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Streszczenie

Celem stazu naukowego na Uniwersytecie Warwick (Wielka Brytania) byta detekcja choréb roslin w
czasie ich przechowywania na podstawie analizy lotnych zwigzkéw organicznych i nieorganicznych za
pomocg elektronicznego nosa, GC-IMS oraz konwencjonalnej metody GC-MS. W czasie stazu zostat
zrealizowany 6-miesieczny projekt badawczy we wspodtpracy z prof. Jamesem Covingtonem oraz prof.
Johnem Clarksonem. Przeprowadzono szereg doswiadczen, w ktérych udowodniono mozliwos¢ za-
stosowania elektronicznego nosa oraz metody GC-IMS do wykrywania infekcji cebuli zwyczajnej wy-
wofanych dwoma patogenami grzybowymi (Fusarium oxysporum f. sp. cepae oraz Sclerotium cepivo-
rum), a takze do monitorowania przebiegu infekcji u réznych ro$lin nalezgcych do tej samej rodziny
(czosnek, cebula zwyczajna, szalotka, cebula czerwona). Wykorzystujgc metode GC-MS, udafo sie
zidentyfikowa¢ z duzym prawdopodobienistwem lotne zwigzki, ktére uwalniane sg naturalnie przez
rosliny, a takze te zwigzane z infekcjami grzybowymi.

Stowa kluczowe: biata zgnilizna, cebula, elektroniczny nos, fuzaryjna zgnilizna cebuli, infekcje grzy-
bowe

Abstract

The aim of the fellowship completed at Warwick University (United Kingdom) was to detect the storage
diseases of plants based on the analysis of volatile organic and inorganic compounds using an elec-
tronic nose, GC-IMS, and the conventional method GC-MS. During the fellowship, a 6-month research
project was carried out in collaboration with Prof. James Covington and Prof. John Clarkson. The re-
sults of experiments have proved the ability of an electronic nose and GC-IMS to detect fungal infec-
tions of onion bulbs caused by two fungal pathogens (Fusarium oxysporum f. sp. cepae and Sclero-
tium cepivorum), as well as to track diseases progression in different plants from the same family (gar-
lic, brown onion, shallots, red onion). Furthermore, the GC-MS analysis facilitated the identification of
volatile compounds that the plants release due to their biological activity and those related to fungal
infections.

Keywords: electronic nose, fungal infections, fusarium basal rot, onion, white rot disease

rganizacja Narodow Zjednoczonych

ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO,

ang. Food and Agriculture Organiza-
tion) szacuje, ze 20 do 40% Swiatowej pro-
dukcji rodlinnej jest corocznie tracone z po-
wodu szkodnikéw i patogenow, ktére dotyka-
ja réwniez gtbwne uprawy zywnosci: ryz,
pszenice, kukurydze, ziemniaki, soje i ba-
wetne (Oerke 2006, Savary i in. 2012). Z
tego powodu od wielu lat poszukiwane sg

narzedzia badawcze, ktére umozliwig szyb-
ka, rzetelng oraz nieinwazyjng detekcje pa-
togenow roslinnych zaréwno w czasie upra-
wy, jak i przechowywania.

Sposréd wielu rozwijanych trenddéw ro-
snacg popularnoscig cieszg sie techniki ana-
lityczne bazujgce na analizie lotnych zwigz-
kach organicznych (LZO) i nieorganicznych.
Wykorzystujg one zdolnos¢ roslin do uwal-
niania zwigzkow chemicznych — w zalezno-
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Sci od ich stanu zdrowotnego — w odpowie-
dzi na atak szkodnikoéw, patogenow, czynniki
zewnetrze takie jak temperatura i wilgotnosc
oraz w celu ostrzezenia sgsiadujgcych roslin
o0 zagrozeniu (Buja i in. 2021). Metody te
stanowig alternatywe wobec rutynowych
technik analitycznych, takich jak testy ELISA
czy PCR, umozliwiajgc analize w warunkach
polowych czesto w sposdb zdalny, nieinwa-
zyjny, bez koniecznosci przygotowania préb
oraz stosowania odczynnikéw chemicznych.
Tradycyjnie lotne zwigzki chemiczne sg wy-
krywane za pomocg chromatografii gazowej
ze spektrometrig mas (GC-MS, ang. Gas
Chromatography — Mass Spectrometry),
ktora jest technikg ztozong, czasochtonng i
wymagajgcg przeszkolonego personelu.

Komplementarnym narzedziem jest tzw.
elektroniczny nos (Sankaran i in. 2010).
Urzadzenie to umozliwia analize ztozonych
prébek gazowych dzigki szeregowi czujni-
kow gazowych, ktére nasladujg dziatanie
receptoréw wechowych. Metody analizy da-
nych wielowymiarowych przetwarzajg zebra-
ne sygnaty czujnikéw, petnigc funkcje mézgu
i dajgc rozpoznanie/klasyfikacje mieszanin
gazéw.

Osrodek naukowy

Celem stazu naukowego na Uniwersytecie
Warwick (Wielka Brytania) byta detekcja
choréb roslin w czasie ich przechowywania
na podstawie analizy lotnych zwigzkow or-
ganicznych i nieorganicznych za pomocag
elektronicznego nosa oraz konwencjonalne;j
metody GC-MS. W czasie stazu naukowego
zrealizowano 6-miesieczny projekt badawczy
we wspoltpracy z prof. Jamesem Covingto-
nem oraz prof. Johnem Clarksonem. Projekt
w catosci byt finansowany przez Narodowa
Agencje Wymiany Akademickiej (NAWA) w
ramach programu im. Bekkera.

Uniwersytet Warwick zatozono w latach
60. w ubiegtego wieku w miejscowosci
Coventry. W jego obrebie dziata ponad 50
centréw badawczych skupionych na 3 wy-
dziatach oraz kilka instytutow miedzywydzia-
towych. Jest jednym z czotowych osrodkow
naukowych w Wielkiej Brytanii, rozpozna-
walnych na calym Swiecie. Potwierdzajg to
wysokie pozycje w narodowych i Swiatowych
rankingach (9. miejsce na liscie The Guar-
dian 2020 League Table, 62. pozycja w ran-

kingu QS World University Rankings 2020
oraz 77. w rankingu The World University
Ranking 2020). Na Uniwersytecie realizowa-
nych jest wiele interdyscyplinarnych projek-
tow wpisujgcych sie w aktualne swiatowe
trendy, poszukujgcych rozwigzah najistot-
niejszych problemoéw dzisiejszego spote-
czenstwa, takich jak oporno$¢ bakterii na
antybiotyki, niska wydajno$¢ upraw w kra-
jach Trzeciego Swiata czy przetwarzanie
organicznej biomasy.

Uczelnia ma rowniez znaczgce osiggnie-
cia w obszarze technologii elektronicznych
nosow (e-nosow). Pionierskie badania doty-
czgce urzadzenia nasladujgcego biologiczny
zmyst wechu prowadzone byty tu w latach
80. XX w. przez K. Persaud i G. Dodd w
grupie badawczej Warwick Olfaction Rese-
arch Group. Nastepstwem tych badan byto
opracowanie na poczgtku lat 90. XX w. przez
naukowcéw z tej uczelni, we wspétpracy z
firmg Bass plc oraz Neotronics plc, pierw-
szego na swiecie komercyjnego elektronicz-
nego nosa. Od tamtego czasu urzadzenia te
WCigz sg rozwijane, powstato wiele syste-
mow komercyjnych, a takze laboratoryjnych
prototypow. Obecnie istnieje ok. 20 réznych
firm produkujgcych elektroniczne nosy, ktére
sprzedajg ok. 200 maszyn rocznie.

Zespot kierowany przez prof. J. Covingto-
na prowadzi badania nad opracowaniem
nowych technologii wykorzystujgcych analize
zapachu do réznorodnych zastosowan, m.in.
medycznych, konsumenckich oraz rolni-
czych. Grupa badawcza pracuje w Laborato-
rium Sensoréw Biomedycznych wyposazo-
nym w nowoczesne komercyjnie dostepne
urzadzenia typu elektroniczny nos firmy Al-
phaMOS (Fox 4000 and 3000), Airsense
(PEN-3), Sensigent (Cyrano Electronic No-
se). Ponadto Scisle wspétpracuje z innymi
producentami tych urzadzen, zapewniajgc
sobie w ten sposdb réznorodnos¢ wykorzy-
stywanego sprzetu analitycznego. Zespét
opracowuje nowg game laboratoryjnych pro-
totypdw urzadzeh opartych na szeregu czuj-
nikdw gazowych zaréwno komercyjnych, jak
i zmodyfikowanych w ramach badan. W ten
sposéb systemy te mogg by¢é dostosowane
do konkretnego zadania badawczego. Do tej
pory opracowano kilka prototypow elektro-
nicznych noséw nazwanych od Uniwersytetu
Warwick WOLF (Warwick OLFactory).
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W ostatnich latach grupa badawcza prof.
Covingtona prowadzita badania nad wcze-
sng detekcjg, za pomocg elektronicznego
nosa, mokrej zgnilizny ziemniakow w czasie
ich przechowywania. Eksperymenty prze-
prowadzono zarowno w warunkach laborato-
ryjnych, jak i w komercyjnej przechowalni
(Rutolo i in. 2016, Rutolo i in. 2018ab). Na
podstawie wynikéw badan stwierdzono, ze
wybrane czujniki umozliwiajg zaréwno wcze-
sne wykrywanie choroby, jak i monitorowa-
nie jej postepu az do stadium objawowego.

Badania przeprowadzone

w ramach stazu naukowego

Pierwszym etapem projektu byty wstepne
badania majgce na celu okreslenie przydat-
nosci zaproponowanych technik analitycz-
nych do postawionego zadania oraz ocena
doboru obiektow badawczych. W tym ekspe-
rymencie analizowano zwigzki chemiczne
uwalniane przez cebule oraz szalotki zainfe-
kowane patogenem grzybicznym nalezacym
do rodzaju Fusarium (Fusarium oxysporum f.
sp. cepae), bedgcym przyczyng fuzaryjnej
zgnilizny cebuli (ang. Fusarium basal rot).
Choroba ta jest jedng z najwazniejszych

Fot. 1. Szalotka i cebula po 5 tygodniach przechowywania w 25°C (fot. M. tabariska):

przyczyn strat w uprawach cebuli, siegaja-
cych nawet 30% (Wang i in. 2018).

Zainfekowany oraz zdrowy (kontrola) ma-
teriat roslinny przechowywano w 25°C przez
5 tygodni oraz w 4°C przez 9 tygodni w
szczelnie zamknietych plastikowych pojem-
nikach, specjalnie wyposazonych na obu
koncach w ztgczki wlotowe i wylotowe umoz-
liwiajgce pobieranie gazéw z przestrzeni nad
cebulami bez ich otwierania. W pojemniku
umieszczono rowniez wilgotny materiat oraz
plastikowy stelaz w celu zachowania wyso-
kiej wilgotnosci, pozwalajgcej na rozwdj in-
fekcji grzybowe;j.

Prébki gazowe poddawano analizie za
pomocg komercyjnego elektronicznego nosa
PEN-3 (Airsense Analytics GmbH, Niemcy)
oraz spektrometru mobilnosci jonéw sprze-
zonego z chromatografem gazowym (GC-
-IMS) dwa razy w tygodniu przez okres 5
tygodni oraz w 9. tygodniu. Sygnaty czujni-
kow elektronicznego nosa PEN-3 poddano
przetwarzaniu za pomocg metod rozpozna-
wania obrazéw. Obserwowano réwniez wy-
stepujgce z czasem objawy infekcji grzybo-
wej. Ponizej przedstawiono zdjecia szalotki i
cebuli zdrowej oraz zainfekowanych po 5
tygodniach przechowywania w 25°C.

a) przekroj podtuzny szalotki zdrowej, b) szalotka porazona patogenem z rodziny
Fusarium, c) przekroj podtuzny porazonej szalotki, d) przekroj podtuzny cebuli zdrowej,
e) cebula porazona patogenem z rodziny Fusarium, f) przekroj podtuzny porazonej cebuli
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Stwierdzono, ze analiza uwalnianych
przez rosliny lotnych zwigzkéw za pomocg
ww. urzgdzen pozwala na rozréznienie ba-
danych probek. Na podstawie zarejestrowa-
nych sygnatéw zaobserwowano rozwdj in-
fekcji w czasie oraz istotny wptyw temperatu-
ry przechowywania na rozw¢j infekcji. Po-
nadto, dzieki wykorzystaniu dwoéch obiektéw
badawczych (cebuli zwyczajnej oraz szalo-
tek), mozliwa byta obserwacja rozwoju infek-
cji u réznych gospodarzy oraz zbadanie
mozliwosci elektronicznego nosa i spektro-
metru GC-IMS pod kgtem ich rozpoznawa-
nia.

W kolejnych badaniach szczegdlng uwa-
ge zwrécono na mozliwos¢ wczesnej detek-
cji choroby. Z tego wzgledu eksperymenty
wykonywano codziennie az do momentu
wystgpienia wizualnych objawéw choroby i
poszerzono zbior analizowanych roslin, wia-
czajgc do niego cebule czerwong oraz czo-
snek. Ponadto, cebule zwyczajne zainfeko-
wano réwniez innym patogenem grzybowym
(Sclerotium cepivorum) — sprawca zgnilizny
biatej. Przygotowano takze rosliny kontrolne
(niezainfekowane) oraz cebule zwyczajne
zainfekowane dwoma patogenami. W ten
sposob oceniono mozliwosci wykorzysta-
nych urzgdzen (komercyjnego elektronicz-
nego nosa PEN-3 oraz spektrometru mobil-
nosci jonow GC-IMS) do detekcji choroby u
réznych roslin z tej samej rodziny, a takze
sprawdzono, czy stosowane narzedzia sg w
stanie rozrézni¢ infekcje powodowane przez
dwa gatunki patogenéw grzybowych.

Interesujgcym etapem projektu byta anali-
za probek gazowych zebranych w komercyj-
nej przechowalni cebuli. Byta to istotna i cie-
kawa czesc projektu, pozwolita na wykona-
nie doswiadczenia w warunkach przecho-
walni, ktére z duzym uproszczeniem sg od-
zwierciedlane w laboratorium, a takze data
mozliwos¢ dyskusji z doswiadczonymi pra-
cownikami i rolnikami na temat warunkow i
procesu przechowywania cebuli oraz zwia-
zanych z nim probleméw i potrzeb. Dzieki
temu etapowi zdobyto wyjatkowg wiedze
oraz doswiadczenie dotyczgce przechowy-
wania upraw.

Podsumowanie
W czasie stazu naukowego przeprowadzono
szereg doswiadczenh, w ktérych udowodnio-

no mozliwos¢ zastosowania elektronicznego
nosa oraz GC-IMS do wykrywania infekciji
cebuli zwyczajnej wywotanych dwoma pato-
genami grzybowymi, a takze do monitoro-
wania przebiegu infekcji u réznych roslin
nalezacych do tej samej rodziny (czosnek,
cebula zwyczajna, szalotka, cebula czerwo-
na). Wykorzystujgc metode GC-MS, udato
sie zidentyfikowa¢ z duzym prawdopodo-
bienstwem lotne zwigzki, ktére uwalniane sg
naturalnie przez rosliny, a takze te zwigzane
z infekcjami grzybowymi. Dodatkowo, wizyta
w komercyjnej przechowalni cebuli pozwolita
zgtebi¢ wiedze na temat zaréwno warunkéw,
jak i procesu przechowywania cebuli oraz
zwigzanych z nim probleméw i potrzeb.
Dzieki tej wizycie uzyskano wyjgtkowg wie-
dze oraz doswiadczenie dotyczgce prze-
chowywania zbiorow.

Projekt byt finansowany przez Narodowag
Agencje Wymiany Akademickiej w ramach
programu im. Bekkera (PPN/BEK/2020/1/
00383).
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