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Identification of different potato cultivars by multispectral imaging

Abstract: Crop breeding and phenotyping are crucial for developing improved crop varieties
adapted to specific environments, increasing productivity, yield, and quality. This study aimed
to test the applicability of a multispectral imaging system mounted on a UAV to identify 68
potato cultivars. Multispectral images were obtained using a 5-band multispectral camera
mounted on a quadcopter at an altitude of 50 m AGL. Two datasets were built, and using each
dataset, 40 spectral indices were calculated. The developed models achieved high success rates
in identifying cultivars using per-pixel and mean spectra of plants. The per-pixel data had a
success rate of 88.5%, while the mean spectra of plants had a success rate of 97.1%. The
researchers combined per-pixel classifications with majority voting to achieve highly accurate
results in classification tasks. These findings demonstrate the potential of spectral data and
machine learning techniques in accurately identifying cultivars and enhancing crop breeding
programs. Further studies, including time series, use of different environmental conditions, and
combination with classical physiology assessment approaches are needed to validate these
results and develop more generalizable models differentiation.

Key words: remote sensing; Solanum tuberosum L.; multispectral imaging, cultivar
differentiation; spectral indices; drone

Identifikacija razli¢nih sort krompirja z multispektralnim slikanjem

Izvlefek: Zlahtnjenje pridelkov in fenotipizacija sta kljuénega pomena za razvoj sort,
prilagojenih okolju, povecanje produktivnosti, donosa in kakovosti pridelkov. Namen te Studije
je bil preizkusiti uporabnost sistema multispektralnih kamer, names¢enih na brezpilotni
letalnik za identifikacijo 68 kultivarjev krompirja. Multispektralne slike smo pridobili s 5-
pasovno multispektralno kamero, namesceno na kvadrokopterju na nadmorski visini 50 m.
Pridobili smo dva nabora podatkov in z obema izraCunanli 40 spektralnih indeksov. Razviti
modeli so dosegli visoke stopnje uspesnosti pri identifikaciji sort krompirja z uporabo spektrov
na slikovno piko in povprecnih spektrov rastlin. Podatki na slikovno piko so imeli stopnjo
uspesnosti 88,5 %, medtem, ko so imeli srednji spektri rastlin uspesnost 97,1 %. Nasi rezultati
kazejo potencial uporabe spektralnih podatkov in tehnik strojnega ucenja pri natan¢nem
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prepoznavanju sort in nadaljnji uporabi pri programih Zlahtnjenja. Za potrditev teh rezultatov
in razvoj bolj posplosljivih modelov so potrebne nadaljnje Studije, vklju¢no z zajemom slik v
razli¢cnih fenoloskih fazah, v razlicnih okoljskih pogojih in v kombinaciji s klasi¢nimi
fizioloskimi meritvami.

Kljucne besede: daljinsko zaznavanje; Solanum tuberosum L.; multispektralno slikanje;
identifikacija sort; spektralni indeksi; dron

1 INTRODUCTION

In any crop breeding program, the first important steps are the identification and
characterisation of varieties. Phenotyping and cultivar identification are critical for developing
improved crop varieties adapted to specific environments, enhancing productivity, yield, and
quality. In the program of organic breeding of potatoes for organic production at KIS, the
selection of genotypes with appropriate development of leaf mass in the field is very important.
The rapid development of stronger leafy plants that cover the ground well enables greater
competition against weeds, reduces water loss and ultimately ensures a high yield. High-
throughput field phenotyping rapidly measures plant traits on a large scale. Remote sensing
technologies, such spectral imaging from unmanned aerial vehicles (UAVs), provide accurate
information about crop growth, health, and performance over large areas at high resolutions
(Rodriguez et al., 2021; Yang et al., 2017). Remote sensing increases efficiency and accuracy,
reduces labour costs, and enables real-time data collection for rapid decision-making in crop
breeding. Additionally, remote sensing provides valuable insights into physiological processes
underlying crop growth, enabling more precise and effective breeding strategies (Maes &
Steppe, 2019). Phenotyping and cultivar identification facilitated by remote sensing play a
crucial role in developing improved crop varieties to meet increasing demands for food, fibre,
and fuel. In recent years, application of spectral imaging for discrimination of crop cultivars
was tested on several crop species, such as maize, almond trees and soybean, although further
research on different species is needed (Gava et al., 2022; Guimaraes et al., 2023; Zhang et al.,
2020; Zhu et al., 2019).

The objective of this study was to test the applicability of a multispectral imaging system
mounted on an unmanned aerial vehicle (UAV) to identify 68 potato (Solanum tuberosum L.)
cultivars.

2 MATERIALS AND METHODS

68 potato cultivars were planted at a field of the Infrastructure centre Jable, Agriculture institute
of Slovenia (KIS), near Ljubljana in April 2020. Potatoes were planted in microplots in a
randomised design with 30 plants per microplot, and three replicates per cultivar. Seeding
material was obtained from regular breeding and phenotyping activities at KIS. Cultivars were
grouped into 5 groups (early, late, second early, very early, very late), based on their maturity
period.



Multispectral images were obtained using a 5-band multispectral camera with downwelling
light sensor (Micasense Rededge-MX), mounted on a quadcopter Skyhero Spyder X4-850 Geo
Edition, at an altitude of 50 m AGL, at midday on a single day in beginning of July 2020.
Positions of ground control points were measured using a Stonex S91 GNSS receiver, and used
to increase spatial accuracy of multispectral images.

Reflectance images were segmented, leaf area pixels extracted for each plant and labelled for
each cultivar and replicate. Two datasets were built, one with leaf-area pixel values, the second
with mean spectra of each plant. Using each dataset, 40 spectral indices were calculated.
Principal component analysis was used a dimensionality reduction and data exploration
methods. Both dimensionally reduced datasets were split into training and test datasets in a
70:30 ratio. The first dataset was used to train an Extreme Gradient Boosting (XGBoost) model
(Chen & Guestrin, 2016), which was evaluated using 5-times repeated 10-fold cross validation.
Hyperparameter tuning was performed using a grid search. For the per-pixel dataset, majority
voting was implemented to determine classification success for individual plants. The test
dataset was then used to perform the final evaluation of the developed models.

3 RESULTS AND DISCUSSION

By multispectral imaging we obtained multispectral data from which we calculated 40 spectral
indices. On Figure 1, red-green-blue (RGB) image and two indices, Normalized difference
vegetation index (NDVI) and Modified chlorophyll absorption in reflectance (MCARI) are
shown. The NDVTI is a simple graphical indicator that can be used to measure green biomass,
it detect and quantifies the presence of live green vegetation and it is widely use to assess the
plant health status, detecting early drought stress, leaf area index (LAI), etc. (Herrmann et al.,
2010; Saravia et al., 2016; Zhong et al., 2020). MCARI gives the measure of depth of
chlorophyll absorption and is sensitive for estimating chlorophyll content, it’s distribution in
leaves as well as variations of LAI (Herrmann et al., 2010; Sytar et al., 2017).




Figure 1: Images of the experimental field taken by a multispectral system mounted on an unmanned aerial
vehicle. From left to right: RGB image, NDVI index and MCARI.

The first two principal components explain approximately 80% variance. 22 indices were
selected as important, and accounted for most of the observed variance. The selected 10
components explain more than 95% variance in the data. Cultivar groups were arranged
predominantly along the 1% component, with late varieties characterized by high values of
indices such as MSAVI, ARVI, GNDVI, DVI, and low values of indices NDWI, TCARI, and
WI. The opposite was observed for early and very early varieties, while second early varieties
were between these groups. Moderately early cultivars also had the largest variability of all
cultivar groups (Figure 2).
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Figure 2: PCA biplot of the first two principal components with 95 % confidence elipses for each group.

Identification of cultivars using PCA and XGBoost achieved a success rate of 97.1% on mean
spectra of plants. Using per-pixel data, a success rate of 88.5% was achieved, and then
increased to 98.4% by using majority voting. Moreover, majority voting constrained
classification results, thereby reducing confidence intervals in comparison to both per-pixel
and mean classifications, with confidence intervals ranging from 94.1% - 99.5%, compared to
83.5% - 98.7%, respectively. These findings highlight the effectiveness of combining per-pixel



classifications with majority voting in achieving highly accurate results in classification tasks.
In similar studies, by using XGBoost and vegetal indices, spectral bands and two structural
parameters, success rate of up to 99% was achieved for classification of two species of almond
trees (Guimaraes et al., 2023). For identification of soybean cultivars, classification success
rate of 92.18% was achived by using artificial neural networks (ANN) and spectral bands (Gava
et al., 2022).

For potato, spectral data was previously used for detection and classification of diseases and
physiological disorders caused by exposure to biotic or abiotic stress, or for estimating for
example nitrogen concentrations or yield (Burnett et al., 2021; Leén-Rueda et al., 2022; Li et
al., 2021; Zhou et al., 2022). Identification of potato varieties was very successfully, with
success rate up to 100%, performed on tubers by using ANN, but not on the green parts on the
plants in the field (Azizi et al., 2016).

4 CONCLUSIONS

These findings demonstrate the potential of spectral data and machine learning techniques in
accurately identifying cultivars and enhancing crop breeding programs by combining per-pixel
classifications with majority voting. Moreover, the spectral data obtained during the research
represent a relatively large database for potato cultivars grown in organic production. The
observed differences among cultivar groups change throughout the season, so detailed time
series analysis would be needed to accurately characterize these cultivars, their differences, and
developmental changes throughout the season. The biggest differences were observed between
late and early and very early cultivars, with moderately early cultivars between them. At the
time of imaging, early cultivars were more developed than late, and moderately early cultivars
were in between. Another factor, contributing to differences might be also differential response
of cultivars to environmental factors. For taking that into account, detailed monitoring of
environmental factors would be needed. Later in the season the variability within this group
would probably decrease, leading to a better differentiation. Further studies are needed,
including time series, use of more cultivars, and different environmental conditions, to validate
these results and develop more generalizable models.
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Primerjava dveh metod za oceno ucinkovitosti glivne dezinfekcije
zrnja z uporabo tehnologije hladne plazme
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Primerjava dveh metod za oceno ucinkovitosti glivne dezinfekcije zrnja z uporabo
tehnologije hladne plazme

Izvlecek: Glive predstavljajo glavni razlog za rastlinske bolezni po svetu in so odgovorne za
ogromne ekonomske izgube na globalni ravni. Tehnologija uporabe hladne plazme predstavlja
nov, okolju prijazen nacin za zatiranje glivnih okuzb na zrnju. V raziskavi smo testirali nizko-
tla¢ni radiofrekvencni plazemski sistem z uporabo kisika kot dovodnega plina za ucinkovitost
dezinfekcije zrnja ajde, predhodno okuzenega z glivo Fusarium equiseti. Primerjali smo
rezultate dveh Siroko uporabljenih metod za oceno ucinkovitosti dezinfekcije: direktnega
gojenja na agarnih plos¢ah in posredne metode gojenja s Stetjem enot, ki tvorijo kolonije
(CFU). Izsledki nase raziskave nakazujejo, da ima izbor metode za oceno ucinkovitosti
dezinfekcije lahko velik vpliv na pridobljene rezultate.

Kljuéne besede: hladna plazma, ajda, Fusarium equiseti, glive, sterilizacija

Comparison of two methods for evaluating grain fungal disinfection efficacy with cold
plasma technology

Abstract: Fungi present the leading cause of plant diseases worldwide and are responsible for
enormous economic losses on a global scale. The cold plasma technology is a potential new
and environmentally friendly tool for eliminating fungal contaminants from seeds. In this
study, we used a low-pressure radiofrequency cold plasma system with oxygen as the feed gas
to test the disinfection efficacy of buckwheat grains that were artificially infected with
Fusarium equiseti. We compared the results of two widely used methods for evaluating the
disinfection efficacy: direct culturing on agar plates and indirect method of culturing via
counting the CFUs. Our research findings indicate that selecting a method for assessing
disinfection efficacy can greatly influence the reported results.
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Key words: cold plasma, buckwheat, Fusarium equiseti, fungi, sterilisation

1 UvVOD

V danasnjem casu se, predvsem zaradi globalizacije in podnebnih sprememb, sooamo z
mnozi¢nim porastom Sirjenja glivnih okuzb, ki povzrocajo Stevilne bolezni (Fisher in sod.,
2016). Glivne okuzbe in z njimi povezane bolezni so vzrok za smrt ve¢ kot 1,6 milijona ljudi
letno. Glive so tudi glavni dejavnik tveganja v rastlinski produkciji, saj svetovno gledano
unicijo kar tretjino letnega pridelka, s ¢imer bi lahko nahranili ve¢ kot 600 milijonov ljudi
(Anonymus, 2017). Poleg tega, da lahko zavirajo kalitev in povzroc¢ijo kvarjenje skladiS¢enih
zrn (Halloin, 1983), mnoge izmed njih tvorijo tudi mikotoksine, ki so skodljivi za zdravje ljudi
in zivali (Miller, 1995). Glive iz rodu Fusarium so tipi¢ne poljske glive (Christensen, 1957),
ki pogosto okuZujejo semena in zrna rastlin ter so sposobne tvorbe Sirokega spektra razlicnih
mikotoksinov kot so fumozini, trihoteceni in zearalenoni (Bennett & Klich, 2003).

Ob hitro narascajoci ¢loveski populaciji, ki bo po ocenah FAO (angl. »Food and Agriculture
Organisation«) dosegla skoraj 10 milijard do leta 2050 (FAO UN, 2009), je tako klju¢no
preprecevanje glivnih okuzb za doseganje prehranske varnosti. Svetovno gledano je uporaba
pesticidov (fungicidov) Se vedno najbolj razSirjena metoda za prepreevanje glivne rasti
(Mancini & Romanazzi, 2014), vendar pa ti za seboj pusc¢ajo Skodljive ostanke, ki negativno
vplivajo na naSe zdravje in okolje, zato njihova uporaba postaja vedno manj zaZelena (Sharma
in sod., 2019). Nenazadnje pa smo v zadnjih letih pri¢a strmemu naras¢anju pojava odpornosti
na Stevilne fungicide (Fisher in sod., 2022), zaradi ¢esar se pospeSeno iS¢e nove, okolju prijazne
in varne ter trajnostne tehnologije za zatiranje gliv.

V zadnjih nekaj desetletjih se je izoblikovalo novo, interdisciplinarno podrocje raziskav z
uporabo hladne plazme (HP), ki kaze aplikacije na mnogih podroc¢jih vkljuéno s kmetijstvom
in zivilsko tehnologijo (Puac in sod., 2018). Ena izmed najbolj obetavnih je prav povrSinska
dekontaminacija oziroma dezinfekcija mikroorganizmov s semenskega materiala in zrnja
(Mravlje in sod., 2021 a) ter degradacija mikotoksinov z uporabo HP (Hojnik in sod., 2017).
Plazma predstavlja Cetrto agregatno stanje, delno ioniziran plin, ki ga dobimo z dovajanjem
energije plinu (Conrads & Schmidt, 2000). Sestoji iz prostih elektronov, atomov, ionov,
molekul, radikalov in drugih reaktivnih zvrsti, skupaj z UV sevanjem. Vse te aktivne kemijske
zvrsti ji dajejo edinstvene lastnosti, med drugim tudi protimikrobno delovanje (Moisan in sod.,
2001).

Raziskave na podrocju glivne dezinfekcije zrnja s HP so Se v povojih in iz zadnjih objavljenih
preglednih ¢lankov s tega podrocja (Mravlje in sod., 2021 a; Veerana in sod., 2022) lahko
opazimo, da ve€ina avtorjev uporablja eno od dveh metod za oceno uc¢inkovitosti dezinfekcije
in sicer: metodo direktnega gojenja, s katero dolo¢imo odstotek glivne kolonizacije, ter metodo
posrednega gojenja s Stetjem enot, ki tvorijo kolonije — CFU (ang. »colony-forming units«).
Namen te raziskave je bil primerjati rezultate obeh metod za oceno ucinkovitosti dezinfekcije
okuzenih zrn ajde po obdelavi s HP. Zrnje smo predhodno okuzili z glivo Fusarium equiseti,
globalno razsirjenega patogena zitnih zrn in sadja, ki lahko tvori mnoge mikotoksine, predvsem
trihotecene in zearalenone (Thrane, 2014).
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2 MATERIAL IN METODE
2.1 Priprava vzorcev

Zrje navadne ajde (Fagopyrum esculentum Moench) smo pridobili iz Mlina Rangus
(Sentjernej, Slovenija). Zrje smo predhodno sterilizirali z avtoklaviranjem (pri 121 °C za 15
minut, v avtoklavu Systec VX-150), da smo odstranili naravno prisoten mikrobiom zrnja. Glivo
Fusarium equiseti (sev GB010, ki ga hranimo v glivni banki Katedre za botaniko in fiziologijo
rastlin, Oddelka za biologijo Biotehniske fakultete UL) smo vzgojili v svezi enotedenski kulturi
na gojis¢u iz krompirjevega dekstroznega agarja (PDA). Sledila je izolacija spor
(makrokonidijev) v fizioloski raztopini z dodanim 0.1 % (v/v) Tween 80 (Slika 1).
Koncentracijo spor smo uravnali na 10° s $tetjem pod mikroskopom (Carl Zeiss) s pomocjo
hemocitometra (Neubauer Chamber Assistant Bright Line). Nato smo predhodno sterilizirano
zrnje ajde okuzili tako, da smo v sterilno ¢aso zatehtali 10 g zrnja ajde in dodali 10 mL
suspenzije spor v fizioloski raztopini. Sledilo je 30 minutno stresanje na rotacijskem meSalniku
pri 180 obratih na minuto. Za tem smo zrnje odcedili in prenesli na sterilne petrijevke, kjer smo
jih do suhega posusili v brezprasni komori (24 ur).

Slika 1: Enotedenska cista kultura glive Fusarium equiseti na gojis¢u PDA (levo) ter njene izolirane spore
(konidiji) pod mikroskopom (desno).

2.2 Obdelava s hladno plazmo

Okuzeno zrnje smo obdelali v velikem radiofrekvenénem plazemskem reaktorju pri znizanem
tlaku (vakuumu), ki je podrobneje opisan v predhodnem ¢lanku (Mravlje in sod., 2021 b). Kot
vhodni plin smo uporabili Cisti kisik (99,99 %), obdelave so potekale pri delovnem tlaku
priblizno 30 Pa in moc¢i 1,8 kW, pretok plina je bil 50 sccm. Zrnje smo izpostavili HP za 30,
60, 120 in 180 sekund. Po obdelavi smo zrnje sterilno zapakirali v plasticne vrecke in Se isti
dan nadaljevali s poskusi za ocenjevanjem ucinkovitosti dezinfekcije.

2.3 Ocena ucinkovitosti dezinfekcije

Za oceno ucinkovitosti dezinfekcije gliv iz zrnja ajde pri razlicnih ¢asovnih izpostavitvah HP
smo paralelno izvedli dve metodi: direktno gojenje in posredno gojenje, na osnovi metode
CFU. V prvem primeru, pri metodi direktnega gojenja, smo po 10 ajdovih zrn iz kontrolne
skupine in razlicnih obdelav s HP v enakomernem razmaku sterilno polozili na sveza 2 %
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gojisca krompirjevega dekstroznega agarja (PDA), ki mu je bil dodan antibiotik kloramfenikol
(50 mg/L). Za vsako skupino smo pripravili po 10 paralelk. Plo§¢e smo inkubirali 5 dni pri
sobni temperaturi, v temi. Nato smo doloc¢ili odstotek kontaminiranih zrn. V drugem primeru
pa smo posredno, na osnovi metode CFU dolo¢ili u¢inkovitost dezinfekcije s HP. Po 1 g zrnja
iz vsake skupine smo zatehtali v sterilne 150 mL steklene posodice in dodali 9 mL sterilizirane
fizioloske raztopine z dodanim 0.1 % (v/v) Tween 80. Posodice smo stresali 30 minut na
rotacijskem mesalniku pri 180 obratih na minuto. Za tem smo suspenzijo ustrezno redcili (sto-
oziroma tisockrat) in 100 pL razred€ene suspenzije razmazali na 2 % gojisc¢a PDA. Za vsako
skupino in vsako redCitev smo naredili po 3 paralelke. Po 5 dnevni inkubaciji, pri enakih
pogojih kot zgoraj, smo presteli zrastle kolonije in vrednosti izrazili kot Stevilo CFU na gram
zrnja. Rezultate smo obdelali z enosmerno analizo variance s Tukeyevim post hoc testom
(rezultati so bili statisticno znacilni pri p vrednosti manjsi od 0,05) z uporabo programa
Statistica StatSoft verzije 7.0, grafe pa izrisali s programom MS Excel.

3 REZULTATTI IN DISKUSIJA

Na osnovi metode CFU (Slika 2a) smo Ze po 30 s izpostavitvi HP opazili statisticno znacilno
znizanje okuzbe z glivo F. equiseti in sicer za skoraj 1 log enoto (iz 4,7 na 3,9 log/g zrnja). Po
60 s izpostavitvi HP pa Se za priblizno 0,5 log. Vendar pa pri primerjavi z rezultati na osnovi
metode direktnega gojenja (Slika 2b) lahko opazimo, da pri slednji tudi po 60 s izpostavitvi HP
nismo opazili nobene razlike s kontrolno skupino, saj so bila Se vedno kontaminirana vsa zrna
ajde. Podobno so v svoji raziskavi opazili tudi Zahoranova in sod. (2018), ki so testirali
ucinkovitost HP pri atmosferskem tlaku za dezinfekcijo naravno in umetno kontaminiranih
semen koruze. Ob okuzbi z glivo Fusarium culmorum so ze po 60 s izpostavitvi HP z uporabo
metode CFU opazili popolno dezinfekcijo semen, saj niso opazili ve¢ nobene zrastle kolonije.
Kljub temu pa so z metodo direktnega gojenja na plos¢ah opazili, da je bilo po 60 s izpostavitvi
HP okuzZenih Se priblizno 10 % vseh semen. Podobno so opazili tudi pri glivi Alternaria
alternata, pri kateri so na osnovi metode CFU opazili popolno dezinfekcijo po 300 s
izpostavitvi HP, medtem ko so z metodo direktnega gojenja na plos¢ah zaznali Se priblizno 15
% okuzZenih zrn.

3 100%
4,0 80% b
c
: T 60%
/ ) 40%
§ 20%
0,0 0%
K 30s

K 305 60s 120 180s 60s 120 180's
Cas obdelave Cas obdelave

Q
@«
[S)

o

w
o

log CFU/g

N
o
Delez okuzenih zrn

5
o

Slika 2: Ucinkovitosti dezinfekcije glede na obdelavo pri metodi CFU (a) in metodi direktnega gojenja na plo§cah
(b). K — kontrola; 30 s HP — 30 sekundna izpostavitev hladni plazmi; 60 s HP — 60 sekundna izpostavitev hladni
plazmi; 90 s HP — 90 sekundna izpostavitev hladni plazmi; 120 s HP — 120 sekundna izpostavitev hladni plazmi.
Prikazana so povprecja + standardne napake. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticno znacilne razlike med skupinami
(enosmerna ANOVA, Tukeyev post hoc test, p < 0,05).
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V nasem primeru smo po 120 s izpostavitvi HP dosegli skoraj polovicno zmanjSanje zaCetnega
Stevilo CFU glede na kontrolo (2,6 log/g zrnja). Po 180 s izpostavitvi HP smo sicer zaznali celo
nekoliko visjo stopnjo okuzbe (2,8 log/g zrnja), vendar pa je to verjetno posledica napake pri
oceni kolonizacije, ki nastane zaradi same metode kot take, ki vkljucuje veliko serijo red¢itev.
Prav tako je bila metoda CFU razvita za Stetje in oceno bakterijske rasti, ter je lahko
problemati¢na pri glivah, ki lahko obstajajo in rastejo v mnogih oblikah: od spor do celic in
veccelicnih hif, kar Se pove¢a moznost napak pri vrednotenju rezultatov. Na osnovi metode
direktnega gojenja pa smo Sele po 120 s izpostavitvi HP opazili zmanjSanje deleza okuzenih
semen (Slika 3) in sicer za priblizno 30 %, po 180 s izpostavitvi HP pa za skoraj 50 %.

Slika 3: Reprezentativni primeri gojis§¢ PDA z okuzenimi zrni ajde (test direktnega gojenja na plos¢ah) po
enotedenski inkubaciji na sobni temperaturi, v temi. 30 s HP — 30 sekundna izpostavitev hladni plazmi; 60 s HP
— 60 sekundna izpostavitev hladni plazmi; 90 s HP — 90 sekundna izpostavitev hladni plazmi; 120 s HP — 120
sekundna izpostavitev hladni plazmi.

Kljub dejstvu, da so bila okuzena zrna ajde izpostavljena HP istocasno, so si rezultati ocen
ucinkovitosti dezinfekcije z uporabo dveh razli¢nih metod precej razli¢ni. Z uporabo metode
CFU smo namre¢ ze po 30 s izpostavitvi HP opazili statisti¢no znacilno zmanjSanje okuzbe z
glivo F. equiseti, medtem ko smo pri metodi direktnega gojenja to opazili Sele po 120 s
izpostavitvi HP. To lahko pripisujemo dejstvu, da zaznava z metodo CFU zahteva, da spore
predhodno speremo v raztopino, ki jo nato razmazemo na plos¢o. Semena rastlin imajo zelo
nagubano in razgibano povrsino, in znano je, da lahko razli¢ne vdolbinice in razpoke sluzijo
kot zascita za glivne spore (Basaran in sod., 2008; Selcuk in sod., 2008). Posledi¢no jih tudi
tezje speremo iz okuzenega zrnja z uporabo metode CFU. Na drugi strani pa je, pri metodi
direktnega gojenja, kjer zrnje postavimo direktno na povrsino agarne plosce, ze prisotnost ene
same glivne spore dovolj, da se razvije okuZzba.

4 SKLEPI
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Na osnovi naSe raziskave lahko sklepamo, da ima izbira metode za oceno ucinkovitosti
dezinfekcije semen po obdelavi s hladno plazmo, velik vpliv na pridobljene rezultate. Z metodo
CFU, ki je sicer zelo hitra in enostavna, lahko ze pri krajSih izpostavitvah hladni plazmi
zaznamo statistiéno pomembne razlike (v naSem primeru tudi ve¢ kot 1 log enote, kar se po
mikrobioloskih standardih dezinfekcije smatra kot 90 % redukcija), ki pa nimajo nujno
biolosko relevantnega pomena. Zato predlagamo, da paralelno izvedemo tudi metodo direktne
ocene deleza glivne infekcije, ki nam bo dala boljsi vpogled v dejansko ucinkovitost
dezinfekcije.
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Diverziteta mikroalg v braki¢nih vodah slovenskega obalnega morja

Izvlecek: V okviru Studije smo proucevali diverziteto mikroalg v braki¢nih okoljih
slovenskega obalnega morja— v Luki Koper, laguni Stjuzi in Skocjanskem zatoku, ki so tudi
antropogeno preoblikovana. Mikroalge smo vzor¢ili enkrat mese¢no med aprilom 2018 in
majem 2021, vzorce pa fiksirali in pregledali z invertnim epifluorescentnim mikroskopom in
vrsticnim elektronskim mikroskopom. Skupno smo identificirali 284 taksonov, od tega jih
najvec pripada dinoflagelatom (126) in diatomejam (125). Manj jih pripada kokolitoforidom
(15), silikoflagelatom (4), skupini Ebriida (1), evglenoficejam (2), kloroficejam (3), ohrofitom
(2) in cianobakterijam (6). Dolo¢ili smo 24 vrst, ki lahko povzrocijo Skodljiva cvetenja alg, ena
vrsta (Pseudo-nitzschia multistriata) je bila identificirana kot tujerodna, dva taksona pa kot
kriptogena (Azadinium caudatum var. margalefii in Merismopedia sp.). 35 od 284 taksonov je
bilo dolocenih prvi¢. Ugotovili smo, da je diverziteta mikroalg v razlicnih braki¢nih in
antropogeno spremenjenih okoljih podobna. Rezultati bodo pomembni za pripravo nove
presoje stanja morskega okolja po deskriptorju D2 za tujerodne vrste, kot to dolo¢a Okvirna
direktiva o morski strategiji 2008/56/ES (ODMS).

Kljucne besede: diverziteta; mikroalge; obalno morje; braki¢na okolja; tujerodne vrste

Diversity of microalgae in brackish waters of Slovenian coastal sea

Abstract: We determined the diversity of microalgae in brackish and anthropogenically
modified environments - in Port of Koper, Stjuza lagoon and Skocjanski Zatok. Microalgae
were sampled between April 2018 and May 2021. Samples were examined under an inverted
epifluorescence and a scanning electron microscope. We identified total of 284 taxa, most of
which belong to the classes Dinophyceae (126) and Bacillariophyceae (125). Significantly
fewer number of species belong to Coccolithophyceae (15), Dictyochophyceae (4), Ebriida (1),
Euglenophyceae (2), Chlorophyta (3), Ochrophyta (2), Cyanophyceae (6). We found 24 species
that can cause harmful algal blooms, one species (Pseudo-nitzschia multistriata) was classified
as a non-indigenous, and two taxa (Azadinium caudatum var. margalefii and Merismopedia
sp.) as cryptogenic. 35 of the 284 taxa were identified for the first time. The species diversity
of microalgae in different brackish water environments was similar, but differences were
observed in the percentage of true marine, brackish, and freshwater species.. The results will
be relevant for the preparation of a new assessment of the status of the marine environment
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according to descriptor D2 - non-indigenous species, as set out in the Marine Strategy
Framework Directive 2008/56/EC (MSFD).

Key words: biodiversity; microalgae; coastal sea; brackish waters; non-indigenous species

1 UvOD

Mikroalge so zelo raznolika skupina mikroskopskih organizmov, ki jih najdemo tako v morju
kot v celinskih vodah, ter tvorijo osnovo prehranjevalnih mrez Stevilnih ekosistemov. Poleg
taksonomijemerila za razvrS¢anje mikroalg v skupine vkljucujejo tudi njihove morfoloske,
fizioloSke in ekoloske znacilnosti (Hemaiswarya in sod., 2013; Salmaso et al., 2015). Glavne
skupine morskih mikroalg, tako po Stevilu vrst kot po Stevil¢nosti posameznih taksonov, so
diatomeje (deblo Bacillariophyta), sledijo dinoflagelati (Dinoflagellata), kokolitoforidi
(Coccolithophyceae) in drugi haptofiti iz debla Haptophyta, kriptofiti (Cryptophyta),
enocelicne zelene alge (Chlorophyta) in cianobakterije (Cyanobacteria) (taksonomija povzeta
po https://www.algaebase.org). Glede na Zivljenjski prostor jih razdelimo v dve ekoloski
skupini: bentoske mikroalge - mikrofitobentos in planktonske mikroalge — fitoplankton. Celice
mikroalg povpre¢no merijo od 1 um do 70 pum, z nekaj predstavniki do 1 mm, in jih lahko
delimo v tri velikostne razrede: pikoplankton (0,2-2 um), nanoplankton (2-20 pm) in
mikroplankton (20-200 pm).

Obalni ekosistemi na prehodu med kopnim oz. celinskimi vodami in pravim morskih okoljem
imajo zaradi svojih abiotskih lastnosti pomembno ekoloSko vlogo. Vnosi hranil s kopnega,
morja, atmosfere in preko resuspenzije sedimentov (Batelli & Gregori¢, 2020; Sajna in
Kaligari¢, 2005) podpirajo veliko produkcijo in diverziteto zivljenjskih zdruzb. Med obalne
ekosisteme uvrs€amo tudi braki¢na vodna telesa, kot so izlivna obmocja rek, lagune in
mokriSca, ki so pogosto antropogeno preoblikovana.

Na slovenski obali so taksna obmo&ja Skocjanski zatok, strunjanska laguna Stjuza in tudi
obmocje Luke Koper, natancneje drugi luski bazen, kamor se izliva reka Rizana. V teh okoljih
je pricakovati poleg izklju¢no morskih tudi braki¢ne in sladkovodne vrste, ki so vnesene z viri
sladke vode, zaradi majhne globine pa tudi ve¢ bentoSkih vrst med planktonom. Tovrstna
spremenjena okolja so med drugim lahko tudi recipientska okolja za tujerodne vrste (Kraus in
sod. 2020).

Tujerodna vrsta je vrsta, podvrsta ali takson nizje kategorije, ki je vnesena izven obmocja
naravne razsirjenosti v neko novo obmocje, s pomocjo ¢loveka, bodisi namerno ali nenamerno.
To vkljucuje kateri koli razvojni stadij organizma, ki je sposoben prezivetja in razmnozevanja
(Pysek in sod., 2009). Vrste, katerih izvor je nejasen in jih ne moremo opisati kot tujerodne ali
avtohtone, imenujemo kriptogene vrste (Carlton, 1996). Podkategorijo tujerodnih vrst, ki so
izven obmocja svoje naravne razSirjenosti uveljavile in imajo negativne vplive na biolosko
raznovrstnost, ekosistemske funkcije, socio-ekonomske vrednote in zdravje ljudi, imenujemo
tujerodne invazivne vrste. Te vrste se po navadi hitro razmnozujejo in lahko svoj areal zelo
hitro Sirijo (Pysek in sod., 2009).
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Cilj pricujoce Studije, ki je potekala v okviru projekta »Spremljanje pestrosti in Stevilénosti
tujerodnih vrst v slovenskem morju, je bil 1) preuciti do tedaj nepoznano diverziteto mikroalg
v braki¢nih in antropogeno preoblikovanih vodnih okoljih vzdolz slovenske obale ter ugotoviti,
kako se prisotnost in abundanca taksonov spreminja glede na lokacijo in Cas vzorcenja.
Poudarek je bil na planktonskih mikroalgah, posebno pozornost pa smo namenili vrstam, ki
povzrocajo skodljiva cvetenja alg in tujerodnim vrstam, ki lahko preko teh recipientskih okolij
zaidejo v slovensko morje.

2 MATERIAL IN METODE

Slovensko morje zavzema jugovzhodni del Trzaskega zaliva, ki je najsevernejSa tocka
Jadranskega in tudi Sredozemskega morja. TrzaSki zaliv je polzaprti plitev zaliv z najvecjo
globino 25 m, medtem ko voda v dobri petini zaliva ni globlja od 10 m in je pod mo¢nim
vplivom rek (Malone in sod., 2021).

Mikroalge smo vzorcili enkrat mesecno med aprilom 2018 in aprilom 2021 v treh braki¢nih
vodnih okoljih: v Luki Koper, Stjuzi in Skocjanskem zatoku (Slika 1). Luka Koper je pretezno
luka pretovora, kar pomeni, da lahko predstavlja tako recipientsko kot tudi donorsko okolje.
Reka Rizana, ki je glavni vir sladke vode v regiji, se izliva v drugi luski bazen, ki je globok
priblizno 14m in prinaSa prec¢is¢ene komunalne in industrijske odpadne vode (Mozeti€ in sod.,
2015). Stjuza je edina slovenska morska laguna in je del Naravnega rezervata Strunjan Stjuza,
ki je vkljuceno v omrezje Natura 2000. Gre za plitko (maksimalna globina je 5Sm) delno zaprto
braki¢no laguno, ki je razdeljena v dva dela: manjSo preto¢no laguno in glavno laguno, ki je z
morjem ostala povezana preko treh kanalov. Naravni rezervat Skocjanski zatok je nase najvedje
polslano mokriS¢e in je ostanek morskega zaliva, kjer sta se reki Rizana in Badasevica zlivali
v morje. Sestavljen je iz dveh delov - iz sladkovodnega dela rezervata ter braki¢ne lagune, ki
je pod vplivom plimovanja (globina ca. 1 m) (Mozeti¢ in sod., 2010).
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Slika 1: Zemljevid vzorénih mest (oznadena z rumeno) (avtor: Milijan Sigko).
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Mikroalge smo vzor¢ili z ve¢ horizontalnimi vleki s pomocjo fitoplanktonske mrezico z ocesi
velikosti 20 um. Vzorci so bili fiksirani s 4% formaldehidom in shranjeni v temnih steklenicah
(0,5 1) do pregleda. Vzorce smo pregledali pod invertnim epifluorescentnim mikroskopom
Axio Observer Z1 (ZEISS) z integriranim digitalnim fotoaparatom AxioCam Mrc5. Nekaj
dinoflagelatov, ki so bili posebno zahtevni za identifikacijo, smo obarvali z barvilom
Calcofluor white M2R (Fritz in Triemer, 1985), kar nam je omogocilo ogled ploscic celi¢ne
stene ali teke, katerih razporeditev je pomemben taksonomski znak. Za identifikacijo nekaterih
manjsih in tezko dolocljivih taksonov smo uporabili vrsti¢ni elektronski mikroskop TESCAN
MIRA. Opazene organizme smo doloc¢ili do najnizjega moznega taksona.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

V vzorcih iz braki¢nih habitatov smo skupno nasli 284 razli¢nih taksonov. Od teh jih je najvec
pripadalo dinoflagelatom (126) in diatomejam (125). Precej manj jih je pripadalo ostalim
skupinam: kokolitoforidi (15), cianobakterije (6), silikoflagelati (4), klorofiti (3), ohrofiti (2),
evglenoficeje (2) in Ebriida (1).

Pri ve€ini najdenih taksonov gre za predstavnike morskega fitoplanktona, vendar smo nasli tudi
izkljucno braki¢ne in sladkovodne organizme. Zaradi majhne globine vzor¢nih mest je bilo
kar nekaj bentoskih vrst. Najve¢ taksonov (249) je bilo najdenih v Luki Koper. V Skocjanskem
Zatoku smo nasli 151 taksonov in v Stjuzi 101 takson. V Luki Koper so najvecji delez najdenih
taksonov predstavljali dinoflagelati (47%) s 118 taksoni, sledile so diatomeje (42%) s 105
identificiranimi taksoni. Kokolitoforidi so s 14 taksoni predstavljali veliko manjsi delez (6%),
med tem ko so taksoni ostalih skupin (7) predstavljali 5% delez. V Skocjanskem zatoku je bila
situacija obratna: najvecji delez (52%) so predstavljale diatomeje (29 taksonov), sledili so
dinoflagelati (54 taksonov, 36%), kokolitoforidi so predstavljali 4% (6 taksonov), taksonov
ostalih skupin pa je bilo skupno 8% (5 taksonov). V Stjuzi je bil delez diatomej in
dinoflagelatov enak (47%, 47 taksonov). Sledili so kokolitoforidi s 4% in taksoni ostalih skupin
(3%). Vecina mikroalg, ki smo jih identificirali je obi¢ajnih v morskih okoljih (235 taksonov),
nekatere pa se lahko pojavljajo v morskih in sladkovodnih okoljih (18 taksonov). 3 najdeni
taksoni so izkljucno brakic¢ni, 7 pa je izklju¢no sladkovodnih (Graf 1). Le-ti so bili najdeni
predvsem v Skocjanskem zatoku. Prednostna Zivljenjska okolja mikroalg so bila dolo¢ena
glede na World register of marine species (WoRMS, 2022).
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Zastopanost taksonomskih skupin mikroalg na posameznih
vzorénih mestih
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Slika 2: Zastopanost taksonomskih skupin mikroalg na posameznih vzor¢nih mestih

Kar 35 taksonov je bilo prvi¢ dolocenih; med njimi najve¢ diatomej (19), dinoflagelatov (9) in
cianobakterij (6). Priblizno enako $tevilo prvi¢ dolo¢enih mikroalg je bilo planktonskih (13),
bentoskih (12) in t.i. tihopelagi¢nih (10), ki se lahko pojavljajo tako v vodnem stolpcu kot na
dnu (Graf 2). V Luki Koper je bilo najve¢ prvi¢ doloCenih taksonov planktonskih, v
Skocjanskem zatoku in v StjuZi pa je bila ve¢ina prvi¢ opaZenih taksonov bentogkih.

Delez prvi¢ opazenih mikroalg glede na habitatne
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Slika 3: Delezi prvi¢ opazenih mikroalg glede na habitatne preference

Za 28 vrst je znacilno, da lahko povzrocijo skodljiva cvetenja alg (angl. Harmful Algal Blooms
- HAB). Ena vrsta (Pseudo-nitzschia multistriata) je bila prepoznana kot tujerodna, dve
(dinoflagelat Azadinium caudatum var. margalefii in cianobakterija iz rodu Merismopedia) pa
kot kriptogeni (Slika 2).
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Slika 4: Od leve proti desni: edina najdena tujerodna vrsta Pseudo-nitzschia multistriata, kriptogeni dinoflagelat
Azadinium caudatum var. margalefii in prvi¢ opazena kriptogena cianobakterija Merismopedia sp.

Slika 5: Od leve proti desni: prvi¢ opaZen toksi¢ni dinoflagelat Coolia monotis, prvi¢ identificiran (do vrste)
dinoflagelat Alexandrium insuetum ter prvi¢ identificirana diatomeja Actinocyclus sp.

4 SKLEPI

Najpomembnejsi rezultat te Studije je prvi popis diverzitete mikroalg, ki se pojavljajo v
braki¢nih in antropogeno moc¢no spremenjenih vodnih okoljih vzdolZ slovenske obale in tako
predstavlja osnovo za nadaljnje raziskave diverzitete obalnih ekosistemov. Lista taksonov bo
v prihodnosti sluzila tudi kot izhodis¢e za spremljanje pojavljanja tujerodnih vrst, med katerimi
so lahko tudi potencialno skodljive vrste. Braki¢ni habitati slovenskega obalnega morja so si
po diverziteti mikroalg med seboj podobni. Vecjo podobnost smo opazili pri Luki Koper in
Stjuzi, med tem ko se je Skocjanski zatok po sestavi mikroalg nekoliko bolj razlikoval od prvih
dveh, kar lahko pripiSemo izjemno nizki globini, zaradi ¢esar je odstotek bentoskih mikroalg v
vzorcu vecji.

Rezultati bodo pomembni tudi za pripravo nove presoje stanja morskega okolja po deskriptorju
D2 za tujerodne vrste, kot to doloca Okvirna direktivi o morski strategiji 2008/56/ES (ODMS).
Rezultati bodo koristni tudi pri uresnicevanju Okvirne direktive o vodah 2000/60/ES (ODV) v
prihodnosti, saj je eden izmed bioloskih elementov za oceno ekoloskega stanja v mocno
preoblikovanih vodnih telesih (Luka Koper) in lagunah tudi fitoplankton oziroma njegova
biomasa in vrstna sestava.
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Vpliv direktne in indirektne plazemske obdelave na kalivost semen navadne ajde in
hidrofobne lastnosti perikarpa

Izvlecek: Uporaba plazemskih tehnologij v agronomiji pridobiva vedno vecje zanimanje.
Poleg vloge dekontaminacije povrSin (semenska lupina), se plazma lahko uporablja tudi za
izboljSanje kalivosti semen. Preucevali smo, kako direktna in indirektna plazemska obdelava
semen navadne ajde (Fagopyrum esculentum Moench) vpliva na vsebnost vlage v semenih,
hidrofobne lastnosti povrSine semen ter na dinamiko kalivosti. Po obdelavi s kisikovo plazmo
v direktnem in indirektnem nacinu pri razli¢nih ¢asovnih izpostavitvah, smo preverili vsebnost
vlage v semenih, kontaktni kot vode ter koncni delez kalivosti semen in njihovo hitrost kalitve.
Rezultati nakazujejo, da direktna plazemska obdelava povzroci vecje kemijske spremembe na
povrsini, kar se kaze v povecani hidrofilnosti semenske povrsine. Prav tako direktna plazemska
obdelava ob enaki ¢asovni izpostavitvi semen plazmi povzroci vecje znizanje kalivosti semen
ter pocasnejSo dinamiko kalitve v primerjavi z indirektno plazemsko obdelavo. Za obdelavo
semen navadne ajde je za povecanje kalivosti semen potrebno poiskati druge pogoje plazemske
obdelave, predvsem indirektno plazemsko obdelavo s kraj§imi casovnimi izpostavitvami.

Kljucne besede: ajda, rastline, semena, hladna plazma, kalitev, vsebnost vlage, hidrofilnost

Direct and indirect plasma treatment of common buckwheat grains affects grain
hydrophilicity and germination

Abstract: The use of plasma technologies in agronomy is gaining interest. In addition to the
role of surface decontamination, plasma can also be used to improve seed germination. We
studied how direct and indirect plasma treatment of buckwheat seeds (Fagopyrum esculentum
Moench) affects the moisture content of the seeds, hydrophobic properties of the seed surface
and the dynamics of germination. After treatment with oxygen plasma in direct and indirect
mode at different exposure times, we checked the moisture content in the seeds, the water
contact angle and the final percentage of seed germination and germination speed. The results
indicate that direct plasma treatment causes greater chemical changes on the surface, which is
reflected in the increased hydrophilicity of the seed surface. Likewise, direct plasma treatment
with the same time exposure of seeds to plasma results in a greater decrease in seed germination
and slower germination dynamics compared to indirect plasma treatment. For the treatment of
common buckwheat seeds, in order to obtain increased seed germination, it is necessary to find
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other plasma treatment conditions, with indirect plasma treatment with shorter time exposures
being a great option to continue the research.

Key words: buckwheat; plants; grains; cold plasma; germination; moisture content;
hydrophilicity

1 UvOD

Plazma je Cetrto agregatno stanje snovi, ki je vseskozi prisotno v naravi, npr. v ognju, v
nevihtnih strelah itd. Hladna plazma (HP) je delno ioniziran plin, ki je sestavljen iz Stevilnih
atomov in molekul plina, ionov, radikalov, elektronov in Stevilnih drugih reaktivnih zvrsti. Med
drugim so v plazmi prisotni tudi fotoni ultravijoli¢ne (UV) in vidne svetlobe, pojavi pa se lahko
tudi narasc¢anje temperature. Razlikujemo dva naCina plazemske obdelave, ki se delita na
direktno in indirektno plazemsko obdelavo. Pri direktni plazemski obdelavi so prisotne
predvsem sledece plazemske komponente: elektroni, pozitivno nabiti ioni, kratko in dolgo
ziveCi radikali, poviSana temperatura ter ultravijolicno (UV) in vakuumsko ultravijoli¢no
(VUV) sevanje. V indirektnem nacinu pa so prisotne le dolgo Zivece, manj agresivne in mocne
kemijske zvrsti. Posledi¢no je indirektna plazemska obdelava SibkejSa, kar zahteva daljSe
obdelovalne Case za dosego podobnih rezultatov kot z direktno plazemsko obdelavo (Han in
sod., 2016; Stari€ in sod., 2020; Tendero in sod., 2006).

V kmetijstvu se HP lahko uporablja za dekontaminacijo semenskega materiala, kar lahko
potencialno zmanjSa obolelost rastlin na polju ter hkrati omogoc¢i zmanjSanje uporabe
pesticidov, ki mo¢no obremenjujejo okolje. Drugi namen uporabe HP pa je izboljSanje kalivosti
semen ter izboljSanje rasti in razvoja rastlin (Kyzek in sod., 2019; Stari¢ in sod., 2020; A.
Zahoranova in sod., 2016). HP je povrSinska tehnika, saj spreminja predvsem kemijsko sestavo
povrsine semena. Ta postane bolj hidrofilna in zato olajsa prehod vode skozi trdo in tezko
prepustno semensko lupino (Bormashenko in sod., 2012). Stevilni znanstveniki predvidevajo,
da to omogoci hitrejSo in boljSo kalitev semen, vendar mnogi rezultati nakazujejo, da to ni edni
mehanizem vpliva HP na semena (Bermudez-Aguirre, 2019). V vecini raziskav je obdelava
semen s HP povecala kalivost (Dobrin in sod., 2015; Henselova in sod., 2012; Zahoranova in
sod., 2018), obstajajo pa tudi nasprotujoci si rezultati, kjer so druge raziskovalne skupine
porocale o slabsi kalitvi semen (A. Zahoranova in sod., 2016; Zhang in sod., 2017). Podatki
niso enotni, saj raziskovalci uporabljajo razlicne plazemske naprave, plazemske parametre,
uporabljen plin ter tudi razli¢ne rastlinske vrste.

V sledeCem prispevku smo zeleli oceniti, ali direktna in indirektna plazemska obdelava razli¢no
vplivata na vsebnost vlage, kontaktni kot vode in dinamiko kalitve semen navadne ajde
(Fagopyrum esculentum Moench).
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2 MATERIAL IN METODE
2.1 Semenski material

V raziskavi smo uporabili semena navadne ajde (Fagopyrum esculentum Moench), sorte
Trdinova iz leta 2020 (Mlinarstvo in trgovina Rangus d.o0.0.).

2.2 Plazemska obdelava semen

Obdelavo semen s HP smo izvedli v posebej izdelanem plazemskem sistemu. Na posamezno
kombinacijo plazemskih parametrov smo obdelali po 100 semen navadne ajde. Semena so bila
izpostavljena kisikovi radio-frekvencni (RF) HP, ki se je tvorila znotraj kvaréne cevi z
zozitvijo. Cev z zozitvijo omogoca obdelavo semen v dveh nacinih; direktna obdelava (ang.
glow) ali indirektna obdelava (ang. afterglow). Tlak v plazmi je bil 50 Pa, vhodna moc¢ plazme
pa 200 W. Semena smo obdelali s HP v razli¢nih ¢asovnih izpostavitvah: v direktni izpostavitvi
za 5, 10 in 30 s, v indirektni izpostavitvi pa za 10, 30 in 60 s. V poskus smo vkljucili tudi
kontrolne neobdelane vzorce in neobdelani vakuumski kontroli, pri ¢emer smo semena
izpostavili nizkemu tlaku (50 Pa) in enakemu pretoku plina (kisika ali duSika) kot med
plazemsko obdelavo.

2.3 Meritve vsebnosti vlage v semenih

Po obdelavi semen s HP smo izmerili vsebnost vlage v semenih tako, da smo po 20 semen
prestavili v steklene petrijevke (za vsako obdelavo tri ponovitve), jih stehtali (sveza masa) ter
jih 24 ur susili na 105 °C. Po susenju smo jih ponovno stehtali in izraCunali vsebnost vlage po
sledeci enacbi (Los in sod., 2019):

MC = (Wi — Wf) * 100 %)/ Wi

Pri cemer Wt predstavlja kon¢no, suho maso, Wi pa predstavlja zacetno (svezo) maso 20
semen.

2.4 Kontaktni kot vode na povrsini semen

Kontaktni kot vode na povrsini semen smo izmerili 2 h po plazemski obdelavi. Naklju¢no smo
izbrali 10 semen za vsako plazemsko obdelavo in kontrolo. Kontaktni kot 1 ul kapljice MiliQ
vode smo izmerili z analizatorjem kapljic »Drop Shape Analyzer DSA 100E« (KRUSS GmbH,
Hamburg, Nemcija)

2.5 Kalitveni test

Za vsako plazemsko obdelavo in kontrolo smo pripravili po 4 petrijevke z dvema slojema
filtrirnega papirja. V vsako petrijevko smo dali po 50 semen; skupaj torej 200 semen na
plazemsko obdelavo ter omocili filtrirni papir s 3,5 ml destilirane vode. Semena smo inkubirali
v temi pri noéni temperaturi 19 °C in dnevni temperaturi 21 °C. Stevilo kale¢ih semen smo
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presteli po 1, 2, 3 in 7 dneh. Kriterij, da je seme vzkalilo, je bil prodor radikule v dolZini vsaj
1 mm iz semenske lupine. Delez kalecih semen (K) smo izracunali po sledec¢i formuli:

Stevilo kalec¢ih semen 7.dan
K (%) = — x 100
Stevilo vseh semen

Izracunali smo tudi hitrost kalitve (MR) s sledeco formulo (Ranal in sod., 2009):

1

~ Y Ngxd
Ng

MR

Kjer je Ng predstavlja Stevilo kaljenih semen na dan 4, in d predstavlja ¢as (v dnevih) od
zaCetka eksperimenta. N prestavlja celokupno Stevilo kale¢ih semen v Petrijevki.

2.6 Statisti¢na analiza

Podatke smo statisticno obdelali s pomocjo programa Microsoft Excel in Excelove
raz§iritve XLStat (Lumivero). Statisticno znaCilne razlike med vzorci smo ocenili z
uporabo enosmerne analize variance (ANOV A) in post hoc Holm-Sidak testom. Razlike so
bile ovrednotene kot statisti¢no znacilne za p < 0,05. Rezultati so prikazani kot aritmeti¢na
sredina s + standardno napako dveh ponovitev (N=3).

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

Po obdelavi semen s HP smo Zeleli preveriti, ali so prisotne kemijske spremembe na povrsini
semen. Kemijske spremembe po plazemski obdelavi vplivajo na prvotno hidrofoben znacaj
semen, kot je bilo opisano Ze v Stevilnih raziskavah na semenih pSenice, je¢mena, graha in
drugih (Bormashenko in sod., 2015; Los in sod., 2018; Stari¢ in sod., 2022). Po plazemski
obdelavi povrS§ina semen postane bolj hidrofilna. Z meritvami kontaktnega kota to lahko
opazimo z zmanjSanjem kontaktnega kota vodnih kapljic (Slika 1b). Izpostavitev semen
nizkemu tlaku (vakuumu) ne vpliva na kontaktni kot vode povrSine semen. Vendar tudi
najkrajSa plazemska obdelava povzroci takojs$nje znizanje kontaktnega kota vode. Z daljSanjem
je opaziti po direktni obdelavi 30 s (G 30 s). Indirektna obdelava (AG) semen s HP prav tako
povzroéi padec kontaktnega kota vode. Ce primerjamo enako ¢asovno izpostavitev HP v
direktnem in indirektnem nacinu, na primer vzorca G 30 s in AG 30 s, lahko opazimo, da je
kontaktni kot vode pri indirektni obdelavi (AG 30 s) visji kot pri direktni HP obdelavi. Direktna
plazemska obdelava vsebuje moc¢no reaktivne, kratkozive in dolgozive reaktivne kisikove
spojine, ki bombardirajo povriino semena in vplivajo na njeno kemijsko strukturo. Se posebno
pri kisikovi HP najbolj intenzivno prihaja do oksidacije lipidov, ki so prisotni v kutikuli semen
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in omogocajo hidrofoben znacaj semenske povrSine. Z oksidacijo teh lipidov postane povrSina
bolj hidrofilna. Indirektna HP ne vsebuje dolgozivih reaktivnih kisikovih zvrsti, zato so
kemijske spremembe s strani HP manj intenzivne. To se opazi tudi v manjSem znizanju

kontaktnega kota vode semenske povrSine v primerjavi z direktno HP obdelavo (Stari¢ in sod.,
2022).

Pogoji nizkega tlaka v cevi, kjer se tvori HP vplivajo na vsebnost vlage v semenih (Slika 1a).
Ze izpostavitev semen nizkemu tlaku brez plazemske obdelave povzrodi statistiéno znacilno
znizanje vlage v semenih, kar lahko negativno vpliva na njihovo viabilnost in dolgoro¢no
skladis¢enje semen. Vecjih razlik med plazemskimi obdelavami ni. Kljub temu pa se pri
indirektnih obdelavah s HP opazi trend postopnega zniZevanja vlage v semenih z daljSanjem
plazemske obdelave.
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Slika 1: (a) vsebnost vlage v semenih navadne ajde ter (b) kontaktni kot vode na povrsini semen, ki so bila
obdelana v direktni (G) plazemski obdelavi za 5, 10 in 30 s ali indirektni (AG) plazemski obdelavi za 10, 30 in
60 s. Kontrolna semena niso bila obdelana, Vakuumska kontrola so semena, ki so bila izpostavljena nizkemu tlaku
znotraj cevi za tvorbo plazme. Prikazane so povprecne vrednosti + standardna napaka. Razlicne ¢rke (a-d)
predstavljajo statisti¢no znacilne razlike (p > 0,05).

S plazemsko obdelavo smo Zeleli preveriti, ali lahko vplivamo na izboljSanje kalivosti semen
navadne ajde, saj nekatere raziskave poro¢ajo o boljsi kalivosti po plazemski obdelavi (Bafoil
in sod., 2019; Ling in sod., 2015; Rahman in sod., 2018; Sadhu in sod., 2017). Izpostavitev
semen vakuumu je v manj$i meri znizala kalivost semen. Daljsa direktna (G 30 s) in indirektna
(AG 60 s) plazemska obdelava je precej znizala koncen delez kalivosti semen (Slika 2a) v
primerjavi s kontrolo. Ce primerjamo 30 s direktno (G 30 s) in indirektno (AG 30 s) plazemsko
obdelavo semen lahko opazimo da G 30 s bolj vpliva na slabso kalivost semen v primerjavi z
AG 30 s. To je lahko posledica vecje izpostavljenosti semen moc¢nim reaktivnim kisikovim
zvrstem v direktnem nacinu plazemske obdelave ter potencialno zviSanje temperature znotraj
reaktorja med obdelavo (Bermudez-Aguirre, 2019; Stari¢ in sod., 2022).
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Slika 2: (a) Konc¢na kalivost semen navadne ajde ter (b) hitrost kalitve semen, ki so bila obdelana v direktni (G)
plazemski obdelavi za 5, 10 in 30 s ali indirektni (AG) plazemski obdelavi za 10, 30 in 60 s. Kontrolna semena
niso bila obdelana, Vakuumska kontrola so semena, ki so bila izpostavljena nizkemu tlaku znotraj cevi za tvorbo
plazme. Prikazane so povprecne vrednosti + standardna napaka. Razlicne ¢rke (a-c) predstavljajo statisti¢no
znacilne razlike (p > 0,05).

Poleg kon¢nega deleza kaleCih semen je pomemben podatek tudi ali HP vpliva na dinamiko
kalitve semen. Zakasnjena ali hitrejSa kalitev je tudi pomemben in preprost indikator vpliva
plazemske obdelave na metabolizem semen. Katere komponente vplivajo na katere signalne
poti semen pa Se ni raziskano. Opaziti je da 10 in 30 s direktna obdelava s HP vpliva na
zakasnitev v kalitvi semen, najbolj pa je to izrazito pri najdaljsi direktni plazemski obdelavi (G
30 s) in indirektni plazemski obdelavi (AG 60 s). Med G 30 s in AG 60 s ni opaziti razlik v
hitrosti kalitve, niti v kon¢nem delezu kaleCih semen. Zato lahko predvidevamo, da na
kalitvene parametre ne vplivajo kratko zivece mocne kisikove zvrsti prisotne v direktnem
nacinu obdelave. Torej na kalitvene parametre lahko vplivajo druge komponente HP, ki so
skupne tako direktnemu kot indirektnemu plazemskemu nac¢inu. Eden izmed teh dejavnikov bi
lahko bile tudi SibkejsSe dolgo zivece kisikove zvrsti.

4 SKLEPI

Plazemska obdelava semen navadne ajde vpliva na hidrofobne lastnosti povr§ine semen, kar
vpliva na privzem vode v semena in na kalivost. Direktna plazemska obdelava je moc¢nejsa in
v krajSem cCasu povzro¢i vecje kemijske spremembe na povrSini semen v primerjavi z
indirektno plazemsko obdelavo. Daljse plazemske obdelave (tako direktna kot indirektna)
vplivajo na zmanjSan delez kaleCih semen in upocasnijo kalitev semen navadne ajde.
Uporabljeni pogoji plazemske obdelave semen navadne ajde so negativno vplivali na kalivost
semen, kar nakazuje da niso bili uporabljeni ustrezni pogoji za to rastlinsko vrsto. V prihodnosti
je potrebna dodatna optimizacija plazemske obdelave, kjer je potrebno poiskati pogoje, ki bi
morda pozitivno vplivali na semena in povzrocili izboljSan kon¢ni delez kalecih semen. S tem
bi povecali izkoristek pridelka za naslednjo setev in prispevali k razvoju agronomskih
tehnologij za izboljSanje kalivosti semen z uporabo okolju prijaznih tehnologij in brez
dodajanja kemikalij, ki negativno vplivajo na ekosistem.
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Kandidatni geni za odpornost proti mastitisu pri govedu
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Kandidatni geni za odpornost proti mastitisu pri govedu

IzvleCek: Mastitis predstavlja enega najvecjih zdravstvenih problemov v c¢redah
prezvekovalcev, namenjenih prireji mleka, in je eden najpomembnejSih dejavnikov, ki
omejujejo prirejo mleka in optimalno rabo virov v sektorju. Vendar je odkrivanje kandidatnih
genov za odpornost proti mastitisu pri velikih rejnih Zivalih tezavno, saj gre za kompleksno
lastnost. Trenutno je edini smiseln pristop za identifikacijo kandidatnih genov pri kompleksnih
lastnostih velikih rejnih zivali kombiniranje razli¢nih informacij, ki podpirajo funkcionalnost
identificiranih genomskih regij v zvezi s kompleksno lastnostjo. Kandidatne gene, povezane z
mastitisom in navedene v asociacijskih in ekspresijskih Studijah ter Studijah na misjih modelih,
smo zbrali z iskanjem po relevantni literaturi in podatkovnih zbirkah. Zbrane podatke smo
integrirali v eno podatkovno zbirko, preverili morebitna prekrivanja in jih uporabili za analizo
obogatitve bioloskih poti. Zbranih 2448 kandidatnih lokusov je enakomerno razporejenih po
kromosomih goveda.

Kljuéne besede: asociacijske Studije; epigenetika; kandidatni geni; kvantitiativni lokus;
mlecna zleza; mastitis

Candidate genes for mastitis resistance in cattle

Abstract: Mastitis is one of the most detrimental health conditions in dairy ruminants and is
considered the most economically important infectious disease of the dairy sector. However,
mastitis resistance is a complex trait and identification of mastitis-associated alleles in livestock
is difficult. Currently, the only applicable approach to identify candidate loci for complex traits
in large farm animals is to combine different information that supports the functionality of the
identified genomic regions with respect to a complex trait. Mastitis-associated candidate genes
reported in association, expression, and mouse model studies were collected by searching the
relevant literature and databases. The collected data were integrated into a single database,
screened for overlaps, and used for gene set enrichment analysis. The database contains
candidate genes from association and expression studies and relevant transgenic mouse models.
The 2448 collected candidate loci are evenly distributed across bovine chromosomes.

Key words: association study; candidate genes; epigenetics; mammary gland; mastitis;
quantitative trait loci
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1 UVOD

Mastitis, vnetje mlecne zleze, je pogosto obolenje v ¢redah prezvekovalcev, namenjenih prireji
mleka. Predstavlja enega najvecjih zdravstvenih problemov v credah prezvekovalcev,
namenjenih prireji mleka, in je eden najpomembnejsih dejavnikov, ki omejujejo prirejo mleka
in optimalno rabo virov v sektorju (Hogeveen in sod., 2011; Wojdak-Maksymiec in sod.,
2012). Selekcija zivali na povecanje prireje mleka in boljSo molznost je privedla do zmanjSane
odpornosti zivali na okuzbe mlecne zleze. Poleg indirektnega ucinka na prirejo (izloCanje
mleka obolelih in zdravljenih zivali) je bilo dokazano, da imajo infekcije mle¢ne zleze tudi
direkten vpliv na izrazanje genov v mlec¢ni zZlezi, preko epigenetskih mehanizmov; npr. utiSanje
genov za mle¢ne proteine ob okuzbah (Vanselow in sod., 2006). Mastitis obi¢ajno zdravimo z
antibiotiki, kar pa ni vedno ucinkovito in ima druge nezelene posledice (Sugiyama in sod.,
2022), ki bi se jim lahko izognili s povecanjem naravne odpornosti prezvekovalcev na okuzbe
mlecne Zleze.

Odkrivanje kandidatnih genov za odpornost proti mastitisu pri velikih rejnih zivalih je tezavno,
saj gre za kompleksno lastnost. Vecina gospodarsko pomembnih lastnosti, vklju¢no z
odpornostjo mle¢ne Zleze proti patogenom, spada med kvantitativne lastnosti, ki so obicajno
odvisne od delovanja velikega Stevila genov z majhnim do zmernim uc¢inkom in vpliva okolja.
Zaradi kompleksnosti fenotipa in moznih interakcij med geni ter geni in okoljem je dolocitev
kandidatnih/vzrocnih genov pri kvantitativnih lastnostih tezavna. Poleg tega se asociacijske
Studije in Studije kvantitativnih lokusov (QTL) pri domacih Zzivalih obiCajno izvajajo na
nesorodnih populacijah, razlicna genetska ozadja pa identifikacijo kandidatnih lokusov Se
dodatno otezijo. V zadnjih letih so bili odkriti Stevilni kandidatni geni in kvantitativni lokusi
(QTL), povezani z odpornostjo proti mastitisu (Hu in sod., 2019). Do sedaj pa Se niso bili
identificirani vzro¢ni geni, ki bi jih lahko povezali z znatno izboljSano odpornostjo proti
mastitisu. Razumevanje molekularnih osnov za vecjo odpornost proti mastitisu je zato
pomembno za dolgoro¢no izboljSanje zdravja v mle¢nih ¢redah.

Z iskanjem po literaturi in specializiranih podatkovnih zbirkah smo zbrali kandidatne gene in
genomske regije, ki so bile povezane z odpornostjo proti mastitisu in podatke, zbrane s
pomocjo razli¢nih Studijskih pristopov, integrirali v podatkovno zbirko kandidatnih genov za
odpornost proti mastitisu pri govedu (Brajnik & Ogorevce, 2023). Kandidatne gene smo, glede
na Stevilo raziskav, ki jih povezujejo z mastitisom, razvrstili po prioriteti in jih bomo preverili
v vzpostavljenih celi¢nih modelih.

2 MATERIAL IN METODE

Cilj raziskave je bil ustvariti podatkovno zbirko kandidatnih genov, povezanih z odpornostjo
proti mastitisu pri govedu. Postopek zbiranja podatkov je zajemal pregled literature in
specializiranih podatkovnih zbirk, kot je Animal QTLdb (Hu in sod., 2022). Lokusi, povezani
z mastitisom, so bili zbrani na podlagi klju¢nih besed, povezanih z mastitisom: Stevilo
somatskih celic, mle¢na Zleza, okuzba, QTL, SNP, itd. V podatkovno zbirko smo vkljucili
informacije iz asociacijskih kot tudi ekspresijskih Studij, pri ¢emer smo se osredotocili na
najpogostejSe patogene, ki povzrocajo mastitis, kot so Escherichia coli in Staphylococcus
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aureus. Poleg tega smo v zbirko vkljucili tudi kandidatne lokuse povezane z mastitisom, ki so
bili identificirani na misjih transgenih modelih ali modelih z izni¢enimi geni.

Analiza podatkov je zajemala ve¢ korakov, s katerimi so bili identificirani najbolj obetavni
kandidatni geni, povezani z mastitisom. Kot najbolj obetavni so bili dolo¢eni kandidatni geni,
ki so se pojavljali v ve¢ neodvisnih Studijah ali so njihove fizi¢ne pozicije sovpadale s
kvantitativnimi lokusi (QTL), povezanimi z mastitisom. Lokacije QTL in kandidatnih genov
smo pridobili z wuporabo Cattle QTLdb (https://www.animalgenome.org/QTLdb) in
podatkovne zbirke GenBank (Clark in sod., 2016).

Izvedli smo tudi analizo obogatitve metaboli¢nih poti zbranih kandidatnih genov s pomocjo
programskega orodja g:Profiler (Raudvere in sod., 2019), ki je za kandidatne gene dolocil
najbolj relevantne bioloske procese, molekularne funkcije in celicne komponente. Za najbolj
obetavne kandidatne gene smo z uporabo baze podatkov STRING (Szklarczyk in sod., 2019)
dolo¢ili proteinske interakcije.

Namen analize je bil identificirati najbolj obetavne kandidatne gene, povezane z mastitisom in
zagotoviti boljSe razumevanje njihovih bioloskih funkcij in interakcij z drugimi geni.

3 REZULTATTI IN DISKUSIJA

Odkrivanje vzrocnih genov za kompleksne lastnosti pri velikih domacih zivalih je zahtevno iz
ve¢ razlogov. Postopki transgeneze, kot jih poznamo pri glodavcih ali nekaterih drugih
modelnih organizmih (modeli z izbitimi geni, transgeni modeli), pri domacih Zivalih niso
uveljavljeni, kar dodatno ovira funkcionalno anotacijo. Kompleksne lastnosti so odvisne od
delovanja velikega Stevila razli¢nih genov z majhnim do zmernim u¢inkom in tudi vpliva
okolja. Prav zaradi moznih interakcij med geni ter geni in okoljem je dolocitev kandidatnih
genov pri kvantitativnih lastnostih Se dodatno otezena.

Z raziskavo smo identificirali 2448 kandidatnih genov, ki so bili z mastitisom povezani v
asociacijskih Studijah, Studijah izrazanja genov in miSjih modelih. Ti kandidatni geni so
enakomerno razporejeni po vseh kromosomih goveda (Slika 1A). Ustvarili smo seznam najbolj
obetavnih kandidatnih genov (Preglednica 1) na podlagi njihove povezanosti z mastitisom v
neodvisnih Studijah in prekrivanja s QTL. Analiza obogatitve je razkrila najbolj obogatene poti,
povezane z imunskim odzivom na okuzbe mlecne Zleze.
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Preglednica 1: Seznam najbolj obetavnih kandidatnih genov za odpornost proti mastitisu.

Ensembl ID
Ime gena (Bos Taurus) Asociacijske Studije Ekspresijske Studije Prekrivanje QTL
BolA-DRE3 ENSBTAGO0000013919 FHtEEEE A4 + 5Cs
cé ENSBTAGO0000014177 PR ++ F;
ca ENSBTAGO0000016149 4 + /
CACNAZ2DI ENSBTAGO0000020569 4 ++ /
CARDE ENSBTAGO0000014374 P /
CcD14 ENSBTAGO0000015032 4 ++ F;
cxcLs ENSBTAGO0000015716 ~ © ¢ F R T EEFAEA A PO cM
CXCRI ENSBTAGODDOOO26753 T T T A+ v b4 a4 PRI I
FEE+

CXCR2 ENSBTAGO0000038042 - /
DK ENSBTAGO0000012397 4 + /
DGAT1 ENSBTAGO0000026356 PR + /
Gc ENSBTAGO0000013718 PO + scs
LTF ENSBTAGO0000001292 FHEEEE A R /
MBL1 ENSBTAGO0000054761 FHEEES /
MBL2 ENSBTAGO0000007049 A+ /
NPFFRZ ENSBTAGO0000005070 4 sc5
socs2 ENSBTAGO0000012007 4 4 /
STATSA ENSBTAGO0000005496 e b4 PR cM
TLR2 ENSBTAGO0000008008 FHHt R R R R A FHEEH 4 /
TLR4 ENSBTAGO00DOOD6240 T T HH+++ 444444444 L L i Lt /

+

Povezavo med genotipom in odpornostjo proti mastitisu (asociacijske Studije) smo odkrili pri
157 kandidatnih genih. Nekateri od teh genov, vkljuéno s CXCLS, CXCRI in TLR4, so bili
navedeni v ve¢ neodvisnih asociacijskih $tudijah. Identificirali smo tudi 2300 kandidatnih
genov, ki so bili diferen¢no izrazeni ob okuzbah mlecne zleze (transkriptomske Studije).
Nekateri od genov, ki se jim je izrazanje ob okuzbah mlec¢ne Zleze spremenilo, so bili navedeni
v ve¢ neodvisnih Studijah, npr. CXCLS, CXCRI, LTF in TLR4.

Z analizo bioloskih poti KEGG smo kandidatne gene umestili v bioloske poti in jim doloc¢ili
njihove bioloske funkcije. Analiza obogatitve je razkrila najbolj obogatene poti, povezane z
aktivacijo imunskega odziva pri mastitisu (Slika 1B). Najdeni kandidatni geni in obogatene
poti, povezane z imunskim odzivom lahko pomagajo pri razvoju intervencij in selekciji za
izboljSanje odpornosti proti mastitisu pri govedu. Izbrane kandidatne gene, ki so bili
identificirani kot najbolj obetavni, bomo dodatno preucili v epitelnih celicnih modelih mle¢ne
zleze, ki smo jih vzpostavili iz kravjega mleka.
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Slika 1: Rezultati analize kandidatnih genov. A) Razporeditev kandidatnih genov po kromosomih goveda. QTL
(desno) smo pridobili iz podatkovne zbirke CattleQTLdb. Kandidatni geni, vpleteni v imunski odziv na okuzbo z
E. coli, so oznaceni z zeleno barvo, tisti, vpleteni v okuzbo z S. aureus, so oznaceni z oranzno barvo, rdeca barva
pa oznacuje kandidatne gene, povezane z drugimi patogeni. B) Analiza obogatitve metaboli¢nih poti. C) Protein-
protein interakcije 20 najbolj obetavnih kandidatnih genov, kot jih predlaga baza podatkov STRING. D) Glede na
prednostni seznam, ki smo ga dolocili, bomo kandidatne gene dodatno preucili na celi¢nih modelih — njihovo
odzivnost bomo preucili s stimulacijo z virulentnimi dejavniki.

Z raziskavo smo ustvarili podatkovno zbirko, ki vsebuje podatke o genetskem ozadju
odpornosti krav proti okuzbam mlec¢ne Zleze in je uporabna za dolocitev ortologov pri drugih
vrstah prezvekovalcev. Glavni izziv doloCitve kandidatnih genov za odpornost proti mastitisu
je kompleksnost lastnosti in heterogenost raziskav, ki uporabljajo razlicne tehnologije,
eksperimentalne pristope in patogene oziroma virulentne dejavnike za imunostimulacijo,
zaradi Cesar se rezultati Studij pogosto razlikujejo.

Integracija zbranih kandidatnih genov iz razli¢nih virov v eno podatkovno zbirko, ki se
prekriva z znanimi kvantitativnimi lokusi (QTL), omogoca prepoznavanje potencialno
pomembnih genomskih regij za odpornost proti mastitisu. Kandidatni geni, ki so bili
identificirani kot najbolj obetavni, so vecinoma vkljuceni v aktivacijo imunskega odziva, kar
je razvidno iz analize obogatitve poti in analize proteinskih mrez (Slika 1C), poleg tega pa se
ujemajo z nekaterimi meta-analizami drugih avtorjev (npr. Tribout in sod. 2020), kar potrjuje
smiselnost pristopa.
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4 SKLEPI

Podatkovna zbirka vsebuje 2448 kandidatnih genov, ki so povezani z odpornostjo proti
mastitisu pri govedu. Kandidatni geni so enakomerno razporejeni po kromosomih goveda, kar
kaze na kompleksnost lastnosti. Podatkovna zbirka predstavlja celovit vir informacij
genetskega ozadja odpornosti proti mastitisu. Glede na prednostni seznam, ki smo ga dolocili,
bomo kandidatne gene dodatno preucili na celi¢nih modelih (Slika 1D). Tak$ne $tudije bi lahko
privedle do potrditve kandidatnih genov in identifikacije t. i. kvantitativnih nukleotidov (QTN)),
ki bi bili uporabni za namene selekcije ali bi predstavljali potencialna tar¢na mesta za
modifikacije s pomocjo tehnologij preurejanja genoma.
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Genetska raznolikost slovenskih genotipov hruske (Pyrus communis L.)

Izvlecek: V zmernem podnebnem pasu je ena izmed pomembnejsih sadnih vrst z zelo dolgo
tradicijo pridelovanja hruska (Pyrus spp.). NajpomembnejSe vrste, ki se pridelujejo na tem
obmocju so P. communis, P. syriaca, v slovenskem prostoru pa sta prisotni Se vrsti P. nivalis
in P. pyraster. Kljub veliki pestrosti sort, pa trzna pridelava temelji le na nekaj sortah, medtem
ko so tradicionalne, lokalne sorte iz sortnega nabora izpadle. Prislo je do bojazni, da bodo
slednje izumrle, zato so se oblikovali razli¢ni nacionalni programi z namenom zbiranja,
hranjenja in opisovanja lokalnih sort v sklopu genskih bank. S setom 14 mikrosatelitnih (SSR)
markerjev je bilo na molekulskem nivoju analiziranih 53 akcesij, ki so posajene do 5 primerkov
na akcesijo, skupno 176 dreves in so del slovenske genske banke. Vsi SSR markerji so bili
polimorfni s povprecjem 12,3 alelov na lokus in povpre¢no dejansko heterozigotnostjo 0,693,
ki je bila nekoliko nizja od pri¢akovane heterozigotnosti (0,7915). V kolekcijskem nasadu je
bilo odkritih kar 10 skupin sinonimov in 7 homonimov med analiziranimi genotipi hruske.
Rezultati analize bodo prispevali k lazjemu in varnejSemu opravljanju z genskimi viri ter bodo
osnova za oblikovanje osnovne slovenske zbirke.

Kljucne besede: genetska raznolikost; genski viri; hruska; Pyrus communis

Genetic diversity of Slovenian pear (Pyrus communis L.) genotypes

Abstract: In temperate climates, one of the most important fruit species with a very long
tradition of cultivation is the pear (Pyrus spp.). The most important species cultivated in this
area are P. communis, P. syriaca and, in Slovenia, P. nivalis and P. pyraster are also present.
Despite the great diversity of varieties, commercial production is based on only a few varieties,
while traditional, local varieties have fallen out of the growing list. There were fears that the
latter would become extinct, and various national programmes were set up to collect, preserve
and describe local varieties as part of genebanks. Using a set of 14 microsatellite (SSR)
markers, 53 accessions, planted up to 5 trees per accession, a total of 176 trees, were analysed
at the molecular level. The analysed trees are part of the Slovenian genebank. All SSR markers
were polymorphic with an average of 12.3 alleles per locus and the average true heterozygosity
(0.693) was slightly lower than expected (0.7915). In the collection plantation, 10 groups of
synonyms and 7 homonyms were detected among the analysed pear genotypes. The results of
the analysis will contribute to easier and safer handling of genetic resources and will form the
basis for the creation of a core Slovenian collection.

Key words: genetic diversity; germplasm; pear; Pyrus communis
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1 UVOD

Hruska (Pyrus spp.) je ena izmed starejSih in bolj razSirjenih sadnih rastlin v zmernem
podnebnem pasu. Rod Pyrus je v osnovi razdeljen na Evropske in Azijske hruske. Evropska
skupina hrusk vkljucuje vec vrst, ve¢inoma so gojene P. communis, ki so prisotne na obmocju
Evrope, Severne in Juzne Amerike in Afrike, v mediteranskem obmocju pa je prisotna Se divja
vrsta P. syriaca (MirAli in sod., 2007; Yamamoto in Chevreau, 2009). V slovenskem prostoru
sta bili potrjeni Se dve vrsti, in sicer P. nivalis in P. pyraster, ki so jih v preteklosti gojili z
namenom predelave v alkoholne pija¢e in sokove (Sisko in sod., 2009). Danes te vrste nimajo
ve¢jega ekonomskega pomena, vendar zaradi prilagojenosti na obstojece ekoloske razmere in
tolerance oz. rezistence na doloc¢ene bolezni in Skodljivce predstavljajo pomembne vir genov
za zlahtnjenje novih sort.

Pridelava hruske, kjer je prisotna tudi medvrstna pestrost, v Evropi temelji na vrsti P. communis
in le nekaj sortah: 'Konferans', 'Viljamovka', 'Abate fetel' (Dondini in Sansavini, 2012; WAPA,
2023). Poleg omejenega Stevila sort za pridelavo so se zlahtniteljski programi omejili le na
nekaj genskih virov, ki temeljijo na organolepti¢nih lastnostih, estetskih standardih in
odpornosti na bolezeni (Noiton in Alspach, 1996). Omenjeni dejavniki, ki so trenutno vkljuceni
in prevladujejo v trzni pridelavi, so privedli do visoke stopnje izenacenosti sortnega izbora
komercialnih sadovnjakov in izklju€itvi tradicionalnih ter dobro prilagojenih lokalnih sort, kar
je prispevalo k zmanjSanju genetske raznolikosti hrusk (Hammer in sod., 2003). Introdukcija
evropskih in ameriskih sort je dodatno prispevala k zmanjSanju pridelave lokalnih sort (Mars
in sod., 1994).

V zadnjih nekaj desetletjih je priSlo do groznje, da bodo te sorte izumrle. Vendar pa je
zavedanje o pomembnosti teh genskih virov privedlo do njihovega zbiranja, hranjenja in
opisovanja v sklopu genskih bank (Urrestarazu in sod., 2012). Oblikovali so se programi
genskih bank, kjer so na nacionalnem nivoju nastajali kolekcijski nasadi, ki so vkljucevali
gojene stare sorte, sorte tradicionalne za neko regijo, sorte, ki po izvoru prihajajo iz drugega
geografskega obmocja, vendar so na dolo¢enem obmocju ze ve¢ desetletij pridelujejo ter divji
sorodniki, ¢e so znacCilni za doloCeno nacionalno obmocje (Urrestarazu in sod., 2016).
Organizirano in sistematicno hranjenje genskih virov pomembno prispeva k ohranjanju
dolocenih vrst in sort ter njihove pestrosti. Preu¢evanje genskih virov je pomembno za razvoj
in uporabo le teh pri pridobivanje novih sort, prilagojenih na globalne spremembe (Zeigler,
2013).

V tej raziskavi smo Zeleli z uporabo seta mikrosatelitnih (SSR) markerjev opisati na
molekularnem nivoju genetsko raznolikost akcesij hruske vkljuenih v kolekeijski nasad
genske banke, ki se v okviru Javne sluzbe nalog rastlinske genske banke Biotehniske fakultete
nahaja v Kartuzijanskem samostanu Pleterje.
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2 MATERIAL IN METODE
2.1 Rastlinski material in izolacija DNA

V genotipizacijo je bilo vkljucenih 53 akcesij hrusk, ki so posajene do 5 primerkov na akcesijo,
skupno 176 dreves, ki so del genske banke v Kartuzijanskem samostanu Pleterje. Za analize je
bila iz mladih listov hrusk izolirana DNA po metodi CTAB (Kump in Javornik, 1996), dodatno
pa so bili vzorci tretirani z RNazo z namenom zmanjSanja neZelenih vplivov RNA pri
nadaljnjih analizah. Kvantifikacija DNA vzorcev je bila dolocena z uporabo fluorometra
DyNA Quant 200 (Amersham Biosciences, Chicago, ZDA).

2.2 PCR reakcija in SSR analiza

Genomska DNA je bila analizirana s setom 14 SSR markerjev: CH03g07, CH05¢c06, GD142,
CHO01d08, CH01d09, CH03d12, CH-V{l, CH02b10, CHO02c11, EMPc11, EMPc117, CH04¢e03
in GD147 (Bielsa in sod., 2021). Markerji so priporoceni v sklopu Evropskega kooperativnega
programa za rastlinske genske vire (ECPGR) v sklopu delovne skupine za Malus/Pyrus (Evans
in sod., 2009). Izvedene so bile tri multipleks reakcije, kjer so bili vodilni zacetni
oligonukleotidi na 5' koncu oznaceni s fluorescentnimi barvami 6-FAM, VIC, NED ali PET.
Vse PCR reakcije so potekale v napravi MiniAmp Thermal Cycler (Qiagen, Holden, Nemcija)
s kon¢nim volumnom reakcije 10 uL in 10 ng DNA, 0,2, 0,4 ali 0,6 uM vsakega zaCetnega
oligonukleotida in 1x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (Qiagen, Holden, Nemcija). PCR
temperaturni profil je zajemal 15 min zacetne denaturacije pri 95 °C, sledilo je 10 ciklov PCR
s padajoco temperaturo pri 95 °C za 30 s, 65-1 °C/cikel za 60 s in 72 °C za 60 s, sledilo je 30
ciklov pri 95 °C za 30 s, 55 °C za 60 s, 72 °C za 60 s in kon¢no izdolzevanje na 72 °C za 7 min
kot navajajo avtorji Pina in sod. (2014). DNA amplifikacijski produkti so bili preverjeni na
agarozni gelski elektroforezi in nato loceni s kapilarno elektroforezo ABI 3130XL (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, ZDA), velikosti SSR pomnozenih fragmentov so bile dolocene s
pomocjo programa GeneMapper 5 (Applied Biosystems, Foster City, CA, ZDA). Analiza
genetske sorodnosti je bila narejena s primerjalno analizo v programu Cervus (Kalinowski in
sod., 2007). Redundantni genotipi (genetsko enake ponovitve znotraj akcesij) so bili
odstranjeni iz nadaljnjih analiz. Osnovne statisticne analize genotipov so bile narejene s
programom Cervus in Darwin (Perrier in Jacquemoud-Collet, 2006).

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

V tej Studiji je bilo prvic€ s setom 14 SSR markerjev analiziranih 176 dreves od 53 akcesij hrusk,
ki so del kolekcijskega nasada genske banke v Kartuzijanskem samostanu Pleterje. Parna
primerjava vseh SSR lokusov je pokazala 123 redundantnih akcesij (70 % redundanca), ki so
bile izloCene iz nadaljnjih analiz. Velik delez redundance je posledica vkljucitve do 5 dreves
na posamezno akcesijo z namenom potrjevanja istih genotipov v kolekcijskem nasadu. Vsi
mikrosatelitni markerji so pomnozili fragmente znacilne za posamezni lokus. Analiza
posameznih genotipov s programom CERVUS je pokazala, da so vsi SSR markerji polimorfni
(preglednica 1). V povprecju je bilo 12,3 alelov na lokus pri ¢emer je bil informativni
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polimorfizem od 0,458 do 0,879. Najvecje Stevilo 20 alelov je imel lokus GD142, najmanjSe
Stevilo 8 alelov pa so imeli lokusi CH01d08, GD147, EMPcl11 in CH04e03. Povprecna
dejanska heterozigotnost je bila (0,693) nekoliko nizja od pri¢akovane (0,7915), saj genotipi,
ki so pokazali samo en vrh na dolo¢enem lokusu so bili doloceni kot homozigoti, ¢eprav so
lahko zaradi nictih alelov dejansko heterozigoti (Liang in sod., 2015). Frekvenco nictih alelov
vecjo od 0,1 so imeli lokusi CHO2b10, CH-Vfl, CHO1107 in CH04e03, kar je lahko posledica
nastanka manjSih mutacij v obrobnih regijah mikrosatelitnega lokusa. Velika genetska
raznolikost preucevanih genskih virov hruSke iz slovenskega obmoc¢ja sovpada z rezultati
drugih evropskih drzav, kot so Spanija (Urrestarazu in sod., 2015), Italija (Ferradini in sod.,
2017), Svica (Urrestarazu in sod., 2019) in Svedska (Sehic in sod., 2012). Vegetativno
razmnozevanje in prenos rastlinskega materiala med razlicnimi regijami, selekcija in
zlahtnjenje ter samoinkomaptibilnost vrste je prispevalo k visokemu nivoju genetske
raznolikosti pri Pyrus spp. (Urrestarazu in sod., 2019).

Preglednica 1: Parametri genetske raznolikosti za 14 SSR na 53 akcesijah hrusk iz genske banke

.. x Dejanska Pri¢akovana Informativnost  Frekvenca
Oznaka Dolzina St. alelov . . . ..
lokusa alelov (bp) na lokus heterozigotnost heterozigotnost polimorfizma nictih alelov

(Ho) (He) (PIC) (Fnun)

CHO01d08  242-305 8 0,769 0,798 0,760 0,0055
CHO01d09 120-176 14 0,846 0,879 0,858 0,0195
CHO03g07  204-288 15 0,904 0,845 0,820 -0,0453
CHO05¢06  82-118 9 0,830 0,689 0,638 -0,1086
GD142 126-184 20 0,827 0,885 0,865 0,0340
CHO02b10  120-162 12 0,566 0,839 0,812 0,1898
CHO02c¢11  203-249 14 0,811 0,882 0,861 0,0390
CHO03d12 91-158 13 0,679 0,826 0,795 0,0879
CH-Vf1 129-172 16 0,642 0,883 0,866 0,1586
GD147 121-167 8 0,491 0,483 0,458 0,0033
CHO1f07 175-211 15 0,623 0,897 0,879 0,1801
EMPcl1 135-157 8 0,698 0,728 0,694 0,0134
EMPc117 88-140 12 0,623 0,766 0,730 0,0936
CHO04e03  175-207 8 0,396 0,679 0,618 0,2745
Povprecje 12,3 0,693 0,792 0,761 0,0516

Slovenske genske vire hrusk se lahko razdeli v tri ve¢je skupine, ki so si genetsko znotraj
skupine bolj podobne, kot so si akcesije med skupinami (slika 1). V prvo skupino so se uvrstile
lokalne sorte z doma¢im poimenovanjem, v drugo in tretjo skupino pa sorte z imeni, ki jih
najdemo tudi po drugih evropskih regijah. Z natan¢nejSo parno primerjavo je bilo odkritih kar
nekaj genskih virov z razliénim poimenovanjem in podobnim genotipom t.i. sinonimi, ki so
bili na vseh preucevanih lokusih enaki z dovoljenim odstopanjem na enem od preucevanih
lokusov. Tako je bilo odkritih 10 skupin sinonimov: 1. genotip Madame Vermet (8§P1/1, 8P/2)
je enak genotipu Concord (13P/1, 13P/2), 2. Rosired (16P/1, 16P/2) je enak Konferans (29P/1,
29P/2, 29P/3, 29P/4), 3. Rosired (16P/3) je enak Passa Crasana (17P/1), 4. Verdi (19P/1, 19P/2,
19P/3) je enak Pinos Vilmos (24P/1), Konfernas (29P/5), Raimerred (46P/1, 46P/2), Smarjesci
(56P/1), Hardijevki (62P/1, 62P/2) in Pastorjevki (63P/1), 5. Ercoler Dieste (23P/2, 23P/3,
23P/4) je enak Harvest (37P/1, 37P/2, 37P/3, 37P/4), Pisevki (38P/1, 38P/2, 38P/3), Sirene
(40P/1, 40P/2, 40P/3, 40P/4), Rdeci viljamovki (43P/1, 43P/2, 43P/3, 43P/4) in Rogverd
(49P/3, 49P/4), 6. Passa Crasana (30P/1, 30P/2, 30P/3, 30P/4) je enak Rani viljamovki (45P/1,
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45P/2, 45P/3, 45P/4), 7. Canalred (50P/1, 50P/3, 50P/4) je enak Red Butira Hardy (51P/1,
51P/2), 8. Rosada (53P/1, 53P/2, 53P/3, 53P/4) je enak Disecki (57P/1, 57P/2) in Sisc¢ki
(59P/1), 9. Viljamovka (55P/1, 55P/2) je enak Kresnici (60P/1) in Petrovki (61P/1), 10.
Viljamovka (55P/3, 55P/4) je enak Petrovki (61P/2). Literaturni podatki navajajo, da so bili
sinonimi odkriti tudi v nemski (Puskas in sod., 2016), Spanski (Ferreira dos Santos in sod.,
2011) in vecji evropski kolekciji genskih virov hruSke (Urrestarazu in sod., 2015). 1z tega
vidika mikrosateliti predstavljajo primerno orodje za odkrivanje istih genotipov v razlicnem
naboru podatkov. Odkritih je bilo tudi nekaj genskih virov z istim poimenovanjem in razli¢nim
genotipom t.i. homonimi. Identificiranih je bilo 7 homonimov: 1. Passa Crasana (17P/1 in
30P/1, 30P/2, 30P/3, 30P/4), 2. Julijska lepotica (4P/1, 4P/2, 4P/3 in 26P/1, 26P/2, 26P/3,
26P/4), 3. Hardijevka (20P/1, 20P/2 in 62P/1, 62P/2), 4. Rosired (16P/1, 16P/2, 16P/3 in 35P/1,
35P/2, 35P/3), 5. Viljamovka (44P/1, 44P/2, 44P/3, 44P/4 in 55P/1, 55P/2, 55P/3, 55P/4), 6.
Rogverd (49P/1, 49P/2 in 49P/3, 49P/4) in 7. Petrovka (61P/1 in 61P/2). V nekaterih primerih
sinonimov in homonimov je lahko napa¢no imenovanje rezultat napa¢ne oznake genotipov,
zaradi velikih morfoloSkih podobnosti pa se sort fenotipsko ne da lociti med seboj (Draga in
sod., 2023). Identifikacija dvojnikov, sinonimov in homonimov bo prispevala k lazjemu in
cenejSemu upravljanju z genskimi viri. Poleg tega bodo pridobljeni rezultati prispevali k
oblikovanju osnovne zbirke (angl. core collection) hruske v Sloveniji kot del ex situ zbirke
genske banke.

—= 61P/2 Petrovka

99 L& 54P/3 Srienka
84 + 55P/1 Viljamovka
20 + 49P/1 Rogverd
10 —= 58P/1 Farovica
100 L » 54P/1SrSenka
44 * 4P/1 Julska lepotica

23P/1 Ercoler Diests
+ 11P/1 Pituralka- Ozimka
-+ S0P/ Canalred

'—,—o 9P/1 Klapavka
52 + 2P/l Santa Mara
95 L + 36P/1 Hartilian

+ 50P/2 Canalred

* 42P /1 Masnica
# 5P/1 vanética
» 20P/1 Hardijevka

29P /5 Konfrans
W'—_c;cwrl Pinos Vilmos
E : 19P /1 Verdi
T 75 5P/3 Zimska postrvka

% | 8 26P/1 Juliska lepotica
4{ ® 21P/1 Amanlinéka
12 —————————& 47P/1 Branquila

100 L & 10P/1 Moretinijeva
¢ 23P /2 Ercoler Dieste
E9 15P/1 Slavonska
45 [——» 7P/1 Margarit Marilat
— 96 L 6P/1 Margarit Marilat
35P/L Rosired
# 34P/1 Duardova
o 24P 2 Pinos Vilmos
8P/1 Madame Vermet
33P/1 Farovica
# 30P/1 Passa Crasana
+ 22P /1 Salzburgerca
25P/1 Trevuska
+ 16P/1 Rosired
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27P /1 Pakhamava
+ 48P /1 Sensation
+ 31P/1 Avranska
16P/3 Passa Crasana
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+ 7P/3 Margarit Marilat
# 44P/1 Viljamovka- Cacak
80 + 41P/1 Rosired
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=l

Slika 1: Genetska sorodnost 53 akcesij hruske iz genske banke v Kartuzijanskem samostanu Pleterje
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4 SKLEPI

Analiza genskih virov hruske s pomocjo mikrosatelitnih markerjev je omogocila odkrivanje
prisotnosti enakih genotipov z istim poimenovanjem, sinonimov in homonimov v samem
kolekcijskem nasadu genske banke v Kartuzijanskem samostanu Pleterje. Rezultati
pri¢akovane in dejanske heterozigotnosti posameznih SSR lokusov nakazujejo na veliko
genetsko pestrost v tej zbirki. Pridobljena identifikacija posameznih genotipov s pomocjo
mikrosatelitnih markerjev bo prispevala k gospodarnejSemu in varnejSemu upravljanju z
genskimi viri ter predstavlja osnovo za oblikovanje osnovne zbirke.
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Vsebnost fagopirinov v semenih razlicnih akcesij tatarske ajde
(Fagopyrum tataricum Gaertn.)
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Vsebnost fagopirinov v semenih razlicnih akcesij tatarske ajde (Fagopyrum tataricum
Gaertn.)

Izvlecek: Tartarska ajda (Fagopyrum tataricum Gaertn.) v zadnjem obdobju tudi zaradi
vsebnosti bioaktivnih sestavin pridobiva na pomenu. V primerjavi z ziti vsebuje v semenih
veliko fenolnih snovi, med njimi tudi protofagopirine. Ti so prisotni Ze v kalicah med kaljenjem
semen in svetloba je pomembna za pretvorbo protofagopirinov v fagopirine. Analiza
fagopirinov je bila opravljena s tekocinsko kromatografijo v semenih 15 lokalnih akcesij
tatarske ajde iz Slovenije z oznakami S1 do S15 in 3 akcesij iz Nepala z oznakami N1 do N3,
v dveh zaporednih pridelovalnih letih. Pri vseh analiziranih akcesijah so bile ugotovljene
znacilno niZje vsebnosti skupnih fagopirinov v prvem letu od 6,39 pg ¢! s.s. semen (3N) do
23,73 (4S), v primerjavi z drugim letom od 19,5 pug g' s.s. semen (3N) do 104,99 (10S).
Dolocene so bile 3 oblike fagopirinov: E, F in X4 — delovna oznaka. Znacilno najvec (p < 0,05)
je bilo fagopirina F od 3,55 pg g s.s. semen (3N) do 94,67 (10S), sledil je fagopirin X4 od
1,36 ng g s.s. semen (3N) do 15,34 (10S) in najmanj je bilo fagopirina E od 0,01 pg g s.s.
semen (11S) do 3,56 (10S).

Kljuéne besede: akcesija; fagopirini; genotip; HPLC; okolje; seme; tatarska ajda

Content of fagopyrins in the seeds of different accessions of Tartary buckwheat
(Fagopyrum tataricum Gaertn.)

Abstract: Tartary buckwheat (Fagopyrum tataricum Gaertn.) has become increasingly
important in recent years, also because of its bioactive content. Compared to cereals, seeds
contain many phenolic substances, including protofagopyrins. These are already present in the
germ during germination, and light is important for the conversion of protofagopyrins to
fagopyrins. Fagopyrins were analyzed by liquid chromatography in the seeds of 15 local
buckwheat accessions from Slovenia designated S1 to S15 and 3 accessions from Nepal
designated N1 to N3 in two consecutive growing years. Significantly lower levels of total
fagopyrins were found in all analyzed accessions in the first year, from 6.39 pug g!' d.w. seeds
(3N) to 23.73 (4S), compared to the second year from 19.5 ug g! d.w. seeds (3N) to 104.99
(10S). Three forms of fagopyrins were identified: E, F and X4 - the working designated.
Significantly highest (p < 0.05) was fagopyrin F from 3.55 pg g-1 d.w. Seed (3N) to 94.67
(108), followed by fagopyrin X4 from 1.36 ug g'! d.w. Seed (3N) to 15.34 (10S) and the lowest
was fagopyrin E from 0.01 pg g d.w. seeds (118) to 3.56 (10S).

Key words: accession; fagopyrins; genotype; HPLC; environment; seed; Tartary buckwheat
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1 UVOD

Tartarska ajda (Fagopyrum tataricum Gaertn.) je nepravo Zzito in je vkljucena v druzino
Polygonaceae, ki v zadnjem Casu zaradi vsebnosti koristnih sestavin pridobiva na pomenu v
prehrani ljudi (Kreft, 2020). Rod Fagopyrum vklju€uje dve gojeni vrsti, navadno (Fagopyrum
esculentum Moench) in tatarsko ajdo (Fagopyrum tartaricum Gaertn.) ter ve¢ kot 26 divjih vrst
(Ohnishi, 1990; Ohnishi, 2003; Ohsako & Li 2020; Chrungoo & Chettry 2021; Zhang in sod.,
2021). Pridelovalno obmocje navadne in tartarske ajde se razprostira od vzhodne preko
centralne Azije vse do vzhodne in centralne Evrope, Kanade, Amerike in v zadnjih letih se
pridelujeta tudi v Republiki Juzne Afrike in Tanzaniji (FAOSTAT, 2020). Dobro uspevata tudi
do 2.500 m nadmorske viSine, kjer druga Zita nimajo ve¢ pogojev za rast. Ajda je rastlina, ki
za svojo rast potrebuje skromne okoljske razmere in zaradi bogatega sekundarnega
metabolizma, katerega produkti jo varujejo pred boleznimi in Skodljivci ne potrebuje dodatne
fitofarmacevtske oskrbe.

V primerjavi z ziti tatarska ajda vsebuje v semenih veliko fenolnih snovi (rutin, kvercetin,
emodin, fagopirine, tanine in druge polifenol). Nekatere med njimi imajo bioaktivne uc¢inke in
zmerne koncentracije blagodejno vplivajo na ¢loveski metabolizem, vecje koncentracije lahko
sprozijo pri obcutljivih ljudeh nezazelene reakcije (Kumari & Kumar Chaudhary, 2020; Huda
in sod., 2021; Chrungoo & Chetry, 2021). Fagopirini so flavonoidi podobni hipericinu, ki se v
glavnem nahajajo v vecjih koncentracijah v zelenih delih, predvsem v listih in socvetjih in tu
so bili v preteklosti predmet proucevanja (Stojilkovski in sod., 2013; Kreft in sod., 2013). V
navadni ajdi so v listih in socvetjih dolocili 6 oblik fagopirinov, imenovanih od A do F. V
manjSih koncentracijah se nahajajo tudi v semenih navadne ajde (Joshi in sod., 2020), medtem
ko v semenih tatarske ajde po dostopnih literaturnih podatkih $e niso bili proucevani. Za
fagopirine je znacilno, da imajo majhno gostoto in se tezko ekstrahirajo ter to Se otezujejo nizke
koncentracije (Brockmann in sod., 1952).

Fagopirini so bili odkriti v dveh gojenih vrsta rodu Fagopyrum (esculentum in tataricum) ter v
vrsti F. cymosum, ki se v azijskih drzavah uporablja za farmacevtske namene in krmo zivali.
Avtorji Stojilkovski in sod. (2013); Kreft in sod. (2013); Kocevar Glava¢ in sod. (2017) ter
Joshi in sod. (2020) so dolocili najvecjo koli¢ino fagopirinov v cvetovih, listih in rasto¢ih
kalckih F. cymosum in manj pri navadni ajd. Med samim kaljenjem semena ajde, so Ze v kalicah
prisotni fagopirini in svetloba je pomembna za pretvorbo protofagopirinov v fagopirine
(Stojilkovski in sod., 2013; Kreft in sod., 2013). Uzivanje vecjih koli¢in kalic, pitje Caja iz
zelenih delov in socvetij lahko pri obcutljivih ljudeh po takojSnjem izpostavljanju soncu izzove
fagopirizem. Fototoksi¢ni ucinki se kazejo, kot drazenje koze, edemi in serozni eksudati (Zhu,
2016).

Vsebnost in oblike fagopirinov v semenih razli¢nih lokalnih akcesij tatarske ajde iz Slovenije
in Nepala smo proucevali v dveh zaporednih pridelovalnih letih, z namenom ugotavljanja
vpliva genotipa in okolja na sintezo in nalaganje v semenih.
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2 MATERIAL IN METODE
2.1 Rastlinski material

V proucevanje vsebnosti in prisotne oblike fagopirinov v semenih tatarske ajde smo vkljucili
15 lokalnih slovenskih akcesij z oznakami S1 do S15 in 3 akcesije z Nepala z oznakami N1 do
N3. Semena omenjenih akcesij smo v dveh zaporednih letih razmnozili na Laboratorijskem
polju Biotehnoske fakultete. Po Zetvi, dosusevanju ter ¢iS€enju semen smo jih zmleli in opravili
analizo fagopirinov s HPLC.

2.2 Klimatski parametri

Fagopirini so produkti sekundarnega metabolizma, zato smo predvidevali, da imajo okoljski
dejavniki vpliv na sintezo in nalaganje v semena. V ta namen smo spremljali dnevne
temperature in padavine ter soncno obsevanje v obeh letih v obdobju rasti in razvoja akcesij,
od sredine julija do druge dekade oktobra, ko je bila ajda pozeta. Omenjene meteoroloske
podatke smo povzeli iz arhiva Agencije Republike Slovenije za okolje (ARSO, 2013 in 2014).

2.3 Ekstrakcija fagopirinov

Ekstrakcijo smo opravili na zmletih semenih. Po 10 g semen vsake akcesije smo zmleli z
laboratorijskim mlinom (Kika® WerkeM20, Germany). Fagopirine smo ekstrahirali s
kombinacijo topila aceton/voda (HPLC gradient, Sigma-Aldrich). Natehtali smo 1 g zmletih
semen in jih prelili z 10 ml kombinacije aceton/voda (9/1) in temeljito meSali 1 min. Suspenzije
smo inkubirali 20 ur pri 37 °C. Vzorce smo 1 min mesali in nato centrifugirali pri 1000 rpm, 5
min in 25 °C. Del ¢istega supernatanta smo odpipetirali v plasticne testne epruvete (TPP,
Trasadingen, Switzerland) in filtrirali skozi membranski filter (Millex-GN filters; pore size =
0,2 um, Millipore). Nato smo 1 ml filtriranega ekstrakta odpipetirali v stekleno vialo in
izpostavili 1 uro dnevni svetolobi, da so se protofagopirini pretvorili v fagopirine in nato
opravili HPLC analizo (Tavcar Benkovi¢€ in sod., 2014).

2.4 HPLC analiza

HPLC analizo smo izvedli v §tirih ponovitvah s HPLC analizatorjem (Shimadzu Prominence),
ki se sestoji iz kontrolnega sistema (CBM-20A), kolone (CPO-20AC), ¢rpalke z mobilno fazo
z razplinjevalcem (DGU-20AS5) povezanim s hlajenim avtomatskim vzorcevalnikom (SIL-
20AC) s fotodiodo (PDA), detektorjem, ki nadzoruje valovno dolzino 190-800 nm in
flourescentnim detektorjem (LC-20AD XR) z eksitacijsko valovno dolzino = 330 nm in
emisijsko valovno dolzino = 590 nm. Zaznambe detektorjev so bile posnete z uporabo LC
raztopine in racunalniSke opreme 1.24SPI. Kromatografija je potekala pri 40 °C in pretokom
2 ml min™! z uporabo Phenomenex Kinetex® XB-CIB kolone (10 cm x 4,6 mm L.D., velikost
delcev 2,7 um). Uporabljena je bila gradientna metoda z uporabo vode (topilo A) in
acetonitrilom (topilo B). Oba sta vsebovala 0,1 % trifluoroocetne kisline (Carlo Erba, Italy):
0,01-0,5 min, 0 % B; 0,5-0,6 min, 0-51% B; 6,01-6,01 min, 51 % B in 6,01-30 min 51-54
% B. Identificirani vrhovi so temeljili na flourescentnem spektru v primerjavi z retencijskim
casom, dolofeno po Eguchi in sod. (2009) ter Tavcar Benkovi¢ in Kreft (2015). Na
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kromatogramu v obmocju fagopirinov smo zasledili tri vrhove. Celotna vsebnost fagopirinov
je bila dolocena glede na vsebnost hipericina (Carl Roth, Nem¢ija) (Hinneburg in sod., 2005;
Ozbolt in sod., 2008), ker so njegove spektralne znacilnosti in struktura podobne fagopirinom,
katerega standardna referencna spojina ni na voljo.

2.5 Statisti¢na analiza

Statisti¢na analiza je bila opravljena s programom R (R Core Team, 2021; R razliCica 4.1.2
(2021-11-01)) z uporabo paketa po Lenth (2022). Znacilne razlike v vsebnosti fagopirinov v
semenih med prvim (2013) in drugim letom (2014) smo izvedli s Fisherjevim testom in

enosmerno analizo variance (ANOVA) ter Duncan-ovim testom veckratnih primerjav (p <
0,05).

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

Proucevanje vsebnosti fagopirinov v zrelih semenih tatarske ajde smo opravili, z namenom
ugotoviti morebitne razlike med slovenskimi in nepalskimi genotipi in kakSen vpliv imajo
okoljske razmere, predvsem klimatske na sintezo in nalaganje fagopirinov v semena. V ta
namen smo zasnovali dvoletni blo¢ni poskus z enakimi akcesijami in na isti lokaciji, da
izklju€imo vpliv razli¢nih talnih razmer. Analiza skupnih fagopirinov je pokazala statisti¢no
znacilne razlike v vsebnosti pri vseh akcesijah ne glede na izvor med prvim in drugim
pridelovalnim letom (preglednica 1).

Preglednica 1: Razmerje vsebnosti skupnih fagopirinov pg g s.s. semen v prvem in drugem letu pridelave 18
akcesij tatarske ajde

Primerjava Oznaka  Razmerje Znacilne SE SP p vrednost
med leti  akcesije skupine

2/1 10S 10,09 1 0,96 108 1,95E-45
2/1 7S 6,82 2 0,65 108 2,66E-38
2/1 13S 5,32 3 0,51 108 2,73E-33
2/1 8S 4,54 4 0,43 108 6,53E-30
2/1 128 4,49 4 0,43 108 1,14E-29
2/1 3S 4,37 4 0,42 108 4,07E-29
2/1 28 4,28 4 0,41 108 1,18E-28
2/1 14S 3,80 5 0,36 108 5,60E-26
2/1 118 3,77 5 0,36 108 8,96E-26
2/1 158 3,74 5 0,36 108 1,35E-25
2/1 9S 3,25 6 0,31 108 2,32E-22
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2/1 3N 3,05 7 0,29 108 7,36E-21

2/1 IN 2,91 8 0,28 108 9,05E-20
2/1 5S 2,74 9 0,26 108 2,71E-18
2/1 2N 2,40 10 0,23 108 3,59E-15
2/1 IS 2,12 11 0,20 108 2,69E-12
2/1 6S 2,03 11 0,19 108 2,77E-11
2/1 4S 1,23 12 0,12 108 0,033720

V prvem letu (2013) smo v semenih akcesij v povprecju dolocili znacilno (p < 0,05) manj
fagopirinov od 6,39 pg g s.s. semen (akcesija 3N) do 23,73 (akcesija 4S), v primerjavi z
vrednostmi v drugem letu (2014) od 19,5 nug g ! s.s. semen (akcesija 3N) do 104,99 (akcesija
10S). Razmerje vsebnosti fagopirinov v prvem in drugem letu je bilo med
1,23 + 0,12 pg g! s.s. semen (akcesija 4S) in 10,09 + 0,96 (akcesija 10S). Ostalih 10
skupin, ki so se med seboj znacilno razlikovale je vkljuevalo od 1 do 3 akcesije v posamezni
skupini (preglednica 1). Avtorji Stojilkovski in sod. (2013) navajajo najvisje vsebnosti
fagopirinov v cvetovih F. cymosum 20,7 mg/g, manj 4,83 mg/g v cvetovih in 0,322-2,3 mg/g
v listih navadne ajde.

Ker smo akcesije v obeh letih gojili v enakih talnih razmerah in dolo¢ili znacilne razlike v
vsebnosti fagopirinov med leti, lahko ve¢ji del v izraZzanju te lastnosti, poleg genotipa
pripiSemo trenutnim vremenskim razmeram. Te so bile v drugem letu pridelovanja, glede
prisotne znacilno vecje koli¢ine fagopirinov, ugodnejSe za sintezo in nalaganje v semena
(preglednica 1). Z namenom proucitve okoljskih vpliv na koli¢ino prisotnih fagopirinov v
semenih, smo v rastni dobi ajde, od sredine julija do druge dekade oktobra, ko je bila ajda
poZeta, spremljali tri vremenske dejavnike: dnevne temperature, padavine in son¢no obsevanje
za Ljubljano (ARSO, 2013 in 2014). V letu 2014 je v omenjenem obdobju padlo povprecno za
321 mm ve¢ padavin v primerjavi z letom 2013, ki je bilo za 5,2 °C toplejSe. V prvih treh
mesecih rastnega obdobja (julij, avgust in september) je bilo v letu 2013 za 266,6 ur vec
son¢nega obsevanja in v zadnji fazi dozorevanja semen oktobra 2014 pa za 56,7 ure vec kot v
letu 2013. Navedeni podatki nakazujejo, da ne glede na izvor genotipa (slovenski/nepalski) je
bilo leto 2014 ugodnejse za sintezo in nalaganje fagopirinov v semena. Avtorji Joshi in sod.
(2020); Stojilkovski in sod. (2013); Kreft in sod. (2013); Kim in sod. (2021) navajajo, da so
protofagopirini kot predhodniki fagopirinov prisotni ze takoj po kalitvi v mladih kalicah, koliko
se jih bo pretvorilo v fagopirine je odvisno od svetlobe. V fazi dozorevanja semen v oktobru
2014 je bilo za 56,7 ure ve¢ son¢nega obsevanja v primerjavi z enakim obdobjem v letu 2013,
kar je verjetno tudi vplivalo na znacilno vecje vsebnosti skupnih in posameznih fagopirinov v
letu 2014 (preglednici 1 in 2).

Pri vseh akcesijah, tako slovenskih kot nepalskih smo s HPLC analizo v spektralnem obmocju
fagopirinov zasledili tri vrhove, ki smo jih glede na retencijski ¢as pojavljanja dolocili kot
fagopirin E, F in X4 — delovno poimenovanje. O Sestih oblikah fagopirinov od A do F porocajo
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avtorji Kocevar Glava¢ in sod. (2017) ter Joshi in sod. (2020), ki so jih dolocili v listih in
socvetjih navadne in tatarske ajde ter F. cymosum.

Preglednica 2: NajmanjSe in najvecje izmerjene vrednosti treh oblik fagopirinov E, F in X4 v semenih 18 akcesij
tatarske ajde v dveh zaporednih letih pridelave

vsebnost fagopirinov

Leto E F X4
min max min max min max
2013 pg g‘1 S.S. semen 0,01 1,03 3,55 20,51 1,36 5,75
oznaka akcesije 11S 4S 3N 9S 3N 2N

2014 pgg'ls.s. semen 0,44 3,56 14,24 94,67 3,46 15,34
oznaka akcesije 6S 10S 3N 10S 6S 10S

V semenih vseh proucevanih akcesij tatarske ajde smo dolocili tri oblike fagopirinov, ki so se
v koncentracijah znacilno (p < 0,05) med seboj razlikovale. Najvec¢ je bilo fagopirina F od
3,55 pug g! s.s. semen (akcesija 3N) do 94,67 (akcesija 108), sledila mu je oblika X4 od
1,36 ug ¢! s.s. semen (akcesija 3N) do 15,34 (akcesija 10S) in najmanj je bilo fagopirina E
od 0,01 pg g! s.s. semen (akcesija 11S) do 3,56 (akcesija 10S). V letu 2014 je vsebovala
akcesija 10S najve¢ vseh treh oblik fagopirinov (F = 94.67 ng g! s.s. semen, X4 = 1534
inE = 3,56), medtem ko je imela akcesija 6S najmanjso vsebnost X4 (3,46 pg g ' s.s.semen)
in E (0,44 pg g! s.s. semen). Akcesija 3N je imela v obeh pridelovalnih letih najmanj
fagopirina F. V letu 2013 samo 3,55 pg g ! s.s. semen in v letu 2014 znacilno ved
1424 pg g! s.s. semen ter v letu 2013 je vsebovala znadilno najmanj fagopirina X4
(1,36 ug g' s.s. semen) (preglednica 2).

4 SKLEPI

Znacilne razlike v vsebnosti fagopirinov med proucevanimi akcesijami tatarske ajde
nakazujejo, da je prisotnost fagopirinov v semenih, lastnost povezana z genotipom, na katero
ima velik vpliv okolje.

S potrjenimi znacilnimi razlikami, v vsebnosti fagopirinov pri vseh akcesijah v obeh
pridelovalnih letih lahko potrdimo, da ima okolje, predvsem klimatski dejavniki vecji vpliv na
vsebnost fagopirinov v primerjavi z genotipom, saj so vse akcesije nalozile v prvem letu
znacilno manj fagopirina kot v drugem letu. V obeh pridelovalnih letih smo v poskus vkljucili
enake genotipe na isto povrsino in razlike med leti so bile samo v klimatskih dejavnikih.

Trije klimatski dejavniki: temperatura, vlaga in son¢no obsevanje imajo klju¢no vlogo pri
sintezi fagopirinov. Temperatura in vlaga sta pomembni v obdobju oblikovanja in
napolnjevanja semen s protofagopirini ter son¢no obsevanje v zadnjem obdobju zorenja, pri
pretvorbi protofagopirinov v fagopirine, kjer ima svetloba pomembno vlogo.

V semenih tatarske ajde smo dolo¢ili samo tri oblike fagopirinov, medtem ko avtoriji Kocevar
Glavac in sod. (2017) ter Joshi in sod. (2020) porocajo o Sestih oblikah v socvetjih in listih
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navadne in tatarske ajde ter F. cymosum. Prisotnost razli¢nih oblik fagopirinov je tkivno
pogojena lastnost 0z. vezana na razli¢ne organe.
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Validation of CRISPR/Cas9-mediated T cell receptor knockout in the Jurkat cell line

Abstract: Chimeric antigen receptors (CARs) are synthetic receptors that endow T cells with
the designed specificity and function. Based on unprecedented clinical results, CAR-T cell
therapy is now FDA-approved cancer immunotherapy for certain types of leukemia and
lymphoma. Currently, clinically used CAR-T cells are generated via lentiviral or retroviral
transduction of T cells, posing certain risks due to the semi-random integration of the genes.
CRISPR/Cas genome editing approaches opened the innovative opportunities for targeted
genome integration of desired genetic elements using viral or non-viral donor template DNA.
Applications of these platforms, such as knocking-out the endogenous T cell receptor (TCR)
or targeted integration of the CAR molecule via homology-directed repair (HDR) method,
contribute to the production of a more homogenous and therefore safer cellular products. Here,
we evaluate the efficiency of CRISPR/Cas9-mediated knockout (KO) of the endogenous TCR
in the Jurkat cell line using ribonucleoprotein (RNP) electroporation with the different settings
and sgRNAs. The results show that different voltage (V) settings and electroporation times
(ms) did not affect cell viability, which was high throughout the experiment. KO efficiency
was high in different experimental settings, including when using sgRNA designed with the
CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/) web tool.

Key words: CAR-T cells; immunotherapy; CRISPR/Cas9; gene knockout; TCR; TRAC locus;
Jurkat; electroporation

Ovrednotenje CRISPR/Cas9 posredovanega izbitja T celi¢nega receptorja v Jurkat
celicni liniji

Izvlecek: Himerni antigenski receptorji (CAR) so sinteti¢ni receptorji, ki dajejo celicam T
nacrtovano specificnost in funkcijo. Na podlagi klini¢nih rezultatov je bila terapija s celicami
CAR-T odobrena s strani FDA kot imunoterapija za nekatere vrste krvnih rakov. Trenutno se
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klini¢no uporabljene celice CAR-T ustvarijo z lentivirusno ali retrovirusno transdukcijo celic
T, kar predstavlja dolocena tveganja zaradi delno nakljucne integracije genov. Pristopi urejanja
genoma s CRISPR/Cas so odprli inovativne priloznosti za ciljno integracijo zelenih genetskih
elementov v genom z uporabo virusne ali nevirusne donorske DNK. Aplikacije te platforme,
kot je izbitje endogenega T celi¢nega receptorja (TCR) ali ciljna integracija molekule CAR z
metodo »homology direct repair« (HDR), prispevajo k pripravi bolj homogenega in zato
varnejSega celicnega produkta. V tem delu testiramo ucinkovitost s CRISPR/Cas9
posredovanega izbitja (KO) endogenega TCR v celi¢ni liniji Jurkat z uporabo elektroporacije
ribonukleoproteinov (RNP) z razli¢nimi nastavitvami in sgRNA. Rezultati kazejo, da razli¢ne
nastavitve napetosti (V) in cCasi elektroporacije (ms) niso vplivale na sposobnost prezivetja
celic, ki je bila tekom celotnega poskusa visoka. Ucinkovitost izbitja je bila visoka pri razli¢nih
poskusnih pogojih vklju¢no pri uporabi sgRNA, zasnovane s spletnim orodjem CHOPCHOP
(https://chopchop.cbu.uib.no/).

Kljucne besede: Celice CAR-T; imunoterapija; CRISPR/Cas9; izbitje gena; TCR; TRAC
lokus; Jurkat; elektroporacija

1 INTRODUCTION

Chimeric antigen receptor (CAR) T cell therapy is a clinically approved cancer immunotherapy
that combines tumor-associated antigen binding domain with the killing mechanism of T cells
(Smole, 2022; Chen et al., 2019). CARs are synthetic receptors that endow T cells with the
designed specificity and function (June and Sadelain, 2018). CAR-T cell therapy was first
approved by the US Food and Drug Administration (FDA) in 2017 for patients with certain
types of relapsed or refractory leukemia or lymphoma (Larson and Maus, 2021). Treatment
with CAR-T cells includes a collection of patients’ peripheral blood, ex vivo genetic
modification and expansion of T cells, and re-administration of the CAR-T cell product back
into the patient intravenously (Johnson and June, 2017).

Currently, clinically approved CAR-T cells are produced via lentiviral or retroviral
transduction of T cells. This is characterized by a semi-random integration of the gene and thus
poses certain risks (Smole, 2022; Kotowski and Sharma, 2020). In an attempt to improve the
safety and efficacy of CAR-T cells and optimize the process of manufacturing, innovative
genome editing technologies, most notably CRISPR/Cas-mediated targeted genome
integration using viral or non-viral donor template DNA are being developed (Niissing et al.,
2020; Huang et al., 2019). In this approach, CAR is integrated in the T cell receptor (TCR) a
constant (TRAC) locus via homology-directed repair (HDR) method with viral (adeno-
associated virus; AAV) (Eyquem et al., 2017) or non-viral double-stranded DNA (dsDNA) as
a donor template (Oh et al., 2022; Zhang et al., 2022; Rafiq et al., 2020; Liu et al., 2019). Such
integration of CAR into a TRAC locus showed uniform CAR expression in human peripheral
blood T cells, enhanced T cell potency in a mouse model of acute lymphoblastic leukemia
(ALL), effective internalization and re-expression of the CAR following single or repeated
exposure to antigen and delayed effector T cell differentiation and exhaustion (Eyquem et al.,
2017). In addition to the simultaneous knock-in of a CAR and knockout of the endogenous
TCR, the latter is a further improvement in the development of CAR-T cells. TCR KO prior to
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the introduction of the CAR molecule to the T cells reduces alloreactivity and contributes to
the production of a more homogenous, and therefore safer, cellular product (Bashor et al., 2022;
Stenger et al., 2020; Ren et al., 2017).

The efficiency of CRISPR/Cas9 KO of the endogenous TCR in Jurkat cell line using the
different NEPA21 electroporator settings as well as different sgRNAs is evaluated in this
article. Jurkat cell line is an immortalized T lymphocyte cell line that was isolated in 1977 from
the blood of a fourteen-year-old boy with acute lymphoblastic leukemia (Schneider et al.,
1977). Since then, Jurkat cell line has been widely used as an in vitro model for studying T-
cell biology, most notably, the TCR signaling and molecular events in the HIV infection life
cycle (Gioia et al., 2018; Montano, 2014; Abraham and Weiss, 2004).

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Cell line

Jurkat, an immortalized human T lymphocyte suspension cell line used for this study, was a
gift from prof. dr. Mojca Narat from the Biotechnical Faculty, University of Ljubljana. Cells
were thawed and cultured in a complete medium comprising of RPMI 1640 GlutaMAX
(Invitrogen) supplemented with 10 % FBS (Gibco), 100 U/mL Penicillin-Streptomycin
(Gibco), and 0.05 mM 2-mercaptoethanol (Gibco), for one week prior to electroporation. Cells
were cultured in T75 flasks, sub-cultured every 2-3 days with the addition of the fresh medium
and maintained at the density of 0.2-1 x 10° cells/ml. Cultures were incubated at 37 °C with
5% COz in air atmosphere. Cell counts were performed using LUNA™ Automated Cell
Counter.

2.2 Designing sgRNA for CRISPR/Cas9 KO

TCR a chain encoded by single TRAC gene and TCR f chain encoded by two TCRB genes are
both essential to the assembly and membrane translocation of the TCR complex (Osborn et al.,
2016; Huppa & Ploegh, 1997), and disruption of these genes has proven the feasible approach
to the elimination of TCR expression (Osborn et al., 2016). TRAC gene sequence, including
exons and introns, was obtained from Ensembl (https://www.ensembl.org/index.html) genome
browser (Chromosome 14: 22,547,506-22,552,156, forward strand) in FASTA format and
imported into Benchling (https://www.benchling.com/), a cloud-based platform for
biotechnology research and development, which was used for exons annotation. For the design
of the gRNA, web tool CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/) (Labun et al., 2021;
Montague et al., 2014) was used. gRNA positioned on the negative strand of the exon 1 with
the predicted efficiency of 58.70 % and a low mismatch score (MMO and MM1 scored 0, MM2
scored 1, and MM3 scored 4) and accompanied with the appropriate protospacer adjacent motif
(PAM) sequence was chosen for this experiment. Knockout was also performed with the
reference, previously validated sgRNA targeting TRAC (Smole et al., 2022; Stadtmauer et al.,
2020). Both gRNAs were copied onto the annotated sequence of the TRAC gene in Benchling
to check for any potential discrepancies in the gene sequences amongst different browsers and
online tools. Finally, gRNAs were ordered from Synthego in a form of single guide RNA
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(sgRNAs) that are used for CRISPR/Cas9 gene editing. 100 uM sgRNAs were prepared
according to Synthegos’ protocol by resuspension in 1X TE buffer.

2.3 CRISPR/Cas9 KO of TRAC in Jurkat cell line

Two separate electroporation experiments were performed, one for testing the effects of two
different electroporation conditions, 275 V for 1 ms and 175 V for 3 ms, on the cell viability
and KO efficiency and the other for testing the adequacy of web tool CHOPCHOP for
designing the efficient sgRNAs.

Prior to electroporation Jurkat cells were prepared for electroporation by centrifugation (900
rpm, 10 min) and resuspension in OptiMEM (Gibco) twice to wash away medium with FBS
that was used for cell culture. Cells were once again counted, centrifuged, and resuspended in
OptiMEM to reach the concentration of 1 X 107 cells/ml. Immediately before transfection, RNP
complexes were prepared as described in the protocol by Oh et al. (2019) by mixing 150 pmol
(3 pl) of sgRNA with 60 pmol (2 pl) of Cas9 protein per transfection in RNAse free tubes
following the 10 min incubation at room temperature (RT). Simultaneously, 5 ul of OptiMEM
in an RNAse free tube was prepared for each non-transfected and non-electroporated control.
95 pl of cells (approx. 1 X 10° cells) were added to RNP complexes or OptiMEM and incubated
for 2 minutes while electroporation cuvettes were labelled.

Electroporation was performed with NEPA21 electroporator (NepaGene). For electroporation,
100 pl of the sample was added to each electroporation cuvette. Before electroporating, the
samples’ impedance was measured and adjusted to be between 30-55 Q. Samples were
electroporated one by one, and measured values on the NEPA screen were recorded. After
electroporation, samples were transferred from the cuvettes into the 12-well plate with warm
R10e medium using the included disposable pipette and by mixing well to break the cell clumps
that formed as a side effect of the electroporation. All subsequent cell culturing was performed
in the R10e medium comprising of RPMI 1640 GlutaMAX (Invitrogen) supplemented with 10
% FBS (Gibco), 100 U/mL Penicillin-Streptomycin (Gibco), 0.05 mM 2-mercaptoethanol
(Gibco) and 1 mM of sodium pyruvate (Invitrogen), MEM NEAA (Invitrogen) and HEPES
(Gibco).

2.4 Subsequent sample analyses

In both experiments, electroporated cells were counted every 2-3 days for the next 10 days on
the automated cell counter. The knockout efficiency was determined by flow cytometry
through the expression of CD3 protein as a surrogate marker. The specificity of the CD3
antigen for T cells and its appearance at all stages of T cell development makes it a suitable
surrogate marker for TCRa assembly and membrane translocation (Smole et al., 2022; Bio-
Rad, n.d.). Samples for flow cytometry were taken on day 2 and day 9 post-electroporation
(which was day 0). Samples were spun down and washed with DPBS prior to staining with
Zombie Aqua viability dye (Biolegend, Cat# 423101). After 20 minutes of incubation at RT,
staining was inactivated with the addition of FACS buffer prepared by mixing DPBS with 0,5%
BSA (Miltenyi Biotec). Samples were once again spun down and resuspended in an antibody
cocktail, staining for surface markers, including anti-human CD3 Antibody (Biolegend, Cat#
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317341). Samples were incubated for 20 minutes at 4 °C following 2 rounds of centrifugation
and final resuspension of cells in 200 pl of FACS buffer. Flow cytometry was performed using
the MACSQuant® benchtop flow cytometer (Miltenyi Biotec). Flow cytometry data analysis
was performed using the FlowJo™ Software (v10.8.1) (https://www.flowjo.com/).

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 The different electroporation conditions had no effect on cell viability or KO efficiency

The two different electroporation conditions tested showed no substantial differences in cell
viability or KO efficiency. Electroporation of cells with (samples 1 and 2) or without (samples
1C and 2C) the presence of RNP complexes and electroporated either with 275 V for 1 ms
(samples 1 and 1C) or 175 V for 3 ms (samples 2 and 2C) resulted in high viability on day 9
post electroporation and comparable cell density and average cell size to the non-electroporated
control (Table 1).

Table 1: Cell count on day 9 after electroporation showing cell concentration (cells/ml), viability (%), and average
cell size (um) at different electroporation conditions; each condition was tested only once. Abbreviations: E- Ctrl
— no-electroporation control, ¢ — concentration, Via — viability, Avg — average.

Sample  c [cells/ml] Via[%] Avgsize [um] Electroporation setting RNP complex
present

1 1.02x10°  96.7 10.3 275 V/1 ms Yes
1C 1.01x10° 949 10.6 275 V/1 ms No
2 0.86x10°  97.6 10.4 175 V/3 ms Yes
2C 1.08x10° 98.3 10.8 175 V/3 ms No
E Ctrl 0.97x10° 96.9 10.5 Not electroporated No

Flow cytometry analysis showed comparable KO efficiencies between the two electroporation
conditions in samples that were incubated with the RNP complexes. KO efficiency of TCR in
cells that were incubated with Cas9 and sgRNA and electroporated either with 275 V for 1 ms
or 175 V for 3 ms was high (data not shown).

3.2 sgRNA designed with the web tool CHOPCHOP showed high KO efficiency

We first analyzed Jurkat cell line for the CD3 expression in a non-electroporated control sample
and a sample electroporated only with the presence of Cas9 endonuclease. Results showed that
approximately 61-65 % of Jurkat cells were positive for CD3 marker (CD3" population). By
day 9 of the experiment, the KO efficiency in samples incubated and electroporated either with
the reference (Smole et al., 2022; Stadtmauer et al., 2020) or newly designed sgRNA was
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evaluated as the reduction of CD3" population compared to the controls. Electroporation of
sample with reference sgRNA reduced the CD3" population to approximately 8 %, and
electroporation of the sample with the newly designed sgRNA resulted in approximately 3 %
of Jurkat cells being positive for the CD3 marker (Figure 1). Taken together, the flow cytometry
analysis showed that both reference sgRNA and the sgRNA designed in this study with the
web tool CHOPCHOP were successful in knocking-out the endogenous TCR as demonstrated
by the reduction of CD3" population in Jurkat cell line. The results with the newly designed
sgRNA validate CHOPCHOP as a tool of choice in our research group when designing the
sgRNAs.

E/Cas9/sgRNA" E*/Cas9*/sgRNA" Reference sgRNA  Designed sgRNA

10”3 o

1
00

FSC-A :
>

CD3-APC-Cy7-A —>

Figure 1: Flow cytometry results showing knockout (KO) efficiency of the reference sgRNA and the sgRNA
designed with the web tool CHOPCHOP; samples were measured on day 9 of the experiment, and each condition
is represented by only one sample (no biological or technical replicates in this preliminary study). Abbreviations:
E - not electroporated, E* - electroporated, Cas9- - Cas9 not present, Cas9" - Cas9 present, sgRNA" - sgRNA not
present.

4 CONCLUSIONS

The efficiency of the CRISPR/Cas9 KO of the endogenous TCR in Jurat cell line using the
different NEPA21 electroporator settings as well as different sgRNAs was evaluated. We
established the protocol and electroporation settings that enabled the high viability of Jurkat
cells. Different electroporation settings that we chose to test based on a thorough investigation
of the NEPA21 electroporator operation procedures, including higher and lower voltage and
shorter and longer electroporation time, did not reduce the viability of the cells. The viability
of the cells was still high (> 95 %) at the end of the experiment, 9 days post electroporation, as
well as the KO efficiency evaluated as the reduction of the CD3" population of cells. The
CHOPCHOP tool enabled us to design the sgRNA for efficient KO of the endogenous TCR in
Jurkat cell line, comparable with the published reference sgRNA (Smole et al., 2022;
Stadtmauer et al., 2020). Due to the user-friendly interface of the CHOPCHOP tool as well as
the encouraging KO results, CHOPCHOP will be a preferred sgRNA designing tool in our
research group in future studies. We plan to further validate it across more experiments and
different genes and genomic loci. Note that all the results presented in this article are based on
the single sample for each condition tested and thus present only the preliminary data that will
be further evaluated in our ongoing studies of genome editing in T cells with multiple biological
and technical replicates for each condition as well as the appropriate statistical data analysis.
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Preventive and curative effects of salicylic and methyl-salicylic acid against Monilinia
laxa and the metabolic response of apple peel

Abstract: Curative (CUR) and preventive effects (PRE) of salicylic acid (SA) and methyl-
salicylic acid (MeSA) on the infection of apple fruits with Monilinia laxa (Aderhold &
Ruhland.) Honey ex Whetzel, the causal agent of brown rot, were investigated. CUR
application of SA and MeSA slowed the progression of theinfection. In contrast, PRE
application was generally unsuccessful. HPLC-MS system was used to analyze the content of
phenolic compounds in apple peels of healthy and boundary tissues. The boundary tissue of
untreated infected apple peel had up to 2.2-times higher content of total analyzed phenolic
compounds (TAPC) than in the control. Flavanols, hydroxycinnamic acids and
dihydrochalcones were also higher in the boundary tissue. During the CUR treatment with
salicylates, the ratio of TAPC between healthy and boundary tissue was lower (SA up to 1.2-
times higher and MeSA up to 1.4-times higher TAPC in boundary compared with those in
healthy tissue) although the content in healthy tissues also increased. The results confirm that
salicylates and M. laxa infection increase the content of phenolic compounds. CUR use of
salicylates has a greater potential than PRE use in infection control.

Key words: Monilinia laxa, brown rot, phenolic compounds, phenylpropanoid metabolic
pathway, salicylates, plant protection

Preventivni in kurativni uéinki salicilne in metil salicilne Kkisline proti glivi Monilinia laxa
ter metabolni odziv koZice jabolk

Izvle€ek: V studiji smo raziskovali kurativni (CUR) in preventivni (PRE) ucinek salicilne (SA)
in metil salicilne kisline (MeSA) na okuzbo jabolk z glivo Monilinia laxa (Aderhold &
Ruhland.) Honey ex Whetzel, ki je ena izmed povzrociteljic sadne gnilobe. Uporaba SA in
MeSA pri CUR je upocasnila napredovanje okuzbe. Nasprotno pa je bila uporaba PRE na
sploSno neuspesna. Za analizo vsebnosti fenolnih spojin v kozici jabolk v zdravem in robnem
tkivu okoli lezij smo uporabili sistem HPLC-MS. Robno tkivo netretirane okuzene koZice je
imelo do 2,2-krat ve¢jo vsebnost skupnih analiziranih fenolov (TAP) kot pri kontroli. V robnem
tkivu kozice okoli lezij je bila tudi vecja vsebnost flavanolov, hidroksicimetnih kislin in
dihidrohalkonov. Pri CUR tretiranju s salicilati je bilo razmerje vsebnosti TAP med zdravim
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in robnim tkivom manjSe (SA do 1,2-krat ve¢ in MeSA do 1,4-krat ve¢ TAP v robnem v
primerjavi z zdravim tkivom) na racun povecane vsebnosti tudi v zdravem tkivu. Rezultati
potrjujejo, da salicilati in okuzba z glivo M. laxa povzrocijo povecano vsebnost fenolnih spojin
v kozici jabolk. Uporaba salicilatov pri CUR ima pri obvladovanju okuzb vecji potencial kot
PRE uporaba.

Klju¢ne besede: Monilinia laxa, sadna gniloba, fenolni profil, fenil propanoidna pot, salicilati,
varstvo rastlin

1 INTRODUCTION

Food production is facing the challenge of producing enough quality food in the face of climate
changes, the resistance of harmful organisms to chemical agents, and the desire of consumers
for healthy food, produced with the least possible phytopharmaceutical products, due to their
negative impact on human health and the environment (Babalar et al., 2007; Calzadilla et al.,
2013; Droby et al., 2009). New environmentally friendly approaches are needed to protect
plants from biotic and abiotic stress factors (Tyagi et al., 2022). One of the possibile alterantive
could be salicylic acid (SA) and its derivatives.

SA is a naturally occurring phenolic compound in plants (Raskin, 1992)that has an important
influence on plant development, physiological processes, and plant adaptations to stress
(Klessig & Malamy, 1994). It also contributes in the activation of plant defenses when attacked
by pests (Stella de Freitas et al., 2019) and can influence various fruit properties, such as colour,
weight, firmness, as well as the contents of vitamin C, sugars and other bioactive compounds
(Gacnik et al., 2021; Gacnik et al., 2021; Giménez et al., 2014; Wang et al., 2022). Activation
of the SA synthesis pathway is usually triggered by pest attack or pathogen infection, but can
also be stimulated by exogenous use of elicitors (Filgueiras et al., 2019). Exogenous use of SA
has been shown to be effective against several diseases, including anthracnose(Zainuri et al.,
2001), cherry brown rot (Yao & Tian, 2005), apple scab, brown leaf spot (Abbasi et al., 2019),
potato late blight (Halim et al., 2007), strawberry gray mold (Babalar et al., 2007) and apple
blue mold (da Rocha Neto et al., 2016).

There is a lack of studies investigating the effects of different uses of SA on pathogen infection.
Therefore, our objective was to investigate the effects of preventive (PRE) and curative use
(CUR) of SA and methyl-salicylic acid (MeSA) on infection of apples with the fungus
Monilinia laxa (Aderhold & Ruhland.) Honey ex Whetzel and the metabolic response of
infected and uninfected apple peel.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Plant material, pathogen preparation and experimental design

This study was performed on the apple cultivar 'Golden Delicious' at the Biotechnical Faculty
in Ljubljana. Before use, the apples were disinfected with 1% active chlorine solution for 2
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minutes, rinsed in sterille distilled water (SDW) and air dried. To prepare the spore suspension
of Monilinia laxa, spores were scraped from the surface of the previously infected fruit,
suspended in SDW and adjusted to the concentration 5x10° spores/ml. SA and MeSA were
acquired from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and dilluted in SDW to 2.5 mM
concentration. Disinfected apples were distributed in plastic boxes on wet cardboard bottoms
and divided among nine treatments — unINF _C (immersed in SDW and uninfected), unINF_SA
(immersed in SA and uninfected), unINF_MeSA (immersed in MeSA and uninfected),
PRE INF C (immersed in SDW and infected), PRE INF SA (immersed in SA and infected),
PRE INF MeSA (immersed in MeSA and infected), INF_ CUR_C (infected and immersed in
SDW after 24 h), INF_ CUR_SA (infected and immersed in SA after 24 h), INF CUR MeSA
(infected and immersed in MeSA after 24 h). There were three plastic boxes per treatment,
each contained 15 apples. To test PRE, apples were dipped in a 2.5 mM SA or MeSA for 30
min and then air dried for 2 h. Apples from all INF treatments were then infected through a
puncture wound with a standardized needle (3 mm deep x 1 mm wide), through which 20 pl
of a suspension of M. laxa spores were applied. Apples from all treatments were then incubated
for 24 h in a growth chamber at 20 °C and 100% humidity. After 24 hours of infection, apples
from CUR treatment were removed from the growth chamber and immersed in a 2.5 mM SA
or MeSA for 30 min. After drying, they were returned to the growth chamber, and apples from
all treatments were incubated for 18 days at 17 °C and 100% humidity.

The intensity of infection (measurement of the lesion diameter) was first assessed after 3 days
(D1). Based on the values of the lesion diameters, the average lesion growth rate (LGR;
mm/day) was estimated as follows: LGR = (Z(0t)/t), where 6 represents the average lesion
diameter at time “t”. Disease incidence (%) was calculated as the ratio between the number of
infected apples with characteristic symptoms of brown rot and the total number of apples. On
the sampling date D5, healthy tissue and the boundary section - a 1-2 mm narrow strip of
healthy tissue around the lesion- were removed from the apples and immediately shock-frozen
in liquid nitrogen and stored at —20 °C for further HPLC-MS (High-performance liquid
chromatography- Mass spectrometer) analysis.

2.2 HPLC-MS Analysis of Individual Phenolic Compounds in Apple Peel

For the analysis of phenolic compounds in healthy and boundary tissue, we weighed 2 g of
grounded apple peel and poured with 7 ml of 80 % methanol with 3% formic acid. Phenolic
compounds were extracted for 45 min in a cooled ultrasonic bath (4 °C). The extracts were
centrifuged (Eppendorf Centrifuge 5810 R) for 5 min at 10,000 rpm at 4 °C and filtered into
vials using a 0.20 um Chromafil AO-20/25 (Macherey-Nagel) polyamide filter. The
quantification of individual phenolics analysis was performed with an HPLC system (Thermo
Scientific; San Jose, CA, USA) as described by Gacnik et al. (2023). The identification of
phenolic compounds was performed with an LTQ XLTM Linear Ion Trap MS (Thermo
Scientific), as described by Gacnik et al. (2023). Calculation (mg/kg FW of apple peel) of
phenolic compound content in healthy and boundary tissue of apple peel was performed using
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calibration curves of external standards and peak areas of the corresponding phenolic
compound.

2.3 Statistical Analysis

R-commander statistical software (R Formation for Statistical Computing, Auckland, New
Zealand) was used to analyse the data. The effects of PRE and CUR use of the SA and MeSA
treatments on infection intensity, disease incidence and the content of phenolic compounds
were subjected to one-way analysis of variance (ANOVA). Significant differences among
treatments were calculated by multiple comparisons of means using the Tukey test (p < 0.05).

3 RESULTS AND DISCUSSION
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Figure 1: Curative (CUR) and preventive (PRE) treatments of apple fruits with 2.5 mM SA and MeSA solutions
and infection with M. laxa. A - severity (mm) on different sampling dates after infection (after 3 days (D1), 7 days
(D2), 10 days (D3), 14 days (D4) and 18 days (D5)), B - incidence (%) in symptomatic (sim) and asymptomatic
(asim) fruit, C- average lesion growth rate (LGR) in 18 days (mm/day). Data represent the average + standard
error. Different upper letters indicate significant differences between the treatments (Tukey test, p < 0.05).

The intensity of infection of apple fruit with the fungus M. laxa was measured by the diameter
of the lesion (Figure 1A). It increased in all treatments over the course of the sampling dates.
However, there were differences between the sampling dates of each treatment. With CUR
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application of 2.5 mM MeSA, the intensity of infection was significantly lower than in the
control or PRE treatments on all 18 days. The effect of SA at CUR was similar during the first
14 days (up to date D4) but decreased thereafter. PRE did not differ from the control. CUR was
most successful in controlling brown rot up to 3 days after infection (D1), with only 6.7% of
infected fruit (Figure 1B). 7 days (D2) after infection, incidence was already 86.7% (SA) and
73% (MeSA) and at 18 days after infection, CUR incidence was reduced by 13.3% (SA) and
20% (MeSA). Significant differences were observed between CUR and PRE treatments in
average lesion growth rate (LGR; Figure 1C). LGR on CUR fruit remained significantly
different from the other treatments. The better persistence of SA and MeSA in the tissues might
be the reason why CUR was more successful in slowing the progression of M. laxa infection
(Gacnik et al., 2021), since the content of SA and MeSA in the apple peel was high in the first
hours after dipping significantly lower after 24h. This probably means that the content of SA
and MeSA in the apple peel at the time of infection (24h after dipping) in PRE treatments was
too low to be protective against the pathogen.
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Figure 2: Heatmap of the content of all analyzed individual phenolic compounds (mg/kg FW) in uninfected
(unINF) and infected (INF) healthy (h) and boundary (b) tissue of apple peel around the lesion caused by the
fungus M. laxa, treated preventively (PRE) and curatively (CUR) with salicylic acid (SA) and methyl-salicylic
acid (MeSA). On the left side, a hierarchical diagram was obtained using the squared Euclidean distance and
Ward's method. Above the heatmap, results for total analyzed phenolic content (TAPC; mg/kg FW). C: control,
Q: quercetin, *: Sum of all derivatives. Bright green, lower content of individual phenolics; dark green, higher
content of individual phenolics.
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No difference in the diversity of individual phenolic compounds of the different tissues was
observed between the treatments (Figure 2), although the contents differed. As generally
shown, the highest content of individual phenolic compounds was found in SA and MeSA
treated boundary tissue of infected fruits, and consequently also of total analyzed phenolic
compounds (TAPC). The exception were the quercetin derivatives, which content was higher
in healthy tissue of infected and treated fruits. The response of apples to infection was strongest
in the boundary tissue, with an increase in flavanols (FLA) and dihydrochalcones (DHC), since
in all infected apples, their contents were higher in the boundary tissues around the lesion than
in healthy tissues. Untreated boundary tissues had a 3.4-fold (PRE) and 4.7-fold (CUR) higher
content of FLA than healthy tissues. In particular, the content of procyanidin and epicatechin
derivatives was markedly higher in the boundary tissue. These increased even morein
treatments with salicylates. In general, individual hydroxycinnamic acids (HCA) responded
similarly to treatments with SA or MeSA and to infection with M. laxa, as well as total HCA.
Chlorogenic acid, the most abundant compoud of this group, was up to 6.6-fold higher
(INF_CUR_C) in boundary tissue of infected apple peel compared to healthy tissue. Increased
content of chlorogenic acid have already been associated with a reduction in the fruit
susceptibility to brown rot (Lee & Bostock, 2007; Obi et al., 2020; Villarino et al., 2011. The
difference in TAPC content between healthy and boundary tissue of treated infected fruits
decreased at the expense of an increase in the content of phenols in healthy treated tissue. This
was especially clear with curatively used SA (1.2 times higher TAPC in the border tissue) and
MeSA (1.4 times higher TAPC in the border tissue). TAPC also increased significantly in
boundary tissue of infected fruits, especially in the SA and MeSA treatments, regardless of the
type of use. It has been suggested that SA inhibits catalase activity, which leads to increased
H>0: levels that induce gene expression of PAL (Desikan et al., 1998) and synthesis of phenolic
compounds (Dorey et al., 1997).

4 CONCLUSIONS

CUR use of 2.5 mM SA and MeSA slowed the progression of brown rot infection. On the other
hand, PRE showed no significant differences with the control. This could be due to the low
persistence of SA and MeSA in apple peel after treatment. Analysis of phenolic compound
content by HPLC-MS revealed only phytoanticipins, which in most cases increased with
infection in the boundary tissue around the peel, with the exception of flavonols (FLO), whose
content was the highest in the healthy tissue of the infected fruit. On the other hand, FLA, HCA
and DHC were higher in the boundary tissue, and the difference in the content of the
compounds between healthy and boundary tissue was greater. We hypothesize that DHC and
FLA elicited a stronger response to infection and treatments with SA and MeSA. The use of
salicylates decisively increased the content of FLA, HCA and DHC in the boundary tissue
around the lesion, whereas in healthy peel tissue only CUR treatments affected the content of
FLO, FLA, HCA and TAP in infected fruit.
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Abstract: Strawberry flavour is determined by the sugar and organic acid content, but also by
the volatile compounds, which may affect the overall liking and sweetness perception of the
consumers. However, the content of volatile compounds is affected by different factors
including environmental ones, such as temperature or sunshine duration. This study focused on
the effect of these factors on the content of important strawberry aroma markers in the
everbearing strawberry 'Capri' over one harvest period. The aroma compounds were extracted
by simultaneous distillation and analysed by GC-MS using 17 aroma markers. The results show
that the synthesis of some of the more complex aroma markers such as trans-nerolidol, f-
ionone and y-dodecalactone is higher at lower temperatures and shorter sunshine duration,
while the synthesis of hexanal, methyl butyrate and mesifurane increased with higher
temperatures and longer sunshine duration. The total content of aroma compounds was highest
at the end of the harvest period in October, which can be identified as the optimal harvest point
when it comes to aroma.

Key words: Fragaria * ananassa; strawberry; aroma; harvest time; volatile; GC-MS;
environmental variation

Spreminjanje arome plodov veckrat rodnega Zlahtnega jagodnjaka sorte 'Capri' med
obiranjem

Izvlecek: Okus jagod, poleg vsebnosti sladkorjev in organskih kislin, doloca prisotnost hlapnih
spojin, ki vplivajo na skladnost okusa in splosno sprejemljivost pri potrosnikih. Na koli¢ino
hlapnih spojin vplivajo razli¢ni dejavniki, vklju¢no z okoljskimi dejavniki, kot sta temperatura
in osvetlitev. V tej raziskavi smo se osredotocili na ucinek teh dveh dejavnikov na vsebnost
tipicnih snovi, ki dolo¢ajo aromo plodov veckrat rodne sorte 'Capri' v razli¢nih terminih
obiranja. Za dolo¢anje hlapnih snovi smo uporabili metodo destilacije s so¢asno ekstrakcijo in
s sistemom plinske kromatografije (GC-MS) dolocili 17 znacilnih hlapnih snovi jagode.
Rezultati kazejo, da je sinteza nekaterih kompleksnejSih komponent arome jagode, kot so
trans-nerolidol, f-ionon in y-dodekalakton, vecja pri nizjih temperaturah in krajSem trajanju
soncnega obsevanja, medtem ko se sinteza heksanala, metil butirata in mezifurana poveca pri
vi§jih temperaturah in daljSem obdobju son¢nega obsevanja. Skupna koli¢ina hlapnih snovi je
bila najvecja v zadnjih terminih obiranja v oktobru, ki so najprimernjsi z vidika arome.

Kljucne besede: (Fragaria * ananassa; jagoda; aroma; ¢as obiranja; hlapne snovi; GC-MS;
okoljski dejavniki)
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1 INTRODUCTION

Strawberries are one of the most popular red berry fruits. This can be attributed to their
characteristic flavour, which depends on the sugar/acid ratio of the fruit, but also their aroma
profile (Kader, 1991; Ulrich et al., 2018). The aroma of strawberries is determined by the
content of volatile compounds, and over 360 such compounds have been identified in cultivated
and wild strawberries (Fan et al., 2021). These compounds can significantly modify the taste
perception even though they account for only 0.001-0.01% of the fruit weight (Yan et al.,
2018). Different types of volatile compounds can be found in strawberries, including esters,
furans, terpenoids, aldehydes, alcohols, ketones, acids, lactones, sulphur compounds, and
acetals (Pérez & Sanz, 2010).

The strawberry fruit quality, including the aroma, can be influenced by a number of factors,
such as the cultivar, environmental conditions, and the ripening stage (Cozzolino et al., 2021;
Pérez et al., 1996; Ulrich & Olbricht, 2016). It has been previously reported that strawberries
exhibit differences in volatile compounds content between harvest years, and it depends on the
specific cultivar how stable that content is (Olbricht et al., 2011). Even though the effect of
environmental factors on fruit quality is well known in strawberries, it is not so well studied
when it comes to their aroma profile. The temperature and light intensity during postharvest
storage have been reported to have an influence on aroma (Fu et al., 2017; Li et al., 2021;
Miszczak et al., 1995; Pérez et al., 1996), but no studies have been performed to study the
influence of these factors during the harvest season. Furthermore, since there is an increasing
demand for strawberries throughout the whole year, the importance of everbearing cultivars
has also increased (Mezzetti et al., 2018).

Therefore, the purpose of this work was to describe the changes in the content of important
aroma markers in an everbearing cultivar 'Capri'throughout the harvest season. Additionally,
the relation between the environmental factors (temperature, relative humidity, and sunshine
duration) was assessed in order to determine the optimal harvest and growing conditions during
the production season for the selected cultivar to improve fruit aroma.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Plant material

The experiment was carried out in Pesje, southeast Slovenia (latitude 45°56°26°° N, longitude
15°33°11”” E), in an open field with an integrated production system equipped with a drip
irrigation system. The selected cultivar was planted in autumn 2020. The strawberry cultivar
'Capri'was chosen because it is a commonly grown everbearing cultivar in Slovenia, provides
a high yield and has a good disease resistance. Strawberry fruit was collected between the end
of June and the end of October 2021 every second week, and a total of 10 harvests were
collected. Only fully ripe fruit was selected for this experiment. The samples were prepared by
pooling at least 15 strawberry fruits from the whole plot and the samples were stored at -80 °C
until further analysis.
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2.2 Environmental conditions

Temperature and relative humidity (RH) data were recorded hourly using sensors (Voltcraft
DL-121TH; Hirschau, Germany) in the fields. Data on sunshine duration were obtained from
Slovenian Environment Agency (ARSO) at the meteorological station in Novo mesto.

24  Aroma analysis

Analysis of aroma compounds followed the standard method for determination of aroma
compounds in foods BVL L 00.00-106:2006-12 (2006) with minor modifications.

Prior to the analysis, the sample was ground in an IKA A11 basic grinder (IKA-Werke, Staufen,
Germany) at low temperature using liquid nitrogen. The simultaneous distillation extraction
was done from 30 g of sample with the addition of qualitative and quantitative standards, and
pH was adjusted to neutral values (pH 6-7) before distillation. As extraction solvent, 10 g of a
mix of diethyl ether and pentane (1:1) was used. The sample was distilled for 1 h 50 min.

The extracts were analysed within the same day using a GC system 8890 coupled with GC-MS
system 5977B (Agilent Technologies, USA) with column Rtx-VMS 30 m x 0.25 mm ID x 1.4
um film thickness (Restek, USA) and using H> as carrier gas at a constant flow of 1.6 ml/min.
The injection volume was 2 pl, and the inlet temperature was 220 °C. The initial oven
temperature was programmed at 35 °C for 1 min, and then the temperature programme was as
follows: increase to 110 °C at 10 °C/min, increase to 150 °C at 50 °C/min, increase to 260 °C
at 15 °C/min and hold at final temperature for 3 min. Mass spectrometric data were collected
by scanning m/z within the range of defined quantification and qualification ions of the selected
aroma markers. Based on the literature, 17 aroma markers were selected as these compounds
are specific for strawberry aroma and significantly affect the aroma perception of the fruit.
Calibration curves were constructed for each marker compound using a linear regression model
going through 0 (R? > 0.99). The content of these markers in samples was calculated
accordingly, and a correction factor based on the recovery rate of the quantitative standard was
applied. The obtained recovery rate of the standard was higher than 80%. The analysis was
done in triplicates.

2.3 Statistical analysis

The data were statistically analysed in R, version x64 4.1.2, using the Remdr graphical interface
package, version 2.8-0. The data were expressed as means + standard error. To determine the
correlations of the content with environmental conditions (temperature, relative humidity and
sunshine duration), the Pearson correlation test was applied, and a significant correlation was
considered at p <0.05. For the correlation, the average value of each variable 7 days before the
collection of the fruit was considered.
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3 RESULTS AND DISCUSSION

Volatile compounds, together with sugars and organic acids, are the primary sensory elicitors
of taste and consequently influence the perception of flavour in strawberries (Schwieterman et
al., 2014). As shown in Figure 1, there are significant differences in the content on aroma
markers between the harvest points. The total content of selected aroma markers was the
highest at the end of the harvest period. As reported by Simkova et al. (2023), the sugar/acid
ratio in this cultivar also increases at the end of the harvest period, which suggests that these
strawberries would be best perceived by consumers at that time. However, it is important to
look at the whole aroma profile as the individual aroma markers contribute to the sweetness
perception and overall liking by consumers differently (Fan et al., 2021; Schwieterman et al.,
2014). Our results show that the aroma profile of the studied strawberries changes over the
harvest period (Figure 2). While at the beginning of the harvest season the most abundant aroma
markers are furanes (in our case mesifurane), at the end of the harvest season the most abundant
group are lactones. This could be partly explained by the effect of the environmental factors on
the compounds.
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Figure 1 Total content of all aroma markers in compounds in strawberry cultivar 'Capri' and average
strawberry cultivar "Capri' at different harvest points sunshine duration 7 days before harvest point

As shown in Table 1, although the total content of the aroma markers shows no correlation
with the environmental factors, some of the individual aroma markers do. While hexanal,
methyl butyrate and mesifurane show a positive correlation with temperature, trans-nerolidol,
[S-ionone, y-dodecalactone, hexyl acetate, and ethyl butyrate show a negative correlation. The
strongest positive effect of temperature was observed for mesifurane, and the strongest negative
correlation was observed for y-dodecalactone. However, within the same group, all compounds
do not show the same trend. Among esters, a positive correlation with temperature and sunshine
duration was observed for methyl butyrate, but the opposite trend was observed for ethyl
butyrate. A similar effect of temperature on these compounds was reported in postharvest
storage (Miszczak et al., 1995) and was attributed to the specific effect of temperature on each
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biosynthetic pathway, as methyl-esters and ethyl-esters come from different precursors.
Overall, the content of esters showed a positive correlation with sunshine duration and a
negative correlation with relative humidity, which can be attributed to the effect of these factors
on the methyl-esters, as they are more abundant than other esters. Additionally, the content of
mesifurane increased with temperature and sunshine duration. A similar effect of temperature
has been reported in postharvest storage (Fu et al., 2017; Pérez et al., 1996) and it can be
attributed to the conversion of furaneol to mesifurane at high temperatures. A positive
correlation with temperature was also observed for hexanal and a positive effect of sunshine
duration was observed for both hexanal and trans-2-hexenal, which suggests that also the
biosynthesis of these compounds is affected by the environment.

However, among the terpenoids, trans-nerolidol content decreased with higher temperatures
and longer sunshine duration, which could be attributed to the effect of light on the regulation
of terpene synthesis, which has been previously reported in postharvest conditions (Fu et al.,
2017) and did not affect the linalool content, which is in an agreement with our results. The
same effect was observed for f-ionone, suggesting that temperature and sunshine duration also
effect biosynthesis of this compound. Furthermore, while y-dodecalactone shows a strong
negative correlation with temperature and sunshine duration, y-decalactone doesn’t show any.
However, out of these two lactones, y-dodecalactone was reported to contribute to the overall
liking of the fruit in consumer tests (Fan et al., 2021). These results suggest that the synthesis
of more complex molecules is inhibited by higher temperatures.

Table 1: Pearson correlation of selected aroma markers with environmental conditions (temperature, relative
humidity, sunshine duration) in strawberry cultivar 'Capri'

Pearson correlation

Aroma marker Sensory description temperature rel. humidity sunshine duration
alcohols
cis-3-hexenol grassy, green! ns ns ns
aldehydes
trans-2-hexenal green, fatty! ns ns 0.44
hexanal grass, tallow, fat? 0.77 -0.84 0.78
nonanal fat, citrus, green? ns ns ns
sum ns -0.45 0.57
esters
methyl butyrate fruity, ester-like, green! 0.43 -0.64 0.61
ethyl butyrate fruity, ester-like, sweet! -0.52 0.57 -0.49
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methyl hexanoate fruity, ester-like' ns -0.39 ns

methyl cinnamate strawberry? ns ns ns

benzyl acetate fresh, boiled vegetable? ns ns ns

hexyl acetate fruit, herb? -0.39 0.43 ns

sum ns -0.46 0.46
lactones

v-decalactone fruity, lactone-like, cocos' ns ns ns

y-dodecalactone  sweet, flower, fruit? -0.74 0.74 -0.68

sum -0.47 0.39 ns
ketons

f-ionone floral, crude, violet! -0.65 0.67 -0.68

2-pentanone thinner, acetone’ ns ns ns

sum ns ns ns
furanes

mesifurane fruity, caramel, green' 0.83 -0.76 0.49
terpenoids

linalool flowery, sweet! ns ns ns

trans-nerolidol wood, flower, wax? -0.63 0.67 -0.69

sum -0.62 0.66 -0.67
sum of all ns ns ns

Correlation listed when significant at p<0.05. Ns, not significant. References for sensory description: !(Ulrich et al., 1997);
2(Acree & Arn, n.d.); 3(Leonardou et al., 2021).

4 CONCLUSIONS

Our results suggest that the synthesis of volatile organic compounds is very specific for each
compound type, and the effect of harvest conditions needs to be assessed based on the
individual aroma profile and the volatile compounds present. While at higher temperatures and
longer sunshine duration the content of hexanal, methyl butyrate and mesifurane, which can be
considered more ‘green’ aroma notes, is higher, at lower temperatures and shorter sunshine
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duration, the content of trams-nerolidol, f-ionone, y-dodecalactone, and ethyl butyrate is
higher, which can contribute to a more ‘fruity’ and ‘floral’ aroma notes. In general, the total
content of aroma markers was highest at the end of the harvest which seems to be the optimal
harvest time when it comes to aroma.
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TEHNISKI SISTEMI V BIOTEHNIKI
Programska oprema SiaPy za enostavno segmentacijo spektralnih slik
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Programska oprema SiaPy za enostavno segmentacijo spektralnih slik

Izvleéek: Komercialna programska oprema je pogosto draga in zato vecini uporabnikov
nedostopna. Odprtokodna programska oprema lahko olajsa analizo, vendar je obicajno
uporabniku manj prijazna. Cilj te raziskave je bil razviti, preizkusiti ter izboljSati odprtokodno
programsko opremo SiaPy (Spectral imaging analysis for Python). Programsko opremo smo
ovrednotili na naboru hiperspektralnih podatkov, z eno sorto krompirja (Solanum tuberosum
L.) v kontrolnih in suSnih razmerah. Rezultati pilotnega primera potrjujejo ucinkovitost
uporabe SiaPy v poljedelstvu, zlasti v primerih, ko je treba obdelati vec¢je Stevilo spektralnih
slik. Poleg tega je lahko odli¢na zamenjava za komercialno programsko opremo, uporabljeno
za segmentacijo spektralnih slik.

Kljuéne besede: segmentacija slik, hiperspektralno snemanje, odprto kodna programska
oprema, Python

The SiaPy software for easy segmentation of spectral images.

Abstract: Commercial software is often too expensive and therefore inaccessible to most users.
Open source software can facilitate analysis, but is usually less user-friendly. The aim of this
research was to develop, test, and improve the open-source SiaPy software (Spectral imaging
analysis for Python). The software was evaluated on a hyperspectral dataset showing a variety
of potatoes (Solanum tuberosum L.) under control and drought conditions. The results of the
pilot study confirm the effectiveness of using SiaPy in agriculture, especially in cases where a
large number of hyperspectral images need to be processed. Additionally, it can be an excellent
alternative to commercial software used for hyperspectral image segmentation.

Key words: image segmentation, hyperspectral imaging, open-source software, Python
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1 UVOD

Hiperspektralno slikanje je tehnika daljinskega zaznavanja, pri kateri posnamemo sliko pri
razlicnih valovnih dolzinah in tako dobimo informacijo o spektralnih in prostorskih
znaclilnostih objekta (Lowe et al., 2017). V agronomiji in preciznem kmetijstvu se uporablja
kot neinvazivna metoda za odkrivanje razli¢nih stresorjev, ki vplivajo na zdravje rastlin.
Izpostavljenost stresu sprozi aktivacijo obrambnih mehanizmov v rastlini (Susi¢ et al., 2018).
Ti delujejo tako, da spremenijo biofizikalne in biokemi¢ne lastnosti rastlinskega tkiva, kar se
odraza tudi v spremembah spektralnih karakteristik (Martinelli et al., 2015; Thomas et al.,
2018). Hiperspektralne kamere zajemajo odbito svetlobo z visoko spektralno locljivostjo.
Hiperspektralna slika obicajno vkljucuje vec kot dvajset kanalov, pri ¢emer posamezen pripada
vnaprej dolo¢enemu spektralnemu pasu (Mahlein, 2016). Ti so enakomerno porazdeljeni po
svetlobnem spektru, ki ga senzor zajema (Moghimi et al., 2018). Velik izziv pri raziskavah, ki
vkljucujejo hiperspektralno slikanje, predstavlja proces obdelave slik in pridobivanje kon¢nih
rezultatov (Lapajne et al., 2022). Delo s hiperspektralnimi podatki sestavlja ve¢ korakov: (1)
zajemanje neobdelanih, surovih spektralnih slik, (2) pretvorba slik v energijsko sevnost
(radianco), (3) pretvorba v enote odbojnosti z uporabo referenc¢nih plosS¢ z znano odbojnostjo
(4) segmentacija in pridobivanje podatkov izbranih objektov, npr. posameznih rastlin, (5) izvoz
izbranih objektov v Zeleni izhodni format in (6) nadaljnji specifi¢ni koraki za dolo¢eno opravilo
(Rinnan et al., 2009). Koraka (3) in (4) je mogocCe tudi zamenjati, saj je treba vrednosti
odbojnosti referencne plosce izlus¢€iti in uporabiti za umerjanje vrednosti slikovnih pik celotne
slike. Za izvedbo katerega koli koraka med (3) in (6) je v splosni rabi programska oprema
ENVI (Exelis Visual Information Solutions, Boulder, Colorado), ki velja za industrijski
standard za obdelavo slik in analizo hiperspektralnih slik. Gre za kakovosten in uporabniku
prijazen program, primeren predvsem za tiste, ki niso ves¢i programiranja. Vendar pa ima
Stevilne pomanjkljivosti, med katerimi je ena glavnih tudi visoka cena za vzdrzevanje licence.
Poleg tega je program zelo splosen, za posebne namene je tako primernejSa uporaba drugih,
bolj specializiranih programov. V prispevku predstavljamo odprtokodno reSitev SiaPy
(Spectral imaging analysis for Python; Lapajne & Zibrat, 2022), programsko opremo za
obdelavo hiperspektralnih podatkov, prikaz in analizo. Uporablja prosto dostopne pakete
programskega jezika Python in je pakiran kot Docker slika, z enostavno ukazno vrstico.
Programska oprema Siapy lahko popolnoma nadomesti ENVI kot orodje za obdelavo
hiperspektralnih slik za kmetijske poskuse in je lahko celo boljSa reSitev za ponavljajoce se
korake segmentacije. Nas glavni cilj je bil uporabiti prvotno izdano razlicico (v0.1.0) SiaPy in
preveriti njeno ustreznost uporabe na lastnem hiperspektralnem naboru podatkov, na slikah
posameznih rastlin krompirja. Cilj je bil pridobiti spektralne podpise rastlin iz radiometricno
popravljenih slik. Postopek segmentacije je po podanih navodilih izvedla oseba brez
programerskih izkusenj. Med izvajanjem procesa smo vse vmesne rezultate shranjevali in jih
objektivno vrednotili ter primerjali z Zelenimi izidi.

2 MATERIAL IN METODE

Eksperiment v rastlinjaku smo izvedli na Kmetijskem institutu Slovenije (Ljubljana, Slovenija)
med aprilom do avgustom 2021. Izveden je bil v kontroliranih pogojih osvetlitve (14ur luc,
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10ur tema), temperature (od 15°C do 21 °C), ter vlaZnosti zraka (60% relativna vlaznost). 30
rastlin krompirja (Solanum tuberosum L.) sorte KIS Krka smo vzgojili iz gomoljev v 5-litrskih
lonc¢kih. 15 naklju¢no izbranih rastlin je bilo priblizno pet tednov po sajenju izpostavljenih
rezimu pomanjkanja vode, to je zalivanje do 50 % poljske kapacitete substrata. Vlaznost
substrata (vlaznost tal) smo spremljali s tenziometri (14.04.04 Jett Fill tensiometers,
Eijkelkamp, Giesbeek Nizozemska). Med eksperimentom smo matri¢ni potencial tal
vzdrzevali med -10 kPa in -25 kPa za dobro zalite rastline ter med -50 kPa in -70 kPa za rastline
s pomanjkanjem vode. Hiperspektralno slikanje je bilo izvedeno 21 dni po uvedbi rezima
pomanjkanja vode. Hiperspektralne slike so bile pridobljene v spektralnih obmoc¢jih VNIR
(visible and near-infrared; vidna do bliznje infrardeca svetloba) in SWIR (short-wave infrared;
kratkovalna infrardeca svetloba) z uporabo Hyspex (Norsk Elektro Optikk, Oslo, Norveska)
kamer VNIR-1600 (400-988 nm, 160 pasov, pasovna Sirina 3,6 nm). in SWIR-384 (950-2500
nm, 288 pasov, pasovna $irina 5,4 nm). Locljivost slik je bila 2700 x 1600 za VNIR in 696 x
384 za SWIR. Kamere so bile nameS¢ene na razdalji 3 m od rastlin krompirja skupaj s
kalibriranimi halogenskimi Zarnicami, slikanje smo izvedli v zatemnjenem prostoru. Naenkrat
smo posneli tri rastline krompirja in kalibrirano referen¢no plos¢o z 20 % odbojnostjo,
postavljeno na sintetiéno ozadje z nizko odbojnostjo (< 5 %). Slike smo radiometricno
kalibrirali s programsko opremo proizvajalca kamer Hyspex.

L >
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& ‘zg hiperspektralnih slik
22
P smininii ittt N T T 1
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Q2 % ! slike I i i ]
o = 1 I 1 set. Procesni parametri se |
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o= . 1 Selekcija [ P e———
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Slika 1: Zaporedje korakov analize z uporabo SiaPy programske opreme.

Celoten postopek za pridobivanje podatkov smo izvedli s programsko opremo SiaPy. Za prikaz
slik v RGB barvnem prostoru smo za VNIR uporabili 12., 41. in 55. (453 nm, 559 nm, 610
nm), ter za SWIR 20., 75. in 117. (1059 nm, 1260 nm, 1586 nm,) spektralne pasove.
Programska oprema SiaPy je samodejno prebrala izbrane pasove iz glave datoteke ustreznih
hiperspektralnih slik. Pri prvem koraku smo usmerili program na lokacijo shranjenih slik, saj
smo vse nadaljnje korake izvajali na njih. Nato je sledila priprava spremenljivk, ki je obvezen
korak pred procesom segmentacije. Pri obeh kamerah smo izvedli koregistriracijo, tj. opravili

88



smo geometrijsko transformacijo iz prostora VNIR v prostor SWIR in izbrali razli¢na podrocja
(posamezne rastline, referen¢na ploSca) na prvi sliki, to sta koraka 2 in 3. Ta dva koraka smo
izvedli samo enkrat, saj osvetlitve in nastavitve med zajemanjem nabora podatkov nismo ve¢
spreminjali. Za izvedbo koregistracije smo eno slikanje izvedli samo s tar€ami, v naSem
primeru smo uporabili samolepilne listi¢e, ki smo jih enakomerno porazdelili po celotnem
prostoru, ki smo ga zajemali na slikah. Listi¢i ne bi bili nujno potrebni, vendar so predstavljali
lahko vidne ujemajoce se tocke med dvema slikama obeh kamer. Tocke v programu smo izbrali
v zaporednem vrstnem redu, najprej na prvi in nato na drugi sliki. Kot je prikazano na sliki 2,
smo za koregistracijo v tej raziskavi uporabili skupno 9 tock. Stevilo to¢k je odvisno od Zelene
natanc¢nosti. Za metodo najmanj$ih kvadratov je bilo potrebnih vsaj 6 homogeno razporejenih
to¢k (Barone et al., 2020), saj SiaPy uporablja direktno linearno transformacijo (DLT) za
pretvorbo koordinatnega sistema prve slike v drugo. Vecje Stevilo izbranih tock obicajno
pomeni natancnejSe rezultate. Transformacijo smo zato izracunali na ve¢ kot minimalno (6 <
9) zahtevanih ustreznih tockah in jo shranili v pomnilnik za kasnejSo uporabo.

a)

Izbrane korespondencne
tocke

Taréa

0 25 50 75 (¢

Slika 2: Ujemajoce se tocke med slikama a) VNIR in b) SWIR.

Proces segmentacije SiaPy temelji na nadzorovani klasifikaciji slikovnih pik. Zato je treba
obmocja slikovnih pik, ki pripadajo objektu, npr. rastline krompirja in ozadje, najprej izbrati.
To smo naredili ro¢no z uporabo racunalniSske miske in orodja za izbiro z lasom. Izbiro obmocij
smo naredili samo na sliki VNIR, ker so bila vsa izbrana obmocja nato s pomocjo
transformacije, izracunane v prejSnjem koraku, samodejno prevedena v sliko SWIR. Enako
izbiro smo uporabili za segmentacijo vseh 30 slik, saj je bila osvetlitev med zajemanjem teh
slik enaka (zagotovljeno s predhodnim 15 minutnim prizigom luci pred samim snemanjem).
Poljubno smo izbrali §tiri obmocja rastlin krompirja in pet iz ozadja. Izbirali smo obmocja z
razli¢nih delov slike, da smo ohranili raznolikost (prikazano na Sliki 3). Obmocja, ki smo jih
pridobili iz obeh slik, smo shranili, slikovne pike izbranih obmocij smo nato uporabili testno
klasifikacijo. Klasifikator je nato v koraku segmentacije razlikoval med rastlinami krompirja
in ozadjem. Izbira klasifikacijskega algoritma je poljubna, v tem primeru smo uporabili
algoritem SVM (Support Vector Machine; metoda podpornih vektorjev). Koraka 4 in 5 v
procesu (Slika 1) sta predstavljala segmentacijo slik oziroma ustvarjanje spektralnih podpisov.
Pri koraku 4 smo iz slik pridobili in shranili obmocja rastlin krompirja in referencne plosce, pri
5 pa izraCunali povprecni spektralni podpis izbranih obmocij za vsako rastlino. Segmentacijo
smo izvedli za vse razpoloZljive slike v naboru podatkov. Kot prej smo obmo¢ja izbrali z
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uporabo orodja za izbor z lasom, kjer smo rastline krompirja in referen¢no plos¢o obkrozili,
kot je prikazano na sliki 3. Postopek izbire smo ro¢no izvedli samo na slikah VNIR, ker so bila
obmocja spet samodejno prevedena v slike SWIR z uporabo vnaprej izraCunane transformacije.
Z izbiro obmocij oziroma objektov je programska oprema vedela, na katerih delih slike
uporabiti postopek segmentacije. Na ta nacin so bile kot ozadje ali rastlina razvr§¢ene samo
slikovne pike znotraj obkrozenih obmocij. Ko so bile vse slike obdelane po opisanem postopku,
smo izvedli korak ustvarjanja podpisov, pri cemer smo pridobili 30 spektralnih podpisov, od
katerih vsak pripada eni oznaceni rastlini krompirja. Spektralne podatke iz slik VNIR in SWIR
smo zdruzili in ustvarili en spektralni podpis, ki pokriva oba dela. V tem koraku je bil podpis
referen¢ne ploSce uporabljen za pretvorbo podpisov z energijsko sevnostjo (radianca) v podpise
svetlobne odbojnosti (reflektanca). Te smo shranili v formatu csv za vizualizacijo ali uporabo
v morebitnih nadaljnjih analizah. Proces segmentacije in pretvorbe v odbojne podpise je
matematicno predstavljen tudi v ¢lanku Lapajne et al., (2022).

a)

Selekcija

rastlin krompirja Selekcija

0 25 50 75 [em]

Referencna plosca

Selekcija
ozadja

Rastlina

Slika 3: Izbor a) podrocij z rastlinami krompirja in ozadja ter b) pozicije rastlin krompirja in referenc¢ne plosce pri
koraku segmentacije.

3 REZULTATTI IN DISKUSIJA

Segmentacije rastlin krompirja in referen¢ne plosce so bile izvedene za vsak par slik VNIR-
SWIR. Objekte smo obkrozili in jih vizualno pregledali, da smo preverili ali so bile
segmentacije natancno izvedene. Primer takSne segmentacije je prikazan na sliki 4, kjer sta obe
sliki prikazani s prekrivajoimi se segmentacijskimi maskami — lokacijami, kjer je program
zaznal objekte in jih lo¢il od ozadja. Segmentacije so bile na sploSno zelo natanc¢ne, saj je bilo
na vsako sliko ve¢ kot 95 % vseh slikovnih pik pravilno razvr§¢enih. TakSen rezultat smo
pri¢akovali, saj se je za to postavitev povprecni spektralni podpis ozadja bistveno razlikoval od
podpisov rastlin krompirja. Cas, ki ga je SiaPy potreboval za izvedbo segmentacije, je bil
odvisen od velikosti izbranih obmocij, tj. skupnega Stevila slikovnih pik. V tem primeru je
segmentacija na eno sliko trajala 11 + 2,5 s na racunalniku srednjega razreda (Intel Core 17—
8550U, 16 GB DDR4). Odbojni podpisi rastlin krompirja so bili ustvarjeni na podlagi lokacij
segmentacijskih mask in njihovih osnovnih vrednosti slikovnih pik. Z uporabo preprostih
ukazov je program izracunal povprecje vseh vrednosti slikovnih pik, ki pripadajo eni rastlini
krompirja, zdruzil VNIR in SWIR del podpisa in ga pretvoril v odbojni podpis. Te je z uporabo
programa SiaPy mogocCe zlahka predstaviti kot 1-dimenzionalne signale. TakSen izris je
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prikazan na sliki 4, kjer so narisani podpisi obeh razredov vodnega rezima po ustreznih
Stevilkah pasov. Tako dobimo prvi vpogled na vpliv pomanjkanja vode na spremembe
spektralnih podpisov rastlin krompirja. Odbojnost dobro namakanih rastlin je na splosno visja
v primerjavi z rastlinami izpostavljenimi pomanjkanju vode zaradi sprememb v biokemicnih
in biofizikalnih znacilnostih rastlin.

Segmentacijska Segmentacijska
a) maska referencne plos¢e p) maska rastline krompirja

— Susa
Kontrola

0.6

0.4

Reflaktanca

0.2

Il H‘H\ \‘HH‘HH \‘ - :
500 1000 1500 2000 2500

Valovna dolzina [nm]

Slika 4: Segmentacija posameznih rastlin krompirja in referenéne plosce na sliki a) VNIR in b) SWIR; ¢) Odbojni
podpisi dobro zalitih rastlin (rumene barve) in rastlin s pomanjkanjem vode (vijolicne barve).

Za vizualizacijo je mogoce uporabiti razlicne moznosti, na primer izris posameznih podpisov,
predstavitev razli¢nih razredov podpisov, itd. Programska oprema SiaPy se je izkazala za hitro
in u¢inkovito orodje za segmentacijo rastlin krompirja iz hiperspektralnih slik in pridobivanje
njihovih spektralnih podpisov. Z visoko natancnostjo je razlikovala med slikovnimi pikami
ozadja in ostalimi ter izdelala zelo podrobne segmentacijske maske. Pridobljene podpise smo
narisali z uporabo ukazov znotraj programskega orodja SiaPy. Preprosti grafi so omogocili
hiter pregled pridobljenih podpisov in razlike med razlicnimi skupinami rastlin. Celoten niz
korakov obdelave je po navodilih samostojno ter brez vec¢jih tezav izvedel uporabnik, ki nima
izkuSenj s programiranjem in programskim jezikom Python. Med postopkom preskuSanja smo
prepoznali dolocene napake, ki jih je ve¢inoma povzrocila nepri¢akovana situacija v izvirnem
nizu podatkov, npr. neustrezna struktura oznake slike in napa¢no nastavljena pot direktorija.
Uporabnik, ki je opravljal segmentacijo, je tezave sporocil programerju, tako da bi lahko
napake v kodi odpravili v prihodnjih razli¢icah.

4 SKLEPI

V tej Studiji smo na danem nizu podatkov potrdili uporabnost programskega orodja SiaPy.
Pokazali smo, da lahko z uporabo le tega precej olajsamo delo uporabnikom, ki delajo na
podroc¢ju hiperspektralnega slikanja, zlasti za kmetijske namene. Programska oprema je Se
vedno v zgodnjih fazah razvoja, zato so trenutno moznosti obdelave omejene in osredotocene
predvsem na primer uporabe, opisan v tem prispevku. Zaenkrat smo preizkusili samo slike, ki
imajo povezane datoteke glave ENVI. V zacetni izdaji programske opreme uporabnik nadzira
izvajanje doloCenih korakov samo prek vmesnika ukazne vrstice in pojavnih oken
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uporabniSkega vmesnika. Razvoj SiaPy se nadaljuje in vkljucuje naprednejsSe funkcije, kot je
analiza strojnega ucenja
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Od Sirse slike do podrobnosti: analiza 3D zgradbe prebavnega sistema nevretencarskega
organizma s kombinacijo mikro-CT in svetlobne mikroskopije

Izvleéek: Za razumevanje zgradbe organizma kot celote je pomembno, da pridobimo
informacije o strukturi na celiénem nivoju, ter na nivoju tkiv in organov z analizo izoliranih
vzorcev in z analizo celotnega organizma. Podatke o 3D strukturi bioloskih vzorcev lahko
pridobimo z analizo histoloSkih serijskih rezin celotnega vzorca ali pa s slikanjem notranje
zgradbe intaktnega vzorca Medtem ko je 3D rekonstrukcija zgradbe iz histoloskih serijskih
rezin ¢asovno zahtevna metoda, je slikanje notranje zgradbe intaktnega vzorca otezeno zaradi
slabse kontrastnosti in prepoznavnosti posameznih mehkih tkiv. Priprava histoloskih rezin je
destruktivna tehnika, kar pomeni, da celoten vzorec ni ve¢ na voljo za nadaljnje druge analize,
nedestruktivne tehnike za analize notranje zgradbe intaktnega vzorca pa omogocijo ohranitev
celotnega vzorca. Cilj te raziskave je uvedba nove metode mikroracunalniske tomografije
(mikro-CT) za analizo 3D zgradbe prebavne cevi in prebavnih zlez v intaktnem
nevretencarskem organizmu vrste Porcellio scaber. Pridobljene rezultate slikanja z mikro-CT
smo primerjali z rezultati histoloske analize zgradbe prebavnega sistema tega organizma ter
ovrednotili prednosti in omejitve obeh metod. Kombinacija mikro-CT in svetlobne
mikroskopije omogoca bolj celosten vpogled v notranjo zgradbo zivali.

Kljuéne besede: 3D rekonstrukcija; 3D segmentacija; histologija; mikroracunalniSka
tomografija (LCT); rentgenski Zarki; prebavni sistem; ¢lenonozci; Porcellio scaber

From the big picture to details: micro-CT and light microscopy analysis of the 3D
organization of the digestive system of an invertebrate organism

Abstract: To understand an organism as a whole, it is important to obtain structural
information at the cellular level as well as at the tissue and organ levels by analyses of isolated
tissue samples and also whole organisms. Data on the 3D structure of biological samples can
be obtained by analysis of histological serial sections of the whole sample or by whole volume
(also whole-body) imaging of intact sample. While 3D reconstruction of samples by
histological serial sections is tedious, the whole volume (whole-body) imaging of intact
organisms is limited by low contrast and poor recognition of individual soft tissues.
Histological sections preparation is a destructive technique and does not allow additional
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analysis of the sample, while the non-destructive methods of whole-volume imaging preserve
the sample. Our goal is to establish a new imaging method, micro-computed tomography
(micro-CT), for 3D structure analysis of the digestive tract and digestive glands in the intact
invertebrate organism Porcellio scaber. We compared the results of micro-CT analysis with
the results of histological analysis and evaluated the advantages and limitations of each method.
The combination of micro-CT imaging and light microscopy of sections provides a
comprehensive view of the internal structure of the animal.

Key words: 3D reconstruction; 3D segmentation; histology; micro-computed tomography
(LCT); X-rays; arthropods; digestive system; Porcellio scaber

1 UvVOD

Mikrora¢unalniska tomografija (mikro-CT ali pCT, angl. micro-computed tomography) je
nedestruktivna slikovna tehnika, pri kateri z rentgenskimi zarki pridobimo informacijo o
notranji zgradbi vzorca. Nedestruktivna analiza pri mikro-CT omogoca, da po analizi vzorec
ostane intakten in se lahko uporabi v celoti za nadaljnje analize. . Mikro-CT deluje po
podobnem principu kot CT (racunalniska tomografija, angl. computed tomography), ki se
pogosto uporablja v klini¢ni diagnostiki, vendar ima boljSo prostorsko lo¢ljivost in omogoca
analizo manjsih vzorcev (Baird in Taylor, 2017). Velikost slikovnih elementov (pikslov) je pri
mikro-CT v obmocju mikrometrov, pri CT pa v obmoc¢ju milimetrov (Baird in Taylor, 2017;
Huang in sod., 2021). V mikro-CT napravi sta vir Zarkov in detektor nepremic¢na, vzorec pa se
vrti v osi, ki je pravokotna na potek zarkov. Detektor na podlagi interakcij rentgenskih Zzarkov
z vzorcem posname 2D sliko ali projekcijo (Baird in Taylor, 2017). Vzorec zavrtimo okrog osi
za vsaj 180° v definiranih premikih, na primer 0,2°, pri ¢emer ob vsakem premiku detektor
posname sliko. Iz serije velikega Stevila projekcijskih slik vzorca, pridobljenih s slikanjem iz
razli¢nih kotov, z racunalniskim programom pridobimo najprej 2D virtualne prereze v z-osi, in
nato digitalen 3D nabor podatkov, ki nam omogoca tudi prikaz 2D virtualnih prerezov v
katerikoli orientaciji znotraj vzorca (Baird in Taylor, 2017; O'Sullivan in sod., 2017). V naboru
podatkov lahko s specializirano programsko opremo oznacimo slikovne elemente (voksle)
izbranih struktur v vzorcu (segmentacija) (Baird in Taylor, 2017). Kadar je med sosednjimi
regijami slike velik kontrast, lahko strukture s programsko opremo segmentiramo avtomatsko
na podlagi razlike v signalu, ¢e pa je kontrast razlicnih regij podoben, je potrebno rocno
oznacevanje in posledi¢no ve¢ji Casovni vlozek. Slabo kontrastna so predvsem mehka tkiva, ki
imajo podobno prepustnost za rentgenske zarke zaradi podobne sestave. Pri mineraliziranih
tkivih te tezave ni in so dobro kontrastna (Baird in Taylor, 2017; O'Sullivan in sod., 2017).
Prepustnost mehkih tkiv za rentgenske Zarke lahko spremenimo z uporabo kontrastnih sredstev,
kot so na primer tezke kovine (Baird in Taylor, 2017). Druge metode za analizo notranje
zgradbe organizmov so po vecini destruktivne, kar zelo omeji nadaljnjo analizo zgradbe istega
vzorca z drugimi tehnikami. 3D zgradbo organizmov lahko analiziramo tudi s histoloskimi
serijskimi rezinami, vendar je postopek tehni¢no in ¢asovno zahteven. Na primer iz organizma
velikosti 2 cm bi morali pripraviti priblizno 3000 histoloskih rezin debeline 7 um, ter jih potem
Se pobarvati, slikati in izvesti 3D rekonstrukcijo z uporabo ustrezne programske opreme.
Ceprav pridobimo trajne histoloske preparate, celoten intakten vzorec ni ve¢ na razpolago, za
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razliko od mikro-CT tehnike, kjer vzorec ostaja intakten in ga lahko ponovno uporabimo za
dodatno analizo.

Namen raziskave je uvedba in optimizacija metode mikro-CT za analizo zgradbe prebavnega
sistema pri odraslem enakonozcu vrste Porcellio scaber, ter primerjava te metode s histolosko
analizo enakega vzorca. V nadaljevanju Zelimo mikro-CT slikanje uporabiti za Studij
morfogeneze prebavnega sistema med embrionalnim in postembrionalnim razvojem, v
kombinaciji z drugimi mikroskopskimi tehnikami, na primer s svetlobno in elektronsko
mikroskopijo.

2 MATERIAL IN METODE
2.1 Mikroracunalniska tomografija

V analizo smo vkljucili odrasle samce brez zunanjih znakov levitve (Zidar in sod., 1998) iz
laboratorijske kulture v steklenem terariju (podlaga iz zemlje in listov leske, 25°C, visoka
vlaZnost, 12-urni svetlobni cikel). Cele Zivali smo fiksirali v raztopini 2 % formaldehida (FA)
in 2,5 % glutaraldehida (GA) v 0,1 M pufru HEPES (pH = 7,2) in jim odstranili okonc¢ine, kar
olajSa prepojitev vzorca z raztopinami kemikalij med pripravo in olajsa slikanje. Vzorce smo
po fiksaciji sprali s pufrom HEPES. Postopoma smo jih dehidrirali v raztopinah etanola z
naras¢ajo¢o koncentracijo od 50 % do 100 %, ter nato etanol nadomestili s HMDS
(heksametildisilazan) in vzorce pustili ¢ez no¢ v digestoriju, da je HMDS izhlapel. Vzorce smo
analizirali z mikrotomografom NeoScan N80, opremljenim s programsko opremo Neoscan80.
Vzorec smo med slikanjem zavrteli za vsaj 180° s korakom vrtenja 0,2°. Po slikanju smo
projekcijske slike uvozili v program Neoscan80, ki jih je pretvoril v 2D serijske prereze vzorca
v z-osl. Le-te smo za namen 3D rekonstrukcije in segmentacije organov uvozili v program
Dragonfly (Object Research Systems).

2.2 Svetlobna mikroskopija

Odrasle samce smo fiksirali v 3,7% formalinu v 0,1M fosfatnem pufru in dekalcificirali v 25%
EDTA (etilendiamintetraocetna kislina). Za pripravo parafinskih blokov smo vzorce sprali s
pufrom, dehidrirali v raztopinah etanola z narascajoco koncentracijo od 50 % do 100 %, bistrili
v ksilenu in nato infiltrirali s Paraplastom. Iz parafinskih blokov smo pripravili histoloske
rezine debeline 7 pm z mikrotomom RM2265 (Leica) in jih barvali po postopku hematoksilin-
eozin. Pregledali in dokumentirali smo jih s svetlobnim mikroskopom Axioskop (Zeiss),
opremljenim z digitalno kamero DFC290HD (Leica) ter programsko opremo LAS V4.0
(Leica).

Za pripravo poltankih rezin smo vzorce fiksirali s FA in GA ter dekalcificirali z EDTA, sprali
s pufrom in postfiksirali z 1 % OsO4. Nato smo vzorce postopoma dehidrirali v raztopinah
etanola z nara$€ajoco koncentracijo od 50 % do 100 % ter nazadnje v 100 % acetonu. Sledilo
je vklapljanje vzorcev v smolo Agar 100. Impregnirane vzorce smo prenesli v ¢isto smolo, ki
smo jo nato polimerizirali. Iz blokcev smo z ultramikrotomom Reichert Ultracut S (Leica)
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pripravili poltanke rezine (0,5 um) in jih barvali z meSanico barvil Azur II — metilen modro
(barvanje po Richardsonu). Poltanke rezine smo slikali na enak nacin kot histoloSke rezine.

3 REZULTATTI IN DISKUSIJA

Z opisano pripravo vzorcev in postopkom slikanja z mikro-CT smo pridobili ustrezne podatke
za analizo 3D zgradbe prebavnega sistema odraslih zivali P. Scaber (Slika 1). Jasno so vidni
vsi organi prebavnega sistema in njihova razporeditev znotraj organizma. Po segmentaciji je
razvidna tudi razdelitev zadnjega Crevesa na morfolosko in funkcijsko razlicne regije:
anteriorno komoro, papilatno regijo in rektum (Slika 1A). Razvidna je lokacija in oblika
prebavnih Zlez (hepatopankreasa), ki potekajo ventralno in vzporedno s prebavno cevjo in so
spiralno zavite (Slika 1B in C).

Slika 1: 3D rekonstrukcija anatomije prebavnega sistema v odrasli zivali P. Scaber po slikanju z mikro-CT in
segmentaciji. A. Pogled z dorzalne strani zivali. Razvidna je prebavna cev z zozitvami med funkcijsko razlicnimi
regijami zadnjega Crevesa. Sprednje ¢revo je oznaceno z zeleno, anteriorna komora z oranzno, papilatna regija z
rdeco in rektum z zeleno. B. Pogled na ventralno povrsino zivali, jasno so vidne Stiri cevke hepatopankreasa. C.
Po segmentaciji je jasno razvidna spiralna oblika cevk hepatopankreasa. OkrajSave: H — hepatopankreas, SC —
sprednje ¢revo, ZC — zadnje érevo.

Na 2D virtualnih prerezih zivali pridobljenih z mikro-CT in prikazanih s programom
Dragonfly, je razvidna razporeditev organov v notranjosti intaktnega organizma in osnovna
morfologija epitelov prebavnega sistema ter drugih tkiv (Slika 2). Na virtualnih prerezih po
kontrastu zelo izstopa mineraliziran eksoskelet na povrSini Zzivali, kontrastnost posameznih
organov v notranjosti zivali pa je podobna, saj imajo mehka tkiva podobno sestavo in so
posledi¢no podobno prepustna za rentgenske zarke (Slika 2A). Pri 3D segmentaciji organov si
pomagamo s premikanjem po virtualnih prerezih vzorca, s Cimer sicer lahko sledimo
posamezni strukturi, vendar se je poznavanje vzorca, ki izhaja iz predhodnih histoloskih analiz
pokazalo kot neprecenljivo pri identifikaciji organov in tkiv na mikro-CT. Na voljo je veliko
podatkov o funkcijski morfologiji prebavnega sistema zivali P. scaber (Hames in Hopkin,
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1989; Storch in Strus, 1989; Strus in sod., 1995; Strus in sod., 2019) in ultrastrukturi celic v
razli¢nih epitelih prebavnega sistema Zivali (Hames in Hopkin, 1991; Znidar$i¢ in sod., 2003;
Bogataj in sod., 2018). Omejitev locljivosti in nekontrastnost mehkih tkiv pri slikanju z mikro-
CT ne omogoca analiz razporeditve in strukture epitelnih celic analiziranih organov (Slika 2C).
Locljivost slikanja z mikro-CT je odvisna od zmogljivosti mikrotomografa ter od priprave in
sestave vzorca in je v splosnem okoli 1 pm (du Plessis in sod., 2017; O’Sullivan in sod., 2017),
medtem ko je locljivost rutinske svetlobne mikroskopije v rangu 0,4 um (Alberts in sod., 2015).
Pregled preparatov s svetlobnim mikroskopom omogoca pridobitev dodatnih bolj podrobnih
informacij zaradi boljSe prostorske locljivosti (Slika 2B, D in E). Na histoloskih rezinah je
razporeditev posameznih organov, tkiv in celic v organizmu jasneje razvidna (Slika 2B). Meje
med organi so jasne, razvidna je tudi zgradba tkiv in oblika in osnovna struktura celic (Slika
2D). Na poltankih rezinah (Slika 2E) pridobimo $e ve¢ informacij o zgradbi celic. Za pridobitev
celostne informacije na vseh nivojih od organizma do celic je tako klju¢na ne le kombinacija
mikro-CT s svetlobno mikroskopijo, ampak tudi vkljucitev razli¢nih tehnik svetlobne
mikroskopije.

dorzalno

ventralno

dorzalno ==

Slika 2: 2D virutalni prerezi in histoloske rezine organizma P. Scaber. A. Zajem zaslona iz programa Dragonfly
prikazuje 2D virtualni prerez zivali pridobljen z mikro-CT. B. Pre¢ni prerez zivali pridobljen s svetlobno
mikroskopijo, histoloSka rezina je obarvana s hematoksilinom in eozinom. C in D. Povecana izreza, ki sta
oznacena na slikah A in B. Crevesni epitel je oznacen s pikami. E. Slika érevesnega epitela na poltanki rezini.
Merilce: A in B - 0,5 mm; C, D, E - 100 pm. Okrajsave: E — eksoskelet, G — gonade, H — hepatopankreas, M —
misice, ZC — zadnje &revo.

V primerjavi z metodo serijskega rezanja histoloskega vzorca je analiza notranje zgradbe
organizma z mikro-CT hitrej$a in tehni¢no preprostejSa, vendar pridobimo manj informacij o
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histoloski zgradbi. Za pripravo vzorca za analizo z mikro-CT potrebujemo priblizno 1-2 dni.
Slikanje z mikro-CT lahko izvedemo takoj po postopku priprave vzorca, kar je v primeru
uporabljenega postopka slikanja trajalo okoli 2 uri. Ve¢ ¢asa smo potrebovali za segmentacijo
notranjih organov, priblizno 8-16 ur. Priprava vzorca za serijske histoloske rezine vkljucuje
dodatne korake (dekalcifikacijo, postfiksacijo, vklapljanje v paraplast/smolo) in traja 2-3 dni,
nato moramo pridobiti $e serijske rezine. Stevilo serijskih rezin je odvisno od velikosti Zivali
in debeline rezin. Preparate barvamo in nato zajemamo slike rezin s svetlobnim mikroskopom,
pri velikih vzorcih je morda potrebno sliko celega prereza Se sestaviti iz ve¢ posnetkov iste
rezine. Sledi poravnavanje slik (registracija) ter nato 3D rekonstrukcija in segmentacija. Vse te
postopke — sestavljanje slik, registracijo, 3D rekonstrukcijo in segmentacijo — lahko opravimo
le z namensko programsko opremo. Pomanjkljivost metode histoloskih serijskih rezin je tudi
ta, da nam po rezanju intakten vzorec ni ve¢ na voljo, medtem ko po slikanju z mikro-CT,
vzorec lahko shranimo, in dodatno analiziramo, na primer z vrsticnim elektronskim
mikroskopom.

4 SKLEPI

Pokazali smo, da opisani postopek priprave vzorcev, ki vkljucuje fiksacijo z aldehidi in suSenje
s HMDS, ter opisani postopek slikanja z mikro-CT, omogocata analizo razporeditve organov
in osnovne morfologije mehkih tkiv v notranjosti majhnih zivali. Za bolj podrobno analizo
zgradbe tkiv in celic pa je potrebna uporaba tehnik z boljSo locljivostjo, kot je svetlobna
mikroskopija. S kombinirano uporabo mikro-CT in svetlobne mikroskopijepridobimo celostno
informacijo o 3D zgradbi organov in podrobne strukture tkiv in celic. Opisani pristop
kombinacije teh dveh tehnik bomo uporabili tudi za analizo morfogeneze prebavnega sistema
med razvojem P. scaber, saj nam omogoca celovito in raznoliko kvantitativno analizo
morfoloskih sprememb med razvojem.Za lazjo analizo mehkih tkiv bomo postopek priprave
vzorca za mikro-CT dopolnili z uporabo kontrastnega sredstva OsOs (osmijev tetroksid).
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Zmoznost tvorbe aflatoksinov na mesnem gojiScu pri plesnih vrst
Aspergillus flavus in A. parasiticus
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Zmoznost tvorbe aflatoksinov na mesnem gojis¢u pri plesnih vrst Aspergillus flavus in A.
parasiticus

Izvlecek: Cilj prispevka je bil ugotoviti vpliv sestave gojisca, temperature (15 in 25 °C) in Casa
(7 in 14 dni) na rast plesni vrst Aspergillus flavus in A. parasiticus ter tvorbo aflatoksinov
(AFB1, AFB2, AFG1, AFG2). Plesni so bile nacepljene na gojisce s kvasnim ekstraktom in
saharozo (YES, ang. Yeast Extract Sucrose Agar) in na mesno gojis¢e (CMA2GYE, ang.
Cooked Meat Agar with Glucose and Yeast Extract). Rast plesni smo ocenili po 7 in 14 dneh
z merjenjem premera kolonije (mm), vsebnost aflatoksinov (AF) pa smo dolocili z UPLC-
MS/MS. Pri obeh vrstah plesni je bila rast boljsa pri 25 °C, ne glede na vrsto gojisca. Tako po
7 in 14 dneh sta obe vrsti plesni rasli na gojis¢éu CMA2GYE, pri cemer je bila velikost kolonij
pri testiranih parametrih le 25 % manjSa v primerjavi s standardnim gojis¢em YES. Najvecjo
so tvorile AF tudi na mesnem gojiscu, tako pri 25 °C (6.200-11.400 ppb) kot tudi pri 15 °C
(280-5.800 ppb), kar pomeni tveganje za varnost suhomesnatih izdelkov.

Kljuc¢ne besede: plesni; Aspergillus flavus; A. parasiticus; aflatoksini; mesno gojisce;
suhomesnati izdelki

Potential of aflatoxins (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) production on a meat-based medium
by Aspergillus flavus and A. parasiticus

Abstract: The objective of this paper was to determine the influence of two culture media,
time of incubation (7 and 14 days) and temperature (15 and 25 °C) on the growth of Aspergillus
flavus and A. parasiticus and production of aflatoxins (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2). Fungi
were inoculated onto Yeast Extract Sucrose Agar (YES) and meat-based media (CMA2GYE).
The growth of fungi was evaluated after 7 and 14 days by measuring the colony diameter (mm)
and determination of aflatoxins (AFs) content with UPLC-MS/MS. For both species, at 25 °C
growth and AFs production were better. After 7 and 14 days, both species grew on the
CMA2GYE culture medium, with colony size being only 25% smaller for the tested parameters
compared to the standard YES medium. As expected, the maximum AFs content was
determined on YES after 14 days of incubation at 25 °C. Moulds also formed AFs in the meat-
based medium at 25 °C (6.200-11.400 ppb) and also at 15 °C (280-5.800 ppb), which means
risk to the safety of cured meat products.
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1 UVOD

Mikotoksini so skupina toksi¢nih sekundarnih metabolitov, ki jih lahko proizvajajo plesni
rodov Aspergillus, Penicillium in Fusarium (Nazhand in sod., 2020). Med mikotoksini so
aflatoksini (AF) najbolj akutno in kroni¢no toksi¢ni za ljudi in zivali. Glavni naravno
proizvedeni so aflatoksini B1, B2, G1 in G2 (Bennett in Klich, 2003). AF proizvajajo predvsem
plesni vrst Aspergillus flavus in A. parasiticus. Aflatoksin B1 (AFB1) je tudi teratogen in
mutagen ter poznan kot najmocnejSa rakotvorna spojina v naravi (IARC, 2002). Med
najpomembnejSimi fizioloSkimi dejavniki, ki vplivajo na proizvodnjo AF pri plesnih rodu
Aspergillus, so temperatura, vrednost pH, aktivnost vode (aw), viri duSika in ogljika ter
svetloba. Preprosti ogljikovi hidrati, kot sta glukoza in saharoza, so prednostni vir ogljika pri
biosintezi AF pri plesnih vrste A. parasiticus (Schmidt-Heydt in sod., 2010).

Kontaminacija mesa in mesnih izdelkov s plesnimi je obicajno posledica kontaminirane
surovine, opreme ali zraka. Posledica te kontaminacije so neugodne spremembe v mesu in
mesnih izdelkih, ki pri potro$nikih lahko povzro€ajo okuzbe, mikotoksikoze in alergijske
reakcije (LeSi¢ in sod., 2021). Mesni izdelki veljajo za odliCen substrat za Sirjenje in
kolonizacijo plesni in posledicno mozno tvorbo mikotoksinov. Prisotnost povrSinskih plesni je
na splosno cenjena, zaradi njihovega prispevka k razvoju znacilne arome in kakovosti
suhomesnatih izdelkov, vendar mora biti izklju¢ena moznost naselitve mikotoksigenih plesni
(Alapont in sod., 2014).

Za tradicionalno proizvodnjo suhomesnatih izdelkov so znacilni nenadzorovani parametri, kot
sta temperatura in relativna vlaznost ter nenadzorovana kakovost zraka. To omogoca
intenzivno in tudi neZeleno rast plesni, kar lahko posledi¢no privede do razvoja neugodnih
senzori¢nih lastnosti in kontaminacije tradicionalnih mesnih izdelkov z mikotoksini (Perrone
in sod., 2019).

Cilji te Studije so bili ugotoviti vpliv sestave gojis€a in temperature na rast plesni vrst 4. flavus
in A. parasiticus ter zmoznost tvorbe AF omenjenih vrst plesni.

2 MATERIAL IN METODE
2.1 Vrste plesni

V raziskavi smo uporabili dva seva plesni rodu Aspergillus, ki proizvajata aflatoksine, in sicer
plesen vrste A. parasiticus ZMJ7 iz Zbirke kultur Laboratorija za Zivilsko mikrobiologijo
Oddelka za zivilstvo BiotehnisSke fakultete Univerze v Ljubljani. A. parasiticus je bil izoliran
iz zorilnice med tradicionalno pridelavo salam v Savinjski dolini (Slovenija). Identifikacija
seva je bila izvedena glede na morfoloske znacilnosti in potrjena s sekvenciranjem gena 3-
tubulina (Sadnchez-Montero in sod., 2019). Drugi sev so bile plesni vrste 4. flavus CBS 573.65
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(Culture Colection of fungi and yeasts; Westerdijk Fungal Biodiversity Institute, Utrecht,
Nizozemska). Oba seva imata dobro sposobnost tvorbe AF (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2).

2.2 Gojisca

V raziskavo smo vkljucili naslednja gojis¢a: gojisce s kvasnim ekstraktom in saharozo (YES)
in mesno gojis¢e (CMA2GYE). YES smo uporabili kot gojisce, ki se obiajno uporablja za
dolocitev tvorbe mikotoksinov. Gojis¢e CMA2GYE smo pripravili kot navaja Zahija in sod.
(2023) in dodali 1 % glukoze in 0,2 % kvasnega ekstrakta, sestavine, ki se lahko uporabljajo v
standardni proizvodnji suhomesnatih izdelkov. Po mnenju Yazid in sod. (2018) je uporaba
polsinteti¢nih rastnih medijev, ki posnemajo naravne surovine, primerna za ekofizioloske
°C) 1n razliti (25 ml) v petrijevke (® 90 mm). Vrednosti aw so bile izmerjene v merilniku
aktivnosti vode Novasina Lab Master podjetja Novasina AG (Svica) in znaSata 0,994 za
CMA2GYE in 0,986 za YES.

2.3 Inokulacija in inkubacija

Plesni smo gojili 7 dni na gojiscu sladni ekstrakt (MEA, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Nemcija) pri 25 °C, da smo dobili dobro sporulirajo¢e kulture. Suspenzije spor smo
pripravili tako, da smo spore vsakega seva suspendirali v sterilni destilirani vodi z 0,1 % Tween
80. Konc¢na koncentracija spor je bila ocenjena s Stetjem konidijev v Stevni komori Thoma in
razredéena na 10° spor ml™!. Z vsako suspenzijo spor smo naredili enotoc¢kovne inokulacije (10

2.4 Meritev rasti plesni vrst A. flavus in A. parasiticus

Po 7 in 14 dneh inkubacije posameznega gojis¢a (YES in CMA2GYE) pri 15 in 25 °C smo rast
plesni vrst A. flavus in A. parasiticus dolo¢ili z merjenjem dveh pravokotnih premerov kolonij.

Petrijevke s proucevanim gojis¢em in plesnijo smo po 7 oziroma 14 dneh odstranili iz
inkubatorja in shranili pri —20 °C. Za ekstrakcijo mikotoksinov smo celotno gojisce (25 mL)
15 minut ekstrahirali s 35 mL 80 % acetonitrila z 0,5 % HCOOH v ultrazvo¢ni kopeli (Branson
Ultrasonics Corporation, Brookfield, CT, ZDA). Nato smo meSanico filtrirali (Sartorius 388),
ro¢no pretresli in ponovno filtrirali (0,2 pm najlonski filter, Phenomenex, Torrance, CA, ZDA)
ter filtrat prenesli v HPLC viale. Vzorci za dolocitev vsebnosti AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 so
bili analizirani v paralelkah.

Vse kemikalije in topila, uporabljena med postopkom ekstrakcije, so bila analitske kakovosti.
Za postopek validacije smo uporabili standardno raztopino Aflatoxins Mix 4 34036 (Supelco,
Bellefonte, PA BCJ3930). Ekstrakti so bili analizirani z UPLC-MS/MS in kvantificirani z
metodo standardnega dodatka.
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2.6 Analiza UPLC-MS/MS

Za dolocitev AF je bila za loCevanje in kvantifikacijo uporabljena analiza UPLC-MS/MS z
reverzno fazo. Kromatografsko locevanje smo izvedli s kolono ACQUITY UPLC® BEH C18
(100 mm % 2,1 mm, 1,7 um). Komponente mobilne faze so bile: | mM amonijevega acetata v
vodi + 0,5 % ocetne kisline + 0,1 % mravljin¢ne kisline (v/v) (mobilna faza A) in acetonitril +
0,5 % ocetne kisline + 0,1 % mravljincne kisline (mobilna faza B) (720007377, september
2021, Waters). Prehod MRM je bil 313 > 285 za kvantifikacijo in 313 > 241 za potrditev.
Identifikacija AF je bila izvedena s primerjavo retencijskih ¢asov in podatkov masne
spektrometrije ter kvantificirana iz povrSine vrhov, glede na predhodno dolo¢ene umeritvene
krivulje.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

3.1 Rast plesni vrst 4. flavus in A. parasiticus

in 25 °C po 7 in 14 dneh inkubacije (slika 1). Najvecji povprecni premer kolonije po 7 in 14
dneh je bil pri obeh vrstah plesni dosezen na gojis¢u YES, ne glede na temperaturo inkubacije.
Na gojis¢u CMA2GYE je bila rast poCasnejsa v primerjavi z gojis¢em YES. Rast kolonij plesni
vrst A. parasiticus in A. flavus je bila po 14 dneh pri 25 °C omejena z velikostjo gojis¢ YES in
CMA2GYE v petrijevki, medtem ko so bile pri 15 °C kolonije obeh vrst plesni na gojiscu
CMA2GYE manjse kot na gojisc¢u YES. Rezultati kazejo na dober potencial rasti plesni vrst A.
Sflavus in A. parasiticus na gojis¢u CMA2GYE tudi pri nizji temperaturi od optimalne.

A. flavus A. parasiticus
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s kvasnim ekstraktom) in CMA2GYE (mesno gojis¢e z dodatkom 1 % glukoze in 0,2 % kvasnega ekstrakta) po
7 in 14 dneh pri 15 in 25 °C.

3.2 Tvorba aflatoksinov

Rezultati analize vsebnosti AF so pokazali, da so na tvorbo sekundarnih metabolitov pri plesnih
vrste A. flavus in A. parasiticus vplivali medij (substrat), ¢as (7 in 14 dni) in temperatura (15,
25 °C) (slika 2). Dve razli¢ni temperaturi smo izbrali zaradi njune pomembnosti, saj 15 °C
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predstavlja obi¢ajni maksimum med shranjevanjem suhomesnatih izdelkov izven hladilnika,
25 °C pa predstavlja optimalno temperaturo za tvorbo AF.
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kvasnim ekstraktom) in CMA2GYE (mesno gojis¢e z dodatkom 1 % glukoze in 0,2 % kvasnega ekstrakta) po 7
in 14 dneh inkubacije pri 15 in 25 °C.

Pri A. parasiticus je tvorba AF dosegla "plato" pri 25 °C po 7 dneh v gojis¢u YES, saj je po 14
dneh prislo do manjSega povecanja skupne vsebnosti AF (5 %). Medtem je pri A. flavus prislo
do povecanja vsebnosti skupnih AF (20 %). Tvorba AF v gojis¢u CMA2GYE je bila po 7 in
14 dneh podobna, ¢eprav smo pri plesnih vrste A. parasiticus 7. dan opazili nekoliko visjo
vsebnost, medtem ko je bila vsebnost skupnih AF nekoliko vi§ja 14. dan pri plesnih vrste 4.
flavus (slika 2).

Pri 15 °C se je proizvodnja AF v gojisc¢u YES povecevala tudi po 7. dnevu in dosegla najvecjo
vrednost po 14 dneh. Proizvodnja AF na CMA2GYE je bila podobna za oba seva 7. in 14. dan,
Ceprav je plesen vrste A. parasiticus tvorila nekoliko visjo koncentracijo 7. dan, medtem ko je
bila vsebnost skupnih AF nekoliko visja 14. dan pri plesnih vrste 4. flavus (slika 2). Na splo$no
sta obe vrsti plesni pri 15 °C tvorili manj AF kot pri 25 °C. To potrjuje, da je temperatura eden
kljuénih okoljskih dejavnikov pri proizvodnji AF (Abbas in sod., 2009).

Po 14 dneh inkubacije je bila vsebnost AF v gojis¢u YES priblizno 5 do 6-krat visja (4.
parasiticus, 15 °C; A. flavus, 15 °C), oz. 13 do 17-krat viSja (4. parasiticus, 25 °C; A. flavus,
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25 °C) kot v CMA2GYE. Ne glede na to, rezultati kazejo, da plesni na mesnem gojiscu tudi
pri nizji temperaturi tvorijo AF.

AFBI1 je predstavljal 94-97 % vseh AF (podatki niso prikazani). Na splo$no smo med dvema
sevoma opazili manjse razlike v tvorbi AF (slika 2). V gojis¢u CMA2GYE so plesni tvorile
manj AF v primerjavi z gojis¢em YES. Gojis¢e YES je bogat vir sladkorja (150 g/L saharoze)
v primerjavi z gojis¢éem CMA2GYE, v katerega smo dodali le 1 % glukoze.

Ceprav so bile vsebnosti AF pri 15 °C nizke (289-36 131 ppb), to $e vedno lahko predstavlja
nevarnost tvorbe AF v suhomesnatih izdelkih med skladi$¢enjem.

Prejsnje Studije so pokazale tudi razlike v tvorbi aflatoksinov pri razli¢nih sevih plesni rodu
Aspergillus v razlicnih medijih; Yahyaraeyat in sod. (2013) so porocali, da so plesni vrste A.
parasiticus ATCC 56775 tvorile 13.717,88 ppb skupnih AF 5. dan in 22.283,3 ppb 9. dan v
tekoCem gojis¢u YES pri 25 °C. Ferreira in sod. (2013) so porocali o 1.334.700 ppb AFB1 in
AFB2 v tekocem gojiscu YES po 7 dneh pri 27 °C. Peromingo in sod. (2016) so zakljucili, da
sta oba seva, A. parasiticus in A. flavus, tvorila AFB1 v mesnem gojis¢u pri temperaturi > 15
°C in aw > 0,90. Yogendrarajah in sod. (2015) so ugotovili, da je nujno porocati o toksigenosti
seva plesni skupaj z rastnim substratom in rastnimi razmerami. Nasi rezultati se ujemajo z
rezultati Abdel-Hadija in sod. (2012), ki so porocali, da so primerne temperature za plesni vrste
A. flavus na gojiscu YES za tvorbo AFB1 med 25-30 °C pri aw 0,99. Druga Studija, izvedena
v Italiji, s sevom A. flavus, izoliranim iz koruze, je prav tako pokazala, da je optimalna
temperatura za tvorbo AFB1 25 °C (Giorni in sod., 2011).

Casquete in sod. (2017) so opazili majhne razlike pri rasti in zmoznosti tvorbe AF med tremi
sevi plesni vrste A4. flavus pri razlicnih ay v modelnem sistemu sira. Prejs$nje Studije so pokazale
razlike v tvorbi aflatoksina pri razli¢nih sevih 4. flavus pri 25 °C v razli¢nih medijih (Bernaldez
in sod., 2017; Peromingo in sod., 2016).

Nenadzorovane okoljske razmere lahko predstavljajo veliko tveganje za kontaminacijo mesnih
izdelkov z AF (Tai in sod., 2020). Kombinacijo okoljskih razmer, ugodnih za tvorbo AF, lahko
predstavljajo zaCasne razmere med predelavo in skladiS¢enjem, vendar lahko nastala
kontaminacija traja do zadnjega koraka proizvodnje, ker so AF kemijsko stabilni med
skladis¢enjem in predelavo ter tudi razmeroma toplotno stabilni znotraj temperaturnega
obmocja predelave hrane. Pomembno se je izogibati razmeram, ki lahko vodijo do njihovega
nastanka (Turner in sod., 2009).

Kontaminacija s plesnimi rodu Aspergillus predstavlja potencialno tveganje, saj lahko te plesni
med skladiS€enjem in predelavo rastejo in tvorijo aflatoksine, kar vpliva na zmanjSanje
kakovosti in varnosti hrane. Prisotnost Zze manjSe vsebnosti aflatoksinov lahko predstavlja
tveganje za potrosnike (Galvan in sod., 2021).

4 SKLEPI

Sestava substrata in temperatura pomembno vplivata na zmoznost tvorbe aflatoksinov plesnih
vrst A. parasiticus in A. flavus.
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Na osnovi dobljenih rezultatov rast plesni ne bi smela biti edini parameter, ki velja za dober
napovednik kontaminacije z AF. Kinetika tvorbe AF je pokazala drugacen profil na mesnem
gojis¢u v primerjavi s standardnim gojis¢em. Oba seva plesni rodu Aspergillus sta pokazala
zmoznost tvorbe aflatoksinov na CMA2GYE.

Temperatura vpliva na tvorbo AF pri plesnih vrst A. parasiticus in A. flavus. Na splosno je bila
rast podobna pri obeh testiranih sevih. Glede na rezultate, se je potrebno med shranjevanjem
suhomesnatih izdelkov izogibati vi§jim temperaturam. ZniZanje temperature s 25 na 15 °C bi
vplivalo na zmanjSano tvorbo AF.
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