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Samenvatting

Dit rapport is een overzicht over de recente literatuur (tot 1991)
betreffende factoren en processen die van invloed zijn op het gehalte
aan antinutritionele factoren (ANF's) en andere kwaliteitsfactoren in
planten of delen daarvan, met als uitgangspunt landbouwgewassen of
-produkten die in Nederland geteeld kunnen worden en van belang zijn
als veevoeder. Het doel van deze literatuurrecherche was om hiaten en
nieuwe wegen aan te geven bij het onderzoek naar maatregelen tijdens
de teelt teneinde ANF~gehalten in het landbouwprodukt te verminderen.
Ock is aandacht besteed aan de potentiéle mogelijkheden van veredeling
en produktbehandeling wvoor dit doel.

Met name is gezocht naar gegevens betreffende lectinen, protease-—
remmers, glucosinolaten, alkaloiden, tanninen (flavonoiden, (poly)-
fenclen}), en vicine en convicine., De glucosinolaten komen in
Brassica-zaden voor; de overige veooral in zaden van vlinderbloemigen,
met name Vicia faba.

Door veredeling waren al successen geboekt bij verlaging van
glucosinolaatgehalten in Brassica (00-rassen). Uit proceven met die
nieuwe rassen is het mechanisme opgehelderd van de glucosinolaat-
vorming in de zaden. Deze fungeren als buffervoorraad van overmaat
zwavel en worden in alle vegetatieve plantedelen gebiosynthetiseerd.
In de 00-rassen is de laatste stap in deze biosynthese geblokkeerd. Ze
zijn gevoeliger woor S—gebrek dan de {-rassen. In de 0O-rassen is het
gehalte lager naarmate de zwavelvoorziening van de plant geringer is,
die mede wordt bepaald door het zwaveldioxide-gehalte in de lucht.

Wat betreft de eiwitachtige ANF's (lectinen en proteaseremmers) zouden
de gehalten verlaagd kunnen worden door de biosynthese te verschuiven
naar andere eiwitfracties. Omdat deze eiwitten behalve ANF zelf ook
een belangrijk voedingsbestanddeel zijn zal daarmee ook de voedings-
waarde veranderen., In zaden van peulvruchten beperken de lage gehalten
aan zwavelhoudende aminozuren de voedingswaarde. In proeven over
verschuiving van de samenstelling van eiwitfracties naar een beter
zwavelgehalte in de zaadeiwitten blijkt, dat de eiwitopbrengst minder
is dan van qua aminozuursamenstelling van het zaadeiwit betere rassen.
Verder verandert de samenstelling wvan zaadeiwit ook ten gunste van de
zwavelrijkere fracties onder suboptimale groei-omstandigheden.

Voor de praktijk betekent dit, dat afhankelijk van het zwavel-
gehalte wvan het lectine, het resultaat wvan gerichte ANF-vermindering
{Qoor weredeling bv.) ock zou kunnen zijn dat de aminozuur-samen-
stelling wvan het totaal-zaadeiwit en de opbrengst verslechteren,

Het onderzoek over procteaseremmers betreft vooral sojabonen. Er is
geen onderzoek bekend over relaties met omgevingsfactoren. Als het een
S~depdt zou zijn, wat wel is verondersteld vanwege het hoge cystine-
gehalte, zou er een relatie met zwavelvoorziening moeten zijn.

Het gehalte van gecondenseerde tanninen in zaden (zaadhuiden)} wvan
vlinderbloemigen bij de cogst hanct samen met het gehalte aan flavo-
noiden tijdens de ontwikkeling, waar ze door condensatie uit ontstaan
tijdens het afrijpen bij het indrogen wvan de zaadhuiden.

Verlaging van tanninegehalte in het eindprodukt zou kunnen woxrden
bewerkstelligd door de flavonoidefractie te verminderen door verede-
ling of genetische manipulatie. Ingrijpen in het verdrogings/oxydatie-
proces zou theoretisch ook een weg zijn die de condensatie kan vermin-
deren. Er is nauwelijks onderzoek gedaan naar de invoed wvan omgevings—
factoren op het gehalte aan gecondenseerde tanninen in zaden. Bij het




weinige onderzoek is geen invlced gevonden van oogstjaar, bodem,
beregening en gebruik van de groeiregulator Alar.

Meer is bekend van het gedrag van gecondenseerde tanninen in
bladeren. Door onderzosk wvan vlinderbloemige voedergewassen voor
herkauwezrs kon een verband worden gelegd tussen het optreden van
trommelzucht en het tanninegehalte in de bladeren. Afhankelijk van het
opleosbaar-eiwit-gehalte van het blad moet er een minimaal gehalte
geceondenseerde tanninen aanwezig zijn om trommelzucht te wverhinderen,
door complex-~vorming met dat eiwit in de pens. Onder arme omstandig-
heden bevatten de gewassen meer tannine (bij een mindere opbrengst en
lager eiwit-gehalte).

Het gehalte in blad van bomen staat onder invloed van onder meer
zwaveldioxide in de lucht. Hoe hoger de luchtverontreiniging, hoe
minder gecondenseerde tanninen de bladeren bleken te bevatten bij een
grotere gevoeligheid voor vraat.

Het tanninegehalte in blad is hoger bij planten die tijdens de
groei meer licht hebben gehad, wvooral uit het UV—gebied,

Uit onderzoek is niet gebleken dat het gehalte in bladeren in
relatie staat tot het uiteindelijke gehalte in zaden van dezelfde
plant. Conclusies over invloed van omgevingsfactoren in blad gelden
dus niet voor de zaden.

Alkaloiden vormden een probleem in lupine, een voedergewas dat voor
Europa niet wvan belang is. Door veredeling is het niveau te verlagen.

Van vicine en convicine in de cotylen van veldbonen en in lupine-
zaden is nog niet wveel bekend. De gehalten vari&ren en vertonen onder-
ling geen relatie.

Voor alle beschouwde ANF's zijn redelijke perspectieven om de gehalten
te verlagen door veredeling. De invliced van maatregelen en omgevings-—
factoren is minder grijpbaar en voorspelbaar. Vele theoretische moge-
lijkheden zijn niet van belang voor de praktijk omdat ze economisch
niet haalbaar zijn.

Als hiaten in het onderzoek worden aangestipt:

Invloed van optimalisering wan zwavelvoorziening op de gehalten aan
lectinen, proteaseremmers, GLS en gecondenseerde tanninen.

Invloed van sub-optimale comstandigheden op het gehalte aan flavonoiden
en tanninen in zaden wvan Vicia faba; verkand tussen gehalte in blad en
zaden {zaadhuiden; blcoemblaadijes).

Invloed van belichtingskwaliteit en -intensiteit op tanninevorming in
zaden en bladeren van Vicia faba.



1 Inleiding

1.1 Probleemstelling en doel

In veel landbouwgewassen en ~produkten komen verbindingen wvoor die bij
consumptie een negatieve invloed hebben op de voedingswaarde of de
verteerbaarheid voor mens en dier. Soms kunnen de schadelijke stoffen
cnwerkzaam worden gemaakt deor een bewerking. Een bekend voorbeeld
hiervan is voorkéming van favisme bij personen uit het Middellandse
Zeegebied die een relevant enzym missen. Door het koken van veldbonen
worden de daarin aaznwezige voor hen schadelijke ANF's geinactiveerd.
Voor de humane voeding is een dergelijke maatregel door de klein-
schaligheid eenvoudig uitvoerbaar. Voor veevoeding wordt dat al gauw
te duur.

Teneinde ANF-houdende gewassen en -produkten toch te kunnen gebrui-
ken als veevoer zou het gehalte minimaal moeten ziijn. Daarbij is wan
belang te weten dat ANF's soms bescherming tegen ziekten, plagen en
vraat bieden. Bij veredelen of anderszins effectueren van een lager
ANF-gehalte in een gewas loopt men daardoor de kans dat de opbrengst
daalt of dat het gewas vatbaarder wordt voor pathogenen. In het onder-
zoek is aan dit aspect veel aandacht besteed.

Het hoofddoel wvan deze literatuurverkenning was, na te gaan of een
lager ANF-gehalte mogelijk door teeltmaatregelen te bhereiken is, en
suggesties te doen voor noodzakelijk onderzoek op dat terrein. Daartoce
is gezocht naar verbanden van ANF-gehalten met omgevingsfactoren. De
literatuur daarover bleek zeer beperkt van omvang, waarna het zoekveld
is uitgebreid naar andere kwaliteitsfactoren.

1.2 De verbindingen en de gewassenh

De zogenaamde antinutritionele factcren, hier verder te noemen ANF's,
zijn wan zeer gevarieerde chemische structuur en eigenschappen. Onder
de hier gehanteerde definitie worden de meer acuut-toxische secundaire
metabolieten, zoals erucazuur in koolzaad, ergot-alkaloiden in graan
of saponinen in vlinderbloemigen buiten beschouwing gelaten. Rls ANF's
worden in deze literatuursamenvatting die verbindingen beschouwd die
een direct (door de smaak of geur) of indirect negatief effect verto-
nen op de voedercpname of op de spijsvertering, door remming van de
betrokken enzymen of door een slechter verteerbaar maken van eiwitten
door complexvorming.

De volgende ANF's zijn in deze literatuurrecherche betrokken:
lectinen, proteaseremmers, glucosinclaten, alkalciden, tanninen en
{con)vicine.

Uit economische overwegingen ging de aandacht uit naar de ANF's in
peulvruchten die binnen de EG werden geteeld, en die in de tachtiger
jaren een hescheiden 1ol kregen ter vervanging van de soja uit Noord-
en Zuid-Amerika (sojabonen bevatten c¢verigens ook ANF's). Europese
omstandigheden zijn minder geschikt wvoor de teelt van sojabonen. Als
vervangers voor het veevoer kwamen vooral in aanmerking Vicia faba,
Phaseolus aureus en Pisum sativum. Van de overige gewassen is vooral
koolzaad interessant (Brassica napus) .

In één gewas of produkt kunnen ANF's uit wverschillende groepen
vébdbrkomen. De belangrijkste ANF's per type gewas zijn samengevat in
Fig. 1.1 {Naar: Huisman & Van der Poel, 1987). De gehalten zijn
verschillend per orgaan en hangen samen met het groei- of rijpings-—



stadium (zie Fig. 1.2). Van de ANF's in peulvruchten voor humane
consumptie is een recent overzicht verschenen van Liener (1989).
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De belangrijkste ANF's in esan aantal gewassen
{Naar: Huisman & Van der Poel, 1987}
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Figuur 1.2

Gehalten aan ANF's in bonen van Vicia faba tijdens de zaadontwikkeling
(Uit: Sjédin et al., 1981; aangevuld met gegevens van Pitz et al., 1981}).
N.B. De niveaus van de gehalten zijn onderling niet vergelijkbaar.



Er is onderzoek geweest naar verlaging van de gehalten aan de onge-
wenste verbindingen uit de gewassen of de produkten door veredeling,
produktbehandeling of door teeltmaatregelen. Dat laatste is een
mogelijkheid als de gehalten samenhangen met omgevingsfactoren, wat
woor bijvoorbeeld tanninen inderdaad zo is (Reid et al., 1974).

Ondanks de aandacht die er in het onderzoek aan werdt geschonken,
is vaak nog niet duidelijk wat de werking van verschillende ANF's
precies is. Per diersoort is dat bovendien verschillend. Het effect
van een ANF zal voor herkauwers wezenlijk anders zijn dan woor kippen:
jonge dieren kunnen anders reageren dan volwassen. Het beeld wordt
vertroebeld doordat meer ANF's in één voedercomponent kunnen vodr-—
komen.

Fen recent overzicht wvan ANF's in voedergrondstoffen voor varkens
en pluimvee is gemaakt door Huisman en Van der Poel (1987). De effec-~
ten voor het landbcuwhuisdier zidn bij deze literatuurrecherche wel
genoemnd, maar het onderzoek ernaar was geen aandachtspunt,

Om tot gerichte produktverbetering wvan veevoer te kunnen komen is het
nodig dat duidelijk is om welke chemische verbindingen het gaat bij de
verschillende doelgroepen {(herkauwers; eenmagigen; gevogelte). Cok is
inzicht nodig in de genetische eigenschappen van het materiaal met
betrekking tot de specifieke ANF's en in de invloed van de externe en
interne omstandigheden op het metabolisme ervan in de plant. Tenslotte
moeten er betrouwbare analysemethoden zijn om vari&teiten wvan het
gewas te kunnen screenen en om de verteerbaarheid te evalueren.

Met deze kennis, inzichten en methoden als uitgangspunt kan dan
actie worden ondernomen teneinde het gehalte aan ANF's in landbouw-
produkten te kunnen verlagen.



2 Werkwijze

21 Gescreende plantescorten

Er is bij deze literatuurrecherche gezocht naar onderzcek betreffende
vlinderbloemigen, die als zaden (door warkens, kippen) of als blad
{door herkauwers) worden gegeten en naar glucosinolaten in Brassica-
soorten.

Met name is gezocht naar Viecia, Phaseolus, Pisum, Scorghum,
Brassica, Glycine, Lupinus, ILathyrus, Castor bean, Ricinus,
Pithaecolobium lobatum, Stizolobium, Chenopodium, Zea, maize, cereal,
*bean*, lupin, legume*, Leguminosae, soyabean, Glycine max,
Cruciferae, cruciferous crops, Calliandra calothyrsus, Desmodium,
Acacia, Pterocarpus, Capparidaceae, woody species, tree*, shrub*,
browse*. Voor een sterretije kan elke letterreeks worden ingewvuld (zie
Bijlage 1}.

22 Antinutritionele factoren

De volgende {(groepen) ANF's zijn bekend in de meest gangbare landbouw-
gewassen die geschikt zijn als veevoedergrondstof:

2.2.1 Eiwitachtige verbindingen:

lectinen en/cf reserve-eiwitten;

legumine en viciline in Vicia; faseocline in Phaseolus;
proteaseremmers: trypsine- en chymotrypsineremmers; subtilisineremmers

2.2.2 Overige verbindingen:

glucosinolaten (vooral in Cruciferen)

alkaloiden {vooral in lupinen)

flavonoiden (fenclachtige verbindingen; polymeriseren tot geconden-
seerde tanninen)

vicine, convicine (vooral in peulvruchten; ook in lupinezaden)

Er is gezocht op de trefwoorden *vicine, vicilire, tannin*, *trypsin*,
inhibitor#*, *glucosinolat*, lectin*, *alkaloid*, saponin*, phytin#*
acid , antinutritional factor, ANF, phytoalexin*, plant metabolites,
elicitor*, *agglutinin*, *flavencid*, sulfur amino acids.

2.3 Aandachispunten bij de recherche

2.3.1 Definitie, structuur en analyse
Er zijn per BANF gegevens verzameld over de structuren, de biosynthese
en de chemische analyse.

De (bio)chemische analysemethoden waarmee in het wverleden geanaly-
seerd is, geven niet altijd even betrouwbare resultaten. Daardoor zijn
opgegeven gehalten uit verschillende bronnen moeilijk onderling ver-
gelijkbaar.

2.3.2 Effecten in dier en mens

Er is gezocht naar literatuur over ANF's in de gencemde planten met
als onderdeel van de derde groep trefwoorden: nutritive value,
digestibility of fodder wvalue. Dit was echter niet het hoofdonderwerp
van ¢deze studie.



2.3.3 PFunctie in de plant

Aan dit onderwerp is veel aandacht besteed omdat uit de functie van
een chemische verbinding in de plant mogelijk af te leiden walt onder
welke omstandigheden die ontstaat of verdwijnt. Lectinen zijn zaad-
eiwitten, die tevens reserve-eiwitten kunnen zijn; dit geldt cok voor
de proteaseremmers. Behalve de werking als ANF bepalen ze zelf mede de
voedingswaarde, des te meer naarmate het gehalte hoger is. Ze worden
als primaire produkten van het plantemetabolisme beschouwd.

Een aantal andere ANF's {met name de alkaloiden) kan eerder worden
beschouwd als produkt van het secundaire metabolisme. Bij sub-optimale
omstandigheden bevat de plant er doorgaans relatief meer wvan. Voor de
ANF-werking zijn slechts geringe hoeveelheden nodig,

Uit kwalitatief oogpunt zijn ANF's ongewenst in landbouwprodukten
die als veevoer worden gebruikt. Vanuit de plant gezien is de aanwe-
zigheid van ANF's echter vaak gewenst, in verband met een beschermende
werking tegen ziekten, plagen en voortiijdige consumptie en vraat door
herbivoren. Dit is een duidelijk facet van de aanwezigheid van met
name alkaloiden en tanninen in de plant.

Bij tanninen hebben we te maken met twee groepen die weinig méér
met elkaar gemeen hebben dan de adstringerende werking (d.w.z. samen-
trekkend: bij contact van een verdunde oplossing wvan een adstringeren-—
de verbinding met slijmvliezen treedt een vernauwing van de bloedvaten
en vermindering van de afscheiding opl. De geconden-seerde tanninen
hebben de ANF-werking voor éénmagigen en gevogelte; de hydrolyseerbare
niet. Voor herkauwers is er in een bepaald gehaltetraject van de ge-
condenseerde tanninern juist een gunstig effect op de spijsvertering.
Omdat ‘tanninen' chemisch structureel gezien een vaag begrip is, is
ook wveel aandacht besteed aan de verbindingen waaruit ze door poly-
merisatie ontstaan, de flavonoiden. Beide bevatten OH-groepen aan
benzeenringsystemen (pclyfenoclen). Daarom is ock aandacht geschonken
aan de rol van fenolen in de plant in het algemeen {onder andere van
fytoalexinen) .

Polyfenolen als communicatiemiddel

Planten zijn omgeven door al of niet schadelijke micro-organismen. De
symbiose van een vlinderbloemige met Rhizobium is noodzakelijk voor
stikstofbinding; schimmels, wvirussen en insekten zijn meestal ongewen-
ste gasten.

De combinaties tussen plant en gewenste of ongewenste micro-orga-
nismen zijn vaak zeer specifiek. Die kunnen alleen ontstaan als er een
communicatie-systeem werkzaam is dat wanuit de microbe de waard-plant
herkent en vanuit de plant ongewenste gasten afweert en gewenste gas-
ten aanmoedigt en accepteert. Infecties met pathogenen treden meestal
op door mechanische beschadigingen aan de plant, waarvan er meer zijn
naarmate de plant ouder is.

Planten zijn wvan nature jimmuun tegen virusinfecties (Zaitlin &
Hull, 1987). Deze worden door een vector (luis, nematode) wvan de ene
plant op de andere overgebracht. Er komen overgevoeligheidsreacties
voor in planten als reactie op virusinfectie. Verder kan een infectie
met het ene virus die met een ander verhinderen.

De interacties tussen planten en schimmels lopen uiteen van obli-
gaat, gewenst tot schadeliitk voor de plant (Mayer, 198%). Geen enkele
plant is resistent. Bij gewenste interacties is een herkennings-mecha-
nisme nodig tussen de waard en zijn gast; bij on-gewenste gasten tre-
den afweerreacties in de plant op. In beide gevallen brengen chemische
verbindingen, die aldus een signaalfunctie hebben, de communicatie tot
stand. Als moleculen die geschikt zijn voor signaaloverdracht (gqua
specifieke structuur en fysische labiliteit) komen eenvoudige feno-



lische verbindingen in aanmerking (Lynn & Chang, 1990). Signalering
speelt een rol bij het induceren van een overgevoeligheidsreactie bij
virusinfectie, bij herkenning tussen een parasitaire plant en de
waardplant (Striga: hydrochinonen), en bij de plant/microbe-herkenning
(Rhizobium/ Legumincsae: gehydroxyleerde flavonen en flavanonen:
Agrobacterium: aromatische methoxyfenclen).

2.3.4 Véérkcmen in de plant

Interessant is te weten in welke planten de verbindingen voorkomen; in
welk deel of orgaan van de plant het ANF ontstaat en aanwezig is; hoe
hoog de gehalten zijn; hoe het gehalte verloopt tijdens de ontwik-
keling; en of de gehalten in de verschillende delen in relatie staan
tot elkaar.

2.3.5 Invlced van cmgevingsfactoren en teeltmaatregelen

Omdat veredeling op lagere ANF-gehalten wellicht ook negatieve gevol-
gen heeft, moeten cok andere mogelijkheden worden onderzocht om tot
deze verlaging te komen. Veel ANF's komen voor in vlinderblcoemige ge-
wassen. Het succes van de teelt van verschillende wvan deze gewassen,
met name veldbonen, is afhankelijk wvan vele factoren en daardoor erg
wisselend en onvoorspelbaar. Het is niet eenveudig om de invloced van
bodem, beschikbaarheid van elementen, vochtvoorziening, plaats en weer
en dergelijke op het ANF-gehalte in de landbouwprodukten te onder-
scheiden. Totnutoe is in het onderzoek meer aandacht besteed aan maat-
regelen die het gewas oogstzekerder maken dan aan de kwaliteit wvan het
produkt.

Uit de praktijk is bekend, dat diverse ANF-gehalten in gewassen
nogal kunnen variéren, c¢ck al zijn de genetische eigenschappen gelijk.
Cnderzoek is beschreven naar het verloop van ANF-gehalten in het zich
ontwikkelende gewas.

Pas de laatste jaren is het inzicht gegroeid in de relatie met
omgevingsfactoren. Als dat beheersbare factoren zijn, hoopt men door
geschikte teeltmaatregelen, bijvoorbeeld bemesting, te kunnen komen
tot een kwalitatief beter produkt bij acceptabele opbrengsten.

De variatie in de samenstelling van een plant of produkt, en
dazarmee de kwaliteit als veevoeder, is het gevolg wvan een complex van
factoren, die onderscheiden kunnen worden in

abiotische:
- licht;
- temperatuur;
- vochtvoorziening;
- bemesting; teeltgericht
- bedemgesteldheid;
- groeiregulatoren;
- verzuring; '} verontreinigingsgericht
- 505 in de lucht;
en biotische:
- ziekten;
- plagen.

De invloed van de genetische eigenschappen moet woerden onderscheiden
van die van de abiotische (teeltgerichte en verontreinigingsfactoren)
en de biotische omgevingsfactoren.

Zaden van vlinderbloemigen hebben een slechte voedingswaarde voor
éénmagigen vanwege een ongunstige aminozuursamenstelling. Er is een
relatief groot gebrek in aan de zwavelhoudende aminozuren methionine
en c¢yst (e)ine.
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Omdat een aantal ANF's ook zwavel bevat (de eiwitten lectinen en
proteaseremmers, en de glucosinolaten) zou via zwavelbemesting (in
relatie met de stikstofbemesting) het gehalte kunnen worden beinvloed.
Daarom is in dit overzicht speciale aandacht besteed aan de literatuur
waarin S een proefvariabele was (zie Hoofdstuk 3 en 4).

Dat verbindingen met fenolische eigenschappen, waartoe ook de
gecondenseerde tanninen en flavenciden behoren, iets te maken hebben
met weerstand tegen ziekten en plagen blijkt ook uit de inductie wvan
flavonoide-achtige structuren in de plant, die optreedt bij infectie.
Deze verbindingen, fytocalexinen, worden doorgaans niet tot ANF's
gerekend.

Fytoalexinen zijn laag-moleculaire organische verbindingen met een
antimicrobiéle werking, die niet voorkomen in gezonde planten. Ze
ontstaan en accumuleren na blootstellen van een plant aan het micro-
organisme of aan een andere vorm van stress. Er blijken verbindingen,
*elicitors', in de plant aanwezig te zijn of te komen die de produktie
induceren. Vooral Leguminosae produceren fytoalexinen, die een
isoflavoneide structuur hebben (zie Fig. 2.1; Darvill & Albersheim,
1984; Smith & Banks, 1986; Goossens et al., 1987; Griffiths et al.,
1987; Dixon & Lamb, 1990)).

Figuur 2.1

Struectuur van het
fytoalexine
{-)-(6aS;11a8)-pisatine
rit de erwt

Als trefwoorden bij de recherche zijn ingevoerd acid rain, air pol-
lution, acid deposition, ozone, soil pH, sulfur, sulphur, growth
regulators, environment, day length, daylength, shikimate pathway,
water stress, water shortage, temperature, temperature stress,
nutrition, nutrient*, fertiliz*, sulfur, dificienc*, potassium,
nitrogen, locaticn effects, genetic variability, pathogen*, resis-
tance, enzyme*, germination, nutritional value, sclar radiation,
phosphor, *phosphate.

2.3.6 Veredelingsaspecten

Hoewel veredeling niet een hoofdzoekonderwerp in de recherche was, is
er toch literatuur over verzameld in de vorm van recente overzichts-
artikelen. Veredeling op laag ANF-gehalte lijkt wveelbelovend als de
variabiliteit in de gehalten tussen verschillende rassen of cultivars
groot is, maar wordt gecompliceerder als de gehalten wvan de verschil-
lende ANF's onderling geen correlatie vertonen. Dat laatste is bid-
voorbeeld in veldbonen het geval.

Verder is genetische manipulatie een veelbelovende techniek, en al
in onderzoek voor verbetering van de eiwitkwalireit in peulvruchten.
Een probleem daarbij is, dat het bij vlinderbloemigen moeilijk is om
plantjes van diverse weefsels te regenereren, waardoor transgene
plantjes moeilijk vermeerderd kunnen worden. Zodra daar verbetering in
komt zal de ontwikkeling weer in een versnelling komen (Bliss, 1980}.
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2.3.7 Produktbehandeling

Deze literatuur betreft overwegend humane voeding. In de veevceding is
deze hoofdzakelijk theoretisch interessant omdat eventuele preodukt-
behandelingen doorgaans te duur zullen bhlijken.

Door kieming bijvoorbeeld wordt de voedingswaarde van bonen van
Vicia faba voor de mens aanzienlijk wverhoogd doordat meer ANF's te-
gelijkertijd in gehalte of activiteit wverminderen, zoals tannine,
fytinezuur, vicine en convicine, trypsineremmers en hemagglutinine-
activiteit (Rahma et al., 1987; Babar et al., 1988}.

24 Gebruikte bronnen

Er is een recherche uitgevoerd bij het Pudoc in het computerbestand
van CABS volgens het zoekprofiel van Bijlage 1, beperkt tot de periode
januari 1987~ augustus 1990 (het moment waarep de recherche is
uitgevoerd) .

De gevonden titels werden geselecteerd op voorkomen in de drie
groepen, namelijk de plantenamen en de ANF's (= Bijlage 1, 45: 4757
titels) en daarna de omgevingsfactoren en dergelijke (= 58: 1716
titels). Daarna werd deze literatuur beperkt door titels met aanhan-
gend trefwoord 'nitrogen fixation' uit te sluiten en door alleen de
publikaties in de Engelse, Franse of Duitse taal te selecteren vanaf
1986. Dit leverde 344 titels op die als uitgangsmateriaal zijn ge-
bruikt. De relevante cudere literatuur is vandaaruit opgespoord.

Daarnaast zijn de volgende bronnen aangeboord:

aanwezige literatuur op het vakgebied van collega's op het gebied van
koolzaad en veldbonen;

Faba Bean Abstracts van 1985-19%0;

Annual Review of Plant Physiclogy en Plant Molecular Biclogy;

Annual Review of Biochemstry;

Phytochemistry;

meest recente literatuur (tot voorjaar 1991) uit in de CABO-
bibliotheek aanwezige tijdschriften.

25 indeling rapport

Deze literatuurverkenning is als volgt opgebouwd:

Hoofdstuk 1 bevat een uiteenzetting van de problemen en een overzicht
van de chemische verbindingen, en de gewassen waarin ze voorkomen.
Hoofdstuk 2 bevat een inventarisatie van de zoekonderwerpen en de aan-
pak van de literatuurrecherche met de aandachtspunten per afzonder-
lijke ANF, en vermelding van de gebruikte bronnen.

Hoofdstuk 3 bevat een overzicht van de invloed van teeltgerichte (N-
en S~voorziening van de plant) en verontreinigingsgerichte (verzuring)
omgevingsfactoren op een aantal kwaliteitsaspecten zoals eiwitgehalte,
eiwitsamenstelling en voedingswaarde van eetbare zaden.

Het zoekveld is uitgebreid naar dit terrein toen bleek dat over bein-
vlceding wvan kwaliteit in termen van ANF-gehalten weinig onderzoek is
beschreven, en mede omdat een aantal ANF's zelf tot de eiwitten
behoort.

In Hoofdstuk 4 worden de factoren die ANF's beinvlceden uitgebreid
behandeld. Hierbij is voor de duidelijkheid en overzichtelijkheid
gekozen voor een behandeling per groep ANF's.

- Tenslotte zijn in Hoofdstuk 5 de conclusies vermeld en
bediscussieerd en worden hiaten in de kennis gesignaleerd.
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3 De invioced van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen
op Rhizobiumactiviteit en eiwitkwaliteit

Weinig van het gepubliceerde onderzoek is bedoeld geweest om de maat-
regelen direct te relateren aan kwaliteit, zoals ANF-gehalten., Een
aantal onderzoeken heeft betrekking op de kwaliteit van het zaadeiwit,
In dit literatuvuroverzicht is getracht uit dit type onderzoek een
beeld te vormen van de (on-)mogelijkheden.

Veranderende omgevingsfactoren die we op gewasniveau niet in de hand
hebben, hebben onderzoek op gang gebracht op het gebied van de invloced
van met name zure regen en $0,-verontreiniging in de lucht,

In verband met de afbraak van de ozonlaag en de toename van de UV-
belichting daardoor is onderzoek op gang gekomen betreffende de in-
vloed op opbrengst en kwaliteit wvan landbouwgewassen.

341 Inviced van N- en S-voorzigning

3.1.1 De ontwikkeling van de symbiose met Rhizobium bij
vlinderbloemigen
Omdat vlinderbloemigen stikstof uit de lucht binden wvia hun wortel-
knolletjes is N-bemesting hier owverbodig. Alleen in het begin om het
gewas op gang te helpen voordat de symbiose zich heeft ontwikkeld is
wat stikstof nodig. De groei en de eiwitopbrengst hangt samen met de
N-binding. Een kwalitatief goede symbiose is dus noodzakelijk voor een
succesvolle teelt.

De vorming van wortelknolletjes hangt samen met de bemesting. In
kasproeven met veldbonen op zand met voedingsoplossing trad zware
vorming van wortelknolletjes op bij beperkt nitraataanbod (waarbij 60%
van de nitraat werd vervangen door chloride), terwijl in de controle
geen vorming van wortelknolletijes optrad. Het effect was sterker bij
600 dan bij 300 ppm COp; in de omringende lucht (Goudriaan & De Ruiter,
1983).

Inoculatie met Rhizobium-lijnen die geselecteerd waren op hoge N-
binding hadden geen invlced op de opbrengst in het veld. Inoculatie
met slechte lijnen had een negatief effect op de zaadopbrengst (Scrwli
& Mytton, 1986). De redenen zijn onduideliijk. Bij witte klaver waren
combinaties die succesvol waren onder gecontroleerde omstandigheden,
desondanks slecht in het wveld.

Water stress is een belangrijke factor bij de slechte vorming van
wortelknelletjes in Vicia faba (Sprent et al.,, 1978). De vorming van
wortelknolletjes bij in het najaar gezaaide rassen komt pas op gang
bover 5 'C. Er is een grote variatie in symbicse (Lawes et al., 1978).

De beschikbaarheid van stikstof, de temperatuur, de vochtvoor—
ziening en de bodem-pH zijn belangrijke factoren bij de ontwikkeling
van wortelknolletjes na Rhizobium-infectie.

De N-cpname bij planten die bij 6 'C waren gekwzekt werd bestudeerd
door Andrews et al. (1985). Beneden die temperatuur verlcopt de
vorming van wortelknolletjes en de Rhizobium-infectie zeer vertraagd.
Reeds gevormde wortelknolletjes kunnen bij Q °C wel N, binden, maar
vertraagd. Boven 10 ‘¢ komt de No-binding pas goed op gang. Daarom is
het gewas bij de lage temperaturen aangewezen op N-bemesting.

De knelletijesvorming bij Vicia faba en Lathyrus sativas staat ook
onder invlced van de daglengte (Wesselman, 1987).



Combinatie van N- (40 kg/ha bij het begin van de bloei)l en S-bemesting
met elementaire zwavel (bloem; 10 kg/ha 45 dagen na opkomst) en inocu-
latie wvan het zaalzaad met Rhizobium leguminosarum is in veldproeven
in twee jaar {1979-1980 en 1980-1981, gua opbrengst zeer verschillende
jaren} in Spanje bestudeerd door Olivares et al. (1982} . De positieve
invlced van de inoculatie op de opbrengst die in een aantal gevallen
werd gevonden, was niet significant. Er was wel een significant posi-
tief effect van de S-bemesting (vooral in combinatie met de inocula-
tie) op de opbrengst, terwijl de hoeveelheid beschikbare zwavel in de
grond voldoende leek te zijn. Sulfaatbemesting had geen effect.

3.1.2 Eiwit in zaden van vlinderbloemigen

In zaden van vlinderbloemigen worden zeer uiteenlopende gehalten eiwit
aangetroffen. Planten van Vicia faba en Glycine max, en de nutriénten-
toestand van de zes verschillende proefvelden gedurende drie jaar bij
twee bemestingsniveaus (P, K en S; geen N) werden in verschillende
stadia geanalyseerd in Noord-Canada (Bailey & Grant, 1989). De soja-
bonen hadden een hoger eiwitgehalte en de eiwitopbrengst per ha was
hoger dan van de veldbonen,

Het eiwitgehalte in zaden van 300 monsters van verschillende
herkomst wvan Vicia faba varieerde wvan 20,3-32,5% (Haro et al., 1980).
Er is een groot verschil tussen de potentiéle en actuele opbrengst van
veldbonen, Veel onderzoek naar de oorzaken is verricht. Daaruit is
gebleken dat de plaats en de groeiomstandigheden (vooral vochtvoor-
ziening) de belangrijkste beperkende factoren zijn. Blijkbaar heeft
het gewas een beperkt vermogen voor fysiclogische aanpassing (Grashoff
et al., 1987).

Onderzoek naar het gebruik van groeiregulatoren in Viecia faba,
zoals gibberellinen GA3, (Bellucci, 1980; Keller & Bellucci, 1980 en
1983) heeft niet geleid tot een goed praktijkadvies. Dat komt door de
grote gevoeligheid van het gewas voor overige teeltomstandigheden.

Bij wveldproeven in Zwitserland was het jaarverschil in opbrengst en
kwaliteit bij veldbonen groter dan de variatie door standplaats
(Burkhard, 1983). Het tijdstip van toediening wvan de groeiregulator
bleek van groct belang voor een goed resultaat.

Scheybal (Oost-Duitsland, 1988) wvond een grote variabiliteit in het
ruw-eiwitgehalte van de bonen in veldproeven op drie plaatsen geduren-
de twee jaar. Hoewel deze deels terug was te voeren op een gebrekkige
chemische analysemethode bleek onvoidoende duidelijk dat het jaar van
groter invlced was dan de plaats. De variabiliteit tussen wverschillen-
de variéteiten en herkomst was kleiner dan binnen e€é&n variéteit onder
invloed van de groei-omstandigheden.

Uit veldproeven in Polen bleek dat er niet zulke grote verschillen
in fotosynthese waren tussen drie geteste variéteiten. De verschillen
kwamen pas tot uiting bij hoge intensiteit wvan de fotosynthetisch
actieve straling of boven een omgevingstemperatuur van 30 "C {Filek &
Koscielnak, 1987).

In 198 monsters uit diverse plaatsen in Canada van droge, erwten
{(Pisum sativum) zonder zaadhuid varieerde het eiwitgehalte wvan 14,5-
28,5% en dit gehalte was onafhankelijk van het rijpheidsstadium
{(Reichert & MacKenzie, 1982), De erwten met lage eiwitgehalten bevat-
ten vooral meer zetmeel. Vier monsters werden verder op samenstelling
geanalyseerd. In de erwten met een laag eiwitgehalte was het gehalte
aan S-houdende amino-zuren hoger, zodat de voedingswaarde voor de mens
beter was. Bij meer fosfor en minder kalium in de bodem nam het N-
gehalte in de erwten toe van 3,5 tot 4,9% (Eppendorfer & Bille, 1%74).

14
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3.1.3 Zwavel-opname via de wortels

Het merendeel van de eiwitten in peulvruchten bestaat uit globulinen
met als belangrijkste legumine (118) en wiciline (7S), en in erwt,
veldboon en sojaboon bovendien nog kileine hoeveelheden conviciline. In
laborateoriumpreeven is het gelukt om het zwavelgehalte in eiwit van
peulvruchten te verhogen door de verhouding in legumine en viciline te
veranderen ten gunste van het zwavelrijkere legumine, Door weredeling
kan dit effect tot dusver niet bereikt worden. De groei-omstandigheden
hebben hier invloed, met name de beschikbaarheid van zwavel.

In in-vitro-laboratoriumprceven met cotylen van Vicia faba op voe-
dingsoplossing met § ¢f methionine bleek, dat bij ruim sulfaat—~ of S-
aanbod in de vorm wan methionine het zaadeiwit meer legumine
{S-rijker) en minder viciline bevatte (Barratt, 1984a en b).

In sojabenecotylen neemt de hoeveelheid wan het methionine-rijkere
glycinine toe ten koste van conglycinine (78) bij toevoeging van
methionine aan het medium. De aminczuursamenstelling wvan zaadeiwit kan
worden beinvloed door methionine toe te dienen aan een in-vitro-
cultuur van sojabonencotylen (Thompson et al., 1981). Bij S—gebrek
wvindt het omgekeerde plaats: conglycinine neemt toe ten koste van
glycinine.

Zwavel lijkt dus de samenstelling van zaadeiwit te controleren, maar
niet de totale hoeveelheid. Die wordt gecontroleerd door de beschik-
bare stikstof.

De zwavelbehoefte van een plant hangt samen met de stikstofbehoefte
omdat 80% van de opgenomen hoeveelheid van beide elementen ingebouwd
wordt in eiwitten. De verhouding tussen eiwit-$ en eiwit-N verschilt
van 0,025 in vlinderbloemigen tot 0,032 in Gramineeén, en is soorts-
specifiek (Dijkshoorn & Van Wijk, 1967). De opname van sulfaat-ionen
door boneplanten (Phasecolus vulgaris) is pH-afhankelijk. Boven pH 6,0
is de fosfaatopname evenredig met de concentratie van H,PO,y-iomnen
(orthofosfaat) (Hendrix, 1967). In verzuurde gronden kunnen de vrij-
gekomen 213* en ca?*-ionen de opname van sulfaat bevorderen. Sulfide-
en sulfaatopname door de wortels wordt geremd door crganische S-
verbindingen als cysteine, methionine en gereduceerd glutathion.

De zwavelbehoefte varieert voor verschillende gewassen (zie Tabel
3.1) en is groter naarmate de opbrengst (die door de hoeveelheid
gebonden en opgenomen N wordt bepaald) hoger is.

Tabel 3.1
Onttrekking van zwavel in kg § per ha per jaar of per greoeiseizoen

Onttrekking Gewas

(kg/ha)

S~ 10 gerst, boekweit, asperge, diverse peulgewassen

10 - 20 tarwe, haver, rijst, mais, aardappel

20 - 35 gras, katcen, tomaat, scja, klaver, alfalfa, suikerbiet
> 35 ui, keol, koolraap

De nutrié&ntenbehoefte bij planten is nauwkeurig bekend onder diverse
emstandigheden. Gebrek kan worden geconstateerd door chemische analyse
van organen ¢f door zichtbare symptomen. Zwavelgebrek uit zich in
lichtgroene kleur van de jonge bladeren. Het gemiddeld gehalte in
planteweefsel betrokken op drogestof is 0,1% en in grond 0,04% (Hale &
QOrcutt, 1987). Het zwavelgehalte in zaden betrokken op de drogestof
van vlinderbloemigen is circa 0,24%, en 0,32% voor sojabonen en voor
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Cruciferen veel hoger, nl. circa 1% voor koolzaad en 1,4% voor “white
mustard' en 1,7% voor “oil radish' (Kanwar & Mudahar, 1986).
Verschijnselen van zwaveldeficiéntie kunnen, behalve door zwavel-
bemesting op de grond, worden opgeheven door bladbemesting met blcem
van zwavel. Proeven met Brassica werden gedaan door Withers (1989; zie
ook Paragrazaf 4.3.4). Bij tarweplantjes met S-gebrek werd door de
bladbemesting de opname van sulfaat door de wortels bevorderd en de
periode van opname verlengd (Landry et al., 1991). De bladeiwitten
worden niet zwavelrijker door deze manier van bemesten; alleen de
verslechtering ten gevolge van het gebrek (synthese van zwavelarmere
eiwitten) wordt opgeheven.

Een overzicht over de literatuur betreffende het lot wvan overmaat
zwavel in hogere planten is gegeven door Rennenberg (1984). De in de
grond aanwezige zwavel moet niet alleen in de juiste concentratie in
de grond aanwezig zijn, maar ook in de juiste vorm. Meestal staat §
als sulfaat ter beschikking voor opname door de wortels. Bij zwavel-
tekort in de bodem zijn planten in staat zwavel als dioxyde uit de
lucht op te nemen of ook als andere vluchtige S-verbindingen. Boven
een bepaalde drempelwaarde SO, treedt echter schade op, die aanzien-
lijke groeireductie teweeg kan brengen. De zwavelvoorziening wvan de
plant wordt dus bepaald door de beschikbaarheid van sulfaat voor de
wortels plus de beschikbaarheid wvan vluchtige zwavelverbindingen in de
lucht.

De hoeveelheid 50, in de lucht is vaak wvoldoende om in de behoefte wvan
de plant te voorzien. De opname is gerelateerd aan de voor de wortels
beschikbare hoeveelheid. De opname vindt plaats door de cuticula en
door de huidmondjes en hangt dus samen met de openingstoestand daarc-
van. Die is bij Vicia faba erg afhankelijk van de luchtvochtigheid.
Bij langdurige blootstelling aan hoge SOp-concentraties verliezen de
stomata het vermogen om te sluiten helemaal. Chronisch lage concen-
traties hebben geen schadelijk effect. De krltlsche grens ligt bij
0,5-0,7 mg SOZ-S/m lucht {= 1000-1200 pg 802/m ) (Kanwar & Mudahar,
1984).

Een plant bezit mechanismen om overmaat opgenomen $ tijdelijk op te
slaan. Er zijn aanwijzingen dat zwavelrijke albuminen in oliezaden als
opslag zouden kunnen fungeren, Zwavel accumuleert ook als sulfaat als
er teveel sulfaat beschikbaar is in de grond. Ook bij N-gebrek accu~
muleert sulfaat, vooral in de vacuolen. Ook kan 5 opgeslagen worden
als glutathion {zie Figuur 3.1).

“OOCX/\’( \8'1\ COO‘

O H2C

SH
y-L.-Glutamyl-L-cysteinylglycine

Figuur 3.1
Structuurformule van glutathion



3.1.4 Zwaveldioxide uit de lucht

Algemeen i
De gemiddelde luchtverontreiniging in Nederland met zwaveldioxide lag
in de orde van grootte van 33 en 37ug/m3 ('s winters, 1983/'84 en
1984/'85) en 16 en 17 ('s zomers 1984 en 1985) (RIVM-jaarverslag 1984
en 1985, 1986). Het jaargemiddelde over 1986 was 16 ug/m3 {Idem 1986,
1988) . Doordat de normen strenger werden is het gehalte sindsdien
dalend. De variatie per dag kan groct zijn.

De effecten van $0; in de lucht op de plant moeten worden onder-
scheiden in korte- en lange-termijneffecten. Blootstelling aan een
hoge dosis gedurende korte tijd is schadelijker dan aan een langdurige
lagere dosis.

Een mechanisme voor de buffering van de opgenomen zwaveldioxide in
blad is wvoorgesteld door Kropff (zie Fig. 3.2 en Bijlage II; Kropff,
1987, 1989 en 19981; Kropff et al., 198%a, b en c).

De S-behoefte van de plant hangt samen met de N-opname. Overmaat S
wordt opgeslagen als sulfaat en in wveel mindere mate als organisch
zwavel (glutathion). Als de door de scheut opgencmen SOp-zwavel niet
kan worden ingebouwd in crganische verbindingen, maar opgeslagen wordt
als sulfaat, wordt een equivalente hoeveelheid H*-ionen gevormd. Deze
protonen worden niet chemisch gebufferd, maar verwijderd door meta-
bolische processen.

Bij langdurige blootstelling aan SOs-concentraties in de lucht
treedt schade op door een intracellulaire verzuring, omdat het
aanwezige buffermechanisme waarmee de pH in de cellen op peil wordt
gehouden, overbelast wordt. De optredende sulfaataccumulatie in het
blad is op zichzelf niet schadelijk. De invloed van S0, op de ionen-
balans in de plant en de implicaties voor de intracellulaire pH-
regeling werden bestudeerd om de lange-termijneffecten van SO, te
kunnen verklaren. De proeven werden gedaan met Vicia faba-planten op
grond die geinoculeerd was met Rhizobium. De processen in blad en
wortels worden afzonderlijk besproken.

Zwavel in de vorm van HpS kan ook door planten worden opgenomen (De
Kok et al., 1989%). Dat bleek uit proeven met Zea mays, Cucurbita pepo
(pompoen}, Spinacia oleracea en Picea abies {(fijnspar). De HpS-opname
vindt overwegend door de huidmondijes plaats, wat blijkt uit het ver-
band tussen de HpyS-flux en de transpiratie. Helaas werden geen vlin-
derbloemigen onderzocht.

Proeven met SO0,-begassing

Onderzoek is op gang gekomen naar de invioced van S0,, al of niet in
combinatie met zure regen, op de groei van diverse gewassen in kas-
preeven en in "“open-top chambers' in veldproeven onder semi-gecontro-
leerde omstandigheden. Er is onderzoek gedaan waarbij de zaden wan
deze planten chemisch geanalyseerd zijn, zodat uit deze proeven wel
iets over de invloed op de eiwitkwaliteit kan worden afgeleid.

De invloed van S50, (55-90 ug/m3 continu gedurende 56 dagen), zure
regen (pH 5,6 en 3,0/4,0) of een combinatie ervan op Vicia faba werd
in open-top chambers op zand en grond onderzocht door Adaros et al.
(1988) en Weigel et ai. (1988). S0, bevorderde de groei hij de planten
op grond; op zand werd de groel geremd, vocral bij de jonge planten.
Het zwavelgehalte in de bladeren steeg door SQOz-toediening op grond en
op zand; in de peulen was er nauwelijks invlioed. De zaadopbrengst was
het hoogst bij de 50;-behandeling en pH 5,6. Het zwavelgehalte op
drogestof in zaad was in alle behandelingen geliik.
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Figuur 3.2

Regulering van de intracellulaire pH bij S05-~cpaame door de scheut van een Np-
bindende plant. CA~ geeft organische anicnen aan en c* anorganische kationen.
(Uit: Kropff, 18989)

In veldproeven gedurende twee jaar op een licht zure grond met een
hoog organische stofgehalte en een goede waterb;ndende capaciteit met
S50p-toediening (0,0%-0,7% ppm of 240-2200 ug/m } daalde de opbrengst
van sojabonen met 5-48%. De kwaliteit van de zaden (eiwitgehalte,
zwavelgehalte enz.) werd nauwelijks beinvloed (Sprugel et al., 1980).

In proeven onder gecontroleerde omstandigheden werden planten van
Vicia faba gedurende 7 dagen begast met 0,15 ppm SOp (400 ug/m )} of
0,2 ppm NO, (400 pg/m }. De luis Aphis fabae Scop. groeide daardoor
sneller. Bij begassing met 0,085 ppm O3 gedurende 2 of 3 dagen werd de
groei van de luis juist geremd. Bij een mengsel van de verontreini-
gingen groeide hij beter. Ook op de groei wan Macrosiphon rosae L.,
een parasiet op roze-struiken, werkte luchtvercontreiniging positief
met een groei-bevordering van 20% {(Dohmen, 1988).

Ook aan niet-vlinderbloemigen is onderzoek verricht. Grassen {Lolium
perenne, Agrostis capillaris en Nardus stricta) passen zich moeilijk
aan aan vercntreinigde omstandigheden (Dueck et al., 1987). Het gemid-
delde continue SOp-gehalte in Zuid-Nederland (Budel) in 1980 was 180
ug/m en in 1984 90 ug/m3 op de Veluwe respectievelijk 70 en 60 ug/m
en in Grolloo/Uffelte B0 en 65 ug/m .

32 Invioed van verzuring

3.2.1 Algemeen
De luchtverontreiniging (zure ‘regen', inclusief droge depositie) is

de laatste decennia een extra bron van N en S geworden, terwijl de pH
van de bodem vooral op de armere gronden ook verlaagd kan zijn. Dit
kan van invloed zijn op de groei van vlinderbloemigen, die voor hun N-
voorziening zijn aangewezen op de symbiose met Rhizobium. Legumincsen
gaan minder wortelknolletjes vormen ten gevolge van zure regen
(Shriner & Johnston, 1981).

be invloed wan zure regen op de groei van diverse gewassen wordt
onderzocht in kasproeven en in “open-top chambers® in veldproeven
onder semi-gecontroleerde omstandigheden. Ook de vatbaarheid voor
ziekten en plagen is soms in beschouwing genomen. PDe regen in deze
proeven bestaat uit gesimuleerde zure regen met een zo ‘natuurlijk’
mogelijke samenstelling.
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3.2.2 Invloed van pH van de beregening

“Bush bean' (Pkhaseclus vulgaris) leed in kasproeven schade door reac-
ties van het zuur op de bladeren (Johnston et al., 1982). Zichtbare
schade trad pas op beneden pH 4,0. Beregening van de grond had geen
effect. Fen enkele zeer zure piek in de regen kan meer schade veroor-
zaken dan een regelmatige minder zure beregening.

In kasproeven met Phaseolus vulgaris, Vicia faba en Spinacia
oleracea op zand met voedingsoplossing met kunstmatige zure regen van
PH 2,5, 4,5 of 5,6 had alleen de zeer zure regen effect op groei-
parameters als fotosynthese, chlorofylgehalte, transpiratie en
morfologische plantkenmerken (Linskens, 1989). Besproeiing van de
grond had geen invloed. Er waren necrotische vlekken op het blad bij
PH 2,5. In het wveld is de te verwachten schade geringer, omdat daar de
waslaag op de bladeren dikker is. en omdat ze maar één seizoen op het
veld staan. De bodem is alleen gevoelig veoor de verzuring als er geen
kalk in zit of als er een nutriéntentekort in is. De nutriénten
spoelen uit en zware metaal-ionen komen vrij (A13+) die toxisch kunnen
zijn voor de plant.

Uit klimaatkamerproeven met Phaseolus vulgaris, Vicia faba, Pisum
sativum en Brassica napus bleek dat de waslaag op en de wasproduktie
van de bladeren werd aangetast bij de lage pH's (Percy & Baker, 1987).
De cuticulaire membranen werden bij een pH<=4,2 van de regen 30%
minder dik. Daardoor kunnen de bladeigenschappen, zocals bevochtig-
baarheid, regenretentie en bladcopname van chemicalién en waardplant/
parasiet-interacties veranderen. De bladeren van Vicia en Phaseolus
zijn gemakkeliik te bevochtigen; van Brassica en Pisum moeilijk. Door
de zure regen worden ze beter te bevochtigen; bij Vicia was het effect
het kleinst (Percy & Baker, 1988).

Na 7-8 weken blootstellen aan kunstmatige zure regen van plantijes
van Vicia faba, Phaseolus multiflorus en Pisum sativum in plastic
tunnels op een goedbufferende en riike potgrond in potten (John Innes
system 2) was de groei (als drooggewicht) bij pH 2,5 van Vicia 40%
achtergebleven bij pH 5,6, van Phaseolus 28% en van Pisum 31%. Bij pH
4,5 was de groei van Vicia nog 18% vertraagd, terwijl er bij de twee
andere peulvruchten geen invloed was (Ashenden & Bell, 1989). De pH
van de grond veranderde niet tijdens de proef. Bij Phaseolus multi-
florus trad bij zuurdere pH een verschuiving in de assimilaten-
verdeling over de plant op, waardoor het wortelstelsel hetzelfde
bleef, maar de scheut lichter werd.

3.3 invioed van licht

Scjaplanten werden in het veld met UV-b-licht bijbelicht in zes opvol-
gende proef-jaren met twee cultivars, waarvan de ene tolerant was voor
UV-licht en de andere niet. In de gevoelige cultivar kan een daling in
het eiwitgehalte van de zaden van hoogstens enkele procenten optreden,
terwijl de opbrengst tot 20% lager kan worden (Teramura et al., 1%90).

34 Conclusies

De bicsynthese van verbindingen uit het primaire metabolisme wvan de
plant (zoals reserve-eiwitten in zaden) is gebaat bij optimale groei-
omstandigheden. Bij suboptimale omstandigheden kan de verhouding in de
samenstellende fracties veranderen. De eiwitkwaliteit in zaden is goed
als het eiwitgehalte laag is. Als de kwaliteit als voeder onder opti-
male groeiomstandigheden niet goed is, zal die meestal alleen verbete-



ren ten koste van de cpbrengst. Bij vlinderbloemigen is de eis dat de
N,-binding optimaal is door een goede symbiose met Rhizobium, dat wil_
zeggen dat de bindingscapaciteit groter moet zijn dan de verwerkbare
hoeveelheid N,

Verbindingen uit het secundaire metabolisme {waartoe een aantal
'overige' ANF's behoren, hoewel de grens niet zo scherp is) ontstaan
juist onder sub-optimale omstandigheden. Te verwachten is in het
algemeen dat het gehalte bij deze groep gestuurd of verlaagd kan
worden door maatregelen die de groei verbeteren.

De laatste Jaren veroorzaken bepazlde omgevingsfactoren een niet-
optimaal groeimilieu, zoals zure regen, SO; in de lucht en toenemende
UV-straling. Dit werkt ten gunste van het accumuleren of ontstaan van
de secundaire verbindingen.

Uv-licht tast het fotosynthese-apparaat aan, terwijl er meer flavo-
noide pigmenten (waaruit tanninen ontstaan) worden gevormd dan onder
optimale omstandigheden.

Bij een betere bemesting stijgt het eiwitgehalte en de eiwit-
opbrengst per ha, terwijl de eiwitsamenstelling in zaden van vlinder-
bloemigen uit voedingsoogpunt ongunstiger wordt (minder S-houdende
aminozuren in de eiwitten).

Bladbemesting (met bloem van zwavel) bevordert de sulfaatopname
door het wortelstelsel en verlengt de periode ervan bij tarweplantijes.
Er is alleen invlced op de eiwitsamenstelling als er een gebreks-
situatie bestond. In de gebrekssituatie zijn de bladeiwitten zwavel-
armer.

De groei van planten kan verbeteren bij aanwezigheid van chronisch
lage hoeveelheden zwaveldioxyde in de lucht (< 1400 ug/m3); ook die
van schadelijke crganismen (bijvoorbeeld luizen) kan worden bevorderd.

De 80, kan uit de lucht worden opgenomen door het blad.

Zwaveldioxide in de lucht kan bij chronisch lage S-gehalten een
pesitief effect hebben op (eiwit)opbrengst als S beperkend was bij een
ruime stikstofvoorzieining. De samenstelling van de eiwitfractie in
peulen en gzaden van Vicia faba en Glycine max wordt niet beinvlced.
Het S-gehalte in het blad neemt toe, docr sulfaataccumulatie.

Zure regen geeft pas zichtbare schade aan planten bij een pH <4,
maar bij alle onderzochte gewassen een cpbrengstvermindering t.c.v. de
neutrale regen (pH = 5,6).
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4 Interne en externe factoren die het gehalte aan ANF's bepalen

41 Lectinen

4.1.1 Definitie, structuur en analyse

Een groot deel van de eiwitten in zaden dient als aminczuurbron voor
het jonge plantje na kieming en zijn dus reserve—eiwitten. Daarnaast
komen ook andere eiwitten in de zaden voor, zoals enzymen en lectinen,
maar in een veel geringere hoeveelheid. Een aantal van de reserve-
eiwitten is op basis van hun eigenschappen tevens in te delen als
lectine.

Plantelectinen zijn glycoproteinen die suikers specifiek neerslaan
en in staat zijn rede bloedlichaampjes te doen samenklonteren
{hemagglutineren) .

Een recent overzicht over lectinen is gepubliceerd door Lis en
Sharon {1986). Lectinen komen in planten vcoral in de zaden voor. In
enkele soorten, met name Leguminosen en Gramineeén, zijn ze zeer al-
gemeen. Vaak komen er meer lectinen in één plantescort voor. De pri-
maire structuur van de lectinen van vlinderbloemigen is bekend. Het
zijn tetra- of dimeren met een molecuulgewicht wvan 100 000 - 150 000
(Liener, 198%). Een groot aantal heeft metaalionen nodig voor een op-
timale werking. Ze worden ingedeeld naar de werkzame groep, die zelf
een suikerrest is. Br is &én suikerbindende rest per subunit. Lectinen
zijn te onderscheiden in twee hoofdgroepen: &én met identieke ketens
en molecuul-gewicht per keten van 25 000 tot 30 000; de andere groep
heeft lichte o- en zware B-ketens.

Zaadeiwitten wvan vlinderbloemigen worden op diverse manieren in-
gedeeld: op oploskaarheidseigenschappen {(globulinen, albuminen), op
gedrag in de ultracentrifuge (7S, 11S) of op biochemische activiteit
(enzymen, lectinen). Het globuline wiciline (7S8) uit zaden van erwt,
veldbocon en sojaboon heeft lectine—eigenschappen, het globuline legu-
mine (118) niet. Het 7S-eiwit faseoline uit Phaseolus-bonen heeft geen
lectine-eigenschappen.

De structuur van het lectine viciline uit zaden van Cajanus cajan
is onderzocht door Krishna & Bhatia (1985) en wijkt af van die van
viciline uit Pisum en Vicia.

Analysemethode

Lectine-gehalten worden bepaald aan de hand van klontering van rcde
bloedcellen. De resultaten blijken erg afhankelijk te zijn van het
gebruikte bloed.

4.1.2 Effecten in dier en mens
Lectinen zijn eiwitten die kunnen binden aan specifieke suikercompo-
nenten in glycoproteinen van onder andere de darmwand. Daardoor kunnen
ernstige beschadigingen van het darmslijmvliies ontstaan, waardcor de
resorptie van voedingsstoffen wordt verstoord.

5jédin et al. {1981) vonden in voederproeven met ratten echter geen
nadelig effect van de aanwezige lectinen (hemagglutininen) in bonen
van Vicia faba, maar wel van de aanwezige tanninen en trypsineremmers.

4.1.3 Functie in de plant

De functie van de lectinen in een plant is mediator wan de symbiose

tussen plant en micro-organisme en bescherming tegen fytopathogenen.
Tijdens kieming en eerste groei kunnen lectinen binden aan diverse

schimmels en de schimmelgroei remmen. 2Ze zijn ook aanwezig op de

plaats van invasie van een pathogeen. Lectinen in wortels wvan Pisum



sativum spelen een rol bij de waardplantspecificiteit tijdens infectie
met Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Diaz et al., 13%30) en in soja-
boon tegen Rhizobia (Bhuvaneswari et al., 1977). Sommige zaadeiwitten
hebben insekticide eigenschappen (Bliss, 1990).

In hoeverre zaadlectinen ook als reserve-eiwit fungeren is niet
duidelijk. Naarmate de fractie groter is, is het waarschijnlijker dat
ze dat die functie (mede) hekben.

4.1.4 Voérkomen in de plant

In Vicia faba-bonen ziin de lectinen vooral aanwezig in de cotylen van
de zaden (S3j6din et al., 1981). Het verloop wvan het gehalte werd
bepaald in het afrijpende zaad (Fig. 1.2).

De subunit-structuur van viciline uit zaden van Vicia faba veran-
dert tijdens de zaadontwikkeling (Wright & Boulter, 1972). Die van
legumine niet. In het afgerijpte zaad is de verhouding viciline:
legumine 1:4 op gewichtsbasis. De wviciline-synthese begint eerder,
maar de bicsynthese van legumine gaat sneller.

De verhouding tussen de hoeveelheid legumine en viciline in Vicia
faba bij zes cultivars in twee jaar varieerde van 1,75 tot 2,30, met
een spreiding in 18 monsters binnen een cultivar van 1,66 tot 2,47
(Mirtensson, 1980). legumine bevat 2x zoveel S-houdende aminozuur-
resten als viciline.

Phaseoclus vulgaris bevat faseoline (40-60% wvan het zaadeiwit),
lectine (6-12%), arceline en overig eiwit. Uit voedingsoogpunt zou
veredeld kunnen worden op een hoger S-gehalte en een lager lectine-
gehalte. Bonen met een lager lectine-gehalte blijken geen betere
voedingswaarde te hebben voor de mens ten opzichte van goed
gaargekookte bonen, alleen ten opzichte van halfgare (Osborn, 1988).

In een proef, waarin de invloed van bodemvruchtbaarheid (tcediening
van P, K, Ca; niet van S) op de groei, vorming van wortelknolletjes en
nitrogenase~activiteit werd bestudeerd, werd de lectinesamenstelling
tijdens de zaadontwikkeling wvan Canavalia ensiformis L. DC, bepaazld
door Lynd & Ansman {(1989). Dit gewas is interessant omdat het onder
slechte omstandigheden nog relatief goed groeit. De gehalten aan cana-
valine en Concanavaline A in de zaden werden bepaald in het experiment
met de hoogste bemesting (Fig. 4.1).
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Figuur 4.1
Toename in lectinegehalte in bonen van Canavalia ensiformis tijdens de
zaadontwikkeling (Naar: Lynd & Ansman, 1989).
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4.1.5 Inviced van omgevingsfactoren en teeltmaatregelen
In bovengenoenmde proef werd helaas het lectinegehalte niet in vex-
schillende objecten bepaald. Verder is geen literatuur gevonden.

4.1.6 Veredelingsaspecten

De samenstelling van reserve-eiwitten in zaden, die primaire produkten

van het plantemetabolisme zijn, is genetisch bepaald. Dit in tegen-

stelling tot die wvan veel secundaire produkten (Osborn, 1988).
onderzoek aan de vererving van eiwitgehalte in zaden van 300 lijnen

van Vicia faba werd verricht deor Haro et al. (1980).

Omdat de variatie in gehalten in de praktijk woor &én gewas groot
is, is selectie en veredeling een route die open lijkt te liggen voor
verbetering van de veoedingswaarde van eiwit uit peulvruchtenzaden. Het
doel daarvan zou een verschuiving naar de eiwitfracties met meer S-
houdende aminozuren en naar een lager lectinegehalte moeten zijn.

In zaden van peulvruchten komen de reserve-eiwitten legumine, con-
viciline en wviciline voor met in deze volgorde een aflopend zwavel-
gehalte. In de rijpe zaden van erwten vormen ze BC% van het zaadeiwit.
Omdat er relatief weinig genen zijn wvoor reserve-eiwitten is ook
genetische manipulatie een weg die zou kunnen leiden tot een gunstiger
voedingswaarde (Boultexr, 1983).

Er zijn aanwijzingen dat de biosynthese en de accumulatie wvan het
totale reserve-eiwit en met name van viciline wordt gereguleerd door
abscissinezuur, dat tot een hoog gehalte accumuleert in ontwikkelende
zaden van leguminosen (Barratt, 1986).

Het is mogelijk gebleken om P. vulgaris zodanig te veredelen dat er
meer van het reserve-eiwit fasecline in het zaad zit terwijl de
opbrengst niet daalt (Bliss, 1990).

Een vrij recent overzicht over de ontwikkelingen bij veredeling van
veldbonen is gegeven door Bond (1987). Voor lectine biedt selectie
perspectieven op een lager gehalte aangezien de rassen in gehalte
variéren.

Een recente samenvatting van de ontwikkelingen in de moleculaire
benadering {(genetische manipulatie) van de verbetering in wvoedings- en
functionele eigenschappen van zaden van peulvruchten en granen als
voedselbron werd gepubliceerd door De Lumen (1990). Hij onderscheidt
de zaadeiwitten in reserve-eiwitten en onderhouds—-eiwitten. Deze
lzatste zorgen voor het normale metabolisme van het zaad. De ingrepen
die de wvoedingswaarde verbeteren mogen geen nadelig effect hebben op
de zaadontwikkeling of de kieming. Verhoging wvan het methioninegehalte
in het zaadeiwit zou door veredeling kunnen worden bewerkstelligd,
maar dat is gecompliceerd omdat de erfelijke informatie voor de
reserve-eiwitten in het zaad verspreid is over veel genen.

Een andere benadering is het inbouwen van een vreemd gen (uit een
andere plant), of zelfs van een synthetisch gen dat codeert voor een
eiwit met een hoger methicninegehalte. De kennis van de plantegenen
neemt in snel tempo toe en dit is een veelbelovend gebied. Vooralsnog
is toevoeging van methionine aan veevoer een eenvoudiger en goedkopere
methode voor verbetering van de voedingswaarde van zaadeiwit.

Het is nog niet gelukt om het zwavelgehalte te verhogen. 0ok
veredeling tot lectinevrije lijnen is mogelijk. De genetische kennis
van de zaadeiwitten wvan peulvruchten is groot en zou gebruikt kunnen
worden voor genetische manipulatie (Bliss, 1990).




4.1.7 Produktbehandeling

Peulvruchten hebben een hoog eiwitgehalte, maar de voedingswaarde wvan
dit eiwit is laag, omdat er naar verhouding weinig zwawvelhoudende
aminczuren {methionine, cystine en cysteine) inzitten. Dit is te
verbeteren door toevoeging van deze aminczuren of door mengen met
produkten die er een overmaat van hebben.

De negatieve invlced van lectinen op de verteerbaarheid verdwijint
door peulvruchten gced gaar te koken.

Bij kieming worden de reserve-eiwitten uit de zaden afgebroken en
de aminozuren opnieuw gebruikt. Ook de lectinen verdwijnen (N.B. het
onderscheid is wvaag).

Een overzicht over de proteasen die een rol spelen bij de afbraak
van de twee belangrijkste reserve-eiwitten (de legumine-achtige 1185~
eiwitten en de viciline-achtige 7S-eiwitten) in kiemende zaden van
Pisum sativum, Triticum aestivum, Vicia sativa, andere bonen en Zea
mays verscheen van de hand wvan Shutov & Weintraub (1987).

Na % dagen kiemen hadden bonen van Phaseclus vulgaris ( navy beans'
en “pinto beans') ongekookt geen betere voedingswaarde voor de mens
ten opzichte van ongekiemde. Het lectinegehalte in de ‘navy beans' nam
af; in de andere boon werd geen lectine aangetroffen (Chang & Harrold,
1988).
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