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Biosensory i nanobiosensory — nowoczesne narze¢dzia
w detekcji fitopatogenow

Biosensors and nanobiosensors — a modern tools in phytopathogen detection

Streszczenie. Celem pracy byfa analiza danych literaturowych z zakresu rozwigzan konstrukcyj-
nych biosensorow wykorzystywanych w detekeji fitopatogenow. Omoéwiono ogdlne zasady dziata-
nia biosensorow i mechanizmy generowania sygnalu analitycznego. Szczegodlna uwage zwrdcono
na biosensory zawierajace w swojej budowie nanomaterialy, zw. nanobiosensorami. Nanomateriaty
moga wchodzi¢ w sktad warstwy receptorowej biosensora, przetwornika oraz obu tych elementow.
Stabilizuja one i przytwierdzaja do powierzchni przetwornika czasteczki receptoréw biologicznych
lub pehig role znacznikéw wzmacniajacych sygnat analityczny. Dzigki temu w poréwnaniu do biosen-
sorow bazujacych na standardowych rozwigzaniach charakteryzuja si¢ lepszymi parametrami pracy.
Nanobiosensory wykorzystywane w fitopatologii to przewaznie genosensory (zawierajace w warstwie
receptorowej aptamery, czyli jednoniciowe oligonukleotydy DNA, ssDNA) lub immunosensory (za-
wierajace przeciwciala zdolne do rozpoznawania specyficznych struktur bakterii fitopatogennych lub
biatek ptaszcza wirusow roslinnych). W obu typach urzadzen stosuje si¢ zwykle elektrochemiczng lub
optyczna transdukcje sygnatu biologicznego. Zacznie rzadziej sg spotykane genosensory z transdukcja
mikrograwimetryczna, opierajaca si¢ na technice mikrowagi kwarcowej. Zaprezentowane biosensory
i nanobiosensory charakteryzowaty si¢ w warunkach laboratoryjnych dobrymi parametrami analitycz-
nymi, co wskazuje na ich duzy potencjat aplikacyjny.

Stowa kluczowe: biosensory, nanobiosensory, detekcja, fitopatogeny
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BIOSENSORY — DEFINICJA

Dynamiczny rozw6j nowych technologii, przede wszystkim biotechnologii oraz in-
zynierii materiatowej, pozwolil na konstrukcje niewielkich, ale selektywnych i1 czutych
urzadzen analitycznych zwanych biosensorami. Biosensor (czujnik biologiczny) zawiera
w swojej budowie czasteczke biologiczng, zw. bioreceptorem, ktora, reagujac z ozna-
czanym zwigzkiem (analitem), generuje sygnal biologiczny przeksztalcany nastepnie
w mierzalny sygnatl analityczny. Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej
(International Union of Pure and Applied Chemistry, [IUPAC) definiuje biosensor jako zin-
tegrowane, niezalezne narzgdzie pomiarowe, w ktorym zastosowano biologiczne sktadni-
ki umieszczone w bezposrednim kontakcie z elementem przetwarzajacym, dostarczajace
specyficznych (ilo$ciowych i jakosciowych) informacji o analicie [Renneberg i in. 2008].
Biosensor sktada si¢ z warstwy receptorowej zawierajacej czasteczki biologiczne, po-
wierzchni migdzyfazowej, przetwornika oraz rejestratora. Zgodnie z tg definicja testy bio-
logiczne wykorzystujace komponenty biologiczne ale nieposiadajace przetwornika jako
integralnego elementu systemu analitycznego nie sg biosensorami [Leonard i in. 2003,
Rodriguez-Mozaz i in. 2004]. Pomimo tego, w literaturze naukowej termin biosensor jest
uzywany czesto w odniesieniu do tego typu testow. Ich zasada dziatania opiera si¢ na
reakcji receptora biologicznego z oznaczanym analitem, ktérg mozna zarejestrowaé wi-
zualnie na podstawie zmian barwy roztworu reagentow lub pola testowego w przypad-
ku testow paskowych [Zhao i in. 2011, Khaledian i in. 2017, Razmi i in. 2019]. Rycina
1 przedstawia etapy procesu analitycznego charakterystyczne dla biosensora i biotestu.
Niekonsekwencje w stosowanej terminologii sg typowe dla stosunkowo nowych i dyna-
micznie rozwijajacych si¢ obszarow badawczych.

Techniki analityczne oparte na biosensorach funkcjonuja od lat 50. XX wieku.
Natomiast nonomateriaty w ich konstrukcji sg stosowane od okoto 20 lat. Zainteresowanie
tematyka wykorzystania biosensorow w analityce jest duze, o czym $wiadczy m.in. duza
liczba publikacji dostepnych w akademickich bazach danych. W bazie Web of Science
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Ryc. 1. Biosensor i biotest w uktadach biodetekcji
Fig. 1. Biosensor and biotest in biodetection systems
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Core Collection dla hasta ,,biosensor/y” znaleziono w calym dostgpnym przedziale cza-
sowym okoto 132 677 rekordow (pozycji literatury), natomiast zawezajac obszar wyszu-
kiwania do ,,nanobiosensorow” — 1660. Tak obszerna literatura przedmiotu umozliwia
wglad w histori¢ rozwoju, dotychczasowe osiagnigcia i trendy badawczo-aplikacyjne dla
tego typu urzadzen.

Celem pracy byta analiza danych literaturowych dotyczacych detekcji fitopatoge-
néw za pomocg biosensorow, zastosowanych rozwiagzan konstrukeyjnych w ich budo-
wie oraz zalet i wad wykorzystywanych komponentow. Szczegdlng uwage zwrdcono na
biosensory zawierajace w swojej budowie nanomateriaty, takie jak np. nanoczastki me-
tali czy kropki kwantowe, QDs (ang. quantum dots). Rozwdj nanotechnologii umozliwit
syntez¢ materiatlow w skali nanometrycznej, ktére w porownaniu ze swoimi makro-
skopowymi odpowiednikami posiadajg unikatowe wilasciwosci optyczne, mechanicz-
ne, magnetyczne czy elektryczne. Dzigki tym wlasciwosciom charakteryzuja si¢ one
z reguly wigksza czulo$cia, selektywnoscia, specyficznoscig i szybkoscia odpowiedzi
na analit [Kaur i in. 2019].

BUDOWA BIOSENSOROW

Czasteczki biologiczne stosowane w warstwie receptorowej biosensora decyduja
o selektywnosci i precyzji rozpoznania analitu. Zadanie to moga petnié enzymy, anty-
geny, przeciwciala, czasteczki kwasow nukleinowych, oligonukleotydy, bakteriofagi,
mikroorganizmy, pojedyncze komoérki czy fragmenty tkanek. Biorgc pod uwagg ich po-
chodzenie, mozna je podzieli¢ na naturalne (np. enzymy, przeciwciata, wirusy), potsyn-
tetyczne (sondy DNA lub RNA, czyli np. jednoniciowe oligonukleotydy RNA lub DNA
zwane aptamerami) i syntetyczne np. polimery z odciskiem molekularnym (ang. mole-
cularly imprinted polimers, MIPs) [Lee i in. 2018]. Rodzaj warstwy biologicznej znalazt
odzwierciedlenie w nazewnictwie tych urzadzen np. biosensory immunologiczne (ang.
immunosensors), zawierajg przeciwciata w warstwie receptorowej, biosensory enzy-
matyczne (ang. enzymatic biosensors) zawieraja enzymy, aptasensory lub genosensory
(ang. aptasensors, genosensors) zawierajg oligonukleotydy DNA lub RNA, natomiast
biosensory mikrobiologiczne (ang. microbial biosensors) — cate komoérki odpowiednich
mikroorganizméw [Korotkaya 2014]. Innym kryterium podziatu biosensorow jest me-
chanizm generowania sygnatu analitycznego. Majac to na uwadze, wyroznia si¢ biosen-
sory katalityczne (enzymatyczne, mikrobiologiczne itp.) i biosensory powinowactwa
(bazujace na reakcji przeciwcialo — antygen, hybrydyzacji kwaséw nukleinowych, od-
dziatywaniu biatko receptorowe — analit) [Subrahmanyam i in. 2002].

W wyniku oddziatywania analitu z warstwa receptorowa biosensora zmieniaja si¢
wlasciwosci fizyko-chemiczne zawartych w niej elementow biologicznych. W wyniku
czego moze np. ulec zmianie masa uktadu, wydziela¢ si¢ ciepto, powstawac fala elek-
tromagnetyczna, nastepowaé zjawisko dyfuzji czasteczek, reakcje oksydoredukcyjne
i in. Cz¢$¢ aparaturowa urzadzenia przetwarza efekty oddziatywania receptor-analit;
dzicki przetwornikowi powstaje sygnat analityczny najczgsciej elektryczny, ktory tra-
fia na rejestrator, gdzie jest wzmacniany i przetwarzany, w efekcie czego uzyskujemy
wynik w formie cyfrowej. Przetworniki maja zdolno$¢ do translacji reakcji biologicznej
wykrytej przez bioreceptor w mierzalny sygnat, proporcjonalny do docelowego stezenia
analitu.
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Rodzaj zastosowanego przetwornika stanowi kolejne kryterium podziatu biosen-
sordw (ryc. 2). Najczesciej stosowane sg przetworniki termiczne, elektrochemiczne,
optyczne i mikrograwimetryczne [Rogers 2006, Renneberg i in. 2008]. Przetworniki
termiczne czgsto stosowane w biosensorach enzymatycznych przetwarzajg towarzysza-
ce reakcjom enzymatycznym zmiany entalpii, co zazwyczaj wiagze si¢ z wydzielaniem
ciepta. Przetworniki elektrochemiczne (potencjometryczne, amperometryczne, impe-
dymetryczne, konduktometryczne) przetwarzaja zmiany nat¢zenia pradu, potencjatu,
nagromadzonego tadunku lub przewodnoS$ci roztworu. Przetworniki optyczne bazuja
na technikach detekcji zmian promieniowania elektromagnetycznego (absorbancji, flu-
orescencji, luminescencji, odbicia) lub zmianach wlasciwos$ci optycznych przetworni-
ka. Wiele biosensorow optycznych opiera si¢ na zjawisku powierzchniowego rezonan-
su plazmonow (ang. surface plasmon resonance; SPR) polegajacym na analizie zmian
wspotczynnika zatamania $wiatla spowodowanych zwiazaniem si¢ czgsteczek analitu
na powierzchni nanowarstwy. Wiele modyfikacji tego zjawiska, takich jak: powierzch-
niowy rezonans plazmondéw w wersji imaging (SPRI), wieloparametrowy powierzch-
niowy rezonans plazmonow (MP-SPR), zlokalizowany powierzchniowy rezonans pla-
zmondéw (L-SPR), znalazto zastosowanie w konstrukcji biosensoréw stuzacych do wy-
krywania patogenow drzew owocowych (jabloni, brzoskwin), winorosli, warzyw (me-
lonow, pomidoréw) i ziemniakow [Lautner i in. 2010, Puttharugsa i in. 2011, Khaledian
iin. 2017, Razmi i in. 2019, Sarcina i in. 2021].

Przetworniki mikrograwimetryczne oparte sa na detekcji zmiany masy zachodza-
cej pod wptywem przytaczenia analitu do warstwy receptorowej. Zastosowane w nich
krysztaty piezoelektryczne reaguja zmiang czg¢stotliwosci drgan lub predkosci rozcho-
dzenia si¢ fal akustycznych na ich powierzchni pod wptywem zmian masy (tzw. mikro-
waga kwarcowa, ang. Quartz Microbalance; QMB). Rozwigzanie z uzyciem mikrowa-
gi kwarcowej zastosowat Eun i in. [2002] w biosensorze przeznaczonym do detekcji
wirusow CymMYV i ORSV porazajacych rosliny storczykow. Z kolei zespdt Papadakis
i in. [2015] uzyt ten sam typ przetwornika w biosensorze przeznaczonym do detekcji
patogennych dla pomidoréw i papryki bakterii R. solanacearum, P. syringae pv. tomato,
X. campestris pv. vesicatoria (tab. 1).

Transdukcja optyczna i elektrochemiczna sygnatu biologicznego wydaje si¢ by¢ naj-
bardziej obiecujaca pod wzgledem autonomii, mozliwosci zastosowania i wydajnosci,
zardbwno w detekcji, jak i analizie ilosciowej fitopatogendw (tab. 2, 3). Immunosensory
z transdukcjg elektrochemiczng charakteryzuja si¢ wysoka czulo$cig oznaczen, po-
zwalaja wykry¢ nawet 10° jtk'ml™' i/lub ng'ml™! bialek fitopatogenu (tab. 2). Ponadto
urzadzenia oparte na optycznym lub elektrochemicznym mechanizmie przetwarzania
sygnatu nadaja si¢ do miniaturyzacji, co umozliwia zmniejszenie objetosci probki, wy-
eliminowanie zaktocen sygnatu, zwigkszenie specyficznosci oraz wydajnosci oznaczen
[Martinelli i in. 2015].

Przetworniki optyczne i elektrochemiczne umozliwiaja zard6wno bezposrednia de-
tekcje analitu, tzw. detekcje bezznacznikowsa (ang. label-free assays), jak i za posred-
nictwem znacznikdéw (ang. labels), ktore wydajnie przeksztalcajg 1 wzmacniajg sygnaty
biologiczne. Takie rozwigzania zastosowali w swoich badaniach m.in. Haji-Hashemi
iin. [2019] oraz Sarcina i in. [2021]. Skonstruowali oni tzw. bezznacznikowe biosenso-
ry do detekceji wirusa mozaiki drzew figowych oraz patogennej dla winorosli i brzoskwi-
ni bakterii Xylella fastidiosa. Zastosowanie znacznikéw (ang. labels) moze znaczgco
podnies¢ efektywno$é detekcji poprzez modyfikacj¢ i/lub wzmocnienie generowanego
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Rye. 2. Klasyfikacja biosensoréw na podstawie rodzaju bioreceptora i przetwornika
Fig. 2. Classification of biosensors based on the type of bioreceptor and transducer



Tabela 1. Detekcja wybranych fitopatogenow za pomoca genosensorow z transdukcja mikrograwimetryczng
Table 1. Detection of selected phytopathogens using quartz crystal microbalance-based genosensors

Warstwa bioczuta/ Czutos¢ (LOD)/
nanokomponent Technika Patogen Choroba/gospodarz Zakres oznaczen Zrodto
Biorecognition element/ Technique Pathogen Plant disease/host Sensitivity (LOD)/ Range of Source
nanocomponent detection
ssDNA przytgczone do mikrowaga wirus mozaiki choroby storczykowa- | 1 ng-ul™* RNA w roztworze Eun i in. 2002
ztotej elektrody kwarcowa cymbidium, wirus tych wzorcowym RNA
ssDNA attached to gold QCM pier§cieniowej orchids diseases 10 ng-ul ! w ekstrakcie ro§linnym
electrode plamistosci

Cymbidium mosaic 1 ng-ult RNA in RNA standard

virus, CymMV solution

Odontoglossum 10 ng-plt in plant extract

ringspot virus,

ORSV
Niotynylowane dsDNA mikrowaga Ralstonia solana- wiednigcie bakteryjne Papadakis i in.
(produkt reakcji PCR) kwarcowa, cearum bacterial wilt 2015
zwigzane do neutrawidy- | AFP
ny i pokrytych ztotem QCM, SAW Pseudomonas sy- bakteryjna centkowa-

krysztatow kwarcu
Biotinylated dsSDNA
(PCR products) on

a neutravidin coated
QCM gold crystal

ringae pv tomato

to$¢ pomidora
bacterial speck of
tomato

Xanthomonas cam-
pestris pv. vesicato-
ria (Xcv)

bakteryjna plamisto$¢
papryki i pomidora
bacterial spot of
pepper and tomato
plants

10°-10 jtkeml
103-10% cfurml?

Objasnienia: dsDNA — dwuniciowe fragmenty DNA; APF — AFP — akustyczna fala powierzchniowa; PCR — reakcja tancuchowa polimerazy.
Explanation: dsDNA — double-stranded DNA; SAW - surface acoustic wave; QCM — QCM — quartz crystal microbalance, PCR — polymerase chain reaction.
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sygnatu. Eun i Wong [2000] zastosowali znakowane fluorescencyjnie ssDNA do wykry-
wania wirusa mozaiki cymbidium porazajacego storczyki. Natomiast zespot Zhao i in.
[2014] wykorzystali przeciwciala znakowane enzymatycznie — peroksydaza chrzanowa
(HRP) do detekcji patogenu kukurydzy — Pantoea stewartii ssp. stewartii.

NANOBIOSENSORY

Nanobiosensory stanowig obecnie wazng podgrupe czujnikéw wykorzystywanych
w roznych sferach zycia cztowieka. Nanomateriaty stanowig integralng cze¢$¢ warstwy
receptorowej, powierzchni przetwornika lub obu tych elementéw (ryc. 3). W konstruk-
cji biosensorow wykorzystuje si¢ gtdwnie cztery typy nanomateriatow: nanoczastki me-
taliczne (ang. metal nanoparticles, MeNPs), nanomaterialy oparte na weglu (ang. carbon
based), polimerowe (ang. polimeric nanomaterials) i nanokompozyty. Nanoczastki sre-
bra oraz zlota czgsto wzbogacajg warstwe receptorowa biosensoréw (tab. 1-5). Dzigki
wysokiej biokompatybilnosci nadaja si¢ one do immobilizacji biomolekul, takich jak np.
przeciwciata [Yao i in. 2009, Zhao i in. 2014] czy aptamery [Zhao i in. 2011, Khaledian
iin. 2017, Khater i in. 2019]. Zabieg ten stabilizuje czasteczki biologiczne, co przektada
si¢ na lepsza wydajnos¢ analityczng testu. Nanoczastki moga petni¢ takze rolg znacz-
nikéw wzmacniajacych sygnat analityczny. Skutkuje to ultraczuta detekcja analitu oraz
duza doktadnoscia oznaczen za pomoca takich uktadow [Cai i n. 2002, Liu i in. 2008].
Roztwory nanoczastek moga tez petnié role reagenta [Luo i in. 2004].

Czestym rozwigzaniem w konstrukcji biosensoréw jest powlekanie powierzchni
przetwornikow elektrochemicznych (elektrod) lub optycznych nanoczastkami zlota
AuNPs (Au nanoparticles) [Zhao i in. 2011, Vaseghi i in. 2013, Khaledian i in. 2017,
Lau i in. 2017]. Ich witasciwosci plazmoniczne, elektrochemiczne oraz katalityczne
umozliwiaja detekcje sygnalu za pomocg roznych technik: spektroskopowych, optycz-
nych (np. z wykorzystaniem zjawiska SPR), kolorymetrycznych, amperometrycznych,
woltamperometrycznych (np. technika woltamperometrii pulsowo réznicowej (ang. dif-
ferential pulse voltammetry, DPV) czy impedymetrycznych.

Kropki kwantowe, QDs to nanoczastki o wielkosci od 1 do 20 nm, ktdre tworza sole
metali takich jak: PbX, CdX, ZnX (X: S, Se, Te). Wykazuja one wyjatkowe wiasciwosci
optyczne. W biologii molekularnej sa wykorzystywane jako znaczniki fluorescencyjne no-
wej generacji dla sond DNA, przeciwcial monoklonalnych oraz biatek. Charakteryzuja si¢
szerokim, przestrajalnym spektrum absorpcji oraz waskim zakresem emisji, co pozwala na
jednoczesne wzbudzenie kilku rodzajow kropek kwantowych przez jedna dtugosé fali.
Uktady biosensorowe bazujace na kropkach kwantowych wykorzystuja w detekcji sygnatu
biologicznego zjawisko rezonansowego przeniesienia energii wzbudzenia (ang. fluorescen-
ce resonance energy transfer, FRET) [Eun i Wong 2000, Rad i in. 2012]. Zjawisko to
polega na przeniesieniu energii pomiedzy naswietlanym donorem a akceptorem, ktory
najczesciej w wyniku tego procesu emituje promieniowanie elektromagnetyczne o dtuz-
szej fali niz fala wzbudzenia donora.

Pochodne grafenu i nanorurki weglowe sprawdzity si¢ jako nosniki enzymow oraz
przeciwcial warstwy receptorowej biosensorow. Skutkowato to zwigkszeniem ich stabil-
nos$ci, aktywnos$ci, czasu przechowywania, liniowego zakresu odpowiedzi, limitow de-
tekcji, a takze gestosci pradowej biosensorow [Jin i in. 2012, Haji-Hashemi i in. 2018].
Podobnie, zastosowanie polimeréw z odciskiem molekularnym (MIPs) jako analogow



Tabela 2. Detekcja wybranych fitopatogenow za pomoca immunosensordéw z transdukeja elektrochemiczna

Table 2. Detection of selected phytopathogens using electrochemical based immunosensors

Warstwa bioczuta/
nanokomponent Technika Patogen Choroba/gospodarz Czuto$¢ (LOD)/ zakres oznaczen Zrodto
Biorecognition element/ Technique Pathogen Plant disease/host Sensitivity (LOD)/ range of detection Source
nanocomponent
Abs przeciw P. stewartii, spektroskopia Pantoea bakteryjne 7,8 x 103 jtk-ml* Zhaoiin.
pierwszorzedowe zwigzane ze | impedancyjna stewartii ssp. | wiednigcie 2,0 x 10— 4,0 x 10* jtk-ml* 2014
szklang elektrodg weglowa; EIS stewartii kukurydzy
drugorzedowe — znakowane Stewart’s vascular 7,8 x 103 cfurml?
peroksydazg chrzanowg (HRP) wilt in maize 2,0 x 107-4,0 x 10* cfu-ml™?
immobilizowane do AuNPs
Abs against P. stewartii, prima-
ry attached to glassy carbon
electrode; secondary Abs
agains P. stewartii,
HRP-labeled attached to the
surface of AuNPs
Abs przeciw biatkom wirulen- spektroskopia Xanthomonas | bakteryjny rak 0,028 nM Haji-
cji PthA zwigzane z AuNPs impedancyjna citri subsp. cytrusowych Hashemi
Abs anti PthA attached to the EIS citri.(Xcc) the citrus bacterial iin. 2018
surface of AUNPs canker disease
Abs przeciw ORSV zwigzane spektroskopia wirus pier- choroby ro$lin 0,35 ng'ml"Y/ 50,000-0,5 ng'ml* Jianiin.
z AUNPs impedancyjna Scieniowej storczykowatych 2018
the ORSV Abs (anti-ORSV) EIS plamistosci orchids diseases
attached to AUNPS storczykow

Odontoglos-

sum ringspot

virus; ORSV
Abs przeciw P.sl zwiazane ze | spektroskopia Pseudomonas | bakteryjna kanciasta 337 jtk'ml™? Cebulai in.
ztotg elektroda Abs agains P.sl | impedancyjna syringae pv. plamistos$¢ ogorka 337 cfuml™? 2019
attached to gold electrode EIS lachrymans angular leaf spot 1 x 103-1.2 x 10%jtk-ml*

1 x103-1.2 x 10° cfuml?




gold electrode

Abs przeciw bialku kapsydu | woltamperome- | orthotospowi- | szerokie spektrum 5,7 0,7 ng'ml~! antygenu w roztworze | Chaudhary
wirusa (GBNV-N), zwiazane | tria pulsowo- rus nekrozy gospodarzy: pomidor, | wzorcowym iin. 2021
z tlenkiem grafenu réznicowa pakow wspigga wezowata
DPV orzeszkow (Vigna unguiculata), antigen in the standard solution, 0,5—

Abs against the virus capsid ziemnych Nicotiana benthamia- | 150 ng-ml*
protein (GBNV-N) attached to groundnut bud | na
graphene oxide necrosis wide range of hosts:

orthotospovi- | tomato, cowpea, N.

ru, GBNV benthamiana
PAbs przeciw biatku kapsydu | woltamperome- | wirus mozaiki | choroba drzew figo- 1nM FMV Haji-
wirusa FMV  przytaczone do | tria pulsowo- drzew figo- wych Hashemi
zlotej elektrody rdznicowa wych fig tree diseases iin. 2019
PADbs against the FMV virus | DPV Fig mosaic
capsid protein attached to the virus, FMV

Objasnienia: LOD — granica wykrywalnosci; jtk — jednostki tworzace kolonie; DPV — woltamperometria pulsowo réznicowa; Abs — przciwciala (immunoglobuliny).
Explanations: LOD — limit of detection; cfu —cell forming unit, DPV — differential pulse voltammetry, Abs — antibodies.




Tabela 3. Detekcja wybranych fitopatogenow za pomoca immunosensordéw z transdukcja optyczna
Table 3. Detection of selected phytopathogens using optical based immunosensors

Czutosé

Warstwa bioczuta/ (LOD)/ zakres
nanokomponent Przetwornik/technika Patogen Choroba/gospodarz oznaczen Source
Biorecognition element/ Transducer/technique Pathogen Plant disease/host Sensitivity Zrédlo
nanocomponent (LOD)/ range

of detection/
pierwszorzedowe Abs zwigzane z Fluorescencja Xanthomonas axono- | bakteryjna plamisto$¢ roslin psiankowa- | 103 jtk-ml! Yaoiin.
fluorescencyjnymi NPs krzemionko- | fluorescence podis pv. vesicatoria | tych 108 cfuml? 2009
wymi, drugorzedowe - Abs ko- bacterial spot disease in Solanaceae plant
zie/primary Abs attached to fluore-
scent silica NPs, secondary goat Abs
Abs przeciw biatku btony IMP bezpromienisty rezo- | Candidatus Phytopla- | czarciomiotlasto$¢ drzew cytrusowych 5-ultCa. P. Rad iin.
przytaczone do CdTe QDs Abs nans transferu energii | sma aurantifolia witches’” broom disease of lime trees, aurantifolia 2012
against the immunodominant mem- | FRET WBDL
brane protein (IMP) attached to
CdTeQDs
MADs przylaczone do funkcjonali- | rezonans plazmondéw | Acidovorax avenae bakteryjng plamisto$¢ 10%jtk-ml?! Puttharugsa
zowanej powierzchni zlotej elektro- | powierzchniowych subsp. citrulli (obecnie | owocow 108 cfu'ml? iin. 2011
dy/MADbs attached to surface functio- | w wersji imaging Acidovorax citrulli) fruit blotch
nalized gold electrode SPRI
PADb przeciw X. fastidiosa przytaczo- | wieloparametrowy Xylella fastidiosa choroby winorosli, brzoskwini i in. 10%jtk-mlt Sarcinaiin.
ne do funkcjonalizowanej po- powierzchniowy rezo- Pierce’s disease of grapevine, phony 10° cfurml™? 2021
wierzchni ztotej elektrody nans plazmondéw peach disease a.0.
PAD against the X. fastidiosa at- multiparameter surface
tached to surface functionalized gold | plasmon resonance
electrode MPSPR
MAD przeciw biatku kapsydu wirusa | rezonans plazmonow | wirus Y ziemniaka brunatna nekroza nerwow lisci tytoniu; 0,31 mg-ml* Gutiérrez-
PVY przytaczone do funkcjonalizo- | powierzchniowych Potato virus Y choroby ziemniaka, pomidora, papryki oraz Aguirre i
wanej zlotej elektrody surface plasmon reso- |PVY niektorych dzikich gatunkow z rodziny in. 2014

MAD against the PVY virus capsid
protein attached to surface function-
alized gold electrode

nance

Solanaceae brown necrosis of tobacco leaf
veins; diseases of potato, tomato, pepper and
some wild species of the Solanaceae family




virus; CymMV,
Odontoglossum ring-
spot virus, ORSV

MADbs przeciw biatkom kapsydow rezonans plazmondéw | wirus mozaiki tytoniu, |mozaika tytoniu, mozaika wspiggi - Dubs i in.
wiruséw TMV i CPMV/MADs aga- | powierzchniowych wirus mozaiki wspiggi | disease tobacco mosaic, virus diseases of 1992
inst TMV and CPMV virus capsid surface plasmon reso- | Tobacco mosaic virus, |cowpea
proteins nance TMV, Cowpea mosaic

virus, CPMV
Abs pierwszorzgdowe zwigzane z Fluorescencja wirus pier§cieniowej choroby pomidoréw, choroby roslin 10 mg'ml* Zhang i in.
magnetycznymi NPs; Abs drugorze- | fluorescence plamisto$ci pomidora, | strgczkowych, choroby roslin z rodzaju | 1074~ 2013
dowe zwigzane z SiO2NPs primary wirus pstro$ci strakéw | Rubus diseases of tomatoes, diseases of | 10° mg-ml?
Abs attached to magnetic NPs, seco- fasoli, wirus mozaiki legumes, diseases of plants of the genus
nadary Abs attached to SiO2NPs gesiowki Rubus

Tomato ringspot virus,

ToRSV, Bean pod

mottle virus, BPMV,

Arabis mosaic virus;

ArMV
Abs przeciw MCMV zwigzane z rezonans plazmonéw | wirus chlorotycznej letalna nekroza kukurydzy 1ppb; 1ppb— |Zengiin.
AuNPs Abs anti MCMV attached to | powierzchniowych pstrosci kukurydzy corn lethal necrosis, CLN 1000 ppb 2013
AuNPs surface plasmon reso- | Maize chlorotic mottle

nance virus, MCMV

Abs przeciw wirusom CymMV i rezonans plazmonéw | wirus mozaiki cymbi- | choroby storczykowatych 48 pgml™? Wang i in.
ORSYV zwigzane z nanaprgtami ztota | powierzchniowych dium, wirus pierscie- | orchids diseases (CymMV), 2012
Abs anti CymMYV i ORSV attached | surface plasmon reso- | niowej plamistosci 42 pgml?
to Au nanorods (AuNRS) nance Cymbidium mosaic (ORSV)

Objasnienia: Abs — przciwciata (immunoglobuliny), MAbs — monoklonalne przeciwciata, PAbs — poliklonalne przeciwciata, NPs — nanoczastki, SPR- rezonans plazmonoéw powierzch-

niowych;

Explanation: Abs — antibodies, MAbs — monoclonal antibodies; PAbs — policlonal antibodies, NPs — nanoparticles, SPR — surface plasmon resonance
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Ryc. 3. Schemat budowy nanobiosensora [Renneberg in. 2008, Sharma i in. 2021]
Fig. 3. Diagram of the construction of the nanobiosensor [Renneberg in. 2008, Sharma i in. 2021]



Tabela 4. Detekcja wybranych fitopatogendw za pomoca genosensorow z transdukcja elektrochemiczng
Table 4. Detection of selected phytopathogens using electrochemical based genosensors

Thiolated ssDNA attached
to AuNPs

impedancyjna
EIS

CTVv

tristeza, diseases of
citrus

Warstwa bioczuta/ nano- Czulos¢ (LOD)/

komponent Technika Patogen Choroba/gospodarz zakres oznaczen Zrédto
Biorecognition element/ Technique Pathogen Plant disease/host Sensitivity (LOD)/ Source
nanocomponent range of detection/

ssDNA zwigzane z AuNPs, | pulsowo- Pseudomonas syringae | bakteryjna cetkowatos¢ | 214pM Lau iin. 2017
kulki magnetyczne optasz- | -r6znicowa pv tomato pomidora

czone streptawidyna woltamperometria bacterial speck disease

ssDNA attached to AuNPS, | DPV of tomato

streptavidin magnetic bead

tiolowany ssDNA przyla- elektrochemiczna | wirus tristeza cytrusow | tristeza atakujaca drze- 0.1-10 uM. Khater i in. 2019
czony do AuNPs spektroskopia Citrus tristeza virus; wa cytrusowe

Objasnienia: ssDNA — jednonicowy fragment DNA, DPV — woltamperometria pulsowo roznicowa, SPR— rezonans plazmonéw powierzchniowych, LSPR —zlokalizowany

powierzchniowy rezonans plazmondw, mikrowaga kwarcowa, MP — monoklonalne przeciwciata.

Explanations: LOD — limit of detection, cfu —cell forming unit, RupBy organic fluorescent dye, CdTe QDs — CdTe quantum dots, sSDNA — single stranded DNA,
DPV - differential pulse voltammetry, SPR — surface plasmon resonance, LSPR — localized surface plasmon resonance, EIS — electrochemical impedance spectroscopy,

QCM - quartz crystal microbalance, MAb — monoclonal antibody, PAb — policlonal antibody.




Tabela 5. Detekcja wybranych fitopatogendow za pomoca genosensoréw transdukcja optyczng

Table 5. Detection of selected phytopathogens using optical based genosesnors

Warstwa bioczuta/ Czulos¢ (LOD)/
nanokomponent/ Technika/ Patogen Choroba/gospodarz zakres oznaczen Zrédlo
Biorecognition element/ Technique Pathogen Plant disease/ host Sensitivity (LOD)/ Source
nanocomponent range of detection/
ssDNA zwigzane z AuNPs kolorymetria, Ralstonia solana- $luzak ziemniakow/ bacterial | 15 ng DNA R. sola- | Khaledian i in.
sSDNA attached to AUNPs LSPR cearum wilt of potato nacearum 2017
colorimetric,
LSPR

ssDNA zwigzane z AuNPs kolorymetria Acidovorax avenae | bakteryjna plamistos¢ owocéw/ | 0,48 nM Zhao'i in. 2011
ssDNA attached to AuNPs colorimetric subsp. citrulli bacterial fruit blotch
Tiolowane ssDNA zwigzane z AUNPs | kolorymetria Pseudomonas syrin- | patogen wielu gatunk6éw roélin | 15 ng - ml? Vaseghi i in.
Thiolated ssDNA attached to AuNPs a | colorimetric gae rézne patowary/ | uprawnych/ pathogen of many 2013

Pseudomonas syrin- | species of crops

gae various

pathovars
sSDNA typu latarni molekularnych, kolorymetria, wirus mozaiki cym- | choroby storczykowatych 0.5ng - ul?t Eun i Wong
znakowane fluorescencyjnie FRET bidium, orchids diseases 0.5 ng RNA/100 mg |2000
sSDNA in the form of molecular bea- colorimetric, wirus pier$cieniowej lisci
con, fluorescently labeled FRET plamistosci/ 0.5 ng RNA/100 mg

Cymbidium mosaic of leaves

virus; CymMV,

Odontoglossum

ringspot virus,

ORSV
ssDNA rozpoznajace biatka ptaszcza rezonans plazmo- | wirus jamkowatosci | zaburzenia wzrostu drzew 500 mg - ml biatka | Lautner i in.
wirusa ASPV przytaczone do chipa néw powierzch- pnia jabtoni pestkowych i owocowych w ekstrakcie 2010
napylonego ztotem/ niowych w wersji | Apple stem pitting | growth disorders of pomes and | 500 mg - ml* protein
ssDNA recognizing ASPV cortex pro- | imaging virus, ASPV fruits in extract
teins attached to a gold-coated chip SPRI
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enzymow, przeciwciat czy receptorow zwickszylo specyficznos¢, czutos¢ oraz odpornosé
uktadu na skrajne warunki fizyko-chemiczne, takie jak niskie/wysokie pH, temperatura
lub wysokie stezenia rozpuszczalnikow organicznych. Materiaty te w porownaniu do na-
turalnych makromolekut sg zdolne do oddzialywania tylko z badanym analitem, co elimi-
nuje interferencje warstwy bioczulej z innymi substancjami obecnymi w probcee [Dickert
iin. 2004].

Nanoczastki (kulki) magnetyczne na bazie r6znych form tlenku zelaza wykorzystuje
si¢ czesto do rozpoznania analitu i1 jego separacji pod wptywem przylozonego pola ma-
gnetycznego. Takie podejscie umozliwia zaggszczenie probki, zmniejszenie jej objetosci
oraz wzmacnia selektywnos¢ i czuto$¢ uktadu [Zhang i in. 2013, Lau i in. 2017, Freitas
in. 2019].

Potaczenie nanotechnologii z nowoczesnymi technikami elektrochemicznymi i opty-
cznymi umozliwia konstruowanie czujnikow i bioczujnikbw nowej generacji, opartych na
nowych rozwigzaniach detekcji sygnatu i katalizy.

ZASADY DETEKCJI FITOPATOGENOW ZA POMOCA NANO/BIOSENSOROW

Choroby zakazne ro$lin wywotywane sa przez patogenne mikroorganizmy (grzyby,
bakterie, wirusy, wiroidy, fitoplazmy) i nicienie. Sg one jednymi z gtownych czynnikow
ograniczajacych wydajnos$¢ upraw i zwigkszajacych straty ekonomiczne w sektorze rol-
nym [Fang i Ramasamy 2015]. Wykrywanie patogenow roslin jest wigc waznym krokiem
w walce z chorobami zar6wno w uprawach polowych, jak i szklarniowych.

Tradycyjne metody detekcji fitopatogenéw polegaja na obserwacji upraw. Chorobe
stwierdza si¢ na podstawie zmian morfologicznych roslin (wigdnigcie, zmiany zabarwie-
nia, obumieranie tkanek, pojawienie si¢ wydzielin, znieksztalcef, narosli, ran) czy tez
obecnosci charakterystycznych struktur patogenu. Oznaki te zwykle wskazuja na zawan-
sowane stadium choroby. Uzupetieniem tych metod sa obserwacje mikroskopowe oraz
posiewy mikrobiologiczne. Umozliwiaja one wykrycie zmian anatomicznych w roslinach
pod wptywem patogenu oraz jego identyfikacje. Szybsze wykrycie czynnika infekcyj-
nego umozliwiaja metody immunoenzymatyczne (test ELISA) oraz testy molekularne.
Te ostanie sa technologiami opartymi na detekcji specyficznych sekwencji kwaséw nu-
kleinowych. Najczesciej stosowane techniki diagnostyki molekularnej w fitopatologii
obejmujg rézne warianty analiz opartych na reakcji tancuchowej polimerazy DNA (ang.
polymerase chain reaction, PCR) czy sekwencjonowaniu DNA. Testy te s3 uznawane za
bardzo czute, doktadne oraz wiarygodne i chociaz wymagaja szczegétowych procedur
pobierania probek, kosztownej aparatury badawczej oraz specjalistycznych odczynnikow
to umozliwiaja detekcje patogenéw we wcezesnej, bezobjawowej fazie choroby [Martinelli
iin. 2015].

Alternatywa dla metod laboratoryjnych moga by¢ proste urzadzenia, takie jak bio-
sensory. Oferujg one mozliwos¢ szybkiej detekcji patogennych mikroorganizméw in situ
— czyli w miejscu wystepowania roslin to jest w polu, w sadzie czy szklarni [Cassedy i in.
2020]. Z tego wzgledu, uktady te moga by¢ stosowane do analiz prowadzonych w czasie
rzeczywistym. Zaletg tych urzadzen jest krotki czas oznaczen, prosta obstuga, wysoka
specyficzno$¢ i czuto$¢ czesto przewyzszajaca efekty analiz uzyskanych metodami immu-
nologicznymi czy molekularnymi.
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Przyktadem takich rozwigzan jest, elektrochemiczny immunosensor skonstruowany
przez Regiart i in. [2017], ktory wykrywal obecnos¢ Xanthomonas arboricola w prob-
kach orzecha wtoskiego w trzykrotnie krotszym czasie niz rutynowy test ELISA i za-
pewniat znacznie wyzszg swoistos¢ i czuto$¢ oznaczen. Podobnie elektrochemiczny apta-
sensor do wykrywania wirusa PPV (ang. Plum pox virus, PPV) powodujacego ospowa-
tos¢ sliwy skonstruowany przez Malecka i in. [2014] charakteryzowat si¢ bardzo niska
granicg wykrywalnosci (ang. limit of detection, LOD) wynoszaca 12,8 pg ssDNA PPV/
mL. Wysoka czutoscia charakteryzowat si¢ takze elektrochemiczny biosensor posiadaja-
cy w warstwie receptorowej przeciwciata poliklonalne anty-PPV przylaczone do ztotej
elektrody [Jarocka i in. 2011]. 10 000 razy bardziej czuly niz konwencjonalny test PCR
okazal si¢ przenosny elektrochemiczny biosensor DNA skonstruowany do wykrywania
Pseudomonus syringae [Lau i in. 2017]. Wysoka czutos¢, precyzja, krotki czas oznacze-
nia, a takze niewielkie koszty analizy jednostkowej sprawiaja, Zze zainteresowanie takimi
rozwigzaniami stale ro$nie.

Biosensory sprawdzity si¢ takze do wykrywania patogenéw we wczesnym stadium
choroby (na etapie infekcji) dzigki detekcji specyficznych metabolitow roslinnych, tzw.
markerow infekcji. Przyktadem tego typu podejscia eksperymentalnego sg badania Fang
i in. [2014]. Zastosowali oni nanoczastki SnO, i TiO, na sitodrukowanych elektrodach we-
glowych (ang. screen printed carbon electrodes, SPCEs) do wykrywania p-etylogwajakolu
za pomocg réznicowej woltamperometrii impulsowej (DPV). Analit jest substancjg lotng
wytwarzang przez owoce i rosliny zakazone grzybem Phytophthora cactorum. Oba czujniki
charakteryzowaly si¢ niska granica wykrywalnosci, LOD (35 i 62 nmol-L™, odpowiednio
dla elektrod modyfikowanych TiO, i SnO,) oraz wysoka selektywnos$cig. Inng strategie
w posredniej detekceji chorob roslin reprezentuje biosensor stuzacy do wykrywania biatka
efektorowego PthA produkowanego przez Xanthomonas citri subsp. citri w ekstraktach
z tkanek ro$linnych. Biatko to wprowadzone do komorek gospodarza ma za zadanie thu-
mic jego reakcje obronng przez co umozliwia rozwoj patogena i kolonizacj¢ tkanek roslin-
nych [Haji-Hashemi i in. 2018].

Tabele 1-5 prezentuja przyklady biosensorow/nanobiosensorow skonstruowanych
do detekcji patogenow roslinnych z uwzglednieniem rodzaju warstwy bioczutej, sposobu
transdukcji sygnatu analitycznego oraz rodzaju i funkcji zastosowanego nanomateriatu.

Biosensory stuzace do wykrywania bakterii bazuja na wykrywaniu ich sktadnikoéw lub
catych komorek. Pierwszy rodzaj biosensoréw wymaga zniszczenia $ciany/btony cytopla-
zmatycznej w celu dotarcia do wykrywanych sktadnikow komorkowych, takich jak DNA,
RNA, enzymdw, endotoksyn [Rodriguez-Mozaz i in. 2004]. Gléwng wada tych urzadzen
jest konieczno$¢ przygotowania probki biologicznej, co skutkuje wykorzystaniem dodatko-
wych odczynnikow. Na przyktad wykrywanie DNA patogenu cz¢sto musi by¢ poprzedzone
powieleniem (amplifikacja) specyficznych fragmentow DNA za pomocg techniki PCR oraz
modyfikacja ich koncow [Vaseghi i in. 2013, Lau i in. 2017]. Zabieg ten zwigksza czuto$¢
oznaczen ale jednocze$nie wydtuza czas i podnosi koszt jednostkowy testu.

Bardziej efektywnym sposobem detekcji patogendw jest wykrywanie catych komo-
rek mikroorganizméw. Tego typu rozwigzanie reprezentujg biosensory opracowane przez
zespoty Yao i in. [2009], Puttharugsa i in. [2011], Rad i in. [2012], Zhao i in. [2014] czy
Cebula i in. [2019]. Sprawdzily si¢ one w detekcji Xanthomonas axonopodis pv. vesica-
toria, Acidovorax avenae subsp. citrulli, Candidatus Phytoplasma aurantifolia, Pantoea
stewartii subsp. stewartii oraz Pseudomonas syringae pv. lachrymans.
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Bioreceptory dla catych komorek bakterii moga wykrywaé wiele antygendéw po-
wierzchniowych o charakterze bialek, glikoprotein, lipopolisacharydéow i peptydogli-
kanow. Ciekawym rozwigzaniem jest wykorzystanie bakteriofagdw jako receptorow
w biosensorach do wykrywania wrazliwych bakterii [Tolba i in. 2012]. Wysoka spe-
cyficznos¢ wigzania bakteriofagow PBSPCA1 do bakterii Pseudomonas cannabina pv.
alisalensis, porazajacych wiele gatunkow ros$lin z rodziny krzyzowych wykorzystano
do opracowania testu diagnostycznego stuzacego do identyfikacji i oznaczania iloscio-
wego tego patogenu [Schofield i in. 2013].

Przeciwciata sg podstawowym elementem warstwy biologicznej w biosensorach
immunologicznych (tab. 2, 3). Urzadzenia te, wykorzystujac interakcje antygen—prze-
ciwciato utatwiajg koncentracj¢ i separacje specyficznych mikroorganizméw posrod
innych drobnoustrojow w badanym srodowisku. Do wykrywania komorek roznych
szczepOw bakterii w obrgbie tego samego gatunku najczesciej stosuje si¢ przeciwcia-
fa poliklonalne rozpoznajace rdzne epitopy antygenu. Jako warstwy receptorowe bio-
sensoréw moga takze zosta¢ wykorzystane przeciwciata monoklonalne, ktore stuza do
identyfikacji bakterii w obrebie szczepu. Ich zastosowanie zwigksza wigc swoisto$é
i wrazliwo$¢ czujnika. Podejécie takie zastosowali Puttharugsa i in. [2011] w bio-
sensorze przeznaczonym do wykrywania Acidovorax avenae subsp. citrulli (obecnie
Acidovorax citrulli), uzyskujac granice detekcji na poziomie 10° jtk-ml ™.

Biosensory immunologiczne znalazty takze zastosowanie do wykrywania wirusow
ros$linnych, takich jak np.: wirus Y ziemniaka (PVY), wirus tristeza cytrusow (CTV),
wirus mozaiki drzew figowych (FMV) czy orthotospowirus nekrozy pakéw orzeszkow
ziemnych (GBNV) [Gutiérrez-Aguirre 1 in. 2014, Freitas i in. 2019, Haji-Hashemi i in.
2019, Chaudhary i in. 2021]. W warstwie receptorowej tych biosensorow umieszczono
przeciwciata swoiste dla biatek ptaszcza wirusow. Szczegolnym przyktadem biosenso-
row immunologicznych sg tzw. biosensory kanapkowe (ang. sandwich immunosensor),
gdzie detekcja analitu odbywa si¢ za pomocg dwoch przeciwcial, pierwszorzedowego
przytaczonego do przetwornika najczesciej elektrochemicznego i drugorzedowego zna-
kowanego najczesciej enzymem lub nanoczastka, ktorych rola polega na wzmacnianiu
sygnatu elektrochemicznego. Na tej zasadzie dziata czujnik skonstruowany przez Zhao
iin. [2014] do oznaczania patogena kukurydzy — Pantoea stewartii ssp. stewartii.

Przeciwciata drugorzegdowe mozna takze sprzega¢ z kulkami magnetycznymi, co
umozliwia odseparowanie koniugatéw przeciwciato (drugorzedowe) — antygen za po-
moca pola magnetycznego od innych sktadnikoéw probki [Freitas i in. 2019]. Utworzenie
kompleksu immunologicznego sktadajacego si¢ z dwoch przeciwcial rozpoznajacych
ten sam analit uruchamia sygnat, ktory jest rejestrowany przez przetwornik. W niekto-
rych przypadkach wla$ciwosci magnetyczne no$nikow przeciwciat (np. Fe,O,/SiO NPs)
wykorzystuje si¢ do odseparowania komplekséw immunologicznych od koniugatow:
pojedyncze przeciwciato — antygen, co wzmacnia sygnat analityczny i poprawia czu-
tos¢ 1 selektywnos$¢ oznaczenia. Rozwigzanie takie zastosowali Zhang i in. [2013]
w konstrukcji biosensora do wykrywania wirusow: pierScieniowej plamistosci pomido-
ra, pstrosci strakow fasoli oraz mozaiki gesiowki porazajacych odpowiednio: pomidory,
rosliny straczkowe oraz szereg roslin z rodzaju Rubus.

Biosensory immunologiczne sg szeroko stosowane w monitoringu srodowiska rol-
niczego i jak wynika z zestawionych w tabelach 2 i 3 danych moga one takze by¢
przydatne w diagnostyce fitopatologicznej. Ich zaleta jest wysoka specyficzno$¢ oraz
z reguly niski prég detekceji analitu, natomiast wada stosunkowo wysokie koszty pro-
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dukcji przeciwciat i ewentualnie ich znakowania. W przypadku trwatego zwigzania
przeciwcial warstwy receptorowej z oznaczanymi antygenami uzycie tego typu biosen-
sorow jest jednorazowe [Cassedy i in. 2020].

Biosensory zawierajace w warstwie receptorowej kwasy nukleinowe (zwane geno-
sensorami lub aptasensorami) pozwalajg na réznicowanie genotypowe drobnoustrojow
na poziomie gatunku, rodzaju lub szczepu. Sg tez przydatne do detekcji wirusow roslin-
nych. Rozpoznanie analitu opiera si¢ na reakcji hybrydyzacji pomigdzy komplementar-
nymi sekwencjami oligonukleotydow (DNA-DNA; DNA-RNA) Iub interakcji kwasu
nukleinowego z inng czasteczka np. biatkiem. Oddziatywanie pojedynczej nici DNA,
tzw. sondy ssDNA warstwy receptorowej z komplementarng nicig (DNA lub RNA) znaj-
dujaca si¢ w probee (tzw. docelowym kwasem nukleinowym, ang. target nucleic acid;
NA) polega na tworzeniu struktur dwuniciowych poprzez wigzania wodorowe mi¢dzy
odpowiednimi zasadami sasiadujacych nici. Sygnat analityczny wywotany hybrydyza-
cja komplementarnych nici w takim biosensorze moze by¢ uzyskany za pomoca roz-
nych metod: optycznych, elektrochemicznych, termicznych i mikrograwimetrycznych.
Wsrod nich, jak wynika z danych zamieszczonych w tabelach 1, 4, 5, jednymi z naj-
czgsciej wykorzystywanych do detekcji patogendow roslin sg czujniki elektrochemiczne
i optyczne. Przetworniki elektrochemiczne do detekcji hybrydyzacji czgsto wykorzy-
stuja elektroaktywne znaczniki, ktore roznicujg jedno- i dwuniciowe fragmenty DNA
w warstwie receptorowej [Tichoniuk 2010]. Podejscie takie w konstrukeji biosensorow
zastosowali Lau i in. [2017] i Khater i in. [2019]. Opracowane przez nich urzadzenia
stluzyty do wykrywania patogenéw pomidora — Pseudomonas syringae pv tomato oraz
drzew cytrusowych — wirusa CTV (tristeza cytrusowych).

Sygnat analityczny w genosensorach moze by¢ tez generowany za posrednictwem
zjawiska fluorescencji. Fluorescencja polega na emisji promieniowania elektromagne-
tycznego ($wieceniu) pod wptywem promieniowania wzbudzenia. Funkcj¢ uktadu sy-
gnatowego wykazuje czasteczka fluoroforu. Moga nimi by¢ naturalne sktadniki war-
stwy receptorowej np. niektore biatka czy porfiryny lub celowo wprowadzone znaczniki
(ang. fluorophore labeled).

Znaczniki fluorescencyjne moga by¢ przytaczone do prostych sond DNA lub sond
o strukturze szpilki do wlosow tzw. latarni molekularnych (ang. molecular beacons)
[Eun i Wong, 2000]. Hybrydyzacja, czyli powstanie dwuniciowych fragmentow DNA
(dsDNA), jest sygnalizowana poprzez zmiany intensywnosci fluorescencji lub zjawisko
przeniesienia energii migdzy akceptorem a donorem (FRET). Coraz czg$ciej zamiast
organicznych znacznikoéw fluorescencyjnych stosuje si¢ nanomateriaty, takie jak kropki
kwantowe (QDs) czy nanoklastry srebra (ang. Ag nanoclusters, AgNCs), co jest ko-
rzystniejsze ze wzgledu na ich wysoka wydajno$¢ kwantows, fotostabilno$é i mozli-
wos$¢ manipulacji szerokoscig widma emisji [Rad i in. 2012].

Nanoczastki AuNPs umozliwiajace kolorymetryczng (wizualng) transdukcje sygna-
hu biologicznego zastosowali m.in. Khaledian i in. [2017], Zhao i in. [2011] i1 Vaseghi
iin. [2013] do detekcji Ralstonia solanacearum, Acidovorax avenae subsp. citrulli i r6z-
nych patowarow Pseudomonas syringae. Natomiast Lautner i in. [2010] wykorzystali
w transdukcji sygnatu biologicznego wtasciwosci plazmoniczne AuNPs (SPRI). Autorzy
ci po raz pierwszy w fitopatologii do rozpoznawania bialek zastosowali w warstwie
receptorowej biosensoréw aptamery (jednoniciowe oligonukleotydy DNA, ssDNA).
Opracowany przez nich genosensor wykrywat dwa homologiczne biatka plaszcza wiru-
sa jamkowato$ci pnia jabtoni (ASPV) [Lautner i in. 2010].
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Biosensory genetyczne charakteryzuja si¢ wysoka czutoscia, ich czuto$¢ detek-
cji sigga czasami poziomu pojedynczej komoérki patogenu lub ng ilosci wirusa. Obok
licznych zalet aplikacyjnych biosensory maja rowniez wady, charakteryzuja si¢ cze-
sto malg stabilnoscig w $rodowisku, co ogranicza ich funkcje biosensorowe [Xu i in.
2009]. Czesto przed oznaczeniem konieczne jest przeprowadzenie amplifikacji, czyli
powielenia fragmentow DNA fitopatogena technika PCR, gdyZ na poczatkowym etapie
infekcji jego ilo$¢ w probcee jest niewielka [Lau i in. 2017]. Innym ograniczeniem tego
typu bioczujnikoéw jest wymog syntezy okreslonej sondy DNA oraz wysoki koszt ich
znakowania, a takze mata przydatnos$¢ (gtownie biosensoréw piezoelektrycznych) do
oznaczen w czasie rzeczywistym.

Komponentami warstw receptorowych biosensorow moga by¢ takze enzymy. Stanowia
one warstwe¢ rozpoznajaca w biosensorze lub wspomagaja dziatanie innych receptorow, ta-
kich jak np. przeciwciala czy kwasy nukleinowe. W tym przypadku petia funkcje znaczni-
kéw. Znacznik enzymatyczny w formie peroksydazy chrzanowej (HPR) zastosowali Zhao
i1in. [2014] i Freitas i in. [2019] w elektrochemicznych biosensorach do wykrywania wiru-
sow roslinnych oraz patogennych bakterii Pantoea stewartii ssp. stewartii.

PODSUMOWANIE

Literatura naukowa opisuje wiele opracowanych prototypow biosensoréw i nano-
biosensorow, ktorych przydatnosé do detekeji czynnikdéw infekcyjnych roslin zostata po-
twierdzona w warunkach laboratoryjnych. Jak wynika z przedstawionych danych sg to
glownie immuno- i1 genobiosensory bazujace na elektrochemicznej i optycznej detekcji
sygnatow analitycznych. Wigkszo$¢ opracowanych w ostatnich latach biosensorow wy-
korzystuje nanomateriaty jako czynniki wzbogacajace warstwy receptorowe lub prze-
twornikowe biosensorow. Dzigki interesujacym wiasciwosciom magnetycznym, elektro-
nicznym, optycznym oraz katalitycznym poprawiajg one czutos¢ i specyficznosc, a takze
skracajg czas oznaczen. Nie bez znaczenia jest to, ze komponenty te sag wzglednie tanie
i ogolnie dostgpne. Nanomateriaty mozna takze tatwo samodzielnie otrzymac, wykorzy-
stujac dostgpne substraty oraz dobrze opracowane protokoty syntez. Poza tym, zmieniajac
srodowisko reakcji mozna modyfikowacé ich wtasciwosci elektrochemiczne i fizyczne, co
umozliwia dostosowanie ich parametréw do konkretnych potrzeb. Ta cecha sprawia, ze
nanomaterialy wykazuja duzy potencjat aplikacyjny w technologiach biosensorowych.

Pomimo duzej liczby opracowanych biosensorow do detekc;ji i ilosciowego oznacza-
nia fitopatogenéw ich komercjalizacja, a co za tym idzie dostepnosc¢ dla zainteresowanych
odbiorcow (rolnikdéw, sadownikow) jest ciggle niewielka. Gtowna przeszkoda w upo-
wszechnianiu tej technologii sg trudnosci ilo§ciowego oznaczania patogendow w warun-
kach polowych [Dyussembayev i in. 2021]. Istotnym czynnikiem ograniczajacym postep
w upowszechnianiu biosensorow w diagnostyce chordb roslin jest takze brak dostateczne;j
wiedzy o minimalnej ilo$ci komorek patogenu (dawce infekcyjnej) potrzebnej do wywo-
fania choroby u ro$liny zywicielskiej. Ustalenie tego progu jest niezb¢dne do oszacowania
ryzyka pojawienia si¢ choroby na podstawie iloSci wykrytych patogenéw w tkankach ro-
slin. W swietle tych danych, zarowno dalsze badania z zakresu interakcji patogen-gospo-
darz jaki i samej technologii konstrukcji biosensoréw (udoskonalanie warstw bioczutych
biosensorow, jak i zintegrowanych z nimi przetwornikow) moze doprowadzi¢ do wzrostu
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znaczenia tych urzadzen w najblizszej przysztosci.
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Summary. The aim of the study was to analyse literature data on design solutions for biosensors
used to detect phytopathogens. The general principles of the operation of biosensors and the mecha-
nisms of the generation of an analytical signal are discussed. Particular focus was placed on biosen-
sors containing nanomaterials, known as nanobiosensors. Nanomaterials can enhance the receptor
layer of the biosensor, the transducer surface, or both of these elements. They immobilize to the
transducer surface and stabilize receptor layer molecules or act as labels enhancing the analytical
signal. As a result, compared to biosensors based on standard solutions, they have better operating
parameters. Nanobiosensors used in phytopathology are primarily genosensors (containing mainly
single-stranded DNA oligonucleotides, ssDNA in the receptor layer) or immunosensors (containing
antibodies capable of recognizing specific structures of phytopathogenic bacteria or the coat proteins
of plant viruses). Electrochemical or optical transduction of the biological signal is usually used in
both types of device. Genosensors with microgravimetric signal transduction, based on the quartz
microbalance technique, are much less common. Good analytical parameters were obtained for the
biosensors and nanobiosensors in laboratory conditions, which is indicative of their great practical
potential.
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