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POVZETEK

Semena kmetijskih rastlin so pogosto kontaminirana z glivami, izpostavljena so jim na
poljih ali med shranjevanjem. Nekatere glive povzrocajo rastlinska obolenja ali pa izlocajo
mikotoksine, kar ogrozi uporabo semen za sejanje, hrano ali krmo. V nasi raziskavi smo pre-
ucevali vpliv hladne plazme (HP) na kaljivost semen in glivne zdruZbe, prisotne na semenih
tatarske ajde (Fagoypyrum tataricum Gaertn.), ter pri tem primerjali u¢inke neposredne in
posredne izpostavitve semen plazmi. HP smo proizvedli z uporabo induktivno sklopljenega
radiofrekvencnega napajalnika s frekvenco 27,12 MHz in plina kisika (O,) pri delovnem
tlaku 50 Pa in delovni mo¢i 700 W. Parametri so bili pri vseh obdelavah enaki, spreminjala
sta se le nacin in ¢as izpostavitve semen plazmi. V nasprotju z drugimi raziskavami smo
ugotovili, da je imela obdelava semen s HP v vseh primerih negativne u¢inke na kaljivost
semen. Po identifikaciji z molekularnimi metodami smo primerjali $tevil¢nost in raznolikost
gliv na s plazmo obdelanih semenih in klasi¢no steriliziranih semenih (30 % vodikov pero-
izpostavitvi semen plazmi. Ugotovili smo, da je neposredna izpostavitev semen plazmi
veliko bolj uspesna pri dekontaminaciji semen kot posredna, a se pri njej mocno zmanj$a
tudi kaljivost. Kljub temu so nekatere vrste gliv (predvsem Hannaella sp.) ostale prisotne
tudi po najdaljsi obdelavi s HP. NaSi rezultati so pokazali, da bi bila obdelava semen s HP
uporabna pri uporabi semen za namene prehrambene industrije ter pri shranjevanju semen,
ne bi pa bila uporabna pri nadaljnjem sejanju semen. Menimo, da so za dolocitev optimalnih
parametrov obdelave semen tatarske ajde s HP potrebne nadaljnje raziskave.

Kljucne besede: hladna plazma, tatarska ajda, dekontaminacija, kaljivost, glivna okuzenost



ABSTRACT

Crop seeds are often contaminated with fungi. Contamination can occur in fields or during
storage. The use of seeds for sowing, food or feed can be compromised by some fungi via
plant disease or the production of mycotoxins. In our study, we investigated the effects
of cold plasma (CP) on seed germination and fungal contamination of Tartary buckwheat
(Fagoypyrum tataricum Gaertn.) seeds. We also compared the effects of direct and indirect
exposure of seeds to CP. The plasma was generated by an inductively coupled radio frequency
power supply with a frequency of 27, 12 MHz, the gas used was oxygen (O,) at an operating
pressure of 50 Pa and an operating power of 700 W. These parametres remained the same
across all treatments with only the duration and mode of exposure being changed. We
found that CP treatment had negatively affected seed germination. After identification with
molecular methods, the frequency and diversity of fungal species were compared between
different CP treatments and chemically sterilised (30 % H,0,) seeds. The highest levels
of decontamination were achieved with direct 30- and 60-second CP treatments. Direct
CP exposure was much more effective at decontaminating the seeds than indirect exposure,
however, it also greatly reduced seed germination. Nevertheless, some species of fungi (e.
g. Hannaella sp.) proved to be more resitant to CP treatment. Our results indicate that CP
may be used in the decontamination of seeds meant for postharvest and food production, but
not for further sowing. More research is needed to determine the optimal parametres of CP
treatment for Tartary buckwheat seeds.

Keywords: cold plasma, Tartary buckwheat, decontamination, seed germination, fungal
contamination
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Kemikalije, reagenti in encimi, uporabljeni pri poskusith. .
2 Opis glivnih morfotipov, izoliranih iz semen tatarske ajde

NajustreznejSi BLAST® primerek izoliranih gliv iz semen tatarske ajde. Tabela vsebuje
interno oznako morfotipa, oznako pripadajocega PDA gojisca, najustreznejsi BLAST primerek
ter deleZ ujemanja s primerjanim vzorcem (v %). Zraven je zapisana pristopna Stevilka
posamezne glive in ime glivne vrste ter uvrstitev v pripadajoco taksonomsko skupino. Vrst,
ki jih nismo mogli dolociti s sekvenciranjem in orodjem BLAST®, smo dolocili na podlagi
morfoloskih znacilnosti. . . . . . . . .. L



1 Uvod

1.1 Opredelitev problema

S strmo narascajo¢im Stevilom svetovnega prebivalstva, ki naj bi po ocenah Zdruzenih narodov do leta 2050
doseglo skoraj 10 milijard [2], bodo za globalno oskrbo s hrano klju€ni novi in inovativni pristopi za pridelavo
in predelavo hrane. Okolju prijazne tehnologije, ki §€itijo pridelke ali prehranske proizvode pred propadanjem
ali Skodljivimi organizmi in s tem zmanjSajo izgube in podaljSajo njihov rok uporabnosti, so bistvene za
zagotavljanje globalne preskrbe s hrano [3]. Eno izmed taksnih alternativ predstavlja tehnologija obdelave
semen s hladno plazmo, ki je v zadnjih letih pritegnila pozornost mnogih svetovnih raziskovalcev iz razli¢nih
podrocij, predvsem iz kmetijstva in Zivilske industrije. Uporaba novih tehnologij, kakrSna je obdelava semen
s hladno plazmo, ima potencial za nadomestitev tradicionalnih pristopov sterilizacije semen ali hrane, kot
je na primer uporaba pesticidov, ki na pridelkih in v okolju puicajo $kodljive kemicne ostanke. Stevilni za
pridelke $kodljivi organizmi so razvili odpornost proti pesticidom, kar je povzrocilo uporabo pesticidov v Se
vecjih (prekomernih) koli¢inah. V prihodnosti bo kljuénega pomena razvoj novih ekonomi¢nih, u€inkovitih
in okolju prijaznih reSitev za obvladovanje patogenov tako pred setvijo semen kot med skladis¢enjem po
Zetvi.

Uporaba tehnologije hladne plazme za sterilizacijo oziroma dekontaminacijo semen je novo in danes hitro
razvijajoce se podrocje v znanosti. Dosedanje raziskave kazejo, da ima hladna plazma lahko zelo u¢inkovito
protimikrobno delovanje, zaradi Cesar predstavlja obetavno izhodis¢e za razvoj novih nacinov u¢inkovite in
okolju prijazne sterilizacije bioloskih materialov, kot so semena, z minimalnim vplivom na njihovo kakovost
in hranilno vrednost [3]. Tatarska ajda (Fagopyrum tataricum Gaertn.) velja za eno izmed najbolj zdravih in
s hranili bogatih poljsCin. V zadnjih letih zaradi narascajocih trendov zdrave prehrane raste povprasevanje po
izdelkih iz tatarske ajde in s tem po tatarski ajdi sami. Poleg tega je tatarska ajda zelo nezahtevna in trpezna
poljscina, zato bi v prihodnosti lahko postala gospodarsko zelo pomembno alternativno Zito. Novi pristopi
uporabe hladne plazme bi lahko zagotovili donosnej$o in bolj trajnostno pridelavo in predelavo tatarske ajde
ter, v SirSem smislu, vseh ostalih polj$¢in.

1.2 Namen raziskovalne naloge

Namen naloge je bil preuditi in dokazati vpliv hladne kisikove plazme na kaljivost semen tatarske ajde in
samo ucinkovitost hladne plazme pri sterilizaciji semen. Glive, ki se nahajajo na povrsini semen tatarske ajde
pred in po obdelavi s hladno plazmo, smo Zeleli izolirati, morfoloSko analizirati ter molekulsko identificirati.
Primerjati smo Zeleli vpliv neposredne in posredne izpostavitve semen hladni plazmi na kaljivost in glivno
kontaminacijo semen.

1.3 Hipoteze
Postavili smo naslednje delovne hipoteze:

1. Obdelava semen s hladno plazmo bo vplivala na njihovo kaljivost.

2. Pri krajSem Casu obdelave semen bo kaljivost primerljiva ali boljSa kot v kontrolni skupini, pri dalj$ih
obdelavah pa bo kaljivost semen slabsa.

3. Med neposredno in posredno izpostavitvijo semen plazmi bodo razlike v kaljivosti.
4. 7 daljSanjem Casa obdelave semen s hladno plazmo se bo zmanjSevala kontaminacija z glivami.

5. Z daljSanjem Casa obdelave semen s hladno plazmo se bo zmanjSevala vrstna raznolikost identificira-
nih gliv.



2 Teoreticni del

2.1 Tatarska ajda (Fagopyrum tataricum Gaertn.)

Tatarska ajda izvira z obmocja Himalaja. Zaradi svoje trdoZivosti in odpornosti proti nizkim temperaturam
je primerna za gojenje v visje leZe€ih predelih, saj uspeva tudi na nadmorski viSini preko 3000 metrov,
medtem ko navadna ajda uspeva na bolj zmernih nadmorskih visSinah. Ajda ni pravo Zito, sodi med dresnovke
(Polygonaceae), vendar jo zaradi podobnih hranilnih lastnosti in nacina setve uvr§¢amo k Zitom. Tako tatarsko
kot njeno sestrsko vrsto, navadno ajdo (Fagopyrum esculentum Moench), lahko sejemo kot glavni ali strni$¢ni
posevek [4].

Cvetovi tatarske ajde so zelene do rumenkaste barve, v cemer se razlikuje od navadne ajde, ki cveti belo,
rdeckasto ali roZnato. Navadna in tatarska ajda se razlikujeta tudi v nacinu opraSitve: tatarska ajda je
samooprasna rastlina (tj. ne potrebuje pomoci Zuzelk za oprasitev), navadna ajda pa je Zuzkocvetna — temu
primerno je navadna ajda tudi medonosna rastlina, tatarska ajda pa ne. Cvetni listi tatarske ajde so majhni in
ozki, dolgi od dva do tri milimetre; njena semena pa so manjsa in bolj zgrbancena od semen navadne ajde, ki
so pravilne trikotne oblike [4]. Semena tatarske ajde so obdana s trdo vlaknasto lupino, ki obdaja semensko
ovojnico, kalcek in endosperm. Kalcek vsebuje velike koli¢ine beljakovin, $kroba in vitaminov in se nahaja v
sredini endosperma [5].

Tatarska ajda slovi po visoki vsebnosti polifenolov, predvsem flavonoidov, ki so antioksidanti in $¢itijo celice
pred prostimi radikali, ki bi jih lahko poSkodovali, flavonoid rutin pa preprecuje tudi krhkost kapilar in s tem
nastanek edemov in kr¢nih Zil [6]. Flavonoidi, med katerimi sta pri ajdi najpomembnejSa Ze omenjen rutin in
kvercetin, so po kemijski sestavi rastlinski sekundarni presnovni produkti, ki jih sintetizirajo visje rastline,
mahovi ter praproti, njihova naloga pa je absorpcija UV-B svetlobe, kar §¢iti rastline pred $kodljivimi u¢inki
UV-B sevanja in razlicnimi boleznimi [4].

Tatarska ajda vsebuje ve€ flavonoidov in drugih polifenolov kot navadna ajda, ima pa tudi uravnoteZeno
aminokislinsko zgradbo in je kakovosten vir mineralov, vlaknin, in vitaminov B1, B2 in B6, zato je mnogo
bolj zdrava od njene sestrske vrste, visoka vsebnost rutina in kvercetina pa ji daje bolj grenak okus. Blazi
negativne ucinke nekaterih kroni¢nih bolezni, kot so diabetes, hipertenzija in hiperholesterolemija, in bolezni
srca in oZilja. Tako navadna kot tatarska ajda ne vsebujeta glutena, zato jo lahko uzivajo tudi bolniki s
celiakijo [7].

V Sloveniji navadno ajdo poznamo Ze okoli 600 let, tatarsko ajdo pa je k nam v 19. stoletju prinesel Ziga Zois
iz takratne Ceske. Ajda je pomemben del kulinari¢ne dedii¢ine, pri Gemer izstopajo jedi, kot so ajdova kaa,
ajdovi Zganci in ajdov kruh z orehi. Tatarska ajda se je v Sloveniji moc¢no razsirila v letih 1815 in 1816, ko je
vladala huda lakota zaradi u¢inkov podnebne anomalije (niZja temperatura, manjsa koli¢ina son¢ne svetlobe
ipd.), ki je bila posledica izbruha vulkana na obmoc¢ju Tihega oceana. Slovenski kmetje so s pridelovanjem
tatarske ajde nadaljevali do okoli leta 1920. V drugi polovici 20. stoletja so zaceli opuscati pridelovanje
navadne, Se bolj pa tatarske ajde. Razlogov za to je vec, kot glavna razloga pa Stejemo pridelovanje koruze, po
kateri ni ve¢ mozno sejati strni§¢nega posevka, in zaras¢anje hribovskih obmocij, ki so Se posebej primerna
za pridelovanje tatarske ajde [4].

V Evropi se tatarsko ajdo za ¢lovesko prehrano danes prideluje le na priblizno 50 ha v ¢ezmejni regiji Islek,
ki obsega severni Luksemburg, regijo Westeifel v Nemciji in obmejno obmocje nemsko govorecega dela
Belgije. V Sloveniji smo tatarsko ajdo zaceli znova pridelovati po letu 2000 zlasti na ekoloskih kmetijah
na Dolenjskem in v Beli Krajini. Tatarska ajda izlo¢a snovi, ki u¢inkujejo kot naravni herbicidi, ki zatirajo
kaljenje in rast plevelov, zato je posebej primerna za ekoloSko pridelavo [7]. Poleg tega tudi ne potrebuje
Skropljenja s pesticidi in je nasploh zelo skromna rastlina. Ve¢je zanimanje za zdravo prehrano je v zadnjih

letih prispevalo k ve¢jemu povprasevanju po ajdi in izdelkih, narejenih tako iz navadne kot iz tatarske ajde

[8].
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2.2 Znacilnosti gliv

Kraljestvo gliv spada v domeno evkariontov in se deli na 11 skupin z razlicnimi morfoloskimi in genetskimi
lastnostmi. Vsem je skupna odsotnost klorofila v celicah in heterotrofni nacin pridobivanja energije. Lahko
so enoceli¢ni ali veCceli¢ni organizmi, celi¢no steno imajo navadno zgrajeno iz hitina. Glive so v glavnem
sestavljene iz vode (69—90 %), ogljikovih hidratov in lipidov [9].

2.2.1 Zgradba glivne celice

Glivne celice so vecje od bakterijskih in povecini manjse od rastlinskih ter Zivalskih. Njihova celi¢na sestava je
podobna drugim evkariontom, saj vsebujejo pravo jedro in notranje celi¢ne strukture, ki so kompleksnejse kot
pri prokariontski celici [9]. Znotraj membrane v citoplazmi najdemo naslednje organele: jedro, endoplazemski
retikel (ER), mitohondrije, Golgijev aparat, meSicke in vakuole.

* Plazemska membrana (ali plazmalema) sluZi transportu snovi v celico in iz nje. Je izbirno prepustna
ter sestavljena iz fosfolipidnega dvosloja, v katerega so vgrajene beljkakovine in glikoproteini, tako
da tvorijo tekoci mozaik [10].

* Celicna stena $¢iti celico pred mehanskimi poSkodbami in ji daje obliko. Skoznjo potekajo interakcije
med celicami in sprejemanje signalov [10].

* Glivne celice so lahko obdane tudi s kapsulo, ki $Citi celico pred dehidracijo in napadi imunskih celic
[10].
* Jedro je obdano z dvojno membrano in vsebuje kromosome (DNA-beljakovinske komplekse), ki

prenasajo genetsko informacijo hcerinskim celicam pri celi¢ni delitvi. V jedru poteka transkripcija
RNA [10].

* Mitohondriji imajo dvoslojno membrano in poleg tega vsebujejo kompleksnejSe notranje membrane
[11]. V njih pri aerobnih pogojih poteka celi¢no dihanje, pri anaerobnih pogojih pa metabolizem
mascobnih kislin, sterolov in aminokislin [10].

* Prisotna sta tako gladki kot zrnati endoplazemski retikel (ER). Na ribosomih zrnatega ER poteka
sinteza beljakovin [10].

* V Golgijevem aparatu (GA) poteka modifikacija beljakovin, ki so se sintetizirale na ER. GA sodeluje
tudi pri prenosu lipidov in oblikovanju lizosomov [11].

.....

saj fuzijske in fizijske reakcije omogocajo spreminjanje velikosti, oblike in Stevilénosti med procesi,
kot sta celi¢na delitev in osmoza. V hipotoni¢nem okolju se fuzija vakuole poveca, v hiperoni¢cnem
okolju pa vakuole postanejo razdrobljene, njihov volumen pa se zmanjSa. Nitaste glive imajo omreZje
cevastih vakuol, ki po hifah prenaSajo hranilne snovi [9].

2.2.2 Delitev gliv

Glive se navadno pojavljajo v dveh oblikah rasti, lahko so bodisi kvasovke bodisi nitaste glive. Posebnost so
dimorfne glive, ki se pod vplivom okolja lahko preobrazijo [12].

Nitaste glive

Vecina nitastih gliv ima dolge razvejanih niti, imenovane hife, ki sluZijo podpori pri razmnoZevanju in
disseminaciji [10]. Specializirane hife omogocajo vegetativno (nespolno) razmnozZevanje v obliki spor
[13]. Najdemo jih v vecini filogenetskih skupin, vecina ¢loveskih patogenov pa spada v deblo Ascomycota
(zaprtotrosnice) [14]. Hife so sestavljene iz tankih, prozornih, cevastih cevi, ki so zapolnjene s protoplazmo.
Vec¢ hif tvori micelij, ki daje koloniji znacilno barvo, teksturo in topologijo. Poznamo 3 vrste micelija:
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* Vegetativni micelij prodre povr$je sredstva in absorbira hranilne snovi.
» Zraéni micelij raste nad povr§jem agarja in je lahko puhaste teksture.

* Rodoviten micelij z zratnimi hifami, ima reproduktivne strukture, kot so konidiji ali sporangiji [9].

Celice visjih gliv so loCene s septo, ki daje hifam strukturno podporo. Septa hife lo¢uje v manjSe razdelke,
ki locujejo poskodovane dele hif od nepoSkodovanih delov kolonije [10]. Hkrati je septa perforirana, kar
omogoca prehajanje citoplazme in protoplazme med razdelki [9].

Celi¢ne stene nitastih gliv razli¢nih taksonomskih skupin so sestavljene iz razli¢nih polisaharidov. Lahko
vsebujejo hitin, glukan, manoproteine, hitozan, poliglukuronsko kislino ali celulozo (neprave glive), pa tudi
manjse koli¢ine proteinov in glikoproteinov [10]. To nam omogoca delitev v razli¢ne evolucijske podskupine.
Sestava celiCne stene pri posameznih glivah je lahko odvisna od starosti hif in tudi od sestave okolja, na njeno
kemicno zgradbo pa vplivata pH in temperatura [9]. Celi¢na stena je dinamicna struktura, ki se razlikuje od
ene vrste glive do druge. Pigmenti, kot je melanin, so lahko pri nekaterih glivah vgrajeni v celi¢no steno (npr.
Aspergillus niger) in §Citijo pred biotskim in abiotskim stresorji, kot je UV sevanje [15].

Zaprtotrosnice (Ascomycota) in odprtotrosnice (Basidomycota) sta debli, ki skupaj tvorita podkraljestvo
gliv, imenovano Dikarya. Sporulacija zaprtotrosnic poteka v mescikih, pri odprtotrosnicah pa ti nastajajo na
zunanji povrsini listiCev. Razlikujejo se v naravi hif in na¢inu kaljenja trosov. Pri zaprtotrosnicah lahko Ze
klijoci (enojedrni) micelij tvori trosnjake, pri odprtotrosnicah pa ne [16].

Glive kvasovke

Glive kvasovke so enoceli¢ni organizmi, ki predstavljajo priblizno 1 % kraljestva gliv. Trenutno poznamo
nekaj vec kot 1500 razli¢nih vrst [17]. So evkarionti, ki so preprosti za gojenje v laboratoriju, saj jim ustreza
toplo, kislo in aerobno okolje. Struktura glivne celice kvasovk je podobna celicam ostalih gliv. Ima jedro
obdano z ovojnico, ki se nahaja v citoplazmi. Citoplazma je kisla koloidna raztopina s proteini, glikogenom
in drugimi topnimi makromolekulami [18]. Citoskelet je zgrajen iz mikrotubulov in mikrofilamentov,
najpogostejsa sestavna beljakovina pa je aktin, ki lahko deluje tudi kot signalni mehanizem za sproZitev
programirane celiéne smrti oz. apoptoze celice [19].

Glive kvasovke imajo lahko, tako kot druge glive, spolne in nespolne razmnoZevalne cikle. Lahko so okrogle,
ovalne, elipti¢ne ali cilindri¢ne oblike, v€asih pa tvorijo nitaste strukture. Vrste kvasovk se delijo glede
na nacin brstenja in glede na nekatere druge morfoloske in fizioloSke lastnosti [9]. Najbolj pogost nac¢in
vegetativne rasti gliv kvasovk je nespolno razmnoZevanje z brstenjem [20]. Pri tem se jedro razdeli med
starSevsko in héerinsko celico, ki se nato odcepi. Lahko se delijo tudi s cepitvijo, pri ¢emer nastaneta dve
enaki hcerinski celici. V primeru pomanjkanja hranilnih snovi se diploidne celice pri sporulaciji delijo z
mejozo in s spolnim razmnoZevanjem ustvarijo haploidne celice, ki pod stresnimi pogoji teZje prezivijo [21].

2.2.3 Liza glivne celice

Na celi¢no smrt (liza celice), ki je definirana kot dokon¢na in nepovratna izguba sposobnosti razmnoZevanja
celice, vplivajo Stevilni fizikalni, kemicni in bioloski faktorji. Gliva lahko umre, Ce je izpostavljena pretirani
toploti ali mrazu, visokonapetostni elektriki, ioniziranem sevanju, visokim hidrostati¢nim in osmotskim
pritiskom, in ob stiku s kemi¢nimi ali bioloSkimi fungicidnimi sredstvi. Ko fizioloski zas¢itni mehanizmi
celice ne zado$€ajo za obrambo pred zunanjimi dejavniki, celice odmrejo oziroma reagirajo s programirano
celi¢no smrtjo (apoptoza) [22]. Glive kvasovke, izpostavljene vi§jim temperaturam, lahko prej doZivijo
celi¢no smrt. Raziskave so pokazale, da oksidativni stres, ki deluje na citoskelet kvasovk, sprozi apoptotski
odziv celice [19]. To lastnost izkoriscajo pri pasterizaciji hrane in pijace [23]. Kemi¢ni dejavniki, ki imajo
fungicidne ucinke, so strupene organske spojine, prosti kisikovi radikali in teZke kovine [24].
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2.3 Plazemske tehnologije

Plazma je Cetrto agregatno stanje snovi, ki nastane, ko plinu dovajamo energijo v obliki toplote, elektri¢nega
toka ali elektromagnetnega sevanja [25]. Je ioniziran plin, ki je zaradi vsebnosti nabitih delcev elektricno
prevoden. Sestavljajo ga ioni, elektroni, prosti radikali, atomi in molekule, kot so reaktivne kisikove vrste
(ang. reactive oxygen species 0z. ROS) in reaktivne dusSikove vrste (ang. reactive nitrogen species oz. RNS),
v osnovnem ali vzbujenem stanju, pa tudi elektromagnetno sevanje (UV sevanje in vidna svetloba) [3]. Veliko
Stevilo trkov med elektroni in drugimi komponentami plazme zagotavlja enakomerno razporeditev notranje
energije, kar se navzven kaZe kot kvazi-nevtralnost. Za plazmo je znacilno kolektivno obnaSanje delcev, kar
pomeni, da imajo lokalne motnje lahko mocan vpliv na oddaljene predele plazme [26].

Plazma predstavlja skoraj 99 % vidnega vesolja [27], na Zemlji pa jo lahko opazimo pri nekaterih plamenih
ognja, strelah [28] in severnemu siju [29]. Umetno proizvedeno plazmo uporabljamo v neonskih znakih,
televiziji, fluorescentnih Zarnicah, pa tudi pri izdelavi elektronske opreme, jedrskih fuzijskih reaktorjih [30],
obdelavi povrsin [31], ¢iS¢enju onesnaZenega zraka in vode [32]in uniCevanju patogenov [33].

2.3.1 Vrste plazme

Plazmo lahko razdelimo na visokotemperaturno ali ravnoteZno in nizkotemperaturno ali neravnoteZno plazmo
[22].

Visokotemperaturna (ravnoteZna) plazma nastane pri visokem tlaku (> 10 kPa) in temperaturah okoli
5000 — 50000 K, za njeno tvorbo pa moramo dovesti veliko elektri¢ne energije. Zanjo je znacilna visoka
gostota elektronov (navadno nad 10%2 / m™3), ter ekvivalentnost temperatur elektronov (7%) in teZjih delcev
(T}q), tako da velja T, = T4. Pri visokotemperaturnih plazmah so molekularne komponente povecini
nepovezane, atomske vrste pa so delno ionizirane. Zaradi tega prenos energije poteka tako v obliki kineti¢ne
energije, kakor je to pri navadnih plinih, kot tudi s prenosom toplote disociacije in ionizacije, posledica tega
pa je visoka toplotna prevodnost [26].

Nizkotemperaturna (neravnoteZna) plazma ima manjSo gostoto elektronov, ki pa imajo visjo temperaturo kot
tezki delci. Ioniziran je majhen deleZ plina, hkrati pa je stopnja disociacije relativno visoka. Nizkotempera-
turna plazma se deli na kvazi-ravnoteZno plazmo (s temperaturo okoli 100 — 150 °C) in na ne-ravnoteZno
plazmo (temperatura < 60 °C). Pri prvi obstaja lokalno termodinami¢no ravnovesje med zvrstmi, pri ne-
ravnotezni plazmi pa je ohlajanje ionov in nenabitih molekul bolj u¢inkovito kot prenos energije iz elektronov.
Plin tako ohranja nizko temperaturo, zato to vrsto plazme imenujemo tudi hladna plazma [3].

Hladno plazmo (HP) lahko pridobimo pri atmosferskem ali zmanjSanem tlaku (vakuum), za tvorbo pa ne
potrebujemo tako visokega vhodnega napajanja kot pri visokotemperaturni plazmi [34].

Gibanje elektronov in ionov v smeri elektriénega polja je obCasno prekinjeno s trkom ob nevtralne molekule
plina (nmp), pri tem pa se elektroni (e) in ioni (i) obnaSajo zelo razli¢no, saj je izmenjana energija odvisna
od razmerja med njihovimi masami. Pri ionih, kjer je m;/mpmp ~ 1, to pomeni delitev energije z drugim
delcem, tako da se ion po vsakem trku skoraj ustavi. Pri elektronih, kjer je me/mpmp < 1, se izmenja le
majhen delez razpoloZljive energije. Elektroni se tako v danem elektricnem polju segrejejo dosti bolj kot
temperatura ionov in s tem plina [35].

Lastnost toplotnega neravnovesja je osnova za prakticno uporabnost HP, saj vroci elektroni usmerjajo
elektri¢no energijo v proizvodnjo reaktivnih radikalov, hkrati pa ne segrevajo plina.

Ob prisotnosti elektricnega polja so nabiti delci pospeSeni. Ko delec v praznem prostoru pospesimo z
napetostjo enega volta pravimo, da ima delec energijo 1 elektronvolt (eV). Velja1,0eV = 1,6 x 10719.J.
Prevodna energija delca pri sobni temperaturi je 0,04 eV, ionizacijska energija atoma ali molekule pa je
navadno okoli 10 do 20 eV. Pri vmesnih energijah se lahko dogajajo razli¢ni molekularni procesi, kot je
prehod v vzbujeno stanje ali disociacija na reaktivne radikale [35].
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Kisikova molekula ob trku z elektronom razpade na atome:

e+0y —e+20

Atomarni kisik, ki je sam po sebi pomemben radikal, lahko sluzi kot predhodnik za druge zvrsti, kot je ozon
ali dusikov oksid:

O+0y; — O34

O+ Ny — NO+N

Pogoj za te reakcije je, da ima elektron vsaj nekaj eV energije, kar je precej vec kot jo je na voljo pri sobni
temperaturi. Pri pridobivanju plazme je zato klju¢no, da z virom napetosti elektronom in posledi¢no ostalim
zvrstem dovedemo dovolj energije. Z reakcijo nastane veliko Stevilo kratkotrajnih radikalov, ki se razkrojijo
v manjSe Stevilo dolgotrajnejSih (reaktivnih) spojin, te pa so obstojne tudi po odstranitvi vira napetosti [35].

V kisikovi plazmi, kjer je kot glavni reagent uporabljen kisik, so dolgotrajnejSe zvrsti atomarni kisik, dikisik
in ozon. Zaradi visoke oksidativnosti se reaktivne kisikove spojine pogosto uporabljajo pri obdelavi hrane,
predvsem tiste bogate z vitaminom C [35].

2.3.2 Pridobivanje plazme

Najpogosteje uporabljena metoda za generiranje plazme je vplivanje na nevtralni plin z elektri¢nim poljem.
Vsak plin namre¢ vsebuje nek deleZ nabitih delcev (torej elektronov in ionov), ki nastanejo zaradi vpliva
kozmic¢nih Zarkov oziroma radioaktivnega sevanja. Ti naboji so ob prisotnosti elektricnega polja pospeSeni do
visokih energij (nekaj elektronvoltov), pri katerih lahko vzbudijo, disociirajo ali ionizirajo nevtralne molekule.
Sekundarni elektroni so prav tako pospeSeni proti katodi, kar vodi do vecjega Stevila trkov, ki prenasajo
kineti¢no energijo elektronov. Ponovna kombinacija nabitih delcev zviSa temperaturo plina [34]. Pri proZnih
trkih elektroni zaradi majhne mase ohranijo vecino energije, pri neproZnih trkih pa energijo navadno prenesejo
naprej. Radikalne zvrsti, ki nastanejo zaradi stika z elektroni povzrocijo verigo kemijsko-plazemskih reakcij
[35].

Plazma se ustvari tako, da skozi (delno) ioniziran plin tece elektri¢ni tok, ki plinu oddaja energijo in ga
ohranja ioniziranega in prevodnega. 1z elektricnega polja se energija prenese na elektrone, ti pa jo ob dovolj
visokoenergijskih trkih prenesejo na druge komponente. S tem plazma ohranja enakomerno razporeditev
notranje energije [36]. Pri tem se smer elektriCnega polja spreminja, s tem pa se izmeni¢no spreminja tudi
smer gibanja elektronov, kar nam omogoca oblikovanje enotnejSe plazme. Radio-frekvencne razelektritve
navadno delujejo v frekvenénem razponu: f = w/2m ~ 1 — 100 MHz [34]. Pri tem lahko uporabimo dva
tipa elektri¢ne konfiguracije, kapacitivno povezovanje in induktivno povezovanje. Pri slednjem nacinu so
elektrode povsem locene od reakcijske komore, kar zniZuje mozZnost kontaminacije s snovmi na elektrodah
[37]. Induktivno sklopljena plazma (angl. inductively coupled plasma ali ICP) je vzbujena z elektri¢nim
poljem, ki ga ustvarimo s transformatorjem iz radio-frekvencnega toka v prevodniku. Spreminjajoce se
magnetno polje prevodnika inducira elektri¢no polje, v katerem so pospeseni elektroni in plazma. Tuljava, po
kateri teCe tok, je lahko napeljana znotraj ali zunaj komore in je lahko v obliki vijacnice ali spirale [34].

Material je lahko plazmi izpostavljen na dva razli¢na nacina. Prvi je neposredna ali glow izpostavitev, kjer
je vzorec v neposrednem stiku s plazmo ter plazemskimi delci in z UV sevanjem, ki pri tem nastanejo. Ce
obdelava vzorca poteka v post-razelektritvenem obmocju in je s tem vzorec plazmi izpostavljen posredno,
govorimo o posredni ali afterglow izpostavitvi (kot prikazuje Slika 1). Pri tem vzorec postavimo v nekoliko
oddaljeno sosednjo komoro, s ¢imer zniZamo koli¢ino dovedene toplote in preprec¢imo stik z reaktivnimi
snovmi in nabitimi delci. Tako vzorec ni izpostavljen UV sevanju in nanj vplivajo le nizke koncentracije dlje
ziveCih plazemskih snovi, kot so reaktivne duSikove in kisikove zvrsti. Zaradi blaZjega termi¢nega vpliva in
manj$e izpostavitve plazmi so navadno obdelovalni Casi pri posrednem (afterglow) nacinu obdelave daljsi kot
pri neposrednem (glow) nacinu [38].
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Slika 1: Fotografija posredne obdelave semen tatarske ajde s kisikovo hladno plazmo na IJS.
Avtorica: Barbara Makovec, 2021.

2.3.3 Uporaba hladne plazme

Plazemske tehnologije se v elektrotehniki uporabljajo za jedkanje, prikazne zaslone in razsvetlitev, v industriji
pa za obdelavo povrsin polprevodnikov in za predelavo tekstila. V analizni kemiji se plazma uporablja za
ionizacijo molekul in atomov pri opti¢ni spektroskopiji in masni spektrometriji [39]. Uporaba se je dandanes
raz§irila tudi na podroc¢je medicine (celjenje ran, zobozdravstvo) in obdelave bioloskih materialov [40, 41].

HP vpliva na kaljivost in rast semen s spreminjanjem njihove fiziologije in biokemic¢nih lastnosti. S HP
obdelana voda lahko spodbudi rast rastlin in okrepi u¢inkovanje umetnih gnojil [42]. Raziskave kaZejo, da se
lahko HP uporablja tudi za dekontaminacijo semen, saj prosti radikali in reaktivne kisikove zvrsti, ki pri tem
nastanejo, zatrejo okuzbe z glivami in bakterijami ter pozitivno vplivajo na kaljivost in rast kulturnih rastlin,
kot je pSenica [43] [44], soja [45], koruza [46], riZ [47], jeCmen [48], paradiZnik [43] in redkev [49]. Tako
obdelava s hladno plazmo predstavlja okolju prijazno alternativo kemicnim pesticidom, ki poleg obremenitve
okolju predstavljajo nevarnost cloveskemu zdravju.
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2.4 Vpliv hladne plazme na bioloski material

Ucinkovitost dekontaminacije s HP je odvisna od razli¢nih procesnih parametrov, ki jih dolo¢imo Ze pred
obdelavo materiala s plazmo [50]. Med njih spadajo vhodna moc (tj. napetost in frekvenca), Cas obdelave,
vrsta plina, pretok in nacin izpostavitve (neposreden ali posreden). Vecjo ucinkovitost dekontaminacije s HP
je mnogo avtorjev zaznalo pri vi$ji vhodni moci [51-55]. Nacin izpostavljenosti je tudi pomemben dejavnik
pri ucinkovitosti dekontaminacije materiala s HP. Rezultati razli¢nih $tudij [51-55] so nedosledni, vendar jih
je vecina pokazala, da je neposredna izpostavljenost materiala bolj ucinkovita kot posredna. Pomembna je
tudi izbira plina, iz katerega pridobimo plazmo. Vrsta plina doloca vrsto in koli¢ino reaktivnih kemijskih
zvrsti, ki jih proizvede HP. Eto in sod. [56] so v svoji raziskavi opazili, da vi§ja vsebnost kisika (O,) v plinu
privede k vecji kolicini nastalih ROS, zlasti ozona (O;), ki pripomore k vecji u¢inkovitosti dekontaminacije
materiala.

Okoljski dejavniki, kot so pH, sestava Zivil in relativna vlaZnost, prav tako pomembno vplivajo na u¢inkovitost
dekontaminacije materiala s HP [50]. Odkrito je bilo, da kislost Zivil vpliva na odpornost bakterij proti
razlicnim obremenitvam, kot so toplota, elektri¢no polje in podobno [57, 58]. Prav tako ima vecja relativna
vlaZnost pozitiven ucinek na ucinkovitost dekontaminacije, saj se pri razgradnji plina v plazmo tvori vec
reaktivnih radikalov iz molekul vode, prisotnih zaradi vlage [59].

Da bi se plazemska tehnologija uspesno in §irSe uporabljala v praksi, je kljunega pomena jasna razlaga
njenih mehanizmov za dekontaminacijo materiala oz. inaktivacijo mikroorganizmov [50]. Stevilne raziskave
so odkrile, da je HP zelo ucinkovita pri inaktivaciji razli¢nih mikroorganizmov [52, 60-65], kljub temu pa je
poznavanje mehanizmov tega procesa Se vedno pomanjkljivo, podatki pa so zaradi zapletenosti procesov,
ki se dogajajo v interakcijah med plazmo in bioloskim materialom, neenotni in nedosledni. Mehanizmi
delovanja HP na bioloski material torej Se niso Cisto jasni, v grobem pa so Liao in sod. [50] potencialne
mehanizme razdelili na bioloske in fizikalne.

2.4.1 Bioloski mehanizmi

Poskodbe DNA zaradi UV sevanja: Sprva so raziskovalci menili, da so poSkodbe DNA, ki vodijo do
inaktivacije mikroorganizmov, neposredno povezane z UV sevanjem, spro$¢enim pri nastanku plazme
[60, 66]. Znano je, da UV svetloba, sploh pri valovnih dolZinah okoli 260 nm, lahko vodi do reakcije med
timinom in citozinom iste verige DNA, kar mo¢no okrni sposobnost pomnozZevanje DNA v mikroorganizmu.
Mnogo raziskav je pokazalo, da UV sevanje predstavlja enega izmed glavnih dejavnikov uni¢enja mikrobov
pri neposredni izpostavitvi materiala plazmi [67-70].

Lipidna peroksidacija: Mehanizem delovanja plazme lahko temelji na oksidativnih poskodbah membran ali
znotrajcelicnih komponent (DNA, beljakovine, ogljikovi hidrati itd.), ki so posledica reakcij z reaktivnimi
kemijskimi zvrstmi, ki jih vsebuje plazma. Izmed znotrajceli¢nih komponent naj bi bili najhuje prizadeti
membranski lipidi, predvsem polinenasi¢ene mascobne kisline, ki so zaradi lokacije blizu celi¢ne povrSine in
njihove obcutljivosti na ROS posebej dovzetni za poSkodbe te narave [71-73].

Spremembe proteinov: Potencialen mehanizem delovanja plazme je tudi sprememba strukture in funkcije
beljakovin. Vec raziskav je pokazalo, da je po izpostavljenosti bioloSkega materiala plazmi prislo do
kemijskih sprememb in degradacije membranskih beljakovin [67, 74, 75]. Venezia in sod. [75] so opazili,
da beljakovine, ki so bile neposredno izpostavljene plazmi, kaZejo spremenjene elektroforetske profile z
degradacijo. Ugotovili so tudi, da se je struktura beljakovin na celicni membrani zanesljivo spremenila, saj se
bakteriofagi niso uspeli pritrditi na svoj dolo¢en membranski receptor, to je beljakovino.

Induciranje apoptoze: ROS igrajo vlogo v razli¢nih celi¢nih presnovnih poteh kot signalne molekule. Znano
je, da lahko poleg oksidativnega stresa povzrocijo tudi programirano celi¢no smrt oz. apoptozo, iz Cesar
sklepamo, da ROS, vsebovane v plazmi, lahko povzrocijo enak ucinek [76-78].
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2.4.2 Fizikalni mehanizmi

Elektrostatska motnja: Lunov in sod. [70] razlagajo, da elektrostatske sile, ki so posledica kopicenja
nabitih delcev, nastalih v plazmi, povzroc¢ijo motnje na celicni membrani, cemur sledi celicna smrt. Mendis,
Rosenberg in Azam [79] pojasnjujejo, da, ko elektrostatski odboji, ki nastanejo z bombardiranjem povrSine
celice z nabitimi delci, preseZejo natezno trdnost celiénih membran, celicna membrana postane nestabilna in
hitro zlomljiva, kar tudi vodi do celi¢ne smrti.

Elektroporacija: Zaradi elektricnega polja, ki se ustvari v plazmi, je mehanizem delovanja HP podoben
mehanizmu delovanja pulzirajocega elektricnega polja oz. PEF [50]. To je izrazito opazno pri neposrednem
nacinu izpostavitve materiala plazmi, saj le-ta zagotavlja prisotnost dovolj moc¢nega elektricnega polja, da
lahko deluje protimikrobno, in sicer se v celi¢ni steni formirajo pore, ki vodijo do iztekanja citoplazme in
koncno celi¢ne smrti [80, 81]. Nasprotno pa se v posrednemu nacinu izpostavitve obdelani vzorci nahajajo
dalec¢ od obmocja nastajanja plazme, kar pomeni, da so oddaljeni tudi od nastalega elektricnega polja, Sibka
jakost elektricnega polja pa pri tem nacinu izpostavitve skorajda nima dekontaminacijskega ucinka [82].

Podrobni mehanizmi protimikrobnega delovanja HP so Se vedno neraziskani, kar ovira razvoj HP in njene
§irSe uporabe. V ta namen je potrebno izvesti veC sistemati¢nih in celovitih raziskav o vplivih HP na
mikroorganizme in njeno uporabo za dekontaminacijo bioloSkega materiala.

2.4.3 Vpliv hladne plazme na glive

Mikroorganizmi, na katerih so bile opravljene raziskave o vplivu HP, obsegajo Gram-pozitivne in Gram-
negativne bakterije [69, 83], bakterije, ki tvorijo biofilme [84], bakterijske spore [85], kvasovke in glive
[86], prione [87] in viruse [88]. Med navedenimi mikrobi je inaktivacija gliv (plesni in kvasovke) s HP
podrocje velikega zanimanja za prehransko industrijo in kmetijstvo, saj te glive predstavljajo veliko skupino
mikroorganizmov, odgovornih za kvarjenje hrane in pridelkov [89].

Hayashi in sod. [90] poro€ajo o pomembni vlogi atomarnega kisika (O) pri inaktivaciji gliv Aspergillus
oryzae in Penicillium digitatum. Ugotovili so, da so glivne celice po delovanju atomarnega kisika viabline
a hkrati nekultivabilne (tj. so Zive, vendar se ne morejo razmnozevati), spore hif pa izgledajo nagubane.
Suhem in sod. [91] so po obdelavi celic gliv Aspergillus flavus s plazmo opazili, da so glivne celice izgubile
viabilnost, saj je priSlo do iztekanja celi¢ne vsebine. Na podlagi rezultatov teh in drugih raziskav [89, 92, 93]
je moc¢ sklepati, da obdelava glivnih celic s plazmo vodi do uni¢enja celi¢ne stene, kar povzroci iztekanje
znotrajceli¢nih komponent, pri Cemer pa je treba opozoriti na dejstvo, da je obseg sprememb v glivnih celicah
odvisen tudi od ¢asa izpostavitve glivnih celic plazmi.

Stevilne raziskave [86, 94-97] trdijo, da se inaktivacija glivnih celic zgodi zaradi enega ali ve¢ sledecih
ucinkov plazme na celice:

* poskodbe celicne membrane: kratek ¢as izpostavitve plazmi (priblizno 30 sekund) povzro¢i motnje v
delovanju celi¢ne membrane, nadaljnja izpostavljenost pa popolno inaktivacijo glivne celice;

» morfoloske spremembe: izrazito se lahko spremeni celicna membrana in njena prepustnost [51, 98,
99], a korenite morfoloske spremembe celi¢nih struktur niso nujne za inaktivacijo glivnih celic, so pa
potem prisotne znotrajceli¢ne nanostrukturne spremembe [89];

* pri majhnih koli¢inah plazme bi lahko glivne celice §le v proces apoptoze [96];

* ROS povzrocijo oksidacijo znotrajceli¢nih organelov, Se posebej dovzetni za to so lipidi, v kasnejSih
fazah pa lahko potece tudi oksidacija beljakovin [54, 99, 100].

Potrebno je omeniti, da vecina $tudij poudarja glavno vlogo ROS, medtem ko je zracna plazma meSanica ROS,
reaktivnih dusikovih zvrsti (RNS) in UV sevanja, katerega predvidevano vlogo smo Ze opredelili v prejSnjem
poglavju [89]. Vloga RNS pri dekontaminaciji materiala s HP je manj raziskana zaradi teZavnosti locevanja
ucinkov ROS in RNS. Da bi bolje razumeli interakcije med glivnimi celicami in plazmo, je potrebnih vec¢
raziskav.
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3

3.1

Material in metode dela

Uporabljene kemikalije

Pri raziskovalnem delu smo uporabili kemikalije, reagente in encime, navedene v Preglednici 1.

3.2

Preglednica 1: Kemikalije, reagenti in encimi, uporabljeni pri poskusih.

Kemikalija/reagent/encim Proizvajalec
10-kratni PCR pufer Thermo Scientific
Agaroza (SeaKem® LE Agarose) Lonza

Etanol (96 %) Stella Tech
Etidijev bromid Sigma

H,0, (30 %) Sigma
Kloramfenikol Sigma

Komplet za izolacijo DNA (GenElute Plant Genomic DNA Miniprep Kit)

Sigma-Aldrich

Nukleotidi ANTP mix

Thermo Scientific

PDA (potato dextrose agar) Biolife
Polimeraza Taq (Taq DNA Polymerase) Thermo Scientific
Velikostni standard (Gene RulerTM 1 kb DNA Ladder) Fermentas

Zacetni oligonukleotid ITS1-F

Sigma-Aldrich

Zacetni oligonukleotid ITS4

Sigma-Aldrich

Laboratorijska oprema

* Bunsenov gorilnik

* Centrifuga (Sigma 3K30)

* Digestorij

* Erlenmajerice

* Filter papir

* Laminarij

* Parafilm

* PCR stroj "PTC-150 MiniCylcer"(MJ Research, Biorad)
* Plasti¢ne petrijevke

* Sistem za elektroforezo (IEC 1010-1, Amersham pharmacia)
* Spatule

* Tekoci dusik N,

¢ Terilnice s pestili

e UV transluminator s kamero (UVtech)
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3.3 Izvor semen tatarske ajde

Semena tatarske ajde so bila pridobljena iz Mlina Rangus (Dolenjska). Eksperimenti so bili opravljeni leta
2021.

3.4 Obdelava semen s plazmo

Semena smo za namen raziskave obdelali z radio-frekvenénim (RF) generatorjem hladne plazme na Institutu
Jozef Stefan (1JS). Uporabili smo Cisti plin kisik O, (99,99 %) pri delovnem tlaku 50 Pa in delovni moci 700
W. Parametri so bili pri vseh obdelavah enaki, spreminjali smo le nacin izpostavitve plazmi (neposreden ali
posreden) in &as izpostavitve semen plazmi (0, 30, 60, 120, 180 in 240 sekund). Cas izpostavitve 0 sekund je
predstavljal kontrolno skupino (K). Semena, ki so bila v generatorju plazme izpostavljena le vakuumu (in ne
plazmi), in sicer za najdaljsi €as izpostavitve (240 s), so predstavljala vakuumsko kontrolo (VK). Pri analizi
glivnih morfotipov smo uporabili Se z vodikovim peroksidom (30 % H,O,) sterilizirano kontrolo (KS).

Plazmo smo proizvedli z induktivno sklopljenim (IC) radiofrekven¢nim (RF) napajalnikom s frekvenco 27, 12
MHz (Slika 2). Semena tatarske ajde smo za obdelavo polozili na aluminijast pladenj, ki smo ga postavili v
komoro, kjer je nastajala plazma, za neposredno (glow) izpostavitev oziroma v sosednjo komoro, ki ni bila
neposredno izpostavljena plazmi, za posredno (afterglow) izpostavitev semen plazmi. Semena, ki so bila
plazmi izpostavljena neposredno (pri priblizno 270° C), so imela ¢as obdelave 30 oziroma 60 sekund (GL30
in GL60); semena, ki so bila plazmi izpostavljena posredno, pa so imela €as obdelave 60, 120, 180 oziroma
240 sekund (AG60, AG120, AG180 in AG240) pri priblizno 100° C. S plazmo smo obdelali vecje Stevilo
semen (priblizno 150) in jih po obdelavi vakuumsko zaprli v sterilne vrecke, ki so bile primerno oznacene, da
bi preprecili kontaminacijo.

Indirektna plazemska Bakrena tuljava
obdelava RF generator /
T s »

Ol OO OO

sssssss % 2

W_d
0,
‘ Direktna plazemska
Vakuumska ¢rpalka obdelava

Dovod plina

Slika 2: Shema generatorja hladne plazme, ki prikazuje neposredni in posredni nacin obdelave semen.
Prirejeno po Staric in sod. [1].
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3.5 Kalitveni testi

S kalitvenimi testi ugotavljamo, kolik$no Stevilo semen bo vzklilo v dolo€enih razmerah. V nasi raziskavi
smo kalitvene teste opravili tako, da smo 20 semen doloCene obdelave poloZili v plasti¢no petrijevko, na dno
katere smo polozili filtrirni papir, ki smo ga navlazili z destilirano vodo (Slika 3). Kalitveni test je bil za vsako
razlicno obdelavo semen opravljen v petih ponovitvah (tj. skupno smo uporabili 100 semen iz iste obdelave).
Semena smo pustili kaliti v rastnih komorah na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete v Ljubljani pri
konstantni temperaturi 22 °C in 60 % relativni zracni vlaZnosti v temi. Poskus je potekal teden dni. Stevilo
skaljenih semen smo presteli prvi, drugi, tretji, Cetrti, peti in sedmi dan kalitve ter si podatke zapisali. Kot
skaljeno seme smo upoStevali semena, pri katerih je skozi semensko lupinico prodrla radikula (koreninica).

Slika 3: Fotografija kalitvenega testa semen. Avtor: Rok Susnik, 2021.

3.6 Priprava gojisc

Gojisca iz krompirjevega dekstroznega agarja (PDA) so nam pripravili na Oddelku za biologijo Biotehniske
fakultete v Ljubljani. Za preprecitev rasti bakterij je bil gojiS¢em dodan antibiotik kloramfenikol. Tako
pripravljena gojis¢a smo uporabili za nadaljnje poskuse.

Skupno smo za posamezno skupino semen uporabili 10 petrijevk z agarjem, s pomocjo katerih smo opazovali
vpliv HP na rast glivnih zdruzb. Na vsako petrijevko smo sterilno ob plamenu gorilnika enakomerno
razporedili pet semen iz iste skupine. Petrijevke smo nato zatesnili s parafilmom in jih en teden inkubirali v
rastnih komorah pri konstantni temperaturi 22 °C in 60 % relativni zracni vlaZnosti v temi. Po enem tednu
smo petrijevke pregledali in jih fotografirali (Slika 4).

Slika 4: Fotografija glivnega testa semen. Avtor: Rok Susnik, 2021.
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3.7 Izolacija gliv do ¢istih kultur

Na videz podobne glive smo razvrstili v skupine glede na njihove morfoloSke znacilnosti (morfotipizacija).
Glive, ki so si bile morfolosko podobne (enak morfotip) smo oznacili z isto ¢rko abecede. Za nadaljnjo
izolacijo posameznih morfotipov smo izbrali najmanj dve plos¢i, kjer so zrasle glive istega morfotipa. S
spatulo smo izrezali priblizno 5 mm x 5 mm velik koScek agarja, ki je vseboval posamezno glivo (ob robu,
kjer je bila gliva najmlajsa), in ga prenesli na novo gojice. Vsak morfotip smo po istem postopku izolirali do
¢istih kultur, s ¢imer smo jih lo¢ili od ostalih gliv, ki so zrasle na isti petrijevki. Petrijevke z novimi goji$¢i
smo ustrezno oznacili, jih zaprli s parafilmom in inkubirali v rastni komori pri zgoraj opisanih pogojih en
teden.

3.8 Izolacija glivne DNA

Ciste glivne kulture smo postrgali iz petrijevk in jih v terilnicah strli v 50 ml tekoega dusika. Tako pripravljen
glivni material smo nato dali v mikrocentrifugirke in jih shranili v hladilnik za nadaljnje analize. Vse vzorce
smo ustrezno oznacili z novimi oznakami. Glivno DNA smo izolirali s pomo¢jo komercialnega kompleta
"GenElute® Plant Genomic DNA Miniprep Kit"po navodilih proizvajalca. V zadnjem koraku (spiranje DNA
iz vezavne kolone) smo na vezavno kolono odpipetirali 50 pL. predhodno na 65 °C segrete Elution Solution
in centrifugirali 1 minuto pri 12.000 g ter postopek ponovili e enkrat, tako da smo pridobili 100 uL eluata.
Nato smo vsebino v mikrocentrifugirki (tj. eluat, ki vsebuje Cisto glivno DNA) shranili na —20 °C do nadaljnje
uporabe.

3.8.1 PomnozZevanje izolirane DNA s PCR

Izolirano glivno DNA posameznih morfotipov smo pomnozili z verizno reakcijo s polimerazo (PCR). Z
reakcijo smo pomnoZevali ITS (ang. Internal Transcribed Spacer) odsek glivne DNA, za kar smo uporabili
glivno specifi€ni par univerzalnih oligonukleotidnih zagetnikov ITS1-f/ITS4 in Taq polimerazo. Raztopine
za PCR so bile pripravljene v skladu z Mravlje in sod. [101], prav tako pogoji PCR. Po izvedeni PCR smo
uspesnost reakcije preverili z elektroforezo na agaroznem gelu.

3.8.2 Sekvenciranje

Sekvenciranje pridobljenih pomnoZkov glivne DNA je bilo opravljeno pri komercialnem ponudniku Macrogen
Inc. (Amsterdam, Nizozemska).

3.8.3 Identifikacija nukleotidnih zaporedij

Pridobljena nukleotidna zaporedja (sekvence) smo obdelali s programom MEGA-X in poiskali najboljsa
ujemanja v bazi NCBI GenBank s pomocjo spletnega orodja BLAST®.

3.9 StatistiCna analiza

Pridobljene rezultate smo analizirali s programskim kompletom Statistica (Statsoft 7.0.61.0 EN) in MS Excel
2013. Statisti¢no znacilne razlike smo izracunali s pomocjo programa enosmerne analize variance (ANOVA)
s Tukeyevim post-hoc testom. Grafe smo narisali v Excelu.
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4 Rezultati z razpravo

4.1 Vpliv hladne plazme na kaljivost semen

Na grafu (Slika 5) je prikazan delez vzklilih semen v odvisnosti od ¢asa oziroma glede na zaporedni dan
spremljanja kalitve. Primerjali smo kaljivost semen med razli¢nimi obdelavami semen s HP. Posamezne
obdelave so prikazane z razlicnimi barvami.

Na Sliki 5 lahko vidimo, da sta se kontrolni skupini statisticno znacilno razlikovali od vseh drugih obdelav
tekom celotnega poskusa. Prvi dan tatarska ajda ni kalila. Drugi dan se obdelave s HP med seboj niso
statisti¢no razlikovale. Tretji in Cetrti dan opazovanja ter vse do konca poskusa se neposredni (glow) obdelavi
statisticno mocno razlikujeta od drugih obdelav, saj je tekom poskusa pri 30-sekundni neposredni obdelavi
vzklilo le eno seme, pri 60-sekundni neposredni obdelavi pa ni vzklilo nobeno seme. Od preostalih obdelav
se tretji in Cetrti dan statisticno razlikuje tudi najkrajSa posredna (afterglow) obdelava. Posredne obdelave
za 120, 180 in 240 sekund se tretji in Cetrti dan poskusa med seboj statistino ne razlikujejo. Peti in tudi
zadnji dan poskusa opazimo, da je kaljivost semen 120-sekundne posredne obdelave statisticno podobna
tako 60-sekundni kot 180- in 240-sekundni posredni obdelavi, druge obdelave pa so v enakem statisticnem
razmerju kot prej. Na koncu poskusa kaljivost nobene izmed obdelav s HP ni bila primerljiva s kaljivostjo
kontrolnih skupin, pri katerih je vzklilo dobrih 90 % vseh semen. Najvecjo kaljivost semen izmed semen,
obdelanih s HP, je s pribliZzno 75-odstotno kaljivostjo semen imela 60-sekunda posredna obdelava.

0,9

0,8

0,7

VK
0,6

AG 60s
AG 120s
AG 180s

dele vzkaljenih semen

AG 240s
0,4

GL 30s
GL 60s
0,3

0,2

0,1

Slika 5: Kaljivost semen tatarske ajde (povprecje + standardna napaka, n = 100 semen). Razli¢ne ¢rke nad
stolpci oznacujejo statisticna razmerja med obdelavami (p < 0, 05, enosmerna ANOVA, Tukeyev post-hoc
test).

Vecina raziskav na podrocju vpliva tehnologij HP na kalitev je pokazala, da ima HP pozitiven ucinek
na kalitev semen. Mnogo avtorjev opaza, da je tehnologija HP pozitivno vplivala na rast in kaljivost
semen pri razli¢nih raziskovanih rastlinskih vrstah, kar nakazuje, da obdelava semen s HP spodbuja kalitev,
poveca odpornost semen in moc¢no zavira rast patogenov, saj zmanjSa povrSinsko kontaminiranost semen s
patogenimi mikroorganizmi [102—-112]. Nasi rezultati niso skladni s temi raziskavami, saj v nasem poskusu
nismo ugotovili, da bi izpostavitev semen HP prispevala k povecanju kaljivosti semen tatarske ajde, temvec
jo je zmanjsala. Kaljivosti kontrolnih skupin se je najbolj priblizala 60-sekundna posredna obdelava, vendar
je tudi ta bila bistveno manjsa.
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Prej navedene Studije [102—112] so se osredotocale na najbolj pogoste in mnoZi¢no gojene kulturne rastline,
kot so pSenica, koruza, jeCmen, soja in CiCerika, pri katerih so predvsem krajse obdelave s HP doprinesle k
povecani kaljivosti semen [106, 108, 113, 114]. V nekaterih primerih HP ni imela vpliva na kaljivost semen
[46], nekateri avtorji pa tudi niso uspeli pokazati pozitivne zveze med obdelavami s plazmo in kaljivostjo
semen [105, 115]. Kljub povecini pozitivnim u¢inkom krajSih obdelav s HP je znano, da daljSe obdelave
povzrocijo opazno zmanjSanje v kaljivosti obdelanih semen [46, 102, 108, 113, 114]. Vpliv plazme na
semena se spreminja tudi glede na vrsto uporabljene plazme. Filatova in sod. [105, 115] so pri svojem
poskusu semena stroc¢nic in drugih posevkov (Lupinus angustifolius, Galega virginiana, Melilotus albus in
Glycine max) obdelali s 5, 28 MHz RF zra¢no plazmo in elektromagnetnim poljem ter opazili tako pozitivne
kot negativne vplive plazme na semena za razliko od nas, ki smo opazili le negativne ucinke plazme. Te
raziskave potrjujejo, da je vpliv HP na kaljivost semen odvisen od vrste rastlinskih semen, vrste uporabljene
plazme in Casa izpostavitve semen plazmi. Pomembno pa je omeniti, da kaljivost semen ni odvisna le od
genetskih dejavnikov, temvec tudi od okoljskih dejavnikov, kot so podnebje, prst in koli¢ina dostopne vode
[103].

Vpliv HP na semena navadne oziroma tatarske ajde so, po naSem znanju, raziskovali le Sera in sod. [116],
Lampe [117] in Mravlje in sod. [101]. Sera in sod. [116] so raziskovali u¢inke HP na semenih navadne
ajde, pri Cemer so nasli manjSe pozitivne ucinke na kaljivost semen pri 180-sekundni obdelavi z GlidArc
nizkotemperaturno zracno plazmo pri atmosferskem tlaku ter mo¢no negativne ucinke s SDBD (ang. Surface
Dielectric Barrier Discharge) plazmo pri enako dolgi obdelavi. Vse daljse obdelave so imele negativne ucinke
na kaljivost semen navadne ajde, kar nakazuje, da je ajda zelo obcutljiva na obdelavo s plazmo. Raziskava
avtorja Lampe [117] je obrodila rezultate, podobne nasim, saj je potrdila le negativen u€inek HP na kaljivost
semen navadne ajde. Prav tako so Mravlje in sod. [101] opazili le negativen vpliv HP na kalitev semen
navadne in tatarske ajde. Obe raziskavi sta pri tem izpostavili, da je bila pri krajSih obdelavah s HP (15 — 45 s)
kaljivost semen navadne oziroma obeh vrst ajde primerljiva s kontrolo skupino, pri daljsih obdelavah (90 s in
120 s) pa se je kaljivost mo¢no zmanjSala. Klju¢na razlika med raziskavama Mravlje in sod. [101] ter Lampe
[117] (in tudi naSo raziskavo) in raziskavo Sera in sod. [116] je, da so slednji uporabili §ibkejse, atmosferske
plazme, mi, Mravlje in sod. [101] in Lampe [117] pa smo uporabili mo¢nejSe, nizkotlacne plazme. Mravlje
in sod. [101] so opazili tudi, da je navadna ajda bolj obCutljiva na obdelavo s HP kot njena sorodna vrsta, kar
pripisuje dejstvu, da je tatarska ajda bolj bogata s polifenoli. Tatarska ajda izvira iz visjih nadmorskih visin in
vsebuje vecje koncentracije snovi, ki $¢itijo pred UV sevanjem, zaradi Cesar je morda bolj odporna proti UV
sevanju pri obdelavi s HP.

Pomembno je omeniti, da so avtorji pri vseh doslej navedenih raziskavah uporabljali neposredno (glow)
izpostavitev plazmi. Primerjava posredne in neposredne izpostavitve materiala plazmi je Se dokaj neraziskano
podrocje plazemske tehnologije. Po naSih podatkih so Stari¢ in sod. [1] doslej edini preucevali ucinke
posredne in neposredne izpostavitve semen kisikovi plazmi, in sicer so primerjali dve razli¢ni vrsti zimskih Zit
(Apache in Bezostaya 1) pri neposredni obdelavi s plazmo z vhodno mo¢jo 200 W za 5 oziroma 30 sekund ter
pri posredni obdelavi s plazmo z vhodno moc¢jo 600 W za 3 oziroma 5 sekund. Njihovi rezultati so pokazali,
da se je semenski ovoj pri neposredni izpostavitvi nanostrukturno spremenil, pri posredni izpostavitvi pa ne,
kar pripisujejo prisotnosti ionov pri neposredni izpostavitvi, saj le-ti povzrocajo poskodbe povrSine semen;
pri posredni izpostavitvi pa na semena vplivajo le dlje obstojne reaktivne kemijske zvrsti [1, 27]. Ugotovili so
tudi, da je 3-sekundna posredna izpostavitev semen Zita Apache povecala njihovo kaljivost, pri vseh ostalih
izpostavitvah semen Zita Apache ter pri vseh izpostavitvah semen Zita Bezostaya 1 pa so opazili zmanjSano
kaljivost semen, kar je veCinoma v skladu tudi z nasimi rezultati.

1z pridobljenih rezultatov lahko naso prvo hipotezo, da bo obdelava semen s HP vplivala na njihovo kaljivost,
potrdimo, saj je HP negativno vplivala na kaljivost semen tatarske ajde. Drugo hipotezo, da bo kaljivost
semen po krajsi obdelavi s HP primerljiva ali boljSa kot v kontrolni skupini, pri daljSih obdelavah pa manjsa,
smo delno potrdili, saj so tako krajSe kot daljSe obdelave zmanjSale kaljivost semen tatarske ajde. Potrdimo
lahko tudi tretjo hipotezo, da bodo med neposredno in posredno obdelavo semen s HP razlike, saj so bila
semena, obdelana na posreden nacin, bolj kaljiva od tistih, obdelanih na neposreden nacin. Da bi Se bolje
opredelili vpliv HP na semena tatarske ajde, bi semena po obdelavi s HP lahko opazovali Se pod elektronskim
mikroskopom, kakor so to storili Stari€ in sod. [1]. Glede na naSe rezultate uporaba HP za izboljSanje
kaljivosti ne da Zelenih rezultatov, zato bi bila uporaba HP na tatarski ajdi za ta namen brez pomena.
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4.2 Vpliv hladne plazme na dekontaminacijo gliv

Plazma je razSirjena alternativna oblika sterilizacije povrS$in [118]. Pri obdelavi s hladno plazmo se ustvari
veliko antimikrobnih zvrsti, kot so ozon, enoatomarni kisik, prosti radikali (superoksid, duSikov oksid, itn.)
in ultravijoli¢no sevanje [73]. Sprva je veljalo, da ima klju¢no vlogo pri sterilizaciji in dekontaminaciji
povrsin UV sevanje [119], kasneje pa so v raziskavah dokazali tudi vpliv kisikovih atomov v vlogi oksidantov
[120]. Izvedenih je bilo ve¢ Studij, pri katerih so s hladno-plazemsko obdelavo pri atmosferskem tlaku
poskusali zmanjSati okuZenost razlicnih semen z glivami. Ugotovili so, da se z daljSim ¢asom obdelave
Stevilo prisotnih gliv zmanjSa [106, 108, 121]. Podobno so dokazali v raziskavi, kjer so preucevali vpliv
neposredne izpostavitve semen plazmi pri nizkem tlaku [101].

V nasi raziskavi smo proucevali vpliv posredne (afterglow) in neposredne (glow) izpostavitve semen HP
pri nizkem tlaku. Pri posredni izpostavitvi se je bioloSki material nahajal v sosednji komori kot plazma,
zaradi Cesar ni bil v neposrednem stiku s kratko-Zivecimi (in bolj reaktivnimi) plazemskimi zvrstmi, prav
tako pa je bil izpostavljen niZji temperaturi. Pri neposredni izpostavitvi se je bioloSki material nahajal v isti
komori, kot je bila ustvarjena plazma, s ¢imer je prisel v kontakt z vsemi plazemskimi zvrstmi, hkrati pa je
bil izpostavljen visji temperaturi [122]. Kisikova plazma je sama po sebi roZnate barve, mi pa smo opazili Se
belo in modrikasto barvo. To je rezultat izhajanja vode iz semena in razpadanja vodnih molekul na H in OH,
ki pri tvorjenju plazme oddajajo drugacno svetlobo.

Povprecno Stevilo morfotipov pri posredni izpostavitvi se je po 60-sekundni obdelavi zmanjSalo za 6 %, po
120-sekundni za 25 %, po 180-sekundni za 39 %, po 240-sekundni pa za 42 % v primerjavi s kontrolno skupino.
120-, 180- in 240-sekundne posredne obdelave se statisticno znacilno razlikujejo od kontrolne skupine in so
zmanj$ale povprecno Stevilo gliv, prisotnih na semenih. Potrdili smo hipotezo, da se z daljSanjem obdelave s
HP zmanjSuje Stevilo gliv na semenih tatarske ajde, kar se tudi sklada s prej omenjenimi raziskavami drugih
avtorjev.

Pri neposredni obdelavi s HP se je po 30 sekundah izpostavitve Stevilo morfotipov zmanjsalo za 8 %, po 60
sekundah pa za 81 %. Tu se povpre€no Stevilo gliv na seme ni mo¢no razlikovalo glede na ¢as obdelave, kot
smo predvideli na zacetku. Neposredna obdelava semen s plazmo se je izkazala za podobno u€inkovito kot
povrSinska sterilizacija semen s H,0,.

1z grafa (Slika 6) je razvidno, da je neposredna obdelava semen tatarske ajde s HP ucinkovitej$a od posredne,
saj doseZemo vecjo stopnjo dekontaminacije v krajSem casu. To lahko pripiSemo vecji izpostavitvi UV
sevanju pri neposredni obdelavi, saj sevanje poSkoduje genetski material (DNA) gliv. U¢inek sterilizacije
je bil zaradi uporabe kisikove plazme Se hitrejsi, saj so nastale ROS pospeSile odnaSanje celic mikrobov. S
tem se je povecala koli¢ina UV fotonov, ki so lahko dosegli mikrobsko DNA, in jih unicili [66]. Pri posredni
izpostavitvi semena niso bila tako zelo izpostavljena UV sevanju, dosegle pa so jih le dolgo-Zivece plazemske
Zvrsti.

Ucinkovitost obdelave semen s hladno plazmo je odvisna od u¢inkovanja UV fotonov, to pa je odvisno od
strukture obdelovanega materiala. PovrSina semen je neenakomerno nagubana in posledi¢no razlicno debela,
kar ne omogoca povsem homogene sterilizacije [123]. Semena so bila tekom obdelave na mreZasti kovinski
podlagi, ki je ponekod onemogocala stik s plazmo (in posledi¢no ROS ter UV sevanjem). Za bolj homogeno
obdelavo bi lahko semena rotirali, tako da bi bila povr§ina semena enakomerno izpostavljena okolju.

Pri daljsih izpostavitvah se vzorci bolj segrejejo, kar lahko vpliva na biolosko sestavo semen. Segrevanje
vzorca se zgodi zaradi interakcij prostih radikalov s substratom. Raziskave so pokazale, da poviSana
temperatura pospesi sterilizacijo, saj pripomore k degradaciji glivnih celic [101].
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Slika 6: Povprecno Stevilo glivnih morfotipov na seme pri razli¢nih obdelavah semen tatarske ajde s hladno
plazmo. Razli¢ne ¢rke predstavljajo statisticno pomembne razlike med obdelavami (p < 0,05, enosmerna
ANOVA, Tukeyev post-hoc test).
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4.3 Raznolikost glivnih morfotipov in identifikacija izoliranih gliv

.....

lastnosti (obarvanost zgoraj in spodaj, tekstura povr$ine). Najdeni morfotipi so oznaceni s ¢rkami abecede in
predstavljeni v Preglednici 2, podskupine pa so oznacene e s pripadajoco Stevilko (npr. Al).

Preglednica 2: Opis glivnih morfotipov, izoliranih iz semen tatarske ajde

Fotografija

Morfotip | Obarvanost Obarvanost PovrsSina in
(zgoraj) (spodaj) tekstura

Al bledo zelena zeleni kolobarji | droben puh

A2 svetlo rjava svetlo zelena gladka z_drob-
nim puhom

A3 svetlo rjava zelena zrnata

A4 svetlo zelena zelena gost bel puh

B bela bela gladka
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Obarvanost

Povrsina in

Fotografija

Morfotip Obarvanost
(zgoraj) (spodaj) tekstura

C bela bela nitkasta
zelena z belim

D temno zelena droben puh
robom

E bela roZnata tanke nitke

F bela oranZna droben puh

G bela s Ernimi pi- | 16 rumena droben puh

kami
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Obarvanost

Obarvanost

Povrsina in

Fotografija

Morfotip ° .
(zgoraj) (spodaj) tekstura
bela z drobnimi zasede celot£1 N
H R . bela posodo, mreZa-
¢rnimi pikami
sta, puhasta
I bela prekrita s vijoli¢na puhasta
puhom
J svetlo rjava zelena Erek.rlta z mt-
ami
K temno zelena 2 bela rahlo zrnata
belim robom
X svetlo rjava svetlo rjava gladka sluzasta
Y roZnata roZnata gladka sluzasta
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Izolirali smo po dva razli¢na vzorca vsakega morfotipa ter jih vzgojili do €istih kultur. Podvajanje vzorcev
je sluZilo natan¢nejSemu dolocanju morfotipov, saj sta se enaki kulturi pojavili neodvisno druga od druge.
V primeru, da se morfotip ni nikjer ponovil, smo izolirali le ta vzorec. Na novo zraslo glivo smo strli v
tekoc¢em dusiku, izolirali glivno DNA ter jo pomnoZili s PCR reakcijo. Uspesnost PCR reakcije smo preverili
z elektroforezo na agaroznem gelu. Da so rezultati elektroforeze verodostojni in pravilni, smo poleg nasih
vzorcev v napravo za elektroforezo vstavili tudi standard (velikostno lestvico), negativno kontrolo, ki je v
nasem primeru bil vzorec s PCR meSanico, v katerega smo namesto DNA dali avtoklavirano destilirano
vodo, in pozitivno kontrolo, ki je zanesljivo vsebovala DNA znane glive (na Sliki 8 je oznacena s puscico;
lisa je slabo vidna, ker smo vzorec preve¢ red¢ili). Pred nanosom vzorcev na gel smo vanj dodali etidijev
bromid, ki se vrinja v verige DNA in posledi¢no omogoca vizualizacijo DNA pod UV lucjo (Slika 7 in Slika
8). Odebeljena lisa na velikostnem obmocju med 600 in 800 bp pomeni, da so bili ti deli DNA pomnoZeni s
PCR reakcijo, kar pomeni, da je bila PCR reakcija uspeSna, vzorec pa je bil veljaven. Veljavne vzorce smo
poslali na sekvenciranje.

Slika 7: Rezultati elektroforeze vzorcev 1-14. Slika 8: Rezultati elektroforeze vzorcev 15-27 ter
Na vrhu je standardna kontrola. pozitivna in negativna kontrola.
Avtorja: Barbara Makovec in Rok Sus$nik, 2022. Avtorja: Barbara Makovec in Rok Su$nik, 2022.

Iz pridobljenih sekvenc (ki so nam jih analizirali v podjetju Macrogen na Nizozemskem) smo s spletnim
orodjem Nucleotide BLAST® dolodili glivno vrsto. V Tabeli 3 so prikazani rezultati genetske identifikacije
gliv. Za vecino izolatov je prikazan po en najboljsi zadetek. Glive, za katere nismo uspeli pridobiti sekvence
ali pa je bilo sekvenciranje neuspe§no, smo dologili glede na njihove morfoloske znailnosti. Stevilo glivnih
izolatov oziroma doloCenih morfotipov se bistveno ne razlikuje od raziskave Mravlje in sod. [101], ki je s
podobno uspesnostjo izolirala in identificirala 25 razli¢nih morfotipov iz semen tatarske ajde.

29



Preglednica 3: Najustreznej$i BLAST® primerek izoliranih gliv iz semen tatarske ajde. Tabela vsebuje interno oznako morfotipa, oznako pripadajocega
PDA gojisca, najustreznejsi BLAST primerek ter deleZ ujemanja s primerjanim vzorcem (v %). Zraven je zapisana pristopna Stevilka posamezne glive
in ime glivne vrste ter uvrstitev v pripadajoco taksonomsko skupino. Vrst, ki jih nismo mogli dolociti s sekvenciranjem in orodjem BLAST®, smo

0¢

dolocili na podlagi morfoloskih znacilnosti.

GLIVA
St Oznaka Oznaka Nl AL Ujemanje ( %) | Pristopna st. | Dolocena glivna vrsta Red
mor- o zadetek
foti plosce vzorca
otipa
Didymella sp. .
Al GL608 || v17 o T T1e 96.72 % JQ388925.1 | Didymella sp. Pleosporales
A2 GL602 || v1 Mg;;‘l’f ’ZZI“ 96.72 % JQ388925.1 | Montagnula opulenta Pleosporales
A3 AGI1809 || V11 / / / Alternaria sp. Pleosporales
A3 AG606 || V4 Exserohilum 91.08 % NR_163537.1| Exserohilum turcicum Pleosporales
furcicum
A4 AG606 || vs Dipolaris sp 1 99,10 % MKA409133.1 | Bipolaris sp. Pleosporales
A4 AG2407 || v20 ifé{’aoté“gliilgﬁ 99.02 % MK409133.1 | Bipolaris sp. Pleosporales
B K+ 1 V3 / / / Aureobasidium Dothideales
pullulans
C K+7 V6 Arthrinium arundinis | e o) g, MK460870.1 | Arthrinium arundinis Xylariales
strain CS1_14
Didymella sp. .
D GL30 8 V7 isolate QS43 98.70 % MH257407.1 | Didymella sp. Pleosporales
D AG2404 || V9 Clls‘;‘fgff g’gf‘)g_sf’ © 1 99.28 % MF475929.1 | Cladosporium sp. Cladosporiales




Ie

GLIVA

Qe Oznaka Oznaka Negoltbagt BILAST Ujemanje ( %) | Pristopna §t. | Dolocena glivna vrsta Red

mor- o zadetek

foti plosce vzorca

otipa

E K+ 4 V19 ?S‘Zl’;yt’e’soc/gnse_rgg 98.82 % MW308544.1| Botrytis cinerea Helotiales
Phlebia sp. .

E KS9 V25 strain FeC f 67 99.58 % MW447097.1| Phlebia sp. Polyporales

F VK 3 V18 Eps’f;fﬂ’ggf T 99.82% MK460963.1 | Epicoccum nigrum Pleosporales

F K+ 10 V22 Epicoccum nigrum | gg ¢5 g KT898620.1 | Epicoccum nigrum Pleosporales
strain A54

G AG1808 || V10 Pithomyces 98.63 % HQ026491.1 | Pithomyces chartarum Pleosporales
chartarum

G VK 1 Vi3 A“‘pggg’;ﬁ{?p' 98.93 % JF312217.1 | Aspergillus sp. Eurotiales

H K+6 Vi4 / / / Rhizopus sp. Mucorales

I AG2409 || v21 F ”ngﬁlmBﬁgﬁfng’”m 99.26% MH591759.1 | Fusarium proliferatum Hypocreales

I VK 1 V24 fs ot it 99.39 % MW426276.1 | Fusarium sp. Hypocreales

J VK7 V12 S(”"dg&“ 5P 100.00 % KC867279.1 | Sordaria sp. Sordariales

K AG1803 || V15 Penicillium 99.82 % LN809022.1 |  Penicillium Eurotiales

brevicompactum brevicompactum

K VK9 V16 / / / Penicillium sp. Eurotiales

X VK 2 V26 / / / Hannaella sp. Tremellales

Y VK 4 V27 Rhodotorula 98.99 % LC413754.1 | Rhodotorula glutinis Sporidiobolales

glutinis




4.3.1 Identifikacija gliv in vpliv hladne plazme nanje

Skoraj dve tretjini (62 %) vseh identificiranih gliv spada med nitaste glive, preostalih 28 % pa uvr§¢amo med
glive kvasovke (Slika 9). Identificirali smo dva razli¢na morfotipa gliv kvasovk, med nitaste glive pa smo
uvrstili preostalih 14 morfotipov (Slika 10).

Morfotipi:
mX

mC
®E
mD
mAl
mF
A2
mH
ny
mA3
A4
B

Vrsta gliv: m nitaste glive m kvasovke . o qe . . .
¢ Slika 10: Delez glivnih morfotipov, ki so se po-

Slika 9: Delitev na nitaste glive in kvasovke. javili na okuZenih semenih.

Najpogostejsi morfotip (X), ki je predstavljal 36 % vseh gliv smo identificirali kot glivo kvasovko, vrste
Hannaella sp. Zaradi neuspesnih rezultatov sekvenciranja smo identifikacijo izvedli na podlagi morfoloSkih
znacilnosti ter jih primerjali s predhodnimi raziskavami [101, 117]. Vrsto Hannaella sp. najdemo na
povrsinah listov razli¢nih rastlin, vklju¢no z rizem, pSenico in sadnimi drevesi. So epifiti, kar pomeni da
naseljujejo povrsinski del organizmov [124]. Iz grafa (Slika 11) je razvidno, da se je okuZba s to vrsto
zmanjSevala z daljSim ¢asom obdelave, tako pri posrednem kot tudi pri neposrednem nacinu. NajniZjo
stopnjo okuZenosti semen (80 % manjS$o) v primerjavi s kontrolo smo dosegli pri neposredni obdelavi za 60
sekund. Kljub temu nam glivne vrste ni uspelo popolnoma zatreti. Mravlje in sod. [101] so to vrsto nasli pri
semenih navadne ajde (Fagopyrum esculentum). Tu se je okuZenost z daljSim ¢asom neposredne izpostavitve
plazmi prav tako zmanjSevala, a so bila nekatera semena tudi po 120 sekundah neposredne obdelave s HP
kontaminirana. Potrebne bi bile nadaljnje raziskave vpliva daljSe izpostavitve semen tatarske ajde direktni
plazmi in vpliv na okuZenost semen z glivo Hannaella sp.

Morfotip Y je predstavljal 1,8 % vseh gliv in smo ga dolo¢ili kot glivo vrste Rhodotorula glutinis, red
Sporidiobolales, deblo prostotrosnice. Je aerobna gliva kvasovka in epifit, na vecini gojis¢ pa je znacilno
roZnate barve. V naravi jo lahko najdemo v zemlji, zraku ter morski vodi. Je najpogosteje najdena gliva na
rokah zdravstvenih delavcev [125] in je hkrati patogena. Pri pacientih z oslabljenim imunskim sistemom lahko
povzroci blago okuzbo s fungemijo [126]. Je zelo odporna na fungicidna sredstva, dokazano uspe$no sredstvo
proti njej pa je amphotericin B [127]. Raziskave kaZejo, da je lahko predhodna obdelava z Rhodotorula
glutinis uéinkovito sredstvo za preprecevanje razvoja Penicillium expansum in Botrytis cinerea na jabolkih in
pomarancah, saj deluje kompetitivno s preostalima glivama za prostor in hranilne snovi [128], kar potrjuje
tudi naSa raziskava.
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Slika 11: Stevilo gliv vrste Hannaella sp. (mor- Slika 12: Stevilo gliv vrste Rhodotorula glutinis
fotip X) pri posamezni obdelavi s HP. (morfotip Y) pri posamezni obdelavi s HP.

Morfotip A smo zaradi podobnih morfoloskih znacilnosti razdelili v Stiri podskupine (A1, A2, A3 in A4).

Morfotip A1 smo dolocili za vrsto Didymella sp., ki je predstavljala 5 % vseh gliv. Spada v deblo zaprtotrosnic,
red Pleosporales, natan¢neje v druzino Didymellaceae. Rod Didymella je razsirjen pri polj$¢inah in okrasnih
rastlinah, najdemo pa ga tudi pri divjih rastlinah. Navadno jih najdemo v mrtvih ali Zive¢ih nadzemnih
predelih zelnatih in olesenelih rastlin. Nekatere vrste so lahko patogene, za okuZbo pa so Se posebno dovzetne
rastline z nizko vitalnostjo. Bolezen lahko povzroci nekrozo stebla in odmiranje vejic [129]. U¢inki posredne
plazemske obdelave so se pojavili samo pri daljSih, 180- in 240-sekundnih izpostavitvah. Stopnja okuZenosti
se je pri 30-sekundni neposredni obdelavi zmanjSala, po 60 sekundah obdelave pa se glive vrste Didymella sp.
niso veC razvile (Slika 13).

Morfotip A2 smo dolocili za glivo Montagnula opulenta, ki je predstavljala 2,5 % vseh gliv. Spada v
deblo zaprtotrosnice, red Pleosporales, natan¢neje v druZino Montagnulaceae. Za to vrsto je znacilna debela
Zelatinasta ovojnica okoli spor, ki so prekrite z izrastki rjave do svetlo-rjave barve. Vrsto najpogosteje
najdemo v travah in kladodah (preobraZenih listih) kaktusov iz rodu Opuntia [130]. Raven okuZbe semen s to
glivo se je zmanjsSevala s Casom. Po 240 s posredne obdelave oziroma po 60 s neposredne obdelave se gliva
ni veC razvila (Slika 14).

Morfotip Al Morfotip A2
Slika 13: Stevilo gliv vrste Didymella sp. (mor- Slika 14: Stevilo gliv vrste Montagnula opulenta
fotip A1) pri posamezni obdelavi s HP. (morfotip A2) pri posamezni obdelavi s HP.
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Morfotip A3 smo po sekvenciranju dolo¢ili za dve razli¢ni vrsti, Exserohilum turcicum in Alternaria sp..
Slednjega smo zaradi neuspesnega sekvenciranja dolocili glede na morfoloske znacilnosti. Obe vrsti spadata
v deblo zaprtotrosnic, red Pleosporales. Morfotip A3 je predstavljal 1,3 % vseh gliv. Vrsta Exserohilum
turcicum je patogena in povzroca listno pegavost koruze, kar mo¢no vpliva na pridelavo koruze po vsem
svetu, posebno na obmocjih z visoko vlaZnostjo. Med okuzbo rastline izloca nekatere proteine in tako z
razli¢nimi mehanizmi uni¢i imunski sistem rastline [131]. Vrsta Alternaria sp. povzroc€a tudi ¢rno listno
pegavost in druga obolenja listov rastlin. Prav tako pa izlo¢a mikotoksine, ki lahko negativno vplivajo na
zdravje ljudi in pridelavo Zit po celem svetu [132]. Na ti dve vrsti posredna plazemska obdelava do 240 s ni
imela posebnega vpliva. Pri 240 s posredne obdelave kot tudi pri 30 s in 60 s neposredne obdelave pa se nista
ve¢ pojavljali (Slika 15). Kljub majhnemu vzorcu (skupno 6 primerkov) lahko sklepamo, da daljSa obdelava s
HP onemogoc¢i nadaljnji razvoj teh vrst gliv.

Morfotip A4 je bil identificiran za vrsto Bipolaris sp., ki spada v deblo zaprtotrosnic, red Pleosporales,
natan¢neje v druzino Pleosporaceae. Ta vrsta je predstavljala 1,3 % vseh gliv. Povzroca listno pegavost na
vrstah trave [133], pSenice [134] in koruze [135]. Glivne spore so vidne kot temno rjave pege na poskodbah
obolelih listov [134]. Na glivo posredna obdelava s plazmo ni imela posebnega vpliva (Slika 16). Gliva se
ni pojavila pri nobeni izmed neposrednih obdelav, a zaradi majhnega Stevila vzorcev tega morfotipa tezko
sklepamo dejansko ucinkovitost obdelave s HP.

Morfotip A3
Ortotip Morfotip A4

= 15
o 1,5

=3 1
2 1

; I I I

0,5

o
KS VK K AG60 AG120 AG180 AG240 GL30 GL60 0

obdelave

) KS VK K AG60 AG120 AG180 AG240 GL30 GL60
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Nacin obdelave

Slika 15: Stevilo gliv vrst Setosphaeria turcica
in Alternaria sp. (morfotip A3) pri posamezni
obdelavi s HP.

Slika 16: Stevilo gliv vrste Bipolaris sp. (morfo-
tip A4) pri posamezni obdelavi s HP.

Morfotip z oznako B je predstavljal 1,2 % vseh gliv. Tega morfotipa nam ni uspelo sekvencirati, a smo
njegovo vrsto doloc€ili na podlagi morfoloskih znacilnosti, in sicer gre za glivo vrste Aureobasidium pullulans
iz reda Dothideales. Zanjo je znacilen izgled podoben kvasovkam, najdemo pa jo lahko v zelo razli¢nih
okoljih, med drugim tudi na Zitu je¢mena[136]. V biotehnologiji se uporablja za proizvodnjo polisaharida
pullulana in antimikotika aureobasidin A, v kmetijstvu pa kot sredstvo za biolosko kontrolo. Je patogena
in lahko povzro¢i okuZzbe pri ljudeh [137]. Vpliv obdelave s HP se je pokazal Sele pri 240 s posredni
izpostavitvi oziroma pri obeh neposrednih izpostavitvah (Slika 17), a zaradi majhnega vzorca teZko sklepamo
o ucinkovitosti obdelave s HP glede na to vrsto.

Morfotip z oznako C je predstavljal 25 % vseh gliv in je druga najpogostejSa najdena gliva. Identificirali
smo jo za glivo vrste Arthrinium arundinis. Spada med nitaste glive, v red Xylariales. Za rod Arthtinium je
znacilna velika ekoloSka raznolikost. Predstavniki tega rodu so znani endofiti (tj. uspevajo znotraj rastline)
rastlinskih tkiv in morskih alg [138], so pa tudi rastlinski patogeni, saj na primer vrsta Arthrinium arundinis
povzroca pegavost zrn tatarske ajde [139] in jeCmena [140], sorodna vrsta Arthrinium sacchari pa povzroca
izgubo vlage pri pSenici [141]. OkuZenost semen tatarske ajde s to vrsto pada z dolZino posredne izpostavitve,
pri neposredni izpostavitvi pa se gliva ne pojavi (Slika 18). Sklepamo lahko, da je neposredna izpostavitev
HP uéinkovit nacin dekontaminacije glive Arthrinium arundinis.
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Slika 17: Stevilo gliv vrste Aureobasidium pollu- Slika 18: Stevilo gliv vrste Arthrinium arundinis
lans (morfotip B) pri posamezni obdelavi s HP. (morfotip C) pri posamezni obdelavi s HP.

Morfotip z oznako D (6,1 % vseh gliv) se je izkazal za dve razli¢ni vrsti, Didymella sp. in Cladosporium sp..
Obe spadata v razred Dothideomycetes. Predstavniki rodu Didymella so pogosti patogeni na bucevkah, kjer
povzrocajo pegavost [142], nasli pa so jo tudi na semenih tatarske ajde [101]. Vpliva lahko na celotno rastlino
(vkljucno s steblom, listi in plodom), v primeru da izvira iz semena pa vpliva neposredno na sadike [142].
Sklepamo lahko, da obdelava semen s HP zmanjSa kontaminacijo semen, in sicer je neposredna obdelava bolj
ucinkovita od posredne (Slika 19). Glive iz rodu Cladosporium pogosto najdemo na rastlinah in so znacilne
olivno zelene barve. Nekatere vrste so endofiti [143] ali rastlinski patogeni, druge pa so glivne zajedalke
[144]. Vecje kolicine glivnih spor, ki se prenasajo po zraku, lahko delujejo kot alergeni in mocno vplivajo na
ljudi z astmo in drugimi boleznimi dihal [145].

Tretji najpogostejsi morfotip, ki je predstavljal 11 % vseh gliv je bil morfotip E. Vzorca, ki smo ju zaradi
podobnih morfoloskih lastnosti oznacili pod oznako E, spadata v razli¢ni debli. Prvi je vrste Botrytis cinerea
(deblo zaprtotrosnice), drugi sodi v deblo prostotrosnice in je rodu Phlebia. Prva povzroca okuzbe na na
nekaterem sadju [128], nanjo pa antagonisti¢no deluje gliva vrste Rhodotorula glutinis. Vrsta Botrytis cinerea
spada v red Helotiales. V kmetijstvu je znana pod imenom siva plesen in lahko okuZi rastline pred ali po
Zetvi, pojavi pa se lahko tudi v semenih. Je patogena vrsta in lahko okuZi poljs¢ine, kot so koruza [146],
pSenica [147] in ajda [148]. Vsebuje tudi mikoviruse oziroma mikofage, ki lahko okuZijo druge glive [149].
Morfotip E se je edini pojavil v sterilizirani kontroli, in sicer dvakrat neodvisno. Iz rezultatov ni mogoce
zanesljivo sklepati, ali je obdelava semen s HP vplivala na zatiranje okuZbe z glivami (Slika 20).

Morfotip D Morfotip E

2

KS VK K AG60 AG120 AG180 AG240 GL30  GL60 K AG60 AG120 AG180 AG240 GL30  GL60

Slika 19: Stevilo gliv vrste Didymella sp. Slika 20: Stevilo gliv (morfotip E), ki smo jih
oziroma Cladosporium sp. (morfotip D), pri identificirali kot vrsto Botrytis cinerea oziroma
razli¢nih obdelavah s HP. vrsto Phlebia sp., pri razli¢nih obdelavah s HP.

Glivo Botrytis cinerea (morfotip E) smo z 98.82 % gotovostjo identificirali na plos¢i K+ 4, kjer se pojavi
skupaj z morfotipom Y (vrsta Rhodotorula glutinis) (Slika 21). Kot je razvidno iz Slike 21 so hife Botrytis
cinerea (seme 1) zelo razrasle v primerjavi z drugimi glivami. Okoli semena (2), okuZenega z glivo
Rhodotorula glutinis, se rast hif vidno upocasni in ne preraste glive kvasovke (preraste pa ostale doseZene
glive na petrijevki). Neposredna obdelava s HP je popolnoma unicila to glivno vrsto tako pri 30- kot
60-sekundni obdelavi (Slika 12).

35



Slika 21: Gojisce K+ 4. Avtor: Rok Susnik, 2021.

Morfotip F je bil identificiran za vrsto Epicoccum nigrum, ki spada V deblo zaprtotrosnice, red Pleosporales,
natan¢neje v druzino Didymellaceae. Predstavljala je 5 % vseh gliv. Lahko rastlinski patogen ali endofit in je
Siroko razSirjena vrsta glive, saj jo najdemo tako v zemlji kot v Zitih in semenih koruze, v krompirju ter v
breskvah. Zanjo so znacilni barviti oranZno-rjavi pigmenti, ki se lahko uporabijo kot protiglivna sredstva proti
drugim patogenim glivam, kot je Alternaria solani [150]. Deluje kot biokontrolno portiglivno stredstvo proti
rjavi gnilobi v kos¢i¢astem sadju, ki jo povzrocata glivi Monilinia laxa in Monilinia fructigena [151]. Pri
obdelavi semen s HP stopnja okuZenosti pade, a razlike med ¢asi posredne obdelave niso ocitne. Neposredna
obdelava se je izkazala za uspesnejso, a tudi tu nismo uspeli eliminirati vseh okuzb s to glivo, kot je razvidno
iz grafa (Slika 22).

Z isto oznako morfotipa (G) smo oznacili dve oziroma tri razlicne vrste; prva je Pithomyces charatrum,
druga pa je zaradi neuspeSnega sekvenciranja bila dolo¢ena morfolosko, in sicer gre lahko za glivo vrste
Aspergillus sp. ali Penicillium sp. — za podrobnejSo opredelitev vrste bi morali opazovati spore tega vzorca
pod mikroskopom. Vse vrste spadajo v deblo zaprtotrosnice, razred Pezizomycetes. Skupaj so predstavljale
0,92 % vseh gliv. Za ta razred so znacilne posebne strukture valjaste oblike, iz katerih izpuscajo spore [152].
Poleg kontrole se ta morfotip pojavi le enkrat, in sicer pri posredni obdelavi za 180 s (Slika 23).

Morfotip F Morfotip G
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5
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Nacin obdelave

Nacin obdelave

Slika 23: Stevilo gliv vrste Pithomyces chara-
trum oziroma Aspergillus sp. ali Penicillium sp.
(morfotip G) pri razli¢nih obdelavah s HP.

Slika 22: Stevilo gliv vrste Epicoccum nigrum
(morfotip F) pri posamezni obdelavi s HP.

Morfotip H smo identificirali za glivo vrste Rhizopus sp., predstavljala je 2, 3 % vseh gliv. Najdemo jo v
zemlji, razli¢nih sadjih in iztrebkih Zivali. Je patogena, pri rastlinah lahko povzroci gnilobo, pri ljudeh pa
bolezni dihal [153]. Morfotip se poleg kontrole pojavi le pri 120 s posredni obdelavi in to v najve¢jem Stevilu
v primerjavi z drugimi obdelavami (Slika 24).
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Z oznako morfotipa I smo dolocili glivo vrste Fusarium sp., eden od vzorcev pa se je izkazal za vrsto
Fusarium proliferatum. Morfotip I spada v deblo zaprtotrosnice, red Hypocreales in je predstavljal 0, 46 %
vseh gliv (neodvisno se je pojavila le dvakrat). Znana je kot patogen koruze in drugih poljs¢in, pri ljudeh
pa lahko povzroci glivni keratitis, pri cemer nastanejo hude okvare vida [154]. Poleg kontrole se pojavi le
enkrat, in sicer pri posredni obdelavi za 240 s (Slika 25).

Morfotip H Morfotip |
0
Ks VK K AG60 AG120 AG180 AG240 GL30 GL60 KS VK K AG60 AG120 AG180 AG240 GL30 GL60
Nacin obdelave Nacin obdelave
Slika 24: Stevilo gliv vrste Rhizopus sp. (morfo- Slika 25: Stevilo gliv vrste Fusarium sp. (morfo-
tip H) pri posamezni obdelavi s HP. tip I) pri posamezni obdelavi s HP.

Morfotip J se je izkazal za glivo iz rodu Sordaria, spada v deblo zaprtotrosnice, red Sordariales. Glive tega
rodu so v naravi pogoste, a predstavljajo le majhen deleZ vseh gliv na svetu. Pri nas smo nasli le en primer, ki
je predstavljal 0, 23 % vseh izoliranih gliv. Njihov naravni habitat so gnoji$ca, najdemo pa jih tudi v zemlji in
na semenih. Trenutno ni potrjenih informacij o Skodljivosti na zdravje ali strupenosti [155]. Vrsta se pojavi
le enkrat, in sicer v vakuumski kontroli (Slika 26).

Morfotip K smo dolocili za vrste iz rodu Penicillium. Enemu izmed vzorcev je sekvenciranje dolocilo
tocno vrsto, in sicer Penicillium brevicompactum, drug vzorec pa smo lahko dolocili le za pripadnika rodu
Penicillium. Obe vrsti spadata v deblo zaprtotrosnice, red Eurotiales. Pri nas se je morfotip K pojavil le
enkrat, kar je predstavljalo 0, 23 % vseh primerov gliv. Pogosto so te glive najdene v sadju, kjer delujejo kot
Sibek patogen. Povzro€ajo gnilobo pri shranjenih jabolkih in grozdju, gobah, manioki in krompirju [156].
Morfotip K se ne pojavi v kontroli, ampak le pri posredni obdelavi za 180 s (Slika 27).

Morfotip K
Morfotip J ortotip

KS VK K AG60 AG120 AG180 AG240 GL30 GL60
KS VK K AG60 AG120 AG180 AG240 GL30 GL60 Naéin obdelave
Nacin obdelave
Slika 27: Stevilo gliv vrste Penicillium brevicom-
pactum (morfotip K) pri razli¢nih obdelavah s
HP.

Slika 26: Stevilo gliv vrste Sordaria sp. (morfo-
tip J) pri posamezni obdelavi s HP.

PribliZno tretjino vseh identificiranih gliv uvr§¢amo med glive kvasovke (iz redov Tremellales in Sporidio-
bolales). Vidne razlike v dekontaminaciji gliv vrste Hannaella sp. so se pojavile Sele pri daljSih posrednih
obdelavah s HP (180 s in 240 s) ter pri obeh neposrednih obdelavah, kar pripisujemo dejstvu, da je neposre-
dna obdelava s HP mocnejsa, saj vsebuje vecjo koncentracijo reaktivnih zvrsti ter semena segreje na visjo
temperaturo kot posredna obdelava, zaradi Cesar je posredna obdelava Sibkejsa in zahteva daljsi Cas obdelave.
Znano je tudi, da so kvasovke bolj odporne na obdelavo s HP zaradi debelih celi¢nih sten iz polisaharidov
[73].
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V red Pleosporales spadajo vsi morfotipi A in morfotip F (Slika 28). Pri nekaterih morfotipih, kjer smo
dolodcili razlicne vrste gliv, so nekatere prav tako spadale v ta red (morfotipa D in G). Skupno (tj. vklju¢no z
morebitnimi pripadniki) je ta red predstavljal 22 % vseh najdenih gliv. Neposredna izpostavitev HP se je
izkazala za ucinkovit nacin dekontaminacije tega redu gliv. Drugi avtorji so glivo vrste Epicoccum nigrum
nasli tudi na semenih navadne ajde [101, 157, 158], torej njena razSirjenost ni omejena le na tatarsko ajdo.
Mravlje in sod. [101] so ugotovili, da obdelava semen s HP nima vpliva na pojav vrste Epicoccum nigrum
na semenih navadne ajde. Na semenih tatarske ajde te vrste niso identificirali, kar pripisujejo nakljucju ali
pa dejstvu, da na njeno rast zavira gliva Alternaria sp., ki je predstavljala najpogostejso glivo na semenih
tatarske ajde v njihovi raziskavi in na vrsto Epicoccum nigrum deluje antagonisti¢no. Za razliko od Mravlje
in sod. [101] se pri nas pojavita obe glivi. Ugotovili smo, da obdelava s HP zmanjsa kontaminacijo semen
tatarske ajde z obema vrstama gliv, kar je posebej dobro za vrsto Alternaria sp., saj povzroca razli¢na listna
obolenja.

Edini predstavnik redu Xylariales je bila gliva vrste Arthrinium arundinis (morfotip C). Opazili smo, da
posredna obdelava s HP za 60 sekund ni imela velikega vpliva na zmanjSanje Stevila gliv. To pripisujemo
dejstvu, da mora plazma za uspe$no dekontaminacijo priti v stik z glivo samo, ta gliva pa je endofit, kar
pomeni, da se lahko nahaja globoko v rastlinskem tkivu. Pri krajsih obdelavah plazma oz. v njej prisotne
reaktivne kemijske zvrsti ne prodrejo dovolj globoko v seme, da bi lahko poSkodovali glivno DNA, povzrocili
morfoloske spremembe membrane ali poskodbe znotrajceli¢nih organelov. Pri daljSih obdelavah se je Stevilo
najdenih gliv te vrste zmanjSevalo, najverjetneje zaradi globljega prodora plazme v semena. Pri neposredni
obdelavi se glive redu Xylariales niso pojavile, saj so bila semena direktno izpostavljena UV sevanju in
kratkoZive€¢im ROS. Po tem sode¢ bi bil neposreden nacin obdelave semen tatarske ajde uc¢inkovit nacin za
dekontaminacijo gliv vrste Arthrinium arundinis in s tem zatiranja pegavosti, ki se pojavlja na tatarski ajdi
[139].

Tretji najpogoste;jsi rod je predstavljal morfotip E. Vzorca tega morfotipa, ki smo ju poslali na sekvenciranje,
sta se izkazala za razli¢ni glivni vrsti Botrytis cinerea in Phlebia sp., zato ne moremo zanesljivo dolo¢iti,
kateri vrsti pripada morfotip, saj bi bilo za to potrebna izolacija in identifikacija ve¢ dodatnih vzorcev. Vrsta
Phlebia sp. spada v red Pleosporales, za katere se je Ze izkazala uCinkovitost obdelave s HP. Na morfotip
E dolzina obdelave s HP ni imela vidnega ucinka, saj na Stevilo najdenih gliv ni vplival ¢as obdelave s HP.
Pri neposredni obdelavi je bilo povpre¢no najdenih manj gliv kot pri kontroli, a je bilo Stevilo gliv veéje pri
daljSem obdelovalnem casu. To je edina glivna vrsta, ki se ne sklada z naso Cetrto hipotezo, s katero smo
predvidevali zmanjSevanje Stevila gliv z daljSim ¢asom obdelave.
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Slika 28: Delitev najdenih gliv glede na redove in primerjava po posameznih nacinih obdelave s HP.
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5 Zakljucek

Okolju prijazne tehnologije za izboljSanje kakovosti polj$¢in in hrane so kljunega pomena kot alternativa
kemic¢nim sredstvom (npr. pesticidom) za zatiranje patogenov v semenih. Ena izmed novejSih tehnologij, ki to
omogoca, je dekontaminacija semen s hladno plazmo. HP je ioniziran plin, ki se ga med drugim uporablja za
sterilizacijo povrsin. V raziskovalni nalogi smo odkrili, da je HP ucinkovit nacin za dekontaminacijo razli¢nih
vrst gliv kvasovk in nitastih gliv, saj je neposredna izpostavitev ponekod primerljiva klasicni sterilizaciji s
H,0,. Pokazali smo poprej neznane vplive HP na semena tatarske ajde pri daljSih obdelovalnih Casih pri
neposredni in posredni obdelavi.

Pri delu smo raziskovali vpliv kisikove hladne plazme na kaljivost semen tatarske ajde in moZnost zmanjSanja
glivnih okuzb. Semena smo izpostavili posredni in neposredni obdelavi s plazmo v razlicnih ¢asovnih
intervalih. Potrdili smo hipotezo, da obdelava s HP vpliva na kaljivost semen, saj se je ta zmanjSevala s Casom
posredne obdelave, pri neposredni obdelavi pa semena niso kalila. Kontaminacija z glivami se je zmanjSevala
z daljSim Casom izpostavitve HP. Neposredna izpostavitev HP se je izkazala za veliko bolj u€inkovito pri
dekontaminaciji semen, saj smo pri najdalj$i (60-sekundni) obdelavi glivno okuZenost zmanjSali za kar 86
%, pri najdaljsi posredni obdelavi (240-sekundni) pa le za 54 %. Z daljSanjem casa izpostavitve HP se
je zmanjsevala vrstna raznolikost zraslih gliv. NajpogostejSe vrste gliv, ki so na semenih ostale prisotne
tudi po najdaljSih obdelavah, so Hannaella sp., Didymella sinensis oz. Cladosporium cladosporioides in
Botrys cinerea oz. Phlebia sp.. Z neposredno obdelavo smo med drugim uspes$no odstranili okuzbo z drugo
najpogosteje najdeno glivo, vrsto Arthrinium arundinis, ki povzro€a pegavost zrn tatarske ajde. Sklepamo, da
je neposredna obdelava s HP u¢inkovit nacin sterilizacije in odprave okuZbe s to boleznijo, a bi bile na tem
podrocju potrebne dodatne raziskave.

Osredotocili smo se na razlike pri razli¢nih dolZinah obdelave in nacinu izpostavitve. Ko so semena hladni
plazmi izpostavljena neposredno, temperatura kljub hlajenju komore doseze 270 °C, pri posredni izpostavitvi
za dlje ¢asa pa do 100 °C. Ucinek dekontaminacije na semenih bi bil lahko posledica segrevanja semen, kar
bi morali preveriti z dodatnimi poskusi. Semena bi lahko postavili za trajanje obdelave v pecico, segreto
na 100 °C, in nato preverjali razrast gliv. Ugotovili smo, da tehnologija HP predstavlja obetaven nacin za
dekontaminacijo semen tatarske ajde, a so potrebne nadaljnje raziskave pri dolocanju optimalnih parametrov
(kot sta trajanje in nacin izpostavitve). Glede na naSe rezultate bi se prihodnje raziskave lahko osredotocile
na kaljivost semen tatarske ajde pri krajSih izpostavitvah HP. V nasi raziskavi smo sekvencirali po dva
razli¢na vzorca vsakega morfotipa, ki sta se ponekod izkazala za dve razlicni vrsti gliv. To je privedlo do
pomanjkanja podatkov in s tem nedokoncnega sklepa o vplivu HP na posamezno glivno vrsto. Pri razvr§¢anju
gliv na morfotipe smo se zanasali na podobnosti njihovih morfoloskih lastnosti, ki pa so se ponekod prece;j
razlikovale. V nadaljnjih raziskavah bi morali biti bolj pozorni na ustrezno izolacijo morfotipov ter na
vzoréenje in sekvenciranje ve¢ predstavnikov istega morfotipa. To bi lahko dosegli z natan¢nejSo delitvijo
neidentificiranih gliv na ve¢ morfotipnih skupin, ki bi imele razlicne morfoloske lastnosti. Tako bi lahko bolj
enoli¢no dolocili vrsto posamezne skupine gliv, in s tem vpliv HP na dekontaminacijo razli¢nih vrst.

Menimo, da je HP obetaven nacin za sterilizacijo semen tatarske ajde, saj bi s tem lahko dvignili kakovost
poljs¢in brez uporabe kemicnih sredstev. Razvoj alternativnih zelenih tehnologij se nam zdi klju¢nega pomena
za trajnostni razvoj kmetijstva in preskrbo s kakovostno lokalno hrano. Izpopolnjenje nacina obdelave semen
tatarske ajde s HP bi lahko privedlo do SirSe uveljavitve takega nacina dekontaminacije.

Pri raziskovalnem delu smo pridobili uporabna znanja s podrocja raziskovanja v biologiji. Usvojili smo
temeljne vescine raziskovalnega dela, kot so naértovanje poskusov, analiziranje primarnih virov, opravljanje
zanesljivih meritev, interpretiranje rezultatov ter nacin pisanja raziskovalne naloge, izboljSali pa smo se tudi
na podrocju timskega dela. Ta raziskovalna naloga nam je omogocila vpogled v svet raziskovanja, nagradila
naso vedoZeljnost in radovednost ter nam dala nov zagon za morebitne prihodnje raziskave.
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