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V nasi raziskavi so nas zanimale nekatere karakteristike in mobilnost bakrovega oksida (CuO) v
nano in standardni kemijski obliki, njihov vpliv na privzem in lokalizacijo bakra ter drugih
elementov ter biokemijske in morfoloske spremembe v tkivih korenin sonénic izpostavljenim
suspenziji nanodelcev CuO. Z merjenjem prevodnosti suspenzij CuO, koncentracije Cu in Cu®*
iona smo ugotovili, da nanodelci nosijo naboj in se ne raztapljajo. Zato naSe izsledke o
strupenosti nanodelcev CuO pripisujemo fizikalnim lastnostim nanodelcev. S preucevanjem
morfologije rastlin smo ugotovili, da nanodelci pospeSujejo staranje rastlin. Najvecje morfoloske
spremembe so bile vidne na koreninah, saj so bile te v neposrednem stiku z nanodelci. Opazili
smo predvsem deformacijo, spremenjeno strukturo Zil ter nekroze tkiv. Dokazali smo, da so
nanodelci CuO genotoksicni, saj se je mitotski indeks pri tretmaju s 100 mg I nano CuO
zmanjal za 70 % v primerjavi s kontrolo. Posledica motenj v celi¢nih delitvah meristemske
regije se odraza v slabsi rasti korenin. S pomoc¢jo mikro protonske emisije rentgenskih zarkov
(mikro-P1XE, Mikroanalitski center, Institut JoZef Stefan), smo Cu pri koreninah nano tretmajev
locirali v skorji korenin, ne pa tudi v prevodnem cilindru. To je dokaz, da so nanodelci sposobni
prodirati v notranja koreninska tkiva in da Kasparijeva proga v endodermisu uéinkovito
prepreéuje mnozien vstop nanodelcev v Zilo. Z metodo nizko energijske rentgensko
fluorescencne spektromikroskopije (LEXRF, sinhrotron Elettra, Trst) smo dolo¢ili porazdelitev
bakra na celi¢énem nivoju, kjer smo iz kolokalizacijskih map opazili, da Cu kolokalizira s
kisikom, zato lahko sklepamo, da se baker v celicah skorje nahaja v obliki nanodelcev CuO. To
pomeni, da so nanodelci CuO sposobni preckati membrano in potovati po simplastu. Obenem
smo z metodo mikro-PIXE dokazali, da je tretiranje rastlin s CuO oz. nano CuO vplivalo tudi na
spremembo koncentracije in porazdelitve drugih elementov v koreninskih tkivih. Vzrok za
spremenjene koncentracije in porazdelitve elementov so verjetno spremembe v sestavi celi¢ne
stene in poskodbe plazmaleme, kar se odraza kot motnje v transportu ostalih ionov in snovi.
Analizo biokemijskih sprememb smo s pomocjo infrardece spektroskopije z uporabo Fourierjeve
transformacije (FTIR) opravili na organskem (Kemijski institut, Ljubljana) in na tkivnem nivoju
(sinhrotron Elettra, Trst). Klasterske analize infrarde¢ih spektrov posameznih tkiv znotraj
korenine so nam pokazale, da se pricakovane biokemijske spremembe dogajajo predvsem v
zunanjih tkivih korenin (rizodermis, skorja, koreninska ¢epica, meristemska regija), medtem ko
v notranjih tkivih (zila in endodermis) korenin ni pri§lo do vecjih sprememb. Iz tega lahko
zaklju€imo, da so poSkodbe koreninskih tkiv odvisne predvsem od prodornosti nanodelcev.
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The aim of graduation thesis was to determine some characteristics and mobility of copper
(1) oxide (CuO) in nano and standard chemical form, their influence on uptake and
localization of copper and other elements, as well as biochemical and morphological
changes in root tissues of sunflower exposed to nanoparticles suspension. On the basis of
the measurements of conductivity, concentration of copper and copper ions (Cu®") in
different CuO and nano CuO suspensions, we have concluded that CuO nanoparticles are
charged and do not dissolve. Toxicity of nanoparticles may be therefore assigned to
nanoparticles’ physical characteristics. The observation of plant morphology showed that
nanoparticles promote ageing of plants, especially in the roots which were in direct contact
with nanoparticles suspension. We noticed deformation, changes in vein structure and
necrosis of tissues. We proved that nanoparticles are genotoxic, since the mitotic index
decreased for 70 % in roots treated by nanoparticles CuO 100 mg I™, comparing to the
control. Using micro proton induced X-ray emission we have localized copper in risodermis
of CuO treated roots, while in nano CuO treated roots Cu was also present in cortex but not
in veins. CuO nanoparticles are apparently capable to migrate into internal root tissues,
however Casparian strip serves as functional barrier that prevents massive entrance of
nanoparticles in veins. In this research we have also localized copper and oxygen on cellular
level using Low energy X-ray fluorescence (LEXRF, synchrotron Elettra, Trieste). The
results showed a direct colocalization of Cu and O in cytosol, indicating that CuO
nanoparticles can cross the membranes and enter root symplast. Using micro-PIXE
elemental mapping we also showed that treating plants with CuO nanoparticles caused
redistribution of other elements in root tissue, probably due to altered cell walls and plasma
membranes. We examined biochemical changes using Fourier Transfrom Infrared (FTIR)
Spectroscopy on organic (National Institute of Chemistry, Ljubljana) and on tissue level
(synchrotron Elettra, Trieste). The results of cluster analysis of IR spectra confirmed that
expected biochemical changes occurred mainly in external root tissues (risodermis, cortex,
rootcap and meristematic zone), directly exposed to nanoparticles, while in internal root
tissue (vein and endodermis) bigger biochemical changes were not seen. The results indicate
that biochemical changes in tissues correlate with ability of nanoparticles to penetrate into
root tissues.

v
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1 UVvOD

Nanomateriali izboljSujejo kvaliteto nasega zivljenja, zato njihova uporaba v zadnjih letih
dramati¢no narasca. Kot posledica razmaha nanotehnologije v stik s proizvedenimi nanodelci
prihaja vse ve¢ organizmov, zato bo v prihodnosti potrebno izboljSati znanje o lastnostih
nanodelcev in mehanizmih njihovega delovanja, obenem pa postaviti regulative, ki se ticejo

njihove uporabe oz. primerne odstranitve (Drobne, 2007).

V zadnjih letih so bili razviti razli¢ni testi strupenosti, pri katerih Zive organizme izpostavimo
razli¢nim snovem in opazujemo njihov odziv. Rastlinski testi, ki so bili predlagani s strani
USEPA (1996, cit. po Monica in Cremonini, 2009), vkljuujejo predvsem raziskave vpliva
snovi na kaljivosti semen, rast korenin, spremembe biomase in opazovanje anatomsko-
histoloskih sprememb. S takimi testi lahko hitro pridemo do podatkov o celokupnem
Skodljivem vplivu snovi na organizem, obenem pa spoznamo tudi mehanizem strupenosti

doloc¢ene snovi.

Narejenih je bilo precej raziskav o strupenosti nanodelcev, saj zaradi svoje majhnosti in
poveCane povrsine ti delci pridobijo popolnoma nove lastnosti. Ugotavljajo, da nanodelci
organizmu lahko Skodujejo posredno preko indukcije oksidativnega stresa, v splosSnem pa so

mehanizmi strupenosti nanodelcev Se dokaj nepoznani.

Primer snovi, ki jo poznamo tako v standardni kemijski obliki kot tudi v nano obliki, je bakrov
oksid (CuO). Standardni CuO se uporablja kot katalizator, obenem pa ima antibakterijski in
antivirusni ucinek, deluje kot fungicid in unicuje prSice, zato se uporablja v tekstilni industriji
(Borkow in Gabbay, 2004). Nanodelci bakrovega oksida se zaradi posebnih opti¢nih,
elektricnih in kataliti¢nih lastnosti intenzivno uporabljajo v elektroniki, opti¢noelektronskih
napravah, mikroelektromehanic¢nih sistemih, plinskih senzorjih, son¢nih celicah, predvsem v
vlogi superkonduktorja in katalizatorja (ElI Trass in sod., 2012), obenem pa sluzijo kot

antimikrobni preparati in znotrajmaterni¢na kontracepcijska sredstva (Aruoja in sod., 2009).

Namen diplomske naloge je bil okarakterizirati nekatere lastnosti nanodelcev CuO, preuciti

stopnjo privzema in razporejanja bakra in ostalih elementov ter preuciti biokemijske
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spremembe v koreninskih tkivih sonénic, tretiranih z nano in standardno obliko CuO. Za
poskusno rastlino smo izbrali son¢nico (Helianthus annuus), saj v kratkem casu proizvede
veliko biomase in je nezahtevna za gojenje, poleg tega pa je tudi pomembna kulturna rastlina.
Rastline smo gojili na hidroponiki §tiri tedne, kjer smo hranilni raztopini dodajali razli¢ne
koncentracije (0, 10, 100 mg I™) nanodelcev in standardnega CuO. Ob koncu poskusa smo s
pomocjo svetlobne mikroskopije opazovali morfoloske spremembe korenin na tkivnem in
celi¢nem nivoju ter opravili test genotoksicnosti z barvanjem jeder celic koreninskih vrSickov
po Feulgnu. S pomocjo standardne infrardece (IR) spektroskopije (Kemijski institut, Ljubljana)
in IR spektromikroskopije (Sinhrotron Elettra, Trst) smo preucili spremembe v biokemijski
sestavi (razmerja v koli€ini proteinov, lipidov in ogljikovih hidratov) korenin tretiranih rastlin
na organskem in tkivnem nivoju. Z metodo mikro-protonsko inducirane emisije rentgenskih
zarkov (mikro-PIXE) (Institut JoZzef Stefan, Ljubljana) in nizko energijske rentgensko
fluorescen¢ne spektromikroskopije (LEXRF) (Sinhrotron Elettra, Trst) smo dolocili tudi

porazdelitev bakra in ostalih elementov v koreninskih tkivih.

Nase delovne hipoteze so bile:

- Pri dolo¢anju karakteristik nanodelcev CuO se bodo rezultati meritev suspenzij nanodelcev
CuO razlikovali od rezultatov suspenzij s CuO v standardni kemijski obliki.

- Rastline, tretirane z nanodelci CuO, bodo v svojih tkivih vsebovale visje koncentracije
bakra v primerjavi z rastlinami, tretiranimi s CuO v standardni obliki, zaradi vecje
mobilnosti nanodelcev. Pri¢akujemo tudi razli¢no razporeditev bakra v tkivih korenin.

- Pri porazdelitvenih mapah elementov na celiénem nivoju bomo pri koreninah, tretiranih z
nanodelci CuO. opazili kolokalizacijo kiska in bakra v celici.

- Predvidevamo, da bodo nanodelci CuO vplivali na prerazporeditev drugih esencialnih
elementov v korenini, prav tako tudi na njihovo koncentracijo.

- Tretiranje rastlin z nanodelci CuO bo vplivalo tudi na morfoloske spremembe rastlin.

- Nanodelci bodo povecali stopnjo peroksidne oksidacije membran, tako v koreninah kot v
poganjkih.

- Nanodelci bodo motili proces delitve celic in zmanjsali mitotski indeks v celicah meristema
koreninskih vrSickov soncnic.

- Pri rastlinah, tretiranih z nanodelci CuO, bo biokemijska sestava tkiv drugacna, pri ¢emer

pri¢akujemo manj ogljikovih hidratov zaradi motenj v procesu fotosinteze.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NANOTEHNOLOGIA

Beseda nano izhaja iz grske besede "nannos” in pomeni Skrat oz. pritlikav. Nano
uporabljamo tudi kot predpono, ki v matemati¢nem merilu oznaduje desetisko potenco 107
(1nm=10"m).

Nanotehnologija pomeni manipulacijo, sintezo in kontrolo snovi, ki vsaj v eni dimenziji
meri manj kot 100 nm. Nanodelcev s prostim o¢esom ne moremo videti. Z njimi operiramo
na nanometerski merilni lestvici (Remskar, 2009). Na tej ravni snovi izkazujejo razli¢ne in

pogosto osupljive lastnosti (Schulenburg, 2006).

Nanotehnologija je hitro razvijajoca se industrija, ki vpliva na ekonomijo, druzbo, okolje in
tam ziveCe organizme. Mnenja medijev, znanstvenikov in vlad so zelo razli¢na (Daohui in
Baoshan, 2007). Uporablja se v vseh panogah industrije, od kemijske, tekstilne,
racunalniSke in informatike, transporta, energetike, avtomobilske, farmacevtske

Najvecji pomen ima pri proizvodnji materialov in nanoelektroniki. Z manjSimi, lazjimi,
hitrej$imi in ucinkovitejSimi materiali, komponentami ter sistemi nanotehnologija ponuja
mozne reSitve za Stevilne probleme moderne druzbe, kot tudi za globalne in okoljske
probleme. S pomocjo nanotehnologije naj bi varcevali z viri in zmanjSali koli¢ino
odpadkov ter emisij (Schulenburg, 2006). Nekateri celo napovedujejo, da bo razvoj
nanotehnologije povzro€il novo industrijsko revolucijo (Remskar, 2009). Podatki o
trenutni uporabi in sintezi nanomaterialov so redki in zelo razli¢ni. Maynard (2006) navaja,
da bo produkcija inZenirskih nanodelcev iz 2000 ton v letu 2004 narasla na 58.000 ton v

letih od 2011 do 2020.

S povecano rabo nanodelcev v vsakdanjem Zivljenju pa se bo povecala tudi njihova
prisotnost v okolju in s tem vpliv na tam ziveCe organizme. Predvsem so problemati¢ni
nenadzorovani izpusti nanodelcev, ki bi se nakopicili v uzitnih delih rastlin, od tu pa bi se
prenesli na ostale ¢lene prehranjevalne verige. Najbolj zaskrbljujoci so genotoksi¢ni ucinki

nanodelcev, saj se poskodbe DNA lahko odrazajo v prenosu abnormalnosti organizmov na
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potomce in oslabljenju celotnega ekosistema (Singh in sod., 2009). Zato je smiselno in
hkrati tudi nujno potrebno pridobiti ¢im ve¢ ustreznega znanja za oblikovanje predpisov na

podroc¢ju varne proizvodnje in uporabe nanodelcev (Drobne, 2007).

2.2 NANODELCI IN NJIHOVE LASTNOSTI

Nanodelci so atomski ali molekulski agregati, ki vsaj v eni dimenziji merijo od 1 do 100
nm (Remskar, 2009). Zaradi majhnosti ter strukturnih in povrSinskih karakteristik so
njihove fizikalno-kemijske lastnosti druga¢ne kot lastnosti vecjih delcev enakega materiala
(Stampoulis in sod., 2009). Nanodelce lahko industrijsko proizvedemo skoraj iz vsake
kemikalije. Znacilno je, da se nanodelci v plinu ali tekocini zdruzijo v vecje skupke,
aglomerate. Tvorba aglomeratov je odvisna od koncentracije in kemijskih znacilnosti

medija (Drobne, 2007).

Glede na izvor jih delimo v dve skupini, in sicer na naravne nanodelce in antropogene oz.
proizvedene nanodelce, ki pa se lo¢ijo na nenamensko proizvedene in inzenirske

nanodelce.

K proizvedenim nanodelcem priStevamo tiste nanodelce, ki se jih posluZzujemo v medicini,
farmacevtski, kozmetic¢ni, avtomobilski industriji ... InZenirske nanodelce delimo v Stiri

tipe:

nanodelci na osnovi ogljika, med katerimi so najpogostejsi fuleren, enostenske in

vecstenske nanocevke,

e nanodelci na osnovi kovin in kovinskih oksidov (nanozlato, nanocink,
nanoaluminij, nanosrebro, titanov oksid, bakrov oksid ...),

e dendrimeri, ki so polimeri v nano velikosti s specifiénimi kemijskimi funkcijami,

e kompoziti, ki vkljuCujejo kombinacije ve€¢ nanodelcev ali pa kombinacijo

nanodelcev s standardno obliko materiala (Lin in Xing, 2007).

Velikosti inzenirskih nanodelcev so natan¢no definirane (Navarro in sod., 2008).

Proizvajalci povr§ino namensko oksidirajo ali pa nanjo nanesejo prevleko iz druge spojine

4
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in tako preprecijo zdruzevanje nanodelcev. Prav zaradi te preprecene aglomeracije se
industrijski nanodelci razlikujejo od nenamenskih (Remskar, 2009). Zaradi vse pogostejse
uporabe inzenirskih nanodelcev se pricakuje, da se bo njihova koncentracija v vodnem,
kopenskem in atmosferskem okolju povecevala (Monica in Cremonini, 2009). Inzenirski
nanodelci lahko pridejo v okolje nenamerno preko atmosferskih izpustov, pri uporabi v
kmetijstvu, z odpadnimi vodami, z nesreCami pri proizvodnji in transportu, ki vodijo do
izpustov nanodelcev v okolje (Stampoulis in sod., 2009). Lahko pa pridejo v okolje tudi
namerno z uporabo nanodelcev pri remediaciji in ¢iS€enju onesnazenih voda (Zhang in
Elliott, 2006). Kakorkoli, ¢e nanodelci pridejo v vodo ali zrak, na koncu koncajo v zemlji
oz. v sedimentih. Posledice njihove prisotnosti in delovanja v okolju pa so Se dokaj

nepoznane in neraziskane (Monica in Cremonini, 2009).

K nenamensko proizvedenim nanodelcem priStevamo stranske produkte v industrijski
proizvodnji (mletje, varjenje, brusenje) ali produkte pri izgorevanju biomase in fosilnih
goriv. Najdemo jih v izpuhu motorjev z notranjim izgorevanjem in v izdihanem zraku
kadilca, kjer je v vsakem kubi¢nem centimetru ve¢ kot 100 milijonov nanodelcev

(Remskar, 2009).

V naravi nanodelci obstajajo Ze od nastanka Zemlje. Razdelimo jih lahko na nanodelce
anorganskega in organskega izvora. Anorganske najdemo v pus¢avskem prahu, mineralnih
kompozitih, nastajajo pri izbruhu vulkanov, gozdnih pozarih in eroziji (Monica in
Cremonini, 2009; Stampoulis in sod., 2009). Med organske nanodelce Stejemo
biomolekule ter rastlinske in Zivalske nanostrukture. NanozZicke v naravi so npr. DNA,
pajcevina, svila in kite. Nanostrukture so npr. hemoglobin, fosfolipidne membrane,
holesterol, soli in miceliji. Tudi fragmenti peloda in virusi spadajo med naravne nanodelce.

Njihove velikosti so zelo razli¢ne (Navarro in sod., 2008).

Koncentracija nanodelcev v ozracju se spreminja v odvisnosti od letnega Casa, zracne
vlage, vetra, temperature in blizine virov teh delcev (Remskar, 2009). Za delce, manjSe od
10 um, so dologene mejne vrednosti 50 pg m™. Ocenjuje se, da je 90 % delcev v ozradju

manj$ih od 2,5 pm. Konec maja 2009 je bila sprejeta Direktiva Evropskega parlamenta in
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Sveta o kakovosti zunanjega zraka in CistejSem zraku za Evropo, ki doloca mejno vednost
2,5-25 ug m>. Ta mora biti doseZena do leta 2015. Do leta 2020 pa mora biti dosezena
mejna vrednost 20 ug m™ (Remskar, 2009).

Rastline so razvile mnogo nanostruktur, ki jim omogocajo oprijemanje, ¢is¢enje ... Lotos in
Se priblizno 200 drugih znanih vrst Cisti svoje liste z lotosovim u¢inkom, do Cesar pride
zaradi strukturirane povrSine lista v obliki nanostruktur, ki povzrocijo odboj vode. Pri
nagnjeni podlagi se kapljice vode zakotalijo, ob tem pa se odplakne tudi umazanija. V
listih rastlin pa so nasli majhne gibajoCe proteine forisome, ki v kapilarnem sistemu

ksilema odpirajo ali pa zapirajo poti (Schulenburg, 2006).

Tudi zivali se posluZujejo prednosti nanotehnologije. Uzitna klapavica se na podlago
pritrdi s pomoc¢jo bisusnih niti, obenem pa Skoljke uporabljajo nanotehnologijo tudi pri
povecevanju trdnosti oz. biomineralizaciji svojih lupin. Gekoni, pajki, hro$¢i in muhe

imajo na nogah tanke dlacice, ki jim omogocajo plezanje po stenah (Schulenburg, 2006).

2.2.1 Lastnosti nanodelcev

Lastnosti nanodelcev so druga¢ne kot lastnosti delcev z isto kemi¢no zgradbo, ki pa so
vecji od 100 nm. Z manjSanjem velikosti delca se poveCuje razmerje med povrSino in
prostornino, kar povecuje reaktivnost oz. kemijsko aktivnost delca (Remskar, 2009).
Delec, ki ga zmanjSamo na velikost enega nanometra, ima kar 58 % vseh atomov na
povrsini. Ce je atomov na povrsini veé, se delci lahko hitreje in moéneje vezejo (Cebulj,
2007). Zaradi motene koordinacije sosednjih atomov pride do sprememb v energijski
strukturi elektronov, kar vodi v spremembo opti¢nih in elektricnih lastnosti (Remskar,
2009). Poveca se tudi trdnost, razteznost, difuzija, kataliticna aktivnost, luminiscenca,
magnetnost ter teznja po zdruzevanju nanodelcev (Singh in sod., 2009). Z manjSanjem
velikosti nanodelcev naras¢a njihova viskoznost, kar je dokazal Chang in sod. (2011) na
primeru nanodelcev CuO. Medtem pa po drugi strani z majhnostjo delcev pada talisce,

termi¢na prevodnost, gostota, sipanje svetlobe (Navodnik, 2007).
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Nanodelci lahko v ¢lovesko telo vstopijo skozi kozo, prebavila in dihala. Velikost ima
pomembno vlogo pri prehajanju delcev: 70 nm veliki delci lahko prodrejo v pljucne

mesicke, 50 nm v celice, 30 nm pa celo v celi¢no jedro (Schulenburg, 2006).

Povrsinske lastnosti nanodelcev, kot so proste kemijske vezi in naboj, so eden
najpomembnejSih dejavnikov, ki dolocajo stabilnost nanodelcev, njihovo mobilnost v
koloidnih raztopinah in njihovo agregacijo v veéje delce (Navarro in sod., 2008).
Nanodelci so lahko ploscati, sferi¢ni, v obliki vlaken in nitk. Za slednje je znacilno, da
imajo dolzino, ki presega tri premere v pre¢ni smeri. Lahko pa imajo nanodelci tudi obliko
tankih listi¢ev, kadar je razporeditev naboja na njihovi povrsini neenakomerna (Remskar,
2009). Oblika doloca tudi aerodinami¢ni premer delca, ki je pomemben pri potovanju
nanodelcev po ozra¢ju in teko¢inah. Okrogli delci se zelo hitro gibljejo in zato pogosteje
trkajo med seboj ali z molekulami medija z lahkoto prehajajo preko luknjic filtrov
(Remskar, 2009).

Kemijska sestava nanodelcev vpliva na njihovo topnost. Nanodelci v vodi praviloma niso
topni. Kovinski nanodelci so obi¢ajno topni in se pocasi raztapljajo v ione. Kovinski oksidi
so stabilnejsi, a tisti, ki vsebujejo prehodne elemente, Se vedno lahko povzro¢ajo nezelene
kemijske reakcije zaradi vejega Stevila moZnih oksidacijskih stanj kovinskega iona

(Remskar, 2009).

Nanodelci imajo veéjo kemijsko aktivnost, kar prispeva k njihovemu zdruZevanju v
aglomerate. SCasoma se tvorijo vedno vecji aglomerati, ki imajo lahko popolnoma
drugacne lastnosti kot posamezni delci. To je posledica spreminjanja razmerja med
povr$ino in volumnom ter zapolnjevanja prostih vezi. Aglomeracija je odvisna od vrste in
velikosti nanodelca, koncentracije, raztopine, temperature in pH (Navarro in sod., 2008).
Za inzenirske nanodelce je aglomeracija nezaZelena, saj delci s tem izgubijo svojo
funkcionalnost. Aglomeracijo lahko prepre¢imo z ovojem iz organskih polimerov, z

velikim nabojem delcev, s shrambo v mediju, ki prepre¢uje aglomeracijo (Cebulj, 2007).
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Nanodelci lahko v zraku ostanejo veliko dlje kot vecji delci, dosegajo vecje hitrosti, kar je

posledica njihove termiéne energije (Cebulj, 2007; Remskar, 2009).

Opti¢ne lastnosti nanodelcev se spreminjajo glede na pogoje, v katerih se ti nahajajo.
Znacilna je menjava barve v odvisnosti od velikosti delcev, temperature in tlaka. Lahko

pride tudi do pojava fluorescence (Navodnik, 2007).

Za razumevanje obnasanja nanodelcev v okolju je potrebno dobro karakterizirati njihove
lastnosti: velikost, obliko, kemijske znacilnosti povrSine in jedra, sposobnost aglomeracije,
redoks potencial, Cistost, kataliticno aktivnost, kristalini¢nost, povrSinski naboj in
poroznost (Powers in sod., 2006). Te lastnosti dolocajo tudi genotoksi¢en potencial

nanodelcev (Singh in sod., 2009).

2.3 UPORABA IN TVEGANJA NANOTEHNOLOGIJE

Vv v

Nanodelci nas obdajajo vsepovsod. Danes se na trziS¢u pojavlja vse veC izdelkov,
polizdelkov oz. surovin, ki vsebujejo nanodelce, saj se nanotehnologija pojavlja v razlicnih
panogah. Singh in sod. (2009) so ocenili, da je bilo leta 2007 na trgu ze 800 produktov, ki
vsebujejo nanomateriale, katerih vrednost je bila 147 bilijonov dolarjev. Predvideli so, da

bo do leta 2015 vrednost teh izdelkov dosegla 3,1 trilijonov dolarjev.

Ena izmed panog je avtomobilska industrija. Mogoce je izdelati premaze, ki varujejo

vetrobransko steklo pred praskami in so termoodbojni.

Nanotehnologija se pojavlja tudi v gradbeniStvu, kjer se uporabljajo nano-samoocis¢evalni

fasadni premazi, mozno je kupiti tudi samocistilno keramiko (Remskar, 2009).

Vedno pogosteje se nanotehnologije posluzuje tudi prehrambena industrija. Njeni produkti
so t.1. nanohrana; ta oznacuje hrano, ki je bila bodisi pridelana, predelana ali pakirana s

pomocjo nanotehnologije. Zelo pomembno je zagotavljanje varne uporabe nanomaterialov
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v prehrambni verigi. Zal nanohrano Ze najdemo na prodajnih policah, ne da bi bilo to na

izdelkih oznacCeno. To¢nega Stevila takih izdelkov ni mogoce ugotoviti (Remskar, 2009).

Nanodelci so izjemno uporabni tudi v medicini, govorimo o t.i. nanomedicini, ki
pripomore k boljSemu diagnosticiranju, prepre¢evanju in zdravljenju bolezni (Singh in
sod., 2009).

Tudi kozmeti¢na industrija vedno pogosteje uporablja inZenirske nanodelce v Sminkah,
son¢nih kremah in kremah proti staranju (Singh in sod., 2009). V zobnih pastah se nahajajo
nanodelci apatita, ki zapolnjujejo kanalcke v zobni sklenini in s tem zmanjSujejo

obcutljivost zob na temperaturne spremembe (Schulenburg, 2006).

Namensko proizvedeni nanodelci se uporabljajo tudi v tekstilni industriji, saj nudijo
tekstilu odpornost proti meckanju, odstranjevanje neprijetnih vonjav ter antimikrobno

za$cito.

Nanotehnologija nam ponuja Sirok spekter uporabe na mnogih podro¢jih. Isto¢asno se

poraja problem, kako ustrezno poskrbeti za varovanje narave, okolja in zdravja.

Karakteristike nanodelcev v okolju so zelo dinamic¢ne. Transport skozi razline plasti
zemlje je odvisen od velikosti delca. Raziskave so pokazale, da imajo delci, ki so manjsi od
200 nm, velik transportni potencial in lahko zelo hitro doseZejo podtalne ali povrSinske
vode. Tudi naboj delca in matriksa, v katerem se delec nahaja, je pomemben. Od njega je
namre¢ odvisno, ali bo delec skozi matriks potoval ali se bo vezal nanj (Darlington in sod.,
2008). Ko enkrat nanodelec vstopi v organizem, pa obstaja velika nevarnost prenosa po
prehranjevalni verigi, ki pa je v veliki meri odvisen od biologije in fiziologije tar¢nega

organizma (Blinova in sod., 2010).

Problem predstavlja tudi tezavna identifikacija nanodelcev v okolju. Obstaja kar nekaj

metod za dolocanje Stevila, povrSine in masne koncentracije nanodelcev, vendar pa nobena
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od njih ni uporabna na terenu (Drobne, 2007). Razvoj detektorjev nanodelcev je trenutno

velika razvojna in trzna priloznost (Remskar, 2009).

2.4 VPLIV NANODELCEV NA VISJE RASTLINE

Pri¢akovati je, da bo glede na vedno pogostejSo uporabo nanotehnologije vedno vec
organizmov pri§lo v stik z inzenirskimi nanodelci. Pomembno vlogo pri preucevanju
vpliva nanodelcev imajo rastline, saj si izmenjujejo snovi tako z atmosfero kot tudi s

kopenskim okoljem.

Nanodelci lahko moc¢no vplivajo na biodiverziteto rastlin, saj bodo obcutljive vrste pricele
izumirati, kajti nanodelci lahko zavirajo njihovo rast, cvetenje in tvorbo plodov. Prezivele
bodo le bolj prilagojene rastline (Monica in Cremonini, 2009). Slednje bi lahko uporabili
kot poceni orodje za ¢iSCenje tal. Take vrste poznamo Ze danes, in to so predstavniki rodu
Brassica, Medicago, Thlaspi in vrste, kot so Cucurbita maxima in Helianthus annuus
(Dokken, 2006; Monica in Cremonini, 2009).

Sonc¢nico so uporabili za fitoremediacijo predvsem v mocvirjih za odstranitev 2,4,6-
trinitrotoluena (TNT), dinitrotoluena (DNT), nitrobenzena, nitrotoluena in hexahidro-1,3,5-
trinitro-1,3,5-triazina (RDX) iz povrSinskih odtekajoc¢ih voda in onesnaZzenja podtalnice.
Soncnice so gojili na zemlji s poliaromatskimi hidrokarboni (PAHs) (Dokken, 2006). Po
katastrofi v Cernobilu so jih uporabili za odstranjevanje cezija-137 in stroncija-90 iz tal. V
Ohiu, kjer so bila tla onesnazena z uranom, so §tiri tedne stare son¢nice odstranile 95 %

urana v 24 urah (Prasad, 2007).

2.4.1 Privzem in transport nanodelcev po rastlini

Nanodelci v rastline prehajajo preko koreninskega sistema ali preko listne povrSine.
Privzem nanodelcev preko koreninskega sistema je odvisen predvsem od sestave, oblike in
velikosti nanodelcev ter od rastlinske vrste (Ma in sod., 2010), medtem ko je sposobnost
akumulacije odvisna predvsem od premera delcev (Battke in sod., 2008). Pri raziskavah

nanodelcev Cu je bilo ugotovljeno, da se s povefevanjem koncentracije nanodelcev v
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g0jis¢u povecujeta tudi privzem in akumulacija le-teh v rastlinskih tkivih (Lee in sod.,
2008). Pri ugotavljanju privzema nanodelcev ZnO pri ljuljki (Lolium perenne) ni bilo
zaznati transporta iz korenin v poganjke. Opazili pa so, da se nanodelci ZnO lepijo na
povrsino korenin (Lin in Xing, 2008). Dokazali so, da imajo razlicne rastline razlicne
odzive na enako vrsto nanodelcev. V primeru tretiranja rastlin z magnetnimi nanodelci so
dokazali, da je navadna bucCa sposobna privzemati, translocirati in kopiciti nanodelce,
medtem ko limski fizol ne privzema in ne transportira nanodelcev (Zhu in sod., 2008).
Obenem nanodelci lahko delujejo kot prenosniki kemikalij in DNA v izolirane celice

rastlin (protoplasti tobaka) in v liste koruze (Torney in sod., 2007).
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Slika 1: Shematski prikaz razli¢nih poti razliénih nanodelcev v rastlini in mesto njihove akumulacije

(Povzeto po: Rico in sod., 2011: 3486).

Za vstop preko koreninskega sistema, morajo nanodelci najprej preiti celi€no steno, nato pa
Se celicno membrano celic povrhnjice korenin. Od tam se nato transportirajo po celicah
koreninskega korteksa in vstopajo v prevodna tkiva, kjer se po ksilemu nemoteno
prenesejo v preostale dele rastline (Navarro in sod., 2008). Novejse raziskave so pokazale,
da so se nanodelci fulerenov sposobni prenesti na drugo generacijo riza, saj se akumulirajo

v zrnju (Lin in sod., 2009; cit. po Cifuentes in sod., 2010).
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2.4.2 Privzem nanodelcev na celiéni ravni

Celi¢na stena deluje kot prva prepreka, ki ve¢jim delcem iz okolja preprecuje vstop do
celice. Primarna celicna stena je nekakSen gost preplet celuloznih fibril, drugih
polisaharidov in beljakovin. Gostota zamreZenosti in debelina celicne stene dolocata
prepustnost celi¢ne stene za delce. Prvi nain vstopa posameznih nanodelcev je pasivno
preko celi¢ne stene do celicne membrane. Obstaja tudi moznost, da se celi¢na stena ob
prisotnosti nanodelcev na doloCenih mestih zrahlja, s tem pa je tudi vecjim delcem
omogocen stik s celicno membrano, pri cemer lahko pride do poskodb celicne membrane
in nanodelci lahko direktno vstopijo v lumen celice. Novonastala celi¢na stena po celi¢ni
delitvi je lahko bolj prepustna za nanodelce, kar poveca vpliv nanodelcev na celice med
celicno delitvijo (Navarro in sod., 2008). Obenem pa se lahko nanodelci prenasajo na
héerinske celice, ko pridejo v stik z dednim materialom tekom mitoze (Singh in sod.,

2009).

Ko delci uspesno preckajo celicno steno, sledi naslednja prepreka, ki je celicna membrana.
Nacin prehoda le-te je s pomocjo endocitoze, ko se membrana uviha in se delci, obdani z
membrano, vpotegnejo v notranjost celice. Lahko pa za vstop v notranjost celice uporabijo
transportne proteine oz. ionske kanalcke (Slika 2). Med celicami pa lahko prehajajo preko

plazmodezem (Lin in Xing, 2008).
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Slika 2: Nacini prehajanja nanodelcev v celico, s pasivno difuzijo, endocitozo s pomog&jo receptorja ali

klaritina oz. kaveol (Povzeto po: Singh in sod., 2009: 3900).
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Pri raziskavi Gonzales-Melendi in sod. (2008) se je pri tretiranju bue z magnetnimi
nanodelci, prevleCenimi z ogljikom, izkazalo, da so nanodelci prisotni povsod, tako v
celicah kot tudi med celi¢nimi prostori. Tudi Xin in Ling (2008) sta posamezne nanodelce
ZnO v ljulki opazila tako v apoplastu kot tudi v simplastu koreninskega endodermisa in

centralnega strzena.

V celici nanodelci motijo normalno delovanje celi¢nih organelov, kar se nato odraza kot
motnje v presnovi celice in tvorbi reaktivnih kisikovih oblik (ROS), ki povzrocajo
oksidativni stres (Navarro in sod., 2008). ROS so visoko reaktivne molekule, ki lahko
motijo homeostazo zaradi povezovanja s celi¢nimi makromolekulami, kot so DNA,
proteini in lipidi. Prosti kisikovi radikali so definirani kot primarni in sekundarni. Primarni
(superoksid, O%) lahko nastanejo v metabolnih procesih ali preko aktivacije kisika in
reagirajo z drugimi molekulami, kot so redoks aktivne prehodne kovine ali encimi, pri
gemer tvorijo sekundarne ROS, ti pa so primarni mediatorji za poskodbe DNA. Ce so
nanodelci dovolj majhni, lahko poskodujejo DNA z direktnim vstopom v jedro. Ce pa se
nanodelci kopicijo v celici in nimajo direktnega dostopa do DNA, se to lahko zgodi v ¢asu

mitoze, ko se jedrna membrana razgradi.

Prav tako imajo prehodni kovinski ioni, Ki se sprostijo iz kovinskih nanodelcev, sposobnost
spreminjanja kisikovih metabolnih produktov, kot so vodikov peroksid in superoksidni
anion, v hidroksilne radikale, ki nato lahko poSkodujejo DNA (Oberdorster in sod., 2007).

2.4.3 Pozitivni vplivi nanodelcev na rastline

Raziskave so le redko pokazale pozitiven vpliv nanodelcev na rastline. Ve€ina inzenirskih
nanodelcev ima antimikrobne lastnosti. Z njimi se lahko poveca odpornost rastline na stres
(Navarro in sod., 2008). Po drugi strani pa bi lahko zaradi povecane odpornosti rastlin
ogrozili obstoj prostozivecih bakterij, ki fiksirajo zraéni dusSik, in rastlinskih simbiontov.
Nanodelci z veliko povrsino lahko zadrzujejo hranila, ki sluZijo rastlini kot zaloga. Prav
tako se lahko nanodelci povezejo z drugimi onesnazili v okolju in jim tako onemogocijo

vstop Vv rastlino (Navarro in sod., 2008). Lu in sod. (2002, cit. po Lin in Xing, 2007) so
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ugotovili, da mesanica nano SiO, in nano TiO; delcev povecuje aktivnost nitrat reduktaze
pri soji, poveca absorpcijo vode in plodnost, stimulira sistem antioksidantov in na splo$no
ugodno vpliva na rast in kalitev. Zheng in sod. (2005) so dokazali pozitiven vpliv
nanodelcev TiO, v doloceni koncentraciji na fotosintezo in dusi¢ni metabolizem ter rast in
kalitev pri $pinac¢i. Tudi Hong in sod. (2005) so potrdili pozitiven u¢inek TiO, nanodelcev
na fotokemicne reakcije v kloroplastih, saj naj bi povecevali Hillovo reakcijo in necikli¢no
fotofosforilacijo. Prav tako so Gao in sod. (2006) na $pinaci dokazali povetano aktivnost
Rubisco encima pod vplivom nanodelcev TiO,. Dve leti kasneje so Xuming in sod. (2008)

pokazali, da je to posledica povecane sinteze mRNA za veliko in malo podenoto Rubisca.

2.4.4 Negativni vplivi nanodelcev na rastline

Vecina raziskav je pokazala, da nanodelci negativno vplivajo na rast in razvoj rastlin
(Monica in Cremonini, 2009). Pogoste posledice izpostavljenosti rastlin nanodelcem so
slabSa rast, zmanjSanje biomase, zavrt razvoj koreninskega sistema in deformacije
koreninske ¢epice (Ma in sod., 2010). Lin in Xing (2007) sta ugotovila, da se inhibicija
rasti korenin razlikuje glede na vrsto rastline in vrsto nanodelcev ter je mo¢no odvisna od
njihove koncentracije. Ve€ina nanodelcev mora biti prisotna v zelo velikih koncentracijah,
da pridejo do izraza njihovi strupenostni ucinki. Zakljucila sta, da se inhibicija kalitve
semena in rasti koreni¢ice ne pojavi v Casu, ko je seme namoceno, temvec v inkubacijski
dobi po tretiranju. Leto kasneje sta Lin in Xing (2008) dokazala, da nanodelci ZnO mo¢no
zmanjS$ajo biomaso ljulke, skrajSajo koreninsko ¢epico in povzro€ijo propad ali pa visoko

stopnjo vakuolarizacije rizodermalnih in kortikalnih koreninskih celic.

Lee in sod. (2008) so pri preucevanju vplivov Cu nanodelcev na fiZol in pSenico zaznali
inhibirano rast obeh rastlin. Dolzina kalic je negativno korelirala z naraS¢ajoco
koncentracijo nanodelcev v mediju. S transmisijsko elektronsko mikroskopijo so opazovali

posamezne in agregirane nanodelce v citoplazmi in celi¢ni steni korenin.
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Nanodelci TiO, v koncentraciji 1000 pg ml™ zmanjiujejo mitotski indeks v meristemskih
celicah ¢ebule (Klanénik in sod., 2011). Prav tako so dokazali Kumari in sod. (2009), da

srebrovi nanodelci motijo proces delitve celic pri ¢ebuli.

Asli in Neuman (2009) sta pokazala, da v kalckih koruze TiO, nanodelci zapolnjujejo
prostor med celuloznimi mikrofibrilami v celi¢ni steni in imajo negativne posledice na rast

listov, transpiracijo in vodni vlek korenin.

Nanodelci TiO; pogosto poskodujejo DNA (Reeves in sod., 2008, Karlsson in sod., 2009,
Falck in sod., 2009, Di Virgilio in sod., 2010, cit. po Klan¢nik in sod., 2011), povzrocajo
genotoksi¢ne odzive, kot so fragmentacije kromosomov, pretrganje DNA verige, tockaste
mutacije, kréenje DNA preko oksidacije in alteracije v genski ekspresiji (Singh in sod.,
2009).

2.5 BAKROV OKSID V STANDARDNI IN NANO OBLIKI

2.5.1 Baker in bakrov oksid

Baker se Ze stoletja uporablja za razkuzevanje tekocin in ¢loveSkega tkiva. Uporabljali so
ga Grki, Kelti, prvi ameriski osvajalci, japonski vojaki za razlicne namene: preprecevanje
diareje, zdravljenje plju¢nih in duSevnih obolenj, ¢is¢enje pitne vode ... Danes se baker
uporablja za ¢iS¢enje vode, kot algicid, fungicid, zatiralec nematodov in mehkuzcev, kot
antibakterijsko sredstvo (Gabbay in sod., 2005). Najpogosteje se baker uporablja v
elektri¢ni industriji, saj je odli¢en prevodnik elektricnega toka. V prehrambeni industriji se

uporablja kot prehranski dodatek (Adriano, 2001).

Za vse organizme je baker esencialni mikroelement in je nujen za njihovo prezivetje (Lee
in sod., 2008). Rastline ga potrebujejo le v majhnih koli¢inah (5-20 ppm za normalno rast).
V vegjih koli¢inah je strupen (Adriano, 2001). Je sestavni del Stevilnih encimov, ve¢inoma
tistih, ki sodelujejo v elektronski verigi, in tistih, ki sodelujejo pri katalizi redoks reakcij
(Hou in sod., 2007). Pomanjkanje bakra povzro¢a motnje v metabolizmu ogljikovodikov

(fotosinteza, respiracija), metabolizmu dusika (fiksacija N, sinteza proteinov), sintezi
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celi¢ne stene (predvsem sinteza lignina), tvorbi semen in odpornosti proti boleznim. Vpliva
tudi na privzemanje ionov in diferenciacijo rastline v zgodnji razvojni fazi. V sploSnem
vpliva bolj na zaviranje reproduktivne (tvorba semen in plodov) kot pa vegetativne rasti.
Baker v prevelikih koli¢inah zavira rast in razvoj rastlin, povzro¢a razbarvanje korenin in

kloroze na listih ter zavira razvoj mladik (Adriano, 2001).

Bakrov oksid ima antibakterijski in antivirusni ucinek, deluje kot fungicid in unicuje
prsice, zato ga uporabljajo v tekstilni industriji. Uporablja se kot katalizator zaradi njegove
visoke aktivnosti in selektivnosti v redukcijskih in oksidativnih reakcijah. Uvrs¢ajo ga med
p-polprevodnike (lzaki in sod., 2011). Lahko bi bil alternativa drugim kovinskim
katalizatorjem, kot so platina, paladij in rodij, ki sodelujejo pri redukcijah NOyx v
avtomobilskih izpusnih sistemih. Bakrov oksid se uporablja za sintezo metanola iz CO in

H in v vodno plinski zamenjalni reakciji (CO+H,0 - CO; + Hy) (Pike in sod., 2006).

2.5.2 Nanodelci bakrovega oksida

Nanodelci bakrovega oksida se zaradi posebnih opti¢nih, elektriénih in kataliticnih
lastnosti  intenzivno uporabljajo v  elektroniki, opti¢noelektronskih  napravah,
mikroelektromehani¢nih sistemih, elektrokemicnih celicah, plinskih senzorjih, son¢nih
celicah, predvsem v vlogi superkonduktorja in katalizatorja (El Trass in sod., 2012).
Nanodelci bakrovega oksida v etilen glikolu imajo veliko toplotno prevodnost, zato so zelo
ucinkoviti kot teko¢ine za prevajanje toplote v strojih (Chang in sod., 2011). Uporabljajo
se tudi kot antimikrobni preparati in znotrajmaterni¢na kontracepcijska sredstva (Aruoja in
sod., 2009). Dutta in sod. (2003) so ugotovili, da so nanodelci CuO v inertnem matriksu
silicijevega dioksida obcutljivi na dusikov dioksid in ogljikov monoksid. Torej jih lahko
uporabljamo tudi kot plinske senzorje. Nanokristali bakrovega oksida so zelo dobri
katalizatorji in delujejo pri niZjih temperaturah kot ostali komercialno dostopni materiali
(Carnes in Klabunde, 2003). CuO nanodelci, ki so jih proizvedli z elektrokemi¢no sintezo,
so baktericidni tako za Gram pozitivne bakterije kot tudi Gram negativne bakterije, ki
povzrocajo bolezni, ki se prenasajo po vodi, kot npr. Escherichia coli, Salmonella typhi,

staphylococcus aureus in Bacillus subtilis (Pandey in sod., 2012). Take delce bi lahko
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uporabljali za precis¢evanje vode, v barvah in premazih za povrSine, ki se jih pogosto

dotikamo v bolnisnicah.

Nanodelce CuO lahko pripravimo na razli¢ne nacine: sonokemi¢no, hidro- ali alko-
termalno, z raztapljanjem, mikrovalovnim obsevanjem in mehani¢nem trenjem Vv trdnem
stanju (Kida in sod., 2007). Metode proizvodnje potekajo v laboratoriju in so energetsko

ter ¢asovno potratne, predvsem pa drage (Chang in sod., 2011).

Nanodelci CuO so pomembni v ekotoksikoloskih raziskavah, saj so zelo strupeni za
organizme, kljub njihovi nizki topnosti. Usoda nanodelcev in njihova ekotoksi¢nost je
odvisna od velikosti in razporeditve delcev, stopnje organiziranosti, naboja in topnosti.
Narejenih je bilo mnogo raziskav o mehanizmih toksi¢nosti nanodelcev CuO na razli¢nih
organizmih. Najvedja dilema je, ali je vzrok njihove toksi¢nosti spros¢anje Cu®* iona ali pa

lastnosti, povezane z majhnostjo delcev.

CuO nanodelci so pri podganah povzro¢ili hepatotoksi¢nost in nefrotoksi¢nost (Lei in sod.,
2008), ¢eprav ni znano, ali je bila to morda posledica oksidativnega stresa v tkivih jeter in
ledvic. Raziskavo strupenosti nanodelcev CuO so izvedli Gunawan in sod. (2011) in prisli
do sklepa, da je vzrok toksi¢nosti za bakterijo E. coli nastanek bakrovo-proteinskega
kompleksa, ki je posledica luZzenja Cu®* iona ob prisotnosti aminokislin. Bakrov kompleks
je v celicah povzrocil veckratno povecanje koncentracije reaktivnih kisikovih oblik, kar je
negativno vplivalo na rast bakterij. Nastali bakrovi-proteinski kompleksi so se po
citotoksic¢nosti razlikovali od bakrovih kompleksov, ki so nastali iz enako topnih bakrovih
soli. Na povecanje njegove strupenosti je vplival pH, ki je povzrocil povecano topnost Cu
soli in spro3¢anje Cu®" ionov, medtem ko pH ni vplival na stopnjo strupenosti kompleksa
pri CuO nanodelcih. Ker se luzenje Cu®" ionov ni pojavilo pri standardni obliki CuO, tudi
ni bilo znakov strupenosti. Zato pripisujejo strupenost nano CuO prav nanometerski

velikosti delcev in posledi¢no spremenjenim fizikalnim lastnostim.

Fahmy in Cormier (2009) sta dokazala, da koncentracijsko odvisno CuO nanodelci

povecujejo oksidativni stres in zniZujejo viabilnost epitelnih celic dihalnega sistema,

17



Kovacec E. Lokalizacija bakra in biokemijske spremembe v koreninah navadne sonénice ... nanodelcev bakrovega oksida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

medtem ko SiO; in Fe,O3 nanodelci niso bili strupeni. Ena razlaga je, da nanodelci CuO
najudinkoviteje prehajajo skozi membrane celic. Ti efekti niso bili posledica Cu®* ionov,
kar so dokazali s pomocjo Cu-helatorjev (desferoksamin in D-penicilamin), ki niso omilili
toksicnih efektov nanodelcev CuO v celici. Izkazalo se je, da nanodelci sami povzroc¢ajo
oksidativni stres zaradi svojega redoks potenciala. To je pokazalo, da ima na odziv
bioloskih celic najvecji vpliv ravno kemijska zgradba in verjetno reduktivna kapaciteta teh
delcev. Prehodne kovine, kot sta Cu in Fe, lahko pripomorejo k nastanku znotrajceli¢nih
ROS preko Fentonove reakcije. Superoksidni anion teoreti¢no lahko reducira F ¢ in Cu™,
ki kasneje reagirata s H,O,, katerih produkt so prosti hidroksilni radikali (Stohs in Bagchi,
1995, cit. po Fahmy in Cormier, 2009). Obstaja moznost, da zaradi same povrSine
nanodelcev CuO v celici nastaja ROS, kot npr. H,O,. Dokazali so, da so nanodelci CuO v
vodnem gojiscu s pomocjo O in svetlobe sposobni tvoriti H,O, (Bandara in sod., 2005, cit.
po Fahmy in Cormier, 2009). CuO nanodelci lahko oksidirajo membranske proteine.
Ugotovili so, da nanodelci CuO vplivajo tudi na antioksidativne encime, ki preprecujejo
oksidativni stres v celici z nevtralizacijo uéinkov prostih radikalov. Ni bilo zaznanih
sprememb v aktivnosti superoksid dizmutaze, medtem ko so za 25 % zavrli katalazo, za 29
% zavrli delovanje glutation reduktaze in povecali aktivnost glutation peroksidaze na 150

% v primerjavi s kontrolo.

Nanodelci CuO naj bi bili v velikosti od 10 do 100 nm, v raziskavi Buffet in sod. (2011) pa
so dokazali, da so v resnici veliki od 40 do 500 nm in da v morski vodi tvorijo agregate
velikosti 1000 nm. Naj bi pa bil vzrok toksi¢nosti ravno luZenje na ione in lastnosti tega

iona. Prisotnost organizmov lahko vpliva na topnost delcev in njihovo ekotoksi¢nost.

Topnost nanodelcev CuO je odvisna od pH in prisotnosti drugih ionov. Topni Cu in
nanodelce CuO so dodajali vodni le¢i, Landoltia Punctata. Rast je bila za 50 % zmanjSana
pri 0,6 mg I topnega bakra in pri 1 mg I™* nanodelcev CuO, ki so v raztopino sprostili le
0,16 mg I topnega Cu. Opazili so zmanjsano sintezo klorofila pri rastlinah, ki so bile
tretirane z 1 mg I nanodelcev CuO, medtem ko ni bilo opaziti razlik pri rastlinah,
tretiranih z 0,2 mg I™ topnega Cu. Prisotnost Cu v listih, tretiranih z enako koncentracijo
nanodelcev, je bila 4-krat vec¢ja (Shi in sod., 2011).
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V literaturi navajajo, da so CuO nanodelci preveliki, da bi vstopili v celico. Alga Chara
corallina izlo¢i iz celi¢énega lumna delce, vecje od 9 nm (Proseus in Boyes, 2005), medtem
ko korenine koruze preprecujejo vstop kovinskim nanodelcem, vecjim od 6,6 nm (Asli in
Neuman, 2009).

Razliko v strupenosti kovinskih oksidov v standardni in nano obliki je preucil Karlsson in
sod. (2009). Nanodelci CuO povzrocijo celicno smrt, poskodujejo mitohondrije in
poskodujejo DNA na epitelnih celicah CloveSkega dihalnega sistema. Raziskava je
pokazala, da so nanodelci CuO veliko bolj strupeni od CuO v standardni obliki,
mehanizem njihove toksi¢nosti pa naj bi bili poSkodbe mitohondrijev in DNA ter
povecevanje koncentracije ROS v celici. Vzroka strupenosti niso pripisali luzenju Cu?

ionov, ampak samim fizikalnim lastnostim nanodelcev (Karlsson in sod., 2008).

Na rast bakterij standardni CuO nima vpliva, tako ne v organski kot anorganski prsti, ter ne
vpliva na pH raztopin. Ugotovili so tudi, da je najbolj strupen CuSO., saj z SO4 ioni
zakisli prst, sledi mu nano CuO, najmanj strupen pa je standardni CuO (Rousk in sod.,
2012).

Na primeru mikroalge (Pseudokirchneriella subcapitata) je bilo ugotovljeno, da so
nanodelci CuO veliko bolj strupeni kot pa standardna oblika CuO (Aruoja in sod., 2009).
Tudi dostopnost Cu iz standardne oblike je bila veliko manjsa, saj je bil Cu iz nanodelcev
CuO 141-krat bolj dostopen. Strupenostni efekti obeh oblik CuO so v tem primeru

posledica dostopnosti bakrovih ionov (Aruoja in sod., 2009).

Blinova in sod. (2010) trdijo, da je topnost nanodelcev CuO 40-krat ve¢ja kot topnost
standardne oblike CuO, saj se iz nano oblike CuO odluZi priblizno 12 % Cu, od standardne
oblike CuO pa 0,3 % Cu. Od tega je odvisna tudi strupenost. Shi in sod. (2011) pa
navajajo, da nanodelci CuO sprostijo 14-krat ve¢ Cu kot standardna oblika CuO. V dveh
dneh se sprosti 80 % topnega Cu iz nanodelcev CuO. Topnost je pH odvisha. Prisotnost
hranilne raztopine tudi pove&uje topljenje Cu?*. V polovi¢no redeni Hoglandovi raztopini

10 mg I nano CuO sprostijo 6,4 mg I™* topnega Cu pri pH 3,2 mg 1%, pri pH 7 pa le 1,1 mg
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It V navadni vodi se iz 10 mg I™* nanodelcev CuO sprosti 3,6 in 0,7 mg I™* Cu pri pH 3,2
in 7. Rezultati raziskave so pokazali, da CuO nanodelci zavirajo rast vodne lecCe,
presenetljivo 3- do 4-krat bolj kot topni Cu, ki bi ga pricakovali glede na raziskave, koliko

se ga sprosti (Shi in sod., 2011).

Na primeru bakterije Vibrio fischeri so dokazali, da za strupenostni efekt ni nujen vstop
kovinskih oksidov v celico, ampak je dovolj, da povzrocijo spremembe v mikrookolju
blizu kontaktnega mesta med organizmom in delcem. Te spremembe lahko vplivajo na
topnost kovin ali pa vodijo do nastanka prostih kisikovih radikalov, ki lahko poskodujejo
celi¢cno membrano (Heinlaan in sod., 2008). Raziskave so bile narejene Se na kvasovkah,
kjer se je izkazalo, da CuO vpliva na njihovo rast, in na migetalkarju Tetrahymena
thermophila. Tudi pri teh raziskavah so bili nanodelci CuO bolj strupeni kot standardna
oblika (Kasemets in sod., 2009; Mortimer in sod., 2010).

NajnovejSo raziskavo na nanodelcih CuO so naredili Dimpka in sod. (2012) in prisli do
ugotovitve, da nanodelci CuO ocitno poslabsajo rast korenin ter poganjka, ki je pri
standardni obliki CuO manj opazna. V rastlinah, tretiranih z nanodelci, so opazili povecano
lipidno peroksidacijo in oksidacijo glutationa, vi§jo peroksidazno in kataliticno aktivnost v
koreninah ter zmanj$ano koncentracijo klorofila v poganjkih. To so dokazi, da je vzrok
strupenosti nanodelcev na rastline produkcija kisikovih reaktivnih spojin v celici. Problem
je kopicenje Cu in Zn v telesu rastline, saj se tako nanodelci vkljucujejo v prehranjevalno
verigo. Tudi Wang in sod. (2012) trdijo, da se je dolzina in povrSina korenine, tretirane z
nanodelci CuO, zmanjSala v primerjavi s koreninami kontrole, tretiranimi s standardno
obliko CuO in Cu®* ionom. Dokazali so0, da se CuO nanodelci po ksilemu prenasajo iz
korenin v poganjke. Hipotezo, da se prenasajo v obliki Cu?* ionov, so ovrgli, saj so v tkivih
listov koruze s transmisijskim elektronskim mikroskopom identificirali nanodelce CuO.
Obenem pa so ugotovili, da se nanodelci CuO lahko transportirajo iz poganjkov v korenine
koruze, saj so opazili ¢rne agregate na koreninah, ki niso bile direktno izpostavljene
nanodelcem CuO. Predvideli so, da se nanodelci povezejo z ogljikovimi hidrati v ¢asu

shranjevanja fotosintatov.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 PRIPRAVA POSKUSA

Za testno rastlino smo izbrali son¢nico (Helianthus annuus L.), saj hitro raste na
hidroponiki in proizvede veliko biomase, zaradi ¢esar se uporablja za fitoremediacijo. Gre
za enoletnico iz druzine nebinovk (Asteraceae). Ima moc¢no steblo in spiralno nameséene
Siroke, jajCaste, hrapave liste s tremi dobro vidnimi zilami. Od 1000 do 2000 posameznih
cvetov je zdruzenih v socvetje, imenovano kosek, ki je obicajno rumene barve. 1z semen
pridelujejo soncnicno olje, ki se uporablja pri kuhanju, izdelavi margarine in biodizla.
Ostali deli rastline se uporabljajo za krmo. Ker stebla vsebujejo veliko vlaken, bi se lahko
uporabljala v papirni industriji za pridelavo papirja. Soncnice so primerne tudi za
bioremediacijo, saj lahko v tkivih kopicijo velike koncentracije kovin, ne da bi priSlo do
poskodb fotosinteznega aparata (KrishnaRaj in sod., 2006). Soncnice so gojili v Ohiu,
Novi Mehiki in Kolumbiji za preucevanje privzema, selektivnosti in translokacije tezkih

kovin Cd, Ni in Cr (Turgut in sod., 2005).

Sonc¢nico so uporabili tudi Jiang in sod. (2000) v svojem poskusu, kjer so preucevali vpliv
Cu?* na rast korenin, celi¢no delitev in celi¢no jedro. Ugotovili so, da son¢nica kopici
visoke koncentracije Cu, saj je imela rastlina, izpostavljena raztopini z 10> M Cu, 25-krat

ve¢ Cu kot kontrola.

Sto semen son¢nic smo posejali v substrat Agra-vermikulit (RHP). Po enem tednu rasti
smo kalice prestavili na hidroponiko, kjer so rasle v hranilni raztopini z naslednjo sestavo
(Machils in Torrey, 1956):

e 3,1 mM Ca(NO3),, e 3,1 mM KNOs3,

e 0,6 MM MgSQy, e 0,6 MM KH,POy,

e 0,1 mM FeNaEDTA, e (0,6 MM NaNO;,

e 0,3mM MgCly, e 0,6 MM Na,SOq,

e 0,6 MM NaH;POy,, e 0,6 mM CaCly,

e 0,6 mM KClI, e 800 ml destilirane vode.
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V vsako c¢aSo, ki je bila napolnjena z 800 ml hranilne raztopine, smo polozili stiroporni
plovec s tremi enako velikimi kalicami. Rastline smo gojili v rastnih komorah pri
temperaturi 23 °C, 40 % relativni zra¢ni vlagi in pod neonsko svetlobo s 16-urnim
svetlobnim ciklom ter vsako ¢a$o prepihovali z zrakom po cevki, ki je bila povezana z
zracno ¢rpalko. Raztopino smo vsak dan mesali, vodo, ki je izhlapela, pa smo nadomescali
z destilirano vodo, da bi prepreéili koncentriranje hranilnih snovi v raztopini. Hranilno
raztopino smo menjali 1-krat tedensko. Skupaj smo imeli 22 ¢aS. Prvih 7 dni so rastline
rastle samo na hranilni raztopini, nato pa smo priceli s tretiranjem, in sicer v dve casi
nismo dodali bakrovega oksida (kontrola). V ostale ¢ase smo dodali bakrov (Il) oksid
(CuO) v nano (Aldrich chemistry, ZDA) ali pa v standardni kemijski obliki (Sigma
Aldrich, Nemcija). Koncentracije CuO v raztopinah so bile 1 mg 1", 10 mg I, 50 mg I,
100 mg I in 150 mg I™". V/sako koncentracijo smo pripravili v dveh paralelkah (imeli smo
po dve caSi za vsak tretma). Po Stirih tednih smo s tretiranjem zakljucili, z izjemo
dolocanja mitotskega indeksa in lipidne peroksidacije, ko smo meritve izvedli Ze po dveh

dnevih tretiranja.

Slika 3: Rastline v rastni komori.

Bakrov (I1) oksid v standardni kemijski obliki, ki smo ga pri poskusu uporabili, je imel na
embalazi zabelezene naslednje necistoce:

e CoinMn (£0,001),

e V HClI netopne snovi in totalni N (< 0,02 %),

e S04(<0,03),

e Cl,Cr,K, NiinZn (<0,05),
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e (Cdin Mg (<£0,01),
e Na, Fe in Pb (<£0,05).

Na embalazi bakrovega (II) oksida v nano obliki ne€isto€ ni bilo zabeleZenih.

Slika 4: Levo - 100 mg CuO v nano obliki, desno - 100 mg CuO v standardni kemijski obliki.

3.2 KARAKTERIZACUA BAKROVEGA OKSIDA V NANO IN STANDARDNI
KEMIJSKI OBLIKI

3.2.1 Dokazovanje bakrovega iona v raztopini CuO

Koncentracije bakrovega (Cu?*) iona v hranilni raztopini smo dologili fotometrino.
Umeritveno krivuljo smo pripravili tako, da smo 0,05 M bakrov (I1) sulfat (CuSQO,) red¢ili
v testnih epruvetah z destilirano vodo tako, da smo dobili 7 razli¢nih koncentracij (1, 5, 10,
50, 100, 150 in 500 mg I™Y). Iz vsake epruvete smo nato vzeli po 5 ml vzorca in dodali po
dve kapljici koncentriranega amonijaka (NH,). Na spektrofotometru 8452A (HP-Hewlett
Packard) smo izmerili absorpcijo pri 600 nm in dologili vsebnost Cu(NH3)s>" ionov v

vsakem vzorcu po enacbi 1 (Prenesti, 2002).
¢ (Cu(NH3)4?*) =V (CuSO4)/10 ml x ¢ (CuSO.) (1)

¢ = koncentracija,

V =volumen.
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Za umeritev spektrofotometra smo uporabili destilirano vodo z dodanim amonijakom. 1z
povpreénih vrednosti dobljenih absorpcij smo za vsak vzorec izraunali spektralno

prepustnost ali transmitanco (T) po enacbi 2.

T= 10-A600 (2)

Nase testne suspenzije so vsebovale CuO v nano in standardni velikosti. Koncentracije
CuO so bile 1, 10, 50, 100 in 150 mg I"*. Ko smo suspenzije pripravili, smo jih prefiltrirali
skozi filtrirni papir (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Nemcija) z velikostjo por 0,45 um.
Vzeli smo po 5 ml vzorca iz vsake suspenzije. Vsakemu vzorcu smo dodali po dve kapljici
koncentriranega amonijaka in izmerili absorpcijo pri 600 nm. Iz povpre¢nih vrednosti
dobljenih absorpcij smo izracunali spektralno prepustnost po enacbi 2, ki smo jo nato
primerjali s spektralno prepustnostjo raztopin CuSO4. Vsebnost Cu®* iona, je bila enaka

vsebnosti Cu(NHs)4** v raztopini CuSO, z enako spektralno prepustnostjo.

3.2.2 Merjenje prevodnosti suspenzij standardnega in nano CuO

V bidestilirano vodo smo zamesali dve osnovni suspenziji, prvo s 150 mg 1" standardnega
CuO in drugo s 150 mg I nano CuO, ter za kontrolo vzeli samo bidestilirano vodo.
Suspenzijam smo umerili pH na 4,5, nato pa meSali z magnetnim meSalom 545 MMH
(Tehtnica, Slovenija) na 50 °C stiri ure. Obe osnovni suspenziji (standardni in nano CuO)
smo red&ili na 5 koncentracij (I, 10, 50, 100, 150 mg 1) volumna 10 ml in jih
centrifugirali 1 uro na 20.000 obratov/minuto v centrifugi 3K30 (Sigma, Nemcija).
Supernatant smo odpipetirali v epruveto in izmerili prevodnost pri temperaturi 22 °C s
konduktometrom Seven Multi (Mettler Toledo).

3.2.3 Dolocanje mineralne sestave vodnih raztopin razliénih Kkoncentracij
standardnega in nano CuO z metodo rentgenske fluorescencne spektrometrije
s popolnim odbojem (TXRF)

Meritve koncentracij elementov v razlicnih koncentracijskih raztopinah standardnega in

nano CuO so bile opravljene na Institutu Jozef Stefan, na Odseku za fiziko nizkih in
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srednjih energij (F2) s pomocjo rentgensko fluorescencne spektrometrije s popolnim

odbojem (TXRF).

3.2.3.1 Rentgensko fluorescen¢na spektrometrija s popolnim odbojem (TXRF)

Rentgensko fluorescencna spektrometrija s popolnim odbojem (TXRF) je izredno
obcutljiva multielementarna tehnika za analizo elementov v sledeh v majhnih vzorcih
(nekaj pg), ki se nanesejo na gladko ravno podlago iz primerne snovi (obi¢ajno iz kremena
oz. silicija), imenovano reflektor. Moc¢no fokusiran rentgenski curek pada na opti¢no
gladko podlago pod kotom, ki je manj$i od kritiénega kota za popolni odboj (0<1,8 mrad
0z. 0<0,1°). To pri vecini snovi pomeni, da je vpadni rentgenski curek skoraj vzporeden s
povriino reflektorja (Slika 5, vir: Klockenkémper in Bohlem, 2001: 2006). Ce vpadni kot
preseze kriticnega, pogoj popolnega odboja ni ve¢ izpolnjen. Reflektivnost naenkrat pade
in rentgenski Zarki za¢no prodirati v snov (Kump, 1994). Popolni odboj pomeni, da se
zarek odbije z intenziteto skoraj 100 %, za razliko od navadne rentgensko fluorescencne
spektrometrije (XRF), kjer je odboj manjsi od 0,1 % (Klockenkdmper in Bohlem, 2001),
zato se v rentgenskem spektru moc¢no zmanj$a ozadje zaradi sipanja na podlagi in je

obcutljivost tehnike precej boljsa kot pri standardni rentgenski fluorescenci.

Osnova metode je enaka kot pri standardni rentgenski fluorescencni spektroskopiji.
Temelji na vzbujanju atomov oz. ionizaciji le-teh v K in L lupini s pomocjo rentgenske
svetlobe ter nadaljnji relaksaciji vzbujenega oz. ionizirajo¢ega atoma. Pri tem prihaja do
fotoefekta oz. do interakcije med fotonom in vezanim elektronom v atomu, presezek
energije se izseva kot karakteristi¢ni foton, ki sluzi za dolocanje tako kvalitativne kot tudi

kvantitativne sestave vzorcev.

Eksperimentalni sistem na 1JS je sestavljen iz rentgenske cevi z Mo-anodo (AEG,
Nemcija) kot izvora rentgenskega sevanja, totalno-refleksijskega modula, ki omogoca
pravilno oblikovanje in fokusiranje zarkovne linije rentgenskih Zarkov, in visoko
lo¢ljivostnega rentgenskega spektometra s Si-(Li) detektorjem (Princeton Gamma Tech

Co, ZDA, FWHM). Za napajanje rentgenske cevi se uporablja generator Philips PW-
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1010/80 z mocjo 1000 W, z moznostjo nastavitve napetosti med 10 in 54 kV in toka med 6
in 36 mA. Za vzbujanje vzorca uporabljajo Mo difrakcijsko rentgensko cev (Rich. Seifert
& Co.) s finim fokusom 0,4x8 mm?, ki se napaja z napetostjo 40 kV (Necemer, 1995).
Visokolocljivostni rentgenski spektrometer s polprevodniskim Si-(Li) detektorjem
sestavljajo $e visokonapetostni izvor, ojac¢evalnik, analogno-digitalni pretvornik (ADC) in
veckratni analizator. Vse enote so zdruzene v integriranem signalnem procesorju M 1520

in MCA racunalniski kartici S100 (Canberra, ZDA) (Kump, 1994; Pongrac, 2004).

Si(Li)-detektor

primarni Zarek popolnoma

odbit Zarek

_—— /

kvaréno stekelce

Slika 5: Shematski prikaz principa delovanja TXRF metode (vir: Klockenkdmper in Bohlem, 2001: 2006).

3.2.3.2 Priprava vzorcev

Vzeli smo supernatant iz opisanega postopka v poglavju 1.2.2. Dva ml supernatanta smo
sklopili z 20 ul galijevega standarda in 10 pl raztopine nanesli na sredino Cistega TXRF
reflektorja iz kvar¢nega stekla. Ko se je kapljica posuSila, smo na isto mesto ponovno

kanili 10 pl raztopine, silicijeva stekelca dali v eksikator in pocakali, da so se posusila.

3.2.3.3 Potek meritev

Curek rentgenskih zarkov smo usmerili na reflektor z vzorcem pod kotom, manj$im od
kriticnega kota za totalni odboj, detektor smo priblizali reflektorju na manj kot 1 mm
razdalje. V vzorec smo Ze ob pripravi dodali znano koli¢ino internega standarda, ki je bil v

nasSem primeru galij. Z uporabo ustreznega racunalniSkega programa smo nato izracunali
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koncentracije ostalih elementov glede na interni standard. Dobljene spektre smo analizirali
s programom AXIL, kvantitativno analizo spektrov pa smo naredili s programom QAES
(Pongrac, 2004).

3.3 DOLOCANJE KONCENTRACI ELEMENTOV V POGANJKIH IN
KORENINAH SONCNIC (TXRF) (GLEJ POGLAVIJE 3.2.3.)

Meritve koncentracij elementov v poganjkih in koreninah sonénic so bile opravljene na
Institutu Jozef Stefan, na Odseku za fiziko nizkih in srednjih energij (F2), z uporabo

rentgenske fluorescenéne spektrometrije s popolnim odbojem (TXRF).

3.3.1 Priprava vzorca

Liofilizirane vzorce korenin in poganjkov smo s teko¢im duSikom v terilnici uprasili in v
epruvete zatehtali po 100 mg vzorca korenin in poganjkov. V vsako epruveto z vzorcem
smo odpipetirali po 5 ml kislinske meSanice za mineralizacijo, ki smo jo pripravili iz
koncentrirane HNO3 in HCIO4 (Merck) v razmerju 7:1. Vzorce smo ¢ez no¢ pustili v
digestoriju, da se je rastlinski material dobro prepojil z meSanico kislin. Naslednji dan smo
priceli z mineralizacijo, ki je potekala v digestoriju. Epruvete so bile nameScene v
termoblok, ki smo ga postopno segrevali do 150 °C, dokler kislinska meSanica ni
popolnoma izparela. Postopek je trajal priblizno teden dni. Paziti smo morali, da kislina ne
prekoraci roba epruvete. Po koncani mineralizaciji smo epruvete z vzorcem pokrili in jih
hranili v hladilniku. Tik pred merjenjem smo vzorce z razklopljenim materialom raztopili v
5 ml 0,2 % HNOs in jih premesali na vorteksu EV-100 (Tehtnica, Slovenija). Iz vsake
epruvete smo odpipetirali po 1 ml vzorca in ga prenesli v novo epruveto. V novo epruveto
z vzorcem smo dodali po 10 pl galija (interni standard) in zvorteksirali. Za natan¢no
analizo je bilo zelo pomembno, da je bil interni standard enakomerno pomesan z vzorcem,
tako da je bil vzorec homogen. Odpipetirali smo 10 ul meSanice in jo nanesli na sredino
kvarcnega stekelca. Ko se je kapljica posusila, smo na isto mesto ponovno nanesli 10 pl
mesanice. Stekelce smo nato prestavili v eksikator in pocakali, da se je vzorec na njem

posusil.
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Ker se posamezno kvar¢no stekelce uporabi veckrat, smo ga pred nanosom svezega vzorca
ocCistili. Najprej smo stekelca sprali z detergentom (Kemex) pod teko¢o vodo, nato pa Se z
0,2 % HNOs. Sledilo je spiranje z destilirano vodo in acetonom. Preden smo nanje nanesli

vzorce, smo jih obrisali do suhega.

3.4 MERJENJE LIPIDNE PEROKSIDACIJE

Koli¢ino lipida MDA (malondialdehid), ki je merilo za lipidno peroksidacijo, smo v vzorcu
dolocili spektrofotometricno po metodi TBA, ki temelji na kislinski razgradnji lipidnih
hidroperoksidov v MDA. Ta reagira s tiobarbiturno kislino (TBA), da nastane rdec
produkt, kateremu izmerimo absorbanco pri valovnih dolzinah 532 nm in 600 nm (Ortega

— Villasante in sod., 2005).

3.4.1 Priprava rastlinskega materiala in potek meritev

Za analizo lipidne peroksidacije smo rastline ponovno vzgojili po postopku, opisanem v
poglavju 1.2.1, le da smo imeli le 5 tretmajev — poleg kontrole §e CuO v standardni in nano
obliki v koncentracijah 10 mg 1™ in 100 mg I"". Skupaj smo imeli deset a3, za vsak tretma
po dve, saj smo meritve lipidne oksidacije izvedli dvakrat, pri dveh dneh tretiranih
rastlinah in pri Stirih tednih tretiranih rastlinah. Rastline smo lo¢ili na korenine in
poganjke. Nadaljnji postopek je prirejen po protokolu Heath in Packer (1968). Svez
rastlinski material smo strli s teko¢im duSikom, v oznacene epice zatehtali po 100 mg
zmrznjenega vzorca in jih shranili na -80 °C. Vzorcem smo nato dodali 2 ml 5 %
trikloroocetne kisline ter jih zvorteksirali. Nato smo vzorce centrifugirali 10 minut pri
12000 g in 4 °C v centrifugi 3K30 (Sigma, Nemcija). Iz vsake epice smo odpipetirali
dvakrat po 0,9 ml supernatanta v novo 2 ml epico. Vsaki smo dodali 0,9 ml raztopine 0,5
% TBA 20 % triklorocetni kislini (TCA). Pokrovcke epic smo preluknjali in jih inkubirali
30 minut v vodni kopeli na 95 °C. Po koncani inkubaciji smo epice prenesli na led in jih
centrifugirali 1 minuto na 12000 g pri 4 °C. Takoj smo s spektrofotometrom 8452A (HP-
Hewlett Packard) ter ra¢unalniskim programom UV Probe 2.32 (Chimatzu corporation)
izmerili absorbanco pri valovnih dolZinah 532 nm in 600 nm. Uporabili smo PS kivete

(Brand, Nemc¢ija) za enkratno uporabo in jih po meritvi zavrgli. Za umeritev
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spektrofotometra smo vzeli 0,9 ml 5% TCA z 0,9 ml 0,5 % TBA v 20 % TCA. S pomocjo
predhodno narejene umeritvene krivulje, smo iz dobljene razlike absorpcij (enacba 3)
izraCunali koncentracijo lipida MDA. Da smo dobili koncentracijo MDA lipida v vzorcu,

smo morali preracunati dobljen rezultat na sveZo maso vzorca (enacba 4).

(A (532 nm) — A (600 nm))/155*1000 ..(3)
A=absorbanca

Koncentracija MDA (nM)/0,1 g .. (4)

3.4.1.1 Priprava5 % TCA
Zatehtali smo 10 g triklorocetne kisline (TCA) - CCIsCOOH (Merck, Nemcija) ter dolili

destilirano vodo do 200 ml. Cago z raztopino smo hranili na ledu.

3.4.1.2 Priprava0,5% TBA v 20 % TCA

V 150 ml destilirane vode smo raztopili 30 g TCA (Merck, Nemcija) in tako dobili 20 %
TCA. Raztopini smo dodali 0,75 g tiobarbiturne kisline (TBA) — C4H4N,0,S (Fluka,

Nemcija), ki Smo jo raztopili s pomoc¢jo magnetnega mesala. Tako smo dobili raztopino 0,5
% TBA v 20 % TCA, ki smo jo hranili na ledu.

3.5 PRIPRAVA PREPARATOV ZA DOLOCANJE MITOTSKEGA INDEKSA

Mitotski indeks smo dologili pri 5 tretmajih: kontroli, standardni CuO 10 mg 1™, standardni
CuO 100 mg I"*, nano CuO 10 mg I"* ter nano CuO 100 mg I™*. Rastline so bile tretirane
samo dva dni. Za opazovanje citoloSkih parametrov smo pripravili trajne mikroskopske
preparate. Vzor¢ne korenine smo pobarvali po Feulgenu in Rossenbeck (1924) po
postopku, prirejenem po Greilhuberju in Ebertovi (1994), ki je objavljen v Dolenc Koce
(2001). Pri vsakem tretmaju smo odrezali korenine in jih sprali z destilirano vodo ter

osuSili s papirnato brisaCko. Locili smo 1 cm dolge odrezke, saj smo potrebovali le

29



Kovacec E. Lokalizacija bakra in biokemijske spremembe v koreninah navadne sonénice ... nanodelcev bakrovega oksida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

koreninske vrsicke. Odrezke smo dali v oznaéene steklene petrijevke s SM klorovodikovo
kislino (HCI) sobne temperature in jih pustili 30 minut, da je potekla hidroliza. S pipeto
smo odstranili HCI, odrezke popivnali z brisacko in jih dali v ledeno mrzlo destilirano
vodo, da smo ustavili hidrolizo. Po 5 minutah smo vodo odpipetirali in dodali Schiffov
reagent, ki se veze na DNA. Ko so se odrezki obarvali vijoli¢no, priblizno po 40 minutah,
smo odpipetirali reagent in ga dali v odlagalnik za strupene odpadke. Sledilo je razbarvanje
reagenta, ki ni vezan, s SO, vodo za 10 minut. VVzorce smo zopet sprali z destilirano vodo
sobne temperature. Za najve¢ 10 minut smo dodali 45 % ocetno kislino, ki zmehca
korenine. Odrezali smo vrSicek z meristemom, ki je temneje obarvan (1-3 mm), in
pripravili meckani preparat tako, da smo vrSi¢ek polozili na objektno steklo, nanj kanili
kapljico 45 % ocetne Kisline in ga pokrili s krovnim steklom. Nato smo s preparirno iglo
meckali preparat od sredine navzven v vseh smereh. Na koncu smo preparat prekrili s filter
papirjem in pritisnili s palcem tako, da smo osusili visek ocetne kisline. Da bi bil preparat
trajen, smo stekelca dali na suhi led (CO, v trdnem stanju) za 4 minute, da je tkivo
primrznilo na objektno steklo in z britvico odstranili krovno steklo. Preparate smo nato 3
minute dehidrirali v 96 % etanolu. Cez no¢ smo jih v temi susili v digestoriju, naslednji
dan pa smo na preparate kanili kapljico sredstva DPX (Fisons, VB) in pokrili s krovnimi
stekli. Pred pregledovanjem preparatov so se le-ti susili dva do tri dni v temi pri sobni

temperaturi.

3.5.1 Priprava Schiffovega reagenta

4 g pararosanilnega klorida (Sigma, ZDA) smo raztopili v 300 ml vrele destilirane vode,
premesali in pustili, da se ohladi na 50 °C. Raztopino smo nato vakuumsko prefiltrirali
preko dveh filtrov s steklenimi vlakni (GF/C Whatman, ZDA), dodali 120 ml 1M HCI in
12 g kalijevega metabisulfita (K2S,05) (Merck, Nem¢ija). Raztopino smo pustili stati ¢ez
no¢ v temi pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo dodali 4 g aktivnega oglja za
razbarvanje (Sigma, ZDA) in pomesali. Raztopino smo nato vakuumsko prefiltrirali preko
filtra iz steklenih vlaken v suho steklenico. Pripravljen reagent smo shranili v temi na 4 °C

v hladilniku. Tako shranjen reagent je uporaben tri do Stiri mesece.
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3.5.1.1 Priprava SO, vode

SO, vodo vedno pripravimo svezo. Za pripravo 0,5 1 SO, vode smo zmesSali 495 ml
destilirane vode in 5 ml 5 M HCI ter dodali 2,5 g K;S,05 (Merck, Nemcija).

3.5.2 Analiza mikroskopskih preparatov

Preparate smo opazovali s svetlobnim mikroskopom Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss) pri
400- in 1000-kratni povecavi. Na tretma smo pregledali 5 preparatov ter na vsakem vsaj
1000 jeder. Steli in zapisovali smo si $tevilo interfaznih jeder ter mitotskih jeder, pri
katerih smo si zabelezili Se fazo mitoze. Iz dobljenih podatkov smo izracunali delez delecih

se celic — mitotski indeks (MI) po enacbi 5.

MI (%) = (n *100) / N ... (5)
MI (%) = mitotski indeks izrazen v odstotkih,
N = $tevilo delecih se celic, ki smo ga izracunali kot vsoto vseh celic v mitozi,

n = §tevilo vseh pregledanih jeder v koreninskem vrsicku.

3.6 PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA ZA MERITVE MIKRO-PIXE TER
SINHROTRONSKE MERITVE NA ZARKOVNIH LINIJAH TWIN-MIC IN SISSI

Po stirih tednih tretiranja smo korenine sprali z destilirano vodo ter rastlinam odrezali
koscke korenin in koreninske vrsi¢ke. Zavili smo jih v aluminijasto folijo in zamrznili v
termobloku, najprej v tekoCem propanu s temperaturo talisca -187,7 °C, ter jih po 1 minuti
prestavili v teko¢i duSik s temperaturo taliS¢a -196 °C. Po nekaj minutah smo jih prestavili
v rotacijski mikrokriotom CM 3050 (Leica, Nemcija), kjer je bila temperatura komore -32
°C. Na bloke smo nanesli zamrzovalni vklopni medij Jung tissue freezing medium (Leica,
Nemcija) ter hitro, preden se je medij strdil, nanj postavili pravilno orientiran vzorec. Pri
steblu in korenini smo Zeleli dobiti precni prerez, pri koreninskem vrSicku pa vzdolzen
prerez preko meristema. Nato smo blok z vzorcem ¢vrsto z vijakom vstavili v vpenjalo. Z

novim, nepoSkodovanim jeklenim nozem (Leica, Nem¢ija) smo z rezalno roko serijsko
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rezali zamrzovalni medij, dokler nismo prisli do vzorca, ki se giblje vertikalno vzdolz noza
kriotoma in se pomika naprej za nastavljeno debelino po vsakem odrezu. Debelino reza
smo nastavili na 20-25 um za meritve na zarkovni liniji Twin-Mic in SISSI ter na 30 um
za vzdolzni prerez korenine vrSicka in 60 um za precni prerez korenine za meritve z mikro-
PIXE. Pod lupo MZ6 (Leica, Nemcija) smo pregledali nastalo rezino in samo cele ter
neposkodovane rezine previdno prenesli s fino zakrivljeno pinceto v ohlajene, oznacene
kovinske loncke ter jih pokrili s kovinskim pokrovékom. Ko smo z rezanjem zakljudili,
smo komplet lonckov prenesli v jekleno posodo, dolili tekoc¢i dusik in posodo ¢im hitreje
prenesli v liofilizer. Po dveh dneh so bili vzorci popolnoma suhi. Rezine smo previdno
prelozili v steklene petrijevke, jih pokrili z objektnimi stekli in tako preprecili zvijanje
rezin ter jih shranili v eksikator. Za meritve smo vsaki¢ pregledali vse rezine pod lupo
MZ8 (Leica, Nemcija) in izbrali najlepSe rezine, ki smo jih nato prestavili v plasti¢ne
petrijevke, pokrili z objektnimi stekli ter zapakirali v stiroporasto Skatlo s silika gelom,
tako da so bile nepremi¢ne. Pred meritvijo smo nato rezine namestili na ustrezne nosilce,

kot je opisano v nadaljevanju.

3.7 LOKALIZACIJA ELEMENTOV V KORENINAH SONCNIC Z METODO
PROTONSKO INDUCIRANE EMISIJE RENTGENSKIH ZARKOV ALI MIKRO-
PIXE (PROTON INDUCED X-RAY EMISSION)

Porazdelitev elementov v koreninah son¢nice smo najprej dolocili z metodo mikro-PIXE
na ionskem pospeSevalniku »Tandentron« v Mikroanalitskem centru Odseka za fiziko
nizkih in srednjih energij (F2) Instituta Jozef Stefan. Meritve mikro-PIXE smo izvedli na

merilni postaji z ionskim mikrozarkom.

3.7.1 Opis metode mikro-PIXE

Ionski mikrozarek je naprava, s katero je mogoc¢e meriti elementne porazdelitve v snoveh z
lateralno lo€ljivostjo enega mikrometra. Zaradi posebnih lastnosti je protonski Zarek zelo
koristno orodje pri karakterizaciji mikroskopskih struktur v snovi. Z ionskim mikroZarkom
obi¢ajno merimo elementne mape s tehniko Protonsko vzbujenih rentgenskih Zarkov

(PIXE). Metoda je nedestruktivna in natan¢na, saj omogoca vzporedno detekcijo skoraj
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vseh elementov periodnega sistema (tezjih od natrija). Je dokaj hitra in obcutljiva, saj
dolo¢a vsebnosti nekaterih elementov tudi takrat, ko nastopajo koncentracije pod 10
delcev (ppm). Prav zaradi teh lastnosti je metoda uporabna v okoljskih raziskavah, analizah
materialov, arheometriji, medicini, biologiji, geologiji. Za analizo elementov v bioloskih
tkivih je zelo pomembna priprava vzorcev, saj med pripravo ne sme priti do
prerazporejanja elementov. NajprimernejSa je kriofiksacija hidriranih (liofiliziranih)
vzorcev, brez uporabe kemi¢nih fiksativov in kriosubstituentov, saj le-ti vplivajo na
porazdeljevanje dolocenih elementov, pa tudi na kon¢ne izmerjene koncentracije, saj med

postopkom fiksacije lahko prihaja do spiranja elementov (Vogel-Mikus in sod. 2009).

elektron e
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® &
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-3
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Slika 6: Shematski potek dogajanja pri meritvi mikro-PIXE.

(vir: Microanalytical centre — MIC, Environment, 3.4.2012)

Tudi metoda mikro-PIXE temelji na principu rentgenske fluorescence, le da tu atome
vzbujamo s protoni preko elektromagnetne ali coloumbske interakcije, kjer pospeSeni
protoni izbijejo elektrone iz notranjih lupin atoma (Small, 1993, Maenhaut in Malmqvist,
1993, cit. po Vogel-Mikus, 2006). Ko je atom vzbujen, je nestabilen in z viSkom energije,
ker mu na eni lupini manjka elektron. Vrzel v elektronski lupini se nato lahko zapolni z
elektronom iz manj vezanega stanja v procesu relaksacije. Razlika v energiji pri prehodu
elektrona med stanjema se lahko izseva kot foton rentgenske svetlobe (Slika 6). Ker ima
vsak element razlicne vezavne energije za posamezna stanja elektronov v lupinah (K, L,

M), se pri procesu rentgenske fluorescence izsevajo za vsak element karakteristi¢ni
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rentgenski zarki, na podlagi katerih lo¢imo posamezne elemente med seboj. Za analizo
elementov v vzorcu je potrebno meriti spekter fluorescencne rentgenske svetlobe, ki smo
jo vzbudili v vzorcu. Za ta namen uporabljamo rentgenske spektrometre, ki merijo energijo
in Stevilo rentgenskih Zzarkov, torej energijsko porazdelitev fluorescenéne rentgenske
svetlobe. Osnovni del rentgenskega spektrometra je detektor, za katerega je vazno, da loci

po energiji karakteristicne rentgenske zarke sosednjih elementov v periodnem sistemu.

3.7.1.1 Priprava vzorca

Pri mikro-PIXE smo uporabili preéne prereze korenin debeline 60 um ter vzdolzne prereze
koreninskih vrSickov debeline 30 pm. Posamezne rezine smo namestili na aluminijaste
nosilce med dva tanka sloja pioloformske folije (Vogel-Mikus in sod., 2009). Z vijakom in
matico smo nosilca dobro stisnili skupaj in po robu zalepili z meSanico lepil Araldite resin
in Araldite hardener (Rapid, Anglija) ter ¢ez noc¢ susili v eksikatorju. Pripravljene vzorce

smo slikali pod lupo Stemi SV11 (Carl Zeiss) in mikroskopom Axioskop 2 MOT.

Slika 7: Aluminijasta nosilca z mikrorezinami poloZenimi med dve foliji pioloforma za meritve mikro-PIXE.

(a) precni prerezi korenine tretmaja nano CuO 100 mg I, (b) vzdolzni prerezi koreninskega vricka kontrole.
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3.7.1.2 Potek meritev

Pri metodi mikro-PIXE rastrsko pregledujemo izbrano polje vzorca. Pri energiji protonov 2
MeV je najvedja pregledna povrsina 2,5x2,5 mm?, pri energiji 3 MeV pa 2x2 mm?. Pri
meritvah smo uporabili ionski tok 400 pA. Nosilec vzorcev (Slika 7) smo pritrdili na
napetostni vakuumski goniometer v merilni vakuumski celici. Za meritev enega vzorca
smo porabili povpreéno dve uri zarkovnega Casa. Posneti spektri so Se nato analizirali z
GEOPIXE II ra¢unalniSkem programu in s simultano uporabo STIM (Scaning transmission
ion microscopy), ki omogoca kvalitativne in kvantitativne analize porazdelitve elementnih

map (Maxwell in sod., 1989, 1995, Campbell in sod., 2000, cit. po Vogel-Mikus, 2006).

3.7.1.3 Obdelava podatkov

Za vsak tretma, tako za pre¢ni kot vzdolzni prerez, smo posneli mape elementov: Mg, P, S,
K, Ca, Mn, Fe, Cu in Zn. Rezultate smo dobili kot Excelove .csv dokumente in kot .png
slike. Vec€ino analiz smo naredili v racunalniSkem programu BioPhotonics Imagel
(http://rsb.info.nih.gov/ij/). S pomo¢jo ROI Manager smo oznalili podro¢ja posameznih
tkiv, za rizodermis smo se orientirali predvsem po mapi Fe in Ca, za zilo po K, za
koreninsko ¢epico po S, ter si vedno pomagali s slikami morfoloskih struktur rezin, ki smo
jih posneli z metodo STIM (Scanning transmission ion microscopy), in s svetlobnim
mikroskopom. Nato smo iz posameznih obkroZenih regij (tkiv) izraCunali koncentracije
posameznega elementa. Tudi Pearsonov korelacijski koeficient (Rr), Mandersov prekrivni
koeficient (R) in korelacijski kvocient intenzitet (ICQ) smo izracunali s pomocjo programa
ImageJ, le da smo slike spremenili v 8-bitne in uporabili metodo, imenovano Korelacijska
analiza intenzitet (Intensity Correlation Analysis). Za kolokalizacijske mape elementov
smo .csv dokumente z matriko pretvorili v stolpec (.edf) in s programom PyMca
(http://pymca.sourceforge.net/), oz. podprogramom “Mca to Edf converter”, dokumente
pretvorili v .edf dokumente. Nato smo s podprogramom "RGB Correlator” odprli vse .edf
dokumente ene rezine (za posamezni element). Kolokalizacijske mape smo naredili tako,
da smo za vsako Zeleno porazdelitveno mapo izbrali po en kanal (rdec, zelen ali moder), po

potrebi prilagodili intenziteto barve in sliko shranilo kot .png dokument.
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Slika 8: Primer posameznih tkiv v programu Image]J za: A) vzdolzni prerez koreninskega vrsicka (1-celotna
povrsina rezine, 2-rizodermis, 3-skorja, 4-zila, 5-meristemska regija, 6-koreninska ¢epica) in B) pre¢ni prerez

zrele korenine (1-celotna povrsina rezine, , 2-skorja, 3- rizodermis, 4-endodermis, 5-zila).

3.8 SINHROTRON

Ce imamo na razpolago dovolj energije, lahko delce pospesimo do hitrosti, ki so blizu
svetlobni hitrosti. Najenostavneje je pospesevati nabite delce, in sicer elektrone. Gibanje in
nihanje elektronov tako povzroca elektromagnetno valovanje z razlicnimi valovnimi
dolzinami. Napravam, s pomo¢jo katerih pospeSujemo nabite delce (npr. elektrone) do
visokih hitrosti s pomocjo usklajenih elektri¢nih in magnetnih polj v vakuumu, imenujemo
pospesevalniki. Delimo jih na nizkonapetostne in visokonapetostne ter linearne in krozne
pospeSevalnike. Prednost kroZnih pospeSevalnikov je, da zavzamejo manjSe obmocje kot
linearni. Delci se gibljejo v krogu, dokler ne doseZejo zadostne energije. Najbolj znana
krozna pospeSevalnika sta ciklotron in sinhrotron. Ciklotroni so manjs$i krozni
pospesevalniki reda velikosti do nekaj metrov, medtem ko imajo sinhrotroni premer okrog
100 metrov. V sinhrotronu krozijo delci v vakuumski cevi po obodu. Sinhrotronska
svetloba nastaja pri zavijanju elektronov v magnetnem polju, ko elektroni izgubljeno
energijo v obliki fotonov izsevajo v okolico. Sinhrotronski pospesevalnik je sestavljen iz
elektronske puske, linearnega pospeSevalnika, predpospesevalnika, shranjevalnega obroca,

zarkovnih linij in eksperimentalnih postaj (Slika 9).
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Slika 9: Glavni deli sinhrotronskega pospeSevalnika: elektronska puska (1), linearni pospesevalnik (2),

predpospesevalnik (3), shranjevalni obro¢ (4), zarkovna linija (5), eksperimentalna postaja (6).

V osnovi so bili sinhrotroni namenjeni preucevanju elementarnih delcev, ko pa so leta
1947 v ZDA odkrili sinhrotronsko svetlobo, katere spekter je zvezen in se svetloba razteza
vse od infrardeCe prek vidne in ultravijolicne do rentgenske svetlobe, je pomen sinhrotrona
dobil nove razseznosti. Zaradi te lastnosti je sinhrotronska svetloba uporabna v
nanotehnologiji, za proucevanje virusov, pri razvoju zdravil, za medicinsko diagnostiko,
pri proucevanju lastnostih Zivil, za ugotavljanje posledic globalnega segrevanja, za razvoj
novih energetskih virov, pri razvoju novih materialov, za doloc¢anje starosti arheoloskih
izkopanin. Snop sinhrotronske svetlobe je zelo ozek, Sirokega spektra in izjemno velike

intenzitete (Pajor, 2005).

3.8.1 Sinhrotron Elettra

Sinhrotron Elettra (Slika 10) se nahaja v Bazovici tik ob drzavni meji med Italijo in
Slovenijo na italijanski strani. Ob svojem zagonu leta 1993 je ta sinhrotron veljal za enega
najsvetlejSih izvorov sinhrotronske svetlobe, danes ga letno uporablja ve¢ kot 1000

uporabnikov s podrocja biologije, kemije, medicine, fizike materialov in povrsin.
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Slika 10: Sinhrotron Elettra, Trst (Italija) in zarkovne linije (vir: Elettra — Beamlines, 9.8.2012).

Shranjevalni obro¢ Elettre je mnogokotnik, ki ima 12-sledno simetricno strukturo.
Elektronski zarek z energijo 2 GeV in tokom 400 mA ima nezvezno ¢asovno strukturo,
sestavljeno iz ozkih paketov periode 2 ns. Za odklanjanje elektronskega zarka poskrbijo
odklonski magneti. Sestavljeni so iz dipolnih magnetov, ki odklonijo elektronski Zzarek za
15°, za regulacijo in fokusacijo zarka poskrbijo najprej kvadropolni, nato pa $e heksopolni
magneti. Med zaporednimi odklonskimi magneti so ravni odseki, kjer je prostor za
vgradnjo undulatorjev ali wigglerjev, ki sluzijo za doseganje velike intenzitete na ozkem
spektru svetlobe (Slika 11). Shranjevalni obro¢ je namenjen le vzdrzevanju takih
elektronov s konstantno energijo. Elektrone je treba najprej pospesiti na energije med 1,0
do 1,5 GeV. Za ta namen uporabljajo linearni pospeSevalnik. Transportni sistem pripelje
zarek do shranjevalnega obroca, kjer se nato vbrizga v shranjevalni obro¢. Ponavadi se
elektronski zarek vbrizgava enkrat dnevno, pri cemer vbrizg traja nekaj 10 min, lahko pa
zarek vbrizgavajo po malem vsakih nekaj minut ("top up mode"). Stirje radiofrekvenéni
resonatorji (500 MHz) vzdolz obroca pospesijo elektrone na 2,0 GeV, nato pa vzdrzujejo
zarek pri tej energiji, saj zaradi sinhrotronskega sevanja izgublja energijo, in sicer izgubi
en elektron 256 keV/obhod. Cev je iz 2 mm debele nerjavne jeklene ploc¢evine s presekom

85 mm?. V obrocu je ultra visoki vakuum p = 10°-10" mbar, kar zagotavlja majhno
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nanodelcev bakrovega oksida.

sipanje zarka elektronov na preostalih atomih. Za vakuum skrbijo ionsko geterske ¢rpalke
in ¢rpalke z neevaporacijskimi getri. Ve¢ tehni¢nih podatkov si lahko ogledate v Tabeli 1.
Sinhrotronsko svetlobo s pomocjo zarkovne linije vodimo do eksperimentalnih postaj, kjer
uporabniki izvajajo poizkuse. Zarkovna linija vsebuje veliko naprav, ki se uporabljajo za
usmerjanje in fokusiranje zarkov. Zaradi visoke zahtevane natancnosti so te naprave
zgrajene iz motorjev in senzorjev, katerih resolucije se gibljejo v mikrometerskem in
nanometerskem podroc¢ju. Danes ima sinhrotron Elettra 23 zarkovnih linij, v bliznji

prihodnosti pa nacrtujejo Se izgradnjo dveh novih (Slika 10).

Preglednica 1: Nekateri tehni¢ni podatki sinhrotrona Elettra.

Polmer shranjevalnega obroca 41,2 m
Obseg shranjevalnega obroca 259,2 m
Energija zarka v obrocu 0,7-2,0 GeV
Tok v obrocu pri energiji 2 GeV 400 mA
Razpolovni Cas zarka pri 250 mA 26 ur
Frekvenca obhoda 1,157 MHz
Stevilo kroze¢ih paketov Od 1do 432
Casovni presledek med paketi 864 do 2 ns
Izgube energije zarka na obhod 255,7 keV
Izgube energije zarka na obhod z undulatorji | 290,2 kev
Stevilo uklonskih magnetov 12
Magnetno polje v odklonskih magnetih 12T
DolZina ravnih odsekov za undulatorje 6 m; 4,8 m uporabna
Stevilo ravnih odsekov za undulatorje 11
Magnetno polje v undulatorjih 0,44-056 T
Magnetno polje v wigglerju 15T
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3.8.2 Zarkovna linija Twin-Mic (A twin soft X-ray transmission and emission

spectromicroscope)

Ena izmed Zzarkovnih linij na sinhrotronu Elettra je TWIN-MIC (BL1.1L), ki omogoca
raziskave heterogenih vzorcev s pomocjo rentgenske spektromikroskopije. Omogoca
mikrokarakterizacijo tako trdnih in tekocCih kot plinastih snovi. Rentgenski mikroskop na
sinhrotronsko svetlobo je prvi instrument, ki zdruzuje presevni nacin mikroskopije in
fluorescencéno spektromikroskopijo v eni napravi. V primerjavi s svetlobno, pa tudi
elektronsko mikroskopijo, tu krajSa valovna dolzina vzbujevalne rentgenske svetlobe
omogoca vecjo opti¢no locljivost (pod 1 um do nekaj 10 nm) in prodornost, tako da za
opazovanje podrobne strukture vzorcev, le-teh ni potrebno rezati na ultratanke rezine kot

pri npr. presevni elektronski mikroskopiji.

im 16m 18m 20m 22m 24m 2Tm
g () 49—_*:5-0—.)
TFM 8§

End-station

Twinmic BL

e . SAM

Slika 12: Shemati¢ni prikaz TwinMic Zarkovne linije z 1 m dolgim undulatorjem (UND), sferiénim zrcalom
(SAM), ravnim monokromatorjem (PGM), toroidalnim zrcalom (TFM) in fresnelovo le¢o (vir: Elettra - A
twin..., 9.4.2012).

Vir rentgenske svetlobe je U5.6 undulator z dolzino 1 m. Optika mikroskopa je sestavljena
iz treh enot, in sicer visokolo¢ljivostnega monokromatorja tipa SX-400, ki deluje v
energijskem obmocju od 400-2200 eV, toroidnega fokusnega zrcala in Fresnelove lece, s
katero lahko fokusiramo Zarek v pego s premerom od 1,2 um do 20 nm. Za zajemanje
signala v transmisiji se uporablja CCD kamera (Andor Ixona), za zajemanje rentgensko
fluorescen¢nega signala pa 8 SD (silicon drift) detektrojev (Slika 12). TwinMic mikroskop
je opremljen z Labview programsko opremo na treh racunalnikih, ki je bila razvita s

pomocjo Instituta Jozef Stefan. Meritve se lahko opravljajo v zraku, pogojeni plinski
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atmosferi ali vakuumu. Presevni, pa tudi rentgenski fluorescen¢ni nacin mikroskopiranja je
omejen na vzorec, ki ni debelejsi od nekaj 10 um in vecji od 5x5 mm (Elettra - A twin ...,

9.4.2012).

Na zarkovni liniji smo dobili odobren merilni ¢as od 24. do 28.10.2011 (v okviru projekta
20110043, "Localization of elements, structural and functional organic compounds, and
speciation of Cu in sunflower roots treated with CuO nanoparticles”), kjer sta s pomocjo
operatorjev meritve opravljala doc. dr. Katarina Vogel-Mikus$ in znanstvenik z Instituta
Jozef Stefan, dr. Peter Kump. Mapiranje vzorcev je potekalo v vakuumu pri energiji 1,425

keV z zarkom premera 1,2 pm. Dobljeni podatki so bili analizirali s programom PyMCA.

3.9 FTIR SPEKTROSKOPIJA

Infrardeca spektroskopija z uporabo Fourierjeve transformacije (FTIR) je ena najpogosteje
uporabljenih metod infrardeCe spektroskopije. Pri tej metodi vzorec presvetlimo z
infrardeco svetlobo, pri ¢emer se nekaj svetlobe absorbira v vzorcu, ostala pa preide skozi
(preseva). Frekvenc¢no odvisnost absorpcije tvori infrarde¢i spekter. Ta predstavlja
molekulski prstni odtis vzorca z absorpcijskimi vrhovi, ki ustrezajo dolo¢enim vrstam
nihanj atomov v molekuli. Vsaka molekula ima edinstven infrardeci spekter, zato je
infrardeca spektroskopija idealna metoda za pozitivno identifikacijo (kvalitativno analizo)
neznanih snovi. Ker je velikost vrhov v spektru neposredno odvisna od koli¢ine snovi, je z
modernimi, ra¢unalnisko podprtimi algoritmi infrardea spektroskopija tudi zelo dobro
orodje za kvantitativno analizo komponent v zmeseh (Introduction to ... , 2005). Infrardeci
spekter pa ni odvisen samo od vrste atomov in kemijskih vezi, ampak tudi od njihove
medsebojne orientacije. To vrsto frekvenéne odvisnosti uporabimo pri strukturnih Studijah

molekul in molekulskih agregatov.
FTIR obic¢ajno ne zahteva posebnih postopkov za pripravo vzorca, zato dodatne kemikalije

vecinoma niso potrebne. Tudi sama metoda je nedestruktivna, saj ne poSkoduje bioloskih

vzorcev (Introduction to ..., 2005).
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Optika, ki se uporablja v modernih FTIR spektrometrih, je kompaktna in robustna (Fourier
..., 2008). Gibljivo ogledalo v interferometru je namre¢ edini premikajo¢i se del

instrumenta, zato je moznost mehanske okvare zelo majhna (Introduction to ... , 2005).

3.9.1 Postopek analize vzorcas FTIR

Sevajode kerami¢no telo oddaja infrardeto svetlobo. Zarek te svetlobe potuje skozi
aperturo, ki uravnava koli¢ino energije, ki doseZe vzorec (in posledi¢no detektor). Zarek
vstopa v interferometer, kjer nastane »spektralno kodiranje« - dobimo interferogram (Slika
13). Skozi interferometer prehaja tudi laserski zarek. Njegova vloga je kalibracija valovne
dolzine infrardece svetlobe, nadzor poloZaja ogledala in sprozanje zajemanja podatkov v
spektrometru. Zarek nato doseze detektor, kjer potede zajemanje signala (interferograma).
Racunalnik digitalizira izmerjeni interferogram in izvede Fourierjevo transformacijo, s

¢imer izracuna infrardeci spekter (Introduction to ... , 2005).

IR Source Mirror

Optical Path

Mirror Sample

i 7

Mirror

sample C

Slika 13: Zgradba merilnega instrumenta za FTIR (vir: Introduction to ..., 2005: 6).

Ker se absorpcijska intenziteta izraza na relativni skali, je potrebno izmeriti tudi spekter
ozadja. Obicajno to pomeni meritev brez vzorca. Spekter ozadja nato primerjamo S
spektrom vzorca, pri ¢emer izraCunamo »delez prepustnosti«. Rezultat tega postopka je
spekter, iz katerega je odstranjen vpliv instrumenta, torej vse spektralne lastnosti, ki
izvirajo zgolj iz vzorca. Ena sama meritev ozadja zadoS¢a za mnogo meritev vzorca, Ce

snemamo vzorce pri konstantni temperaturi in vlaZnosti.
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3.9.2 Pomen FTIR za analizo bioloskih vzorcev

Infrardeca spektroskopija predstavlja del »biofotonike«: raziskovalnega podrocja, ki
zdruzuje biologijo z optiko in zajema Stevilne tehnike, ki izkori§¢ajo svetlobo (oziroma
katerokoli energijo fotonov) za potrebe znanosti o zivljenju. Vibracijska spektroskopija
lahko zazna biokemijske spremembe v tkivih in nudi vi§ji nivo molekularne informacije;
zal je prostorska lo¢ljivost omejena s Sibkostjo laboratorijskega vira (na velikostni skali
ve& deset pm?), pri sinhrotronskem viru svetlobe pa teoreti¢no dosezemo lo&ljivost 5-7
um?. Sklapljanje konvencionalnih FTIR spektrometrov z mikroskopom je ustvarilo
potencial za preucevanje tkiv na celicnem nivoju in vodi k zajemanju slike (imaging) z

infrardeCo svetlobo, kjer sta zdruzeni biokemijska in prostorska informacija (Dumas in

sod., 2006).

Vibracijska gibanja posameznih kemijskih vezi vseh molekul lezijo v rangu valovnih
dolzin med 2,5 in 25 pm. Tradicionalno se je uveljavila drugacna merilna skala —
recipro¢ni centimetri: v (v em™) = 1/A (v cm) (npr. 2,5 pm=4000 cm™; 25 um=400 cm™).
To je absorpcijsko obmocje skoraj vseh intramolekularnih nihanj biomolekul in je bogato z
informacijami o njihovi strukturi in konformaciji. V vibracijskih spektrih se razli¢na
razmerja in/ali konformacije biomolekul odrazijo v razlikah njihovih absorpcijskih vrhov
(npr. v obliki krivulje, frekvenénem zamiku in/ali spremembi intenzitete) in nakazujejo
spremembe na celicnem ali tkivnem nivoju (Dumas in sod., 2006). FTIR vrhovi so
relativno ozki in jih je v mnogih primerih mogoce povezati z vibracijo dolo¢ene kemijske

vezi (ali posamezne funkcionalne skupine) v molekuli (Movasaghi in sod., 2008).

Infrardeci spektri bioloSkih vzorcev sestojijo iz meSanice proteinov, nukleinskih kislin,
lipidov in ogljikovih hidratov, njihova kompleksnost pa se odraZza na spektru, ki ga
generirajo (Slika 14). Kljub kompleksni biokemijski sestavi tak$nega bioloSkega vzorca
ima njegov infrardeci spekter nekaj prepoznavnih znacilnosti (Dumas in sod., 2006):
- amidno I obmo&je pri ~1650 cm™, ki izvira pretezno iz v(C=0) vzdolZnih valenénih
(ang. stretching) nihanj v amidnih vezeh proteina;
- amidno II obmogje blizu 1550 cm™, ki je kombinacija 8(N-H) pre¢nega (ang.
bending) in v(C—N) vzdolznega valen¢nega nihanja amidnih vezi;
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- ¥(C=0) valen¢no nihanje lipidov pri ~1740 cm™;

- amidno IIT obmocje, ki je sestavljeno predvsem iz N-H pre¢nega nihanja, C=0O
ravninskega pre¢nega nihanja,C-C in C-N vzdolznega valenénega nihanja ter CH
precnega nihanja v proteinu;

- antisimetriéno v,(PO2) vzdolznega valen¢nega nihanja fosfatnih skupin v
nukleinskih kislinah in fosfolipidih (1240 cm™ -1225 cm™);

- simetri¢no v(PO;) vzdolZnega valen¢nega nihanja fosfatnih skupin v nukleinskih

kislinah in fosfolipidih (~1080 cm™).

Protein, lipid, HEO Protein, lipid,nucleic acid and carbohydrate
A - AL ~
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A n(CH)
A
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Y |

Wavenumbers(cm™)

TRENDS in Biotechnology

Slika 14: Tipi¢ni infrarde¢i spekter ene same HeLa celice. Obmogje zajema podatkov obsega 20x20 pm?.
Spekter je bil zabelezen z laboratorijskim infrarde¢im mikroskopom, ¢as zajema je trajal 30 sekund (vir:
Dumas in sod., 2006: 41).

3.9.3 Priprava rastlinskega materiala za dolo¢anje biokemijske sestave son¢nic s

pomoc¢jo FTIR spektroskopije

Meritve biokemijske sestave poganjkov in korenin sonCnic so bile opravljene na
Kemijskem institutu v Laboratoriju za strukturo biomolekul (L14) z uporabo vibracijskih
spektrometrov.
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Za meritve biokemijske sestave rastlin smo poskus zastavili le v koncentracijah 10 in 100
mg I nano in standardnega CuO ter kontrolo. Po Stirih tednih tretiranja smo soncnice
locili na liste in korenine, ki smo jih sprali z destilirano vodo, jih zavili v aluminijasto
folijo in zamrznili v tekoCem dusiku. Tako pripravljene rastline smo susili v liofilizerju
(Christ alpha 2-4) tri dni. PosuSen rastlinski material smo s pomocjo tekocega dusika

uprasili v terilnici ter prah shranili v zaprtih plasti¢nih posodicah.

Rastlinski material so nato pod vodstvom doc. dr. Jozeta Grdadolnika na Kemijskem
institutu pomerili s FT-IR spektrometrom Perkin Elmer System 2000. Snemali smo v
tehniki oslabljene refleksije (angl. attenuated total reflection, ATR), kjer infrardeci spektri

niso odvisni od debeline vzorca.

3.9.4 Obdelava infrardecih spektrov

Spektre smo nato obdelovali s pomoc¢jo ra¢unalniskega programa OPUS 6.5 (Bruker Optik
GmbH 1997-2007). Najprej smo naredili klastersko analizo spektrov, kjer smo izbrali
obmodje od 4000 do 750 cm™. Program nam je nato izrisal klastersko drevo podobnosti
spektrov. Vsem spektrom smo odvedli vodo ter odrezali Sum v obmo¢ju od 600 do 750 cm’
l's spektrov smo odgitali viSino oz. intenziteto ve¢ vrhov karakteristi¢nih trakov, a Smo se
za prikaz rezultatov odlocili le za S§tiri, in sicer - en za lipide, en za proteine, en za
ogljikove hidrate in en vrh za DNA. Da bi bilo od¢itavanje ¢im bolj pravilno, smo dolo¢ili
enotno bazno linijo med 1777 cm™ in 765 cm™, ki je veljala za vse spektre in vse vrhove z
izjemo lipidov. Pri tem smo uporabili metodo K integriranja za lipide, in metodo L
integriranja za ostale trakove. Za lipide smo dolo&ili meje trakov med 3020 in 2650 cm™,
saj je to obmoc¢je znacilno za v(C-H) asimetricno in simetricno valen¢no nihanje, ki
pripada -CH, skupini v lipidih in -CHz skupini v lipidih (Wei in sod., 2009). Za proteine
smo odgitali vrh med 1715 in1570 cm™, saj je to obmogje amida I, ki izvira pretezno iz
v(C=0) valenénih nihanj v amidnih vezeh proteina (Dumas in sod., 2006); za DNA
obmo&je med 1307 in 1184 cm™, ki predstavlja antisimetriéno vs(PO; ) valen¢no nihanje
fosfatnih skupin v nukleinskih kislinah in fosfolipidih (Dumas in sod., 2006); za ogljikove

hidrate pa obmogje med 1190 in 983 cm™, saj so tu valen&na (ang. stretching) nihanja v(C-
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O-C) vezi ogljikovih hidratov (Wei in sod., 2009). Iz vi§ine vrhov posameznih trakov smo
nato izracunali razmerja med lipidi/proteini, ogljikovimi hidrati/proteini, lipidi/ogljikovimi
hidrati in proteini/DNA.

3.9.5 SISSI Zarkovna linija (Source for Imaging and Spectroscopic Studies in the

Infrared)

Ena izmed zarkovnih linij na sinhrotronu Elettra je SISSI (BL9.1), ki deluje na podrocju
infrardece in vidne svetlobe za uporabo v spektroskopiji, mikrospektroskopiji in zajemu
slike. Podro¢ja uporabe SISSI Zarkovne linije so znanost o povrSinah in materialih,
biokemija, mikroanalize, geologija, celi¢na biologija, biomedicinska diagnostika, zvijanje
proteinov, kemijska kinetika, nanotoksikologija in druge. Sevanje se zbira z odklonskega
magneta 9.1 pod kotom 70 mrad (H) in 25 mrad (V), ki zdruzi oba kota in omogoci
konstantno sevanje. Komplet elipsoidnih in ravnih zrcal v vakumskih komorah usmerja
svetlobo do merilnega instrumenta (Slika 15), ki sestoji iz Michelsonovega interferometra
(Bruker Vertex-70 z detektorjem HgCdTe/DTGS) in konfokalnega infrardecega
mikroskopa (Bruker Hyperion 3000 z detektorjem HgCdTe/FPA (64x64)).

FLANE ELLIPTICAL
MIRROR MIRROR
DIAKMOND
/ SOURCE
ELLIPTICAL PLANE
MIRROR MIRROR

Slika 15: Shema infrardece sinhrotronske Zarkovne linije SISSI (vir: Elettra - Source ..., 9.4.2012).

Interferometer je opremljen za zaznavanje in analiziranje sevalnega spektra Sirine od 5 cm”
! do 50000 cm™. Hitro skeniranje in sposobnost postopnega skeniranja omogocajo asovno
zaznavanje v razponu od nanosekunde do milisekunde ter prostorsko lo€ljivost
mikrometerskega ranga. Zarkovna linija je opremljena tudi z motoriziranem
dvodimenzionalnim mapirnim postopkom, ki omogoca meritve v presevni in reflektivni
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geometriji, poleg tega pa imajo tudi lastni globarni vir zarka. Svetlost sinhrotronskega
sevanja omogoca srednje IR spektre od valovne dolzine 6000 em™ (v=1,6 pum) do 800 cm™

(v=12 pm) objekta velikosti 4x4 um (Elettra - Source ..., 9.4.2012).

Na zarkovni liniji smo dobili odobren merilni ¢as od 17. do 21.10.2011 (v okviru projekta
20110045, "Localization of elements, structural and functional organic compounds, and
speciation of Cu in sunflower roots treated with CuO nanoparticles™), kjer sta s pomocjo
operatorjev meritve opravljala doc. dr. Katarina Vogel-Miku$ in fizik z Instituta Jozef

Stefan dr. Peter Kump. V ¢asu meritev smo uporabljali globarni vir Zarka merilne postaje

SISSI z aperturo 20 pum, saj je bil sinhrotronski v okvari.

Slika 16: Fotografija mikrorezin vzdolznega prereza koreninskega vriiska tretmaja nano CuO 10 mg I™* (a) in
precnega prereza korenine tretmaja nano CuO 100 mg I (b) z oznagenimi tockami meritev za posamezna

tkiva z zarkovne linije SISSI.

Merili smo spektre posameznih to¢k (od 5 do 20) znotraj istega tkiva (Slika 16). Pri
vr$ickih smo dolo¢ili meristemsko regijo, koreninsko ¢epico, notranjost koreninske ¢epice,
rizodermis, skorjo in Zilo. Pri pre¢nih rezinah korenine pa smo identificirali rizodermis,
skorjo, endoderm in zilo. Pomerili smo spekter zamrzovalnega medija, ki smo ga

uporabljali za vklapljanje vzorcev, saj smo predvidevali, da se bo v doloCenih toCkah
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nahajal tudi v spektrih rizodermisa, koreninske Cepice in skorje, saj ob morebitnih
poskodbah rizodermisa lahko pronica v zunanja tkiva korenine. Poleg tega je apertura
kvadratne oblike in lahko ob snemanju spektrov v zunanjih tkivih, nehote zajamemo tudi
okoliski zamrzovalni medij. Spektre teh tkiv smo podrobno pregledali in po potrebi s
programsko opremo OPUS odsteli spekter zamrzovalnega medija. Spektre enakega tkiva in
enakega tretmaja smo povprecili, da smo dobili le en spekter za eno tkivo pri enem
tretmaju. IzraCunali smo standardno deviacijo povpreCevanja, odvedli vodo ter odrezali
sum od 600 do 750 cm™. Spektre smo nato obdelali po opisanem postopku v poglavju
3.9.4.

3.10 STATISTICNA ANALIZA

Podatke smo analizirali s standardnimi statisti¢cnimi metodami. Pri tem smo uporabili MS
Excel 2010 z nadgradnjo ANOVA in programski komplet Statistica (Statsoft 7.0.61.0 EN).
Za izracun statisti¢no znacilnih razlik smo uporabili enosmerno in dvosmerno ANOVA in
Duncanov test, p<0,05. Faktorske analize variance smo izracunali s programom Faktorska
ANOVA, p<0,05. Med posameznimi izmerjenimi parametri smo dolocali tudi korelacijske

povezave, pri cemer smo uporabili Spearmanov korelacijski koeficient, p<0,05.
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4 REZULTATI

4.1 BAKROV OKSID V NANO IN STANDARDNI OBLIKI

4.1.1 Vsebnost bakrovega iona v raztopinah bakrovega oksida

Vrednosti transmitanc v vseh koncentracijah raztopin CuO, tako nano kot standardne
oblike, so bile vi§je od 99 %, medtem ko je vrednost transmitance pri bakrovem (I1) sulfatu
z zvisevanjem koncentracije padala (Slika 17).

100 -
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80 ~
70 A
60

50 == Bakrov (Il) sulfat
40 -

== CuO nano
30 4
20 - == Cu0 standard

Transmitanca (%)

10 -

1 5 10 50 100 150

Koncentracija (mg 1)

Slika 17: Vrednosti transmitanc v raztopinah bakrovega (I1) sulfata, bakrovega oksida v nano in v standardni

obliki. Prikazane so povpreéne vrednosti (N = 3).

4.1.2 Prevodnost raztopin bakrovega oksida

Vrednosti izmerjene prevodnosti so se z veCanjem koncentracije povisSevale tako pri nano
kot pri standardni obliki CuO, le da so bile vrednosti pri nano obliki visje (Slika 18).

Suspenzijam smo izmerili tudi pH, katerih vrednosti so bile med 6,1 in 6,5.
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Slika 18: Vrednosti prevodnosti (uS/cm) v destilirani vodi in raztopinah bakrovega oksida v nano in v

standardni obliki.

4.1.3 Koncentracija bakra v supernatantu suspenzij s CuO in nano CuO (TXRF)

Pri obeh oblikah bakrovega oksida se je koncentracija bakra v supernatantu zvisevala z
naras¢ajoco koncentracijo CuQO. Vsebnosti bakra so bile pri nano obliki visje, vendar z

omenjeno metodo ne moremo lo¢iti Cu ionov od CuO (Slika 19).
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Slika 19: Koncentracija Cu (mg I"*) v raztopinah bakrovega oksida v standardni in nano obliki.
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4.2 LOKALIZACIJA ELEMENTOV V KORENINAH SONCNICE

Rezultate lokalizacije elementov smo pridobili z dvema metodama, in sicer z mikro-PIXE,
s katero smo pridobili porazdelitvene mape elementov (Mg, S, P, K, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn)
za celotno podrocje rezine korenine oz. koreninskega vrsicka, ter metodo nizko energijske
rentgensko fluorescenéne spektromikroskopije (low energy X-ray fluorescence, LEXRF), s

pomocjo katere smo lokalizirali baker in kisik na celi¢nem nivoju.

4.2.1 Porazdelitev elementov na tkivnem nivoju z mikro-PIXE

Na vzdolZznem prerezu koreninskega vrSicka son¢nice lahko vidimo tkiva rizodermisa,
skorje in zile, ki si sledijo od zunanjosti korenine proti notranjosti, ter tkiva koreninske
Cepice in meristemske regije (Slika 60). Pri tretmaju s standardno obliko CuO v
koncentraciji 10 mg 1" nimamo popolnega vzdolznega prereza, zato nam manjkata tkivi

zile in meristemske regije.

Baker je bil v kontrolnih koreninah razporejen homogeno v zelo majhnih koncentracijah po
celotnem vrSicku, medtem ko je bil pri obeh tretmajih CuO v standardni obliki Cu
skoncentriran na rizodermisu, Kjer se je pojavljal v skupkih. Pri tretmajih s CuO v nano
obliki zasledimo Cu v rizodermisu ter skorji, vse do zile. Pri Zn bistvenih razlik v
razporeditvi elementa med tretmaji ni bilo. Za Fe smo opazili, da se nahaja predvsem v
rizodermisu in koreninski Cepici v viS§ji koncentraciji ter v skorji in Zzili v niZjih
koncentracijah, medtem ko smo Ca zasledili v celotnem koreninskem vr$icku, manj v zili

in ve¢ v koreninski Cepici (Slika 20).

Magnezij smo nasli v vseh tkivih koreninskega vrsicka pri vseh tretmajih. Za K velja, da
ga je ve¢ v Zili in rizodermisu ter manj v skorji, pri tretmaju z nano CuO 100 mg 1™ pa se v
glavnem nahaja le v zili. Zveplo je pri kontroli precej homogeno razporejen, podobno je
tudi pri tretmajih s standardno obliko CuO, medtem ko se pri tretmajih z nano obliko CuO

S v vi§jih koncentracijah nahaja v koreninski ¢epici in Zili. Za P veljajo podobne
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nanodelcev bakrovega oksida.

ugotovitve, le da se pri tretmaju standardni CuO nahaja tudi v zili v povecani koncentraciji

(Slika 21).
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Slika 20: Mape porazdelitve elementov Cu, Zn, Fe in Ca v vzdolznih prerezih koreninskih vr§i¢kov sonénic,

tretiranih z 10 in 100 mg I"* CuO v nano in standardni kemijski obliki.
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Slika 21: Mape porazdelitve elementov Mg, K, P in S v vzdolZznih prerezih koreninskih vrsickov sonénic,

tretiranih z 10 in 100 mg I"* CuO v nano in standardni kemijski obliki.

Pri pre¢nih prerezih zrele korenine son¢nice lahko vidimo tkiva rizodermisa, skorje,
endodermisa in Zile, ki si sledijo od zunanjosti korenine proti notranjosti in so koncentri¢ne

oblike (Slika 61).
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nanodelcev bakrovega oksida.
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Slika 22: Mape porazdelitve elementov Cu, Zn, Fe in Ca v pre¢nih prerezih korenin sonénic, tretiranih z 10 in

100 mg I CuO v nano in standardni kemijski obliki.

Za baker velja enako kot pri vzdolznih prerezih koreninskih vr$ickov, pri kontroli je komaj
zaznaven in precej enakomerno razporejen, pri tretmajih standardnega CuO se nahaja le na
in v rizodermisu v vecjih skupkih, pri tretmajih z nano CuO pa se jasno vidi, da je Cu

prodrl v globlja tkiva, v skorjo in se v endodermisu ustavil. Tako Fe kot Zn pri kontroli
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skoraj ni bilo, pri drugih tretmajih pa se nahajata predvsem v zunanjem tkivu, rizodermisu.

Kalcij smo nasli v vseh tkivih, razen pri nano tretmajih, kjer se je zaustavil v skorji oz.

endodermisu in ga v zili ni bilo toliko kot v drugih tkivih (Slika 22).
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Slika 23: Mape porazdelitve elementov Mg, K, P in

100 mg I"* CuO v nano in standardni kemijski obliki.

S v precnih prerezih korenin sonénic, tretiranih z 10 in
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Za Mg smo opazili, da se pri tretiranih rastlinah ne nahaja v zili, medtem ko pri kontrolnih
rastlinah se. Kalij nam najleps$e prikaze strukturno zgradbo prereza korenine. Pri kontroli in
tretmajih z 10 mg I* CuO je bil K enakomerno razporejen v simplastu celotne korenine, pri
tretmaju z nano CuO 100 mg I™* pa se nakopi¢i v Zili in endodermisu. Fosfor najdemo v
tretmaja nano CuO 100 mg I, pri katerem ga najdemo v rizodermisu, Zili in v manjsih
koncentracijah v endodermisu. Zveplo je v koreninskih tkivih vedinoma enakomerno
porazdeljen, le da se pri kontroli v vi§jih koncentracijah nahaja v zili, medtem ko so pri

ostalih tretmajih koncentracije S v zili nizje kot v okoliskih tkivih (Slika 23).

4.2.2 Kolokalizacija elementov z bakrom

Kolokalizacijske analize smo naredili s programom ImageJ, ki izracuna kolokalizacijske
faktorje na porazdelitvenih mapah razli¢nih elementov. Kolokalizacijo najlazje definiramo
s Pearsonovim korelacijskim koeficientom (Rr), saj le-ta izkljuCuje tocke z nic¢elno
koncentracijo obeh elementov. Vrednosti koeficienta se raztezajo od -1 do 1, kjer 1
predstavlja popolno korelacijo, -1 popolno izkljuevanje, 0 pa pomeni naklju¢no
razporeditev. Dolocili smo tudi Mandersov prekrivni koeficient (R), katerega vrednosti se
gibljejo med 1 in 0. Vrednosti blizu 1 pomenijo visoko kolokalizacijo, vrednosti blizu 0 pa
nizko. Dolo¢ili smo tudi Kvocient intenzitete korelacije (ICQ), ki se razteza od -0,5 do
+0,5. Naklju¢no ujemanje porazdelitve elementov je okrog 0, negativha vrednost
predstavlja lo¢eno razporejanje, medtem ko pozitivne vrednosti predstavljajo odvisno

razporeditev elementov.

Preucili smo kolokalizacijo Ca, Fe, K, Mg, Na, P, S in Zn s Cu. Pri kontrolnih koreninah
imajo vsi elementi, z izjemo negativne kolokalizacije z Zn, naklju¢no kolokalizacijo s Cu,
saj je le-tega zelo malo in so vrednosti Pearsonovega korelacijskega koeficienta okoli 0. V
koreninskih vriickih tretmaja standardnega CuO 10 mg 1™ so vsi elementi v nakljucni
kolokalizaciji s Cu, z izjemo pozitivne kolokalizacije s Fe, Zn in Na. Pri vr$ickih tretmaja
100 mg I"* standardnega CuO so vsi elementi, z izjemo negativne kolokalizacije z Zn, v

naklju¢ni kolokalizaciji s Cu. Za koreninske vriitke tretmaja nano CuO 10 mg I smo
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ugotovili, da je kolokalizacija Cu in Zn, P in S negativna, vsi ostali elementi pa so v
naklju¢ni kolokalizaciji s Cu. V koreninskih vrsickih tretmaja nano CuO 100 mg 1" ima Cu
negativno kolokalizacijo s K, Mg in Na, pozitivho kolokalizacijo pa s Ca in Fe

(Preglednica 2) .

Preglednica 2: Vrednosti Pearsonovega korelacijskega koeficienta (Rr), Mandersovega prekrivnega
koeficienta (R) in Kvocienta intenzitete korelacije (ICQ) za Ca, Fe, K, Mg, Na, P, Sin Zn s Cu v vzdolZznem

prerezu koreninskega vr§i¢ka sonénic, tretiranih s CuO v standardni kemijski in nano obliki.

KONTROLA CuO 10 mg It Nano CuO 10 mg I Cu0 100 mg I'* Nano CuO 100 mg I

el.] Rr R ICQ Rr R ICQ Rr R ICQ Rr R ICQ Rr R ICQ
Ca|-0,125| 0,049 | 0,057 | 0,045 | 0,107 | 0,171 |-0,055| 0,105 | 0,16 |-0,057| 0,075 | 0,22 | 0,329 | 0,598 | 0,195

Fe]-0,123| 0,031 | 0,266 | 0,182 | 0,246 | 0,246 |-0,056 | 0,062 | 0,326 | 0,053 | 0,113 | 0,405 | 0,177 | 0,324 | 0,173

K-0,009| 0,071 | 0,111 |-0,047 | 0,036 | 0,074 | 0,033 | 0,182 | 0,042 |-0,036 | 0,064 | 0,138 | -0,251 | 0,187 | 0,021

Mg| -0,015| 0,061 | 0,054 |-0,041| 0,041 | 0,161 | -0,03 | 0,144 | 0,111 |-0,054 | 0,052 | 0,048 |-0,179 | 0,226 | 0,046
Na|-0,085| 0,043 |-0,056 | 0,164 | 0,173 | 0,102 |-0,011 | 0,145 | 0,091 |-0,079| 0,062 |-0,034 |-0,122| 0,283 | 0,053

P 10,006 | 0,067 | 0,154 |-0,085| 0,017 | 0,078 |-0,134 | 0,14 | 0,024 |-0,033| 0,055 | 0,119 | 0,091 | 0,412 | 0,139

S 1-0,007| 0,061 | 0,124 | -0,057 | 0,038 | 0,128 |-0,135| 0,118 | 0,095 |-0,026 | 0,063 | 0,132 | 0,11 | 0,422 | 0,143

Zn|-0,448| 0,034 |-0,082 | 0,119 | 0,247 | 0,1 |-0,293| 0,08 | 0,132 |-0,161| 0,061 | 0,184 | 0,03 | 0,187 | 0,14

Preglednica 3: Vrednosti Pearsonovega korelacijskega koeficienta (Rr), Mandersovega prekrivnega
koeficienta (R) in Kvocienta intenzitete korelacije (ICQ) za Ca, Fe, K, Mg, Na, P, S in Zn s Cu v pre¢nem

prerezu zrelih korenin sonénic, tretiranih s CuO v standardni kemijski in nano obliki.

KONTROLA Cu010mgl* [Nano CuO 10 mgI*| CuO 100 mgI* |Nano CuO 100 mgI*
el Re [ R [1ICQl Re [ R [1IcQ[ Re [ R JicQl Re [ R [ico| re [ R [icQ
Cal-0,121)0,055 0,055 |-0,005| 0,052 0,135 |-0,116| 0,035 | 0,077 |-0,035| 0,023 | 0,234 |-0,052| 0,147 | 0,144
Fe|0,211|0,285(0,312|0,073|0,123|0,302 |-0,073| 0,047 | 0,325 |-0,058{ 0,024 | 0,355 {0,668 | 0,74 |0,392
K 1-0,021/ 0,068 0,108 |-0,051| 0,033 | 0,006 |-0,026| 0,055 | 0,064 |-0,025| 0,059 | 0,118 |-0,164| 0,067 | 0,157
[MgJ-0,095( 0,043 0,019 |-0,063| 0,014 | 0,11 |-0,087/0,028| 0,06 | -0,07 | 0,056 0,061 |-0,125| 0,11 | 0,158
Nal-0,112| 0,053 |-0,064| 0,037 0,076 | 0,144 |-0,108| 0,042 | 0,002 | 0,531 | 0,455 0,219 0,206 | 0,393 | 0,268
P 1-0,053/0,053]|0,142 (-0,077| 0,008 | 0,106 |-0,081| 0,026 | 0,102 |-0,072| 0,033 {0,148 | 0,256 | 0,404 | 0,265
S 10,079 0,052 0,073 |-0,066| 0,02 |0,116|-0,077|0,031 {0,089 |-0,098|0,027| 0,098 |-0,128| 0,099 | 0,162
Zn}-0,194/ 0,189 0,053 0,206 |0,287|0,163| 0,48 |0,583|0,058|0,389 |0,466|0,309 (0,396 | 0,462 | 0,301
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V preénem prerezu zrele korenine ima pri kontrolni korenini Cu pozitivno kolokalizacijo s
Fe in negativno kolokalizacijo z Zn. Ostali elementi so nakljucno porazdeljeni. Pri tretmaju
10 mg I standardnega CuO ima Cu v zreli korenini pozitivno kolokalizacijo z zn, pri
tretmaju s standardnim CuO 100 mg I* z Na in Zn, ostali elementi so v nakljuéni
kolokalizaciji. Za preéni prerez zrele korenine trtemaja nano CuO 10 mg 1™ velja, da je Cu
v pozitivni kolokalizaciji le z Zn, pri tretmaju nano CuO 100 mg 1™ pa s Fe, Na, P in Zn,
ostali elementi pa so naklju¢no porazdeljeni glede na lokalizacijske mape Cu (Preglednica
3).

Korelacijo razli¢nih elementov s Cu smo preucili tudi s programom Statistica 7, ki nam je

izracunal Pearsonov korelacijski faktor (Priloga D).

Kolokalizacijske slike elementov smo naredili z racunalniskim programom PyMca.
Vsakemu elementu smo dolocili en RGB kanal, Cu je bil vedno rde¢, Ca, K (v 2. in 3.
kombinaciji elementov) in Fe zeleni, K (v 1. kombinaciji elementov), P, S in Zn pa modri
(Slika 24, Slika 25). Kolokalizacija Cu z elementom zelene barve nam da rumeno oz.
oranzno barvo, kolokalizacija Cu z elementom modre barve pa nam da roznato barvo.

Opazovali smo kolokalizacijo Cus Ca, K, P, S, Fe in Zn.

Najprej smo naredili kolokalizacijske mape na vzdolznih prerezih koreninskih vrsickov
razli¢nih tretmajev (Slika 24). Pri prvi kombinaciji smo opazili, da Cu kolokalizira s Ca v
rizodermisu, le pri nano CuO 100 mg I™* se Cu nahaja tudi v skorji, kjer kolokalizira s Ca.
Za kombinacijo Cu s K in P, smo opazili, da P in K kolokalizirata v zili z izjemo tretmaja
nano CuO 100 mg I, kjer P kolokalizira v rizodermisu s Cu in ga v Zili ni. Za kombinacijo
elementov Cu s K in S velja enako, le da S kolokalizira s Cu poleg rizodermisa pri vseh
tretmajih, tudi v skorji pri tretmaju nano CuO 100 mg I, Za &etrto kombinacijo elementov
velja, da se v vseh tretmajih, z izjemo nano CuO 100 mg I, Cu nahaja na rizodermisu v
skupkih, kjer kolokalizira s Fe, Zn pa se nahaja bolj v notranjih tkivih, razen pri tretmaju
standardni CuO 100 mg I™%, kjer je Zn v nenaravni ravnini poleg koreninskega vriicka. Za
nano CuO 100 mg I* velja, da se Zn nahaja po celotnem vr§icku, Cu in Fe pa

kolokalizirata v rizodermisu in koreninski ¢epici.
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nanodelcev bakrovega oksida.

rdega|zelena|modra] rdeca|zelena|modralrdecal zelena modral rdeca | zelena modral
Cu Ca K Cu K P Cu K S Cu Fe Zn
kont.Cu-rd,Ca-ze K-mo kont.Cu-rd K- kont.Cu-rd K-ze,S-mo kont.Cu-rd,Fe-ze,Zn-mo

Oc O IProxmH4=Z20R

o -

Z |

Oc O] ok

o=z

€10.Cu-rd,Ca-ze,K-mo

n10.Cu-rd,Ca-ze,K-mo

€100.Cu-rd,Ca-ze.K-mo

€10.Cu-rd,K-ze,P-mo €10.Cu-rd,K-ze,5-mo

n10.Cu-rd,Fe-ze,Zn-mo

€100.Cu-rd,Fe-ze,Zn-mo

o Z Z

[

n100.Cu-rd,Ca-ze,K-mo

n100.Cu-rd,K-ze,P-mo n100.Cu-rd,K-ze,5-mo

n100.Cu-rd,Fe-ze,Zn-mo

Slika 24: Kolokalizacijske slike elementov v tkivih koreninskih vr§i¢kov sonénic (H. annuus) pri kontroli in

tretmajih 10 in 100 mg I* CuO v standardni kemijski in nano obliki. Oranzna barva pomeni kolokalizacijo

elemntov na rde¢em in zelenem kanalu, roza barva pa kolokalizacijo elementov na rdeCem in modrem

kanalu.
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rdeda|zelena|modra | rdeca |zelena|modra|rdeca| zelena |modra| rdeca | zelena j/modra)
Cu Ca K Cu K P Cu K S Cu Fe Zn

v_kont.Cu-rd,Ca-ze,K-mo

v_kont.Cu-rd,K-ze,P-mo v_kont.Cu-rd,K-ze,5-mo

v_kont.Cu-rd,Fe-ze.Zn-mo

v_c10.Cu-rd,Ca-ze,K-mo v_c10.Cu-rd,K-ze,P-mo v_c10.Cu-rd,Fe-ze,Zn-mo

Oc O |[>HPOXTHZO0ORX

o

v_nano10.Cu-rd,Ca-ze,k-mo v_na v_nano10.Cu-rd,K-ze,5-mo v_nanol0.Cu-rd.Fe-ze.Zn-mo
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v_c100.Cu-rd,Ca-ze K-mo v_c100.Cu-rd.Fe-ze.Zn-mo

Oc O]l or

v_nano100.Cu-rd,Ca-ze.K-mo v_nano0100.Cu-rd.K-ze,P-mo v_nano100.Cu-rd,K-ze,5-mo v_nano100.Cu-rd.Fe-ze,Zn-mo

Slika 25: Kolokalizacijske slike elementov v preénih prerezih zrelih korenin sonénic (H. annuus) pri kontroli
in tretmajih 10 in 100 mg I"* CuO v standardni in nano obliki. Oranzna barva pomeni kolokalizacijo elemntov

na rde¢em in zelenem kanalu, roza barva pa kolokalizacijo elementov na rde¢em in modrem kanalu.
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Pri kolokalizacijskih mapah pre¢nih prerezov zrelih korenin razli¢nih tretmajev (Slika 25),
smo opazili, da pri kontroli Cu ne moremo lokalizirati, pri tretmajih standardni CuO 10 in
100 mg I in tretmaju nano CuO 10 mg I™* se nahaja v skupkih na in v rizodermisu, pri
tretmaju nano CuO 100 mg I pa se Cu pojavlja v rizodermisu in v skorji, z vi§jo
koncentracijo proti endodermisu. Ca pri tretmajih s standardnim CuO kolokalizira s Cu v
rizodermisu, pri tretmaju nano CuO 100 mg I pa tudi v skorji. Cu s K kolokalizira
minimalno le pri tretmaju nano CuO 100 mg I v zunanjem delu skorje. Za P velja, da
kolokalizira s Cu le pri tretmaju nano CuO 100 mg I?, in sicer le v rizodermisu in
zunanjem delu skorje. Pri kolokalizaciji Cu s Fe in Zn smo ugotovili, da se vsi trije
elementi nahajajo pretezno v rizodermisu, kjer se v skupkih Cu pojavlja tudi Zn, pri

tretmaju nano CuO 100 mg I™* pa je v rizodermisu veliko Fe, ki kolokalizira s Cu.

4.2.3 Koncentracija elementov v tkivih

Koncentracije elementov po tkivih smo izracunali na podlagi kvantitativnih mikro-PIXE
porazdelitvenih map elementov, kjer smo na porazdelitveni mapi vsake rezine s
programom MacBiophotonics ImageJ obkrozili regije posameznih tkiv, znacilne za

posamezna tkiva, in izracunali koncentracije elementov v posameznem tkivu.

4.2.3.1 Baker (Cu)

Koncentracija bakra je v vseh tkivih, tako na pre¢nem (Slika 26) kot vzdolznem (Slika 27)
prerezu najvisja pri tretmaju z nano CuO 100 mg 1. Pri zreli korenini mu sledi tretma
standardnega CuO 100 mg I"*, pri koreninskem vrii¢ku pa tretma standardnega CuO 10 mg
I, Pri kontroli so povsod najniZje koncentracije Cu. Koncentracija Cu je pri kontroli v
vseh tkivih stalna in se ne spreminja. V preénem prerezu se najve¢ Cu nahaja v
rizodermisu (Slika 26). Najve¢ Cu v rizodermisu je v korenini tretmaja nano CuO 100 mg
I, sledi mu korenina tretmaja CuO 100 mg I, nato CuO 10 mg I, najmanj od tretiranih
rastlin pa ima korenina nano CuO 10 mg I™. Drugo tkivo z najve¢ Cu je skorja, kjer ima
najve¢ Cu nano CuO 100 mg 1™}, sledijo mu CuO 100 mg I}, nano CuO 10 mg I, najman;

od tretiranih pa ima CuO 10 mg I, V Zilo zrele korenine je najve¢ Cu prislo pri tretiranju z
61



Kovacec E. Lokalizacija bakra in biokemijske spremembe v koreninah navadne sonénice ... nanodelcev bakrovega oksida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

nano CuO 100 mg I}, vsi ostali tretmaji pa so si pri koncentraciji zelo podobni in imajo

nizjo koncentracijo Cu v primerjavi z najskrajnejSim tretmajem.

Okontrola OCu010 MNanol0 ECuO100 MWNanol100

1000000 -
2
- 100000 -
£
> 10000 -
ED CP-celoten prerez
3 1000 -
] R-rizodermis
-,
E 100 - S-skorja
c
g 10 - Z-7ila
0
¥

1 .

cp R 5 z

Slika 26: Koncentracija Cu (ug g SM) s standardno napako na logaritemski skali v posameznih tkivih
pre¢nega prereza zrele kontrolne korenine in korenin tretiranih z 10 in 100 mg I'* CuO v nano in standardni
kemijski obliki.

V posameznih tkivih koreninskega vrSicka kontrole so koncentracije Cu stalne in najniZje v
primerjavi z drugimi tretmaji (Slika 27). Najve¢ Cu se nahaja v koreninski ¢epici vrSicka
tretmaja nano CuO 100 mg I, po koncentraciji najbliZje mu je koreninska Eepica tretmaja
CuO 10 mg I, sledita mu tretmaja CuO 100 mg I™* in nano CuO 10 mg I*. Rezultati so
podobni v rizodermisu. V skorji ima najvisjo koncentracijo Cu vrsicek tretmaja nano CuO
mg I, medtem ko so koncentracije Cu v skorji pri drugih tretmajih okoli 100-krat niZje in
med seboj primerljive. Za Zilo in meristemsko regijo podatka za tretma CuO 10 mg I
nimamo, a trend ostaja enak: najve¢ Cu je v vrSicih tretiranih z nano CuO 100 mg 1, 10-
do 100-krat niZje pa so koncentracije Cu v vrickih tretmaja CuO 100 mg 1™ in nano CuO

mg I™.
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Slika 27: Koncentracija Cu (ng g* SM) s standardno napako na logaritemski skali v tkivih vzdolZnega
prereza koreninskega vrsicka kontrolne korenine in korenin tretiranih z 10 in 100 mg I* CuO v nano in
standardni kemijski obliki.. Pri tretmaju CuO 10 mg I manjkajo podatki s podrogja Zile in meristemske

regije, saj ju ni bilo mozno doloc¢iti glede na vzdolzZni prerez.

4.2.3.2 Cink (Zn)

Koncentracije Zn so na precnem prerezu zrele korenine najnizje pri kontroli, najvisje pa pri
tretmaju nano CuO 100 mg I™". Koncentracije Zn v tkivih so med tretmajema nano CuO 10
mg 1™ in standardni CuO 100 mg I™* primerljive. V koreninskem vrii¢ku se koncentracija
Zn v koreninski Cepici in meristemski regiji najvi§je pri tretmaju nano CuO 100 mg 17,
najniZje pa pri kontroli. V Zili koncentracija Zn pada z naraS¢ajoo koncentracijo CuO

(Priloga E).
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4.2.3.3 Zelezo (Fe)

Na precnem prerezu ima najvisjo koncentracijo Fe v celotnem prerezu, rizodermisu in
skorji tretma nano CuO 100 mg I, medtem ko ima v Zili najve& Fe kontrola. Oba tretmaja
s koncentracijo 10 mg I CuO sta primerljiva, tretma s 100 mg I'* CuO v standardni obliki
pa ima od njiju ve¢ Fe v rizodermisu in gledano celokupno. Pri vrSicku ni sploSnega
trenda, v celotnem prerezu, skorji, zili in koreninski cepici ima najve¢ Fe vrSi¢ek
standardnega CuO 100 mg I, v rizodermisu vrii¢ek iz hranilne raztopine s 100 mg 1™ nano

CuO, v meristemski regiji pa vrii¢ek nano 10 mg I* (Priloga F).

4.2.3.4 Kalcij (Ca)

V zreli korenini velja trend, da ima tretma CuO 10 mg 1™ manj Ca kot kontrola. Kontroli
sledijo tretmaji z nano 10 mg I, standardni CuO 100 mg I™* po naras¢ajoci koncentraciji.
Najvisje koncentracije v vseh tkivih ima tretma nano CuO 100 mg I™*. Prav tako ima

najvisje koncentracije v vr§icku v vseh tkivih tretma nano CuO 100 mg 1™ (Priloga G).

4.2.3.5 Kalij (K)

Koncentracija K se z 10 mg It CuO zvisuje v vseh tkivih z izjemo rizodermisa. NajniZje
koncentracije K, nizje od kontrole, ima v vseh tkivih rastlina najskrajnejSega tretmaja,
nano CuO 100 mg I™". V vricku se v rizodermisu, skorji, koreninski Gepici in meristemski
regiji koncentracija K s skrajnostjo tretmaja zniZuje, z izjemo Zile, kjer se pokaze obratni

trend in se tu koncentracija K v tretmajih z nano CuO povecuje (Priloga H).

4.2.3.6 Fosfor (P)

Za rizodermis v zreli korenini smo opazili, da imata tretmaja s koncentracijo 10 mg I CuO
obeh oblik nizjo koncentracijo P kot kontrola, vi§jo pa imata tretmaja s 100 mg I cuo

obeh oblik. V skorji ima najve¢ P kontrola, koncentracija P pada do tretmaja nano CuO
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100 mg I™%, ki ga ima najmanj. Isti trend se pokaze v Zili ter v skorji vr§icka. V vriicku se

koncentracija P v primerjavi s kontrolo pri tretmaju nano 100 mg I™* zelo zniza (Priloga I).

4.2.3.7 Zveplo (S)

Na precnem prerezu zrele korenine smo zveplo locirali v najvecji koncentraciji v zili le pri
kontroli (Priloga J), pri tretmaju nano CuO 100 mg I se je koncentracija S v vseh tkivih
znizala, z izjemo koreninske Gepice. Zveplo se koncentrira v endodermisu, v koreninskem
vr$i¢ku nahaja se tudi v Zili, pri tretmaju z nano CuO 100 mg 1™ pa tudi v rizodermisu
(Slika 21, Slika 23).

4.2.4 Lokalizacija bakra in kisika ter njuna kolokalizacija na celicnem nivoju z

metodo LEXRF

Porazdelitvene mape nam pokazejo, da se pri koreninah, tretiranih s standardnim
kemijskim CuO, Cu nahaja v skupkih, saj na mapi opazimo posamezne tocke oz. manjsa
obmocja z visoko koncentracijo Cu. Pri koreninah, tretiranih z nanodelci CuO, opazimo, da
je Cu bolj homogeno razporejen, a so vecje koncentracije na zunanji strani celi¢nih sten
rizodermisa (Slika 28). Kisik se pri vseh koreninah nahaja tako v simplastu kot v
apoplastu, kisikova mapa pa dobro sovpada z absorpcijsko mapo, ki nam prikazuje
strukturo mikronske rezine. Ko zdruzimo kisikovo in bakrovo porazdelitveno mapo, je
ocCitno, da pri koreninah tretmajev z nanodelci CuO elementa kolokalizirata, kar nam
nakazuje, da nanodelci CuO ostanejo v tej obliki. Vidni so tudi v notranjosti celic (Slika
28).
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nanodelcev bakrovega oksida.
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Slika 28: Slike lokalizacije Cu in O, ter v tretjem stolpcu kolokalizacije Cu (rdeg)

in O (moder) na celiénem

nivoju v vzdolznih prerezih koreninskih vriickov sonénic (H. annuus), tretiranih z 10 in 100 mg I CuO v

standardni in nano obliki (legenda oznak na mapah: R=rizodermis, S=skorja).
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43 DOLOCANJE KONCENTRACI) BAKRA V KORENINAH IN POGANJKIH
(TXRF)

Koncentracija bakra je bila v poganjkih od 64-99,8 % nizja v primerjavi s koreninami.
Faktorska analiza variance je pokazala, da na koncentracijo bakra v koreninah vpliva
koncentracija CuO v hranilni raztopini in sicer pozitivno (Preglednica 4.a, Priloga A). Pri
poganjkih faktorska analiza variance ni pokazala ne statisticnega vpliva koncentracije

bakrovega oksida ne oblike delca, kot tudi ne njune interakcije (Preglednica 4.b).

Preglednica 4: Rezultati faktorske analize za koncentracijo Cu v koreninah (a) in poganjkih (b), tretiranih s
CuO v standarni kemijski in nano obliki, ki smo jo opravili s programom Faktorska ANOVA. Statisti¢no

znaéilne vplive prikazujejo odebeljene érke.

a) SS Prostostne MS F p
stopnje
Koncentracija (mg I™%) 1,009978E+10 4 2,524946E+09 57,1608 0,000000
Oblika CuO 4,790590E+07 1 4,790590E+07  1,0845  0,302699
Koncentracija (mg I'*)*Oblika | 2,089085E+08 4 5,222712E+07  1,1823  0,329970
CuO
Napaka 2,208635E+09 50 4,417269E+07
b) SS Prostostne MS F p
stopnje
Koncentracija (mg I™%) 1050021 4 262505 0,943243 0,447385
Oblika CuO 715615 1 715615 2,571374 0,115513
Koncentracija (mg I'*)*Oblika 1420427 4 355107 1,275983 0,292832
CuO
Napaka 13080127 47 278301

V koreninah je s povecanjem koncentracije CuO v raztopini naraSc¢ala tudi koncentracija
Cu v tkivih. StatistiCno znacilne razlike v koncentraciji Cu med kontrolnimi in tretiranimi
rastlinami so bile opazne le pri koncentracijah nad 50 mg I™* hranilne raztopine. Razlike
med nano in standardno obliko CuO so bile statisti¢no znacilne pri koncentraciji 150 mg I’
!, kjer je bila koncentracija Cu v koreninah, tretiranih z nano obliko, 38 % ve&ja kot v

koreninah, tretiranih s standardno obliko CuO (Slika 29.a).
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Tudi koncentracija Cu v poganjkih je s povecano koncentracijo CuO v raztopini nara$cala.
Statisti¢no znacilne razlike so bile le pri nano obliki CuO pri koncentracijah, visjih od 1
mg I CuO. Pri koncentracijah 100 in 150 mg I* CuO pri obeh oblikah je bila razlika
statisti¢no znacilna (p<0,05) (Slika 29.b).
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Slika 29: Koncentracija Cu v koreninah (a) in poganjkih (b) pri kontrolnih rastlinah in rastlinah tretiranih z
10 in 100 mg I'* CuO v nano in standardni kemijski obliki. (povpre&je + SN, N=4). Okrajsava kont=kontrola,
CuO=standardna oblika CuO, nano=nano oblika CuO. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisti€no znacilno razliko

med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncan's test, p<0,05).
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4.4 LIPIDNA PEROKSIDACIA

Koncentracija MDA lipida je v koreninah tretiranih rastlin naraséala s povecujoco
koncentracijo CuO v hranilni raztopini (Slika 30). Koncentracija MDA lipida je bila vi§ja

pri tretmajih z nano obliko CuO v primerjavi s tretmaji s standardno obliko CuO.

Z izjemo kontrole so bile koncentracije MDA lipida pri rastlinah, starih 29 dni, visje kot
pri dva dni starih rastlinah (Slika 30).

Statisti¢no znacilne razlike so bile opazne tako pri dva kot pri 29 dni starih rastlinah le pri

tretmaju nano CuO 100 mg I™* (p<0,05) (Preglednica 5, Priloga C).

V poganjkih med tretmaji nismo zaznali statisticno znacilnih razlik v koncentraciji MDA
lipida. Povprec¢na koncentracija MDA lipida je bila v poganjkih po dveh dneh tretiranja
1,19 nM MDA g sveze mase (SN+ 0,29). Po 29 dneh pa je povprecna koncentracija MDA
lipida v poganjkih narasla na 2,51 nM MDA g™ sveZe mase (SD+ 1,25), e vedno pa ni

bilo opaziti statisti¢nih razlik med tretmaji, ker je bila variabilnost podatkov precej$nja.
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Slika 30: Koncentracije MDA lipida v koreninah sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih
z 10 in 100 mg I CuO v nano in standardni obliki na hidroponski raztopini. Prikazane so povpre¢ne
vrednosti (kontrola N=2, ostali tretmaji N=3). Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisticno znaéilno
razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, LSD test, p<0,05).
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Preglednica 5: Rezultati faktorske analize za koncentracijo MDA lipida v koreninah sonénic, tretiranih 2 dni
(a) in 29dni (b) s CuO v standarni kemijski in nano obliki. Analizo smo opravili s programom Statistica 7.
StatistiCno znacilne vplive prikazujejo odebeljene Erke. Pri 29 dneh tretiranih rastinah nismo opazili

statisti¢no znacilnega vpliva.

a) SS  Prostostne  MS F p
stopnje
Oblika CuO 0,937912 1 0,937912  6,4381  0,034855
Koncentracija (mg 1) 0,234478 1 0,234478  1,60952  0,240227
Oblika CuO*Koncentracija (mg I') | 0,138744 1 0,138744 0,95238 0,357697
Napaka 1,165453 8 0,145682
b) SS  Prostostne  MS F p
stopnje
Oblika CuO 6,79847 1 679847 3,72978 0,089546
Koncentracija (mg 1) 2,11030 1 211030 1,15775 0,313307
Oblika CuO*Koncentracija (mg I™) 0,79917 1 079917 0,43844 0,526487
Napaka 14,58203 8  1,82275

45 BIOKEMISKE SPREMEMBE

Biokemijske spremembe smo skuSali dolociti z dvema metodama. Najprej s FTIR
spektroskopijo, kjer smo z infrardeCo svetlobo posneli spektre posuSenega zmletega
materiala celotnih korenin, koreninskih vrSi¢kov in listov s poganjkov. Nato pa smo na
sinhrotronski Zarkovni liniji SISSI, Elettra, Trst, posneli infrardece spektre posameznih
tkiv na mikronskih rezinah korenin in koreninskih vrSi¢kov. Razlike med spektroma,
posnetima na koreninah kontrole in koreninah, tretiranih s 100 mg I™* nano CuO, so opazne

ze na prvi pogled (Slika 31).

70



Kovacec E. Lokalizacija bakra in biokemijske spremembe v koreninah navadne sonénice ... nanodelcev bakrovega oksida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

14

7 LIPIDI
/ PROTEINI

] N

1.2

DNA J

g

0.8
|

Absorbance Units

0.6
|

e

kontrola

0.4

nano CuO 100 mg I

0.2

0.0

I I I
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber cm-1

Slika 31: Primerjava spektrov skorje pre¢nega prereza zrele korenine kontrole (zelena) in tretmaja nano CuO

100 mg I™* (oranzna), posnetih z infrardeco svetlobo na zarkovni liniji SISSI (sinhrotron Elettra).

45.1 FTIR analize poganjkov, korenin in koreninskih vrsickov

Posnete spektre vzorcev smo obdelali s pomoc¢jo racunalniskega programa OPUS 6.5
(Bruker Optik GmbH 1997-2007). VVsem spektrom smo odvedli vodo, jih normalizirali ter
odrezali $um od 600 do 750 cm™. Za vsako skupino vzorca (korenine, koreninski vrsicki,
listi s poganjkov) smo izvedli klastersko analizo podobnosti in s spektrov od¢itali visino 4
vrhov - en za lipide (med 3020 in 2650 cm™), en za proteine (med 1715 in1570 cm™), en za
ogljikove hidrate (1190 in 983 cm™) in en vrh za DNA (1307 in 1184 cm™). Iz visine vrhov
izbranih trakov smo izracunali razmerja med lipidi/proteini, ogljikovimi hidrati/proteini,

lipidi/ogljikovimi hidrati in proteini/DNA (glej Poglavje 3.9.4).

Z uporabo Klasterske analize podobnosti spektrov korenin smo ugotovili, da sta si med
seboj najbolj podobna spektra tretmajev z 10 mg 1! CuO v obeh oblikah, podobna pa sta si
tudi tretmaja kontrole in standardnega CuO 100 mg I™. Spekter korenin tretmaja hano CuO

100 mg I pa po obliki mo&no odstopa od drugih (Slika 32.a).
71



Kovacec E. Lokalizacija bakra in biokemijske spremembe v koreninah navadne sonénice ... nanodelcev bakrovega oksida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

Za liste velja, da sta si med seboj najbolj podobna spektra listov z rastlin, tretiranih s
standardnim CuO, njima podobna je kontrola, tretmaja z nano obliko CuO pa se od ostalih
lo¢ita (Slika 32.b).

a)

nano 10 k«
nano 100 |

CuO 10 ke
CuO 100 k
kontrola k¢

Heterogeneity

b)

CuO 10 li
CuO 100
kontrola lit
nano 10 i
nano 100

Heterogeneity

Slika 32: Klasterska analiza za FTIR spektre stisnjenih tabletk iz liofiliziranih in uprasenih korenin (a) in

listov poganjkov (b) sonénic kontrole, tretmaja CuO standardne oblike 10 in 100 mg 1™ ter tretmaja nano
Cu0 10in 100 mg I"%,

Meritev spektra je bila opravljena na enem homogenem kompozitnem vzorcu, zato

statisti¢na analiza ni mogoca, opazili pa smo dolocene trende. Pri analizi spektrov korenin
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smo opazili, da se koli¢ina lipidov med tretmaji ne spreminja bistveno (Slika 33). Pri
tretmajih z nanodelci CuO se poveca koli¢ina proteinov, medtem ko je pri tretmajih s
standardno kemijsko obliko CuO koli¢ina proteinov primerljiva s kontrolo. Koli¢ina DNA
se rahlo poveca le pri tretmaju nano CuO 100 mg I . Ogljikovi hidrati se povecajo pri
obeh tretmajih s koncentracijo 10 mg I, pri tretmajih s koncentracijo 100 mg I}, pa se le-ti

povecajo minimalno.

Okontrola OCu010 M@WNanold @ECuO 100 MNanol00

05 -
0,45
0,4 - |
0,35
03 -
0,25
02 -
0,15
0,1 -
0,05

O —

Absorbanca

LIPIDI PROTEINI DNA

Slika 33: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate v koreninah son¢nic (H.
annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I* CuO v nano in standardni obliki na

hidroponski raztopini.

Razmerja med absorbancami vrhov za lipide (L), proteine (P), DNA in ogljikove hidrate
(OH) nam podajo bolj primerljiv rezultat. Razmerje med OH/P se pri vseh tretmajih
poveda (Slika 34), z izjemo korenin tretmaja nano CuO 100 mg I*, na radun povedane
koli¢ine proteinov. Razmerje med OH/L se pri tretmajih s koncentracijo 10 mg I'* CuO

zmanj$a, medtem ko se pri tretmajih s koncentracijo 100 mg I'* CuO rahlo poveca.
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Slika 34: Razmerja med absorbancami vrhov za lipidi/proteini (L/P), ogljikovi hidrati/proteini (OH/P),
ogljikovi hidrati/lipidi (OH/L), DNA/proteini (DNA/P) v koreninah son¢nic (H. annuus), pri netretiranih

(kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I'* CuO v nano in standardni obliki na hidroponski raztopini.

Koli¢ina lipidov v koreninskih vrSickih se pri vseh tretmajih enako minimalno poveca
glede na kontrolo (Slika 35). Koreninski vrsicki tretmaja CuO 10 mg 1™ imajo podobne
vrednosti kot kontrola za proteine, DNA in ogljikove hidrate. Za koreninske vrsicke
tretmajev nano CuO 10 mg I"* in standardni CuO 100 mg I velja, da se koli¢ine proteinov,
DNA in ogljikovih hidratov rahlo pove&ajo. Pri vriickih tretmaja nano CuO 100 mg 1™

opazimo opazno zmanj$anje tako proteinov kot DNA in ogljikovih hidratov.

Okontrola OCu010 BENanold @ECu0O100 ENano 100

0,45 -
0,4 -
0,35 -
0.3 -
0,25 -
0,2 -
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0,1 -

0

LIPIDI PROTEINI DNA OH

Absorbanca

Slika 35: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate v koreninskih vrsi¢kih
son¢nic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I CuO v nano in standardni

obliki na hidroponski raztopini.
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Med koreninskimi vrsi¢ki razli¢nih tretmajev ostajajo razmerja nespremenjena (Slika 36),
z izjemo koreninskih vrsi¢kov najskrajnejSega tretmaja nano CuO 100 mg 17, kjer se
razmerji L/P in OH/P zviSata na ra¢un manjSe koli¢ine proteinov, medtem ko se razmerji

OH/L in DNA/P znizata na raun zmanjSanja koli¢ine DNA in OH.

Okontrola OCu0O 10 MNano 10 ECu0 100 W Nano 100

1_
OMW‘

L/P OH/P OH/L DNA/P

Slika 36: Razmerja med absorbancami vrhov za lipidi/proteini (L/P), ogljikovi hidrati/proteini (OH/P),
ogljikovi hidrati/lipidi (OH/L), DNA/proteini (DNA/P) v koreninskih vrSi¢kih sonénic (H. annuus), pri
netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I CuO v nano in standardni obliki na hidroponski

raztopini.

Okontrola @DCu010 MWNanol0 MmWCuO 100 M Nanol00
0,5 +
0,4 - -
0,3 -

0,2 -
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o |1 Nl

LIPIDI PROTEINI DNA OH

Slika 37: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate v listih poganjkov son¢nic
(H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I CuO v nano in standardni obliki na

hidroponski raztopini.
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Z analizo spektrov listov son¢nic smo opazili, da se noben tretma opazno ne razlikuje od

kontrole, minimalno pove¢ane vrednosti absorbanc imajo vrhovi spektrov listov tretmajev

z nano obliko CuO (Slika 37).

45.2 Spektri biokemijske sestave vzorcev, posnetih z infrardefo svetlobo na

tkivnem nivoju (Zarkovna linija SISSI, Elettra, Trst)

Merili smo spektre posameznih to¢k (od 5 do 20) znotraj istega tkiva. Pri vrSickih smo
dolocili meristemsko regijo, povrhnjico koreninske ¢epice, notranjost koreninske Cepice,
rizodermis, skorjo in zilo. Pri precnih rezinah korenine smo identificirali rizodermis,
skorjo, endoderm in zilo. Spektre, posnete v rizodermisu, koreninski ¢epici in skorji, smo
podrobno pregledali in po potrebi odSteli spekter zamrzovalnega medija. Spektre enakega
tkiva in enakega tretmaja smo povprecili, da smo dobili le 1 spekter za 1 tkivo pri 1
tretmaju. Izraunali smo standardno deviacijo povprecevanja, vsem spektrom odvedli
vodo, jih normalizirali ter odrezali Sum od 600 do 750 cm™. Spektrom posameznih tkiv
smo dolocili podobnost s klastersko analizo in s spektrov od¢itali viSino 4 vrhov - en za
lipide (med 3020 in 2650 cm™), en za proteine (med 1715 in1570 cm™), en za ogljikove
hidrate (1190 in 983 cm™) in en vrh za DNA (1307 in 1184 cm™). Iz visine vrhov smo
izraCunali razmerja med lipidi/proteini, ogljikovimi hidrati/proteini, lipidi/ogljikovimi
hidrati in proteini/DNA (glej Poglavje 3.9.4.).

Klasterske analize infrardecih spektrov posameznih tkiv znotraj korenine so nam pokazale,
da se pricakovane biokemijske spremembe dogajajo predvsem v zunanjih tkivih korenin
(rizodermis, skorja, koreninska ¢epica, meristemsska regija), medtem ko v notranjih tkivih
(zila, meristemska regija in endodermis) korenin ni prislo do ocitnih sprememb (Priloga K,

L, M).

Med FTIR spektri, posnetimi v rizodermisu zrelih korenin in koreninskega vrsi¢ka (Slika
38), najbolj izstopa izmed vseh tretmajev spekter, posnet v rizodermisu korenin, tretiranih
z nano CuO 100 mg 1™, saj je tudi najskrajnejsi tretma in najmanj podoben spektru,

posnetem v rizodermisu kontrolnih korenin. Spektru, posnetem v rizodermisu kontrolnih
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korenin, je najbolj podoben spekter, posnet v rizodermisu korenin, tretiranih s CuO 10 mg
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Slika 38: Klastersko drevo za IR spektre, posnete v rizodermisu pre¢nega prereza zrele korenine (a) in
vzdolznega prereza koreninskega vrsicka (b) soncnic kontrole, tretmaja CuO standardne kemijske oblike 10

in 100 mg I"* ter tretmaja nano CuO 10 in 100 mg I™.
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Slika 39: Klastersko drevo za IR spektre, posnete v skorji pre¢nega prereza zrele korenine (a) in vzdolZznega
prereza koreninskega vrii¢ka (b) sonénic kontrole, tretmaja CuO standardne oblike 10 in 100 mg 1™ ter

tretmaja nano CuO 10 in 100 mg I™.
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Klastersko drevo spektrov, posnetih v skorji, nam prikaze zelo podobne rezultate (Slika
39). Spekter, posnet v koreninski skorji tako zrele korenine kot koreninskega vrSicka

najskrajnejega tretmaja nano CuO mg 1™, se najbolj razlikuje od kontrole.

V vzdolznem prerezu koreninskega vrSicka pa se poleg spektrov, posnetih v skorji in v
rizodermisu, enake spremembe opazijo pri spektrih, posnetih v koreninski ¢epici (Slika
40). Spektrom kontrole so najbolj podobni spektri, posneti v koreninski Cepici tretmaja

CuO 10 mg I najmanj pa spektri, posneti v koreninski ¢epici tretmaja nano CuO 100 mg
I

cuo_10-inr
cuo_100-ir
nano_10-ir

control-inrc
nano_100.

Heterogeneity

Slika 40: Klastersko drevo za IR spektre, posnete v koreninskih ¢epicah vzdolznega prereza koreninskega

vriicka sonénic kontrole, tretmaja CuO standarne oblike 10 in 100 mg I™ ter tretmaja nano CuO 10 in 100 mg
I
Spektrom posameznih tkiv, tako v zrelih koreninah kot v koreninskih vrSic¢kih, smo od¢itali

koli¢ino lipidov, proteinov, DNA in ogljikovih hidratov za vse tretmaje.

V zili smo pri¢akovali nespremenjeno biokemijsko sestavo. V zreli korenini se je najbolj
povecala koli¢ina OH pri tretmaju nano CuO 100 mg I (Slika 41). Podatka za Zilo
koreninskega vr§icka tretmaja nano CuO 100 mg 1™ nimamo, saj smo Zilo na vzdolZnem
prerezu zgresili. Se je pa moc¢no zmanjSala koli¢ina proteinov, tako da imajo vsi tretmaji
manj proteinov v primerjavi s kontrolo. Prav tako se je rahlo zmanjSala koli¢ina lipidov,

DNA in OH v zili koreninskih vrSi¢kov ostalih tretmajev.
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Slika 41: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate (OH) v Zili zrelih korenin
(a) in koreninskih vr§i¢kov (b) sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg 1™
CuO v standardni obliki in 100 mg I* v nano obliki na hidroponski raztopini. Manjkajo nam podatki za
spektre Zile koreninskega vrsicka tretmaja nano CuO 100 mg 1™, saj smo jo na vzdolznem prerezu zgresili,

tako da na rezini ni prisotnega tkiva Zile.

V skorji zrele korenine (Slika 42.a) so se koli¢ine vseh biomolekul zmanjsevale z visanjem
koncentracije dodanega CuO, z izjemo koli¢ine proteinov in DNA, ki je pri tretmaju nano
CuO 100 mg I"vigja od kontrolne. Podobno velja za skorjo koreninskih vrsickov (Slika

42.b), z izjemo tretmaja nano CuO 10 mg I"%, kjer so koli¢ine vseh biomolekul najniZje.
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Slika 42: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate (OH) v skorji zrelih
korenin (a) in koreninskih vr§i¢kov (b) son¢nic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in

100 mg I CuO v nano in standardni obliki na hidroponski raztopini.

V rizodermisu zrele korenine se koli¢ine biomolekul med razli¢nimi tretmaji bistveno ne
spreminjajo, z izjemo izstopajo¢ega tretmaja nano CuO 10 mg I, ki ima povsod najniZje

vrednosti (Slika 43.a). Enako velja za rizodermis koreninskih vrsickov (Slika 43.b).
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Slika 43: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate (OH) v rizodermisu zrelih
korenin (a) in koreninskih vr§i¢kov (b) sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in

100 mg I"* CuO v nano in standardni obliki na hidroponski raztopini.

Tudi v endodermisu zrelih korenin nismo zaznali bistvenih sprememb v koli¢ini
posameznih biomolekul med tretmaji (Slika 44). Kontrolna rastlina ima najve¢ DNA in
OH.

V meristemski regiji koreninskih vrsickov velja enak trend kot pri rizodermisu, da ima

koreninski vriiGek tretmaja nano CuO 10 mg 1™ najniZje vrednosti vseh biomolekul (Slika

45). Najvisje vrednosti tu ima koreninski vrSi¢ek tretmaja CuO 100 mg I
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Slika 44: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate (OH) v endodermisu zrelih
korenin sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I CuO v nano in
standardni obliki na hidroponski raztopini.
Okontrola @Cu010 mNanol0 WCuO100 mNanol100
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Slika 45: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate (OH) v meristemski regiji
koreninskih vrii¢kov sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg 1! CuO v

nano in standardni obliki na hidroponski raztopini.

V notranjosti koreninske ¢epice vrSicka korenine izstopa vecja koli€ina proteinov tretmaja
CuO 100 mg I'. Spet se pojavijo najnizje koncentracije vseh biomolekul pri tretmaju nano

CuO 10 mg I"%. Prav tako ima tretma CuO 10 mg I"* niZje vrednosti od kontrole (Slika 46).
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Okontrola OCu010 mNanol0 BCu0100 MNanol00
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Slika 46: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate (OH) v notranjosti
koreninskih &epic vr§ickov sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I

CuO v nano in standardni obliki na hidroponski raztopini.

Biokemijska sestava zunanjosti koreninske ¢epice je primerljiva z notranjostjo (Slika 47).
NajniZje vrednosti ima tretma nano CuO 10 mg 1™, prav tako niZje vrednosti od kontrole

ima tretma standardnega CuO 10 mg I™.

Okontrola OCu010 ®mNanol0 @ECuO100 ENanolQ0

07 -
06 -
05 -
0,4 -
03 -

LIPIDI PROTEIN] DNA OH

Slika 47: Vrednosti absorbanc vrhov za lipide, proteine, DNA in ogljikove hidrate (OH) v povrhnjici
koreninskih ¢epic vr§i¢kov sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) koreninah ali koreninah, tretiranih

210 in 100 mg I'* CuO v nano in standardni obliki na hidroponski raztopini.
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Preucili smo razmerja med absorbancami vrhov spektrov posameznih tkiv za lipide,
proteine, DNA in ogljikove hidrate. Med seboj smo primerjali enako tkivo zrele korenine

in koreninskega vrsicka.

V zili koreninskega vr$i¢ka nam manjkajo podatki za vrsi¢ek tretmaja nano CuO 100 mg I
! saj smo pri rezanju zgresili Zilo (Slika 48). V zreli korenini je razmerje med OH/P vije,
kar pomeni vecjo koli¢ino OH. Najmanj se spreminja razmerje L/P, a tudi sicer v zili

nismo pric¢akovali bistvenih sprememb v biokemijski sestavi.

a)
Okontrola OCu010 MNanol0 mCuO 100 mNanol00
2 _
) H_u
L/P OH/P L/OH DNA/P
b)
Okontrola OCuO10 MNanol0 @CuO 100
0,8 -
0,6 -
04 -
0

L/P OH/P L/OH DNA/P

Slika 48: Razmerja med absorbancami vrhov za lipidi/proteini (L/P), ogljikovi hidrati/proteini (OH/P),
ogljikovi hidrati/lipidi (OH/L), DNA/proteini (DNA/P) v IR spektrih posnetih v zili zrelih korenin (a) in
koreninskih vrsi¢kov (b) sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I'* CuO
v nano in standardni obliki na hidroponski raztopini. Pri vzdolZznem prerezu koreninskega vrSicka nam

manijkajo podatki za tretma nano CuO 100 mg 1™,
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Razmerja med biomolekulami v skorji so vecja pri zreli korenini (Slika 49).

a)
Okontrola OCuO10 MNanol0 mCuO100 EMNanol00

4 _

3 _

2 -

1 _

0 T T :

L/P OH/P L/OH DNA/P

b)

Okontrola OCuO10 mNanol0 WCuO 100 EWNanol00

1 -

QI | PR

L/P OH/P L/OH DNA/P

Slika 49: Razmerja med absorbancami vrhov za lipidi/proteini (L/P), ogljikovi hidrati/proteini (OH/P),
ogljikovi hidrati/lipidi (OH/L), DNA/proteini (DNA/P) v IR spektrih posnetih v skorji zrelih korenin (a) in
koreninskih vrsi¢kov (b) sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I CuO

v nano in standardni obliki na hidroponski raztopini.

Prav tako so vecje spremembe v razmerjih med biomolekulami v rizodermisu pri zreli
korenini (Slika 50). V rizodermisu zrele korenine se s skrajnostjo tretmaja razmerje med
OH/P zniZuje na racun znizevanja OH, medtem ko se v koreninskem vrSicku razmerje

OH/P povecuje na raun znizevanja proteinov.
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a)
Okontrola OCuO10 MNanol0 mECuO100 MNanol100
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1 -

0 -

L/P OH/P L/OH DNA/P

b)

Okontrola OCuO10 mNanol0 mCuO100 W Nanol00

1 -

0,5 -

0 -

L/P OH/P L/OH DNA/P
Slika 50: Razmerja med absorbancami vrhov za lipidi/proteini (L/P), ogljikovi hidrati/proteini (OH/P),
ogljikovi hidrati/lipidi (OH/L), DNA/proteini (DNA/P) v IR spektrih posnetih v rizodermisu zrelih korenin

(a) in koreninskih vriickov (b) son&nic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I

CuO v nano in standardni obliki na hidroponski raztopini.

V endodermisu zrelih korenin ni pri§lo do bistvenih sprememb, kot velja za ostala tkiva

zrele korenine, se pa tudi tu s skrajnostjo tretmaja razmerje OH/P znizuje (Slika 51).

Za meristemsko regijo koreninskega vrSi¢ka velja, da se razmerji OH/P in DNA/P s

skrajnostjo tretmaja povecujeta (Slika 52).
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Okontrola OCu010 MNanol0d ECuO100 ENanol00

15 -
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L/P OH/P L/OH DNA/P

Slika 51: Razmerja med absorbancami vrhov za lipidi/proteini (L/P), ogljikovi hidrati/proteini (OH/P),
ogljikovi hidrati/lipidi (OH/L), DNA/proteini (DNA/P) v IR spektrih posnetih v endodermisu zrelih korenin
sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I CuO v nano in standardni

obliki na hidroponski raztopini.

Okontrola OCuO10 mNanol0 BECuO 100 MW Nanol100

0,8 -

il

OH/P L/OH DNA/P

Slika 52: Razmerja med absorbancami vrhov za lipidi/proteini (L/P), ogljikovi hidrati/proteini (OH/P),
ogljikovi hidrati/lipidi (OH/L), DNA/proteini (DNA/P) v IR spektrih posnetin v meristemski regiji
koreninskih vr§ickov sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I* CuO v

nano in standardni obliki na hidroponski raztopini.

Za notranjost (Slika 53) in povrhnjico (Slika 54) koreninske ¢epice vrsicka korenine velja,
da se razmerja s skrajnostjo tretmaja znizujejo, z izjemo vi§jega razmerja OH/P in DNA/P

pri tretmaju nano CuO 100 mg I in vi§jega razmerja L/OH pri tretmaju CuO 100 mg 1.
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Okontrola OCu0 10 mNanol0 M@CuO 100 MNanol00

0,8 -

L/P OH/P L/OH DNA/P

Slika 53: Razmerja med absorbancami vrhov za lipidi/proteini (L/P), ogljikovi hidrati/proteini (OH/P),
ogljikovi hidrati/lipidi (OH/L), DNA/proteini (DNA/P) v IR spektrih posnetih v notranjosti cepic koreninskih
vr$ickov sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I CuO v nano in

standardni obliki na hidroponski raztopini.

Okontrola OCu010 mNanol0 ECu0100 MW Nanol00

14 -

08 -
06 -

L/P OH/P L/OH DNA/P

Slika 54: Razmerja med absorbancami vrhov za lipidi/proteini (L/P), ogljikovi hidrati/proteini (OH/P),
ogljikovi hidrati/lipidi (OH/L), DNA/proteini (DNA/P) v IR spektrih posnetih v povrhnjici ¢epic koreninskih
vr$i¢kov sonénic (H. annuus), pri netretiranih (kontrola) ali tretiranih z 10 in 100 mg I CuO v nano in

standardni obliki na hidroponski raztopini.
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4.6 GENOTOKSICNOST

Obarvana jedra meristemskih celic koreninskega vrsicka smo poslikali z mikroskopom in
dolo¢ili faze delitve celic (Slika 55). Mitotski indeks je bil najvecji pri kontroli, vendar se
je z nara$¢ajoco koncentracijo CuO zmanjseval (Slika 56). Najmanjsi vpliv je imel tretma
standardnega CuO v koncentraciji 10 mg I™%. Vrednosti mitotskega indeksa pri nano obliki
CuO so niZje kot pri enaki koncentraciji standardnega CuO. Pri koncentraciji 10 mg 1™ se
je mitotski indeks zmanjsal za 50 %, pri koncentraciji 100 mg 1" pa za 70 %. Znagilne so

statisticne razlike (p<0,05) med oblikama CuO pri obeh koncentracijah.

Faktorska analiza variance je pokazala, da na mitotski indeks v apikalnem meristemu
koreninskega vrSicka vplivata tako oblika CuO kot njegova koncentracija v hranilni

raztopini (Preglednica 6), medtem ko njuna interakcija ni imela statisticno znacilnega

vpliva (Priloga B).

INTERFAZA

PROFAZA

- DQ G;/ .“)9 a}’m@n.@

e

Slika 55: Faze mitoze v apikalnem meristemu koreninskega vrsi¢ka navadne son¢nice (H. annuus).
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Slika 56: Vrednosti mitotskega indeksa v koreninskih vr$ickih son¢nice (H. annuus), pri netretiranih
(kontrola) rastlinah in rastlinah, tretiranih z 10 in 200 mg I™* CuO v nano in standardni obliki na hidroponski
raztopini. Prikazane so povpre¢ne vrednosti (kontrola N=4, ostali tretmaji N=5). Razli¢ne ¢rke nad stolpci

oznacujejo statisti¢no znacilno razliko med tretmaji (enosmerna ANOVA, Duncan's test, p<0,05).

Preglednica 6: Rezultati faktorske analize za mitotski indeks (%) v tretiranih koreninskih vr8i¢kih sonénic.

Analizo smo opravili s programom Statistica 7. Statisti¢no znacilne vplive prikazujejo odebeljene ¢rke.

SS Prostostne MS F p
stopnje
Oblika CuO 97,1928 1 97,1928 41,9382 0,000008
Koncentracija (mg 1) 123,1096 1 123,1096 53,1212 0,000002
Oblika CuO*Koncentracija (mg 1) 4,75 1 4,75 2,0496 0,171491
Napaka 37,0804 16 2,3175

4.7 MORFOLOSKE SPREMEMBE

Kot posledica biokemijskih sprememb in sprememb v razporeditvi elementov v tretiranih
rastlinah se strupenostni ucinki tretiranja s CuO pokazejo tudi na morfologiji rastlin.
Najvecje spremembe so bile pri soncnicah. tretiranimi z nanodelci CuO. Pri koncentraciji

10 mg I"* spremembe niso tako velike, iz esar sklepamo, da rastlina, izpostavljena tej
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koncentraciji nanodelcev CuO, lahko raste normalno, medtem ko so pri koncentraciji 100

mg It poskodbe prevelike in rastlina ne more zakljuciti svojega rastnega cikla.

4.7.1 MorfoloSke spremembe na nivoju organizma

Spremembe na koreninah in poganjkih razli¢no tretiranih rastlin so bile vidne Ze na prvi
pogled. Pri kontrolnih rastlinah so bili poganjki neposkodovani, korenine pa bele, dolge in
mocno razvejane. Izrazitih sprememb pri koncentraciji 10 mg 1" CuO v nano in standardni
obliki ni bilo opaziti. Korenine so bile rahlo temno obarvane in manj razvejane, na
spodnjih listih so se pojavile kloroze (Slika 57.a). Rastline, ki so rasle v raztopini s
koncentracijo 100 mg I"* nano CuO, so imele popolnoma &rne, tanke in skoraj nerazvejane
korenine. Poganjki so bili veliko krajsi kot pri kontroli, prislo je do deformacije listov in
pojava nekroz. Pri rastlinah, tretiranimi s 100 mg I CuO v standardni obliki, so se
korenine rahlo temno obarvale in so bile v primerjavi s kontrolo krajse (Slika 57.b), kot je

bilo opazno ze pri predhodnih poskusih (Frlic, 2011).

KONTROLA KONTROLA
standardni CuO standardni CuO

nano CuO nano CuO

Slika 57: Primerjava kontrolne rastline z rastlino, ki je rasla v raztopini s CuO v standardni in nano obliki s

koncentracijo 10 mg I'* (a) in 100 mg I™* (b).

4.7.2 Morfoloske spremembe na tkivnem in celiénem nivoju

Spremembe med tretiranimi rastlinami so bile opazne tudi na tkivnem nivoju, predvsem na

koreninskem sistemu, ter manj izrazite na poganjkih.
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4.7.2.1 Steblo

Slika 58: Primerjava pre¢nih rezin stebla tretiranih rastlin: a) Zila pri kontrolnih rastlinah, b) Zila po tretmaju
100 mg I standardni CuO, c) steblo pri tretmaju 10 mg I nano CuO, d) Zila pri tretmaju 100 mg 1™* nano
CuO, e) zila pri tretmaju 100 mg 1™ nano CuQ in f) steblo pri tretmaju 100 mg I nano CuO.

Steblo je bilo v primerjavi z drugimi tretmaji (Slika 58.a, b) dokon¢no razvito le pri
sonénici tretmaja 100 mg 1™ nano CuO in je imelo karakteristike odraslega stebla (Slika
58.c, d, e, f). Steblo ni bilo poras¢eno s trihomi, bilo je moc¢no lignificirano, tanjse in z
debelejso skorjo kot pri enako starih rastlinah drugih tretmajev. Same Zile so bile manjSe in

so izgubile obliko prstastih zil, ki so sicer znacilne za mlado steblo.

4.7.2.2 List

Pre¢ni prerezi listov se med tretmaji niso bistveno spreminjali. Najveéje razlike v
primerjavi s kontrolnim (Slika 59.a) je imel list tretmaja 100 mg I* nano CuO, Kijer je bila
listna sredica bolj kompaktna in enotna (Slika 59.b). Ni bilo videti jasne meje med

stebricastim in gobastim tkivom, saj je bilo slednje slabse razvito.
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Slika 59: Primerjava pre¢nih rezin listne ploskve med a) kontrolo in b) tretmajem 100 mg 1™ nano CuO.

4.7.2.3 Koreninski vrsicek

V vzdolznem prerezu koreninskega vrsicka med tretmaji ni bilo bistvenih razlik, z izjemo
koreninskih vrsickov rastlin, ki so rasle v suspenziji nanodelcev CuO v koncentraciji 100
mg I (Slika 60). Koreninske &epice so propadle, prav tako je bil poskodovan koreninski
apikalni meristem. Zaradi tega se blizu konice korenine za¢nejo tvoriti zasnove stranskih
korenin. Na splosno so koreninski vrsi¢ki pri tem tretmaju deformirani, pojavljajo pa se

tudi nekroze zasnov stranskih korenin znotraj korenine.
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Slika 60: Primerjave vzdolznih prerezov koreninskih vrii¢kov sonénic, tretiranih z 10 ali 100 mg I* CuO v

nano in standardni obliki.

4.7.2.4 Korenina

Poskusne rastline so bile vzgojene na hidroponiki, zato so se v koreninah vseh tretmajev
pojavili ve¢ji intracelularni prostori, ki omogocajo lazje prehajanje plinov in s tem
preskrbo potopljenih tkiv s kisikom. Pri tretmaju 100 mg I"* CuO v standardni obliki so bili
na rizodermisu dobro vidni skupki CuO, ki je v tej obliki v vodnem mediju netopen,
vendar se delci lepijo na celi¢no povrhnjico (Slika 61, 3. vrstica). Tako pri nano CuO 10
mg 1™ kot tudi pri 100 mg I* se je pojavila deformacija Zil, nemalokrat se je porusila
znaCilna 2- ali 5-zarkasta struktura zile (Slika 61, 5. vrstica). Pri koncentraciji nano 100
mg I so traheje dobro formirane, z mo&no celi¢no steno, obenem pa so parenhimske celice
ponekod obarvane rjavo, kar nakazuje na propadanje koreninskega tkiva. Rizodermis je

poskodovan in ponekod manjka.
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Slika 61: Primerjave pre¢nih prerezov korenin sonénic, tretiranih z 10 ali 100 mg I CuO v nano in

standardni obliki
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5 RAZPRAVA

5.1 PRISOTNOST BAKROVIH IONOV V SUSPENZIJI BAKROVEGA OKSIDA
(CuO)

Prisotnost bakrovih ionov v suspenzijah nano CuO in CuO v standardni kemijski obliki
smo preverjali s testom, kjer se ob prisotnosti amonijaka z bakrovimi ioni tvori modro
obarvan kompleks (Cu(NHs),>"). Prisli smo do enakih zakljudkov kot Frlic (2011), saj se
nobena od pripravljenih suspenzij ni obarvala modro. Prav tako so bile spektralne
prepustnosti v vseh naSih raztopinah visje od 99 %, kar pomeni, da se iz CuO ni sprosc¢alo
veliko bakrovih ionov (Slika 17). Tudi po podatkih iz literature je CuO v vodi prakti¢no
netopen (Copper (I1) Oxide, 2011).

Gunawan in sod. (2011) so v svoji raziskavi dokazali, da se iz bakrovih soli sprogéajo Cu®*
ioni, ki tvorijo bakrovo-proteinski kompleks, ki zavira rast bakterij, medtem ko se luzenje
Cu?* ionov ni pojavilo pri standardni obliki CuO in ni bilo znakov strupenosti, tako da
pripisujejo strupenostne efekte nanodelcev CuO njegovim fizikalnim lastnostim. Mortimer
in sod. (2010) so ugotovili, da se iz CuO v nano obliki po Stirih urah sprostita le 2 %
bakrovih ionov, iz CuO v standardni kemijski obliki pa le 0,12 %, kar je zelo malo v
primerjavi s ZnO, kjer je topnost 80 %. S pomo¢jo Cu-helatorjev (desferoksamin in D-
penicilamin) sta Fahmy in Cormier (2009) dokazala, da strupenostni efekti niso posledica

Cu®" jonov, saj helatorji niso omilili strupenostnih u¢inkov nanodelcev CuO.

Zakljuéili smo, da je bila koncentracija Cu®* ionov v hranilni raztopini tako majhna, da
morfoloskih in biokemijskih sprememb, ki so nastale ob tretiranju, ne moremo pripisati
strupenosti zaradi prostih Cu®* ionov v hranilni raztopini, ampak fizikalnim lastnostim

nanodelcev.

5.2 PREVODNOST SUSPENZIJ BAKROVEGA OKSIDA (CuO)

V suspenzijah nanodelcev CuO in CuO v standardni kemijski obliki smo izmerili

prevodnost. Vrednosti izmerjene prevodnosti so se z vecanjem koncentracije povisevale

tako pri nano kot standardni obliki CuO, le da so bile vrednosti pri nanodelcih visje (Slika
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18). Buffet in sod. (2011) so izmerili zeta potencial topnemu Cu (Cu?"), ki ima visoko
pozitiven naboj (26,3 mV), kar prispeva k stabilnosti raztopine, medtem ko imajo
nanodelci CuO rahlo negativen naboj (8,69 in 7,72 mV), kar je vzrok za nestabilnost
raztopine. Naboj delca je pomemben, saj ta vpliva na razporejanje delcev in loevanje
ionov in biomolekul, kar posledi¢no vpliva na interakcijo med celico in delcem. Obenem
so Zhuang in sod. (2009, cit. po Tso in sod., 2010) ugotovili, da lahko kationi (Ca**, Mg*)
v vodi nevtralizirajo negativni naboj povrSine nanodelcev. El Trass in sod. (2012) so
dokazali, da je naboj nanodelcev CuO odvisen od pH. Z viSanjem pH se negativnost
nanodelcev povecuje, med pH 4,5 in 12 imajo negativen naboj; pH nasih hranilnih raztopin
se je gibal med 6.1 in 6.5, kar pomeni, da so imeli nanodelci CuO verjetno negativen

naboj, vendar tega nismo neposredno dokazali.

Lahko sklepamo, da se nanodelci CuO zaradi svoje majhnosti obnasajo kot metaioni, ki
nosijo naboj, in je zaradi tega prevodnost suspenzij nanodelcev CuO vi§ja kot prevodnost

suspenzij CuO v standardni obliki.

53 KONCENTRACIA BAKRA V SUPERNATANTU SUSPENZIJ S CuO IN NANO
CuO (TXRF)

Pri nano obliki bakrovega oksida se je koncentracija bakra v supernatantu zviSevala z
nara$¢ajo¢o koncentracijo nanodelcev CuO (Slika 19), vendar pri analizni metodi TXRF
analiziramo skupno koli¢ino Cu in tako ne moremo lociti Cu ionov od CuO. Metodo bi
lahko izboljsali s sonifikacijo suspenzij, daljSim centrifugiranjem ali uporabo filtrov z
nanometrsko velikostjo por, da bi lahko z zagotovostjo trdili, da baker v supernatantu je oz.
ni v ionski obliki. Znano je, da nanodelci pri vi§jih koncentracijah agregirajo v vecje
skupke in v vodi tvorijo agregate velikosti od 200 do 17000 nm. Agregacija je posledica
privlaka med posameznimi nanodelci. Hkrati pa se posamezni nanodelci lahko hitreje
gibajo v raztopini, kar je posledica Brownovega gibanja delcev v vodi, za katere velja, da

imajo manjsi delci visji difuzijski koeficient (Tso in sod., 2010).
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54 PRIVZEM BAKRA V KORENINE IN POGANJKE (TXRF)

Povpre¢na koncentracija Cu v rastlini je 10 ug g™ suhe mase (Baker in Senef, 1995, cit. po
Yruela, 2005), pri naSem poskusu pa so imele vse rastline z izjemo kontrole precej visje

koncentracije Cu v tkivih.

V koreninah je s povecanjem koncentracije CuO v raztopini narasc¢ala tudi koncentracija
Cu v tkivih. Razlike med nano in standardno obliko CuO so bile statisticno znacilne pri
koncentraciji 150 mg 1™, kjer je bila koncentracija Cu v koreninah, tretiranih z nano obliko,
za 38 % veCja kot v koreninah, tretiranih s standardno obliko CuO (Slika 27a).
Koncentracije Cu v poganjkih so bile za 64-99,8 % nizje kot v koreninah, a se je tudi tu
pokazal trend zviSevanja koncentracije Cu s povecano koncentracijo CuO v hranilni

raztopini (Slika 27b). Trendi so bili enaki kot pri Frlic (2011).

Lin in Xing (2008) sta ugotovila, da se je pri ljulkah, tretiranih s koncentracijami, visjimi
od 100 mg I Zn* in nanodelcev ZnO pokazal trend zniZzevanja koncentracije Zn v
koreninah pri ionski obliki Zn ter trend zviSevanja koncentracije Zn v koreninah s
povecevanjem koncentracije nanodelcev ZnO v hranilni raztopini. Tudi Lee in sod. (2008)
so dokazali linearno odvisnost med koncentracijo nanodelcev Cu v rastnem gojis¢u in

koncentracijo Cu v fizolu in pSenici.

Kot je ugotovila Frlic (2011), je prenosni indeks za Cu iz korenin v poganjke veliko manjsi
od 1 za vse tretmaje CuO, a vseeno Vvi§ji pri tretmajih za nano obliko CuO. Enako so
ugotovili Lin in Xing (2008) na primeru nanodelcev ZnO in dokazali, da je prenosni indeks
za Zn manjsi od 0,02. Sklepali so, da je to posledica agregiranja nanodelcev ZnO na
zunanji povr$ini korenin, saj le redki posamezni delci vstopijo v notranjost koreninskega

strZzena in so se sposobni transportirati v poganjek.

Na primeru drugih dvokali¢nic so dokazali, da je endodermis odlo¢ilna prepreka za vstop
Pb v prevajalne elemente (Lyubenova in sod., 2012). Enako velja tudi za komplekse kovin
s sinteti¢nimi helati, ki navadno potujejo do osrednjega koreninskega cilindra po apoplastu,
zato so predvideli, da v prevodne elemente korenin vstopajo le na podrocju koreninske
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Cepice, kjer endodermis $e ni dokon¢no razvit (Nowack in Bucheli., 2007). V raziskavi
razporeditve Cu v koreninah Brassica carinata, tretiranin s CuSO, in CuEDDS so
ugotovili, da se Cu v prvem primeru nahaja pretezno v Zili, saj Cu®* moéno poskoduje
membrane in tako pasivno vstopa v prevodna tkiva, medtem ko se v drugem primeru Cu
nahaja pretezno v notranjih celicah skorje in v endodermisu, kjer se ustavi (Cestone in
sod., 2012). Da lahko prehaja v prevodna tkiva, se mora CUEDDS kompleks predhodno
razgraditi. Zato sklepamo, da v prevodna tkiva vstopajo nanodelci, ki so uspeli iz apoplasta
preiti v simplast, saj se koncentracija Cu v zilah korenin povecuje s koncentracijo
dodanega CuO. V najnovejsi raziskavi so Wang in sod. (2012) dokazali, da se CuO
nanodelci po ksilemu prenasajo iz korenin v poganjke. Hipotezo, da se prenasajo v obliki
Cu?* ionov, so ovrgli, saj so v tkivih listov koruze s TEM identificirali nanodelce CuO.
Obenem pa so ugotovili, da se nanodelci CuO lahko transportirajo iz poganjkov v korenine
koruze, saj so opazili ¢rne agregate na koreninah, ki niso bile direktno izpostavljene
nanodelcem CuO. Ti rezultati nakazujejo na veliko kompleksnost transporta nanodelcev

pri rastlinah, katerega mehanizmi zaenkrat Se niso poznani.

5.5 LOKALIZACIUA BAKRA IN OSTALIH ELEMENTOV

Lokalizacijo elementov smo v koreninah na tkivhem nivoju dolo€ali s pomo¢jo mikro
protonske emisije rentgenskih zarkov (mikro-PIXE). Tudi pri lokalizaciji smo potrdili
opazen trend TXRF meritev, in sicer odvisnost koncentracije bakra v koreninskih tkivih
son¢nic od koncentracije in oblike CuO. V kontrolnih koreninah je bil Cu razporejen
homogeno v zelo majhnih koncentracijah v vseh koreninskih tkivih (Slika 20, Slika 22).
Pri obeh tretmajih s standardno obliko CuO se je Cu, tako v koreninskem vrSicku kot v
zreli korenini, nahajal na in v rizodermisu, kar pomeni, da CuO v tej obliki ne prehaja v
notranja tkiva korenin (Slika 20, Slika 22). Pri obeh tretmajih z nano obliko CuO smo visje
koncentracije Cu locirali v rizodermisu, koreninski ¢epici, meristemski regiji in skorji, kjer
se je prodiranje v endodermisu zaustavilo in so koncentracije v zili precej nizje (Slika 26,
Slika 27). Podobno se tudi nanodelci Ag v koreninah navadnega repnjakovca (Arabidopsis
thaliana) pretezno nahajajo na povrsini koreninske Cepice in v notranjosti koreninske

¢epice, v osrednji cilinder pa prehajajo le v manjsih koli¢inah (Ma in sod., 2010).
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To je dokaz, da so nanodelci sposobni prodirati v notranja koreninska tkiva in da
Kasparijeva proga v endodermisu u¢inkovito prepre¢uje mnozic¢en vstop nanodelcev v zilo.
Obenem smo tudi dokazali, da CuO v standardni kemijski obliki v manj$i meri prehaja v

zilo.

Z metodo mikro-PIXE smo v tkivih poleg drugih elementov (P, S, K, Ca, Mn, Fe, Zn)
uspeli dolociti porazdelitev skupnega bakra, ne pa tudi bakrovih vezavnih oblik, tako da
lahko le sklepamo, da porazdelitev Cu v koreninah, tretiranih s CuO o0z. nano CuO,
dejansko odraza porazdelitev CuO ob predpostavki, da se CuO ne raztaplja. Za
dokazovanje vezavnih oblik CuO v koreninah bi morali uporabiti drugo metodo, npr.
mikro-XANES (Ar¢on, 2006), s katero bi lahko natan¢no dolo¢ili vezavne oblike Cu v
tkivih.

Mozne interakcije nanodelcev z rastlinskimi koreninami so lepljenje na zunanjo povrsino
korenin, vgrajevanje v celi¢no steno ali pa privzem v celico. Nanodelci lahko difundirajo v
medceli¢ne prostore v apoplastu in se tam vgradijo v celicno membrano. Rastlinske celice
imajo zaradi karboksilnih in hidroksilnih skupin polisaharidov v celi¢ni steni negativni
naboj na povrsini, kar jim omogoca prenos negativno nabitih nanodelcev v apoplast.
Kasparijeva proga v endodermu predstavlja prepreko za apoplastni prenos nanodelcev v
zilo, tako da je mozni prenos v zilo le po simplastu. Ta prepreka pa ni popolna, saj
nanodelci lahko vstopijo v ksilem preko lukenj in poSkodovanih celic, ne da bi jim bilo
treba preckati celicno membrano. Ugotovili so, da je ta proces prevladujo¢ v prenosu
kovinskih helatorjev (npr. EDTA) do zile in kasneje poganjka (Nowack in sod., 2006,
Tandy in sod., 2006, cit. po Nair in sod., 2010). Na podlagi tega znanja o fiziologiji
korenine so znanstveniki postavili hipotezo, da nanodelci z negativnim nabojem lahko
vstopijo v apoplast skorje in tudi v Zilo, pri tem pa jim ni treba vstopiti v posamezne celice

(Nowack in Bucheli, 2007; cit. po Nair, 2010).
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5.5.1 Razporejanje bakra na celicnem nivoju

Z metodo LEXRF smo dolocili porazdelitev Cu na celicnem nivoju, kjer smo opazili, da se
ta koncentrira na zunanji strani celi¢nih sten rizodermisa. Pri tretiranju z nanodelci CuO pa
smo Cu lokalizirali tudi v simplastu skorje (Slika 28). Omenjena metoda nam omogoca
tudi lokalizacijo kisika. 1z kolokalizacijskih map je razvidno, da Cu kolokalizira s kisikom,
zato lahko sklepamo, da se baker v celicah skorje nahaja v obliki nanodelcev CuO. To

pomeni, da so nanodelci CuO sposobni preckati membrano.

Mnogi raziskovalci so ze dokazali, da nanodelci prehajajo v notranjost celic in tam tudi
ostanejo v obliki nanodelca. Wang in sod. (2012) so opazili nanodelce CuO tako v celi¢nih
stenah rizodermalnih celic kot tudi v medceli¢nih prostorih in v notranjosti celic skorje,
celo v jedru. Ker so nasli nanodelce v medceli¢nih prostorih, predvidevajo, da potujejo
preko rizodermisa in skorje po apoplastni poti. Ker so v celici opazili endosom, so
predvidevali, da je nain vstopa nanodelca CuO v celico s pomocjo endocitoze, kar so
nakazali ze v predhodni $tudiji na algah. Pri raziskavi Gonzales-Melendi in sod. (2008) se
je pri tretiranju buce z magnetnimi nanodelci, prevleCenimi z ogljikom, izkazalo, da so
nanodelci prisotni povsod, tako v celicah kot tudi v medceli¢nih prostorih. S pomocjo
TEM so opazili prisotnost ¢rnih pik v endodermisu korenin, tretiranih z ZnO. Bile so v
apoplastu, citoplazmi in celo v jedru celice. Velikosti ¢rnih pik (19 = 6 nm) so bile enake
kot velikosti posameznih nanodelcev ZnO. Zakljucili so, da nanodelci ZnO lahko preidejo
v endodermis in prevodna tkiva korenine ljulke (Lin in Xing, 2008). Tako individualne kot
tudi agregirane nanodelce Cu so opazili v citoplazmi in celi¢ni steni koreninskih celic
fizola. Skupke so opazili v vakuolah, vecji so bili pri vi§jih koncentracijah tretiranja (Lee
in sod., 2008). Rico in sod. (2011) so v svojem pregledu objav povzeli, da imamo jasne
zaklju¢ke o privzemu in prenosu nanodelcev po rastlini le o fulerenu, Ni(OH), in Cu
nanodelcih. Veliko je znanega o privzemu nanocevk, a te so hidrofobne, zato je njihov

privzem drugacen od ostalih nabitih nanodelcev.
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5.5.2 Ucdinki na prerazporejanje esencialnih elementov

Tretiranje rastlin s CuO oz. nano CuO je vplivalo tudi na spremembo porazdelitve drugih
elementov v koreninskih tkivih. Zeleza in cinka pri kontroli skoraj ni bilo (Slika 20, Slika
22). Oba elementa se pri tretiranih rastlinah s CuO nahajata predvsem v rizodermisu in
koreninski Cepici, najvi$je koncentracije pa so v koreninah, tretiranih z nanodelci CuO
(Priloga E, Priloga F). Rezultati analize Pearsonovega korelacijskega koeficienta nam
pokazejo pozitivno kolokalizacijo cinka in Zeleza z bakrom (Preglednica 3, Priloga D).
Povecane koncentracije tako zeleza kot cinka v koreninskih tkivih so verjetno posledica
deleza necisto¢ v obeh kemikalijah, tako v standardnem CuO kot nano CuO. Frlic (2011) je

ugotovila, da se cink ni prenaSal iz korenin v poganjke.

Kalcij smo lokalizirali v celotnem koreninskem vrsicku (Slika 21), manj v zili in ve¢ v
koreninski &epici; zanimivo pri tretmaju nano CuO 100 mg I je, da se je kalcij
koncentriral v skorji in endodermisu, v vseh tkivih pa je bil prisoten v visjih koncentracijah
kot pri kontroli (Slika 23, Priloga G). Trend povisevanja kalcija v rastlini z naras¢ajoco
koncentracijo CuO se je pokazal tudi v predhodni raziskavi (Frlic, 2011). Zvisevanje
koncentracije kalcija v koreninah je lahko posledica njegove prisotnosti kot necistoce v
CuO, kar je bilo na embalazi standardne oblike zabeleZeno, meritve pa so pokazale, da je

kalcij v $e visji koncentraciji prisoten tudi v nano obliki CuO.

Za kalij smo ugotovili, da se pri vseh tretmajih nahaja v vseh koreninskih tkivih, medtem
ko se pri tretmaju nano CuO 100 mg I v vigjih koncentracijah nahaja le v Zili (Slika 21,
Slika 23), v povprecju pa so koncentracije kalija ekstremno nizke (Priloga H). Kalij je
element, ki ga najdemo pretezno v citoplazmi celic in moc¢no vpliva na njithov osmotski
potencial, obenem pa uravnava pH med 7 in 8, kar je optimum za delovanje Stevilnih
encimov. ZmanjSanje njegove koncentracije v celicah vodi v spremembe delovanja
Stevilnih encimov (Marschner, 1995). Wang in sod. (2012) so potrdili, da nanodelci CuO s
svojim vplivom na integriteto celiéne membrane motijo prepuséanje K*. Tudi Frlic (2011)
je dokazala upadanje koncentracije kalija tako v koreninah kot v poganjkih pri tretmajih z
nanodelci CuO, medtem ko standardni CuO ni vplival na spremembo koncentracijo kalija
v poganjkih. 1z tega lahko sklepamo, da nanodelci CuO motijo absorpcijo kalija preko
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korenin. To je lahko vodilo v spremembe delovanja encimov, s tem pa sta bili moteni
sinteza proteinov in fotosinteza (Marschner, 1995), kar se je odrazalo tudi na morfologiji

rastlin.

Na precnem prerezu zrele korenine smo zveplo locirali v najvecji koncentraciji v zili le pri
kontroli (Priloga J), pri tretmaju nano CuO 100 mg I se je koncentracija S v vseh tkivih
znizala, z izjemo koreninske Gepice. Zveplo se koncentrira v endodermisu, v koreninskem
vri¢ku pa se nahaja tudi v Zili, pri tretmaju z nano CuO 100 mg 1™ pa tudi v rizodermisu
(Slika 21, Slika 23). To lahko potrjuje hipotezo, da se nanodelci CuO v rastlini
bioakumulirajo v obliki CuO in Cu(l)-zveplovih kompleksov (Dimpka in sod., 2012; Wang
in sod., 2012).

Fosfor se v kontrolnih koreninskih vrsickih razporeja precej enakomerno, pri ostalih
tretmajih pa se koncentrira v zili, koreninski Cepici in rizodermisu. Fosfor v zreli korenini
izjemo tretmaja nano CuO 100 mg I, kjer je skoncentriran v rizodermisu in se ne kopici v
zili (Slika 21, Slika 23). V koreninskem vr$i¢ku se koncentracija fosforja v primerjavi s
kontrolo pri tretmaju nano 100 mg I™* v Zili in skorji zelo zniza (Priloga I), kar kaZe na

motnje v privzemu P.

Problem pri interpretiranju rezultatov je bilo pomanjkanje ponovitev meritev, saj smo za
vsak tretma imeli izmerjeno le po eno porazdelitveno mapo pre¢nega in vzdolznega
prereza. Tudi oznacevanje tkiv je bilo zelo subjektivno, kljub temu, da smo si za dolo€anje
tkiva pomagali s slikami, ki smo jih posneli s svetlobnim mikroskopom in STIM (scanning
ion transmission microscopy). Problemati¢na je bila tudi priprava vzorcev, saj so rezine
zelo obcutljive in jih lahko hitro kontaminiramo, kot je vidno na primeru mape Zn

koreninskega vrsicka, kjer je element prisoten le v eni liniji (Slika 22).

Vzrokov za spremenjeno porazdelitev elementov je veliko. Zaradi spremenjene celicne
stene in poSkodovane membrane je lahko motena regulacija transporta ostalih ionov in

snovi (Pal in sod., 2007; cit. po Navarro in sod., 2008; Lin in Xing, 2008). Vecje Stevilo
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hidroksilnih in karboksilnih skupin na mestu poSkodb, nastalih zaradi tretiranja s Pb,
prerazporejajo Ca iz epidermalnih celic v kortikalne, akumulirajo P in S ione ter druge
komponente v regiji poskodb, kar poveCuje moznost vezave ostalih eno- in dvo-valentnih
kationov (Lyubenova in sod., 2012). V raziskavi Cifuentes in sod. (2010) so ugotovili, da
razli¢ne rastline razli¢no hitro privzemajo nanodelce in jih razli¢no porazdeljujejo po tkivu.
Hitrejsi privzem imata Zito in grah, medtem ko imata paradiznik in son¢nica poc¢asnejSega.
Obenem so ugotovili, da ima son¢nica manjSo sposobnost prestavljanja nanodelcev

radialno izven prevajalnih tkiv.

Torej se nanodelci pojavljajo in potujejo tako po simplastu kot tudi apoplastu. Mehanizem
prehoda nanodelcev Se ni natan¢no poznan, verjetno pa nanodelci fizi€no poSkodujejo
celicno steno in membrano. Vc€asih se nanodelci agregirajo in lahko blokirajo ionske
kanale, obenem pa lahko povecajo luknje v celi¢ni steni z interakcijo s proteini in

polisaharidi v celi¢ni steni, kar se kaze v njihovem uspesnem prenosu v rastlino.

Nasi rezultati kazejo, da se kompleksnosti vplivov nanodelcev na rastline, njene organe in
rastlinske celice ne da razloziti s fizikalno kemijskimi opisi nanodelcev in rastline.
Stampolius in sod. (2009) so ugotovili, da za preucevanje vplivov nanodelcev ne zadoscajo
standardne fitotoksiloSke raziskave, kot so kaljivost in dolZina korenin. Za natancnejSe
preucevanje vplivov se moramo posluziti metod lokalizacije elementov na celiénem in
subceli¢nem nivoju (Regvar in sod., 2011), pa tudi dolo¢anja kemijskih oblik elementov, iz

katerih so nanodelci sestavljeni.

5.6 LIPIDNA PEROKSIDACIA

Lipidna peroksidacija je radikalska poSkodba bioloske membrane, ki vodi do porusenja
membranske strukture in njene funkcije. Definirana je kot poruSenje ravnotezja med

prooksidativnimi in antioksidativnimi procesi v celici (Niki in sod., 2005).

Malondialdehid (MDA) je spojina, ki nastane pri neencimski lipidni peroksidaciji

nenasic¢enih mascobnih kislin in je merilo za lipidno peroksidacijo. MDA reagira in vivo in
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in vitro s prostimi aminoskupinami proteinov, fosfolipidov ali nukleinskih Kkislin
(Chancerelly in sod., 1998).

Koncentracija MDA lipida je v koreninah tretiranih rastlin narascala s povecujoco
koncentracijo CuO v hranilni raztopini (Slika 30). Koncentracija MDA lipida je bila vi§ja
pri tretmajih z nano obliko CuO v primerjavi s tretmaji s standardno obliko CuO. Z izjemo
kontrole, kjer se je koncentracija MDA lipida po 29 dneh zmanjsala za 60 %, so bile
koncentracije MDA lipida pri tretiranih rastlinah, starih 29 dni, od 11 do 112 % visje kot
pri 2 dni starih. Iz tega sklepamo, da sama rast rastlin na hidroponiki za rastline ni stresna.
Rezultati kolicine MDA lipida so tudi v poganjkih od 35 do 148 % visje po 29 dneh
tretiranja s CuO o0z. nano CuO. To nakazuje, da tudi v poganjkih prihaja do poskodbe
membran, a bi za statisticno ovrednotenje potrebovali veje Stevilo ponovitev. Mnogi
raziskovalci so dokazali, da je mehanizem strupenosti nanodelcev med drugim tudi
povecana lipidna peroksidacija. Dimpka in sod. (2012) ter Wang in sod. (2012) so
ugotovili, da nanodelci CuO po vstopu v celico povzrocijo nastanek ROS in lipidno
peroksidacijo. Kumari in sod. (2011) so dokazali, da nanodelci ZnO povecujejo lipidno
peroksidacijo v koreninah cesna, prav tako nanodelci TiO; povecujejo lipidno

peroksidacijo v ¢ebuli (Gosh in sod., 2010, cit. po Rico in sod., 2011).

5.7 BIOKEMISKE SPREMEMBE

Analizo biokemijskih sprememb smo opravili s pomo¢jo infrardeée spektroskopije z
uporabo Fourierjeve transformacije (FTIR). Ta zaznava vibracijska gibanja posameznih
kemijskih vezi vseh molekul, ki lezijo v rangu valovnih dolZzin med 4000 in 400 ecm™. V
vibracijskih spektrih se razli¢na razmerja in/ali konformacije biomolekul odrazijo v rahlih
razlikah njihovih absorpcijskih vrhov in nakazujejo spremembe na celicnem ali tkivnem
nivoju (Dumas in sod., 2006). FTIR vrhovi so relativno ozki in jih je v mnogih primerih
mogoce povezati z vibracijo dolocene kemijske vezi (ali posamezne funkcionalne skupine)
v molekuli (Movasaghi in sod., 2008). Meritve biokemijske sestave homogenih vzorcev
poganjkov in korenin tretiranih soncnic so bile opravljene na Kemijskem inStitutu

(Ljubljana) v Laboratoriju za strukturo biomolekul (L14) z uporabo vibracijskih
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spektrometrov, medtem ko smo tkivne spremembe preucili na sinhrotronu Elettra (Trst), na
zarkovni liniji SISSI (BL9.1), ki deluje na podro¢ju infrardeCe in vidne svetlobe za

uporabo v spektroskopiji.

Auffan in sod. (2009) so predpostavili tri mehanizme strupenosti kovinskih nanodelcev.
Prvi so spremembe redoks stanja povrsine, ki lahko oksidirajo proteine, tvorijo reaktivne
kisikove zvrsti (ROS) in inducirajo oksidativni stres. Ob predpostavki, da se Cu®* ioni
odtapljajo s povriine nanodelcev CuO, bi bakrov redoks cikel med Cu®" in Cu* lahko
kataliziral produkcijo zelo strupenih hidroksilnih radikalov, ki poskodujejo DNA, lipide,
proteine in ostale biomolekule. Strupenost na celi¢ni ravni bi lahko pripisali vezanju Cu na
sulfhidrilne skupine na proteinih in s tem inhibiciji encimatske aktivnosti o0z.
funkcionalnosti proteinov, pomanjkanju ostalih esencialnih ionov zaradi motenih procesov

celi¢nega transporta ter najpomembneje oksidativnim poskodbam (Yruela, 2005).

Zaradi kompleksnosti bioloskih tkiv so FTIR spektri, posneti v rastlinskih vzorcih, zelo
kompleksni, njihova interpretacija pa je precej tezavna, saj nemalokrat prihaja do
prekrivanja trakov, ki so znacilni za posamezne skupine molekul. Analize spektrov smo se
lotili tako, da smo najprej naredili klastersko analizo podobnosti spektrov, kjer smo
primerjali celotne spektre (od 650 cm™ do 4000 cm™). V drugi fazi smo potem analizirali
in primerjali viSine izbranih trakov v FTIR spektru. Obi¢ajno je najbolj optimalna metoda
izbor normalizacijskega faktorja oz. referen¢nega traku, ki se med posameznimi vzorci ne
spreminja. Tudi mi smo poskusili z izborom referen¢nega traku, vendar smo ugotovili, da v
rastlinskih vzorcih noben trak ni primeren kot interni standard, saj so se med tretmaji vsi
spreminjali. Zato smo se odlocili za predstavitev rezultatov v obliki razmerij med trakovi,
ki so znacilni za posamezne biomolekule, saj se razmerja med trakovi ohranjajo ne glede
na visino trakov, kar pa omogoca primerjavo med posameznimi vzorci oz. tretmaji. Za
definiranje koli¢ine posameznih biomolekul smo izbrali karakteristiCen trak za vsako
izmed njih (Slika 31). Verjetno bi bilo natancneje, ¢e bi za vsako skupino biomolekul
preucili ve¢ trakov. Med tretmaji smo med seboj primerjali spremembe v intenziteti oz.

absorbanci trakov. Odlocili smo se za metodo integracije oz. odCitavanje viSine traku,
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Ceprav je pogosteje uporabljena metoda odcitavanje ploscine. Da bi bilo od¢itavanje

primerljivo, smo vsem spektrom dolo¢ili enotno bazno linijo.

Pri analizi zunanjih tkiv korenin (rizodermis, koreninska ¢epica) smo naleteli na problem,
da so se v spektru pojavljali trakovi, znacilni za zamrzovalni medij (Jung tissue tek). V
zamrzovalni medij smo namre¢ pred hitrim zmrzovanjem vklopili vzorce. Medij namre¢
poveca hitrost zamrzovanja vzorcev in hkrati nudi potrebno oporo, da vzorce lahko s
pomocjo kriomikrotoma nareZzemo na tanke rezine. Spektre, ki so vsebovali trakove
zamrzovalnega medija smo analizrali tako, da smo trakove, znacilne za medij, odsteli.

Predhodno smo namre¢ pomerili in okarakterizirali spektre ¢istega zamrzovalnega medija.

Problem pri analizi FTIR spektrov je predstavljala tudi neenakomerna debelina rezine in
gostota vzorca, saj je pri kontrolnih rastlinah v tkivu ve¢ vode in se po dehidraciji vzorca
gostota zniza. Da bi bili rezultati ¢im bolj zanesljivi, smo pri meritvah na tkivnem nivoju
izvedli veliko Stevilo ponovitev za vsako tkivo, medtem ko imamo pri meritvah FTIR
spektrov na organskem nivoju (celotnih korenin, koreninskih vrs$i¢kov in poganjkov) le po
eno ponovitev, ki smo jo izmerili na kompozitnem vzorcu, ki je bil sestavljen iz organov
treh rastlin istega tretmaja. Ker smo opazili propadanje in gnitje koreninskega tkiva, smo
pricakovali manj lipidov in proteinov v koreninah, tretiranih z nano obliko CuO. Obenem
je bila v tretiranih koreninah povecana lipidna peroksidacija, tako da smo domnevali, da se
bo spremenila koncentracija lipidov, le da se bo to kazalo lokalno v dolo¢enih koreninskih
tkivih. Pri lipidni peroksidaciji se pojavi vrh pri 2935 cm™, ki predstavlja vzdolzno
valen¢no nihanje -OCH? funkcionalne skupine peroksidov in hidroperoksidov (Wei in
sod., 2009).

Z uporabo Klasterske analize podobnosti spektrov korenin smo ugotovili, da sta si med
seboj najbolj podobna spektra tretmajev z 10 mg I CuO v obeh oblikah, medtem ko
spekter korenin tretmaja nano CuO 100 mg I™* po obliki mo&no odstopa od drugih (Slika
31.a). Za spektre listov velja, da sta si med seboj najbolj podobna spektra listov tretmajev z
nano obliko CuO (Slika 32.b).

107



Kovacec E. Lokalizacija bakra in biokemijske spremembe v koreninah navadne sonénice ... nanodelcev bakrovega oksida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

Pri tretmajih z nanodelci CuO se v koreninah poveca koli¢ina proteinov, medtem ko je pri
tretmajih s standardno kemijsko obliko CuO koli¢ina proteinov primerljiva s kontrolo
(Slika 33). Ze Frlic (2011) je dokazala, da se je koli¢ina proteinov tako v koreninah kot v
poganjkih povecevala z narascajoCo koncentracijo CuO v raztopini. Verjetno je pri
rastlinah, tretiranih z nanodelci CuO, prihajalo do motenj sinteze ogljikovih hidratov, kar
je vplivalo na relativno vecji delez proteinov v vzorcu. Koli¢ina DNA se je povecala le pri
tretmaju z nano CuO 100 mg I, in sicer za 19 %. Ogljikovi hidrati se povecajo glede na
kontrolo pri obeh tretmajih s koncentracijo 10 mg I, pri tretmajih s koncentracijo 100 mg
I pa so le-ti primerljivi s kontrolo. Pri spektrih koreninskih vrii¢kov tretmaja nano CuO
100 mg I™* opazimo precej$nje zmanjsanje tako proteinov kot DNA in ogljikovih hidratov,
kar je verjetno posledica gnitja in popolnega propada tkiva (Slika 34). Pri analizi
biokemijske sestave spektrov listov soncnic nismo opazili bistvenih razlik med tretmaji,
verjetno zato, ker so korenine v neposrednem stiku s CuO in je vpliv nanodelcev na tkivo
vedji (Slika 35).

Klasterske analize infrardec¢ih spektrov posameznih tkiv znotraj korenine so nam pokazale,
da se pri¢akovane biokemijske spremembe dogajajo predvsem v zunanjih tkivih korenin
(rizodermis, skorja, koreninska Cepica, meristemska regija), medtem ko v notranjih tkivih
(zila, meristemska regija in endodermis) korenin ni prislo do o¢itnih sprememb. Zanimivo
je, da so spektri, posneti v skorji in rizodermisu v koreninskih vrSickih obeh tretmajev z
nanodelci CuO, podobni, saj jih na podlagi klasterske analize lahko uvrstimo v isto
skupino (Slika 38, Slika 39). To si lahko razlagamo s tem, da se tkivo v koreninskem
vr§icku enako odziva na obliko CuO ne glede na koncentracijo, medtem ko ima zrela
korenina Ze ocitne poskodbe in veliko vecjo biokemijsko raznolikost pri vecjih
koncentracijah nanodelcev. Verjetno je vzrok v tem, da tkivo koreninskega vrSicka $e ni

lignificirano.

NajocitnejSe spremembe se kazejo na tkivih rizodermisa in koreninske Cepice, saj sta to
tkivi, ki sta v neposrednem stiku z nanodelci CuO (Slika 43, Slika 46). Tkiva v notranjosti
korenine niso v neposrednem stiku z nanodelci CuO v hranilni raztopini, zato so tudi

spremembe v tkivih v notranjosti korenine vedno manj prisotne. Iz tega lahko zaklju¢imo,
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da so poSkodbe notranjih tkiv, kot so koreninska skorja, endodermis in osrednji cilinder,

odvisne predvsem od prodornosti nanodelcev.

Nemalokrat se je pokazalo, da so spremembe pri tretmaju nano CuO 10 mg I™* vegje kot pri
nano CuO 100 mg I (vidno pri rizodermisu, skorji, koreninski Gepici in meristemski
regiji). Verjetno je to posledica izbora koreninskih vrsi¢kov za pripravo mikrorezin, saj so
bili pri tretmaju nano CuO 100 mg I koreninski vr3icki gnili, tako da smo morali vzeti
novo nastale koreninske vrsicke, ki so bili tretiranju izpostavljeni manj ¢asa. Strupenost
vi§je koncentracije je dobro vidna na nivoju celotnega organizma. Zanimivo je, da so v
koreninskih vrsickih vrednosti absorbanc posameznih trakov precej vi§je v primerjavi s

tistimi v zrelih koreninah enakih tkiv.

Za preucevanje proteinov smo vzeli vrh amida I in prisli do zakljucka, da se tretiranje z
nanodelci CuO najolitneje kaze v uniCenju vrha amida I, in sicer so najocitnejSe
spremembe vidne v vseh tkivih koreninskih vrSickov, kar je v nasprotju z rezultati analize
na organskem nivoju. S tkivnimi analizami zrele korenine smo ugotovili, da se v zili in
skorji koncentracija proteinov povecuje, v rizodermisu in endodermisu pa je primerljiva s
kontrolo. To razlaga rezultate analize na organskem nivoju, saj ta predstavlja povprecne
vrednosti koli¢ine biomolekul v posameznih organih in s tem zabriSe spremembe na
tkivnem nivoju. Ker je v zreli korenini najvecji delez skorje, ta prispeva k povecevanju

koncentracije proteinov v celokupnem vzorcu korenine.

Ena izmed teorij je, da nanodelci motijo sintezo proteinov. Nanodelci se v celici obdajo s
proteinskim plaSc¢em ali pa se veZejo na proteine. Na primeru arginina in aspartamske
kisline so dokazali, da se negativno nabiti nanodelci CuO veZejo na aminokisline s
pozitivnim nabojem. Vzrok je v elektrostatskem odboju med negativno povrSino
nanodelcev in negativno karboksilno skupino na aminokislini (arginin). Z viSanjem
koncentracije nanodelcev CuO se poveCuje Stevilo interakcij s pozitivno nabitimi
aminokislinami (El Trass in sod., 2012). Celice z nanodelci CuO so imele ve¢ HSP
proteinov, ki sodelujejo pri zvijanju proteinov, kar nakazuje na vecji okoljski stres in vecjo

potrebo po njih, kar pomeni, da je bilo v celici povecano Stevilo odvitih proteinov
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(Connolly, 2010). Wie in sod. (2009) so z uporabo FTIR spektroskopije dokazali, da se
sinteza proteinov po tretiranju listov detelje s Cd 1 uro ustavi. Po 24 urah pa se je vrednost

proteinov vrnila na raven kontrole.

Koli¢ina ogljikovih hidratov se niza, kar je posledica motnje sinteze ogljikovih hidratov,
verjetno zaradi nalaganja in vgradnje nanodelcev CuO na in v celi¢no steno. Ker so Wang
in sod. (2012) ugotovili, da se nanodelci CuO lahko po floemu prenasajo iz poganjkov v
korenine, so predvideli, da se nanodelci povezejo z ogljikovimi hidrati v ¢asu shranjevanja
fotosintatov. Dokazali so, da se del CuO nanodelcev v rastlini reducira v Cu,O in Cu,S.
Redukcije Cu (II) v Cu (1) bi bili sposobni encimi, kot so reduktaze in ferodoksini
fotosintetskega sistema. Drugi dokaz je prisotnost reduciranih sladkorjev, kot sta glukoza
in fruktoza. To podpirajo z raziskavami Beattie in Haverkamp (2011, cit. po Wang in sod.,
2012), ki sta opisala redukcijo Ag*in Au®** v Ag0 in Au0 s sladkorji v Brassica juncea. Za
detelje, tretirane s Cd, so za ogljikove hidrate ugotovili, da se je pri vseh dvignila viSina
traku (1199 cm™, 1155 cm™, 1106 cm™ in 1037 cm™), a celokupna povrina vrhov se je
zmanjSala. Zakljucili so, da je motena sinteza ogljikovih hidratov in so se pojavile

strukturne spremembe ogljikovih hidratov (Wei in sod., 2009).

Prav tako se pri tretmajih z nanodelci CuO zmanjsuje koli¢ina lipidov. To smo predvideli,
saj smo ze predhodno dokazali pojav razpada oz. peroksidacije membran. Wei in sod.
(2009) so dokazali tudi viSjo prisotnost peroksidov in hidroperoksidov, ki so bioloski
pokazatelji lipidne peroksidacije.

Bistvenih vplivov tretiranja rastlin s CuO na biokemijske spremembe DNA nismo zaznali,
Ceprav nam mitotski indeks pokaze, da je priSlo do sprememb v funkcionalnosti DNA.
Koli¢ina DNA se je v meristemski regiji koreninskega vrsicka, kjer poteka delitev celic,
zmanjgala pri tretmajih s koncentracijo 10 mg 1™ pri standardnem CuO na 90 %, pri nano
CuO pa na 57 %, medtem ko se povelala pri koncentracijah 100 mg 1™ pri standardnem
CuO na 180 %, pri nanodelcih CuO pa na 122 % (Slika 45). Opazili smo, da je imelo
najbolj negativen vpliv na koli¢ino DNA tretiranje sonénic z 10 mg 1™ nano CuO. Kot smo

ugotovili ze prej, pri tej koncentraciji nanodelcev ne nastajajo ve€ji aglomerati in tako
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lahko vec¢ delcev preide v notranjost rastline, kar povzro¢i vecjo lokalno skodo. Poskodbe
DNA so lahko fizi¢ne, lahko pride do mutacij ali vezave delca na DNA oz. na beljakovine,
ki sodelujejo pri popravljanju nastalih poSkodb DNA. Poskodbe DNA se odrazajo kot
nepravilen ali zavrt proces celi¢ne delitve oz. motnje normalnega delovanja celice. Vzrok
temu so nepravilnosti v prepisu ali pa popolna inhibicija sinteze razlicnih nujno potrebnih

biomolekul, kot so npr. proteini (encimi), hormoni, ogljikovi hidrati, lipidi, RNA ...

Najocitnejsi ucinki nanodelcev CuO so se kazali v zmanjSevanju koliCine proteinov,
ogljikovih hidratov in lipidov. Pri preuc¢evanju Cd stresa na Padina tetrastromatica so
ugotovili, da se je zmanjsala koli¢ina proteinov in ogljikovih hidratov (D Souza in sod.,
2008).

5.8 GENOTOKSICNOST
Genotoksi¢nost smo opazovali z meritvami mitotskega indeksa. Mitotski indeks je bil

najvecji pri kontrolnih rastlinah in se je zmanjSeval z naras¢anjem koncentracijo CuO v
hranilni raztopini. Vrednosti mitotskega indeksa pri nano obliki CuO so bile statisticno
znacilno nizje kot pri enaki koncentraciji standardnega CuO (Slika 56). Pri koncentraciji
10 mg I"* se je mitotski indeks zmanjial za 50 %, pri koncentraciji 100 mg I™* pa za 70 %.
Faktorska analiza variance je pokazala, da na mitotski indeks vplivata tako oblika CuO kot
njegova koncentracija v hranilni raztopini. Posledica motnje v celicnih delitvah

meristemske regije koreninskega vrsicka se verjetno odraza v slabsi rasti korenin.

V raziskavi Karlsson in sod. (2009) so s primerjavo razli¢nih nanodelcev ugotovili, da so
najbolj citotoksi¢ni in zmozni poskodovati DNA ravno nanodelci CuO. V poskusu vpliva
nanodelcev ZnO na ¢esen se je mitotski indeks zmanjSeval v odvisnosti od koncentracije in
¢asa (Shaymurat in sod., 2012; Kumari in sod., 2011). Verjetno je eden izmed mehanizmov
genotoksi¢nosti nanodelcev povecana koli¢ina ROS v celici, saj ti poSkodujejo DNA in
gene za kontrolo celi¢nega cikla (Connolly, 2010). NajnovejSe raziskave na nanodelcih
CuO (Atha in sod., 2012) so, da se oksidativno spremenjene komponente kopicijo v

celicah, kar vodi do mutagenih lezij DNA, ki so vzrok zavrte rasti rastline.

111



Kovacec E. Lokalizacija bakra in biokemijske spremembe v koreninah navadne sonénice ... nanodelcev bakrovega oksida.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za biologijo, 2012

59 MORFOLOSKE SPREMEMBE RASTLIN

Kot posledica biokemijskih sprememb in sprememb v razporeditvi elementov v tretiranih
rastlinah se strupenostni ucinki tretiranja s CuO pokazejo tudi na morfologiji rastlin.
Najvecje spremembe so bile pri son¢nicah, tretiranih z nanodelci CuO. Pri koncentraciji 10
mg I spremembe niso tako velike, iz Gesar sklepamo, da rastlina, izpostavljena tej
koncentraciji nanodelcev CuO, lahko raste normalno, medtem ko so pri koncentraciji 100

mg I poskodbe prevelike in rastlina ne more zakljuéiti svojega rastnega cikla.

Z narascanjem koncentracije CuO v standardni in nano obliki so se zacele pojavljati
kloroze, nekroze in deformacije listov, medtem ko je koreninski sistem postajal vedno bolj
nerazvejan, temneje obarvan, korenine pa so bile vse tanjSe (Slika 57). Rastline so imele
manjso biomaso (Frlic, 2011). Vsi pojavi so bili mo¢neje izrazeni pri rastlinah, tretiranih z

nano obliko CuO.

Morfologija lista je bila spremenjena pri tretmaju 100 mg I™* nano CuO, kjer je bila listna
sredica bolj kompaktna in enotna, gobasto tkivo pa je bilo slabse razvito (Slika 59). Leta
2009 sta Asli in Neumann dokazala, da nanodelci TiO, zapolnjujejo prostore med
celuloznimi mikrofibrilami v celi¢ni steni celic lista kal¢ka koruze, kar se je odrazalo v
inhibiciji rasti lista, slabsi transpiraciji in slabSi koreninski hidravlicni prevodnosti.
Akumulacija nanodelcev na fotosintetskih povrSinah ovira prehajanje plinov preko listnih
rez, kar vpliva predvsem na proces fotosinteze, obenem pa povzroci segrevanje listov, kar

lahko vpliva na fiziologijo rastline (Da Silva, 2006).

Kontrolne rastline so po 4 tednih rasti na hidroponski raztopini kazale znacilnosti
juvenilnega stebla soné¢nice. To so porascenost s trihomi, manjse Stevilo celic ksilema, ki
so vecje in se v obliki prstastih izrastkov iztezajo proti notranjosti stebla. Soncnice,
tretirane s 100 mg 1™ nano CuO, pa so bile po morfoloskih karakteristikah dokonéno
razvite. Steblo je bilo mo¢no lignificirano, tanj$e in z debelejso skorjo kot pri enako starih
rastlinah drugih tretmajev (Slika 58). Same Zzile so bile manjSe in so izgubile obliko

prstastih Zil mladega stebla, kar kaze na to, da je tretiranje z nano CuO pospesilo staranje
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rastlin. Iz navedenega lahko zaklju¢imo, da nanodelci CuO pomembno spremenijo

razvojne stopnje rastlin.

Na vzdolznem prerezu koreninskega vrsicka lahko vidimo tkiva rizodermisa, skorje in zile
ter na konici koreninsko ¢epico s cono meristema (Slika 60). Med razli¢nimi tretmaji ni
bilo bistvenih sprememb, z izjemo koreninskih vrSi¢kov tretmaja nano CuO 100 mg I
Koreninske ¢epice so propadle, prav tako je bil poskodovan koreninski apikalni meristem.
Zaradi tega so se blizu konice korenine zacele tvoriti zasnove stranskih korenin. Na
splosno so koreninski vrsi¢ku pri tem tretmaju deformirani, pojavljajo pa se tudi nekroze

zasnov stranskih korenin znotraj korenine.

Pre¢ni prerez zrele korenine v absorpcijski coni nam pokaze tkiva rizodermisa, skorje,
endodermisa in prevajalnih elementov (Slika 61). Za rastline, vzgojene na hidroponiki, je
znacilen pojav vecjih intracelularnih prostorov v koreninskem tkivu, ki omogocajo lazje
difundiranje plinov. Pri tretmaju 100 mg I CuO v standardni obliki so bili na rizodermisu
dobro vidni skupki CuO, ki je v tej obliki v vodnem mediju netopen in se lepi na zunanjo
celi¢no steno rizodermisa. Tako pri nano CuO 10 mg 1™ kot tudi pri 100 mg I se je
pojavila deformacija zil, nemalokrat se je porusSila znacilna 2- ali 5-Zarkasta struktura zile.
Pri koncentraciji nano CuO 100 mg I™* so traheje dobro formirane, z mo&no celi¢no steno,
obenem pa so celice skorje ponekod deformirane in obarvane rjavo, kar nakazuje na
propadanje koreninskega tkiva. Rizodermis je poSkodovan in ponekod manjka, kar je
verjetno posledica lastnosti nanodelcev, da mehansko poskodujejo rizodermis in tako lahko

prehajajo v notranja tkiva korenine.

Wang in sod. (2012) so ugotovili, da so bile korenine koruze bolj obc¢utljive na tretiranje z
nanodelci CuO kot na standardni CuO ali Cu?*" ione, kar ni presenetljivo, saj so bile
korenine v neposrednem stiku z nanodelci. DolZina in povrSina korenine se je zmanjSala v
primerjavi s koreninami kontrole, tretiranimi s standardno obliko CuO in Cu®* ionom. Tudi
celulozne mikrofibrile v parenhimatskih celicah so bile aksialno 0z. osno razporejene. Te

morfoloSke spremembe so odgovor na abiotski stres, kjer verjetno sodelujejo hormoni.
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Tudi razpad mikrotubulskega omrezja je verjetno vzrok za drugacno rast celic in

nabreklosti glavne korenine.

Pri korenini ljulke, tretirane s 1000 mg I'* Zn* in nanodelcev ZnO so bili koreninski vr§icki
skréeni, rizodermalne celice in celice koreninske Cepice pretrgane, celice skorje so bile
visoko vakuolizirane in propadle, strzen zilnih elementov pa je bil ozji. Predvideli so, da
nanodelci ZnO povecajo prepustnost celicne membrane tako, da ustvarijo luknje v
membrani in preidejo v notranjost celice. Nato se s pomocjo plazmodezem transportirajo
med sosednjimi celicami, saj so to kanali, ki omogocajo transport snovi in komunikacijo
med celicami, s premerom 40 nm (Lin in Xing, 2008). Tudi Pal in sod., (2007, cit. po
Navarro in sod., 2008) sta dokazala, da nanodelci Ag lahko povzrocijo spremembe celi¢ne
membrane, povecajo njeno poroznost in pri bakterijah onemogocajo regulacijo transporta

snovi v celico.

U¢inki nanodelcev CuO se kazejo torej tudi v morfoloSkih spremembah koreninskega
sistema. Glede na podatke iz literature negativne ucinke nanodelcev CuO na rast in razvoj
korenin lahko pripisujemo temu, da se nanodelci "ujamejo” med celulozne mikrofibrile,
kar se odraza v neobiCajnem nalaganju celuloznih mikrofibril in polisaharidnega matriksa
ter s tem onemogoceni elongaciji celicne stene. Obenem pa mehansko poSkodujejo celi¢ne

membrane in preidejo v notranja tkiva.
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6

SKLEPI

Ugotovili smo, da se iz suspenzij CuO v standardni in nano obliki, ki smo jo
uporabili pri naSem poskusu, bakrovi ioni ne sproscajo v dovolj velikih
koncentracijah, da bi lahko morfoloske in biokemijske spremembe, Ki so nastale ob
tretiranju, pripisali strupenosti zaradi prostih bakrovih ionov v hranilni raztopini.
Prevodnost suspenzij z nanodelci CuO je visja kot prevodnost suspenzij s CuO v
standardni kemijski obliki, iz ¢esar sklepamo, da imajo nanodelci CuO naboj.
Koncentracija bakra se je tako v poganjkih kot v koreninah son¢nic zvisevala z
viSanjem koncentracije CuO v raztopini. Opazili smo, da so koncentracije bakra
vec¢je v poganjkih tistih rastlin, ki so bile tretirane z nano obliko CuO, kar pomeni,
da so se nanodelci zmozni transportirati po ksilemu v poganjke, in da je nano
oblika CuO v rastlinskih tkivih bolj mobilna kot standardna oblika.

S povecevanjem koncentracije CuO opazimo trend povecevanja bakra v vseh
koreninskih tkivih, najve¢ v rizodermisu in koreninski ¢epici. Koncentracije so
vi§je pri tretmajih z nanodelci CuO.

Pri tretmajih s standardnim CuO vidimo, da se je baker nahajal le na in v
rizodermisu, medtem ko je bil pri tretmajih z nanodelci CuO prisoten tudi v
koreninski skorji, kar kaze na to, da so nanodelci CuO zmozni prodreti globlje v
rastlinska tkiva od CuO v standardni kemijski obliki.

Baker kolokalizira s zelezom in cinkom, saj sta prisotna kot necisto¢i v sami
kemikaliji CuO v nano in v standardni obliki.

Na celicnem nivoju smo opazili, da se pri rastlinah, tretiranin s CuO, baker
koncentrira predvsem na rizodermisu korenin, pri rastlinah, tretiranih z nano CuO,
pa smo Cu opazili tudi v celicah, kjer je bil kolokaliziran s kisikom, kar kaze na
prisotnost nanodelcev CuO v simplastu koreninske skorje.

Tretiranje s CuO in nano CuO je vplivalo tudi na prerazporeditev ostalih elementov
v tkivih, predvsem kalija, ki se pri nano CuO 100 mg I"* nahaja le v Zili. Za fosfor

in Zveplo velja, da se skoncentrirata v rizodermisu in Zili v koreninskem vrsicku,
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medtem ko ju v zili zrele korenine ni. Kalcij se v zreli korenini nakopici v skorji in
endodermisu.

e Tretiranje son¢nic z nanodelci CuO je povzro¢ilo spremembe v koncentraciji
nekaterih elementov v dolo¢enih koreninskih tkivih. PoviSala se je koncentracija
kalcija v vseh tkivih, koncentracije kalija so se ekstremno znizale v vseh tkivih,
koncentracije fosforja in zZvepla so se znizale, z izjemo koreninske Cepice, kjer se je
koncentracija Zvepla povecala.

e Lipidna peroksidacija membran se je v koreninah povecevala z nara$¢ajoco
koncentracijo nanodelcev CuO.

e Analize biokemijske sestave posameznih tkiv korenin, ki smo jih opravili z
infrardeCo spektroskopijo z uporabo Fourierjeve transformacije (FTIR), so nam
pokazale, da nanodelci CuO znizujejo koli¢ino proteinov, ogljikovih hidratov in
lipidov v koreninskih tkivih son¢nic.

¢ Nanodelci CuO motijo sintezo proteinov, obenem pa se lahko zaradi svojega naboja
vezejo na aminokisline.

e Nanodelci CuO povzrocajo motnje sinteze ogljikovih hidratov, verjetno zaradi
nalaganja in vgradnje nanodelcev CuO na in v celi¢no steno, obenem pa verjetno
tudi spremenijo strukturo ogljikovih hidratov.

e Nanodelci CuO bistveno ne vplivajo na koli¢ino DNA, a motijo njeno
funkcionalnost, kar smo dokazali z doloCanjem mitotskega indeksa. Ta se je
zmanjSeval z nara$¢ajoCo koncentracijo CuO. NiZje vrednosti mitotskega indeksa
so bile opazne pri nano obliki CuO, kar pomeni, da so nanodelci CuO genotoksi¢ni
in motijo proces celi¢ne delitve.

e NajocitnejSe biokemijske spremembe se pojavljajo v zunanjih tkivih korenin, v
rizodermisu, skorji in koreninski Cepici, kjer so tkiva v neposrednem stiku z
nanodelci.

e 'V zreli korenini so veliko opaznejSe spremembe biokemijske sestave tkiva pri visji
koncentraciji nanodelcev, medtem ko imajo tkiva koreninskih vrsickov vecje
spremembe opazne Ze pri nizji koncentraciji nanodelcev. Verjetno nanodelci v visji
koncentraciji tvorijo aglomerate in lokalno manj posSkodujejo tkivo. Posledica

poskodb zrele korenine pri vis§ji koncentraciji nanodelcev je koreninsko gnitje.
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Ob tretiranju z narascajocimi koncentracijami nano CuO so bile na rastlinah opazne
morfoloske spremembe, kot je npr. slabse razvit in deformiran koreninski sistem. V
koreninah je prislo do porusenja simetri¢nosti zile, manjkala je koreninska cepica in
v eksodermisu so bile prisotne nekroze, kar kaze na to, da nanodelci CuO
mehansko poskodujejo rizodermis korenin. Poganjki so zastajali v rasti, se hitreje
starali in so bili bolj lignificirani, na listih so se pojavljale kloroze in nekroze, tkivo

mezofila lista pa je bilo kompaktnejse s slabSe razvitim gobastim tkivom.
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7 POVZETEK

Namen diplomske naloge je bil dolociti nekatere lastnosti nanodelcev CuO in ugotoviti,
kako nanodelci CuO vplivajo na morfologijo, lokalizacijo elementov in biokemijsko

sestavo korenin son¢nice (Helianthus annuus).

Soncnice smo gojili na hidroponiki v hranilni raztopini, v katero smo dodali razli¢ne
koncentracije CuO v standardni in nano obliki (0, 10, 100 mg I%). S pomogjo
fotometri¢nega testa za bakrov ion in merjenja prevodnosti suspenzij CuO in nano CuO
smo ugotovili, da da se bakrov ion s CuO ne odtaplja v dovolj veliki koncentraciji, da bi
spremembe na rastlinah lahko pripisali strupenosti bakrovih ionov v hranilni raztopini,

ugotovili pa smo tudi, da so nanodelci CuO nosilci naboja.

Lokalizacijo elementov smo v koreninah na tkivhem nivoju dolocali s pomoc¢jo mikro
protonske emisije rentgenskih Zarkov (mikro-PIXE, Mikroanalitski center, Institut Jozef
Stefan). V kontrolnih koreninah je bil baker razporejen homogeno v vseh koreninskih
tkivih, pri tretmajih s standardno obliko CuO se je baker nahajal na in v rizodermisu, pri
tretmaju z nano obliko CuO pa smo vi§je koncentracije bakra locirali v rizodermisu,
koreninski Cepici in skorji, kjer se je prodiranje v endodermisu zaustavilo in So
koncentracije v Zili niZje. To je dokaz, da so nanodelci sposobni prodirati v notranja
koreninska tkiva in da Kasparijeva proga v endodermisu ucinkovito prepre¢uje mnozicen
vstop nanodelcev v zilo. Z metodo nizko energijske rentgensko fluorescenéne
spektromikroskopije (LEXRF, sinhrotron Elettra, Trst) smo dolo¢ili porazdelitev bakra na
celicnem nivoju, kjer smo opazili, da se ta koncentrira na zunanji strani celicnih sten
rizodermisa. Pri tretiranju z nanodelci CuO pa smo Cu lokalizirali tudi v simplastu skorje.
Iz kolokalizacijskih map je razvidno, da Cu kolokalizira s kisikom, zato lahko sklepamo,
da se baker v celicah skorje nahaja v obliki nanodelcev CuO. To pomeni, da so nanodelci

CuO sposobni preckati membrano in da potujejo po simplastu in apoplastu.

Tretiranje rastlin s CuO oz. nano CuO je vplivalo tudi na spremembo koncentracije in

porazdelitve drugih elementov v koreninskih tkivih. Zelezo in cink se pri tretiranih
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rastlinah s CuO nahajata predvsem v rizodermisu in koreninski ¢epici. Rezultati analize
Pearsonovega korelacijskega koeficienta nam pokazejo pozitivno kolokalizacijo cinka in
zeleza z bakrom. PovecCane koncentracije obeh elementov so verjetno posledica prisotnosti
necisto¢ v obeh kemikalijah CuO. Enako velja za kalcij, ki smo ga tudi zasledili v vi§jih
koncentracijah v koreninah nano tretmajev. Koncentracije kalija so se mocno znizale, iz
Cesar sklepamo, da nanodelci CuO motijo absorpcijo kalija preko korenin. Koncentracije
fosforja in zvepla se v primerjavi s kontrolo znizajo. Vzrok za spremenjene koncentracije
in porazdelitve elementov je spremenjena celi¢na stena in poskodovane membrane in s tem

motena regulacija transporta ostalih ionov in snovi.

Koncentracija MDA lipida, ki je pokazatelj lipidne peroksidacije, je v koreninah tretiranih
rastlin nara$¢ala s povecujoco koncentracijo CuO, vrednosti koncentracije so bile vije pri

tretmajih z nano obliko CuO v primerjavi s tretmaji s standardno obliko CuO.

Analizo biokemijskih sprememb smo s pomocjo infrardece spektroskopije z uporabo
Fourierjeve transformacije (FTIR) opravili na organskem nivoju (Kemijski inStitut,
Ljubljana) in na tkivnem nivoju (sinhrotron Elettra, Trst). S klastersko analizo smo
ugotavljali podobnost med posnetimi FTIR spektri od 650 cm™ do 4000 cm™, kjer se v
koreninah samostojno pogrupira (tvori podskupino???) spekter tretmaja nano CuO 100 mg
I"!. Na organskem nivoju se v tretiranih koreninah z nanodelci CuO 100 mg I* poveta
koli¢ina proteinov. Pri spektrih koreninskih vrsi¢kov tretmaja nano CuO 100 mg 1™
opazimo precej$nje zmanjSanje tako proteinov in DNA kot ogljikovih hidratov, kar je
verjetno posledica gnitja in popolnega propada tkiva. Pri analizi biokemijske sestave

spektrov listov son¢nic nismo opazili bistvenih razlik med tretmaji, verjetno zato, ker so

korenine v neposrednem stiku s CuO in je vpliv nanodelcev na tkivo vedji.

Klasterske analize infrardecih spektrov posameznih tkiv znotraj korenine so nam pokazale,
da se pricakovane biokemijske spremembe dogajajo predvsem v zunanjih tkivih korenin
(rizodermis, skorja, koreninska ¢epica, meristemska regija), medtem ko v notranjih tkivih

(zila, meristemska regija in endodermis) korenin ni prislo do velikih sprememb. Iz tega
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lahko zaklju¢imo, da so poskodbe notranjih tkiv, kot so koreninska skorja, endodermis in

osrednji cilinder, odvisne predvsem od prodornosti nanodelcev.

Najocitnejsi efekti nanodelcev CuO so se kazali v zmanjSevanju koliCine proteinov,

ogljikovih hidratov in lipidov.

Za preucevanje proteinov smo vzeli vrh amida I in prisli do zakljucka, da se tretiranje z
nanodelci CuO najoCitneje kaze v uniCenju vrha amida I, in sicer so najocitnejSe
spremembe vidne v vseh tkivih koreninskih vrSi¢kov. S tkivnimi analizami zrele korenine
smo ugotovili, da se v zili in skorji koncentracija proteinov povecuje, vV rizodermisu in
endodermisu pa je primerljiva s kontrolo. To razlaga rezultate analize na organskem
nivoju, saj ta predstavlja povprec¢ne vrednosti koli¢ine biomolekul v posameznih organih in
s tem zabriSe spremembe na tkivnem nivoju. Ker je v zreli korenini najvecji delez skorje,

ta prispeva k povecevanju koncentracije proteinov v celokupnem vzorcu korenine.

Koli¢ina ogljikovih hidratov se s tretiranjem z nanodelci CuO niZza v vseh koreninskih
tkivih, kar je posledica motnje sinteze ogljikovih hidratov, verjetno zaradi nalaganja in

vgradnje nanodelcev CuO na in v celi¢no steno.

Prav tako se pri tretmajih z nanodelci CuO zmanjSuje koli¢ina lipidov. To smo predvideli,

saj smo Ze predhodno dokazali pojav razpada oz. peroksidacije lipidnih membran.

Bistvenih vplivov tretiranja rastlin s CuO na biokemijske spremembe DNA nismo zaznali.
Opazili smo, da je imelo najbolj negativen vpliv na koli¢ino DNA tretiranje son¢nic z 10

mg I" nano CuO, kjer se je koli¢ina DNA zmanjsala za 43 % v primerjavi s kontrolo.

Preucili smo tudi genotoksi¢nost CuO in ugotovili, da se je mitotski indeks znizeval z
nara$¢ajoco koncentracijo CuO v suspenziji, vrednosti so bile statisticno znacilno nizje pri
nano obliki CuO. Pri koncentraciji 10 mg I* nano CuO se je mitotski indeks zmanjsal za
50 %, pri koncentraciji 100 mg 1™ nano CuO pa za 70 % v primerjavi s kontrolo. Posledica

motenj v celicnih delitvah meristemske regije se odraza v slabsi rasti korenin.
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Z naras¢anjem koncentracije CuO v standardni in nano obliki so se zacele na listih
pojavljati kloroze, nekroze in deformacije, medtem ko je koreninski sistem postajal vedno
manj razvejan, temneje obarvan, korenine pa so bile vse tanjse. Vsi pojavi so bili moc¢neje
izrazeni pri rastlinah, tretiranih z nano obliko CuO. Kontrolne rastline so po 4 tednih rasti
na hidroponiki kazale znacilnosti juvenilnih rastlin, medtem ko so imele rastline, tretirane z
nano CuO, znacilnosti zrelih rastlin, tako da lahko zaklju¢imo, da tretiranje z nanodelci
CuO pospesuje staranje rastlin. Celice koreninske skorje rastlin, tretiranih z nano CuO, so
bile ponekod deformirane in obarvane rjavo, kar nakazuje na propadanje koreninskega
tkiva. Rizodermis je bil poSkodovan in je ponekod manjkal. Koreninske cepice so
propadle, prav tako je bil poskodovan koreninski apikalni meristem. Zaradi tega so se blizu
konice korenine zacele tvoriti zasnove stranskih korenin. Na splo$no so bili koreninski
vrs$icki deformirani, pojavljale pa so se tudi nekroze zasnov stranskih korenin znotraj
korenine. Negativne u¢inke nanodelcev CuO na rast in razvoj korenin lahko pripisujemo
temu, da se nanodelci "ujamejo" med celulozne mikrofibrile, kar se odraza v neobiajnem
nalaganju celuloznih mikrofibril ter s tem onemogoceni elongaciji celicne stene. Obenem

mehansko poSkodujejo celicne membrane in tako lahko preidejo v notranja tkiva.
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PRILOGE

PRILOGA A

Vpliv koncentracije CuO na koncentracijo bakra v koreninah tretiranih rastlin

Koncentracija {mg 1); LS Means
Cument effect: F{4, 50}=57,181, p=0,0000
Effective hypeothesis decomposition
Vertical bars denote 0,25 confidence intervals
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Slika: Vpliv koncentracije CuO na koncentracijo Cu v koreninah rastlin tretiranih z nano in standardno
obliko CuO (N (cyo nano) = 30, N (cuo standaray = 30, p<0,05).



PRILOGA B

Vpliv oblike in koncentracije CuO na mitotski indeks v koreninskih vrsickih 2 dni

tretiranih rastlin

Oblika Cul; LS Means
Cument effect: F{1, 18}=41,938, p=,00001
Effective hypeothesis decomposition
Vertical bars denote 0,25 confidence intervals
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Slika: Vpliv oblike (a) in koncentracije (b) CuO na mitotski indeks (Ml (%)) v koreninskih vrs§i¢kih 2 dni

tretiranih rastlin z nano in standardno obliko CuO (N (cyo nano) = 8, N (cuo standarg) = 8, P<0,05).



PRILOGA C

Vpliv oblike CuO na koncentracijo lipida MDA v koreninah 2 dni tretiranih rastlin

Oblika Cul; LS Means
Cument effect: F{1, 8/=8,4381, p=03485
Effective hypeothesis decomposition
Vertical bars denote 0,25 confidence intervals
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Slika: Vpliv oblike CuO na koncentracijo MDA lipida (nM MDA g™ sveZe mase) v koreninah 2 dni tretiranih
rastlin z nano in standardno obliko CuO (N (cyo nano) = 6, N (cuo standara) = 6, P<0,05).



PRILOGA D

Korelacija Zn, K, S, P, Fe, Mn, Mg in Ca s Cu v zrelih koreninah in koreninskih vrsic¢kih

tretiranih rastlin

Preglednica: Korelacijski koeficienti in statisticna verjetnost za korelacijo elementov Zn, K, S, P, Fe, Mn,

Mg, Ca s Cu za kontrolo, tretmaje z 10 mg I"* CuO v nano in standardni obliki ter 100 mg I"* CuO v nano in

standardni obliki. Odebeljene Stevilke prikazujejo statistino znacilne razlike (p<0,05).

TRETMA

Prec¢ni prerez

Vrsicki

Kontrola

CuO
10

Nano
10

CuO
100

Nano 100

Kontrola

CuO
10

Nano
10

CuO
100

Nano
100

Zn

0,9919
p=0,008

0,9545
p=0,046

0,9988
p=0,001

0,999
p=0,001

0,9998
p=0,000

-0,1864
p=0,724

0,5285
p=0,281

0,7428
p=0,091

0,9011
p=0,014

0,9535
p=0,003

-0,09735
p=0,027

0,9854
p=0,015

-0,9858
p=0,014

0,3876
p=0,612

-0,5311
p=0,469

-0,1605
p=0,761

-0,0851
p=0,873

0,8089
p=0,051

-0,7457
p=0,089

-0,6963
p=0,124

-0,2614
p=0,508

-0,9907
p=0,009

-0,9399
p=0,060

-0,9093
p=0,910

-0,9968
p=0,003

-0,2923
p=0,574

-0,0377
p=0,943

0,3215
p=0,534

-0,5236
p=0,286

0,8677
p=0,025

Fe

0,1067
p=0,893

0,9949
p=0,005

0,9896
p=0,010

0,9870
p=0,013

1,000
p=0,000

0,0996
p=0,851

0,9224
p=0,009

-0,1649
p=0,755

0,9889
p=0,000

0,5106
p=0,301

-0,4918
p=0,508

-0,7034
p=0,297

-0,8158
p=0,184

0,4245
p=0,576

0,9995
p=0,001

-0,3035
p=0,559

-0,2236
p=0,670

-0,1033
p=0,846

-0,9114
p=0,011

0,6346
p=0,176

Mn

-0,5880
p=0,412

-0,4028
p=0,597

0,9299
p=0,070

0,9685
p=0,032

0,9950
p=0,005

0,8638
p=0,027

0,4595
p=359

0,8981
p=0,015

0,9969
p=0,000

0,5254
p=0,284

Ca

0,3360
p=0,664

-0,2848
p=0,716

0,6278
p=0,372

0,9267
p=0,073

-0,1681
p=0,832

-0,0687
p=0,897

0,8333
p=0,039

0,2871
p=0,581

0,9323
p=0,007

0,9276
p=0,008

Mg

0,8747
p=0,125

-0,9258
p=0,074

-0,9389
p=0,061

0,9491
p=0,051

-0,6953
p=0,305

-0,3078
p=0,553

0,1285
p=0,808

-0,9397
p=0,005

-0,6873
p=0,131

-0,6628
p=0,151




PRILOGA E

Vpliv tretmaja na koncentracijo cinka v posameznih tkivih zrele korenine (a) in

koreninskega vrsicka (b) tretiranih rastlin

a)
OKontrola OCu0O10 MBENanol0 BECuO100 ENanol00
10000 -
s
vl
b 1000 -
[1v]
3
(14
=]
S 100 - El
3,
g CP-celoten prerez
‘uc'; 10 - R-rizodermis
e S-skorja
S Z-7ila
1 T T T
cpP R S Z
b)

OKontrola OCu0O10 MENanol0 ®ECuO100 MEMNanol00

10000 -

3

s -

- 1000 - E

<11}

bo —

2 -

w = £ CP-celoten prerez

s 100 ~ R-rizodermis

E S-skorja

;5, 7-%ila

9 10 ~ KC-koreninska &epica

S MR-meristemska
regija

1 T T T T T

CP R S z KC MR

Slika: Koncentracija Zn (ug g* SM) na logaritemski skali s standardno napako v tkivih preénega prereza
zrele korenine (a) in vzdolznega prereza koreninskega vrsi¢ka (b) rastlin tretiranih z nano in standardno
obliko CuO.



PRILOGA F

Vpliv tretmaja na koncentracijo Zeleza v posameznih tkivih zrele korenine (a) in

koreninskega vrsicka (b) tretiranih rastlin
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Slika: Koncentracija Fe (ug g SM) na logaritemski skali s standardno napako v tkivih pre¢nega prereza

zrele korenine (a) in vzdolznega prereza koreninskega vrSicka (b) rastlin tretiranih z nano in standardno
obliko CuO.



PRILOGA G

Vpliv tretmaja na koncentracijo kalcija v posameznih tkivih zrele korenine (a) in
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Slika: Koncentracija Ca (ug g* SM) s standardno napako v tkivih prenega prereza zrele korenine (a) in

vzdolznega prereza koreninskega vr$icka (b) rastlin tretiranih z nano in standardno obliko CuO.



PRILOGA H

Vpliv tretmaja na koncentracijo kalija v posameznih tkivih zrele korenine (a) in

koreninskega vrsicka (b) tretiranih rastlin
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Slika: Koncentracija K (ug g* SM) s standardno napako v tkivih pre¢nega prereza zrele korenine (a) in

KoncentracijaK (ug g* SM)

vzdolznega prereza koreninskega vrsicka (b) rastlin tretiranih z nano in standardno obliko CuO.



PRILOGAI

Vpliv tretmaja na koncentracijo fosforja v posameznih tkivih zrele korenine (a) in
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Slika: Koncentracija P (ug g* SM) s standardno napako v tkivih pre¢nega prereza zrele korenine (a) in

vzdolznega prereza koreninskega vrsicka (b) rastlin tretiranih z nano in standardno obliko CuO.



PRILOGA J

Vpliv tretmaja na koncentracijo zvepla v posameznih tkivih zrele korenine (a) in

koreninskega vrsicka (b) tretiranih rastlin
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Slika: Koncentracija S (ng g SM) s standardno napako v tkivih pre¢nega prereza zrele korenine (a) in

vzdolznega prereza koreninskega vrsicka (b) rastlin tretiranih z nano in standardno obliko CuO.



PRILOGA K

Klasterska analiza podobnosti spektrov, posnetih v zili zrele korenine (a) in v koreninskem
vrsicku (b)

control-ve
nano_10-
cuo_10-v
cuo_100-
nano100-

Heterogeneity
&

b)

cuo_100-v

nano_10-v

o
- °
| |
ﬁcontrol-ve
Lcuo 10-ve
I |

Heterogeneity

Slika: Klastersko drevo za IR spektre posnete v zili zrele korenine (a) in koreninskem vrsicku (b) soncnic

kontrole, tretmaja CuO standardne oblike 10 in 100 mg I™* ter tretmaja nano CuO 10 in 100 mg I,



PRILOGA L

Klasterska analiza podobnosti spektrov, posnetih v meristemski regiji koreninskega

vrsicka

control-me
cuo_10-me
nano_100-/
cuo_100-m
nano_10-m

Heterogeneity

Slika: Klastersko drevo za IR spektre posnete v meristemski regiji koreninskega vrSicka sonénic kontrole,

tretmaja CuO standardne oblike 10 in 100 mg I"* ter tretmaja nano CuO 10 in 100 mg I™.



PRILOGA M

Klasterska analiza podobnosti spektrov, posnetih v endodermisu v zreli korenini

control-end
nano_100-¢
cuo_10-enc
cuo_100-er
nano_10-er

Heterogeneity

Slika: Klastersko drevo za IR spektre posnete v endodermisu zrele korenine son¢nice kontrole, tretmaja CuO

standardne oblike 10 in 100 mg I™ ter tretmaja nano CuO 10 in 100 mg I™%.
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