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1. Uvod
1.1.Nanotehnologija i nanomaterijali

Materijali koji imaju proporcije 1100 nm barem u jednoj dimenziji nazivaju se
QDQRPDWHULMDOLPD D LQWHUGLVFLSOLQDUQR SRGUXpMH
1IDQRPDWHULMDOL ]JERJeYWlitdehaR P B X DY I8 &% WaHINW XKEQ RV W
GUXJDpLMD VYRMVWYD X RGQRVX QD LVWRYUVQH PDWHULM
Do travnja X ED]L SRGDWDND QD QR \Nahetegmadgy RiottuctSURL]Y
Database 13' ]DE L O M4bZptczidodd Koje proizvodil SURL]YRyOEpQDAD)Y H
<http://product.stathano.com3 UHPD VWDWLVWLpPpNRP L]YMH&AUX 6WDWI1CLC
REMDYOMHQLK ]QDQVWYHQLK pODQDND X SRGUXpMX QDQR
porastu, kao i NEKRY XGLR PHYyX XNXSQLP .REYW\MMNAIMH® DN RBpy0HILQ B
QDQRpHVWLFH VUHEUD NDR YRGHUL QDQRPDWHULMDO SR E
NRMD LK SURL]YRGH 6OLMHGH LK QDQRpPpHVWLFH RG WL\
tungusWHQRYRJ GLRNVLGD L JUDILWD 1DQRPDWHULMDOL VH I
NRIJPHWLFL DXWRPRELOVNRM LQGXVWULML SURpPpLEAUDYDQ
industriji, energetici, sportu, hrani, poljoprivredi, naftnoj industriNiX i DQVNLP XUHyYDMLP

12.1DQRpHVWLFH VUHEUD

1DQRpHVWLFH VUHEUD $J13 NRULVWH VH YHULQRP ]JERJ
VYRMVWDYD $QWLPLNUREQD VYRMVWYD VUHEURYLK LRQD
$J13 VD VYRMH SRYUAUWHERBWSXHAEWYMIXURYPEMWX GXIRWUDM(
NLUXU&NRJ SULERUD LPSODQWDWD ]DAWLWQH L VSRUW)\
NXKLQMVNRJ SULERUD L UD]J]QLK NXUDQVNLK DSDUDWD .RU]I
za rane, kozmeticiVUHGVWYLPD ]D pLatHQMH ILOWULPD ]D SURpL
GRGDFLPD KUDQL L KUDQL ]D aLYRWLQMH :LMQKRYHQ L \
XRELpDMHQH VX L X DJURQRPLML SRQDMSULMH NDR ]JDPMH

Svojstto NRMH $J13 pLQL SRAHOMQLPD ]D XSRWUHEX ]DSUDYR
WRNVLpQH ]D EDNWHBRHGLERQGKRKREDIOREHN $J13 WRN
alge (Matorin i sur 2013), vodene i kopnene biljke (Jiang i sur., 2042 i sur.2015, Yin i sur.

WH ALYRWLQMH L N XAhamedildurO2020Guhddtda i\sREID pha B
postavlja pitanje i o riziku upotrebe za ljude. 1z mnogih komercijalno dostupnih proizvoda
$J13 PRJIJX LJUDYQR LOL QHL]UDMYHOQmRRGR \QIDVHKW L WKL RH\NNRROLEAV W
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VXU =KDL L VXU QR pLQL VH GD QHPDMX YHOLN XW

L VXU =D WRNVLPpQRVW QDQRpPpHVWLFD Mhipkekula VX YHO
RPRWDpPpD 6L @&\YrBainayaX &lr. %XGXuL GD $J13 RWSXaWDMX LI
i sur.2011, Yin i sur. WHANR MH ]DNOMXpLWL SURL]OD]JL OL WRN

QDQRpPpHVWLFH LOL LRQD NRMH RWSXawDbD

S8WMHFDM $J13 QD NRSQHQH Enjifovbly ttjevaa D& mikddrgdrizmed W U D &
ALYRWLQMH ,VWUDALYDQMD YH]DQD X] $J13 L ELOMNH pHV
HNVWUDNDWD ]D HNRORANL SUL K EIEINGUO2A10YNashivam OsHrQ X3 VL Q
2015, Chung i sur. 2016). PoowaR MH GD ELOMNH PRJX SULPLWL QDQF
translocirati i akumulirati u korijenu ili listovima (pregled u Schwab i sur. 2015). Propusnost
ELOMNH |D QDQRpHVWLFH RYLVL R YHOLPLQL L REOLNX pH\
siMHQNL 7ULSDWKL L VXU $NXP XO PRraséiDs adia®i SULPLM
Sorghum bicoloLee i sur. 2012). Geisldree i sur. (2013 2014) pokazali su da se AgNP
QDNXSOMDMX X NRULMH QRidRFsisthhbaNpd tX ovRIRQ MDWHDO LpL QL
NDVQLMH L GD VH $J13 X XURpPQMDN SULPDMX SRPRUX NRULI
i ksilem te akumuliraju u kotiledonimidistovima $J13 PRJX QDUXaLWL PRUIROR
UDVWD NRULMHQD L L]GDQNDL VWOQNXNMWXURHRAPEDQOQEQ LKERVY
SURGXNFLMH UHDNWLYQLK REOLND NLVLND XJURNXMX RNVL
JHQD L X]JURNRYDWL RAWHUHQMD '1$ ORQLFD L &UHPRQLQL

1.3.Duhan

Duhan (icotiana tabacumL.) je e dQRJRGLAQMD JHOMDVWD ELOMND L]
6RODQDFHDH SRULMHNORP L] WUR 2YNa-ovalRi Hi lamchidtatnO RaAH G |
OLVWRYL PRJX QDUDWWL BRMDXEXYQHMHWRYD MH X UDVSRQX R
do crvene, ci¥y DVWRJ VX REOLND L GRVHAaX YHOLpLQX GR FP 2Y
okrugle sjemenke, promjera oko 0,5 mm <http://www.eol.org/pages/581050/overview>. Ova

YUVWD MH SULURGQL DPILGLSORLG &aWR ]QDpL GtBiMH QDV
SULWRP ]DGUAaDOD GLSORLGQH VHWRYH NURPRVRPD REDM)>
NXOWLYLUDQ L X]JDMDQ ]D ULWXDOQH L PHGLFLQVNH VYL
6MHYHUQH L -XaQH $PHULNH 1DNRQ RWN UEurdpud Bsththk NH X]J|
VYLMHWD .RUL&A&WHQ MH NDR RWURY L LQVHNWLFLG DOL L
XGLVDQMH GLPD X UHNUHDFLMVNH VYUKH XYULMHALOL VX \
VDGUAL EURMQH VHN XQ G D@ HajpdanatipigoRrOKo)NZdzivB orAdagsk Q M L
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%URMQL VSRMHYL VDGU&DQL X GXKDQVNRP GLPX GRND]DQ
+HFKW 8VSUNRV aWHWQRVWL X&LYDQMH GXKDQVNLK ¢
GXKDQD L SU Daniiajb izirn@ X&ikVKIN R Q R P V N LTijgkdD ppokéklin

GHVHWOMHiUD GXKDQ MH SURQDA&ADR L VYRMX XORJX NDR P

funkcionalne genomike i biotehnologije, te mu je i genom sekvenciran (Sierro i sur. 2014).
1.4.Svjetlosna i edktronska mikroskopija

$QDOL]D WRNVLPQRVWL QDQRpPHVWLFD JRWRYR MH QH]D
PLNURVNRSLMD RPRJXUDYD XYLG X VWUXNWXUX GLMHORYD
utvrditi promjene u morfologiji uzrokovane djelovanjeAgNP ili iona srebra te njihovu
eventualnu akumulaciju (¥ii sur. 201 .DUDNWHULVWLpPQR ]D $J13 L LRQ'
SRVOMHGLFD DNXPXODFLMH NRUHMHQRY 3RIEDINK SRVYPAVYP L
HOHNWURQVNH PLNURVNRS eKirati progfenePuRdotfolHgijivihid  r&zidi W
VWDQLpQLK RUIJDQHOD DOL L ORFLUDWL $J13 X ELOMQRP W
TEM-D PR4H SURPDWUDWL QMLKRY REOLN L SRORADM X XOWL
njihovoj lokalizaciji i akumulaciji. Pritom treba biti oprezan jer metode pripreme uzoraka za

7(0 PRIJX X]JURNRYDWL DUWHIDNWH YHOLNH HOHNWURQVN
QDQRpPpHVWLFD PHWDOD 3ULVXWQRVW DWRPD RGDJAHYW QIRNIRH
elektrorskog mikroskopalim pristupom su Geisldree i sur. 2013 utvrdili prisutnost agregata

$J13 X VWDQLpQRM VWLMHQFL VUHGLAQMRM ODPHOL L SOD

1.5.Proteomika

SURWHRPLND VH NDR GLVFLSOLQD EDYL SUHRWHRPREPRARXISF
sustavu SRG RGUHVYHQLP XYMHW L R Proteatil Gitgrdnclih@dreRsekljel Q X W N
QDMpHaUH XVSRUHYyXMH SURWHRPH LVWH YUVWH X NRQWUR
Za identifikaciju proteina koristi se spektrometrinasa (engnass spectrometryMS). MS

PRAH SUHFL]QR RGUHGLWL PDVX QHNRJ VSRMD X RYRP VOX
LGHQWLILFLUDWL %XGXuL GD VX ELRORANL X]JRUFL YUOR
nekoliko koraka separacije lOMXpQR ]D XVSMHaAQX DQDOL]X SURWHRF
izdvojiti od ostalih tipova molekula primjerenom metodom ekstrakcije. Potom se za njihovo
UD]JGYDMDQMH NRULVWH HOHNWURIRUHWVNH L LOL NURPDW
se primjenjuje dvodimenzionalna elektroforeza u poliakrilamidnom g2lDE NRMD QDMpHa
UD]GYDMD SURWHLQH QDMSULMH SR QDERMX D ]D2ALP SR P



DE NRULVWL LIRHOHNWULPQR IRNXVLUDQNMRELOL(INVYMQLDQ R/
pH gradijenta LPRELOLQ D ] DWLP VH SRG XWMHFDMHP HOHNWUL
SRPLpX SUHPD NDWRGL LOL DQRGL VYH GRN QH GRVHJQX
LIRHOHNWULDpQR M -awiRdbii. se 1ppdtbRi @kuito) nad poliakrilamidni gel s

natrijevim dodecilsulfatom (SDS). U drugoj dimenziji svi proteini nose negativan naboj zbog
SDSD L LPDMX NRQIRUPDFLMX QDVXPLPQRJ NOXSND &4WR R]
PROHNXODUQRM PDVL 3ULWrBé&e kidQpdrieX S UHROVH ISQL LE D MNM&H Y
PRELOQRVW 3DYRNRYLU L %DOHQ

Nakon vizXDOL]DFLMH SURWHLQD X JHOX IRWRJUDILMH JHO
programima kako bi se utvrdio intenzitet pojedinih proteinskih mrlja i kvantificirala razlikovna
ekspresija. Mje od interesa se mogu izrezati kako bi se identificirali proteini koji se u njima

nalaze Ako su uzorci za MS razdvojeni u gelu (za razliku od kromatografskin metoda),

QD MpHaadhakzicBjuFMHORYLWL SURWHLQL njfévémSdi@aiijodl NRML
SRPRUX WULSVLQD 3HSWLGL VX PDQML L SR VYRMVWYLPD
PR4A&H UD]GYRMLWL L LGHQWLILFLUDWL V YHURP UH]J]ROXFLMI
VYDNDNR SRWUHEQR S U R em¢éiy krovhatogréfijé RIDrvtD faRaQmd] dPak Q
PRaH ELWL DXWRPDWL]LUDQ WH VH PRA@H SURYHVWL GRGD\
hidrofobnosti, naboja, pH ili polarnogtienz i Dihazi 2016)

SRVWRMH GYLMH PHWRGH UD yrSteird thQgW Ia potrebelNPDdovesti 8 HS W L ¢
QDELMHQR VWDQMH VOLPQR SOLQRYLWRP WDNR GD QLVX |
NUR] YDNXXP L HOHNWULpQR SROMH RYLVQR R VYRMRM PD
(eng. Electrospray lonization (6, NRMRP VH RWRSLQD X]J]RUND QDM{
WHNXULQVNH NURPDWRJUDILMH SUL DWPRVIHUVNdgeP WODN?
PLNURPHWDUVNH YHOLPLQH SUHPD XOD]X X YDNXXPVNX N
NDSOMLFH X]RUNBH VYBDWELABXMX RWDSDOR LVSDUDYD D SH
Druga metoda ionizacije je laserskasbepcija i ionizacija potpomognuta matricom (eng.

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization0$/", NRMD VH SRND]DOD XpLQ
analiai proteina (Karas i Hillenkamp 1988).DWULFX pLQH PDOH XJODYQRP DU
PROHNXOH VD VSRVREQRAaUX DSVRUSFLMH 89 VYMHWORVWL
VXYLANX WH VH PDOL YROXPHQ QDNDSD QD ®WRHGFLYIEQEBLRN
SRODJDQH HYDSRUDFLMH RWDSDOD SHSWLGL NRNULVWDO
vakuumsku komoru instrumenta. Kad kratak puls UV lasera (ns) pogodi uzorak, matrica se
UDVSU&GL |IDMHGQR V SHSWLGLP i NaBdyv SpektBrElbbfeDkMalitetd H G L Q L
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GRELYD VH RSHWRYDQLP JDYyDQMHP X]J]RUND ODVHURP QHN
ionizacije peptida, potrebno ih je u vakuumu razdvojiti i detektirati prema omjeru mase i naboja.
Analizator masa OF (eng.Time of Fight, vrijeme leta) prikladan je za MALDI. OF

analizator ubrzava ione analita okomito od njihovog prvotnog smjera kretanja, a zatim ih
UHIOHNWLUD SUHPD GHWHNWRUX =ERJ XMHGQDpPHQRJ QDE
LRQD YHUH PDVHEHSMWINGDPPNWWHWR QLVX GRYROMQH GD VH VD
RG NRMHJ SRWMHpX WH MH SRWUHEQR XQXWDU VSHNWUI
SHSWLGD 7R VH SRVWLaH WDQGHPVNRP VSHNWURPHWULM
peptidnihionD V SUYLP DQDOL]DWRURP PDVD LRQL RGUHVHQH PI
ione-potomke uslijed sudara s inertnim plinom. K BIRWRPFL VH XSXUXMX GD GU)
PDVD D SUHPD UD]JOLFL X QMLKRYLP PDVDPD PR&H VH RG
LGHQWLILFLUDkbka $BIARfiamenata peptida (enBeptide Fragment
Fingerprinting), kojijse XVSRUHyXMH VD UDpXQDOQR SUHGYLYHQLP X]R
tripsinskom digestijom proteina iz baze podataka proteinskih sekventagmentagom

njihovih peptida =ERJ WRJD MH SRAHOMQR GD SURXpDYDQL RUJD(
JHQRP 3UHPD VODJDUDWO R/'D SHAGK YRQLPD UH]XOWDWLP

vrijednost (engscore tH VH SULKY D iU D M Xn&sEteptdiz) R@GW Bl WHLQEMRIALD J
Dihazi 2016)

,VWUDALYDQMD ELOMQRJ SURWHRPD GRSULQLMHOD VX UD].
ELOMDND .RVRYD L VXU QR XSRWUHED SURWHRPLNH
biljke tek je u povojimaKossain i Komatsu 2013Hossain i sur. 2015). Vannini i s2013)

VX LV WUD &L GAgNR \Nidhél sr€bM n& PpBoteom biljleeruca sativaWH XRpLOL UD]O
RGJRYRU QD LRQH L QDQRpPHVWLFH 'RN VX X RGJRYRUX Q
funkciaPD X REUDQL L VWUHVX WH PHWDEROL]PX X RGJRYRL
VNXSLQH QDGPD&aXMX VNODGLaAaQL SURWHLQL L UHJXODWRL
]JDGXAHQL ]D WUDQVSRUW L VWDQLpPQL FLNAMAYKNnakbrifghD MD QL |
ULAH L SULPLMHWLOL GD $J13 XJURNXMX SURPMHQX UD]JLQH
RGVXWQRVW SURWHLQD QLMH XRpHQD OHYyX SURWHLQLPD p
SURQDYHQL VX RQL NRML VXiGakivhi Gtked) Xi oraRliediR BiBidiXimQ D RN
SXWHYLPD DSRSWR]JL VLQWH]L L GHJUDGDFLML SURWHLQI
6XGMHORYDQMH $J13 X SURPMHQL HNVSUHVLMH SURWHLQ
metabolizam potvrdili su i Mustai sur. 2015. na klijancima soje podvrgnutima vodnom stresu.

2QL VX WDNRYyHU SRND]DOL GD $J13 LDNR OHWDOQH X YHUL



SRWSRPDaxX UDVW NOLMDQDFD VRMH X XYMHWLPD YRGQRJ
vistanlQRpHVWLFD QD ELOMQL SURWHRP VODER LVWUDA&HQ V
'RVDGDa&QMD LVWUDALYDQMD SURXpDYDOD VX SURPMHQ
NRQFHQWUDFLMDPD L UD]JOLPpLWLP YHOLPLQDPD $J13 QR Q
naSURPMHQH SURWHRPD SRG XWMHFDMHP $J13 V UD]JOLpPpLWL

1.6.Fluorescencija klorofila

JOXRUHVFHQFLMD NORURILOD MH PHWRGD NRMD VH JERJ QF
koristi u fiziologiji bilja (Kalaji i sur. 2016) Temelji se na jednostaom principu: energija koju
PROHNXOH NORURILOD SULPH DSVRUSFLMRP IRWRQD PRA&H
XSUHJQH X UHDNFLMH IRWRVLQWH]H &aWR VH MR& QD]LYD II
HPLWLUD X REOLNXQHYBHOKRROYMWLAQIRANW W IMD]LYD IOXRUHYV
PHYyXVREQR |IDYLVQL WH VH SURPMHQD MHGQRJ NRPSHQ]LUD
X IOXRUHVFHQFLML NORURILOD PRA&H P Re](pragediMelxwed WL R X
i Johnson2000. Prije mjerenja fluorescencije potrebno je listove prilagoditi tami kako bi se

lanac prijenosa elektrona i Calvinov ciklus ugasili. Za to je potrebno najmanje 20 min (Murchie

L /DZVRQ .DGD VH OLVW SULODJRyYHQ WhHdnk)§eDVMD V
naraste, a zatim se polagano g&lika 1) 7R JDdaHQMH VH GRJDyYD ]JERJ SRN
IRWRVLQWH]H IRWRNHPLMVNR JP)atbqyMdipaniémetdiije i BHHKQFLMH |
WRSOLQH QHIRWRNHPLMYVNR iaDengl @hphRotdchethical HiveRdhiQg- LM H N
NPQ). Primjenom pulseva mjerne svjetlosti niskog intenziteta, saturacijskih pulseva svjetlosti
YLVRNRJ LOQOWHQ]LWHWD NRML SRWSXQR JDVLWH IRWRVXVW
LOWHQ]LWHWD KRWNOHR SR B WHDMNOFVMM IRWRVLQWH]H PRJXUH
klorofila odrediti brojne parametreTéblica 1) koji opisuju stanja i procese vezane uz

funkcioniranje PSII.



-
L

Fm A
. Fp NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’ I ql
= h A
E Y . ST
o
o2
BiR
'O
-
@
(]
(%]
@
| .
o
3
[
Fo
T pulsevi f:d
puls  atinitko svjetlo Aktini¢ko svjetlo 1 min
ukljuceno iskljuceno

vrijeme

Slikal 3ULND] WLSLpQRJ PMHUHQMD IOXRUGRPH@PALWX BIROARRU
IOXRURPHWUD V PRGXOLUDMXURP DPSOLWXGRP SXOVD X]

SULODJRYHQR SUHPD 5XEDQX SULND]DQL ¢oSDUDPHW
maksimalnu fluorescenciju & IOXRUHVFHQFLMX SUINRKNOM¥HWODQM X
fluorescenciju u ustaljenom stanju(F PDNVLPDOQX IOXRUHVFHQFLMX WLMFE
osvjetljenja ("), minimalnu fluorescenciju po njegovu prestankyt (F QHIRWRNHPLMVNR

fluorescencije (NPQ) te njegove komponente qE

Tablical 3UHJOHG QDMYDAaQLMLK SDUDPHWDUD IOXRUHVFHQI

fluorescencije prikazanih na sliti

Parametar Formula =QDpHQMH
F (I F (r Variabilna fluorescencija
QY R (I Maksimalni kvantni prinos PSltmjera udjela funkcionalnih
max (R ( jedinica PSII

(I °F (r  Efektivni kvantni prinos PSItudio apsorbiranih fotona koji

QY S : iy -
(] » se koriste u fotokemijskim reakcijama

NPQ # 1HIRWRNHPLMVNR JDA&HQMH IOXRUF
qP (I"F (O )RWRNHPLMVNR JD & HQd\ Hivb@iiRedidivar

(1 «F (ro PSl




.DNR ELVPR PMHULOL 134 SRWUHEQR MH RWNORQLWL XWM
primjenom kratkog (< 1 s) saturacijskog pulsa svjetlosti visokog intenzitgtar&outno i

privremeno zasiti sve reakcijske centre PEIllorescencija tada dosegne razinu kakvu bi imala

X RGVXVWYX IRWRNBRRMWH RVUD NMaH IOV SULPMHQL QD OL
dobijemo maksimalnu vrijednost fluorescencije klorofi)d{ L PRaH VH LJUDpXQDWL F
NYDQWQL SULQRV 36,, 4<PD[ 7R MH QDMpH&UH NRULAWHC
R]QDpDYD XGLR IXQNFLRQDOQLK MHGLQLFD PHYyX SRSXODF
biljaka u normalnim uvjetima iznosi oko83, a vrijednosti manje od te ukazuju na stres i
IRWRLQKLELFLMX 5RKipHN

IHIRWRNHPLMVNR JDA&HQMH |D UD]JOLNX RG IRWRNHPLMVNE
IRWRNHPLMVNRJ JDA4HQMD PRJX L]JUDADYDWL VDwelRi X RGQR
-RKQVRQ =D 134 QLMH ]DVOXaDQ VDPR MHGDQ SURFHYV
SR NLQHWLFL %U]JR UHODNVLUDMXuUuD NRPSRQHQWD 134 MH
glavninu NPQ. Zasniva se na porastu gradijeritihia koji potranjuje energiju u kloroplastu,

WM QD SDGX S+ WLODNRLGQRJ OXPHQD XVOLMHG MDpHJ F
violaksantinGHHSRNVLGD]D SRNUHUH VH NVDQWRILOVNL FLI
aminokiselinskih ostataka okrenutih prema lumenu,WpobpH NRQIRUPDFLMVNH
kompleksa antena LHCII (en¢jght harvesting complex , SRVOMHGLPQR QHNH NI
LHCII kompleksa disociraju, reakcijski centri PSII se okupljaju, a fluorescencija klorofila se

gasi (Ruban 2016)1IHNL DXWRUL hjéGbhodhdriddvinacijskild promjena i tranzicije

LHCII kao posebnu komponentu, gToKponentaE reagira u roku od nekoliko sekundi ili
PLOQXWD L RPRIJXUXMH SULODJRGEX QD YDULMDELOQR RVY|
134 MH T, X]URNR YRES0Q usti@i\fdidirtHiQidije. Pabnjenu relaksaciju potrebni su
VDWL WH MH PDQMVMOH UVIWWD@HQD

OMHUHQMH SDUDPHWDUD IOXRUHVFHQFLMH NORURILOD QLM
SLIJPHQDWD 6D GaJdddila b N karidiidabgu se u istom uzorku odrediti
spektrofotometrijski metodom po Lichtenthaleru (1987).

SR]IQDWR MH GD LRQL WH&ANLK PHWDOD XWMHpX QD IRWRVL(
QD PQRJH SDUDPHWUH IRWRVLQWHRPE NULHEDQ D\F\IU DINEGHQW E HC
QYmax L T3 L SRUDVW 134 7ULSDWKL L VXU .ROLPLQD NC
WLMHNRP WUHWPDQD LRQLPD L QDQRpHVWLFDPD VUHEUD L
pad QYnax, L WR Y HUL ¥nan®igrnmtaNUkngv BuiH 2012). Falco i sur. su 2015. dokazali
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da AgNP u interakciji s ekstraktom fotosintetskih pigmenata gase fluorescenciju klorofila.
%XGXUL GD $J13 PRJX XuL X ELOMQD WNLYD L QDuL VH X EO
mogle idirektno utjecati na NPQ.



2.&LOM LVWUDALYDQMD

1DQRPHVWLFH VUHEUD LPDMX PQRJR SULPMHQD L SULVXW
SURL]YRGLPD WH ]DpXyXMH NDNR VH R QMLKRYRP XWMHFD
OQRJD LVWUDALYEQWHIWRRD W MI130D VYDNRMDNH VNXSLQH
QMLKRYX ILWRWRNVLpPQRVW 'RVDGD&QMD LVWUD&ALYDQMD |
$J13 X UD]OLPpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD WH QD XpLQNH |
UD]QRYUVOQRKQRERWHNWWLFD QLMH SRVYHUHQD GRYROMQD S
GRSULQLMHWL WRP SRGUXpMX 3URPMHQH X ELOMQRP SU
QDURpPLWR LVWUD&HQH NDR QL SDUDPHWUL IOXRUHVFHQFL
vadQD L DQDOL]D VWUXNWXUH L XOWUDVWUXNWXUH ELOMQL]
VUHEUD SURXpLOD VDP QD PRGHOX NOLMDQDFD GXKDQD 5
UDVW ELOMNH WH VX NOLMDQFL UDkGQdgk, & tubav Gel. KaoY UV W D
NRPHUFLMDOQR YD&QD NXOWXUD L XYULMH&HQ PRGHOQL RL
]D LVWUDALYDQMH

6YRMLP GLSORPVNLP UDGRP aHOLP

- XWYUGLWL XWMHpH OL LVSLWLYDQD NRQFHQWtJDFLMD
AgNP-PEG i AgNRDbPEI) i ionskog srebra (AgNg§pna morfologiju stanica kotiledona

L NRULMHQRY Rtk nadadjmbkdajxnaD Q D

LGHQWLILFLUDWL SURWHLQVNH ELOMHJIH PHYyX XNXSQLF
se ekspresija mijenja pod utjecajem®A§ V UD]J]OLpLWLP RPRWDpPLPD L LR
LVvSLWDWL XWMHFDM $J13 V UD]OLpLWLP RPRWDDpPLPD
XpLOQNRYLWRVW VSHNWRIRWRPHWULMVNLP PMHUHQMHF
klorofila

- XVSRUHGLWL XpLQNH $DpRPDUDHOLRQWNRIRPERMEUD LVW
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3. Materijali i metode
3.1. Materijali
I1DQRpHVWLFH VUHEUD $J13

U ovom radu su, uz ionsko srebro (AgNO NRUL&AWHQH NRPHUFLMDOQR GR
VUHEUD YHOLpPLQH QP VWHERPRWLMDI HQER B WLX WRU D YLV
aniona (citrat), pozitivno nabijenog razgranatog polietilenimin kationa (bPEI) i neutralnog
polietlen JOLNROD 3(* 'DNOH X RYRP LVWUDALYDQMX NRULAaAW
srebra: negativnho nabije (AgNFPcitrat), pozitivno nabijene (AgNHBPEI) te neutralne
(AgNP-3(* QDQRPHVWLFH 1DQRpHVWLFH VUHEUD VX NXSOM
IDQR7HFK 3DUWQHU V U R 3UDJ yHAND 5HSXEOLND 3URPI

transmisijskim @©@ HNWURQVNLP PLNURVNRSRP A-(2/ 3 ODVHQD N
LQVWUXPHQWRP A78eHds PRICPOYKHWUDNWHULVWLPDQ VSHNW
Uv/9,6 VSHNWURIRWRPHWURP A$JLOHQW 8 D ]JHWD SRWH

1DQR =63 13%ikeCPR, P2, P3
3.1.2. Biljni materijal

,VWUDALYDQMH VDP SURYHG HNiz@iar@ Dabac@nil ) Bapté BRrRy. G X KD QL
Sjemenke duhana dobivene su od Duhanskog instituta Zagreb d.o.o. (Zagreb, Hrvatska). U svim
WUHWPDQLPD VD Q®iQorgkim\sxbirdrriDkBristily $ak B,04 g sjemenki duhana.
6MHPHQNH VDP SUYR SRYUALQVNL VWHULOL]JLUDOD X QDWU
destiliranojvodi (aH2 X RPMHUX —/ 1D2ZOQDNRQ@ PBHD VX PL
inkubirane @ tresilici (vorteks). Sjemenke sam potom 5 puta isprala 2 aH —/ SR
LVSLUDQMX X ELOMQRP ODPLQDUX NRULVWHUL LVNOMXDpLYF
da njima ne dotaknem vanijski, nesterilni dio tubice. Nakon petog ispiranja, unjelt@am
GRGDOD —/ 006 WHNXUHJ PHGLMD SURPLMHQMHQ KUDC
6NRRJX V SRORYLpPpQRP NRQFHQWUDFLMRP PDNURHOH
SjemenkeVDP GRGDOD X VWHULOQL KUDQLGEHQLbBHGNPY V NRQ
VWDELOLJLUDQLK WULPD UD]JOLpLWLP RPRWDpPLPD FLWUDW
—0 NDR L X PHGLM V LRVINNWH NRRDEFRPWHIRDELMH 7DEOLFC
$J13 PRODUQH NRQFHQWUDFLMH WUHWRD@ SKRILNMMWNRUDDW
— RItra 6 DU W R U L X Vkalo\biH &k il &venualne bakterijske stanice u otopini.
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Tablica 2 Sastav modificiranog hranidbenog medija Murashgl R R J

konceWUDFLMRP PDNURHOHPHQDWD 006

V SRORYLDPQ

Sastojci MatLpQD RWRSL 0 06
KNO3 95¢g

5 mL
deHO Do 500 mL
NH4sNO3 82,2 ¢

5 mL
deHO Do 500 mL
MgSQOs T 40 18,59

5 mL
deHO Do 500 mL
CaCb1 20 37,789

5 mL
deHO Do 500 mL
KH2POy 8540

5 mL
deHO Do 500 mL
NaEDTA 3,779
FeSQ 2,78 ¢ 2,5mL
deHO Do 500 mL
MnSOs T 4O 8,45¢
ZnSQ1 20 439
Kl 415 mg

1mL
NaMoQw T 20 125 mg
Cusai 40 12,5 mg
CoCkh1 20 12,5 mg
deHO Do 500 mL
Bl —/
Myo-inozitol 0,10¢

MES[2-(N-PRUIROLQR HWDQRY XOIRCO0,50q9

Saharoza 15¢
pH 59
deHO DollL
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ODWLPpQX RWRSLQX VUH g WnBlarekoQdeMratizWL® mM, Jatig svakog
WUHWPDQD VYMHAaH V@ Ra®pbsube +haRskliaizanpe Kdridtta sam staklene
(UOHQPH\HURYH WLNWLF pokriwéh® lvatar H aluminijskom folijom te
VWHULOL]JLUDQH X DXWRNODYX 8 ELOMQRP ODPLQDUX NRI
RWNORSLOD VWHULOL]JLUDQH WLNYLFH GRGDOD SUYR 006

i ionskog srebrgprema Tablici 3 te na kraju sterilizirane sjemenke. Tikvice sam poklopila
SULSDGDMXuRP YDWRP ]DSDOLOD YDWX QD SODPHQLNX
aluminijskom folijom, kako bi rub tikvice ostao sterilan. Tikvice sa sjemenkama na tretmanu
SRVORAR @D WLMHADOLFX X NOLPDNRPRUL ,VNOLMDYDQMH
dana (16 h osvjetljenje, 8 h mrak, 25& intenziteta svjetla 90 ( P? s®. Nakon 10 dana

tretmana koristila sam klijaeau tri eksperimentalna smjera.

Tablica 3: Sastav opina za isklijavanje po tikvici.

Volumen hranjivog 9 ROXPHQ P D Masa sjemenki
PHGLMD (LY 6 otopine tretmana duhana(g)

Kontrola S i 0,04
Z\:;ﬁgjn sa 106—0 5 ] 0,04
el = o aomL o
7TUHWPDQ VE2,57 2,43 mL 0,04

AgNP-PEG

13



3.2. Metode

SUHJOHG VYLK PHWRGD SULND]DQ MH QD 6OLFL %LOMQL

smjera: morfometrija i mikroskopija (1), proteomiky { fotosinteza (3).

Ekstrakcija pigmenata acetonom

SadrZaj
fotosintetskih
pigmenata

Fluorescencija klorofila

Spektrofotometrijsko mjerenje

Inkubacija kotiledona u mraku ; koncentracije pigmenata

Mjerenje fluorescencije
klorofila fluorometrom

Proteomika

Statistitka analiza parametara |

Fenolna ekstrakcija

Spektrofotometrijsko
odredivanje
koncentracije proteina

Mikroskopija

Fiksacija

2-DE:
Postfiksacija i Izoelektri¢no fokusiranje
kontrastiranje SDS-PAGE

Dehidracija Vizualizacija proteina

panj

Ultratanki prerezi

Skeniranje gelova i usporedba
ekspresijskih profila

Poludebeli prerezi
Izrezivanje proteinskih mrlja

Bojanje mjeSavinom Kontrastiranje Digestija tripsinom
toluidinskog modrila uranil acetatom i Ekstrakcija peptida iz gela
i boraksa olovnim acetatom
' ) Odsoljavanje i
Analiza svjetlosnim Analiza kromatografsko razdvajanje
mikroskopom transmisijskim
elektronskim MALDI TOF/TOF
mikroskopom Identifikacija proteina

Slika 2: Shematski prikaz metoda u tri eksperimentalna smjera.
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3.2.1. Morfometrija i mikroskopija
3.2.1.1. Morfometrija korijena klijanaca duhana

Izabrala sam po tri reprezentativna klijanca iz kontrolne skupine i svake odhtheskaipina.
.OLMDQFLPD VDP L]PMHULOD GXOMLQX NRULMHQD D SR
6WDWLVWLFD N R U-hacWNOWVA textQFD<QPRY. SRV W

3.2.1.2. Svjetlosna i elektronska mikroskopija

Za analizu strukture i ultrastrukture kokéLOD VDP NRWLOHGRQH L NRULME
SRVWXSDN SULSUHPH X]J]RUDND SURYHOQ@OMDA flkda¢iiriD 3HKDL
SRVWILNVDFLMX SRWUHEDQ MH O NDNRGLODWQL SXIHU |
PDWLpPpQX RWOBEBLARE gWwdtriled kakodilata u 100 rdeHO te pH namjestiti na
7,2.Pufer se razrijedi prij@potrebena koncentraciju 0,5 M, dodavanjaeHO na 25 mL 2
O PDWLPpQH RWRSLBRIPB®RX VNMDOSHOD L SLQFHWH RGUH]DO
kotiHGRQH WH YUADN -NRPLMBDQDIGXEDMLQKULWRP QH RAWHW
XURQLY&EL LK X WXELFX V5M kakpdidrion pu@ pHrijedR 3t Xk2oz

PLQ S U Nakoif 8ksacije sanisprala uzorkakiva dva puta s pd mL kakodilatnog
SXIHUD WDNRYHU SUL f& 60OLMHGL SRVWILNVDFLMD X
SXIHUX PLQ SUL f& 3RWRP,¥DP PYQUIOAD ¥R UNH X GH+

IDNRQ SRVWILNVDFLMH VOLMHGL GHKL Ghttaziel. ptilsobhov HU L M D
temperaturi. Etanol sam stavila u tubice s uzorcima i inkubirala ih 10 min, a potom izvadila
WHNXULQX L SRQRYLOD SRVWXSDN V YHURP NRQFHQWUDFLN\
50%, 60%, 70%, 80% i 96% etanolu, a potom ih prigdacl100% etanol na inkubaciju preko

QRUL =DWLP VDP |IDPLMHQLOD HWDQRO VD VPMHVRP

30 min. Potom sam i tu smjesu uklonila te uzorke BRUUDOD X pLVWRP DFHWRQX

Nakon dehidracije slijedi uklapanje paksidnu smolu (Spurrovo sredstvo), koje se izvodi na
VOLpDQ QDpLQ 'HKLGULUDQH NRPDGLUH WNLYD VWDYLOD °
sredstva u omjeru 3:1 i inkubirala 30 min, zatim sam isto ponovila smjesama omjera 1:1 te 1:3,

a naposlijetkuvDP X]J]RUNH VWDYLOD X 6SXUURYR VUHGVWYR 1
NDOXSH ]D XNODSDQMH VWDYLOD VDP VLWQH SDSLULUH V R
UXE NDOXSD WDNR GD GRELMHP X]GX3aQH SUHUaHZEIMNRULMH

sam ih pokrila Spurrovim sredstvom. Sredstvo s uklopljenim uzorcima polimerizira se pri 65
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f& WLMHNRP K 1DNRQ SROLPHUL]J]DFLMH VUHGVWYR ]D
SULSUHPX SROXGHEHOLK SUHUH]D — Bnkipprerezd (6O RV Q X P
QP |]D 7(0 SRPRUX XOWUDPLNURWRPD

SBROXGHEHOH SUHUH]H ]D VYMHWORVQX PLNURVNRSLMX L]JL
Sorvall RMC, Mt6000;/ 1MHPDpND 3UHUH]H VDP SUHQLMHOD QD Sl
VWDNOHQRJ aWRSLIDPHWBOMIBUHGPHWQLFX VDP ]DWLP ]
plamena kako bi aceton ispario, a prerez se zalijepio za stakalce. Potom sam obojila prerez,
SRPLMHaDYaL QD VWDNDOFX NDSOMLFX WROXLGLQVNRJ |
stakalce DJULMDYDOD QD SOLQVNRP SODPHQLNX SURYODpHUOL
WRJD VDP YL4ADN ERMH LVSUDOD SRG WHNXURP YRGRP L S|
promatrala pod svjetlosnim mikroskopom (model BX5I, Olympus, Japan) te ih snimila

digitalnom kamerom (model DP70, Olympus, Japan).

8OWUDWDQNH SUHUH]H ]D 7(0 LIJUDGLOD VDP SRPRUX PRGH:
IMHPDpND 8OWUDWDQNH SUHUH]H NRML VX SOLYDOL QD S
rezanje sam dotaknula bakrendUHAaLFRP SUHVYXpHQRP )RUPYDURP WH
1D RYDM QDpLQ VX VH SUHUH]L ]DOLMHSLOL ]D PUHALFX WF
otopinom uranil acetatkroz 10 minuta, a zatim 10 min olovnim citratom, ptjednosti1l2
(Reynolds1963. Analizirala sam ih transmisijskim elektronskim mikroskopom (model
Morgagni 268D, FEI, Nizozemska) pri 70 kV.

3.2.2. Proteomika
3.2.2.1. Ekstrakcija ukupnih proteina

Za ekstrakciju ukupnih proteina koristila sam metodu fenolne ekstrakcije peamabiert i sur.

(2000  .OLMDQFH VDP L]YDGLOD L] WLNYLFD WH SRPRUX SDSL
D IDWLP LK L]YDJDOD QD DOXPLQLMVNRM IROLML .DNR ELI
klijanaca, morala sam okupiti klijance iz dvije do tri tikvice s istimtrtranom. Postupak
HNVWUDNFLMH L]YRGL VH QD OHGX D VYL SXIPueLzda SULER
ekstrakciju (Tablicd SULSUHPLOD VDP RWRSLYaLenlHadlsuRFonWYH VDV
fluorida (PMSF) i -merkaptoetanalureH,O namagn&/ VN R M P L M Hsamnedosredn8 06 )

prije upotrebeRWRSLOD X LJRSURSDQROX YRUWHNVLUDOD L GRC
digestoru, dodala i-merkaptoetanol6 YMH&H WNLYR SUHEDFLOD VDP SRPF
tarionik u kutiji s ledom, dodalaplYLQLOSLUROLGRQ 393 QD YUK VSDW X(
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XVLWQLOD WNLYR =DWLP VDP GRGDOD WHNXuUL GXaLN L >
SRPLMHaD O Do B iRL sietxakéisi@puferalila uFalcontubu i dobro protresla na
vorteksu.=DWLP VDP SRORALOD WXEH KRUL]JRQWDOQR X SRVX!
PLMHaADOLFL

Tablica 4 Sastav pufera za ekstrakciju

Tris 3,0285 g

EDTA 0,9306 g

Saharoza 11,9805 g

KCI 0,3728 g

HCI Do pH vrijednosti 8,0

reH20 Do 50 mL

PMSF 0,0087 g

izopropanol 1mL
-merkaptoetanol, 2% 1mL

IDNRQ LVWHND YUHPDQD UDGHUL X GLIHVWRUX GRGDOD V
SLSHWLUDQMX QH ]JDKYDWLP ]DAWLWQL VORM QD SRYUALQL
10 min na ledu u mMiHADOLFL 3RWRP VDP X]RUNH FHQWULgXJLUDO
(centrifuga Sigma 3K30). Nakon centrifugiranja, uzorak je podijeljen u tri faze te je za nastavak
SRWUHEQR RWSLSHWLUDWL JR WwiuM\Né uzdtk® sad Qoxomddlld 3X pLV W X
mL ekstrakcijskog pufera, kako bih isprala fenol iz uzoraka te sam ih vorteksirala i inkubirala

PLQ QD OHGX QD PLMH&EDOLFL L SRQRYQR FHQWULIXJLUL
SUHEDFLOD X QRYX WXEX L QD QMHJD (ddiiz pregtapijske/ Y HUR V'V
RWRSLQH NRMX VDP SULSUHPLOD RWRSLYaAL J DPRQLMH
na- f@8]RUNH VDP SURPLMH&ADOD L]YUWDQMHP W RB\DWDHY L O
SURWHLQL LVWDORA&H SUHNR QRUL

Drugi dan sam gdarifugirala uzorke 20 min na +4f & L g (Sigma 3K30) te izlila
VXSHUQDWDQW L |DGUaboD WDORJ 7DORJ VDP LVSUDOD WL
WH MRa MHGQRP V P/ OHGHQRJ DFHWRQD 7DORJ ¥DP VYDN

i centrifugirala 10 minna +4 & L g. Tijekom ispiranja koristila sam svaki put iste nastavke
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]D SLSHWH MHU QD QMLPD RVWDMX NRPDGLUL SURWHLQVNR
GD VH WDORJ RVX&aL X GLJHVWR putcraRa |08 HRWDLRQYR S RO X VXL
(IEF pufer, 7 DEOLFD BULOLNRP SULSUHPH ,()ju8rsditBJ® pDaX X
kolamidopropil)dimetilamonijevp-hidroksi1-propansulfona{CHAPS) SRWUHEQR MH GUa
posudi s toplom vodom (30 f & N DeBlme bXldistalizirala. AlikvotiS X IHUD PRJX VH pXY
na- f & dititreitol (DTT) i amfolite trebaotopiti neposredno prije upotrebgzorci se

nakon dodavanja IEF puferdL&H QH PRUDMX pXYDWL QD OHGX 7DORJ \
SDJHuUL s8ObvdM@QL WH VDP JD GRGDWQR LQNXELUDOD QD PI
eventulne grudice taloga preostale nakon resuspendiranja pipetom. Nakon dodatne inkubacije,
SR SRWUHEL VDP LQNXELUDOD X]Raddl Honorex andedd,Y XpQR M
Etef«HNR V GD VH HYHQWXDOQL SUHRVWDOL WDORJ p
SUHEDFLOD VDP X P/ WXELFH WH LK FHQJ\dghtlikigd UD OD
fet'""a EFf«3IRWRP VDP VXSHUQDWDQW SUHEBFLOD X

koncentraciju proteina.

Tablca 5 SastavSXIHUD |]D LIRHOHNWULPQR IRNXVLUDQMH

Urea 549
CHAPS 0,2g
reH0 Do 10 mL
DTT 20 mg
Amfoliti —/

2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH SURWHLQD

Koncentraciju proteina u ekstraktima odredila sam modiim metodm po Bradfordu

(Bradford NRMD WROHULUD NRPSRQHQWH ,() SXIHUD 5DPD
Bradford otopinu (Tablicés i 7) pripremila sam prema protokolu u Balen i sur. (Q0HL
SRWUHEQR LK MH pXYDW Ltehpatanri Redviu BtBpinL tlebs ptije upBiEel R M

profiltrirati kroz Whatman No. filtar-papir.

U Falcon tubamapripremila sam prema Tablici 8zorke i dvije slijepe probe za mjerenje
koncentracije proteina. Nakon kratkog vorteksiranja inkubirala samli0bain u mraku.

Potom sam mjerila apsorbanciju spektrofotometrijski (model UV/VIS, Unicam, Engleska)
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YDOQRM GXOMLQL QP NRULVWHUL SODVWLPQH NLYHWH
VDP RpLWDYDQMHP V EDaGDUQH apsbtbEnkie Mtdpira RIBUNIAQH P M
JRYHYHJ VHWBXB SeHi@ AlbumiBSA) poznatih koncentracif@,2 +2,0 mg/mlL)

pripremljenih u IEF puferu.

Tablica 6: Sasta¥o UDGIRUG PDWLPpQH RWRSLQH

96% etanol 100 mL
88% HPO 200 mL
CBB G-250 350 mg
deHO Do 300 mL

Tablica 7: SastaBradford radne otopine.

96% etanol 15 mL
88% HPQOy 30 mL
BraGIRUG PDWLpPpQD RWRSL 30mL

deHO Do 500 mL

Tablica8 3ULSUHPD X]RUDND ]D RGUHYLYDQMH .NRQFHQWUDFLN\

Uzorci Slijepa proba
0,1 M HCI — 1/ 0,1 M HCI —/
Uzorak —/ IEF pufer —/
reH0O — 1 reH0 —/
Bradford radna Bradford radna

. . —/ : —/
otopina (Tablica Yy otopina
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3.22 5D]GYDMDQMH SURWHLQD GYRGLPHQ]JLRQDOQRP HOHN
3.22.3.1. Rehidracija imobilina

, IMHGQDpLOD VDP X]JRUNH SR NRQFHQWUDFLML SURWHLQI
UDJULMHGLY&L NRQFHQWULUDQLMH X]J]RUNH SXIHURP ]D L]RF
—/ EURPIHQRO SODYRJ admifugirala B RiihWhal ROZAGLPD SdbnoyV
WHPSHUDWXUL (SSHQGRUI 1MHPDpPpND 8 AaOMHERYH SRVXC
—/ VYDNRJ SURWHLQVNRJ X]J]RUND L X QMLK XURQLOD
fokusiranje (nelinearni gradijentgel pH 3 + * +HDOWKFDUH &4aYHGVND WH
—/ XOMD |]D QDWNULYDQMH L RVWDYLOD GD VH UHKLGULL

3.2.2.3.2. PrvadimenziaLIRHOHNWULPQR IRNXVLUDQMH

Kao prvu dimenziju razdvajanja koristila sam izosl&/V U L p Qr&hjd REFX(Bjellquist i sur.
5HKLGULDQH LPRELOLQH RFLMHGLOD VDP QDVORQLYAL
QD NHUDPLpNX SRGORJX XUHYyDMD ]D ,() PRGHO (WWDQ ,3*
MH YDAaQR GRLVERMWREYBIX SUDYLOQRM RULMHQWDFLML L S
EURM LPRELOLQD MH YDAaDQ SUL RGDELUX SUR postaRl® (OHNYV
sam na krajeve imobilina, tako da jedna njihova polovica bude iznad gela, a druga izvan
SRVvwWDYLOD VDP QRVDpH V HOHNWURGDPD WDNR GD VMHGQ
sam prekrila s 110 mL ulja za natkrivanje. Pokrenula E&fnprema uvjetima u Tablici. o
IDYUAHWNX ,()DR RMEWR P\DUDRMY LaH RhGolt sati) ifdbiline XaX S Q

ocijedilai pohranilana f &

Tablica9 8YMHWL LIRHOHNWULPQRJ IRNXVLUDQMD

Korak Porast napona Ostvareni napon (V)  Trajanje (h)
1 Gradient 500 1:00
2 Gradient 1000 1:00
3 Gradient 8000 1:00
4 Hold 8000 8:00
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3.2.2.33. Ekvilibracija imobilina

Prije provedbe druge dimenzie’ HNYLOLEULUDOD VDP LPRELOLQH SR
u 2,5mL otopine DTFa u ekulibracijskom puferu (Tablica 10 a zatim u 2,5 mL otopine

jodacetamida (IAA) u ekvilibracijskom puferu.

Tablica 10 Sastavpufera za ekvilibraciju.

Urea 99

1,5 M TrisHCI pH 8,8 (Tablica 9) 0,83 mL

20% SDS 2,5 mL

reH0O Do 25 mL

DTT 100 mgu 5 mL
IAA 125 mgu 5 mL

3.2.2.3.4. Druga dimenzijaSDSPAGE

U drugoj dimenziji razdvojila sam proteine premaasi vertikalnom elektroforezom u
GHQDWXULUDM X U mP1¥) MKdratilaR@®nm suBta/PPROTEAN Il xi cell, Biad,

6$' NRML VH VDVWRML RG VWDOND GYD SDUD GU&DpD ]D V
Nakon sastavljanja, treba provigiL LVSXaWD OL NDOXS WHNXULlg&K WH SR
Otopinu za 12% poliakrilamidni gel s SBfn (Tablica 1) pripremila sanprema Balen i sur.

(2011) Za pripravu gela potreban j¢5 M TrisHCI pufer pH vrijednosti 8,8 koji se dobije

otapangm 18,2 g2-amino2-hidroksimetitpropanl,3-diola (Tris) u 100 mLreH0O, a pH
YULMHGQRVW VH QDPMHANVNARYyBEBPRH XS RW UFEBQD RWRSLQD
N,N'-metilenbis-akrilamida (Bis), koja se priprema otapanjem 29,2 g AAi 0,8 g BisQuriD

rekO. =ERJ WRNAALBEGRWWHED YDJDWL VD ]DawLVDQBtkonP DVNRP
amonijevog peroksodisulfata (APS) i N,N,N-fdtrametiletiiendiamina (TEMEDSFRNUHUH VH
polimerizacijapa nakon dodatka ovih sastojka otopinu treba brzo uliglupe. Fpetomsam

XOLOD P/ RWRSLQH X UD]J]PDN L]JPHYyX VWDNDOD GR UD]JLQF
kapaljke natkrila gel tankim slojem re® i pustla da se polimerizira oko 1 IKad je gel
SROLPHUL]JLUDQ JUDQLFD JHQdtelLvodiRtfelvh iR pre BtWkan@ DN R X
LPRELOLQD 3ULGUADYDMXUL LPRELOLQVNH YUSFH V MHGQH
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umenzuru sSHOHNWURGQLP SXIHURP 3ULMH XSRWUHEH WUHED
pufera (Tablica 1prazrijedti sreHOdo 1 L

Tablica 11 Sastav gela za drugu dimenziju elektrofored@% poliakrilamidni gel.

reHO 21 mL
1,5 M TrisHCI pH 8,8 15 mL
30% AA/Bis 24 mL
10% SDS —/
10% APS —/
TEMED —/

Tablical2 6DVWDY P DW élgkfodndg WREL Q H

Tris 30g
Glicin 144 g
SDS 109

6,0 M HCI Do pH 8,3
reH0 DollL

Nakon ispiranja, imobiline salSsRORA&ALOD QD GXaH VWDNOR NDOXSD V J
VSDWXOD VPMHVWLOD QD SRYUALQX JHOD SpklhHemhaQD RUL
PMHKXUD JUDND 6 GHVQH VWUDQH L PWRaEtmannfifidy pgoRa&GDOD VI
SRYUALQH RNEGDWRFBMHQ V —O PDUNHUD 8QVWDLQHG =z
6FLHQWLILF )LNVLUDOD VDP SRORADM LPREQGLYDXIIH DUN
agaroze pripremljene otapanjem 125 mg agaroze u 25 mL elektrodnog pufera u mikrovalnoj
SHUQLFL X] GRGDW Bphwvog. 80 YALWWRWPLERR/MP SR GYD JHOD V LP
V KODYHQMHP L XURQLOD LK X MBRIekiréds ejdxtroti@il puerorRi R U H] X
SULpYUVWLOD QD L]YRU VWUXMH (OHNWURIRUH]X VDP ]DS
povisila napon na 220 V. Elektroforezu sam prekinula nakon otprilike 3 h 30 min, kad je linija
bromfenot SODYRJ GR&AOD GR UXED JHOD

22



3.2.2.3.5 Vizualizacija proteinskih mrlja

B3R |I[DYUAHWNX HOHNWURIRUH]H UDVWDYLOD VDP VXVWDY W
oko 50 mL bojeCoomassie Briliant BluéCBB; Tablica 13 kako bih vizualizirala proteinske
mrlje (Balenisur. 2011)% RMDQMH WUDMH K PLQ QD PLMHAaADOLFL 1
boju u spremnik preko lijevka. Pritom sam g8lULGUAaDYDOD X NXWRYLPD NDV
PRIJXUQRVW ]DJDYHQMD 8 g GdpiHura Bdhoj\Rufje pBlava, Priptadlietu
X GLIJHVWRUX PLMH&ADQMHP P/ HWDQROD PORFWHQF
do 200 mL. Bred gelova smjestisam VPRW XOMNH SDSLUQDWRJ UXpQLND
ERMX L SRPDA&H SUL RGERMDYDQMX JHOD 1DNRQ RWSULOL!
UXPQLNH J]DPLMHQLOD NRULAWHQX RWRSLQX |D RGERMDYD((
QD PLMB®DBONRFQRUL 2GERMDYDQMH MH |]JDYU&GHQR NDG JHO
mrlje na odbojanoj podlozi i tada ih treba skenirati. Nakon skenigaigere sam pohranila u
RFWHQX NLVHOLQX QD f&

Tablica B: Sastav boje CBB za vizualizaciju proteina

CBB R-250 059
Metanol 250 mL
Octena kiselina 50 mL
reH0O 200 mL

3.2.2.4. Skeniranje gelova i usporedba ekspresijskih profila

6YDNL JHO VDP SDAOMLYR SUHQLMHOD QD pLVWX QHNRULA'
drugom takvom foljom.=DWLP VDP SUHQLMHOD JHO X IROLMDPD QD
(SVRQ 3HUIHFWLRQ 9 SKRWR 6% ]DJODGLOD IROLMH L
WHNXULQH 6OLNH JHORYD VDP REUDGLOD UDpXQDOQLP S
Analizirala samSURWHLQVNH PUOMH NRMH VX SR SRVWRWNX YRC
PDQMH LJUD&HQH X WUHWPDQLPD X RGQRVX QD NRQWUROX
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3.2.2.5. Spektrometrija masa
3.2.2.5.1. Priprema uzoraka za digestiju u gelu

Tijekom postupkapripremeuzorakaza digestiju odm kute i rukavicanosilasami za&itnu
kapu te po potrebi kirur &u maskukako bih uzorke &0 manje zagadilakeratinom Radnu
povr@nu i sav pribor takoyer sam o [istila alkoholom Pripremila sam otopinu zdodatno
odbojavanje gelovaPLMH&D Q MHP nolaPl0 BH ¥¢tBne kiseline te dopunjavanjem
deHO do 100 mL i rasporedila pb mL te otopine ul,5 mL tubice Gel samstavilana
transiluminatorkako bih bolje vidjela mrlje te pomoiin mikropipetes nastavkomodrezanog
vrhaizrezalaproteinskemrlje planiraneza analizy zabadajuil nastavakokomito u gel. Kod
veih mrlja uzimala sam po dva izreska lIzreske sam ispustila u tubice s otopinom za
odbojavanjete ih inkubiralana tresiicic 7TKHUPRPL[HU FRPIRUW (PBHQGRUI
sobnojtemperaturii 350 rgm preko noi. Izreskekoji su nakoninkubacijejo auvijek bili
plavi [asti zagrijavalasamu mikrovalnojpe tnici po 2 min naopciji zaodmrzavanjesvedok se

nisu odbojali

Otapanjem 79,056 gmonijevog hidrogenkarbonatlklsHCOs) u 1 L vode pripremila sarh

M amonijev hidrogenkarbonatni pufer pH vrijednosti 7,8. Potom sam na 5 mL tog pufera dodala
deHO do 100 mL kako bih dobila 50 mM puf&.odbojenitizrezakauklonilasamotopinuza

odbojavanje dodala +50 mM pufera amonijevog hidrogenkarbonatezatiminkubirala

5 min na tresilici(450 rpm, sobnatemperatura Kako mikropipetormne bih usisalai izreske

gelakoji su obezbojenisitni i u puferugotovonevidljivi, naplavi 1 mLnastavak mikropipete
nataknulasambijeli +-nastavakKorakispirarja u puferuponovilasamdvaputa uz zadnju
inkubacijutrajanja30min. Zatim samsizrezakauklonilapuferte nanjih dodala +-otopine

pufera (50mM NHsHCOz pH 7,8) i acetonitrilavolumnogomjeral:1i inkubiralauzorkena

tresilici 30 min. OtopinuVDP ]DWLP XNORQLOD D L]JUH\AtetN8BIRNULOD V
LQNXELUDOD PLQ QD WUHVLOLFL 'RGDWNRP DFHWRQLWU
bolje vidljivi. Zatim sam uklonila acetonitril te otvorene tubice smjestila u centrifugaln
YDNXXPVNX VXAaLOLFX PRGHO &RQFHQWUDWRU (SSHQ
6SHHGO9DF L VRERODUL f& 3ULOLNRP YDYyFHQMENI]JERUDND |
RGPDK |[DWYRULWL WXELFH MHU VX VXKLiztydicelVFL JHOD VLW
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'LIHVWLMD X]JRUDND X JHOX SRPRuUX WULSVLQD

Pripremilasam 2 mLotopine tripsinaPDVHQH N R Q F HOY W Zs FMWNHIzHCOs—
puferu. Taj sam pufer pripremitazrjeyenjemprethodndkori &Enog 50 mMNHsHCO:s pufera
pH 7,8sreHO u omjeru 1:1. OtopinuW UL SVLQD NR Qi Qrigréirild-damizevd —
+mati me otopine tripsin&koncentracijelmg/mLi +£25 MM NH4sHCO;s pufera. Tu
sam otopinu koristila za digestiju proteina u g&ajprije sampipetomuzela  +-otopine
tripsing a zatim posegnulaasuhimizreskomgela koji bi sezalijepionavla @nvrh nastavka
pipete te gatakopremjestilau novy, malu tubicu b, ispudaju il pritom otopinu tripsina
Tubice sam centrifugirala desetak sekundi (model MiniSpin, EGoeriJl 1MHPDpPND NDN
se sav volumen pufera s tripsinom spustio na dno tubice i prekrio izreskégetke sam
inkubiralana tresilicipri € (optimalnatemperaturaarad tripsindi 400 rpmtijekom 18 h.

3.2.2.5.3. Ekstrakcija peptida iz gela

Nakan digestije premjestilasamuzorkes peptidimaiz tubicau jaa L Firotitarskeplo [ice s

96 jaa L Ba3u&nim dnom (96 well Eppendorf platg Plo ficu samsuda 30 min pri Eu
SpeedVaal kakobi seuzorciuparili, azato vrijeme ekstrahiralgreostie peptideiz izrezaka

gela koji su ostali u tubicama Za ekstrakcijskuotopinu prvo sam pripremilal mL 5%
trifluoroctene kiseline (TFA),V WD Y L¥&EA u 950 + reH,0, azatim MH SRPEMH&DOD
mL acetortrila. Dodala sam po  +-ekstrakcijske otopienagelove. Tubices gelovimasam

zatim stavilau nosapod spu&e te soniciralau ultrazvujmoj kupelji (model Ultrasonic Cell

Disruptor XL, Misonix Inc., SAD) kroz 3@nin. Zatim samih inkubiralal5 min na tresilici
(Thermomixer comfort (SSHQGRUI ) prM40@ BpmNNRposljetku sam otopine s
ekstrahiram peptidimaprebacilau istu mikrotitarskuplo ficu, pazeil da svakiuzorakstavim

uistu jad L B Koju samstavilai prvi dio uzorka Uzorke sam opeKSDUDYDOD PLQ SUL
uSpeedVacX 8SDUHQL SHSWLGE PR&X VH pXYDWL QD

3 U Rapje Adpiod

=D SURpLAUDYDQMH SHSWLGD NRULVWLOD VDP DXWRPDW
Automated Liquid Handling Platform, Agilent Technologies, SAD) koji koristi kromatografske
kolone. AssayMAP tehnologija ima 9&nalnu robotsku ruku opremljensi preciznim
SURWRpPQLP aSULFDPD QD NRMH VH VSDMDMX QDVWDYFL
SURpLAUDYDQMD SHSWLGD WHPHOML VH QD SULQfLSX WHN
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.RORQD VH NRQGLFLRQLUD QL]JRP RW DE&ahO kplodiDsé WakKasH SROLC
X]RUDN WH VH SHSWLGL HOHNWURVWDWVNLP LQWHUDNFLM]I
ioni zaostali iz pufera imaju slabiji afinitet za kolonu te se ispiru polarnim otapalom, vodenom
otopinom TFA. Peptidi su manje polarra pe ispiru vodenom otopinom acetonitrila, koja je

manje polarna.

2VXaHQLP SHSWLGLPD X PLNURWI WD WVNR RifBehRpsaiL GRGD
otopine (Tablica 14za kondicioniranje kolone (pripremni i ekvilibracijski pufer) i eluciju,

odnosno ISLUDQMH SHSWLGD V NRORQH HOXFLMVNL BXIHU W]
column low profile polyrogsevoiry. 3ORpLFX V X]JRUFLPD QRVDpH V RWRSL
]D VNXSOMDQMH RUJDQVNRJ RWDSDOD L $UBDJERUSBRHBF X |C
postavila sam u AssayMAR QVWUXPHQW QD ]D QMLK SUHGYLYHQD PMH
peptida je trajao 90 minuta. R NRORQH VX SUYR NRQGLFLRQLUDQH VD

EUJLQRP RG —/ PLQ D SRWRFNRJ SXHHUBNEUWQICERM RIGM
SRWRP MH XVOLMHGLOR QDQR&HQMH X]J]RUND EU]JLQRP RG -
—/ EUJLQRP RG —/ PLQ 7DNR GRELYH@Qdees8\a& W 14 MXQYV YXMRE F

pripravlenL NRULaAWHQA&BIZb GDOMQMX DQ

Tablical4 3ULSUHPD RWRSLQD ]D SURpLAUDY DsQGWMARPSHSWLGD S

Pripremni pufer

Acetonitril 25 mL
TFA —/
reH:O 50 mL

Ekvilibracijski pufer

TFA —/

reH:O 50 mL

Elucijski pufer

Acetonitril 35mL
TFA —/
reHO 15 mL
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3.2.2.5.5. Analiza peptida spektrometrom masa

1D SURpPpLAUHQH L RVXA4HQH SHSWLGH X PLNURW& DUVNRI
pripremljenematrice ( .-cijanc-4-hidroksicimetnakiselina (CHCA), koncentracije5 mg/mL,
otopljena u smjesi acetonitrila i 7)$ X RPMHUX SRPLEmb&EDOOE VDP X]F
ih nakapalanaplo [icu zaMALDI u dvije replike. Uzorak treba ispustibkomitonaplo ficu, u
volumenu 1+ —takodakapljicaprekrijekru a Upredvilenzauzorak ali daseprekonjega
neprelije. 8]RUFL VH WLMHNRP QHNROLNR PLQXWD QD JUDNX R

analizu.

2VXaHQX SORpPpLFX VWimstrumeriia 48D PKis NaRalR/Eel) Applied Biosystems,

SAD, za analiziMALDI -TOF/TOFE Parametri analize prikazani su afflici 15. Za internu

kalibraciju spektra masa koristila sam signale peptida nastalih autolizom tripsina. Interna
NDOLEUDFLMD RGYLMD VH WLMHNRP VDPRJ VQLPDQMD VSH
YH]IDQ X] LQVWUXPHQW L WR [eQ\akbb siihthanja GpeXtBrQ WBy ddbbitd D O L E |
se deset peptida prekursora s najintenzivnijim signalima te se oni podvrgnu daljnjoj
fragmentaciji unutar instrumenta, kako bi se dobio spektar MS/MS.

Tablicals: Parametranalize MALDFTOF/TOE

Tip analize MS MS/M'S
Detekcija iona pozitivha pozitivha

Zrcalo reflektron reflektron

Broj snimaka/spekatra 80 120

Raspon masa [Da] 9004000 9004000

Brzina snimanja [Hz] 200 200

Kolizijski plin 8NOMXpPpHQ 8NOMXpPpHQ

3.2256.,GHQWLILNDFLMD SURW HddgdxaSIOBInviWhRraty DQMHP ED]D

Dobivene spektre masa MS/MS Koristila sam za daljnju pretragu spektralne baze podataka
1&%,QU JUHHQ SODQWYV SRPRUX VSHFLMDOL]JLUDQRJ UDpPpXQ
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ODWUL[ 6FLHQFH 8. ORQRL]RWRSWXH]P DD\WHL SH6SMWL SODHWR D &
EDJH SRGDWDND VD VOLMHGHULP SDUDPHWULPD SUHWUDJH
tolerancija mase prekursora 0,3,CRDNVLPDOQL EURM S URehxbdyentiQd K FLMH
, ] GRELYHQLK VSHN W sUlijedosinifdkiseltnp fragmentiranin peptida na

WHPHOMX UD]JOLNH X PDVDPD L]PHYyX SRMHGLQLK VLJQDOD
DOJRULWPL UDpXQmate@ Pilbt)SveAadod P Dstrument MALEIOF/TOF
SUHNODSDMX L VOORXWO GRHOPQRRNLVHOLQVNRJ VOLMHGD
identificira se protein kojem pripada ta sekvencXVSRUHYLYDQMHP L]PMHUHQLK
GRELYHQLK VSHNWDUD X]J]RUDND V WHRUHWVNL L]JUDPpXQD!'
podatakaZa svaki dentificirani protein iz vrst&l. tabacumLOL SURQDYHQL KRPRORJQ
GUXJH ELOMQH YUVWH SURQDaODPWHOW BRRE®RANKDND\WR GDWY
SURWHLQ GMHOXMH 3URWHLQH VDP NDWHJRUL]JLUDOD SL
odrosno IRORANLP SURFHNMIP®OX JUDILPpNLK S U LrEnD Mzradd®ULVWLO
Office Excel 2016

3.2.3. Fotosinteza
2GUHYyLYDQMH NRQFHQWUDFLMH IRWRVLQWHWVNLK S|

Koncentraciju fotosintetskih pigmenata mjerila sam metodom po Lichdtenhfl987), koja

RPRJXUDYD RGUHYVLYDQM Ha®R XBiefiaw (T Fukipiih KatpRehbRAL O D

(Cx+c) u istom ekstraktyLichetenhalter i Buschman 200Xpdvagala sam po 0,25 g cijelih

klijanaca uFalcontube s poklopcem te ih prelila sn3. 100% acetona. Od svakog tretmana

priredila sam po 5 replika. Uzorke sankubirla u tami 4 dana. Apsorbanciju sam mijerila

SRPRUX VSHNWURIRWRPHWUD PRGH ®algith @jthansaQEdimP (QJO|

644,8 nm i 661,6 nm. Koristila sam 1,5 mL kwae kivete. Kao slijepu probu koristila sam
DFHWRQ .RQFHQWUDFLMH IRWRVLQWHWVNLK SLIJPHQDV

formulama: G = 11,241Aee1,6 +2,041A6448 Co = 20,131Aeass *4,191A661,6 Cxic =

(10001A470 £1,901C4q +63,14iCp) / 2 SBRGDWNH VDP VWDWLVWLPNL RE

6WDWLVWLFD N R U LK/RAFHW H VXD B DDIRBY XS BWUW J ] QDD MQRV W

J U D | LjrikaRal koristila sam progm Microsoft Office Excel 2016

3.2.3.2. Mjerenje fluorescencije klorofila

FIXRUHVFHQFLMX NORURILOD PMHULOD VDP SUDWHUL XSXWFE
)3 VHULMH 3KRWRQ 6\VWHPV ,QVWUXPHQWYV yH&ND
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koristila sam izdvojene kotiledone klijanaca. Zbog njihove maldwvelQH PRUDOD VDP SUL!
PHWRGX L SRVORALWL YLAH NRWLOHGRQD MHGQH GR GUXJL
PMHUHQMH .DR SRGORJX ]D NRWL OWMGIRaE MoSTitarSapiHd LOD VD
YHOLPpLQH RIDRSLWFIPUH VD &iliibv @didén, ®aRo &Hotiledoni na njima ne

EL RvVXaLOL 3RPRUX VNDOSHOD RGUH]DOD VDP SRMHGLQDp!
QH RAWHWLP SORMNX OLVWD 3RVORALOD VDP LK MHGQH GI
daseneprekBDMX GD L]JPHYyX QMLK EXGH aWR PDQMH SUD]QLQ
SURPMHUD YHUHJ RG PP NROLNL MH SURPMHU RWYRUD
NRWLOHGRQH LQNXELUDOD VDP X PUDNX ][DWs5YRAUBHIQD ODGI

svakog tretmana pripremila sam 5 replika.

JOXRUHVFHQFLMX NORURILOD PMHULOD VDP X |DPUDpPHQR
XUHYyDMD )OXRUSHQ )3 SKRWRQ 6\VWHPV ,QVWUXPHQW)\
SRVWDYNDPD LQWHQIilaAvSXWIDVEBNW L Q L pARRIRwRskog pulsa
F-SXOVH 2s1H RjérnBg pulsafS X OV H 2P ROORPYDAQH
parametre odabrala sam temeljny) (Fmaksimalnu (f) fluorescenciju, fluorescenciju po

XN O M X p FQQ W1 HD W Y\BL, iFhskinraMilMiantni prinos PSII (Qh4y), efektivni kvantni

prinos PSIl QYss pri ustaljenom stanju tijekom osvjetljenja (engdght steady statelss),

NPQss i gPssu istom tretnutku te NP& i gPos pri zadnjem mjerenju u uvjetimaraka.
SRGDWNH VDP VWDWLVWLPpNL REUDGLOD X SURUBIR X 6WDYV
$129% X] SUDJ |1QDpDMQRVWL S
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NPQ protokol
ay
Intenzitet =7
svjetlosti [%] . ‘\..
[ 100% he—\" »
; 50% F~' .‘\
i i AktiniZko svjetlo
 JULLH HITHHH\HIIHHI (UL CCCRLLEEFEEERRERFFFRRERECERR EEEEErOn A RERON RO EEEEEREREU O EEEREAFRRRYEERRTII g
N - e - s Vrijemel[s] |
| i;teinzlte[t] N 24000 by FTTU
|/ svieflosti[% F
/e - Saturaciiskipuls (aY) \ o000 pﬂ\ 3
50% Melpi : 14000 NI /7 LA
\m I | | I | I l( s ;:Ln i’ I
- » < /4 4000 ﬁ »
\, | 20ms 1s " 20 40 60 80 100 120 140 160
Vrijeme [s]

60OLND *UDILpNL SULND] SURWRNROD 134 3UHX]JHWR V Z
<http://www.psi.cz/productsfirketsizedinstruments/fluorpesfip-100>
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4. Rezultati
41 9L]XDOL]DFLMD QDQRpHVWLFD VUHEUD

I1DQRpHVWLFH VUHEUD NRULAWHQH X RYRP HNVSHULPHQWX
QP &enidi na TEM snimkama (Slika4 3RMDY OM XM XilMuHhaBuRiMiM&EG LQ D p Q

Slika4 1DQRpPHVWLFH VUHEUD SRG WUDQVPLVLMVMPEBl HOHNW
(B) AgNP-citrat (C) AgNR3 (* OMHULOR SULND]XMH —P

4.2 Morfometrija korijena klijanaca duhana

Klijanci duhana tretiransu QDQRpHVWHEDBD $J 13 NRMH VX VWDELOL]L
R P R W D p Dcitrait) AGNRPEG i AQNRbPEI), te ionskim srebrom (AgN§). Sjemenke su

klijale u swMS mediju gaili bez prisutnosti srebjate su se iz njih razvili klijanci koji su

nastavili rasti u m medijutijekom10 dana) RWRJUDILMH GXKDQD GHVHWRJ G
isklijavanja prikazane su na Slici 5, kaduljine korijena klijanaca. Klijanci tretirani AQNP
LIJOHGDMX VLWQR GRN RQL WUHWLUDQL LRQWMNtiréhiVUHEUR
NOLMDQFL LPDMX X XVSRUHGEL V NRQWURORP ]QDpDMQR
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LRQVNLP VUHEURP ]QDPDMQR VX NUDUL RG NRULMHQD NRQW
]JQDPDMQR VX NUDiGL RG WUHW P i BgNAR[Q4t6)i Dazlikd: aijgmd O H y X
tretirani AQNR 3 (* ]QDpDMQR VX GXAL RG N-BitatiMGNEBPEN kbfils/ L U D Q L K
PHYXVREQR VOLPQL L pDN GHVHW SXWD NUDiUL RG NRULMHQ

60OLND .OLMDQFL GXKDQD GHYVHWRA) Bdprezen@tdmigriQie®&iR p HW N I
L] NRQWUROQH VNXSLQH WH VYDNH RG WHVWQLK WNXSLQD
WH —0 QDQRpHVWL bhPH,AgMRckr & ADONRFEG)3 Mjerilo prikauje 1

cm. (B) Duljine korijena klijanacaduhana Ra]OLpLWD VORYD R]QDpDYDMX VW
razlike (Duncan test, p < 0,05)

4.3. Mikroskopija

1D X]GXAaQLP SUHUH]LPD NRULMHQD NOLMDQDFD GXKDQD V
XRpOMLYH VX PRUUuRetedNild kentrdamMSHKQ.BU korijenima tretiranima s

$J13 SULVXWQD VX YHUD RaAWHUIHQMD QHJR X RQLPD WUHW
UHGXFLUDQD MH NRG VYLK WUHWPDQD SUHPGD X WUHWE
WUHWPDQLPD V $J13 6WDQLFH NR UG Mbokbd KétdrbléV Zdon® QLK N
meristema je reducirana u korijenima klijanaca tretiranih AgQNP, a u korijenu tretiranom ionima
VUHEUD GMHOXMH YHUH QHJR X NRQWUROL L WUHWPDQLP|
TEM-RP QLMH d#keQuMitrasbuktir(Slika 7). U stanicama meristema vidljive su

velike jezgres jezgricamaamiloplastiVD AaNURPRREWYR PDOLK YDNXROD N
VOXpDMHYLPD VDGU&H L]JUDJLWR NRQWUDVWQH QDNXSLQH \
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1D SRSUHPpQLP SUHUH]LPD NDRQMDLOYHE R/Q D INDUKMOQ D Q R P HE/X\KL F
QLVX XRpOMQMHPRAODRDRANH § Wdtieddri i@&ju pBailbiNddlaksijalro
DEDNVLMDOQX SRODUQRVW WH VDGUAaH SURYRGQD WNLYD
VWDQLFDPD R YdtiRana sVAYNXHEM &dje su prisutni, ali tanji i stoga slabije

X R p O M LEM:sniinRama kloroplasta (Slikg ®idi se da su kloroplasti uglavhom ovalnog

LOL EODJR YUHWHQDVWRJ REOLND NRG QHWUHWLUDQLK NO
klijanaca tretiranihAQNPE3(, NRML VX L]JUD]JLWR L]GXaHQL 8 VYLP N
WLODNRLGQL VXVWDY 2Q MH X NORURSODVWLPD QHWUHWL
grana i stroma tilakoidi, a u kloroplastima svih tretmanaRREpHYHQ MH JXauH pPpHVWR
LIPHYX ANUREQLK JUQDFD L GMHOXMH OQHEXUH®RQLWH 488 REW
JUQFD X NORURSODVWLPD NRQWUROH ULMHWNR SULVXWQLCL
SULPMHWQH VX PHYVXpMéstl Hijahada QretiPaDin AGNNRLWUDW LPDMX QC
ANUREQLK JUQDFD WH VX RQD pHVWR L YHUD .@REJRSODVYV
WDNRYHU LPDMX PQRJR @&NUREQLKS3JU QDUBW DUDQR K R\SGLOMWDN
YUOR PDOR WBQIDRE FLXVISRUHGEL V RVWDOLP WUHWPDQLPD
SODVWRJOREXOL DOL VX X WUHWPDQX LRQVNLP VUHEURP
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Slka6 8]GXaQL SUHUH]L NRULMHQRYRJ YUG4ND NOLMDQDFD G
(A) Kontrolna skupina(B-E) tretirane skupine: (B) AgN(C) AgNRbPEI, (D) AgNRcitrat,

(E) AgNPPEG.2]QDpPpHQD MH NROXPHOD NRULMHQRYHMjeBIEH .. L F
SULND]XMH —P
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Slka 7 3UHUH]L NRULMHQRYRJ YU&AND NOLMDQDMmKEM GXKDQL
mikroskopom. (A) Kontrolna skupina, {B) tretirane skupine: (B) AgN£) (C) AgNRbPEI,

(D) AgNP-citrat, (E) AQNRPEG. 2] QD pHQH \JX jeryitg g\ Makuole (V) i amiloplasti

(strelica) OMHULOR SULND]XMH —P $ % ' ( LOL —P &
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Slika 8 Prerezi kotiledona klijanaca duhana pod svjetlosnim mikroskopom. (A) Kontrolna

skupina, (BE) tretirane skupine: (B) AgN£ (C) AgNRDbPEI, (D) AgNRcitrat, (E) AgNR

3(* 6WUHOLFH SRND]XMX SULPMHU NORURSODVWG&E),60RYQH

SDOLVDGQL SDUHQKLP 33 VSXaYDVWL SDUHQKLP 63 L G
—P
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Slika 9 Kloroplasti klijanaca duhana pod transmisijskim elektronskim mikroskopom. (A)
Kontrolna skupina, (EE) tretirane skupine: (B) AgN§(C) AgNP-bPEI, (D) AgNRcitrat, (E)

AgNP-3(* 60RYQH R]JQDNH R]QDpDYDMX ANUREQD JUQFD &=
tilakoide (GT) istromaW LODNRLGH 67 OMHULOR SULND]XMH —P
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4.4 Proteomika

Na slikama ZDE gelova vidljivo je mnogo proteinskih mrlja irgdil ekspresije u svim
WUHWPDQLPD L NRQWUROL RSUHQLWR L]JOHGD MDNR VOLpC
RGUHYHQLK PUOMD QMLK 7H PUOMH VX DQDOL]JLUDQH
MASCOT pretrage dan je u Prilogu2 zamrlju D WLSLpQL 06 06 VSHNWUL SULN
11 za tri peptida iz iste mrlje. Prema spektridadH RGUHVYHQD ERGRY®Bt&¥ ULMHG C
je identificiran SURWHLQ A3RGMHGLQLFD UHDN FTablivi N®RdhnFeH QW U D
pregled proteina po mrljama te razlikovna ekspresija u usporedbi s kontrolom. Od 26
DQDOL]JLUDQLK PUOMD X PUOMH VX SURWHLQL XVSMH&QR
nije uspjela (mrlje nil i ni- 8 GYD VOXpDMD GHQWL MH LSUDRQVK LYQLAH F
podjedinica reakcijskog centra fotosustava | u mrljarda PsbQ u mrljama 8 i 9. U mrlji 24
LGHQWLILFLUDQD VX GYD SURWHLQD RED WLSRYL DVNRUEL
ekspresiju u usporedbi s kontrolposim glicinom bogatog RNAeznog proteina (mrlja 16),

NRML MH X WUHWPDQLPD QDQRpHVWLFD VODELMH HNVSULI
VUHEURP LPD SRMDPDQX HNVSUHVLEMXRIG QIRIMHHIQMWH. IV O X D |

Mrlja 13 (proein CBSX) u tretmanu ionima srebra nije detektirana.

3R IXQNFLML JRWRYR GYLMH WUHULQH SURWHLjQBa NRML U
proteinevezane uz fotosintezu (Slika YL Blijede proteins ulogom u odgovoru na stres, koji

bLQH R W SldethuiNddtifMirdu@ @roteinaProtein PrxQ (mrlja 7) svrstan je u obje ove
kategorije.ldentificiran je po jedan primjerak proteina s ulogama u metabolizmu, transportu,
regulaciji transkripcije, popravku nakon replikacije i vezanju nukleotida. bhéneitma AgNP

bPEIi AgNR3(* LGHQWLILFLUDQR MH QDMYLAH SURWHLQD L RY
identificiranih proteinaZa razliku od njih, tretmani ionimai AQNELWUDW QLVX SRND]D¢
na neke od protein&l tretmanu AgNRitrat identificiano je najmanje proteina s razlikom u
ekspresiji (18)tmanje proteina s funkcijom u fotosintezi i odgovoru na stres mijenja ekspresiju

pod utjecajem AgNRitrat, a izostaje protein s funkcijom u metalahu (mrlja 14). U

tretmanu ionima srebra izostajeomjena ekspresije proteina snkeijom u popravku (mrlja

20).
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Slika 1Q Ukupni topivi proteini klijanaca duhanaUD]GYRMHQL GHQ@DWXULUIL
elektroforezom u poliakrilamidnom gel(A) klijanci kontrolei (B-E) tretiranih klijanaca: (B)

AgNOs, (C) AgNP-bPEI, (D) AgNRcitrat i (E) AgNR3(* 2]QDpHQH VX PUOMH NR
UD]OLPpLW LQWHQ]JLWHW X RGQRVX QD NRQWUROX WH VX L]JL
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Slika 11: Primjeri spektara MS/MS prema ikao@ je dobivenscorei identificiran protein
A3RGM@LFD UHDNFLMVNRJ FHQWUD IRWRVAXYV WeptdD
FPENFTGCQDLAK+ Carbamidomethyl (C)B) peptidAYTVQFGTCK + Carbamidomethyl
(C)i (C) peptidVPFISDDLALECEGK+ Carbamidomethyl (C)
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Tablica 16 3URWHLQL L GH QinetodeMALDD TOF/TOR MM Navedeni su

QDJLYL L SULVWXSQL EURMHYL

1&%,

S URWEHAIQPVISBRML VX |

SRWMHpX WH PROHNXODUQD PDVD L S, QDYHGHQL X ED]L
identificiran protein iz vrst®N. tabacumnDYHGHQ MH L KRPRORJQL SURWHLQ
%LRORaAND NDWHJRULMD L SURFHYV

SRPRUOX

%/$67S DODWD
SUHPD ED]L SRGDWDND 8QLSURW

5DJOLNRYQD HNVSUHVLI

ukoliko je postotak volumen® UOMH EDUHP 9 ili @a0p\V D n&gd U kontroli te ako

MH SRGMHGQDN

BR.

1-4

NAZIV
PROTEINA,
PRISTUPNI
BROJ

Podjedinica
reakcijskog
centra
fotosustava |
ACZ72945

BUHGYLYVF

protein niske
kvalitete:
protein za
popravak

fotosustava Il

PSB27H1,
kloroplastni

XP_004243333

FeS centar
fotosustava |
ACH47585

Peroksiredoksir
Q, kloroplastni
NP_001296953

PsbQ
BAD97359

VRSTA

Nicotiana
tabacum

Solanum lycopersicum

Solanum Geranium

Nicotiana
tabacum

carolinianum

197

lycopersicum

368

110

187;197; 204 SCORE

262;411

LOL DNR PUOMD LIRVWDMH 1

m [Da]

18039
9,19

18957
9,93

23540 9022

9,46

24157
9,50

pl

6,68

BLASTp %,2/24a.9%
N. tabacum KATEGORIJA
NAZIV -

PROTEINA, %,2/24a.,
PRISTUPNI BROJ PROCES

- Fotosinteza

3UHGYLYH C Fotosinteza
PSB27H1 protein
NRML VO Xa odgovor na

popravak intereitet
fotosustava I, svjetla,
VOLpDQ popravak i
kloroplastnom, organizacija

XP_016516160 fotosustava ll)

FeS centar Fotosnteza
fotosustava | (transport
NP_054558 elektrona u

fotosustavu I)

3UHGYLYH COdgovor na
peroksiredoksin Q stres;
VOLpDQ Fotosinteza
kloroplastnom

XP_016485371

- Fotosinteza

RAZLIKOVNA

EKSPRESIJA

AgNO;

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;

8WD QL P CagNp-bPEI

AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

© © ©O O

© ©O© ©O© ©

© © ©O© ©

I o ©

o © ©
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BR.

10

11

12

13

14

15

16

NAZIV
PROTEINA,
PRISTUPNI
BROJ

PSFE2=14.3
fotosustav |
psaE produkt,
N-terminalni
AAB29517

Padjedinica IVB
rekcijskog
centra
fotosustava |,
kloroplastna
Q41229

Prekursor PSI
D1
BAA02871

BUHGYLYE
Protein CBSX3
NRML VDC
GRPHQH
mitohondrijsko
m,
XP_006344361

Aminometil
transferaza,
mitohondrijska
NP_001275291

Protein bogat
glicinom-2
P27484

Glicinom bogati
RNA vezni
protein
ACDO03270

VRSTA

Nicotiana
sylvestris

130

Nicotiana
sylvestris

135

Solanum tuberosunr  Nicotiana sylvestris

Solanum

Nicotiana
sylvestris

207

Nicotiana
tabacum
212

tuberosum
474

SCORE

194

148

m [Da]

Nema podataka

15224
9,74

23456
9,84

22545
9,46

19746 44277
8,77

5,64

15626
5,23

pl

Nema podataka

BLASTp %,2/24.% RAZLIKOVNA

N. tabacum KATEGORIJA EKSPRESIJA

NAZIV -

PROTEINA, %,2/24a.,

PRISTUPNI BROJ PROCES

- Fotosinteza AgNOs
AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

SUHGYLYHCFotosinteza  AgNO;
Podjedinica IVB

) AgNP-bPEI
rekcijskog centra AgNP-citrat
fotosustava I,

AgNP-PEG

kloroplastna
XP_016496470

3UHGYLYVH C Fotosinteza AgNO;
Podjedinica Il AgNP-bPEI
reakcijskog centra AgNP-citrat
fotosustava I,

VOLpQD AgNP-PEG

kloroplastnoj
XP_016455922

3 U H G YRrgteig Odgovor na  AgNOs
&%6; NRMLstres

d b AgNP-bPEI
CBS domene, VWDQLpC _
AgNP-
VOLpDQ homeostaza, 9 citrat
mitohondrijskom, odgovorna ~ A9NP-PEG

XP_016442049  soalni stres)

3UHGYLYyHCMetabolizam AgNO;

trgnsfeaza}., proces glicina) AgNP-citrat
mitohondrijska
XP_016485574 AGNP-PEG

3UHGYLYVH CRegulacija AgNO;
Protein bogat transkripcije AgNP-bPEI
glicinom-2 .
AgNP-
XP_016516220 gNP-citrat
AgNP-PEG
- Vezanje AgNOs
nukleotida AgNP—bPEl
AgNP-citrat
AgNP-PEG

© ©O© O O

©o - © ©O© ©O© © © © ©O© ©

I o ©

© © ©O© © ©O© o
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BR.

17

18

19

20

21

22

23

NAZIV
PROTEINA,
PRISTUPNI
BROJ

ATP sintaza,
CF1 epsilon
podjedinica
(plastidna)
NP_054505

Rieske Fe/S
protein

citokroma b6/f

kompleksa
CAA45705

143-3slipD Q

protein D
049996

Ubikvitin
konjugirani
enzim E2,
varijanta 1D

NP_001306880

Kloroplastni

PsbP4 prekursc

AFH58004

23 kDa
polipeptid

RNVLGLUI

komplesa

fotosustava Il

CAA45700

AHOMH]R

superoksid
dismutaza
AHG12637

VRSTA

Nicotiana
tabacum
432

Nicotiana
tabacum
180

Nicotiana
tabacum

96

Solanum

Nicotiana

Nicotiana
tabacum
202

Nicotiana
tabacum
286

lycopersicum

257

benthamiana

325

SCORE

m [Da]

14607
5,18

16603 28257 24152
4,76 7,59

6,20

28580
7,65

21971
5,28

28338
8,60

pl

BLASTp

N. tabacum
NAZIV
PROTEINA,
PRISTUPNI BROJ

Ubikvitin
konjugirani enzim
E2, varijanta 1D
XP_016512152

oxygenevolving
erhancerprotein
2~ VOLpDQ
kloroplastnom
NP_001311962

%,2/24.%

KATEGORIJA

%,2/24.,
PROCES

Transport
(transport

protona vezan
uz sintezu ATP
au kloroplast

Fotosinteza

Odgovor na
stres

Popravak
(popravak
nakon
replikacije)

Fotosinteza

Fotosinteza

Odgovor na
stres

RAZLIKOVNA
EKSPRESIJA

AgNOs

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;3

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

© ©O© O O

© ©O© ©O© ©

AgN03 =

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;3
AgNP-bPEI

© © o Il ©v o ©

© © ©O© ©

© ©O© © O
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9

AgNP-citrat =

AgNP-PEG
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BR.

24

ni-1

ni-2

NAZIV
PROTEINA,
PRISTUPNI
BROJ

a)Askorbat
peroksidaza
AAAB6689

b)citosolna
askorbat
peroksidaza
BAA12918
Nije
identificiran

Nije
identificiran

VRSTA

Nicotiana
tabacum
a) 674

SCORE

b) 633
a) 27388 b) 27470

m [Da]

pl

b) 5,43

a) 5,43

BLASTp

N. tabacum
NAZIV
PROTEINA,
PRISTUPNI BROJ

%,2/24.%
KATEGORIJA

%,2/24.,
PROCES

Odgovor na
stres
(oksidativni
stres)

RAZLIKOVNA
EKSPRESIJA

AgNOs

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

AgNO;

AgNP-bPEI
AgNP-citrat
AgNP-PEG

© ©O© O O

© ©O© O ©
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Slika 12 Kategorizacija identificiranih proteina koji se po ekspresiji razlikuju u odnosu na
NRQWUROX X NOLMDQFLPD WUHWLUDQLP QDQRpHVWLFDPD
EURM S