








VCBT heeft beide methoden vergeleken en meteen ook ge-
keken naar de invloed van de ontdooisnelheid op het resultaat.
Hiervoor werd van 305 pompoenen telkens van zon- en
schaduwzijde de Brix-meting uitgevoerd op een vers stukje
pompoen en ook telkens op een stukje dat werd ingevroren
en enerzijds snel ontdooid en anderzijds fraag ontdooid.

METING OP VERSE POMPOEN IS NIET ZO MOEILIJK

Allereerst viel op dat de meting op de verse stukjes pompoen
lang niet zo moeilijk was als gedacht. Door met een gekarteld
mesje langs het vruchtvlees te schrapen kwetsten we de cel-
len en kwam er snel sap vrij dat we konden opgevangen op
het mes en zo op de Brix-meter laten druppelen (Figuur 1).
De dflezing gebeurde zo moeiteloos. Toch deden we ook
nog de invriestesten. Invriezen kost veel meer tijd en arbeid.
Na ontdooien kwam niet steeds het gewenste sap meteen vrij
waardoor we het materiaal soms nog moesten persen. In
Figuur 2 zijn de resultaten weergegeven van de metingen.
Wat telkens opvalt is dat de metingen op stukjes verse
pompoen hogere waarden geven dan de metingen op
ingevroren stukjes, maar de trends zijn wel steeds dezelfde.

INVLOED VAN RAS EN BEMESTING

Hoewel we maar een eerste kleinschalige test deden, zagen
we al wel een invloed van ras en bemesting op het opge-
lostestofgehalte. Bij de rassen scoorde de Hokkaido Orange
Summer duidelijk hoger (9,5°) en Bright Summer duidelijk
lager (6,9°). Wat betreft bemesting zagen we dat de objecten
zonder extra stikstofbemesting een lager opgelostestofgehalte
hadden. De verschillende bewaartemperaturen hadden geen
invloed op het opgelostestofgehalte.

Z0 MEET JE ZELF HET OPGELOSTESTOFGEHALTE

Regelmatig krijgt VCBT vragen over hoe je het opgeloste-
stofgehalte nu correct moet meten. VCBT is 1ISO17025 ge-
accrediteerd voor de meting van het opgelostestofgehalte in
groenten en fruit en ondersteunt telers en codperaties ook om
deze meting correct uit te voeren. Zo kan je je refractometer
bij ons laten kalibreren. Richtlijnen en advies over de meet-
procedure vind je op de website. Opgelostestofmetingen zijn
temperatuurgevoelig. De meeste digitale refractometers
hebben een temperatuurcompensatie. Dit betekent dat de
meetwaarde die je meet al automatisch wordt teruggerekend
naar een waarde bij 20°C. Opdat deze temperatuur-
compensatie goed zou werken moeten de groenten dezelfde
temperatuur hebben als de refractometer. Laat de te meten
groenten dus eerst samen met de metfer minstens een uur
acclimatiseren in de ruimte waarin je gaat meten. Doe dit bij
voorkeur bij kamertemperatuur. De temperatuurcompensatie
heeft immers ook zijn temperatuurgrenzen.

Dit onderzoek valt binnen de basiswerking van het VCBT en wordt gefinancierd door de Vlaamse overheid
(Departement Landbouw en Visserij) en het Verbond van Belgische Tuinbouwcodperaties (VBT).

Soluble solidls content of pumpkins as a measurement parameter for quality

In 2019, VCBT tested various measurement methods for defermining the soluble solids content of pumpkins. Measurement on fresh material was
quite easy and gave the most reliable results. Freezing is therefore not necessary. The first measurements indicate that there are clear cultivar effects.
Fertilization also plays a role. The storage temperature however has less effect on the soluble solids confent.
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Het laboratorium van VCBT is een geaccrediteerd laboratorium volgens de norm ISO 17025. Deze norm beschrijft

de eisen voor een kwaliteitsmanagementsysteem speciaal voor laboratoria, zowel op organisatorisch als technisch
gebied. Het toepassingsgebied van de accreditatie omvat de uitvoering van routinematige kwaliteitsanalyses
(bepaling van hardheid, suikergehalte, ...) bij appelen, peren, tomaten en witloof. In november 2017 kwam een
nieuwe versie van de ISO 17025 uit. In 2019 kreeg VCBT groen licht van BELAC voor deze nieuwe versie van de

norm. De GEP-erkenning bleef ook doorlopen in 2019.

SCOPE

Het toepassingsgebied van de accreditatie wordt vermeld in Tabel 1.

TESTCODE MONSTERS GEMETEN EIGENSCHAP - MEETBEREIK
Appelen  Peren
MET001 Tomaten  Paprika Opgelostestofgehalte
Fruit- en groentesappen
WEwpy  APPelen  Peren Hardheid
aprika  Tomaat
Appelen  Peren
MET003 Tomaten Titreerbare zuren
Fruit- en groentesappen
Appelen  Peren
MET004  Tomaten  Paprika Kleur
Snijvlak van witloof
MET005 Fruit — groenten Afmeting - 150 mm
MET006 Fruit — groenten Gewicht - 12 kg
MET007 Appelen Z.etmee|ontk|euripg:
Peren visuele beoordeling
Appelen Zetmeelontkleuring:
MET008 p PP automatische meting met
eren
camera
METOI3  Tomaten Bepaling van prikschade-

gevoeligheid bij tomaten

I1SO 17025 VERSIE 2017

In november 2017 kwam er een nieuwe versie van de I1SO
17025 vit. De ISO/IEC 17025:2017 volgt een nieuwe struc-
tuur (high level structure) om de norm af te stemmen op de
andere bestaande ISO/IEC-normen voor conformiteits-
beoordeling. De nieuwe versie van de norm legt vooral de
nadruk op een procesmatige aanpak en risicogebaseerd
denken. Naast de introductie van risico’s en kansen bij de

BESCHRIJVING VAN DE BEPROEVINGSMETHODE - UITRUSTING

Afgeleide van 1SO2173 (2003)

Afgeleide van ASAE $368-4 DECOO (2001)

Afgeleide van ISO 750 (1998)

Obtaining spectrometric data for object-color evaluation
(ASTM E1164-2012) + ASTME 1331-15 (2015)

Eigen methode

Eigen methode

e ‘Code amidon’ 2002. CTIFL Paris

® Neuwald, D.A., Streif, J. & Kittemann, D. 2009. Fruit starch
degradation patterns in apple cultivars on-ree and offree
at different holding temperatures. KOB Germany.

o Afgeleid van * Code amidon’ 2002. CTIFL Paris

® Neuwald, D.A., Streif, J. & Kittemann, D. 2009. Fruit starch
degradation patterns in apple cultivars on-ree and off+ree
at different holding temperatures. KOB Germany.

Measurement of puncture injury susceptibility of tomatoes.
PhD-thesis Michéle Desmet, Faculteit Landbouwkundige en
Toegepaste Biologische Wetenschappen, KULeuven (2003).

jaarlijkse directiebeoordeling identificeert VCBT nu ook risi-
co's op een reactieve en een proactieve manier. Bij het af-
handelen van non-conformiteiten gebeurt nu een korte risico-
analyse en ook ti{dens de kwaliteitsvergadering brainstormen
we over mogelijke risico’s bij de verschillende processen.
Verder kreeg de documentatie de nodige aanpassingen con-
form de nieuwe vereisten van de norm.




bepaling van de meetzonzekerheid voor het nemen van
stalen. VCBT neemt voor sommige analyses zelf ook stalen
dus om een beter inzicht te krijgen in deze problematiek
evalueerde VCBT haar staalnemingsprocedure. Want je kan
wel analyses uvitvoeren met een hoge nauwkeurigheid maar
een representatief staal nemen is even belangrijk. Door her-
halingen uit te voeren van zowel de staalnemingen als de
analyses kon VCBT bepalen wat de onzekerheid was op de
staalneming zelf. Deze onzekerheid was minimaal dus dat
was goed nieuws.

In oktober 2019 voerde BELAC een algemene en technische
audit uit volgens deze nieuwe versie van de norm. Het resul-
taat was een actieplan voor slechts 3 kleinere opmerkingen.
Al snel volgde de positieve beoordeling voor de overstap

naar ISO 17025: versie 2017.

GOOD EXPERIMENTAL PRACTICES

In 2019 werd de GEP-erkenning administratief verlengd.
VCBT leeft de Goede proefmethoden (GEP) na in het kader
van de Europese richtlijn EEG 91/414 die de erkenning van
gewasbeschermingsmiddelen voor landbouwkundig gebruik
regelt. VCBT voldoet hiermee aan de eisen die worden be-
paald voor experimenten inzake werkzaamheid, selectiviteit,
fytotoxiteit... met het oog op de erkenning van een gewas-
beschermingsmiddel. Het toepassingsgebied staat vermeld
in Tabel 2 en geldt voor opgeslagen plantaardige producten.

TOEPASSINGSGEBIED ok EHECTOE Rrrorowaer
Fungiciden X x X
Groeiregulatoren x x x
Insecticide/acaricide X X

De ISO-accreditatie valt binnen de basiswerking van het VCBT en wordt gefinancierd door de Viaamse overheid
(Departement Landbouw en Visserij) en het Verbond van Belgische Tuinbouwcodperaties (VBT).

Extending and optimizing quality systems

In 2003 VCBT obtained an accredited quality control system according fo the ISO/IEC 17025 standard. The accredited scope covers the
measurements of quality atfributes of fruits and vegetables. In November 2017 a new version of the ISO 17025 was published. The new standard
is focusing on risk-based thinking and has a process based approach. In October 2019 VICBT passed the audit and got the accreditation according
this new standard. The scope for our GEP license remained unchanged.
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Door de gassamenstelling in een koelcel met spitskolen aan te passen (gecontroleerde atmosfeer, CA) is het
mogelijk ze tot zes maanden te bewaren met behoud van goede kwaliteit. Gevaar bij bewaring in het algemeen is
het veranderd aromaprofiel. In deze studie gaat het VCBT na of spitskool in CA beter bewaart. Daarbij werd ook
het aroma van het koolsap geanalyseerd. Bij bewaring van spitskool bij CA, is er minder productie van

afwijkende geuren of ‘off-flavours’.

KLEUR EN OPGELOSTESTOFGEHALTE ALS MAAT VOOR
KWALITEIT

VCBT bewaarde spitskool gedurende zes maanden bij ge-
wone lucht (controle) en gecontroleerde atmosfeer (CA, 1 %
O, + 5 % CO,) bij 1 °C. Kwaliteit meten kan je op een
relatief eenvoudige manier door het opmeten van de kleur en
het opgelostestofgehalte. Het opgelostestofgehalte omvat de
hoeveelheid suikers (grootste bestanddeel), organische zuren
en aminozuren. Hoe hoger de gemeten waarde, des te
zoeter de kool.

Figuur 1 toont het visueel verschil na bewaring bij gewone
lucht of bij CA. De spitskolen bewaard in gewone lucht
(boven) hebben sterk vergeelde, rottende bladeren, waar
deze bij de CAkolen (onder) nog een fris, groene kleur
hebben. Doorgesneden is het verschil tussen beide groepen
niet meer zichtbaar. Ook de kleurmeting op het snijviak toont
geen verschil. Het opgelostestofgehalte (Figuur 2) van spits-
kool bij de oogst verschilt niet met dat van CA-bewaarde
spitskool. Kolen bewaard bij gewone lucht zijn zoeter, want
het opgelostestofgehalte is significant hoger.

AROMA VAN KOOLSAP

Zowel bij oogst als na zes maanden bewaring, werd van de
spitskolen een sapje gemaakt. Van deze sapjes werd het
aroma gemeten. Het aroma bestaat uit honderden vluchtige
componenten waarvan sommige aangenaam en andere on-
aangenaam zijn om fe ruiken. Die laatste noemen we ‘off-
flavours’. Al deze analyseresultaten kunnen samengevat
worden in een biplot zoals getoond in Figuur 3. Een selectie
van de aromacomponenten worden weergegeven door
kruisjes in wat we de aromaruimte noemen. De sapjes van de
kool zijn ook in deze ruimte gepositioneerd met de vierkantjes
voor oogst, de driehoekjes voor de sapjes van de CA-
bewaarde kolen en de bolleties voor de in lucht bewaarde
kolen. Kruisies van de aromacomponenten die dicht bij de
symbooltjes voor de koolsapjes staan komen daar in hogere
concentraties voor en zullen dus het aromaprofiel in sterkere
mate bepalen.

Bij oogst zijn de kolen sterk gecorreleerd met frisse, groene
componenten zoals hexanal, 1-penten-3-ol en 2-pentenal,
voorgesteld door groene kruisjes. Dit aroma verandert tijdens

Figuur 1: Kolen na zes maanden bewaring bij gewone lucht (controle, bovenaan) en gecontroleerde atmosfeer (CA, onderaan).



de bewaring voor beide bewaarmethoden, maar niet op een-
zelfde manier. Kolen bewaard bij gewone lucht zijn sterk
gecorreleerd met ‘offflavours’, zoals methanethiol en decanal,
de rode kruisjes. Ook is er meer correlatie met sulfides en
nitrilen. De CA-bewaarde kolen vertonen minder correlatie
met ‘offflavours’ en hebben een aromaprofiel meer gelijkend
aan dat van de oogst. Dat laatste is wat we willen: We streven
een bewaring na waarbij het aromaprofiel van de bewaarde
kool zo goed mogelijk die van een verse kool benadert.

CA VOOR GOEDE BEWARING

De bewaring van spitskool kan geoptimaliseerd worden door
te bewaren bij gecontroleerde atmosfeer. CA-bewaring zorgt
voor een goed kwaliteitsbehoud tot zes maanden na de
oogst. Hoewel het aroma van het koolsap verandert doorheen
de bewaring, is het profiel van CA-bewaarde spitskool veel
minder onderhevig aan de vorming van ‘off flavours’ dan dat
van kolen bewaard bij gewone lucht. In een optimaal be-
waarprotocol van spitskool verandert het aromaprofiel van
de geoogste kool tij{dens de bewaring zo weinig mogelijk.
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Figuur 2: Opgelostestofgehalte (°Brix) van cslaifskolen bij oogst en na
bewaring bij gewone lucht of gecontroleerde atmosfeer. Groepen met
eenzelfde letter zijn niet significant verschillend.
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Figuur 3: Biplot van een partial least squares (PLS) analyse. De objecten
worden weergegeven door volle symbolen: oogst M, bewaring bij
gewone lucht ® en gecontroleerde atmosfeer A. De variabelen (aroma
componenten) worcfen weergegeven als % voor groene, frisse aroma
componenten en X voor ‘off-flavours'.

Dit project valt binnen de basiswerking van het VCBT en wordt gefinancierd door de Vlaamse overheid
(Departement Landbouw en Visserij) en het Verbond van Belgische Tuinbouwcoéperaties (VBT).

The aroma evolution of white pointed cabbage during controlled atmosphere storage

By using CA storage it is possible to prolong the storage life of pointed white cabbage, however, research on the effect of low oxygen on cabbage
is limited. The VCBT starfed a project where this is studied. First results show that it can be beneficial fo store the product in controlled atmosphere
[CA), resulting in a better quality maintenance. Also the aroma was analyzed during storage. In CA storage the cabbages produced less offflavours.
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Conference met X-stralen
en artificiéle iNntelligentie

Interne gebreken kunnen zich ontwikkelen in peren gedurende suboptimale bewaring na de oogst. Deze interne

gebreken zijn echter vaak vitwendig onzichtbaar. De laatste jaren werden X-stralen gebaseerde technologieén
naar voren geschoven voor de kwaliteitsinspectie van voedingsproducten. Methodes op basis van X-stralen hebben
echter de vitdagingen die samengaan met de hoge variabiliteit van biologische producten en de uiteenlopende

graad en voorkomen van de interne gebreken nog niet overwonnen. Bovendien is een hoge doorvoercapaciteit

vereist voor industriéle toepassingen. In dit onderzoek hebben we nagegaan wat het potentieel is van het inzetten

van artificiéle intelligentie (Al) om snel en effectief X-stralenbeelden van ‘Conference’ peren te beoordelen op de

aanwezigheid van interne gebreken.

INTERNE GEBREKEN

Om gedurende het hele jaar door peren te kunnen verkopen,
worden de vruchten na de oogst in gecontroleerde omstan-
digheden bewaard in koelcellen. De bewaarcondities worden
continu gemonitord en bijgestuurd om deze zo optimaal mo-
gelijk te houden. Wanneer de bewaaromstandigheden echter
ongunstig zijn, bijvoorbeeld lokaal te lage zuurstofconcentraties,
kunnen zich in de vruchten interne gebreken ontwikkelen. Voor
de nog levende cellen van het vruchtvlees zorgt het zuurstoftekort
voor een fekort aan energie. De cellen beginnen vervolgens aof
te sterven, wat zich kan uiten in inferne bruine viekken en holtes
(zie Figuur 1).

Dergelijke vruchten zijn uiteraard ongewenst en kunnen leiden
tot imagoschade voor verkopers. Het is daarom belangrijk dat
aangetaste vruchten snel en betrouwbaar kunnen worden uit
gesorteerd. Helaas zijn externe symptomen voor zulke gebreken
haast nooit aanwezig. Bovendien zijn commerciéle sorteer-
systemen voor kwaliteitsinspectie weinig betrouwbaar voor
inferne kwaliteitsinspectie. Deze systemen slagen enkel in het
defecteren van erge gevallen of vruchten met gebreken net
onder de schil (bijvoorbeeld blutsen), maar kunnen niet om met
heferogeen verdeelde gebreken in het vruchtvlees.
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Figuur 1: Opengesneden ‘Conference’ peren met infern bruin en holtes

INSPECTIEMETHODES OP BASIS VAN X-STRALEN EN GESTEUND
OP ARTIFICIELE INTELLIGENTIE (AI)

Met behulp van hoogenergetische X-stralen kan letterlijk bin-
nenin de meeste objecten gekeken worden. Het is dus een
handige technologie voor het inspecteren van de interne kwa-
liteit van producten. Lokale verschillen in absorptie, veroorzaakt

Figuur 2: X-stralen CT-scans van de vruchten in UZ Leuven. Links: Dozen met peren in de medische CT-scanner; Midden: 3D-visualisatie van peren in een doos;
Rechts: Dwarsdoorsnedes doorheen de CT-scan van een doos. In sommige peren zijn interne gebreken zichtbaar.



door de vorm en interne structuur van het
product, kunnen met een Xstralendetector
vertaald worden in een grijswaardenbeeld
waarin de grijswaarde evenredig is met de
hoeveelheid opgemeten energie. Hoe
minder materiaal aanwezig is, of hoe lager
de densiteit, des te hoger de grijswaarde in
het beeld. Interne gebreken hebben typisch
een lagere densiteit dan gezond weefsel.
Om Xstralen gebaseerde inspectie toe te
passen aan een hoge doorvoercapaciteit,

moeten dergelijke beelden automatisch ge-
interpreteerd worden door computeralgo-
ritmes. Klassieke algoritmes beoordelen ieder
beeld door een reeks van vaste stappen en
regels te volgen. Het is echter moeilijk om
dergelijke regels te bedenken, aangezien telkens uit
zonderingen gevonden kunnen worden. Een mens kan echter
op basis van enkele voorbeelden al snel enkele patronen her-
kennen die defecte van gezonde vruchten onderscheiden.
Recent is een nieuwe tak binnen artificiéle intelligentie ont-
staan, deep learning, die het mogelijk maakt om zelflerende
algoritmes te ontwikkelen die op basis van data en trial-and-
error zelf nuttige patronen te ontdekken om een bepaalde
taken uit te voeren. Deze algoritmes hebben dus geen vooraf
gedefinieerde regels nodig, maar enkel een zekere hoeveel-
heid voorbeelden waarvan ze kunnen leren.

(rechts) peer.

DATA OM VAN TE LEREN

Twee partijen ‘Conference’ peren werden gedurende 8
maanden bewaard, waarbij de eerste en tweede partij
respectievelijk optimale en slechte bewaarcondities kregen.
Na bewaring werden 90 vruchten van elke partij willekeurig
geselecteerd en vervoerd naar het UZ Leuven voor het maken
van X-stralen CT-scans (zie Figuur 2). Deze scans leveren
digitale versies van elke vrucht op en vormen het vertrekpunt
voor de grote hoeveelheid data die we ervan kunnen
genereren om een slimme algoritmes te trainen.

Figuur 3: Dwarsdoorsnedes en gesimuleerd X-stralenbeeld van een gezonde (links) en een defecte

Vervolgens werd op basis van dwarsdoorsnedes van alle
vruchten beslist welke vruchten gezond of defect waren. Met
behulp van de digitale versies van de vruchten werden daar-
na meer dan duizend X-stralenbeelden gesimuleerd. Hierin
werden de virtuele vruchten in een willekeurige oriéntatie
geplaatst om telkens unieke beelden te genereren.

In Figuur 3 worden voorbeelden weergegeven van door-
snedes en gesimuleerde X-stralenbeelden van een gezonde
en een defecte vrucht.

PROOF OF CONCEPT TESTEN

Met behulp van de gesimuleerde data werd een zelflerend
algoritme getraind dat vruchten sorteert op basis van X-stralen
foto’s. Dit werd vervolgens getest op echte radiografieén die
verkregen werden met het X-stralenmachine van de MeBioS
Naoogstonderzoeksgroep (KU Leuven). De vruchten die hier-
bij getest werden, vertoonden grote verschillen in de graad
van de interne gebreken. Hierbij werd een accuraatheid van
87 % gehaald op 720 beelden. Deze eerste testen tonen dus
aan dat de combinatie van X-stralen en Al gebaseerde algo-
ritmes een groot potentieel heeft voor interne kwaliteits-
inspectie.

Dit onderzoek werd ondersteund door KU Leuven (C3 project C3/19/036), Research Council of Norway (project 255596/E50)

Non-destructive infernal quality inspection of fruit using X-rays and artificial intelligence

Internal disorders can develop in the pear fruit due to suboptimal storage conditions after harvest. These disorders are externally offen invisible.
Recently, the use of X-ray technologies has been proposed for quality and safety inspection of foods. However, Xtay inspection methods have
not yet overcome the challenging variability in agricultural products and internal disorders that can be present. We investigated whether recent
advances in deep learning can be used effectively for internal quality inspection of pear fruit using inline X-radiography. Conference pears were
stored in optimal and suboptimal storage conditions for 8 months to obfain fruit with a wide range in internal quality. After storage, an image
dataset containing Xray CT and ground fruth images of the fruit was collected. Thereafter an algorithm was trained on a dataset of simulated X-ay
images fo recognize fruits with internal disorders. Finally, the performance was tested on real inline Xtay radiograph images which demonstrated

the potential of the fechnology.




| agezuurstofstress
IN appel

Om de consument jaarrond te kunnen voorzien van goede kwaliteit appelen wordt gebruik gemaakt van bewaring bij
lage temperatuur en lage zuurstof. Deze technieken zijn er op gericht om de condities rond de vrucht zo goed mogelijk

te controleren om de metabole activiteit van de vruchten af te remmen en zo het natuurlijk rijpingsproces te vertragen.

Sommige cultivars zoals ‘Braeburn’ zijn gevoeliger voor de opgelegde lagezuurstofstress dan andere cultivars. Lange

bewaring kan in zo’n geval leiden tot bewaarafwijkingen zoals inwendig bruin met economische verliezen als gevolg.

We weten inmiddels dat inwendig bruin het resultaat is van een verschuiving in het metabolisme naar fermentatie als

gevolg van een tekort aan zuurstof. Het is van belang beter te gaan begrijoen hoe deze metabole verschuiving tot stand

komt en gereguleerd wordt in de vrucht. Bovendien is het van belang te zien hoe cultivars hierin van elkaar verschillen en

hen in staat stelt de lagezuurstofstress al dan niet beter te weerstaan.

LAGEZUURSTOFDETECTIE IN PLANTEN

Om te kunnen inspelen op lagezuurstofcondities is het essen-
tieel om zuurstof te kunnen waarnemen. Veel onderzoek is
gedaan op modelplanten zoals Zandraket (Figuur 1) en rijst.
Onderzoek heeft aangetoond dat er twee genfamilies verant-
woordelijk zijn voor het detectie van lagezuurstofstress en de
activatie van de daaropvolgende stressresponsen.

Deze genen activeren een hele waterval van reacties die de
plant in staat stellen de impact van de lagezuurstofstress
(bijvoorbeeld tijdens overstroming) zo beperkt mogelijk te
houden.

Figuur 1: Zandraket, een onooglijk plantje waar iedereen op straat
aan voorbijloopt maar dat zich als Arabidopsis thaliana in de
plantwetenschappen heeft opgewerkt tot ongeévenaarde modelplant.

HOE ZIT DIT NU IN APPEL?

Om de moleculaire respons van appel op lagezuurstofstress
te begrijpen moeten we terug naar de basis om te zien wat
er zich op gen-niveau afspeelt. Op deze manier willen we
achterhalen welke genen een rol spelen in appel tijdens
lange bewaring onder lagezuurstofcondities en hoe het
domino effect van de stressrespons wordt gereguleerd.

Als eerste stap werden de genen geidentificeerd die bekend
waren uit Zandraket en rijst. Door de 4-letterige genetische
code hiervan te vergelijken met verschillende andere planten-
soorten inclusief appel, werden de meest waarschijnlijke
kandidaat-genen in appel opgespoord. Hierbij speelt de
mate van overeenkomst een grote rol, waarbij afwijkingen
mogelijk kunnen wijzen op evolutionaire aanpassingen. De
verschillen bleken echter beperkt te zijn en er werd een
belangrijk stukje code van 12 karakters gevonden dat sterk
geconserveerd bleek te zijn in de kandidaat appelgenen
(Figuur 2). Dit suggereert dat de lagezuurstofrespons goed
geconserveerd is doorheen het plantenrijk.

Het bestuderen van de lagezuurstofstressrespons in appel is
als het openen van de ‘doos van Pandora’ omdat we niet
weten met wat ons te wachten staat. Hoewel er al het nodige
bekend is over de lagezuurstofstressrespons in plantenwortels
tijdens overstroming, is er weinig tot niets bekend over de
lagezuurstofstressrespons tijdens bewaring van fruit.

De genetische informatie die we nu hebben voor appel is
slechts het topje van de ijsberg. Door hier meer fundamenteel
inzicht te bekomen kan er op termijn meerwaarde worden
gecreéerd voor zowel telers als veredelaars in de appel-
industrie.
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Figuur 2: De 4-letterige genetische code toont een grote mate van overeenkomst in het gen dat in staat voor de lagezuurstofsensor in appel. Er worden hier vijf
genen met elkaar vergeleken. DNA van een gen bestaat uit een aaneenkoppeling van 4 nucleotides: adenine (A), thymine (T), guanine (G), and cytosine (C).
In groepjes van 3 cojeren die steeds voor een bepaald aminozuur. Zo codeert de triplet ATG voor het aminozuur M (=methionine) en TGT voor het aminozuur
C (=cysteine). Onder ieder triplet zie je dan ook het bijbehorende aminozuur aangegeven met een letter (en opnieuw een kleur). De reeks aminozuren vormen
samen een eiwit (dat is opge&uwd uit aminozuren). Merk op dat met de tripletten 64 (=4x4x4) combinaties mogelijk zijn terwijl er slechts 20 aminozuren
bestaan. Dit betekent dat er meerdere tripletten voor eenzelfde aminozuur coderen. Zo zie je bv. voor het tweede triplet dat die in 4 van de 5 genen vit TGT
bestaat en allen in het laatste gen is gemuteerd tot TGC. Beide tripletten (TGT en TGC) coderen echter voor hetzelfde aminozuur Cysteine dus dit leidt tot
identiek dezelfde aminozuurvolgorde en dus hetzelfde eiwit.

Dit werk werd mogelijk gemaakt dankzij FWO Vlaanderen

Llow oxygen stress in apple fruit

To satisfy consumer demands for yearround supply of high quality apple fruit, postharvest low oxygen storage fechniques are employed. Storing
the fruit in these altered atmospheres for prolonged periods of time also alters the natural course of the fruit's life and in some cases have defrimental
effects on the fruit. Using model plants the molecular background of a so called low oxygen sensor has been identified. This project focusses on
establishing knowledge on a similar control mechanism in apple fruit enabling the fruit to adapt itself fo low oxygen stress conditions incurred during
postharvest storage.




Nlodellering van het

vaatbundelvweefsel INn appel

Een Functioneel-Structureel Plant Model (FSPM) is een computermodel dat zowel de mechanistische processen
als de structuur van een plant omvat. De mechanistische processen zijn alle fysische, biologische of moleculaire

processen die relevant zijn voor de plant of het plantorgaan in kwestie. De structuur heeft betrekking op de juiste
geometrie en topologie van het orgaan dat wordt gemodelleerd. Een FSPM streeft ernaar de complexe interacties
tussen deze aspecten vast te leggen om beter inzicht te verwerven in de fysiologie van de plant. Een functioneel

structureel appelfruitmodel kan worden gebruikt om fundamentele aspecten van appelgroei en -ontwikkeling te

onderzoeken.

VAATBUNDELWEEFSEL, CRUCIAAL VOOR VRUCHTGROEI

Een belangrijk weefsel van de appel is het vaatbundelnetwerk
dat een complexe 3D-structuur heeft doorheen het appelvlees.
Aangezien de drijvende kracht voor appelgroei celexpansie
is en een dergelijke expansie het gevolg is van watertransport
naar de vrucht, is het vasculaire netwerk een belangrijke
structuur om correct te modelleren. Daarom is een algoritme
ontwikkeld dat in een appel een vasculair netwerk creéert
voor verschillende groeistadia. Het algoritme kan, voor elke
fase van appelgroei, een realistisch netwerk genereren.

CREATIE VAN HET VASCULAIR NETWERK VIA RUIMTE-
KOLONISATIE

Ruimte-kolonisatie is een wiskundige methode om een wille-
keurig, nietoverlappend en vertakkend netwerk in een be-
paald volume te maken. Hier is het volume de appelvorm. En
we willen dat volume vullen met een netwerk dat lijkt op wat
in de natuur zal worden gecreéerd. Het netwerk wordt
weergegeven door een 3D-rooster dat bestaat uit knoop-
punten en verbindingen. Elke knoop heeft x-, y-, z-coérdinaten
en elke verbinding heeft een lengte tussen twee knooppunten.
Het algoritme werkt door het volume van de appel eerst te
vullen met een groot aantal willekeurig geplaatste aan-

trekkingspunten, rond een initieel aantal knooppunten van
het vaatbundelnetwerk, gedefinieerd op de hoofdvaatbundels
van de vrucht die van de steel naar de kelk lopen. Voor elk
knooppunt wordt gezocht naar de dichtstbijzijnde aan-
trekkingspunten, volgens bepaalde regels. Vervolgens groeit
vanuit elk knooppunt, een verbinding naar het midden van
de burenwolk waar een nieuw knooppunt wordt toegevoegd
voor de volgende stap in het algoritme. De aantrekkingspunten
trekken dus de takken van het netwerk die zich het dichtst bij
hen bevinden, naar zich toe. Dit resulteert erin dat het net-
werk de ruimte efficiént vult. Als een knooppunt zich binnen
een bepaalde afstand van een aantrekkingspunt bevindt,
wordt dat punt verwijderd. Deze stappen worden herhaald
totdat alle aantrekkingspunten zijn verwijderd en het netwerk
is gegroeid om het appelvolume te vullen dat door de punten
werd ingenomen. Figuur 1 toont een voorbeeld van een
gegenereerd vasculair netwerk van een volgroeide appel.

DE APPELMORFOLOGIE WORDT IN REKENING GEBRACHT

Het algoritme voor ruimte-kolonisatie kan zeer realistisch
ogende natuurlijke netwerken creéren. De methode wordt
ondermeer gebruikt om bomen te genereren voor computer-
grafische doeleinden. Naarmate knooppunten naar punten
gaan waar ze het dichtst bij zijn, simuleert de methode

Figuur 1: Gegenereerd vaatbundelnetwerk van 22 weken oude appel.

Figuur 2: Gesegmenteerd beeld van vaatbundelnetwerk van een 22-weken
oude Jonagold.



nauwkeurig de concurrentie tussen de takken van een boom
om ruimte en zonlicht. Het vaatstelsel in appel is echter niet
volledig willekeurig. Er zijn verschillende afzonderlijke
bundels die altijd dezelfde vorm hebben. Er zijn twee
vasculaire systemen met betrekking tot hun positie in de
vrucht: het corticale systeem dat zich in de cortex bevindt, en
het carpelsysteem, dat zich in de kern bevindt. Het corticale
systeem bestaat vit 10 bundels die, als ze in de vrucht vanuit
het steeltie komen, rond het klokhuis uit elkaar gaan en dan
onder het klokhuis bij de kelkbladen samensmelten. De 10
bundelsbestaanuit5 kelkbladbundelsen 5 bloembladbundels,
afwisselend van elkaar. Vanuit deze bundels vertakt het
vaatstelsel zich in het vruchtvlees en vult het de gehele cortex
van de vrucht. De structuur van het carpelsysteem is hier niet
gemodelleerd omdat deze zich in de kern bevindt en omdat
het vasculaire netwerk dat water en voedingsstoffen levert
aan het vruchtvlees voortkomt uit de 10 belangrijkste corticale
bundels. Dus wordt eerst een 3D-netwerkmodel gemaakt dat
de 10 belangrijkste corticale bundels voorstelt en gebruikt
als het startpunt van het algoritme. Dit houdt rekening met de
appel- en klokhuisvorm. Die appelvorm wordt gegenereerd
door een vormmodel, dat is opgesteld op basis van 3D-X-
stralentomografie beelden van vruchten in verschillende
groeistadia. Dit vormmodel laat ons toe willekeurige
realistische vormen van appels van verschillende cultivars te
genereren. Het kolonisatie-algoritme genereert vervolgens
het willekeurige vasculaire netwerk dat zich vertakt vanuit de
hoofdbundels in de 3D-vorm van de appels.

REALISTISCHE VAATBUNDELNETWERKEN OP BASIS VAN
X-STRALENTOMOGRAFIE

Wil de gegenereerde structuur van het vaatnetwerk nuttig
zijn, dan moet deze vergelijkbaar zijn met die van een echte
appel. Het gegenereerde netwerk moet dus worden ver-
geleken met een netwerk verkregen uit echte appels. Om

Structural modelling of apple vasculature

ruimtelike gegevens van appelvaatstelsel te verkrijgen,
wordt X-stralentomografie (CT) gebruikt. Appels werden op
verschillende tijdstippen tijdens de groei geplukt. Daarna
werden CT-scans van de appel gemaakt om 3D-beelden te
maken van de interne structuur van de vruchten. De bundels
lichten op in de réntgenbeelden omdat ze bestaan uit dicht
opeengepakte xyleem- en floéemweefsels. Op deze manier
krijg je met behulp van 3D-beeldsegmentatietechnieken de
ruimtelijke gegevens van de vaatstructuur. Figuur 2 toont een
voorbeeld van vasculair netwerk gesegmenteerd uit een
rontgen CTscan van een 22-weken oude Jonagold appel.
Door de grafieken statistisch met elkaar te vergelijken,
kunnen de parameters van het algoritme worden gekalibreerd
om netwerken te genereren met een vergelijkbare lengte en
ruimtelijke verdeling als wat met de réntgenscans is gemeten.
Figuur 3 toont een grafiek van de gegenereerde vasculaire
lengte vergeleken met de gemeten lengte over de tijdsperiode
van 9 tot 22 weken.
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Figuur 3: Vergelijking van de vasculaire lengten.

Dit onderzoek werd ondersteund door het onderzoeksfonds KU Leuven

An algorithm was developed to generate the vasculature of apple. The algorithm can generate vasculature accurate in length and spatial distribution
for growing apples ranging from @ — 22 weeks after bloom. The space colonization algorithm is used to generate a random network of vasculature
that branches of from the main cortical bundles and fills the entire cortex region. The main cortfical bundles, which have a consistent shape, are
approximated with cosine functions. The parameters in the algorithm are calibrated by comparing the length and spatial distribution of the generated
vasculature against the length and spatial distribution of vasculature networks obfained from image segmentation of apple X-ray CT scans.



JpINg van tomaat
Rol van ethyleen en
ethyleenreceptoren

Sinds kort heeft de praktijk er een nieuwe teeltmaatregel bij om tomaten aan het eind van het groeiseizoen gefor-
ceerd af te rijpen aan de plant via de toediening van ethyleen, een gasvormig plantenhormoon. Voor een goede
werking van ethyleen is het nodig dat de vrucht in staat is ethyleen waar te nemen met zijn ethyleenreceptoren (de
zogenaamde ETRs). Een goed begrip van deze perceptie en de daaropvolgende signaaloverdracht kan helpen om

op termijn de toepassing van ethyleen verder te gaan optimaliseren.

ROL VAN ETR

Ethyleen wordt in eerste instantie waargenomen door de
receptoren (ETRs). Een centrale rol wordt ingenomen door
zogenaamde EIN2 eiwitten. Dit zijn eiwitten die in de celkern
allerlei rijpingsgerelateerde processen op kunnen starten. Zo-
lang er geen ethyleen aanwezig is, wordt dankzij de
tussenkomst van de CTR-eiwitten verhinderd dat de EIN2
eiwitten naar de celkern gaan waardoor vruchtrijping zolang
wordt voorkomen. Zodra ethyleen wordt gebonden aan de
receptoren kunnen de CTR-eiwitten hun werk niet meer doen
en krijgen de EIN2 eiwitten de kans om naar de kern te gaan
en de vruchtrijping in gang te steken. Door het gedrag van
deze drie eiwitgroepen in detail te bestuderen proberen we
meer inzicht te krijgen in hun rol tij{dens vruchtrijping. In dit
onderzoek werd gebruikt gemaakt van 1-methylcyclopropeen
(1-MCP), een gas dat zich net als ethyleen hecht aan de
ethyleenreceptoren, zonder echter de verdere signaalover-
dracht in gang fe steken.

BEWAAREXPERIMENT

In deze studie werd gebruik gemaakt van volgroeide maar
nog groene tomaten (aangeduid als MG) die na oogst al dan
niet werden behandeld met 1-MCP. Hierna kregen de
vruchten de kans krijgen om tijdens de bewaring verder af te
rijpen. Zowel de controle vruchten als de 1-MCP behandelde
vruchten werden geanalyseerd van zodra ze de achtereen-

volgende rijpheidsstadia ‘Breaker’ (BR), ‘Oranje’ (OR) en

Oogst

1-MCP
behandeling
N\ b

LW

Controle §

‘Rood’ (R) hadden bereikt (Figuur 1). De verschillende eiwitten
werden uit het vruchivlees geéxtraheerd en de niveaus aan
ETRs, CTRs en EIN2 tijdens de rijping van zowel de controle
vruchten als de 1-MCP behandelde vruchten werden
gemeten. Daarnaast werden metingen gedaan van de
stevigheid, ethyleenproductie en ademhalingssnelheid van
de tomaten.

DE RIJPING ONDER INVLOED VAN 1-MCP IS STERK GEREMD

Door de behandeling met 1-MCP rijpten de vruchten veel
trager af dan de onbehandelde controle vruchten. In figuur 2
worden de algemene kwaliteitsmetingen van stevigheid,
ethyleenproductie en ademhalingssnelheid getoond. De
sterke remming door 1-MCP komt vermoedelijk door de nog
zeer lage ethyleenproductie in het MG stadium waardoor er
weinig concurrentie is vanuit ethyleen en 1-MCP het meren-
deel van de receptoren kan blokkeren. Eenmaal dat de
vruchten het ‘Breaker’ stadium bereikten was de ethyleen-
productie in de 1-MCP behandelde vruchten hoger dan in de
controle vruchten. Dit kan het gevolg zijn van de eerdere
onderdrukking van de signaaloverdracht die later weer teniet
wordt gedaan waarbij ethyleen mede de accumulatie van
EIN2 in de hand werkt. De vruchten vertoonden geen
noemenswaardige verschillen in stevigheid, maar de adem-
halingssnelheid van de 1-MCP behandelde vruchten was wel
lager dan die van de controle vruchten. (Figuur 2). Deze
lagere ademhalingsactiviteit is in overeenstemming met de
trager verlopende vruchtrijping.

Opslag na de oogst
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Mature Green (MG) Breaker (BR) Orange (OR) Red (R)

Figuur 1: Foto’s van de gebruikte tomaten. Geoogst in het MG stadium en, al dan niet na behandeling met 1-MCP, afgerijpt tot de verschillende kleurstadia (BR,
OR en R).



DE RECEPTOR- EN SIGNAAL EIWITTEN ZIJN
MINDER ABUNDANT ONDER INVLOED VAN 1-MCP

De resultaten voor de ETRs, CTRs and EIN2 worden weer-
gegeven in figuur 3. Doorgaans bestaan er meerdere
varianten van deze eiwitten zoals aangegeven met de cijfers
achter hun naam. Een aantal van de receptoren (ETR3, ETR4,
ETR6 en ETR7) en CTR1 vertonen in het ‘Breaker’ stadium
lagere concentraties in 1-MCP behandelde vruchten dan in
de controle ‘Breaker’ vruchten (Figuur 3).

In de latere rijpheidsstadia blijven ETR4 and ETR7 laag
(Figuur 3). Deze lage niveaus zullen in een later stadium,
wanneer het effect van 1-MCP gaat afnemen, aanleiding
geven fot een versnelde reactivering van de ethyleensignaal-
overdracht doordat zij EIN2 minder zullen remmen in hun
werking.
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Figuur 2: Stevigheid, etl{wj/leenproducrie en ademhalingssnelheid op%emefen aan de hand van 5 tomaten per staalname. De sterretjes geven statistische
verschillen weer tussen de 1-MCP behandelde en controle vruchten binnen eenzelfde kleurstadium.
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Figuur 3: Absolute eiwitkwantificatie van de be/angrjksfe ETRs, CTRs and EIN2 opgemeten aan de hand van 5 tomaten per staalname. De sterretjes geven
statistische verschillen weer tussen de 1-MCP behandelde en controle vruchten binnen eenzelfde kleurstadium.

Dit werk werd mogelijk gemaakt dankzij een Bilaterale Onderzoeksamenwerking, project FWO.106.2013.20 met NAFOSTED en het FWO.

1-MCP inhibition of fomato ripening and its effect on the ethylene signalling

This work studies the regulation of the ethylene signalling pathway during tomato fruit ripening in response fo the ethylene action inhibitor T-MCP,
through the study of the protein levels of recepiors, CTR and EINZ2 proteins. Different ripening stages of tomatoes were harvested, either or not
treated with 1-MCP and subsequently stored. Fruit firmness, ethylene production and respiration rate were measured during fruit ripening. 1-MCP
treated fruit produced a lower respiration rate, resembling the general inhibition of the metabolism, but a higher ethylene production rate, possibly
fo reactivate the ethylene signalling to be able to continue the ripening process. In general, lower levels or no differences were found for the proteins
in comparison fo the control samples. As receptors and CTRs are negative regulators of the ethylene signalling, decreasing their production could
subsequently decrease the inhibition towards EIN2, which could freely act as activator of the ethylene responses.
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