaus aan de orde. Hieronder zal de loop van calcium vanuit de bodem tot in 
de vrucht worden gevolgd, waarna het intracellulair calciumtransport binnen de 'signaal-
transductie'-keten aan de orde komt. 

3.1. Opname 

De hoeveelheid calcium die beschikbaar is in de bodem is zelden beperkend voor de 
ontwikkeling van planten. Het optreden van kwaliteitsproblemen is dan ook eerder een 
gevolg van een niet-optimale calciumverdeling binnen de plant (Clarkson, 1984). 

De hoeveelheid calcium die de wortel in wordt getransporteerd, wordt in belangrijke mate 
bepaald door de CEC (cation exchange capacity) van de celwanden van de wortels. Deze kan 
per plantesoort verschillen (Knight & Crooke, 1973). 

Calcium-opname is een weinig metabolisch gereguleerd proces in vergelijking met bijvoor­
beeld kalium-opname (Kirkby & Pilbeam, 1984). Calcium komt gemakkelijk de extracellulaire 
ruimte van cortex binnen (Clarkson & Sanderson, 1971) en wordt met de waterstroom via de 
apoplast naar de spruit verder getransporteerd (Hylmö, 1953). Transport van calcium door de 
plant vereist daardoor veel minder energie dan kaliumtransport (Armstrong & Kirkby, 1979). 
Een passieve opname van calcium met de waterstroom geldt in ieder geval voor de hogere 
concentraties (5-50 mM). Voor de heel lage concentraties (5-50 pM) wordt de opname 
wellicht metabolisch gereguleerd (Maas, 1969). 

De calciumopname beperkt zich voornamelijk tot jonge wortels (Russell & Clarkson, 1976). 
Daarin is de endodermis met de bandjes van Caspari nog redelijk toegankelijk, omdat de 
celwanden nog niet verdikt zijn met suberine en lignine (Clarkson & Robards, 1975). In het 
allerjongste weefsel zijn de bandjes van Caspari zelfs nog helemaal niet ontwikkeld en hoeft 
het calcium geen plasmamembraan te passeren. 

In de zone waar calcium wel de bandjes van Caspari moet passeren, moet het door het 
cytoplasm a van de cel worden getransporteerd (Figuur 2). 
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ENDODERMS 

i ^ ~ symplast 
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Figuur 2. Calcium-influx in de protoplast van endodermis cellen, gevolgd door actieve calcium-ef­
flux in de apoplast van de stele (Clarkson, 1984) 

Calcium diffundeert de cel in via kanalen, terwijl het actief de apoplast van de stele weer 
wordt ingepompt met behulp van calciumpompen. Het calcium in het cytosol is waarschijnlijk 
voor 99,9 % gebonden. Mogelijk speelt cyclose een rol bij het transport van gebonden 
calcium door het cytosol. Dit houdt in dat een deel van het cytoplasma beweegt ten opzichte 
van rest, soms volgens vaste kanalen. Deze plasmastroming verbruikt energie. Dit transport­
model wordt ondersteund door de waarneming dat toevoeging van de ontkoppelaar DNP 
(2,4-dinitrofenol) het calciumtransport naar het xyleem voor 98 % remt (Bengtsson, 1982). 
Bengtsson vond echter geen enkel effect van DNP op het watertransport. 

De bandjes van Caspari zijn maar in een deel van de wortels aanwezig. Het percentage is 
afhankelijk van groeiomstandigheden en teeltwijze. Wanneer door bijvoorbeeld variatie in 
weersomstandigheden of een ongunstige bodemgesteldheid dit percentage wordt verhoogd, 
kunnen problemen ontstaan bij de calciumvoorziening van de spruit. Dit kan dan leiden tot 
kwaliteitsproblemen. 

3.2. Transport van wortel naar spruit 

Het calciumtransport is na passage van de bandjes van Caspari in principe een apoplastisch 
transport door de xyleemvaten. De xyleembanen vertakken bij elk blad of ander orgaan. 
Het vaatstelsel is zó ver ontwikkeld dat het helemaal doorloopt tot vlak bij het delende en 
strekkende weefsel zonder dat de apoplastische stroom wordt onderbroken door een over­
gang (Hanger, 1979). Groeiend weefsel vormt een 'sink' voor calcium, maar is afhankelijk van 
floëemaanvoer. 

Calcium kan in drie vormen worden getransporteerd: als vrij ion, gecomplexeerd aan een 
organisch zuur, met name citraat (Bradfield, 1976) of gebonden aan de 'exchange sites' op de 
vaatwand. 
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De vaatwanden bevatten een groot aantal 'exchange sites' voor calcium en andere divalente 
ionen, die over het algemeen nagenoeg verzadigd zijn (Van de Geijn & Petit, 1979). Vrij 
calcium in het xyleemsap wisselt uit met gebonden calcium. Zo springt het calcium van de 
ene bindingsplaats op de andere. De grootte van de sprong wordt bepaald door de calcium-
concentratie in het xyleemsap en de snelheid van het watertransport. Wanneer de concen­
tratie hoog is, zal de verdeling van het ion nauw gecorreleerd zijn aan de distributie van 
water. Calcium wordt dan in grote hoeveelheden naar de oudere, niet meer groeiende maar 
wel transpirerende bladeren getransporteerd. Het calcium dat gecomplexeerd is met 
organische zuren, daarentegen, zal eerder via floëemtransport naar de nog wèl groeiende 
delen van de plant worden getransporteerd. 

De hoeveelheid calcium die in het uitwisselingsproces wordt vervoerd, hangt af van de CEC 
van de vaatwanden, de concentratie van concurrerende kationen, zoals magnesium, en de 
hoeveelheid calcium die door cellen naast de vaatbundels van de bindingsplaatsen wordt 
afgehaald. De CEC van de sinks bepaalt ook in sterke mate hoeveel calcium erheen stroomt. 
In het blad, bijvoorbeeld, neemt de grootte van de calciuminflux sterk af nadat het volledig 
is uitgegroeid, terwijl de transpiratiesnelheid contstant blijft (Koontz & Foote, 1966). 
Groeiend weefsel, daarentegen, vormt nieuwe bindingsplaatsen en vormt daardoor een sink 
voor calcium. Dit weefsel wordt zo op twee manieren met calcium bevoorraad: via de CEC en 
door aanvoer van calcium gecomplexeerd met organische zuren. Een model voor calcium-
transport en -distributie is weergegeven in figuur 3. 

stengeltop 

Figuur 3 Calciumtransport in de spruit, ß is de grootte van de calciumstroom; ± is de grootte van 
de waterstroom (Marschner, 1983) 
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Dus meristematisch weefsel en transpirerende bladeren zijn twee verschillende sinks die ieder 
op een eigen manier de calciumstroom beïnvloeden. Wanneer er voldoende calcium in het 
xyleemsap aanwezig is, heeft competitie tussen deze twee sinks nauwelijks schadelijke gevol­
gen. Toch wisselt de sterkte van deze twee sinks sterk over de dag, terwijl door een wisselen­
de verdamping ook de calciumconcentratie in het xyleem (en daarmee dus aanvoer naar 
verdampende bladeren) kan variëren. In het algemeen geldt dat calcium overdag naar de 
transpirerende delen wordt aangevoerd, terwijl 's nachts het meristematisch weefsel van 
calcium wordt voorzien (Figuur 4). 

DAG 

hoge transpiratiesnelheid 

'sink'-activiteit van de bladeren 

overheerst 

NACHT 

lage transpiratiesnelheid 

sink'-activiteit van het meristeem 

overheerst 

Figuur 4. Dagelijkse variatie in de calcium aanvoer vanuit de wortels naar de spruit (Clarkson, 1984) 

Wanneer de hoeveelheid calcium in het xyleem laag is, gaat dit verdelingspatroon niet op. 
Dan bepaalt de sinksterkte waar het ion uiteindelijk terecht komt. Hierdoor kunnen in 
sommige delen van de plant tekorten optreden, waarvan kwaliteitsproblemen het gevolg 
kunnen zijn. 

De bijdrage van de worteldruk aan het calciumtransport en daarmee de verdeling over de 
plant is onduidelijk. De literatuur doet daar tegenstrijdige mededelingen over (Palzkill & 
Tibbitts, 1977; Van de Geijn & Smeulders, 1981). Wellicht is dit soortspecifiek en/of 
afhankelijk van uitwendige omstandigheden. 

De hoeveelheid calcium die door het floëem wordt getransporteerd is laag. Door aanwezig­
heid van relatief hoge concentraties fosfaat (5-20 pM, Raven, 1977) in het floëem zal calcium 
voornamelijk in gebonden vorm aanwezig zijn. Ondanks het feit dat calcium erg immobiel is, 
is er toch een zekere calciuminflux in het floëem (Peel, 1972). De bijdrage die het daarmee 
kan leveren aan de calciumvoorziening van bijvoorbeeld vruchten moet dan ook niet worden 
onderschat (zie verderop). Het is nog niet duidelijk hoe het calcium het floëem in komt. 
Calcium wordt niet vanuit het blad geremobiliseerd (Himelrick & McDuffie, 1983), maar 
lateraal transport tussen xyleem en floëem is niet onmogelijk (Wieneke & Führ, 1975). 
Voor het al of niet optreden van kwaliteitsproblemen is de aanwezige hoeveelheid kalium en 
magnesium en hun onderlinge verhouding met calcium eveneens van belang. Met name 
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magnesium kan met calcium concurreren om bindingsplaatsen in de xyleembanen en zo de 
influx van calcium in verschillende plantedelen beperken. Zowel kalium als magnesium kun­
nen het calcium van de bindingsplaatsen in de celwanden verdrijven. Ze nemen echter niet 
de functie van calcium in de celwandstabiliteit over, want die is calciumspecifiek 
(Van Steveninck, 1965). 

3.3. Import in de vrucht 

Over het calciumtransport naar de vrucht is nog veel onbekend. Al lange ti jd wordt de 
theorie aangehangen dat het meeste calcium via het xyleem met de waterstroom de vrucht in 
wordt getransporteerd (Ferguson & Watkins, 1989). Dit gebeurt zolang de verdamping van 
het oppervlak nog optimaal is en de oppervlakte/volume-verhouding van de vruchten nog zó 
laag is (in het vroege stadium van de groei) dat de transpiratie voldoende waterstroming 
naar de vrucht in gang houdt. Bij toenemend vruchtgewicht neemt de bijdrage van het 
xyleemtransport in de watervoorziening geleidelijk af en wordt de aanvoer van water, 
mineralen en assimilaten via het floëem steeds belangrijker. Deze theorie is nooit afdoende 
bewezen, maar lijkt het meest logische scenario (Ferguson & Watkins, 1989). De switch van 
xyleemaanvoer naar f loëemaanvoer wordt verondersteld te zijn gekoppeld aan de over­
schakeling van celdeling naar celstrekking. Tijdens die overgang moet dan de totale hoeveel­
heid calcium in de vrucht afnemen door een afname in de verhouding tussen calciumaanvoer 
en vruchtgroei. 

Een aantal patronen in de ontwikkeling klopt echter niet met deze hypothese. Calcium­
aanvoer in de vrucht gaat namelijk lange ti jd door. Ofwel de xyleemaanvoer blijft toch een 
langere periode in de vruchtgroei belangrijk, ofwel de aanvoer via het floëem wordt onder­
schat, of er spelen nog andere, onbekende factoren een rol bij de calciumimport. Tromp 
(1975) doet de suggestie dat er verschillende patronen kunnen bestaan, waarbij het soort 
influxpatroon dat optreedt, afhangt van de uitwendige omstandigheden. De snelheid 
waarmee de vrucht groeit, bepaalt dan de verhouding tussen xyleem- en floëemaanvoer. 

Sommige resultaten van experimenten rechtvaardigen de suggestie dat er naast import ook 
export van water en calcium zou kunnen plaatsvinden (Ferguson & Watkins, 1989). Er zijn 
echter nog nooit directe metingen aan verricht, dus blijft het vooralsnog een speculatie. 
Voor balansstudies zouden kwantitatieve gegevens hierover zeer nuttig zijn. 

De hoeveelheid calcium die naar de vrucht wordt getransporteerd, is afhankelijk van de 
blad/vrucht-verhouding (Ferguson & Watkins, 1989). Door het snoeien van bladeren in een 
geschikt seizoen (Wertheim et al., 1976) kan de import van calcium in vruchten dus zodanig 
worden beïnvloed, dat het optreden van kwaliteitsproblemen zou kunnen worden vermin­
derd of voorkómen. 

De calcium-influx in de vrucht is een metabolisch gereguleerd proces. Wanneer de remmer 
van het auxinetransport, 2,3,5-trijoodbenzoëzuur (TIBA) op appelbomen wordt gesproeid, is 
calciumophoping in de vrucht verlaagd en het optreden van stip na oogst verhoogd 
(Himelrick & Ingle, 1981). Ook bij tomaten is een dergelijk effect gevonden (Banuelos et al., 
1987). Dit effect wordt echter slechts in een beperkte periode van de vruchtgroei gevonden, 
namelijk vooral tijdens de celdeling. Tijdens de celdeling vormt de vrucht dus een sterke sink 
voor calcium influx en auxine speelt hierbij een rol. 
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3.4. Verdeling binnen de vrucht 

Tijdens de ontwikkeling van de vrucht ontstaat een caiciumgradiënt in de vrucht waar­
schijnlijk door een afnemende snelheid van calcium-influx. Doordat een deel van het calcium 
via het xyleem wordt aangevoerd, is de uiteindelijke plaats waar het terecht komt sterk 
afhankelijk van de plaats waar xyleembanen lopen, namelijk in de buurt van het trans­
pirerende oppervlak. Verdere verdeling vindt plaats via diffusie en de plaats waar het calcium 
dan terecht komt is moeilijk te voorspellen. 

Er wordt wel gesuggereerd, dat in de vrucht redistributie van calcium plaats vindt, maar 
onzekerheden over de analysemethode maken deze veronderstelling zwak (Ferguson & 
Watkins, 1989). 

3.5. Calcium in de 'signaal-transductie'-keten 

In tegenstelling tot de situatie in celwanden of membranen moet de concentratie vrij calcium 
in het cytoplasma zeer laag worden gehouden. Te hoge concentraties calcium kunnen 
enzymen inactiveren, of concurreren te sterk met magnesium bij de complexvorming met 
energierijke fosfaatverbindingen (ATP, GTP, etc). Het is dus noodzakelijk dat de calcium-
concentratie laag blijft voor een goed functioneren van het metabolisme. 

Door een lage concentratie in het cytoplasma kan calcium bovendien een belangrijke rol 
spelen bij de overdracht van signalen, in de 'signaal-transductie'-keten (Fig. 5). 

_, andere prikkels 
verandering van de 
membraanpotentiaal 

I opengaan van kanalen 

ionentransport 

calciumtransport 

andere transport­
mechanismen A 

verandering concentratie van 
cytoplasmatisch vrij calcium 

plantrespons 

Figuur 5. Signaaloverdracht door calcium in de 'signaal-transductie'-keten. Belangrijke processen in 
de keten zijn veranderingen van de membraanpotentiaal, het openen van kanalen 
(Agates) en de daardoor veroorzaakte ionfluxen (Hille, 1992) 
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Dit is een keten van reacties die verlopen vanaf een moment dat de cel een prikkel -
'stimulus' - krijgt (bijvoorbeeld binding van een hormoon aan een receptor in de membraan) 
tot aan de uiteindelijke respons (bijvoorbeeld celstrekking). In een aantal van deze 'signaal-
transductie'-systemen is er een stap waarin gedurende korte tijd calcium wordt vrijgemaakt 
uit een opslagpool (mogelijk ergens in de membraan) en deze 'vrij calcium'-puls weer andere 
reacties in gang zet, zoals het activeren van ionkanalen of het activeren van bepaalde enzy­
men. Voor een goed functioneren van de 'signaal-transductie'-keten is het van belang dat in 
de evenwichtstoestand de concentratie vrij calcium in het cytoplasm a zeer laag is, namelijk in 
de orde van grootte van 150 nM (Marmé, 1986). Een geringe verandering in de hoeveelheid 
vrij calcium ten gevolge van een stimulus door bijvoorbeeld een hormoon (Poovaiah & 
Reddy, 1987) of blauw licht (Gallagher et al., 1988) kan de concentratie van 150 nM meer dan 
verdrievoudigen. Dit heeft een enorm effect op allerlei fysische of fysiologische processen. 

De plant heeft een nauwkeurig reguleringsmechanisme om de calciumconcentratie in het 
cytoplasma laag te houden. De plasmamembraan vormt een grote barrière voor calcium, 
waardoor de influx laag is. Er zijn calcium-effluxpompen aanwezig op de plasmamembraan 
en actieve influxpompen op het membraan van het ER en de vacuole. Bovendien zijn 
calciumbindende eiwitten aanwezig, die door hun hoge affiniteit voor calcium de concen­
tratie vrij calcium laag kunnen houden en daarmee waarschijnlijk een belangrijke rol spelen 
in de signaaltransductie. 

De best gekarakteriseerde calciumbindende eiwitten zijn calmoduline en de recent geïdenti­
ficeerde CDPK's (calcium-dependent protein kinases. Roberts & Harmon 1992). Het complex 
calcium/calmodulin speelt een rol bij de activering van een aantal enzymen, zoals het Ca +-
ATPase op de plasmamembraan (Dieter, 1984). Ook transportprocessen op andere mem­
branen, zoals de tonoplast, worden waarschijnlijk door calmoduline beïnvloed (Roberts & 
Harmon, 1992). De CDPK's, die zowel gebonden aan membranen als vrij in het cytoplasma 
kunnen voorkomen, kunnen op verschillende manieren in het 'signaal-transductie'-systeem 
een regulerende rol spelen. Waarschijnlijk zijn ze betrokken bij ionentransport, fosfor-
yleringsreacties en cytoplasmastroming. 

Bij de calciuminflux in het cytoplasma zijn verschillende kanalen betrokken (Fig. 6). 
De kennis hierover met betrekking tot planten loopt enigszins achter bij die uit de dier­
fysiologie. Toch zijn er bij planten ook al een aantal calciumkanalen geïdentificeerd of zijn er 
sterke aanwijzingen voor hun bestaan. Dit omvat zowel calciuminfluxkanalen op de plasma­
membraan als kanalen waardoor calcium vrijkomt uit opslagcompartimenten binnen de cel. 

De 'trigger' voor het opengaan van de kanalen kan zijn: 
een verandering van het potentiaalverschil over de membraan; 
binding van een hormoon, zoals ABA (abscissinezuur) aan een receptor. Deze binding 
kan een oscillerende verandering van de calciumconcentratie veroorzaken (zie Fig. 6); 
(A/S. Vaak vinden er synchroon oscillaties in een aantal naast elkaar gelegen cellen 
plaats. Waarschijnlijk functioneren cellen dus in clusters, waarbinnen, mogelijk via de 
plasmodesmata, een nauwgezette communicatie plaats vindt (Peterson & Wakui, 1990). 
activering door lnsP3 (inositol 1,4,5-trifosfaat); 
activering door Ca zelf, vrijkomend u'rt opslagpools na activatie van kanalen door lnsP3; 
activering door rek van de plasmamembraan, zoals bij celstrekking kan optreden. 

Het blijkt dat de grote hoeveelheid calcium die buiten de cel aanwezig is een belangrijke rol 
kan spelen in de 'signaal-transductie'-keten (Peterson & Wakui, 1990). De achtergrond van 
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deze relatie is nog niet duidelijk. Mogelijk raken de calciumpools in de cel na langdurige 
stimulatie uitgeput en is aanvulling van buitenaf nodig. 

De bestudering van calcium op cellulair en subcellulair niveau is tot op heden nog niet onder 
de aandacht geweest in het kwaliteitsonderzoek. Het is duidelijk dat eisen ten aanzien van 
calciumconcentraties op verschillende plaatsen in het weefsel nogal sterk uiteenlopen: hoge 
concentraties in de celwand tegenover zeer lage concentraties in het cytoplasma. Dit vergt 
zeer goed gereguleerde transportsystemen door de hele plant heen. 

Bij het onderzoek naar de oorzaken van kwaliteitsproblemen is het van belang inzicht te 
hebben in wisselwerking tussen de verschillende reguleringsmechanismen. Hierover bestaat 
momenteel nog nauwelijks kennis. De recente technische ontwikkelingen maken het moge­
lijk hier in de toekomst meer onderzoek aan te doen. 

ABA Ca 2+ 
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plasmamembraan 
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Figuur 6. Schematisch overzicht van de verschillende calciumkanalen, die betrokken zijn in het 
signaal-transductie-systeem (Schroeder & Thuleau, 1991) 
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4. Technische ontwikkelingen 

Tot aan het begin van de tachtiger jaren heeft het onderzoek naar de relatie tussen het 
optreden van kwaliteitsproblemen en storingen in de calciumhuishouding zich moeten 
beperken tot 'hele plant'-fysiologie. Dit heeft veel kennis opgeleverd over calciumtransport 
door de plant en de verdeling binnen de verschillende plantorganen. Het is ook duidelijk 
geworden dat verstoringen van de calciumhuishouding, die voorafgaan aan kwaliteits­
vermindering, zeer lokaal optreden. Het lijkt voor de hand te liggen dat verder onderzoek 
zich nu moet concentreren op het verwerven van inzicht in processen die binnen deze lokale 
gebieden op cellulair of subcellulair niveau plaatsvinden. 

Sinds het begin van de tachtiger jaren zijn de technische mogelijkheden om de calcium­
huishouding op celniveau te bestuderen sterk uitgebreid. Door het ontwikkelen van de 
mogelijkheden om protoplasten en vacuoles te isoleren uit weefsel, is de cel veel toe­
gankelijker geworden. Meer inzicht in de calciumhuishouding in de cel kan momenteel 
worden verkregen door niet-destructieve meting van snelle veranderingen in de hoeveelheid 
vrij en niet-vrij calcium en meting van calciumtransport over membranen. 

4.1. Meting van intracellulair calcium 

Een ideale methode om de calciumhuishouding te bestuderen is één waarbij tijdens de me­
tingen de celstructuur intact kan blijven, zodat er inzicht wordt verkregen in de comparti-
mentatie van het calcium in verschillende pools. NMR en x-ray microanalyse (Hughes, 1986) 
zijn hiervoor goede methoden. Deze technieken vereisen fixatie van het weefsel en leveren 
daarmee alleen momentopnames op van de situatie die heerst op het moment van fixeren. 
Meer informatie over reguleringsmechanismen (en dus de dynamiek van de plant) wordt 
verkregen, wanneer de plant intact blijft tijdens de metingen en er veranderingen in calcium-
concentraties in het cytoplasma kunnen worden gemeten. Dit soort metingen is mogelijk 
geworden door de ontwikkeling van methoden waarbij de hoeveelheid vrij calcium in het 
cytoplasma in een in-vivo-situatie gemeten kan worden. 

De drie meest gebruikte methoden om calcium in het cytoplasma van plantecellen te kunnen 
meten, zijn door gebruikmaking van lichtgevoelige eiwitten, fluorescente probes en Ca-
selectieve micro-elektrodes (Thomas, 1986). Als lichtgevoelig eiwit werd aequorine als eerste 
met succes gebruikt (Williamson & Ashley, 1982). Dit eiwit, afkomstig uit een kwal, emitteert 
licht bij een reactie waarbij calcium de katalysator is. Als fluorescente probes zijn vooral de 
recent ontwikkelde fura analogen (Grynkiewicz et al. 1985) geschikt. De fura-analogen indo 1 
en fura-2 (Fig. 7) hebben beide een EGTA-achtige tetracarboxylzuurstructuur, maar hebben 
een verschillende fluorescente groep. Deze verbindingen fluoresceren zodra ze een complex 
hebben gevormd met calcium. 
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Figuur 7. De chemische structuren van indo-1 en fura-2 en het effect van calciumbinding op de 
emissie en excitatiespectra van respectievelijk indo-1 en fura-2 (Bush & Jones, 1990) 

Afgezien van de technieken waarbij enkele nieuwere probes worden gebruikt, is het bij al 
deze methodieken noodzakelijk micro-elektroden te gebruiken, hetzij voor injectie (van de 
probe) hetzij voor de meting zelf. Bij het onderzoek is de aanwezigheid van een celwand of 
celafmetingen kleiner dan 100 mM nogal eens problematisch. Bovendien is er het probleem 
dat de pipet vaak in de vacuole wordt gestoken in plaats van in het cytoplasma. 

De interpretatie van de gegevens is gecompliceerd. De hoeveelheid vrij calcium in het cyto­
plasma is laag en in evenwicht met een betrekkelijk grote hoeveelheid calcium, die gebon­
den is of opgeslagen in allerlei pools. Het gevolg daarvan is dat de concentratie vrij calcium 
gemakkelijk kan veranderen ten gevolge van redistribute, verandering van de pH, nalevering 
vanuit pools of zelfs door interactie met een probe. Bovendien is niet duidelijk of de concen­
tratie dan wel de activiteit van het calcium van belang is voor de 'signaal-transductie'-
processen in het cytoplasma. Momenteel wordt veel onderzoek gedaan aan veranderingen 
van de hoeveelheid vrij calcium en niet-vrij calcium tijdens allerlei fysiologische processen. 
Vooral bij de bestudering van het openen en sluiten van huidmondjes is al succes op dit 
gebied behaald (Blatt et al., 1990; Gilroy et al., 1990). 

Al leveren deze technieken kwantitatief nog problemen, ze zijn zeer waardevol in het geven 
van kwalitatieve informatie. De ontwikkeling van de technieken heeft zeker nieuwe 
inzichten opgeleverd in bijvoorbeeld het signaal-transductie-systeem. 
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4.2. Transport over membranen 

Het meten van de hoeveelheid vrij calcium kan indirect informatie opleveren over het 
calciumtransport. Het is echter beter om hiervoor een meer directe methode te gebruiken. 
Het isotoop 45Ca wordt al langere ti jd gebruikt in transportstudies (Ho, 1989), maar directe 
meting van transport over membranen is pas mogelijk sinds protoplasten of vacuoles kunnen 
worden geïsoleerd of membraanvesicles kunnen worden gemaakt. Deze studies leveren nut­
tige informatie op over de regulering van calciumopname door membranen. 

Meer specifieke informatie over de kinetiek van het transport door kanalen en momentane 
veranderingen erin door stimuli (licht hormonen, veranderingen membraanpotentiaal, etc; 
zie Fig. 6) leveren studies met behulp van elektrofysiologische technieken, zoals de 'patch-
clamp'-opstelling (Schroeder & Thuleau, 1991). 

Een nadeel van deze methodieken kan zijn dat er altijd aan deelsystemen wordt gemeten. 
Het vertalen van de gegevens naar andere integratieniveaus (blad, vrucht, hele plant) is 
moeilijk. Toch kunnen de resultaten uit cel- of membraanstudies in het algemeen richting­
gevend zijn voor verder onderzoek aan de hele plant. 



21 

5. Ingangen voor nieuw onderzoek 

Nu de technische ontwikkeling in de tachtiger jaren zo'n vlucht genomen heeft, is het de 
vraag of gebruik ervan het onderzoek naar de relatie tussen kwaliteitsproblemen en ver­
storingen in de calciumhuishouding een nieuwe impuls kan geven. In hoeverre kan onder­
zoek op cel-, membraan- of moleculair niveau richtinggevend zijn voor verder onderzoek op 
orgaan- of 'hele planf-niveau? 

Er zijn enkele onderzoeksgebieden aan te geven: 
1. Het is van belang allereerst een goede vraagstelling te formuleren. Hier zit een be­

langrijk probleem. Het is momenteel nog steeds niet mogelijk om een goede prognose 
te geven over het eventueel optreden van kwaliteitsproblemen in delen van het weefsel. 

2. Er is te weinig inzicht in de localisatie van de symptomen van kwaliteitsvermindering 
(c.q. lokaal calciumgebrek of-overmaat) in blad of vrucht. 

3. Bovendien is er gebrek aan inzicht in de relatie tussen een kwaliteitsprobieem en het 
niet-optimaal functioneren van biochemische processen, waarbij calcium en eventueel 
ook kalium en magnesium betrokken zijn. Heel direct onderzoek naar deze relatie lijkt 
mij niet mogelijk. Maar men kan er wel vanuit gaan dat aanwezigheid van calcium in 
het cytoplasma in hoeveelheden, zoals beschreven in Hoofdstuk 3.5 essentieel is voor de 
vitaliteit van cel en weefsel. Het is een vereiste voor een optimale vitaliteit van de cellen 
dat calcium onder alle omstandigheden beschikbaar is of uit pools vrij kan komen. 
Bovendien moet het aanwezige calcium in balans zijn met de andere mineralen. 

Bovenstaande toont aan dat het nodig is om een gedetailleerd inzicht te krijgen in de manier 
waarop calcium terechtkomt op de plaatsen waarop het een functie vervult (zie Fig. 1). Dit 
betekent mijns inziens dat het accent van het toekomstig onderzoek moet liggen op de 
bestudering van de (regulatie van^ transportprocessen van calcium op verschillende integra­
tieniveaus: transport over grote afstand door de vaatbundels en cellulair en subcellulair 
transport. Een voorwaarde daarbij is dat de verschillende niveaus naast elkaar worden bestu­
deerd en de resultaten uit de verschillende deelonderzoeken onderling worden vergeleken. 
Zowel een fysiologische als moleculair biologische onderzoeksaanpak zijn daarbij relevant. 
Hierna volgen enkele indicaties voor nieuwe onderzoeksingangen. Er zal niet al te uitgebreid 
worden ingegaan op materiaal en methode van het onderzoek, want dat valt buiten het 
bestek van dit rapport. 

5.1. Orgaan- en 'hele plant'-niveau 

Op het integratieniveau van orgaan of hele plant is het van belang om het be- en ontladen 
van het meristematisch weefsel te bestuderen. Het is duidelijk dat meristematisch weefsel 
's nachts meer aanvoer van calcium krijgt dan overdag. Een goede uitgangsstelling voor 
onderzoek is: 

De hydrostatische potentiaal van bladeren concurreert met de osmotische potentiaal van 
de vrucht. Overdag trekt de hydrostatische gradiënt het calcium naar de bladeren, 
's Nachts zal de osmotische potentiaal van de vruchten juist Ca-transport naar de 
vruchten veroorzaken. 
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Een belangrijk gat in de kennis is, hoe het watertransport precies verloopt en wat de bijdrage 
van xyleemtransport en floëemtransport in de calciumvoorziening van meristemen is. Het is 
van belang om (bijvoorbeeld met 45Ca en 3H2Û) hierover meer kwantitatieve informatie te 
verzamelen. Belangrijke vragen in dit verband zijn: 

zijn de xyleemvaten naar de vrucht tijdens de fase, waarin calciumtransport naar de 
vrucht van belang is, volledig ontwikkeld? 
hoe is de verdeling xyleemtransport/floëemtransport in de calciumvoorziening? 
zijn er tijdens de duur van de vruchtgroei duidelijk twee fasen te onderscheiden waar­
tussen verschillen optreden in de calciumimport. Zo ja, corresponderen deze twee fasen 
met xyleem- en floëemtransport? 
correspondeert een overgang van overwegend xyleemtransport naar overwegend 
floëemtransport met een overgang van een celdelingsfase naar een celstrekkingsfase? 
is het juist dat de eerste fase (indien aanwezig; zie boven) het meest bepalend is voor 
het uiteindelijke calciumgehalte in het betreffende plantedeel? Hoe is het calcium­
transport tijdens de betreffende fase te beïnvloeden (wanneer de snelheid van de 
vruchtgroei laag wordt gehouden, is het uiteindelijk calciumgehalte in de rijpe vrucht 
relatief hoog). Wat is het effect van een tijdelijke onderbreking van het calcium- en 
watertransport op lokale calciumgehalten? 
is het knikpunt tussen de eventueel aanwezige fasen te beïnvloeden (door temperatuur 
of relatieve luchtvochtigheid)? 
hoe is de relatie met de verdamping? 

Het is niet duidelijk in welke mate het calcium binnen de vrucht wordt geredistribueerd of 
dat er zelfs efflux uit de vrucht plaatsvindt. Een eventuele efflux van calcium uit de vrucht 
kan een belangrijke rol spelen bij de uiteindelijke hoeveelheid calcium. Concreet komt dit 
type onderzoek neer op het maken van balansstudies, waarbij de volgende fasen van belang 
zijn: 

eerste periode van calcium-belading via xyleemvaten; 
tweede-fase-belading; 
verder is inzicht nodig in dag/nacht in- en efflux; 
hoe is de situatie waarin de concurrentie wordt beïnvloed via Ca-aanvoer vanuit de 
wortel. 

Bij de bestudering van deze onderwerpen is het zinvol om modelsystemen te bestuderen 
(bijvoorbeeld een tak met een vrucht op een vaas, waarbij de worteldruk kan worden 
nagebootst met behulp van een pressurebomb). De gegevens kunnen aan een intact systeem 
worden getoetst met bijvoorbeeld Ca en H20. 

5.2. Cellulair en subcellulair niveau 

De concentratie van het calcium in het cytoplasma kan door de plant goed worden geregu­
leerd. Er zijn een aantal transportsystemen bekend die verantwoordelijk zijn voor in- en 
efflux van calcium door verschillende membranen in de cel (Fig. 8). 
Er is echter nog weinig kennis over de interactie tussen deze systemen en de invloed van 
allerlei in- en uitwendige stimuli (stuurlicht, droogte, hormonen, etc.) in-vivo. Het is daarbij 
heel belangrijk meer inzicht te krijgen in eventuele verschillen in de eigenschappen van deze 
transportprocessen tussen cellen of weefsels. Alle kennis die men nu heeft over het signaal-
transductie-systeem is algemeen. Men kent nog niet de orgaanspecifieke aard van de cellen 
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in dit mechanisme. Het is daarom zinvol om (bijvoorbeeld met behulp van immunologische 
technieken) de aanwezigheid van calciumbindende eiwitten te identificeren en deze infor­
matie te koppelen aan bepalingen van concentraties vrij calcium (met bijvoorbeeld fluores­
cente probes) in meristeem of andere organen. Dit kan een goed inzicht opleveren in trans­
portmogelijkheden binnen de verschillende cel- of weefseltypen, die gevoelig kunnen zijn 
voor kwaliteitsproblemen. 

Daarnaast is meer inzicht nodig in de hoeveelheid calcium die werkelijk functioneel in de cel 
beschikbaar kan komen vanuit de opslagpools, zoals de vacuole of het endoplasmatisch 
reticulum. 

Behalve onderzoek aan enkele cellen of zelfs membranen, is het symplastisch transport van 
calcium via de plasmodesmata (gebonden aan eiwitten, organische zuren of vrij; Raven, 1986) 
eveneens een onderdeel, dat in dit kader van belang kan zijn. Calcium heeft hierbij waar­
schijnlijk een belangrijke functie bij de signaaloverdracht tussen cellen, de zogenaamde 
cel/cel-communicatie. Zoals al vermeld, treden oscillaties binnen het signaal-transductie-
systeem op in celclusters. Dit kan erop duiden dat de clusters misschien heel autonome, 
begrensde gebieden zijn. Het is nog niet duidelijk hoe de relatie is tussen de hoeveelheid 
extracellulair en intracellulair calcium. Hoe dus een lokaal calciumgebrek ingrijpt op de 
signaaloverdracht is nog niet bekend. Met behulpvan fluorescente probes die door 
plasmodesmata kunnen permeëren (Terry & Robards, 1986) kan meer informatie op dit 
gebied worden verkregen. 

Ca* 

H* 

GOLGI 

ADP 

MITOCHONDRION 

Figuur 8. Overzicht van verschillende transportprocessen van calcium over membranen in de 
plantecel (Evans et al., 1991) 



24 

5.3. Genetische manipulatie 

Het is duidelijk dat calcium bij een groot aantal processen een rol speelt, waarbij waarschijn­
lijk meerdere sleutelenzymen betrokken zijn. Het is dus niet mogelijk één bepaald eiwit of 
proces aan te duiden, waardoor de regulering van de calciumhuishouding wordt bepaald. Dit 
maakt het moeilijk om een goed aanknopingspunt te vinden voor genetische manipulatie. Er 
zijn echter wel mogelijkheden, zoals de literatuur aantoont. Poovaiah (1979) beschrijft een 
niet-afrijpende {fin) mutant van tomaat die significant meer gebonden calcium in de af-
rijpende vrucht bevat dan de controleplant. Dit blijkt gekoppeld te zijn met een geringere 
stijging van het polygalacturonase in de mutant dan in de controleplant. Recentelijk is een 
transformant van tomaat ontwikkeld, waarin expressie van het polygalacturonase-gen werd 
geremd (Pike, K., ICI Seeds, Surrey, UK, lezing NIABA Annual Meeting, Den Haag, 9 april 
1992). Hierdoor werd de synthese geremd van het enzym polygalacturonase, dat verantwoor­
delijk is voor de celwandafbraak en had tot gevolg dat de veroudering meer dan een week 
werd uitgesteld. Hiermee werd de houdbaarheid van de tomaat verlengd. 

Zinvol onderzoek met behulp van moleculair biologische technieken kan gebeuren aan 
calciumtransporteiwitten, mits de regulering van het betreffende transporteiwit maar niet op 
translatieniveau plaats vindt (Evans et al., 1991). Produktie van transgene planten met een 
gestimuleerde dan wel geremde expressie van calciumtransporteiwitten kan inzicht geven in 
regulering van cytoplasmatische calciumconcentraties voor zover translatie hierbij betrokken 
is. 

Een andere mogelijkheid moet misschien gezocht worden in de betrokkenheid van hormo­
nen bij de calciumhuishouding. Calcium beïnvloedt de werking van hormonen, maar de 
hormonen auxine, cytokinine en gibberelline hebben ook effect op calciumtransport (Elliott, 
1986). Net als bij transporteiwitmutanten kan ontwikkeling van transgene planten met een 
gestimuleerde dan wel geremde expressie van de produktie van één van de genoemde 
hormonen inzicht geven in de regulering van calciumtransport. 
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6. Conclusie 

Voor innovatie van het onderzoek naar de relatie tussen calciumhuishouding en het op­
treden van kwaiiteitsprobiemen kunnen de nieuwere technieken van groot nut zijn bij het 
verwerven van meer inzicht. Het onderzoek zal zich nu in eerste instantie moeten richten op 
de bestudering van het calciumtransport zowel op hele-plant- en orgaanniveau (lange 
afstandstransport) als op cellulair en subcellulair niveau (membraantransport en intracellulair 
transport). Het is van essentieel belang om beide lijnen van onderzoek parallel aan te pakken 
en de resultaten van beide onderzoekslijnen te integreren. Dit vergt overleg tussen proefsta­
tions, instituten en universiteiten, gezien het brede onderzoeksterrein waarover zich dit kan 
uitstrekken. 

Technische expertise voor een dergelijke brede aanpak is op het CABO-DLO slechts gedeel­
telijk aanwezig. De deelgebieden waarbij nutriëntentransport en waterhuishouding een 
wezenlijk onderdeel vormen van het onderzoek, kunnen op het CABO-DLO worden uit­
gevoerd. Voor die onderdelen waarbij meer naar cellulair en subcellulair niveau moet 
worden gekeken, is het CABO-DLO echter niet voldoende toegerust. Dit type onderzoek 
vereist zeer kostbare apparatuur en goede expertise en maakt nauwe samenwerking met 
andere onderzoeksinstellingen noodzakelijk. 

Dit rapport kan als uitgangsmateriaal dienen voor overleg en de formulering van daaruit 
voortvloeiende projecten. 
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