
N A T U U R K U N D I G E V O O R D R A C H T E N 1986-1987 





NIEUWE R E E K S No. 65 

Dr. E .M. Berkhuijsen, Dr. J.A. Brongers, Ir. A . Dijk, 
Prof. Dr. I .S. Herschberg, Dr. A .D. Osterhaus, Ir. V .M.A. Peutz, 
Prof. Dr. A. Quispel, Dr. A .R . Ritsema, Prof. Dr. J.J. van Rood, 
Dr. Ir. J .M.H. Scheutjens, Dr. D.G. Stavenga, Prof. Ir. K.F. Wakker, 

OPGERICHT 1793 
BESCHERMVROUWE H.M. DE KONINGIN 

VIS-DRUK ALPHEN AAN DEN RIJN 1987 



KONINKLIJKE MAATSCHAPPIJ VOOR NATUURKUNDE 

onder de zinspreuk DILIGENTIA 

BESCHERMVROUWE 

H.M. de Koningin 

ERE-LEDEN 

Z.K.H. Prins Bernhard der Nederlanden 
Z.K.H. Prins Claus der Nederlanden 

LID VAN VERDIENSTE 

Dr. W.P.J. Lignac 

BESTUURDERS 

Ir. M.J. Bottema 
Mw. Dr. M.P.M. Erlee, voorzitter 

treden af 
in 1988 

Dr. W. Bijleveld 
Mr. R.R.J.F.H. Muller, vice-voorzitter 

treden af 
in 1989 

Mw. J.W.M. Evers, secretaris 
Dr. Ir. G.P. de Loor 
Dr. E. Talman, penningmeester 
Ir. P. Waasdorp 

treden af 
in 1990 



JAARVERSLAG 

VAN DE K O N I N K L I J K E MAATSCHAPPIJ 
VOOR N A T U U R K U N D E ONDER DE ZINSPREUK 

D I L I G E N T I A 

over het seizoen 1986-1987 

Er werden 12 sprekers uitgenodigd om gedurende het winterseizoen voor de leden een le
zing te houden. 

Op 11 februari 1987 had de Maatschappij 512 leden. 

Om meer bekendheid te geven aan onze vereniging hebben enige bestuursleden een stand 
bemand in het kader van het "VOORHOUT-FESTIVAL" op 6 september 1986. Z i j 
deelden de nieuwe jaarroosters uit en vertelden belangstellenden over de lezingen. 

Op Vrijdag 7 november vond een excursie plaats naar het NED. INSTITUUT VOOR 
ZUIVELONDERZOEK te Ede. Helaas kon het NIZO ons, o.a. door het te demonstre
ren kaasmaken, alleen op een zó vroeg uur ontvangen, dat het aantal deelnemers beperkt 
bleef tot 16 leden. Daardoor kon ook niet voor vervoer per bus gezorgd worden. Maar 
degenen die gingen waren uiterst tevreden over de deskundige, diepgaande uitleg, ver
zorgd door dhr. J. Maessen van de afdeling publiciteit van het instituut. 

Na de laatste lezing - op 23 maart, werd aan de leden een kopje koffie aangeboden en hun 
hiermee gelegenheid gegeven tot een na-praatje, ook met de spreker van die avond. 

Op 24 april 1987 mochten 50 leden een rondleiding maken door het "PROEFSTATION 
VOOR TUINBOUW ONDER G L A S " , te Naaldwijk. Na een inleiding door dhr. C. van 
Winden in een kas, waar we met koff ie ontvangen werden (en een overhaast vertrek daar
uit omdat het koolzuur-alarm aansloeg en door onze aanwezigheid niet wilde bedaren), 
werden we door hem en dhr. G. Welles door de kassen rondgeleid en voorgelicht over de 
teelt onder glas. 

Het periodiek aftredende bestuurslid Mr . R.R.J.F.H. Muller werd herkozen en Dr. W. 
Bijleveld (astronoom, verbonden als programmaleider aan het Omniversum) werd bereid 
gevonden als bestuurslid toe te treden. 

J . W . M . Evers, 
secretaris 



" D I L I G E N T I A " 
Enkele wetenswaardigheden 

Omstreeks het begin van de 17e eeuw kwam een ontwikkeling op gang met betrekking tot 
de toepassing van instrumenten in de natuurwetenschap. Z i j dienden ter toetsing van 
theorieën, als middel om wetmatigheden in de natuur op het spoor te komen en tegen het 
einde van de 18e eeuw fungeerden ze ook als vermaakselement. De elektriseermachine, 
die vinnige schokken en spectaculaire vonken kon afgeven, mag als kenmerkend voor
beeld voor deze "toepassing" gelden. 

Met de toepassing van natuurkundige instrumenten groeide er buiten de werkruimte 
van de wetenschappelijke onderzoeker geleidelijk belangstelling voor dat deel van de we
tenschap, waarin het beschouwende en werkdadige hand in hand gingen. Verder was men 
van oordeel, dat het hebben van enige kennis van de natuurwetenschappen tot de elemen
ten van een goede algemene ontwikkehng behoorde. In de 18e eeuw leidde dit tot de 
oprichting van verscheidene genootschappen, waarin de leden hun behoefte aan kennis 
konden bevredigen. In deze stroom werd ook " D I L I G E N T I A " geboren, wehswaar nog 
niet onder die naam, maar wel als Maatschappij, zoals die nu bestaat. De oprichting van 
het "Gezelschap ter Beoefening der Proefondervindelijke Wijsbegeerte" vond plaats op 
vrijdag 17 september 1793. 

Men hield aanvankelijk de samenkomsten in het ouderlijk huis van één der oprichters 
in de tweede Wagenstraat. Aangezien men dit op de lange duur bezwarend voor de gast
heer vond, huurde men een kamer in het Noordeinde. Door een brand op 10 decembet 
1795, kwam daaraan een plotseling einde. Gelukkig konden de voornaamste bezittingen 
van de Maatschappij worden gered. Een volgend onderkomen voor het Gezelschap vond 
men aan de Prinsengracht en in 1802 ging men naar een in de Nieuwe Doelen gehuurde 
ruimte over. 

De muze Urania stond in die t i jd model voor het beeldmerk van de Maatschappij, zij 
het, dat haar in de rechterhand een spiegel werd meegegeven. Met het vaste attribuut (de 
aardbol) in de linkerhand, werd het geheel omgeven door een ovaal met de tekst: "Proef
ondervindelijke Wijsbegeerte Hage". 

Toen de huur van de ruimten in de Nieuwe Doelen niet meer kon worden verlengd, 
keek de Maatschappij naar een eigen behuizing uit. Die vond zij in 1805 door aankoop 
van het huis aan het Lange Voorhout. Dat huis, dat omstreeks 1645 was gebouwd, werd 
door een omvangrijke verbouwing geschikt gemaakt voor de activiteiten van de Maat
schappij. Men beschikte toen over een tweetal zalen, een grote en een kleine. De kleine 
zaal omvatte de huidige podiumruimte en was door een muur van de grote zaal geschei
den. De grote zaal had hat podium aan de korte kant, tegen de binnenmuur. Het pubUek 
keek dus in de richting van het Lange Voorhout. In 1853 werd de kleine zaal bi j de grote 
zaal getrokken. De kleine zaal werd podium en in de grote zaal werd de schouwrichting 
met een kwartslag gedraaid. 

Daarna volgden nog verscheidene verbouwingen en verbeteringen. De laatste grote was 
de constructie van de tweede foyer, welke in 1981 in gebruik werd genomen. 

Gelijktijdig met het betrekken van het eigen gebouw werd de naam van het Genoot
schap veranderd in: "Maatschappij voor Natuur- en Letterkunde ten zinspreuk voerende 
D I L I G E N T I A (zorgvuldigheid, vl i j t en opmerkzaamheid) in Den Hage". De zinspreuk 
is vervat in het nieuwe beeldmerk en is daarin omgeven door een krans van kUmop- en 
laurierbladeren, zinnebeelden van geduld en overwinning. Het beeldmerk pr i jk t zowel in 
de voorgevel aan het Lanee Voorhout als aan de achtersevel in de Hnee Nienw.straat. 



De letterkundige bijeenkomsten, georganiseerd onder de auspiciën van de Maatschap
p i j , hadden niet die uitkomst opgeleverd, die een voortzetting ervan zou wettigen. In 
1859 werd besloten het alleen op de natuurkundige voordrachten te houden. De naam 
van het gezelschap werd bij die gelegenheid veranderd in: "Maatschappij voor Natuur
kunde onder de zinspreuk D I L I G E N T I A " . De Letterkundige bijeenkomsten werden in 
de zelfstandige vereniging "Oefening kweekt Kennis" voortgezet. 

Ter gelegenheid van haar 160-jarig bestaan in 1953, werd het predicaat "Kon ink l i jke" 
verleend. 
De publikatie van de lezingen in het jaarboek "Natuurkundige Voordrachten" nam een 
aanvang in 1872. 

Samengesteld door Ir. M. J . Bottema 
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D O O R D R I N G B A A R H E I D VAN C O M P U T E R S Y S T E M E N 

door 

I .S. Herschberg 

Ondanks toezegging van de spreker voor de publikatie in dit jaarboek een manuscript te 
leveren, hebben wi j dit niet ontvangen. 

Korte inhoud lezing: 

Computersystemen zi jn, men zal het uit de pers weten, gemakkelijk doordringbaar geble
ken. De beveiligingsmaatregelen, als die er al zijn, lossen gemakkelijk op in een mengsel 
van kennis, speurzin, vli j t en inventiviteit. Zo 'n systeem heet dan ,,gekraakt". 

Er zi jn twee soorten krakers: die van binnenuit en die van buitenaf. De eerste beginnen 
met een kleine voorsprong: zij mogen programmeren, en een programmeur die het zout 
in de pap waard is, weet zich al heel gauw op te werken tot beheerser van het volledige 
systeem of zelfs van een heel netwerk van systemen. De kraker van buitenaf begint met 
nog minder privileges: hij kent een telefoonnummer en hi j beschikt over niet meer dan 
een home-computer en een, desnoods bescheiden, modem. 

Door te grove nalatigheid van vele systeembeheerders kost het ook hem vaak weinig 
moeite zich tot heer en meester over het systeem te laten uitroepen. 
Spreker, die uit eerste hand met beide soorten krakers bekend is, zal zi jn betoog illustre
ren met voorbeelden uit de praktijk die sinds een jaar of veertien niet wezeniiik veran
derd is. 

Natuurkundige Voordrachten N.R. 65. Lezing gehouden voor de Koninklijke Maatschappij voor 
Natuurkunde Diligentia te 's-Gravenhage op 29 september 1986. 





S Y M B I O T I S C H E STIKSTOFBINDING 

door 

A . Quispel 

Inleiding: 

In het jaar 1888, nu bijna een eeuw geleden, publiceerden de Duitse onderzoekers Hell-
riegel en Wilfahrt de resultaten van een onderzoek, waaruit het bestaan van symbiotische 
stikstofbinding voor de eerste maal duidelijk werd. Z i j waren geïnteresseerd in de vraag, 
waarom vhnderbloemige planten (Leguminosen) niet slechts veel beter dan andere plan
ten in staat waren te groeien op stikstofarme grondsoorten, maar bovendien deze gron
den weer geschikt konden maken voor de latere groei van andere gewassen. 

Reeds was bekend, dat deze Leguminosen op hun wortels knolletjes bezaten, waarin 
zich een bacterie bevond. Uit de proeven bleek dat Leguminosen zonder deze knolletjes 
evenmin op stikstofarme grond konden groeien als andere planten. Werden ze echter 
geïnfecteerd met een suspensie van fijngemalen knolletjes dan trad ontwikkeling van 
wortelknolletjes op en bleek groei zonder toevoeging van stikstofverbindingen mogelijk. 
Waar in deze gevahen de enige aanwezige stikstofbron de atmosferische luchtstikstof was 
(Nj) moest deze beschouwd worden als de leverancier van de benodigde stikstof. 

Alleen de samenleving met de bacteriën in de wortelknolletjes stelde hen in staat deze 
N j te benutten. In hetzelfde jaar 1888 slaagde onze landgenoot M . W . Beyerinck erin de 
betrokken bacterie te isoleren en te beschrijven onder de naam Bacterium radicicola. De
ze bacterie, die thans wordt aangeduid met de geslachtsnaam Rliizobium en in verschil
lende soorten wordt onderscheiden, bleek na isolatie echter niet in staat als stikstof
bron te gebruiken. 

Het zou nog enkele jaren duren voordat bij enkele andere, niet-symbiotisch levende, 
bacteriën het verschijnsel van de biologische stikstofbinding defimtief werd vastgesteld: 
door Serge Winogradsky bi j ClostridiiiitisooTten in 1895 en door Beyerinck b i j Azoto-
bacterin 1908. 

Door het werk van HeUriegel en Wilfahrt kon de verklaring gegeven worden voor liet 
nuttig effect van de oude methode der groenbemesting door Leguminosen. Hoewel ver
wacht had mogen worden, dat deze verklaring een nieuwe stimulans zou hebben gegeven 
aan de toepassing van groenbemesting, leidde de ontwikkeling van betere chemisch-
technologische methoden voor de bereiding van stikstofmeststoffen, met name het 
Haber-Bosch procédé, tot zo'n opbloei van de kunstmestindustrie in deze eeuw, dat de 
oude groenbemesting werd teruggedrongen. 

Hierin kwam weer een kentering in het begin van de jaren 70. De behoefte aan stikstof
meststoffen bleek dermate groot, dat de industriële stikstofbinding, want daarom gaat 
het bi j het Haber-Bosch procédé, onmogelijk in staat geacht kon worden volledig hierin 
te voorzien. De energiecrisis deed bovendien de prijzen van kunstmeststikstof enorm stij
gen en men besefte, dat de voor de bereiding noodzakelijke energiebronnen van eindige 
aard waren. Met name voor de arme boeren in de derde wereld werden de stikstof
meststoffen onbetaalbaar. Een betere, efficiënte, toepassing van de mogelijkheden, die 
de natuur ons biedt, bleek een dwingende eis. Daarbij kwam dat de ontwikkeling van de 

Natuurkundige Voordrachten N.R. 65. Lezing gehouden voor de Koninklijke Maatschappij voor 
Natiiiirlninrlp Diliopnfiq tp \-rjravpntiaap nn 1̂  nlctnhpr 
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Figuur I 
Legenda: 

Top van een vervormde wortelfiaar (,,marked curling") met aangehechte bacteriën van 
de homologe Rhizobium. De ophoping der bacteriën in de slijmmassa tussen de celwan
den der gekrulde wortelhaartop leidt tot de vorming van een naar binnen groeiende cel-
wandschede, waarbinnen de bacteriën zich vermenigvuldigen. Deze z.g. infeetieschede 
groeit naar de celkern van de wortelhaarcel, 
(tekening Dr. J. W. Kijne) 

moderne, met name de moleculaire, biologie perspectieven leek te openen om het vermo
gen tot biologische stikstofbinding uit te breiden tot landbouwgewassen, die daar norma
liter niet toe in staat waren. Sommige "science-fiction" achtige fantasien op dh gebied 
leidden tot overspannen verwachtingen, die het onderzoek sterk stimuleerden, doch 
waarvan we nu weer de terugslag ondervinden. Dit neemt niet weg, dat een betere toepas
sing van met name de symbiotische stikstofbinding van de grootste betekenis is en een be
langrijke mate van actualiteit b l i j f t behouden. Weliswaar kost ook de biologische, symbi
otische, stikstofbinding energie, maar deze wordt dan geleverd door het zonhcht en is 
niet afhankelijk van eindige voorraden fossiele brandstof. Bovendien biedt het onder
zoek zulke belangwekkende resultaten van fundamentele aard en zijn de mogelijkheden 
voor dit onderzoek zo toegenomen, dat dit onderzoek thans in zeer vele laboratoria 
plaats vindt. De snelle voortgang hiervan moge blijken uit de verslagen van de conferen
ties, die sinds 1974 ongeveer om de twee jaar worden georganiseerd. 

Stikstofbinding als biologisch-biochemiseh verschijnsel 
Als vorens ons eigenlijke onderwerp: de symbiotische stikstofbinding, te bespreken, die
nen we ons eerst af te vragen wat biologische stikstofbinding is, waar het voorkomt, hoe 
we het kunnen aantonen en hoe het biochemisch verloopt. Er is hier dan eerst behoefte 
aan een goede definitie: onder stikstofbinding verstaan we het gebruik van de atmosferi
sche stikstof d.w.z. het molecuul N^. D h molecuul, in de Engelstalige hteratuur thans 
aangeduid als de "di-nkrogen" bestaat uit twee N-atomen, die door een drievoudige bin-
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ding aan elkaar zi jn gekoppeld en bij de biologische en chemische stikstofbinding geredu
ceerd moeten worden tot twee moleculen NH3. 

Het optreden van stikstofbinding vah af te leiden uh het vermogen zonder andere 
stikstofbronnen te kunnen groeien. Een definhief bewijs is slechts mogelijk door gebruik 
te maken van de stikstofisotoop '^N. Wanneer men aan een organisme een atmosfeer 
aanbiedt die een hoger percentage '^N in de bevat dan het normale percentage van 
0,365 atoom % en men constateert na afloop, dat de N in de N-verbindingen van het or
ganisme eveneens hoger is dan dit atoom-percentage, dan is daarmee overtuigend bewe
zen dat het organisme dus een deel van zijn stikstof uit de heeft verkregen daar im
mers alleen deze een hoger dan normaal '^N percentage bevatte. De toepassing van deze 
methode heeft talloze beweringen van stikstofbinding door allerlei organismen naar het 
r i jk der fabelen verwezen, de stikstofbinding bij vele andere organismen definitief bewe
zen. 

AUe tot nu toe bekende organismen die de kunnen binden, of zoals men het tegen
woordig uitdrukt, di-azotroof zi jn, behoren tot de bacteriën, dus tot organismen met een 
prokaryotisch celtype. Men vindt ze onder de obligaat anaerobe bacteriën, zoals een aan
tal ClostridiuimooTten, onder verschillende facultatief anaerobe, zoals Klebsiellasoor-
ten, onder obhgaat aerobe zoals Azotobactersooiten en onder foto-autotrofe bacterie
soorten zoals de purperbacterien en de vroeger als blauwwieren aangeduide Cyanobacte-
rien waarvan Nostoc en Anabaenasoorten de belangrijkste zi jn. 

De symbiotisch belangrijke stikstofbindende bacteriën, zoals Rhizobium en de Actino-
myceten van het geslacht Franlcia zullen we later uitvoeriger bespreken. Hoewel het ver
mogen tot biologische stikstofbinding dus bij verschillende bacteriën uit vele groepen en 
diverse stofwissehngstypen, voorkomt, is het toch beperkt tot een aantal specialisten en 
vertoont de grote meerderheid der prokaryoten het verschijnsel niet, terwijl het nergens 
bij de eukaryoten ooit met zekerheid is aangetoond, Waarom is een vermogen, dat oeco
logisch toch het grote voordeel oplevert te kunnen groeien in miheu's zonder gebonden 
stikstofverbindingen, niet meer algemeen verbreid in de natuur? Het antwoord kan ge
zocht worden in de hoge energieeisen. Weliswaar vereist de reactie zelf geen energie, kan 
in theorie zelfs energie opleveren, maar er is een zeer hoge activeringsenergie nodig om de 
drievoudige binding tussen de twee N-atomen in het "di-nitrogen'' te verbreken. We zien 
dan ook dat, ook bi j die organismen die de N^ kunnen gebruiken, een regulatie optreedt 
waardoor deze eigenschap zich slechts manifesteert wanneer er behoefte aan bestaat op
dat in andere gevallen de kostbare energie voor nuttiger werk benut kan worden. 

De reductie van de tot N H , vereist in de chemische industrie een sterk reducerend 
middel, zoals waterstof, en hoge temperaturen. Het biologisch systeem vereist een en
zymsysteem dat men aanduidt met de triviale naam nitrogenase, terwijl de verschillende 
typen van stofwissehng zoals gisting, ademhaling of fotosynthese voor de reducerende 
stoffen en de energie zorgen. Deze nitrogenase bestaat uit twee eiwitten: een uit twee 
polypeptide-subunits opgebouwd eiwit met Fe en Mo , dat voor de feitelijke reductie van 
de N j zorg draagt en een daarmee samenwerkend Fe-houdend eiwh, dat de electronen 
voor de reductie aan het eerstgenoemde eiwit doorgeeft en door sommigen als 
"nitrogenase-reductase" wordt aangeduid. De algemene reactievergelijking voor de, 
door dit systeem teweeggebrachte, biochemische reactie laat zich samenvatten als: 

+ 3 N A D H -h 3 H + -F n ATP 2 NH3 + 3 N A D + n ADP + nPi 

waarbij voor n geen exact stoechiometrisch getal kan worden ingevuld, doch de praktijk 
een waarde van omstreeks 15 pleegt op te leveren. 

In de cehen wordt de activheit van dit enzymsysteem geremd door de aanwezigheid van 
gebonden stikstof, zoals ammoniumverbindingen. Deze remming is van indirecte aard 
waarbij de competitie om ATP een belangrijke factor vormt. 
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Voor de biologische werking is de gecompliceerde rol van zuurstof van grote betekenis. 
In geïsoleerde toestand is het enzymsysteem zeer gevoelig voor zuurstof, die het enzym
systeem inactiveert. Dit geeft geen problemen bij die organismen, die de energie en het re
ducerend vermogen leveren dankzij een anaëroob fermentatieproces. Bij de facultatief 
anaerobe organismen ziet men de stikstofbinding dan ook alleen onder anaerobe condi
ties optreden. Bij aerobe organismen en bij fotosynthetische, die zuurstof produceren, 
treedt het probleem op de nitrogenase voor de zuurstof te beschermen. Hiervoor heeft de 
natuur verschillende oplossingen gevonden: een zeer sterke respiratie die de zuurstof ver
bruikt voordat deze de nhrogenase bereikt zoals bij Azotobacter, de bescherming van de 

Figuur 2 
Legenda: 

Vrijlcomen der bacteriën uit de infeetieschede nadat deze de nieuw gevormde cellen van 
het knolmeristeem is binnengedrongen. Let erop, dat de slijintnassa van de inhoud der 
infectieschede (egaal grijze massa) niet meer door een celwand is omgeven, maar nog wel 
door een plasmamembraan van de gastheercei. De in het gastheercytoplasma binnendrin
gende baeteriecellen blijven door deze membraan omgeven, die zich zal ontwikkelen tot 
de peribacteroidmembraan. 
(E.M. foto Dr. J. W. Kijne) 
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nitrogenase in speciale cellen, zoals de heterocysten bij de Cyanobacterien en de later te 
bespreken vesikels bij Frankia en de biochemische bescherming door bepaalde eiwitten in 
situ. 

Voor de synthese van de nhrogenase-eiwitten is een genengebied verantwoordelijk, dat 
men aanduidt als het «//-gebied. Dit «//"-genengebied is in eerste instantie geanalyseerd bi j 
Klebsiella pneumonia, doch is inmiddels ook bij vele andere organismen, waaronder 
Rhizobiuitt-sooTten, bekend. Hoewel er kleine verschillen tussen verschillende orga
nismen bestaan is de DNA-samenstelling van het «//-genengebied in hoofdtrekken homo
loog, zodat we hier met een in de evolutie sterk conservatief genen-gebied te maken heb
ben. 

Voor de synthese der nitrogenase-eiwhten zijn drie structurele genen aanwezig, die 
men aanduidt met de letters ni/D, nifU en « / / K . 

NifH bevat de genetische informatie voor het Fe-eiwit, « / / D en « / / K voor de respec
tievelijke subumts van het Fe-Mo-eiwit. Daarnaast bevat het «//-genengebied een aantal 
andere genen, die betrokken zijn bij de regulatie van de activiteit der structurele genen. 
Dankzij deze genen wordt de expressie van deze genen en daarmee de synthese van de 
mtrogenase-eiwhtengeremd door de aanwezigheid van gebonden N , zoals ammoniumver
bindingen, en door zuurstof. Op de gecompliceerde mechanismen van deze regulatie 
kunnen we hier niet nader ingaan, slechts is het van belang erop te wijzen, dat de repres
sie van de gen-activiteit door ammoniumverbindingen in veel onderzochte gevallen op
treedt, niet door een dhecte inwerking van de ammonium, doch door een invloed via de 
reactie, waarbij o.i.v. het enzym glutaminesynthetase (GS) uit ammonium glutamlne 
wordt gevormd. Dankzij deze regulaties wordt gegarandeerd, dat de synthese van de 
nitrogenase-eiwitten slechts dan optreedt wanneer er behoefte aan bestaat en de omstan
digheden ook verder zo zi jn, dat het gevormde enzymsysteem zijn activiteit kan ontplooi
en. 

Ter afsluiting van deze beschouwingen over de biochemie van de stikstofbinding en het 
enzymsysteem nitrogenase willen we hier er nog op wijzen, dat dit enzymsysteem ook an
dere substraten dan de kan reduceren, zoals acetyleen, dat dan tot aethyleen wordt ge
reduceerd. Deze reactie is zo specifiek voor de nhrogenase, dat men in de praktijk thans 
meestal deze reactie gebruikt om de aanwezigheid van nitrogenase aan te tonen. 

De betekenis van stikstofbinding voor de hogere plant. 

Als eukaryotische organismen zijn planten niet in staat zelf de atmosferische stikstof te 
gebruiken. Wel kunnen ze profiteren van de stikstofbinding door bacteriën. De stikstof
binding in de bodem heeft meestal niet veel te betekenen. Aan de voorwaarden van veel 
energierijke organische stof en afwezigheid van gebonden stikstof is slechts zelden in vol
doende mate voldaan. Een uitzondering moet gemaakt worden voor de stikstofbinding 
door Cyanobacterien aan het oppervlak van vochtige grond, zoals rijstvelden, waar hun 
fotosynthese voor de noodzakelijke energie zorgdraagt. 

Een efficient gebruik van stikstofbinding door bacteriën is pas mogelijk indien de 
planten een nauwere binding met zulke bacteriën aangaan. Dit kan reeds het geval zijn 
bij de associaties met bacteriën in of nabij het worteloppervlak in de z.g. rhizosfeer. Hier 
kunnen eventuele stikstofbindende bacteriën gebruik maken van de energie uit organi
sche stoffen, die door de wortels worden uitgescheiden. Hier wordt de concentratie aan 
gebonden stikstofverbindingen laag gehouden door de opname door de wortels, terwijl 
de wortelademhaling de zuurstofconcentratie voldoende kan verlagen om de synthese en 
activiteit van de nitrogenase mogelijk te maken. Toch is de betekenis van stikstofbinding 
in de rhizosfeer omstreden. Door onderzoek in BrazUië is een substantieel positief effect 
van bepaalde rhizosfeerbacterien aangetoond, waarbij vooral soorten van het geslacht 
Azospirillum genoemd moeten worden. Ook elders is de groeibevorderende werking 
door Azospirillum in de rhizosfeer waargenomen, maar vaak bleek deze niet te berusten 
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Figuur 3 
Legenda: 

Twee cellen uit het inwendige van het N^-bindende wortelknolletje. Een cel is niet geïn
fecteerd en toont het normale beeld van een parenchymatische plantecel met grote cen
trale vaeuole. De andere cel is dicht gevuld met bacteroiden, waarin zich een aktieve ni
trogenase bevindt. 
(E.M.foto Dr. J. W. Kijne) 

op een stikstofbinding, doch op de produktie van groeibevorderende stoffen van fyto-
hormonale aard. 

Van veel groter betekenis zijn de echte symbiotische samenlevingen tussen planten en 
bacteriën, waarbij de laatsten inter- of intracellulair aanwezig zi jn. Intercellulaire aanwe
zigheid van Cyanobacterien, A/^abaenci's of Nostoc^Sy treft men aan bij sommige lever-
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mossen, bij het watervarentje Azolla, bij de Cycadeae en bij Gunnera. De Cyanobacte
rien bevinden zich hier in bepaalde intercellulaire holtes, die reeds onafhankelijk van de 
aanwezigheid van de bacterie, de micro-symbiont, zijn aangelegd. Hoewel deze Cyano
bacterien zelf in geïsoleerde vrijlevende toestand tot fotosynthese in staat zi jn, wordt de
ze in de symbiose onderdrukt, zodat ze van de assimilatieprodukten van de gastheer-
plant, de macro-symbiont, afhankelijk zijn. Daarentegen wordt de vorming van hetero
cysten, en daarmee ook van de stikstofbinding, krachtig gestimuleerd, waarbij de 
stikstofbindingsprodukten grotendeels de plant ten goede komen. Terwijl de Cyanobac-
teriesymbiosen, waartoe we ook sommige korstmossen kunnen rekenen, vooral biolo
gisch interessant zi jn, heeft de symbiose bij Azolla ook landbouwkundig grote betekenis. 
Deze plantjes worden thans in de tropen op grote schaal gebruikt als groenbemesters in 
de rijstkultuur. 

Intracellulaire symbiosen vinden we bij de wortelknohetjes. Hier maken de micro-
symbionten niet gebruik van reeds bestaande structuren, doch van organen, die als ge
volg van de infectie zijn aangelegd. Ze bevinden zich in het plasma van de cellen in deze 
structuren, de wortelknolletjes, al zi jn ze daarvan wel steeds door een plasmamembraan 
en soms zelfs nog door een soort celwandafzetting gescheiden (de vraag of we dan wel 
van intracellulair mogen spreken laten we hier onbeantwoord). Twee typen bacteriën 
zijn hiervoor verantwoordelijk. Wortelknolletjes met de bacteriën van het geslacht Rhi
zobium, en het thans daarvan afgescheiden geslacht Bradyrhizobium, zi jn beperkt tot 
vertegenwoordigers van de Leguminosen, met als enige uitzondering de twee soorten van 
het tropisclte geslacht Parasponia. (Ulmaceae). Buiten de famihes van de Leguminosen 
vinden we incidenteel wortelknolletjes bij soorten uit een aantal andere families, waarvan 
we uit ons land kennen de els, Alnus glutinosa e.a. soorten, de gagel, Myrica gate en de 
duindoorn Hippophae rhamnoides. Bij deze en talrijke uitheemse plantensoorten be
hoort de microsymbiont tot het Actinomycetengeslacht Franlcia. 

De micro-symbionten. 
De Cyanobacterien uit de genoemde symbiosen zijn in kultures niet verschillend van an
dere Anabaena's en TVosrocstammen. Wel is het niet altijd eenvoudig ze uit de symbionti-
sche toestand in kuituur te brengen en vaak bl i jkt , dat de geïsoleerde stam niet meer in 
staat is een symbiose aan te gaan, zodat het definitieve bewijs van hun identiteit met de 
symbiont niet te leveren vah. In kuhures vormen ze de typische heterocysten, waarin de 
zuurstofvoorziening zo geregeld is, dat ze tot stikstofbinding in staat zijn. 

De Rhizobia laten zich meestal zonder problemen isoleren en kweken. Het zijn bacte
riën van het Gram-negatieve type met een dunne celwand, die door een buitenmembraan 
is afgesloten. Reeds lang onderscheidt men twee typen, met de groeisnelheid als opval
lendste kenmerk. De snelle groeiers rekent men thans tot het geslacht Rhizobium, de tra
ge groeiers tot Bradyrhizobium. Het verdere verschü tussen de soorten berust op de gast-
heerspecificheh. Zo noemt men de Rhizobia uit klaver R. trifolii, uit phaseolus R.phase-
oli, uit erwten of Vicia's R.leguminosarum, uit lucerne en verwanten R.meUloti. De Bra-
dyrhizobia omvatten vooral tropische soorten, soya kan noduleren met B.japonicuin, 
terwijl er recent uit China tevens een snel groeiende Rhizobium uit soya geisoleerd is. 
Ook de stammen uit Parasponia behoren tot Bradyrhizobium. 

In 1986 is voor het eerst aangetoond, dat onder bijzondere omstandigheden 
Bradyrhizobia-stammen tot stikstofbinding te brengen zijn. Deze treedt op in bepaalde 
voedingsmedia, bij lage zuurstofgehaltes en tegen het einde van de groeifase, wanneer het 
gebruik van de gebonden stikstof dubieus is. Voor Rhizobia-stammen bestaan slechts in
cidentele aanwijzingen voor stikstofbinding, doch normahter is deze in kultures niet aan
toonbaar. Een goede stikstofbinding is het resuhaat van de symbiose. 

Frankia onttrok zich lange t i jd aan isolaties, de eerste kultures zijn in 1978 verkregen. 
Ze zijn gekenmerkt door dunne hyfen, opvallende driedimensionale sporenvorming in 
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Figuur 4 

Het sym-plasmide pRL 1 JI van Ritizobium leguminosamm (erwt). Dit cirkelvormige 
DNA bevat twee clusters genen, die noodzakelijk zijn voor de binding. Fix I en Fix II, 
waarbij Fix II de nif-genenbevat. Daartussen bevindt zicti een groep genen, die essentieel 
zijn voor de infectie en daarop volgende nodulatie (nod-genen), met een lengte van 6,6 
kilobasen. Hieronder zijn de genen voor de funkties hac en tsr en genen, wier mutaties 
leiden tot vertraagde wortelknolvorming (,,delayed"). De met Tn 1831 aangeduide pijlen 
duiden de plaats aan, waar het transposon Tn 1831 kan worden ingebouwd en aldus tot 
mutaties leidt, die tot het onderzoek van de lokalisatie der genen hebben bijgedragen. 
Ook andere genen zijn op het plasmide gelokaliseerd fmep etc.) die hier niet worden 
besproken. 

(tekening Dr. C.A.W. Wijffelman) 

sporangia en onder N-arme condities de vorming van blaasjes (vesikels) waarin ook in 
kultures een goede N-binding aantoonbaar is. De isolatie lukt niet in alle gevallen, soms 
bleek voor de isolatie de toevoeging van een lipoiedextract uit elsewortels noodzakelijk. 
Soms is ook dit niet voldoende. Uit zulke waarnemingen kan men concluderen tot 
belangrijke verschillen in de onderlinge bindingen tussen de symbionten. 

Het verloop van infectie en nodulatie. 

We wülen ons thans verder beperken tot de (Brady)Rhizobiutn-l.egummosm symbiose 
met soms een enkele vergelijking met een der andere symbiosen. Twee vragen staan hier 
voorop. Welke interacties spelen een rol bij de tot stand koming van het wortelknolletie 
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en hoe kan men verklaren, dat er een zo grote aanpassing bestaat van bepaalde Rhizobi-
M/wstammen tot bepaalde Leguminosen, dat van een duidelijke gast-gastheerspecificiteit 
kan worden gesproken. Het gaat bij deze vragen niet slechts om de infectie en de daarop 
volgende processen, die tot de vorming van een knolletje leiden. Soms ontstaat er wel een 
knolletje, maar b l i j f t de stikstofbinding in gebreke. Men spreekt dan van een ineffectief 
knoUetje. 

Alvorens voor deze verschillen in ineffectiviteit en effectiviteit tussen Rhizobia en Le
guminosen verklaringen te zoeken, dienen we eerst in grote lijnen het verloop van infectie 
en knolvorming te beschrijven. Men kan in zo'n beschrijving diverse fasen onderschei
den, die met fenotypische kenmerken plegen te worden aangeduid. Deze fenotypische 
kenmerken zijn dan weer bepaald door nader te analyseren genotypische kenmerken van 
plant en bacterie. In elke fase kunnen de interacties tussen plant en bacterie zo specifiek 
zijn, dat hierop verklaringen voor de uheindelijke specificiteit gebaseerd kunnen worden. 

De infectie wordt voorafgegaan door een chemotaxls van de bacteriën naar het wortel
oppervlak (Cht), deze wordt gevolgd door een kolonisatie van het worteloppervlak, in 
het bijzonder van de jonge wortelharen (Roe). De bacteriën hechten zich aan het opper
vlak der wortelharen (Roa). De wortelhaar reageert hierop door vervormingen, waarbij 
vooral de vorming van "shepherds crooks" ook wel "marked curling" genoemd essen
tieel is (Hac). Ook kunnen er vertakkingen geïnduceerd worden, waardoor nieuwe wor-
telhaaruitgroeiingen ontstaan, die bacteriën kunnen binden ((Hab). Het handelt hier spe
ciaal om de reacties op aanhechtende bacteriën bij die epidermiscellen, die net op het 
punt staan tot wortelharen uit te gaan groeien. Deze groei is blijkbaar essentieel voor de 
optredende reacties. 

Door de wortelhaarkrulling worden groepjes bacteriën zo opgesloten tussen de celwan
den, dat er een concentratie ontstaat die de wortelhaar verder beïnvloedt. D h leidt ter 
plaatse tot de eigenlijke infectie ( Inf) . Hierbij dringt de bacterie de wortelhaarcel binnen, 
maar wordt direct weer omgeven door een celwandafzetting. Door voortgaande groei en 
voortgaande celwandafzetting vormt zich een z.g. infectieschede (Ing). Onder invloed 
van de naar binnen groeiende en zich vertakkende (Inb) wortelhaar worden in de bin
nenste cortexcellen celdehngen geïnitieerd (Noi), waaruit het meristeem ontstaat waaruit 
zich het knolletje zal ontwikkelen (Nod). Bij de niet-leguminosen, zoals de els, gebeurt 
dit in twee stappen: eerst ontwikkelt zich een knolletje in de cortex, dat echter zich niet 
verder ontwikkelt, maar wel in de centrale cylinder een zijwortelaanleg induceert, 
waaruit het uiteindelijke wortelknoUetje, hier rhizothamnion genoemd, ontstaat. 

Bij de hier zeer uitgebreid onderzochte erwt groeit de infectieschede verder en bereikt 
tenslotte een der nieuw gevormde cellen. Zodra de infectieschede deze cel binnendringt 
neemt de celwandafzetting rond de bacteriemassa af en komen de bacteriën v r i j , zij het 
wel direct omgeven door de cytoplasmamembraan van de cel (Bar). De bacteriën delen zich 
nog enkele malen, vullen het grootste deel van de cel en stoppen dan hun delingen, waar
bij ze uitgroeien tot opgezwollen, vaak vertakte cellen, die men bacteroiden noemt (Bad). 
De gastheercel reageert op deze gebeurtenissen door de aanmaak van specifieke eiwitten, 
die men nodulines noemt. (Nin). De meest interressante hiervan is het eiwit voor een hae-
moglobine, dat compleet wordt door koppeling aan een haemverbinding, die door de 
bacteroiden gevormd wordt. Dit haemoglobine speelt een belangrijke rol door het trans
port en de regulatie van de zuurstof. In de bacteroiden wordt tenslotte nitrogenase ge
vormd (Nif) benevens een aantal enzymen voor complementaire functies, zowel in de 
bacteroid als in het gastheercelcytoplasma. 

Uiteindelijk worden de bacteroiden en de cellen, die de bacteroiden bevatten, afgebro
ken. Hoe langer deze afbraak wordt uitgesteld, hoe beter de functie voor de stikstofbin
ding, een te korte knolpersistentie (Nop) leidt tot ineffectiviteit. 
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Genetische achtergronden van infectie en nodulatie 

Het zal uit het bovenstaande overzicht reeds duidelijk zijn, dat infectie en nodulatie ge
paard gaan met metabohsche veranderingen in gast en gastheer. Nieuwe enzymactivitei
ten, nieuwe eiwitten worden gevormd, andere activiteiten nemen af en het ligt voor de 
hand hier te zoeken naar interacties, die zich manifesteren in de regulatie van gen-
activiteiten bij plant en bacterie. De enorme mogelijkheden, die de methoden van de mo
derne moleculaire genetica bieden hebben de laatste jaren ons inzicht in de betrokken ge
nen en de gen-regulaties enorm doen toenemen. Bij Rhizobiuin-soovten is thans algemeen 
gevonden, dat vele der noodzakelijke genen gelegen zijn op een extrachromosomaal 
plasmide, dat men een ^yw-plasmide noemt. Deze bevatten de «//'-genen, andere voor de 
stikstofbinding essentiële genen (fix-genen) en genen, die voor de vroege stadia van de 
nodulatie onmisbaar zijn («orf-genen). Onder deze nod-genen bevinden zich de z.g. 
cominon-nod genen, die bij alle Rhizobia ongeveer gelijke werking hebben en andere ge
nen, die de soortspecificiteit bepalen. Ook bij Bradyrhizobium treft men analoge genen 
aan, doch hier bevinden deze zich op het chromosoom zelf. Ook bij Rhizobium zijn trou
wens niet alle essentiële genen op het 5y/w-plasmide gelocaliseerd, enkele genen voor de 
latere activiteiten in het nodulatieproces zijn chromosomaal gebonden. 

Waarnemingen van zeer recente aard in verschillende laboratoria, w.o. de werkgroep 
in Leiden, hebben getoond dat bepaalde common-nod genen, zoals een gen, dat betrok
ken is bij de wortelhaarkromming (Hac-kenmerk) eerst aktief worden onder invloed van 
stoffen, die door de plant worden afgescheiden. Deze zijn thans geidentificeerd als beho
rende tot de flavonoiden. Zo induceert de plant de aanmaak van factoren bij de bacterie, 
die deze nodig heeft voor een succesvol verlopend infectieproces. Bovendien komt nu 
reeds naar voren, dat de bacteriën het sterkst reageren op de flavonoiden, van het type, 
dat door de eigen gastheerplant wordt uitgescheiden. 

Ook bij de plant worden als reactie op de binnendringende bacterie genen geactiveerd, 
zoals bl i jkt uit de latere inductie van noduhnen. Ongetwijfeld spelen ook op eerdere mo
menten dergelijke gen-activaties een rol . Zowel bij bacterie als plant neemt de kennis om
trent de noodzakelijke genen, hun regulatie en de gevormde eiwhten in zeer snel tempo 
toe. Hiermee is echter nog niet verklaard waarop de uiteindelijke werking van deze eiwit
ten berust, spelen ze een direkte rol , zi jn ze als enzymen betrokken bij de vorming van 
andere essentiële stoffen, en zo ja, welke? En waarom zijn die dan essentieel? Hier ligt 
nog een groot terrein van integratie tussen het genetische werk en de biochemische fysio
logische verklaring. 

Fysiologie van de infectie en nodulatie. 
Van de fysiologische theorien betreffende de infectie willen we slechts een enkele noe
men. Zo zijn er thans verschillende aanwijzingen, dat de binding van de bacteriën aan het 
wortelhaaroppervlak berust op suikerbindende eiwitten, de z.g. lectinen, die door de 
plant worden gemaakt en aan het oppervlak der wortelharen uitgescheiden. Deze zouden 
dan binden aan bepaalde koolhydraten in of rond de celwand van de bijpassende Rhizo-
biumcellen. 

Vele aspecten van de infectie laten zich met deze theorie verklaren, isolatie en analyse 
van de betrokken lectinen en van de celwandkoolhydraten is in volle gang. Een krachtig 
argument ten gunste van de theorie is, dat mutanten, die niet meer kunnen infecteren, 
vaak inderdaad een afwijking in deze koolhydraatsamenstelling blijken te bezhten. De 
theorie is echter niet door ieder aanvaard. Een probleem is ook, dat binding op zich niet 
voldoende kan zi jn , doch door volgende reacties gevolgd moet worden. Deze zouden wel 
eens van veel specifiekere aard kunnen zi jn, dan de aanvankelijke binding. 

Een andere vraag van fysiologische aard, waarvoor aannemelijke verklaringen te geven 
zijn, betreft de inductie van celdelinaen in de cortex. Men kan Hpzp in opicnlpprHp pnrtpv. 
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Figuur 5 
Legenda; 

Sciiematisclte weergave van de interacties tussen de bacteroiden de plantencel aan weers
zijden van tiet grensvlalc bestaande uit de cytoplasinainetnbraan en celwand met buiten-
membraan van de bacteroid en de plantaardige peribacteroidmembraan. Verldaring 
blijkt uit de tekst. Onzekerheden zijn weergegeven met geharceerde lijnen en vraagtekens 
en betreffen de vraag of de suikers uit de assiinilatenstroom de bacteroiden bereiken en 
de lokalisatie van het leghemoglobine buiten de bacteroiden in hetplantencytovlasiria of 
in de intersytnbiontische ruimte. 

De nitrogenase reduceert niet slechts N2 maar in meerdere of mindere mate ook 
H+ionen tot H^. Dit verlies aan efficiëntie kan in een aantal gevallen ten dele worden op
gevangen wanneer deze H2 als substraat voor respiratie wordt gebruikt, 
(schema van A. Quispel in Encyclopedia for plant physiology Band 15 pag. 320 Springer 
Verlag 1983) 
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cylinders opwekken door toediening van bepaalde plantehormonen, zoals stoffen met 
auxine en cytokinineactiviteit. De Rhizobia kunnen zulke actieve stoffen vormen uit 
voorstadia, die door de plant worden gemaakt en het hgt voor de hand in deze productie 
de verklaring voor de inductie van celdelingen te zoeken. 

We willen het bij deze enkele voorbeelden laten en besluiten met de beschouwing van 
de shuatie in het uiteindelijk gevormde knoUetje met bacteroiden. 

De processen in en rond de bacteroiden in Itet effectieve wortelicnolletje 
In de bacteroiden is op een nog niet opgehelderde wijze het «//'-genengebied geïnduceerd, 
waarbij een aktieve nitrogenase is gevormd. De plant zorgt voor de aanvoer van organi
sche stoffen die primair in de bladeren bij de fotosynthese zijn gevormd. Deze zijn aan
vankelijk in de vorm van suikers beschikbaar, maar hoewel geïsoleerde en gekweekte 
Rhizobia zeer goed suikers voor hun ademhahng gebruiken, is dit bij de bacteroiden niet 
het geval. Deze reageren veel sterker op organische zuren, zoals appelzuur en waarschijn
l i jk worden deze in het knoUetje uit de suikers gevormd. De leghemoglobine reguleert de 
zuurstofvoorziening zo, dat de energieproductie goed optreedt, de nitrogenase geen scha
de ondervindt. Naarmate bij de bacteroidvorming de nitrogenaseactiviteit toeneemt, 
neemt de activheit van het enzym glutaminesynthetase, dat normahter de gevormde NH^ 
zou verwerken, dusdanig in activiteit af, dat de bacteroiden de zo kostbaar gebonden 
stikstof niet meer zelf kunnen verwerken. De ammonium wordt uitgescheiden. De omrin
gende plantencel vertoont nu zelfs een sterk gestegen activiteit aan glutaminesynthetase 
en ook andere enzymen, zodat de gebonden stikstof vrijwel geheel de plant ten goede 
komt. Het is waarschijnlijk dat de bacteroid, die niet meer groeit, voor de nog optreden
de stikstofbehoefte door de plant voorzien moet worden van organische stikstofverbin
dingen. De eens vrije bacterie is geworden tot een bacteroid, die in vele opzichten be
schouwd kan worden als een stikstofbindend organel van de plant. 

Bij de symbiontische Cyanobacterien en bij Frankia's zi jn er eveneens duidelijke aan
wijzingen, dat de gebonden stikstof niet meer de micro-symbiont, maar de plant ter be
schikking komt. 

Slo tbeschouwingen 
We hebben in het voorgaande gezien hoe, speciaal bij de wortelknoUetjes-symbiosen, een 
uiterst subtiele interactie plaats vindt tussen de beide symbionten. Voor een belangrijk 
deel speelt deze zich af op het moleculaire vlak van de repressie en inductie van genactivi-
teiten, daarnaast op dat van de enzymactiviteiten zelf. De aanpassing van de symbionten 
aan elkaar leidde uiteindelijk tot een eenheid, waarin de micro-symbionten vrijwel als or-
ganellen van de plant te beschouwen zijn. Dit is uitermate belangrijk in verband met de 
opvatting, dat ook echte organellen uit eukaryotische cellen, zoals mitochondrien en 
chloroplasten, eens in een ver verleden symbiontische bacteriën waren. 

In de tweede plaats moeten we hier terugkomen op de praktische aspecten. Zal het in
derdaad eens mogelijk zijn ook andere planten tot stikstofbinding te brengen? De in
breng van «//-genen, bijvoorbeeld met behulp van het Ti-plasmide uit de met Rhizobium 
verwante crown-gal hactene Agrobacterium tumefaciens, hoort zeker tot de mogelijkhe
den. Maar het is nog zeer de vraag of deze andere planten de voorwaarden kunnen schep
pen voor de inductie en regulatie van deze genen en de gevormde nitrogenase. Zou men 
Rhizobium zo kunnen manipuleren, dat andere gastheerplanten tot nodulatie worden ge
bracht? Inderdaad lukt dit bij de Rhizobium's onderUng na de overdracht van de 
specificiteits-bepalende genen, Sym-plasmiden zijn op andere bacteriën overdraagbaar, 
maar er blijken ook chromosomale genen nodig, en de plant moet in staat zi jn de essen
tiële nodulines te vormen. Tot nu toe moet deze overdracht op andere planten dan ook 
als een ver en wellicht nooit bereikbaar toekomstbeeld gezien worden. 

Belangrijker is echter de huidige kennis optimaal te benutten om de bestaande syste-
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men tot optimale prestaties te brengen. De ene Rhizobium-plant combinatie is veel e f f i 
ciënter dan de andere. Effectiever nodulerende Rhizobia leiden tot betere stikstofbinding 
of zi jn minder gevoehg voor reeds aanwezige stikstofverbindingen. Toediening aan de 
grond heeft echter vaak weinig resultaat omdat de ingebrachte Rhizobium-stammen niet 
kunnen concureren met de natieve stammen. Meer verwacht men daarom van de intro
ductie van, op dh punt veredelde, plantenrassen. 

Een zeer belangrijke mogelijkheid, met name voor de derde wereld, bestaat uit het be
vorderen van de kuituur van Leguminosen, waarvan de mogelijkheden nog onvoldoende 
benut zijn. 
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D E M O L E C U L A I R E BASIS VAN H E R K E N N I N G 

door 

J . J . van Rood 

In het begin van de Peloponnesische oorlog tussen Sparta en Athene, en wel in het jaar 
430 voor Christus, wordt Athene geteisterd door een mysterieuze epidemie. Deze epide
mie demoraliseerde niet alleen de Atheners, maar leidde ook tot de dood van een kwart 
van het leger. Jonge, sterke mannen in de kracht van hun leven. 

Thucydides beschrijft in zijn "geschiedenis van de Peloponnesische oorlog" hoe de 
epidemie om zich heen grijpt en merkt, volgens de vertaling van Major (1), op: 'But those 
that were recovered, had much compassion both on them that died and on them that lay 
sick, as having both known the misery themselves, and now no more subject to the dan
ger. For this disease never took any man for the second time'. 

Het is zeker niet de eerste epidemie die plaats vond en ook niet de eerste die beschreven 
werd. Maar het is wel de eerste beschrijving van wat we nu "verkregen immuniteit" noe
men. Met verkregen immuniteit bedoelen we het vermogen van een individu om — indien 
hi j met een virus of bacterie in aanraking is geweest en de daarbij behorende infectie 
heeft overwonnen — bij hernieuwd contact de betrokken bacterie of virus snel en af
doende te elimineren. De verkregen immuniteit is de basis van de huidige vaccinatie tegen 
griep, kinderverlamming en andere infectieziekten. We gebruiken daarvoor virussen of 
bacteriën die door een ingreep zo verzwakt zi jn dat ze geen infectie maar wel immunheit 
kunnen induceren. 

Maar in de t i jd van Thucydides waren er natuurlijk nog geen vaccins. Als je in die t i jd 
een epidemie overleefde betekende dat, dat je om de een of andere reden binnendringen
de bacteriën of virussen sneher en effectiever kon herkennen en elimineren, dan zij die 
door zo'n infectie overleden. 

Die herkenning gebeurt via twee mechanismen. Het is de taak van de antistoffen en de 
witte bloedcellen die beide in het hele lichaam verspreid zi jn. Antistoffen, ook wel antili
chamen genoemd, zijn eiwitten. Hun belangrijkste taak is zich te hechten aan virussen en 
bacteriën, die dan snel onschadelijk gemaakt kunnen worden. Antistoffen worden ge
maakt door geactiveerde witte bloedceUen. Een andere groep van witte bloedceUen kan 
— ook weer na activatie — de bacterie of het virus direct aanvallen. De ene witte bloedcel 
maakt een produkt, het antilichaam, de andere witte bloedcel trekt er — na activatie — 
zelf op uh. 

Hoe gaat nu die activatie van die witte bloedcellen in zijn werk? Daartoe zi jn whte 
bloedcellen uitgerust met structuren, moleculen op hun celmembraan, die we aan zullen 
duiden met de letters H L A . Elke witte bloedcel is een bolletje waarop een 20.000 van der
gelijke moleculen zich bevinden. Elk H L A molecuul is in staat een bepaald virus of bac
terie te herkennen en zich daaraan te hechten. Ze lijken hierin op de antihchamen, die dat 
ook kunnen. In veel opzichten lijken de moleculen en de antilichamen op elkaar, maar in 
een heel belangrijk opzicht verschUlen zi jn. Het verschil ligt in het feit dat antihchamen 
niet maar de moleculen op de witte bloedcellen wel worden geërfd van ouder op kind. 

Ze lijken in dat opzicht op de bloedgroepen en we noemen ze daarom ook wel weefsel-
groepen. 

Natuurkundige Voordrachten N.R. 65. Lezing gehouden voor de Koninklijke Maatschappij 
tMntiiiirlfiinrip nilifrpnfia tp 's-Piravpnhaiip nn 7,0 nktnher IQRfi. 
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Net zo goed als er verschillende bloedgroepen zijn: O, A, B en AB, zi jn er ook verschil
lende weefselgroepen. Maar daar we de keus uit maar 4 verschillende ABO bloedgroepen 
hebben, hebben we voor de H L A groepen de keus uit meer dan een miljoen verschillende 
combinaties. 

Zowel de weefselgroepen als de antihchamen zijn uiterst complex (zo'n honderddui
zend, miljoenen combinaties), en kunnen virussen en bacteriën onschadelijk maken. 
Daarin Icomen ze overeen. 

Het verscljil is dat we, per individu "maar" zo'n 14 verschillende weefselgroepen hebben 
van de miljoenen die er bestaan en die dus per individu van samenstelling verschUlen ter
w i j l ieder van ons honderdduizend verschillende antilichamen met zich meedraagt die 
per individu goeddeels gelijk zi jn. Daardoor kunnen antihchamen en weefselgroepen een 
verschillende taak vervullen in onze afweer tegen bacteriën en virussen. Terwij l de antili
chamen vooral het individu beschermen tegen allerlei verschillende binnentrekkende vi
russen of bacteriën is het de taak van de weefselgroepen, waarvan de samenstelling tussen 
de individuen verschilt, in de eerste plaats om niet het individue maar de soort in stand te 
houden. 

Het zijn deze verschillende weefselgroepen die maakten dat de ene Athener stierf en 
dat de andere het overleefde. 

Het is hiermee wel duidelijk geworden dat het alleszins de moeite waard is om wat meer 
van die weefselgroepen te weten te komen. En dat is dan ook precies wat onze groep de 
laatste 25 jaar gedaan heeft. 

Het zou natuurlijk prachtig zijn om te zeggen dat we zo'n 25 jaar geleden de hele 
problematiek al doorzagen, een gedetailleerd werkplan indienden dat tot in de hoogste 
instantie kon worden goedgekeurd, waarna we aan het werk gingen om in 1958 onze 
eerste pubhkatie aan het tijdschrift "Nature" (voor de Alfa 's onder ons: het Mekka voor 
alle Betha's) aan te bieden (2) (f ig. 1). 

Dat is natuurlijk onzin, alhoewel het nu, 25 jaar later, wel van ons verwacht wordt. 
Iets dat velen onder ons zorgen baart. 

Wat gebeurde er dan wel? Serendipity kwam om de hoek kijken. Wat je er mee bedoelt 
is eenvoudig dat je iets leuks vindt waar je helemaal niet naar op zoek was. 

En dat overkwam onze groep ook toen we bi j een vrouw werden geroepen die net van 

Leucocyte Antibodies in Sera from Pregnant 
Women 

Attemi'ts to doiuonatrate leucocyte antibodies in 
sera from pregnant women, so far as we know, have 
been unsuccessful. However, from recent observa
t ion in our laboratory, wo believe that they do occur. 

A patient (H. J5.) -si.xth [irej^'aancy (two aljurtious) 
" delivered of premature twins had a post-jjartum 
bleeding for which sho received a blood trau.st'u.siou. 
This transfusion was followed by a febrUe reaction ; 
incompatibility of bhjod gfou]is could bc excluded a.s 
a cause. iSerological investigations, however, showed 
strong leucocyte antibodies (Daussct's techuic|ue') iu 
the i)atiouL'B serum ; these were akso present before 
the transfusion. The [latient hud had no prior 
transfusions. 

Fig. 1 
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een tweeling was bevallen, een nabloeding had gehad en op de toegediende bloedtransfu
sie had gereageerd met heftige koude rillingen, braken en koorts. Deze transfusiereactie 
bleek veroorzaakt te zijn door antistoffen bij de patiënte tegen de witte bloedcellen van 
de donor. Dat dergelijke antistoffen zo'n transfusiereactie konden veroorzaken was al 
door Van Loghem gepubliceerd in het Nederlands Tijdschrift voor Geneeskunde, wat 
overigens niet de beste methode is om de wereldpers te halen (3). Dit werk van Van Log
hem en zijn medewerkers heeft dan ook onverdiend te weinig aandacht gekregen in het 
buitenland. 

De transfusiereactie konden we dus verklaren door de aanwezigheid van de anti
stoffen, maar waar kwamen die antistoffen vandaan? Volgens buitenlandse experts kon
den alleen bloedtransfusies dergelijke antistoffen tegen witte bloedcellen induceren: 
zwangerschappen zouden dit niet kunnen. Eigenwijs als we (toen al) waren vroegen we 
ons af of misschien — ahe buitenlandse experts ten spijt — zwangerschappen toch derge
lijke antistoffen konden opwekken. Mevrouw was tenslotte 7 maal zwanger geweest. Dit 
bleek inderdaad het geval te zijn: niet alleen bloedtransfusie maar ook zwangerschap kan 
de formatie van dergelijke antistoffen induceren (2). 

Het belang van de vondst dat zwangerschappen deze antistoffen tegen witte bloedcel
len konden induceren, lag onder meer in het feit dat hiermee een grote groep van poten
tiële donors van deze antistoffen werden geïdentificeerd die bovendien antistoffen had
den gevormd tegen maar één individu n . l . de vader van het kind dat de vrouw gedragen 
had. Ze zijn daarmee de ideale reagentia om weefselgroepen te bepalen. 

Een cursus statistiek hielp met het opzetten van een statistische benadering om het in
gewikkelde witte bloedcel- of weefselgroepensysteem te ontrafelen. En daarmee hadden 
we een wereldprimeur gehaald. Met behulp van onze statistische benadering werd toen in 
internationaal verband de ontrafeling van het zo complexe weefselgroepensysteem of 
HLA-systeem uitgebouwd (4, 5, 6). H L A is een afkorting voor human /eukocyte antigen. 

Ondertussen ging het werk door. De internationale samenwerking groeide en vanuit 
een observatie aan het ziekbed ontwikkelde zich een nieuwe basale wetenschap, het 
HLA-onderzoek. Toch heeft onze groep een heel apart accent gehouden, dat het onder
scheidt van een groot aantal van de andere groepen die in het HLA-gebied werken. En 
dat is onze verbondenhied met wat er in , bij en om het ziekbed gebeurt. 

Door het werk van onder andere Van der Sluys Veer, nu Hoogleraar in Utrecht, en 
Bosch, internist in Eindhoven, kon b.v. de betekenis van de HLA-antigen in de bloed
transfusie voor het eerst worden aangetoond. Een Nederlandse primeur (7). 

Analoge weefselgroepensystemen zi jn ook bij dieren gevonden. Bi j de muis was bewe
zen dat dit analoge systeem in belangrijke mate de overlevingskans van een weefsel- en or
gaantransplantatie beïnvloedt. Het was dus logisch om dat ook na te gaan bi j de mens. 

We konden inderdaad aantonen, dat overeenkomst tussen donor en ontvanger voor 
dit ingewikkelde HLA-systeem van doorslaggevende betekenis was voor de overlevings
kansen van een huidtransplantaat (8). Daarmee was het waarschijnlijk dat dit ook voor 
organen zoals de nier zou gelden. A l deze experimenten werden in nauwe samenwerking 
met het Primatencentrum TNO te Rijswijk verricht waar de experimentele protocollen 
eerst in Resus-apen werden uitgetest (9). Als we dus vrijwihigers om medewerking vroe
gen, wisten we daardoor bi j voorbaat dat het naar alle waarschijnlijkheid niet voor niets 
zou zi jn. Na de huidtransplantaten bleek, dat ook de niertransplantatie-prognose door 
HLA-matching d.w.z. door het uhzoeken van HLA-identieke of althans op elkaar l i j 
kende donor-ontvangercombinaties verbeterd kon worden (10, 11). 

Ik kan me voorsteUen dat u zich afvraagt hoe het mogelijk is met zo'n ingewikkeld 
HLA-systeem met meer dan een miljoen groepencombinaties een donor en ontvanger te 
vinden die zelfs maar gedeehelijk op elkaar lijken. Gelukkig valt dat wel mee. I n famihes 
is een kwart van de kinderen HLA-identiek. Maar ook tussen onverwante individuen kan 
men identieke of bijna-identieke donor-ontvanger-paren vinden, omdat sommige H L A -
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groepen veel vaker voorkomen dan andere. Het b l i j f t nodig een grote groep donors en 
ontvangers getypeerd te hebben. Dit is ook de basis van Eurotransplant, een stichting die 
vanuit onze vakgroep werd opgericht (12) (f ig. 2). 

Het principe is eenvoudig: men typeert voor de HLA-groepen een groot aantal poten
tiële niertransplantaat-ontvangers. Onze wachtlijst bestaat nu uit zo'n 5.000 mannen en 
vrouwen die met de kunstmatige nier worden behandeld in Nederland, België, Luxem
burg, Duhsland en Oostenrijk. Per jaar komen ongeveer 2.000 nieren ter beschikking 
voor het grootste gedeelte afkomstig van verkeersslachtoffers. Een computer geeft aan, 
waar de best passende ontvanger behandeld wordt. De Eurotransplant administratie 
coördineert het transport naar de geselecteerde patiënt. 

Over de jaren hebben de analyses aangetoond dat HLA-matching niet alleen het trans-
plantaat maar, nog veel belangrijker, ook de patiënt een betere overlevingskans geeft (13, 
14). De Eurotransplant-operatie is niet goedkoop: zo'n 5 miljoen gulden per jaar voor 
2.000 transplantaties, maar men kan berekenen dat deze uitgave zich zelf meer dan 5 x 
terugverdient door verlenging van de gemiddelde overleving van getransplanteerde orga
nen (nog afgezien van de niet in geld uit te drukken gespaarde mensenlevens). 

Eurotransplant is wel beschreven als een "success story". En dat is het ook. Het i l 
lustreert ook hoe moeilijk het is om ontwikkelingen te voorspehen 
in 1958 de transfusiereactie bi j onze patiënte 
in 1962 de ontrafeling van het HLA-systeem kan beginnen 
in 1966 bewijs dat HLA-matching de huid- en niertransplantatie-prognose gunstig beïn
vloedt en 
in 1967 oprichting van Eurotransplant. 

Binnen 10 jaar leidden khnische observaties tot basaal onderzoek dat op zijn beurt 
voor de kliniek nuttige bevindingen opleverde. Hoe belangrijk een niertransplantatie 
voor de betreffende patiënt ook mag zijn, biologisch gezien b l i j f t het een cultureel arte
fact. We zijn niet op deze aarde neergezet om onderhng nieren uit te wisselen (15). En dat 
voert ons dan terug naar de vragen die Thucydides' beschrijving van de epidemie in 
Athene opriepen. Ik heb U verteld, dat het die weefsel- of HLA-groepen waren, die zo'n 
belangrijke rol speelden bi j het al of niet overleven van een epidemie in Athene of elders. 
Hoe zi jn we tot die conclusie gekomen? Hieronder volgt het verslag van één van de stu
dies die ons hiervan overtuigden. 

Het betreft emigranten die in 1845 naar Suriname emigreerden en daar gedecimeerd 
werden door een typhus- en gele koortsepidemie (16) (f ig. 3). René de Vries, Staflid van 
onze groep, kende de geschiedenis van de epidemie en hij stelde, dat het interessant zou 
kunnen zijn te proberen de afstammelingen van hen die de epidemie hadden overleefd op 

EUROreflNSPLflNT NEDCRLfiND 
Fig. 2 
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te sporen, tiun HLA-groepen te bepalen, en na te gaan of de samenstelling van de H L A -
groepen bij deze afstammelingen van de overlevenden van de epidemie significant ver
schilde van die van de huidige Nederlandse bevolking (fig. 4). Dit bleek inderdaad het ge
val te zi jn. 

Natuurlijk is dit maar één voorbeeld, één "experiment of history", maar er bestaan 
vele en veelsoortige en ze wijzen allemaal naar dezelfde richting: de samenstelling van de 
HLA-groepen verschilt tussen de individuen, en daardoor heeft het ene individu een gro
te kans om epidemie A te overleven, een ander individu met andere HLA-groepen heeft 
een betere kans epidemie B te overleven die door een ander virus of bacterie wordt ver
oorzaakt. 

SURINAME NEDERLAND 

TYFUS: 5 0 % 
gele k o o r t s : 2 0 % 

A.D,1976 

Fig. 4 

Fig. 5. Differences in HLA gene frequencies (A GF) in a population of Dutch emigrants 
to Surinam and a Dutch control population. 

H L A Dutch emigrants Dutch controls 
antigens (typhoid -i- yellow fever) 

A w 30 0.13 0.0177 

B13 . 0.09 0.0213 
B17 0.12 0.0378 
Bw38 0.11 0.0139 

B7 0.02 0.1622 
B12 0.04 0.1262 

(De Vries et al. 1979) 
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En als wij hier zo bij elkaar zijn dan is dat alleen maar mogelijk, omdat onze voor
ouders die al verschillende epidemieën, die er door de eeuwen heen hebben gewoed, kon
den overleven. W i j zijn er hier en nu dankzij H L A ! 

Dit zou een goed moment zijn om op te houden, ware het niet dat er nog zo'n interes
sant vervolg op dit verhaal is. Serendipity hielp weer een handje. Engelsen vonden, uit
gaande van een overigens onjuiste hypothese, bij toeval dat de diarree die veroorzaakt 
wordt door een overgevoeligheid voor brood of beter de gluten in brood, vooral voor
kwam bij mensen met een bepaalde HLA-groep (18). Dat zette de medische wereld pas 
goed op zijn kop. 

Er zijn inmiddels tientallen ziekten beschreven die, zoals dat genoemd wordt, geasso
cieerd zijn met bepaalde HLA-groepen. Met andere woorden een ziekte komt vaker voor 
bij mensen met een bepaalde HLA-groep. Die ziekten variëren van diabetes tot reuma en 
van multiple sclerose tot schizofrenie (f ig. 6). 

Fig. 6. HLA and disease. 

H L A 
Disease; Antigen RR 

Arllirop.: 
Ankyl.spondyl. 
Reiter's syndr. 
Yersinia arthr. 
Rheumat.arthr. 

B27 
B27 
B27 
DR4 

87 
37 
18 
6 

Sl{in dis.: 
Psoriasis vuig 
Behcet's dis. 
Derm, herpet. 

Cw6/DR7 
Bw51 
DR3 

13 
13 
15 

In test. dis.: 
Cehac dis. DR3/DR7 14 

Autoiintn. & Endocr.dis.: 
Ac.chron.hepat. 
Myasth.gravis 
Graves' dis. 
Subac.De Quervain's thyreoid. 
Addison's dis. 
Diabet.(insulin-dep.) 
Congen. adren. hy perpl. 
Ideopath.membr.glom.nephr. 

DR3 
DR3 
Dw3 
Bw35 
Dw3 
DR3/DR4 
Bw47 
DR3 

4 
3 
3.46 

11.5 
7 

3.3/6.5 
15.4 
4.1 

Haemal, dis.: 
Haemochromat. A3/B14 4/5 

Neurol, dis.: 
Multiple scler. DR2 

Psyclhdis.: 
Manie depress. 
c u ; u....^:.^ 

Bwl6 
AQ 

2.2 
2.2 
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Iedereen die met deze materie te malcen had werd opgewonden door de perspectieven, 
de mogelij Icheden, die hierdoor geboden werden. Ziekten waarvan het erfelijk karakter 
tot op dat moment helemaal niet zo duidelijk was, bleken een erfelijke predisponerende 
factor gemeen te hebben: de HLA-groepen. 

Indien U mij tot nu toe heeft kunnen volgen (wat ik oprecht hoop) kan ik me voorstel
len dat U nu toch echt verward raakt. 

Ik begin mijn verhaal met epidemieën, vertel dan dat de kans deze te overleven afhan
kelijk is van de HLA-groepen die je van je ouders hebt geërfd, wijs er vervolgens op dat 
deze HLA-groepen van betekenis zijn bij het slagen van b.v. de niertransplantatie, en nu 
vertel ik U dat je er, van die HLA-groepen, ziek van kan worden! 

Hoe het precies in elkaar zit weten ook wij niet, maar het waarschijnlijkst is dat we de
ze HLA-ziekteassociatie moeten zien als de keerzijde van een medaille. De medaille is de 
eigenschap van de H L A groepen om ons in onze jeugd een betere overlevingskans te ge
ven tegen infecties. De keerzijde van de medaOle is dat ze in ons latere leven juist pre
disponeren voor een aantal, veelal ouderdomskwalen. De associatie tussen sommige ziek
ten en bepaalde H L A antigenen l i jk t dus duidelijk de Iceerzijde te zi jn van de overle-
vingsmedaille tijdens epidemieën. 

Terug naar de consequenties van de beschreven HLA-ziekteassociaties. Die zijn 
enorm. Het is duidelijk dat dit onderzoek nieuwe diagnostische mogelijkheden opent en 
ons een kans biedt de pathogenese, de ontstaanswijze van deze ziekten beter te begrijpen. 
Veel wordt verwacht van de nieuwe DNA-technologie, waar U bijna elke donderdag
avond in de NRC over kunt lezen en nu in toenemende mate ook op andere dagen op de 
pagina economie. De DNA-technologie is immers de basis van de biotechnologie die ons 
leven gaat veranderen. Deze zelfde technologie toegepast op onze kennis van het H L A -
systeem l i jk t het mogelijk te maken om b.v. de diagnostiek van diabetes en reuma aan
zienlijk te verscherpen door een meer precieze identificatie van die individuen die een zeer 
sterk verhoogd risico voor deze ziekten hebben. 

Dit confronteert ons echter met een medisch, ethisch en sociaal probleem. I k heb me la
ten vertellen dat Zeus alt i jd zo somber was omdat hij als enige van de goden in de toe
komst kon zien en dus wist dat het eens allemaal afgelopen zou zi jn . Maar stelt u zich 
eens voor hoe U zich zou voelen als U wist dat U of uw kind een heel grote kans heeft om 
diabetes of multiple sclerose te krijgen? Vooral wanneer deze kennis er nog niet toe b i j 
draagt om deze ziekten te voorkomen en nog maar nauwelijks om ze te verzachten. En 
hoe zal het gaan met de mogelijkheden van zulke vaak jonge mensen om een baan te k r i j 
gen? Zal de HLA-typering een onderdeel van het keuringspakket bi j een nieuwe baan of 
verzekering worden? Voorlopig nog zeker niet; maar hoe lang is 'voorlopig'? Evenals 
Zeus creëren we een wereld waarin we verder vooruit kunnen zien dan goed voor onze 
rust is; een wereld, die we ondanks ons vooruitzien niet wezenlijk kunnen veranderen. Er 
is maar één antwoord op dit dilemma en dat is voortgaan. Voortgaan met onderzoek 
naar de mechanismen die deze ziekten veroorzaken. Alleen als we dat inzicht hebben 
kunnen we hopen, dat de informatie over erfelijk-bepaalde ziektepredispositie (die we ze
ker zullen krijgen) op een menswaardige wijze verwerkt kan worden. Zulk werk hoort 
een hoge prioriteit te krijgen. Maar dit geldt ook voor de menswetenschappen, de ethiek. 
Onze kennis kan te makkelijk tot dictatuur i.p.v. bevrijding leiden. Wie betha zegt moet 
ook alfa zeggen. 
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