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Streszczenie

Jedng z gtbwnych przyczyn strat plonéw ro$lin uprawnych takich jak ziemniak sg organizmy patogen-
ne. Niejednokrotnie kluczowym elementem, pozwalajgcym unikng¢ lub zredukowac te straty, jest ich
szybka detekcja. W tym celu stosowane sg molekularne, serologiczne, mikrobiologiczne oraz miesza-
ne metody diagnostyczne. Ze wzgledu na liczne zalety coraz bardziej interesujgcg alternatywe dla
dotychczas stosowanych metod stanowig biosensory. W pracy przedstawiono budowe oraz klasyfika-
cje biosensordw, ich szeroki zakres zastosowan, a takze przyktadowe wykorzystanie w detekcji pato-
genéw roslinnych.
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Abstract

Pathogenic organisms are one of the main causes of significant crop losses. Often the key element to
avoid or reduce these losses is their rapid detection. For this purpose, molecular, serological, micro-
biological and mixed diagnostic methods are used. Due to numerous advantages, biosensors are an
increasingly interesting alternative to the methods used so far. In this work architecture and classifica-
tion of biosensors, wide range of their applications as well as exemplary usage to the plant pathogen
detection are presented.
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ednym z wazniejszych czynnikéw

zmniejszajgcych wydajnos¢ upraw i

generujgcych straty ekonomiczne sg
choroby roslin (Martinelli i in. 2015). Wywotu-
ja je organizmy patogenne takie jak wirusy,
bakterie, grzyby czy nicienie. Szczegdlnie
niebezpieczne sg organizmy kwarantanno-
we, ktoére nie tylko majg bezposredni nega-
tywny wptyw na plon, ale réwniez generuja
straty ekonomiczne wynikajgce z natozenia
kwarantanny, m.in. koszty utylizacji porazo-
nego materiatu oraz zakaz eksportu i dystry-
bucji materiatu pochodzgcego z objetego nig
gospodarstwa. Z tego powodu kluczowg role
odgrywa szybka detekcja patogendéw roslin-
nych, ktéra pozwala kontrolowaé odpowied-
nio wczesnie infekcje wywotang patogenem
w réznych jej stadiach i zmniejsza ryzyko
jego rozprzestrzenienia sie (Martinelli i in.
2015, Khater i in. 2017).

Do tej pory opracowano wiele technik stu-
zacych detekcji oraz identyfikacji patogenéw
roslinnych. Sposréd nich wyréznia sie meto-
dy serologiczne (zwane inaczej immunolo-
gicznymi), molekularne, mikrobiologiczne i
mieszane. Powszechnie stosowane metody
to immunoenzymatyczny test ELISA (ang.
Enzyme-linked Immunosorbent Assay), ana-
liza DNA patogenu wykorzystujgca reakcje
tancuchowej polimerazy DNA — PCR (ang.
Polymerase Chain Reaction) i jej modyfika-
cje (np. Real Time PCR, Multiplex PCR) oraz
fluorescencyjna hybrydyzacja in situ — FISH
(ang. Fluorescence In situ Hybridization). Sg
one rutynowo stosowane w analizie materia-
tu roslinnego na catym $wiecie dzieki dobrze
poznanemu mechanizmowi dziatania oraz
niezawodnosci. W literaturze odnalez¢é moz-
na wiele prac dokfadnie prezentujgcych te
techniki (Salamonska i in. 2016, Fang i in.
2015, Stochta i in. 2016, OEPP 2006).

Metody immunologiczne oraz molekular-
ne, bazujgce na analizie DNA, istotnie skro-
city czas oznaczania patogendéw w poréwna-
niu z konwencjonalnymi metodami mikrobio-
logicznymi, jednak wcigz brakuje mozliwosci
wykrywania patogenéw w warunkach polo-
wych. Metody diagnostyczne projektowane

do wykrywania patogendéw bezposrednio na
polu sg z reguly oparte na wykorzystaniu
przeciwciat, przez co charakteryzujg sie
mniejszg czutoscig niz metody molekularne.
Te z kolei w uwagi na koniecznos¢ izolowa-
nia RNA/DNA oraz stosowania drogiej apa-
ratury mozliwe sg do przeprowadzenia tylko
w laboratorium.

Ostatnio opracowano szereg izotermicz-
nych metod molekularnych majgcych czu-
to$¢ podobng do PCR czasu rzeczywistego,
a czas ich wykonania zajmuje od 5 do 30
minut, jednak testy te wcigz wymagajg po-
twierdzenia ich specyficznosci i poprawnosci
pozytywnych wynikéw. Z powodu tych ogra-
niczeh dotychczasowe metody sg wcigz mo-
dyfikowane i dopracowywane, z drugiej stro-
ny opracowywane sg alternatywne metody
analityczne, ktére charakteryzowatyby sie
wysokg specyficznoscig i czutoécig, a takze
niskg granicg oznaczalno$ci (najmniejsze
stezenie/ilos¢ substancji mozliwe do iloscio-
wego oznaczenia dang metodg). Dodatkowo
powinny one zapewnia¢ szybkg, wiarygodng
oraz niedrogg detekcje patogendéw roslin-
nych w warunkach laboratoryjnych i $rodo-
wiskowych. Wsréd wielu kierunkéw rozwija-
nych przez naukowcow interesujgcym roz-
wigzaniem o duzym potencjale aplikacyjnym
jest opracowanie biosensoréw (Leonard i in.
2003).

Budowa i klasyfikacja biosensoréw
Biosensorami nazywane sg czujniki, ktére
zawierajg w swojej budowie element biolo-
giczny. Miedzynarodowa Unia Chemii Czy-
stej i Stosowanej (IUPAC, ang. International
Union of Pure Applied Chemistry) okresla je
jako samodzielne, zintegrowane urzgdzenia,
ktére dostarczajg specyficznych ilosciowych
lub pdtilosciowych informacji analitycznych
za pomocg biologicznych elementéw recep-
torowych (bioreceptorow) znajdujgcych sie w
bezposrednim kontakcie z przetwornikiem
(Thevenot i in. 2001). Biosensory nalezg do
grupy czujnikéw chemicznych. Sktadajg sie
one z dwodch gtdwnych czesci: receptorowej
oraz przetwornikowej (rys. 1).
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Rys. 1. Schemat budowy

Najwazniejszym elementem sensora jest
warstwa receptorowa (chemoczufa), ktorej
zadaniem jest specyficzne rozpoznanie ana-
litu (oznaczanej czasteczki). Determinuje
ona jego podstawowe parametry pracy, takie
jak: czutod¢, selektywnos$é, czas odpowiedzi
czy czas zycia. Cechg wyrdzniajgcg biosen-
sory sposréd innych czujnikéw jest warstwa
receptorowa ztozona z elementoéw biologicz-
nych (warstwa bioreceptorowa). Przetwornik
przeksztatca uzyskang z czesci receptorowe;j
informacje na sygnat uzyteczny analitycznie,
np. elektryczny lub optyczny (Brzézka i in.
1999). Mechanizm rozpoznawania analitu
przez biologiczny element receptorowy jest
porownywany z dziataniem zamka i klucza.
Tylko odpowiedni klucz pasuje do zamka.
Oddziatywanie witasciwego bioreceptora z
analitem inicjuje sygnat charakterystyczny
dla danego zjawiska biologicznego, ktory
nastepnie jest przetwarzany, a pozniej reje-
strowany (Ktos-Witkowska 2015).

Ere biosensoréw zapoczatkowaty pionier-
skie badania prowadzone w latach 50. XX
wieku przez prof. Lelenda C. Clarka Jr. nad
elektrochemiczng redukcjg tlenu na elektro-
dzie platynowej. Wynikiem jego pracy byt
sensor czuty na tlen nazwany pozniej elek-
trodg Clarka (Ktos-Witkowska 2014). W roku
1962 L. C. Clark Jr. razem z C. Lyons skon-
struowali pierwszy amperometryczny bio-
sensor do oznaczania stezenia glukozy we
krwi. Opracowana technologia zostata prze-
niesiona do firmy Yellow Springs Internatio-
nal Company (YSI), ktéra w 1975 r. wprowa-

i dziafania biosensora

dzita na rynek pierwsze urzadzenie do bez-
posredniego pomiaru glukozy. Od tamtego
czasu wcigz intensywnie rozwijana jest te-
matyka biosensoréw, roéznorodne Kkierunki
badan obejmujg m in.: zastosowanie nano-
technologii (technologia krzemu, nanoczgstki
ztota), poszukiwanie nowych materiatow
(grafen, nanorurki weglowe) czy dopraco-
wywanie istniejgcych urzgdzen poprzez po-
prawe ich parametréw pracy (Kim i in. 2019,
Magner 2013).

Podstawg klasyfikacji biosensorow jest
element biologiczny tworzacy warstwe re-
ceptorowg, a takze rodzaj zastosowanego
przetwornika (rys. 2). Pierwsze tego typu
czujniki zawieraly w warstwie receptorowe;j
enzymy (biokatalizoatory), ktére selektywnie
rozpoznajg substraty i katalizujg ich reakcje.
Ta grupa bioczujnikbw nazywana jest bio-
sensorami enzymatycznymi. Powszechnie
uzywane sg rowniez przeciwciata specyficz-
nie wigzgce sie z antygenami. Ponadto war-
stwe receptorowg mogg tworzy¢ réwniez
antygeny, cate organizmy, takie jak bakterie
czy wirusy, a takze organelle komérkowe.
Nowg grupe o potencjalnie szerokim zasto-
sowaniu stanowig aptasensory, w ktorych
elementem biologicznie aktywnym sg apta-
mery, czyli jednoniciowe syntetyczne oligo-
nukleotydy (krotkie fragmenty DNA badz
RNA) lub peptydy. Dzieki mozliwosci przyj-
mowania scisle okreslonych form prze-
strzennych specyficznie wigzg one analit
(Chambers iin. 2008).
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Rys. 2. Schemat klasyfikacji biosensorow

Biosensory klasyfikowane sg rowniez pod
wzgledem rodzaju sygnatu generowanego
przez przetwornik, jako wyniki oddziatywania
receptora z analitem. Wyrdznia sie cztery
gtbwne grupy: elektrochemiczne, optyczne,
masowe (np. piezoelekiryczne) oraz ter-
miczne (Ktos-Witkowska 2015, Perumal i in.
2014). Coraz wiekszg popularnos¢ zdobywa-
ja inne przetworniki, np. magnetyczne lub
mikromechaniczne. Najstarszg i jedng z naj-
czesciej wykorzystywanych grup stanowig
biosensory elektrochemiczne (Grieshaber i
in. 2008). Charakteryzujg sie wysokg czuto-
Scig, tatwoscig obstugi, krotkim czasem od-
powiedzi, niskim kosztem produkcji oraz
mozliwo$cig miniaturyzacii.

W ostatnich latach dynamicznie rozwijane
sg réwniez biosensory optyczne. Stanowig
one ciekawg alternatywe dla metod konwen-
cjonalnych, poniewaz oferujg wysokg czu-
tos¢, maty rozmiar, mozliwos¢ rownoczesne-
go oznaczenia kilku analitow, a takze bezpo-
Srednig analize bez uzycia znacznikdw w
czasie rzeczywistym. Optyczne przetworniki
opierajg sie na zjawiskach m.in.: polaryzacji
oraz zatamania Swiatla, luminescenciji, flu-
orescencji, fosforescenciji, absorpcji. Rosna-
cg popularnoscig cieszg sie optyczne bio-

sensory wykorzystujgce zjawisko powierzch-
niowego rezonansu plazmonoéw (SPR, ang.
Surface Plasmon Resonance) (Sankiewicz
2014). Przetworniki masowe w zdecydowa-
nej wiekszosci wykorzystujg zjawisko piezo-
elektrycznosci odkryte przez braci Curie w
1880 r. (Ktos-Witkowska 2014).

Ostatnig grupe przetwornikéw stanowig
przetworniki termiczne. Najwiekszymi zale-
tami tych czujnikédw sa: stabilno$é, wysoka
selektywnos¢, tatwa miniaturyzacja, krotki
czas odpowiedzi, a takze mozliwo$¢ analizy
zanieczyszczonych probek. Z drugiej strony
do ich stosowania potrzebna jest czesto
skomplikowana aparatura.

Pierwszym i gtbwnym zastosowaniem
biosensoréw byta diagnostyka medyczna,
przede wszystkim oznaczanie stezenia glu-
kozy we krwi (Wang 2008). Jednak zakres
ich zastosowan wcigz sie poszerza. Wysoka
czutosé i selektywnosé, mozliwos¢ pomiaréw
w czasie rzeczywistym, a takze czesto nie-
wielkie rozmiary czynig je niezwykle atrak-
cyjnymi narzedziami analitycznymi. Na ry-
sunku 3 przedstawiono przyktadowe zasto-
sowania biosensorow w réznych dziedzi-
nach.
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Przemyst spozywczy

+ Kontrola zywnosci modyfikowanej
genetycznie,

» Detekcja patogendéw w zywnosci,

» Wykrywanie alergendw w Zywnosci,

» Oznaczanie pestycydow.

Ochrona srodowiska
» Ocena jakosci wody,
+ Detekcja jondéw metali ciezkich
w wodzie,
» Oznaczanie pestycydow.

Biosensory

Medycyna

» Monitorowanie poziomu glukozy we krwi,

» Diagnostyka choréb nowotworowych,

» Wykrywanie wirusa HIV,

» Detekcja hormondw,

» Wykrywanie markeréw choréb uktadu
Sercowo-naczyniowego.

Bezpieczenstwo

» Detekcja waglika,
+  Wykrywanie rycyny,
» Detekcja jadu kietbasianego.

Rys. 3. Schemat zastosowari biosensorow

Wykorzystanie biosensoréw
elektrochemicznych w detekcji
patogenoéw roslinnych

Straty plonéw wynikajgce z obecnosci orga-
nizmow patogennych szacowane sg na 20-
-40%, w przypadku ziemniakéw stanowig ok.
24%. Sg to wielomiliardowe straty kazdego
roku (Khater i in. 2017). W literaturze spoty-
kane sg najczesciej dwa typy biosensoréw
do detekcji patogendw roslinnych — immuno-
sensory zawierajgce w warstwie receptoro-
wej przeciwciata oraz biosensory DNA, w
ktérych czes¢ rozpoznajgcg analit stanowig
fragmenty kwasow nukleinowych. Do uzy-
skania mierzalnego sygnatu (zadanie prze-
twornika) wykorzystywane sg metody elek-
trochemiczne, optyczne lub piezoelektrycz-
ne.

Opisywane w literaturze elektrochemiczne
immunosensory wykorzystujg jeden z dwdch
mechanizmoéw detekcji. Metody bezznaczni-
kowe opierajg sie na bezposredniej zalezno-
Sci pomiedzy wielko$cig rejestrowanej od-
powiedzi czujnika a iloscig oznaczanego
patogenu w analizowanym materiale roslin-
nym. Natomiast w metodach posrednich
stosowana jest odpowiednia substancja —
znacznik, ktorego ilos¢ zalezy od ilosci pato-
genu i determinuje wielkoS¢ mierzonego
sygnatu. W ten sposob zarejestrowana od-
powiedz czujnika posrednio okre$la ilos¢
patogenu w prébie (Felix, Angnes 2018;
Kokkinos i in. 2016). Jako metode bez-
znacznikowg zwykle stosuje sie elektroche-
miczng spektroskopie impedancyjng (EIS,
ang. Electrochemical Impedance Spectro-

scopy), jednak znaczng trudnosé¢ sprawia
interpretacja uzyskanych wynikow. W duzym
uproszczeniu: w biosensorach impedancyj-
nych na powierzchni elektrody unierucho-
mione sg bioreceptory (np. przeciwciata),
ktérych oddziatywanie z analitem (np. anty-
genem) generuje zmiane pojemnosci po-
dwojnej warstwy elektrycznej znajdujgcej sie
na granicy faz elektroda/roztwér. W konse-
kwencji prowadzi to do zmiany rejestrowa-
nego natezenia pradu. W literaturze odna-
lez¢C mozna pionierskie prace prezentujgce
zastosowanie immunosensorow bezznaczni-
kowych do detekcji wirusa mozaiki figowej
(Haji-Hashemi i in. 2019) czy wirusa ospo-
watosci sliwy (Jarocka i in. 2011).

Drugie rozwigzanie stanowi pofgczenie
serologicznej metody ELISA z technikami
woltamperometrycznymi  (amperometrycz-
nymi) (Khater i in. 2017). Rejestrowany sy-
gnat pochodzi od redukcji lub utleniania na
powierzchni elektrody produktu reakcji en-
zymatycznej, ktéra jest mozliwa, kiedy po-
wstanie odpowiedni kompleks immunolo-
giczny pomiedzy przeciwciatem a antyge-
nem znajdujgcym sie w badanym materiale.
Jako znaczniki najczesciej stosowane sg
peroksydaza chrzanowa (HRP) oraz alka-
liczna fosfataza (AP). Za pomocg elektro-
chemicznych immunosensoréw, w ktorych
zastosowano znakowanie enzymatyczne,
przeprowadzono detekcje m.in. bakterii Pan-
toea stewartii subsp. stewartii (PSS), przy-
czyny bakteryjnego wiedniecia kukurydzy
(Zhao i in. 2014), i grzyba Botrytis cinerea —
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sprawcy szarej plesni (Fernandez-Baldo i in.
2009).

W  biosensorach elektrochemicznych
przeznaczonych do detekcji patogenéw ro-
Slinnych jako bioreceptory stosowane sg
réowniez pojedyncze fragmenty nici DNA
(tzw. sondy DNA). Rozpoznanie molekularne
generujgce sygnat analityczny polega na
reakcji hybrydyzacji unieruchomionej na po-
wierzchni przetwornika pojedynczej nici DNA
(sondy) i komplementarnej do niej nici DNA
znajdujgcej sie w badanej probce. Proces
ten obserwowany jest za pomocg technik
woltamperometrycznych, takich jak woltam-
perometria réznicowa pulsowa (DPV) czy
woltamperometria cykliczna (CV), lub spek-
troskopii impedancyjnej. Detekcja hybrydy-
zacji DNA moze by¢ przeprowadzana bez
znacznika, jak réwniez z jego uzyciem; jako
marker czesto stosowany jest btekit metyle-
nowy (Khater i in. 2017). Elektrochemiczne
biosensory DNA postuzyly do wykrycia np.
grzyba  Trichoderma  harzianum (Sha-
figuzzaman i in. 2012) czy wirusa CTV (Ci-
trus tristeza virus) atakujgcego cytrusy (Kha-
teriin. 2019).

Podsumowanie

Ze wzgledu na mnogo$¢ mozliwych zasto-
sowan badania nad biosensorami od wielu
lat dynamicznie sg rozwijane. Urzadzenia te
sktadajg sie z warstwy receptorowej zawiera-
jacej element biologiczny oraz przetwornika.
Ich historia wigze sie z intensywng potrzebg
opracowania urzgdzenia pozwalajgcego sa-
modzielnie kontrolowaé poziom cukru we
krwi. Z czasem jednak urzadzenia te znala-
zly zastosowane réwniez w innych dziedzi-
nach, takich jak: przemyst spozywczy, dia-
gnostyka medyczna, ochrona $rodowiska
czy wykrywanie materiatdw niebezpiecz-
nych. Ze wzgledu na liczne zalety: wysokg
czutos¢ i specyficznose, tatwosé obstugi,
mozliwos¢ miniaturyzacji oraz niski koszt
produkcji stanowig intersujgcg alternatywe
dla dotychczasowych metod molekularnych i
serologicznych.

Patogenne organizmy stanowig gtéwng
przyczyne infekcji roslinnych, ktére generujg
znaczne straty plonéw, a ich wczesna detek-
cja jest czesto kluczowym elementem moni-
torowania zdrowotnosci roslin. W literaturze
pojawity sie doniesienia opisujgce zastoso-

wanie biosensorow do wykrywania wirusow,
bakterii czy grzybéw. Pomimo duzej liczby
prac wykonanych w obszarze biosensoréw
ich zastosowanie do detekcji patogenow
roslinnych stanowi stosunkowo nowy, intere-
sujgcy kierunek badan. Opracowanie tego
typu czujnikéw pozwolitoby znacznie zredu-
kowacé czas i koszt analizy, a takze umozliwi-
toby jej przeprowadzenie rowniez w warun-
kach polowych.
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