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1. UvOD

Pojam nanotehnologija oznacava spektar znanstvenih disciplina iz podrucja biologije, fizike
i kemije, koje se medusobno isprepli¢u kako bi proizveli nanomaterijale, kemijske tvari ¢ija je
veli¢ina u barem jednoj dimenziji na nanometarskoj skali, tj. izmedu 1 i 100 nm (Bathi i sur.,
2022). Takve dimenzije omoguéavaju bolja mehanicka, opticka i povrSinska svojstva materijala
te poboljSane performanse u odnosu na njihov izvorni materijal (Altammar, 2023). Posebna
kategorija nanomaterijala su nanocestice metala (eng. metal nanopatricles, MNPs), koje se
mogu proizvesti kemijskim postupcima mijesanja dviju mikroemulzija ili redukcijom metalnog
kationa (Jurkin i Goti¢, 2013). Nanocestice metalnih oksida jedna su od najcesce koriStenih
vrsta MNPs. Razlikujemo tri kategorije metalnih oksida koji tvore MNPs: mono-metal oksidi,
bi-metal oksidi, te tri-metal oksidi. Najpoznatije su nanocestice mono-metal oksida kao §to su
nanocestice cinkovog oksida (eng. zinc oxide nanoparticles, ZnO-NPs), bakrovog oksida (eng.
copper oxide nanoparticles, CuO-NPs) te magnezijevog oksida (eng. magnesium oxide
nanoparticles, MgO-NPs). U MNPs takoder ubrajamo i nanoCestice zlata (eng. gold
nanoparticles, AUNPS) te mozda i najpoznatije nanocestice srebra (eng. silver nanoparticles,
AgNPs).

MNPs ¢esto mogu imati dvostruki u¢inak na biljne organizme, koji varira ovisno o njihovoj
kemijskoj gradi, ali i dozi. Njihov pozitivan u¢inak na biljke primjenjuje se u pesticidima i
umjetnim gnojivima (Feigl, 2023) jer se na taj nadin znafajno povecava preciznost i
iskoristivost aktivnih sastojaka, §to pospjesuje ukupnu ucinkovitost poljoprivredne prakse (Das
i sur., 2022). Za ovu namjenu naroCito se koriste nanocestice titanijevog (IV) oksida (eng.
titanum oxide nanoparticles, TiO2-NPs) i nanocestice silicijevog (IV) oksida (eng. silicium
oxide nanoparticles, SiO2-NPs) ¢ijom se uporabom unutar pesticida i umjetnih gnojiva
povecava proizvodnja nutrijenata, rast i brzina odvijanja fotosinteze u biljci (Das, 2022). Osim
u poljoprivredi i agronomiji, uporaba MNPs rasprostranjena je i u medicini, biotehnologiji,
genetickom inzenjerstvu, farmaciji i mnogim drugim gospodarskim granama (Mody i sur.,
2010). Velika povrsina, male dimenzije i visoka reaktivnost neke su od karakteristika MNPs
koji prolaze kroz slozene promjene u tlu. Migracija, talozenje, disperzija, otapanje,
transformacija te podloznost redoks reakcijama procesi su koji izazivaju fizikalno-kemijske
promjene MNPs te utjeu na rast i razvoj nanoc¢esticama pogodene fitocenoze. Pretjeranom i
nekontroliranom uporabom MNPs u agrikulturi, poljoprivredi te ostalim srodnim djelatnostima,
povecava se rizik fitotoksi¢nosti, pogadanja neciljanih organizama, Sto se u konacnici

manifestira kao nezeljeni u¢inak na okolis, ali i ¢itavu biocenozu (Cruz-Luna i sur, 2023).



Ovisno o kolic¢ini i distribuciji MNPs okoli$u, njihova prisutnost te kontinuirana akumulacija
unutar biljnih tkiva moze prouzrokovati fitotoksi¢ne ucinke, ali i rezultirati posljedicama

rizicnima za okoli§ (Ulhassan i sur., 2023; Li i sur., 2024).

Biljke se svakodnevno suocavaju s razli¢itim sloZzenim interakcijama koje obuhvacaju Sirok
spektar okoli$nih faktora kao $to su niske razine i dostupnost hranjivih tvari, nepovoljni uvjeti,
oStecenja herbivorima te razli¢ita zagadenja prouzrokovana antropogenim utjecajem. Narocito
je izraZen utjecaj nezivih elemenata, $to ukljucuje suSu, povecani salinitet, teSke metale te
temperaturne ekstreme, koji dovode do pojave abiotickog stresa i predstavljaju znaCajne
globalne izazove (Al-Khayri i sur., 2023). Zbog svakodnevne izlozenosti abiotickom stresu,
moze do¢i do disbalansa u metabolizmu biljaka, sto moze rezultirati promjenama u morfologiji
1 fiziologiji, ali i promjenama na stani¢noj i molekularnoj razini poput promjena u genetickom
materijalu i proteinima (Rejeb i sur., 2014). Tijekom evolucije biljke su razvile specifi¢ne
mehanizme kako bi se prilagodile i prezivjele stresne uvjete kojima su izlozene. Na promjenu
standardnih okoli$nih uvjeta reagiraju izmjenom sastava i komponenti stanicne membrane te
stanicne stijenke, mirovanjem stanica, usporavanjem i modifikacijom metabolickih i fizioloskih
procesa poput fotosinteze kao i translokacijom hranjivih tvari unutar biljnog organizma (Santos
i sur., 2022).

2. OSNOVNI POIJMOVI
2.1. Nanocestice metala

2.1.1. Nastanak i grada

S obzirom na nastanak, nanocCestice mozemo kategorizirat u tri skupine: sintetske,
antropogene i prirodne (Biba, 2022). Sintetski nanomaterijali proizlaze kao umjetna tvorevina
priredena prema specificnim pravilima i1 karakteristikama s pravilnom gradom kako bi se
smanjio potencijalni Stetan okolisni uc¢inak istih (Biba, 2022). Plod posrednog i neposrednog
covjekovog djelovanja na okoli$ jesu antropogene nanocestice, koje nastaju kao posljedica
razlicitih antropogenih oneciS¢enja poput izgaranja fosilnih goriva (Biba, 2022), a ¢esto imaju
negativan ucinak na ekosustave. Prirodne nanocestice nastaju kao rezultat razli¢itih prirodnih
procesa koji se odvijaju na Zemlji, poput vulkanskih erupcija i troSenja stijena (Biba, 2022).
Bez obzira na njihovo porijeklo, nanocestice su sastavni dio biogeokemijskog ciklusa Zemlje.

Njihova prisutnost i kretanje utjecu na sve komponente Zemlje, ukljucujuci biosferu, litosferu,
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atmosferu i hidrosferu (Lespes i sur., 2020). Grada nanocestica razlikuje se s obzirom na prirodu
nastanka. Razli¢ite vrste nanocestica gradene su od Sirokog spektra kemijskih elemenata, §to se

pritom odrazava i u funkciji koju obavljaju u okolisu (Biba, 2022).

Osim prema nastanku, nanocestice mozemo podijeliti i prema njihovom sastavu na
organske, anorganske te hibridne. Sastav nanocestica vazan je ¢imbenik u njihovoj uporabi.
Razvojem nanotehnologije anorganski nanomaterijali sve viSe nalaze komercijalnu primjenu.
Unutar domene anorganskih nanomaterijala, razlikujemo Sest temeljnih grupacija: nanocestice
metala, nanocestice metalnih oksida, nanocestice poluvodic¢kih materijala (kao $to su SiO2-NPs
i kvantne tocke), hibridne nanocestice, magnetne nanoCestice te sulfidne nanocestice.
Toksi¢nost metalnih nanomaterijala ovisi o njihovom obliku, veli¢ini i vrsti metala od kojeg su

gradene.

2.1.2. Mikroemulzijska sinteza nanocestica metala i metalnih oksida

Sinteza MNPs mozZe se posti¢i mijeSanjem dviju mikroemulzija pri ¢emu prva sadrzi
otopljenu sol metala, dok se u drugoj nalazi otopljeni reducens. Osim toga, koriste se i postupci
redukcije metalnog kationa te izravne redukcije metalnog kationa vodikom, gdje je potonji
proces za vecinu metala vrlo spor pa se kao katalizatori koriste natrijev borhidrid (NaBHa),
topljivi hidrazin dihidrat (N2H4:2H20) ili hidrazin diklorovodik (N2H4-2HCI). Vrsta i
koncentracija reducensa uvelike moze utjecati na dimenziju sintezom dobivenih MNPs (Jurkin
i Goti¢, 2013).

Nanocestice metalnih oksida pripravljaju se hidrolizom ili taloZenjem unutar vodene
jezgre mikroemulzije voda/ulje. Stvaranje mikroemulzija odvija se postupcima dodavanja i
mijeSanja dviju mikroemulzija razli¢itih sadrzaja, gdje jedna sadrzi otopljenu luzinu (npr.
amonijevu luzinu, NH4OH), a druga vodenu otopinu iona metala. Posljedi¢no, dolazi do
taloZenja Cestica metalnih oksida i hidroksida. Takoder, isti produkt moguce je dobiti i izravnim
dodatkom taloznog sredstva u mikroemulziju voda/ulje. Istalozeni se hidroksid centrifugira te
ispire, a zatim i termicki obraduje kako bi se uklonila voda. Takvom obradom, povecava se
kristalnost uzorka te se hidroksid uspjesno prevodi u metalni oksid, $to posljedi¢no daje Zeljeni

produkt, nanocestice metalnog oksida (Jurkin i Goti¢, 2013).



2.2. Abiotic¢ki stres i fitotoksi¢nost

Abiotic¢ki stres definira se kao Stetan ucinak nezivih komponenti na Zive organizme.
Okolisni ¢imbenici poput visokog saliniteta, temperaturnih ekstrema, suSe te poviSenih
koncentracija odredenih metala, uklju¢ujuci i metale u obliku nanomaterijala, mogu uzrokovati
pojavu abiotickog stresa u biljaka (Balen, 2016). Jedna od posljedica abiotickog stresa jest i
pojava oksidacijskog stresa, koji moze imati negativan u¢inak narast i razvoj biljnog organizma
i smanjiti produktivnost biljaka za 65 % do 87 % (Balen, 2016). U trenutku kada biljka prepozna
stres, na stani¢noj razini pocinje stvaranje reaktivnih oblika kisika (eng. reactive oxygen
species, ROS) koji poti¢u aktivaciju puta prijenosa signala, §to dovodi do provodenja
informacije unutar pojedinacnih stanica te kroz cijelu biljku (Balen, 2016). ROS molekule
mogu negativno utjecati na bioloski vazne strukture, poput stani¢nih membrana i bioloski
vazne molekule, poput proteina, lipida te molekule DNA. Ovakve interakcije rezultiraju nizom

metaboli¢kih poremecaja, a posljedi¢no i stani¢nom smréu (Tkalec i sur., 2019).

Fitotoksi¢nost tj. negativni i nezeljni uc¢inak neke tvari (fitotoksina) ili uvjeta uzgoja na
biljke moze se manifestirati na vise na¢ina npr. kao nemoguénost klijanja sjemenki, inhibicija
rasta, promjene u morfologiji i/ili fiziologiji (Raviv i sur., 2019). Kemijska istrazivanja
omogucuju identifikaciju niza kljuénih parametara i potencijalnih opasnosti te toksi¢nih
¢imbenika za rast biljaka. Ipak, gotovo je nemoguce ispitati biljni materijal na sve potencijalno
Stetne toksine. Za procjenu Stetnosti neke tvari na biljke, koristi se test reakcije biljnog
materijala. Testovi se koriste kada kemijske analize uoce visoku koncentraciju nepozeljne i
Stetne tvari poput teskih metala ili npr. prisutnost fenola u biljnim tkivima. Sluze kao provjera
nepozeljnih ucinaka i1 daju informacije u kojoj mjeri te koji fitotoksin ¢e ugroziti biljni
organizam. lako takav test ne pruza konac¢an odgovor zbog varijabilnosti u uzorcima razli¢itih
biljnih vrsta te nejasnog uzroka mogucih ucinaka, omoguéava odredenu razinu sigurnosti u
pogledu prikladnosti supstrata i njegovih sastojaka za uzgoj biljaka (Raviv i sur., 2019).
Fitotoksi¢ni u¢inak mijenja funkciju vegetativnih i generativnih organa biljaka, pri ¢emu visoke
koncentracije fitotoksina dovode do njihovog oStecenja i gubitka funkcionalnosti (Bazok i
Cenko, 2016). Za MNPs se pokazalo da imaju fitotoksi¢ni ucinak, koji primarno ovisi o
njihovoj velicini §to je vidljivo na primjeru AgNPs koje kada se koriste kao nanocestice manjih
dimenzija (promjer 10 nm) izazivaju ja¢i negativni ucinak u usporedbi s Cesticama vecih
dimenzija (promjer 20 nm - 100 nm) (Bhatti i sur., 2021). Iako postoje odredeni pozitivni u¢inci
pri uporabi MNPs, poput poboljSanja stani¢nog odgovora na stresne uvjete te rasta i razvoja

korijena (Kaningini i sur., 2022), poveéana izlozenost MNPS te njihova pretjerana uporaba u



konacnici rezultira znac¢ajnim negativnim metabolickim promjenama u biljaka (Bhatti i sur.,

2021).

3. UTJECAJ MNPs NA BILJKE

3.1. Utjecaj na korijen
Kao podzemni organ biljaka, korijen omogucava apsorpciju vode i mineralnih tvari iz

tla, koje se kroz njega prenose do izdanka te zatim do svih dijelova biljnog organizma. Na
povrsini korijena nalaze se bo¢na izbocenja rizoderme, korijenove dlacice. Njihovim razvitkom
dolazi do povecanja povrSine ovog podzemnog organa te se tako pospjesuje upijanje svih
potrebnih nutrijenata iz terestriCkih stanista (Pevalek-Kozlina, 2002). Oste¢enjem korijenja
inhibira se rast biljke jer se javlja nemoguénost provodenja potrebnih mineralnih tvari i vode,
Sto je neophodno za provodenje metabolickih procesa u stanicama. Smanjivanje sadrzaja vode
u stanicama na manje od 50% do 60% obi¢no rezultira stani¢cnom smréu (Pevalek-Kozlina,
2003).

Kada govorimo o biljkama, osobito kopnenim vrstama, primarna meta fitoksi¢nih
u¢inaka MNPs je korijen. Istrazivanja su pokazala da npr. AgNPs mogu izazvati morfoloske
promjene na korijenu nakon izlaganja biljke, a u¢inak ovisi o njihovoj veli¢ini I koncentraciji
kao i omotacu koristenom za njihovu stabilizaciju. U radu Tripathi i sur. (2017), istrazivan je
utjecaj AgNPs promjera 22 nm u koncentracijama od 1000 i 3000 uM tijekom 15 dana na
korijenju klijanaca graska (Pisum sativum) u Hoaglandovom mediju, a rezultat je pokazao
znac¢ajno smanjenje broja korijenovih dlacica, kao i njihovo skracenje. Nadalje, stanice
korijenovih kapica klijanaca psenice tretirane su sa 10 mg/L AgNP-PVP tijekom perioda od 5
dana, §to je izazvalo njihovu degradaciju i intenzivniji proces plazmolize (Vannini i sur., 2014).
Sli¢na istrazivanja izvedena su na korijenju trave (rod Poaceae) koje je tretirano s AQNP-GA
promjera 6 nm, koncentracije 40 mg/L tijekom 5 dana, a uoc¢ene su morfoloske promjene poput
nemogucnosti Stvaranja korijenovih dlacica, oSteCenja epiderme te pojacane vakuolizacije

kortikalnih stanica (Yin i sur., 2011).

Znacajan fitotoksi¢ni ucinak na korijen uocen je i kod primjene ZnO-NPs. U radu Lin i
Xing (2007) ispitivan je utjecaj ZnO-NPs na sjemenkama 6 razli¢itih biljnih vrsta: Brassica
napus, Raphanus sativus, Lolium perenne, Lactuca sativa, Zea mays te Cucumis sativus, koje

su tretirane sa suspenzijom ZnO-NPs koncentracije 2000 mg/L u periodu od 5 dana, sve do



razvitka korijenja. Duzina korijenja biljaka tretiranih sa ZnO-NPs usporedivala se s kontrolom,
a rezultat je pokazao kako je suspenzija ZnO-NPs inhibirala rast korijena kod vrste Z. mays,
dok se kod ostalih pet biljnih vrsta korijen uopée nije razvio kao posljedice akumulacije ZnO-
NPs (Lin i Xing, 2007).

Utjecaj MNPs na fizioloska i morfoloska svojstva stanica korijena kao i ¢itavog organa
uvjetovan je njihovim fizikalno-kemijskim karakteristikama, koncentracijom koristenom za

izlaganje, vrstom biljke te na¢inom i duljinom izlaganja (Lin i Xing, 2007; Tkalec i sur., 2019).

3.2. Utjecaj na kloroplast i proces fotosinteze

Prisustvo i odsustvo specificnih organela u biljnoj stanici doprinijelo je njihovoj
karakteristi¢noj gradi, koja proizlazi iz njezine fundamentalne funkcije, fotosinteze. Jedan od
klju¢nih organela biljne stanice je kloroplast. Unutar kloroplasta nalazi se slozeni membranski
sustav koji ukljucuje vanjsku i unutarnju membranu organela te tilakoidne membrane koje
sadrze pigmentne molekule, poput klorofila i karotenoida, koje su kljuéne za fotosintezu.
Klorofil se isti¢e kao pigment neophodan za provodenje procesa fotosinteze zbog moguénosti
apsorpcije svjetlosne energije iz plavog i crvenog dijela vidljivog spektra, $to dovodi do
pokretanja prve faze fotosinteze, reakcija na svjetlu. Vanjska membrana odgovorna je za
propusnost molekula iz i unutar kloroplasta te ju grade proteini porini, dok unutarnju membranu
karakterizira odsustvo fotosintetskih pigmenata. Stroma kloroplasta, svojevrsni matriks, sluzi
kao platforma za enzimske reakcije Calvinovog ciklusa. Medusobnim interakcijama vise
tilakoidnih membrana unutar strome kloroplasta formira se struktura granum. Ova organizacija
omogucuje uéinkovitu apsorpciju svjetlosti i proizvodnju energije u obliku ATP-a i NADPH-a
(Alberts i sur., 2002).

3.2.1. Utjecaj na ultrastrukturu kloroplasta
Izlaganjem biljaka MNPs dolazi do zna¢ajnih promjena u ultrastrukturi kloroplasta koje

mogu biti slabijeg ili jaceg intenziteta ovisno o primijenjenoj koncentraciji MNPs. Njihovim
djelovanjem kloroplast kao organel podlijeze morfoloSkim promjenama koje zbog prirode

nanocestica utjecu na proces fotosinteze, ali i Citav fotosintetski aparat (Venzhik i sur., 2021).

U radu Qian i sur. (2013) biljke roda Arabidopsis izlozene su AgNPs u rasponu
koncentracija od 0.5 do 3 mg/L tijekom 14 dana nakon ¢ega je opaZena promjena u obliku
organela iz le¢astog u okrugli, Sto se pripisalo osmotskom stresu koji se stvorio kao posljedica

djelovanja AgNPs. Takoder su opazene i promjene u viskoznosti strome koja je postala mutnija,



Sto je posljedica promjene kemijskog sastava strome, koja se javlja uslijed djelovanja AgNPs.
Nadalje, primijeceno je i nakupljanje Skrobnih zrnaca, akumulacija AgQNP u stromi koje su
stvorile naslage (Slika 1) te morfoloske promjene tilakoidnih membrana koje su pri ve¢im
koncentracijama AgNPs postale udaljenije, konkretnije u rasponu od 5 do 10 mg/L (Qian i sur.,
2013; Jiang i sur., 2014).

U radu Lalau i sur., (2015) istrazivao se utjecaj CuO-NPs na vrstu Landoltia punctata u
rasponu koncentracija od 1 do 10 mg/L, $to je rezultiralo savijanjem tilakoidne membrane,
povecanim brojem plastoglobula, pomicanjem i potamnjivanjem sustava grana. Povecéanje
broja plastoglobula ukazuje na pojacanu potrebu stanice za lipidima kako bi se prilagodila i
odgovorila na promjene u okoliSu buduéi da plastoglobuli sluze kao skladista lipida potrebnih
za adaptaciju na nove uvjete (Venzhik i sur., 2021). Ovi lipidi igraju kljuénu ulogu u odrzavanju
stani¢ne stabilnosti i funkcionalnosti pod stresom, izazvanim prisutno$¢u CuO-NPs. CuO-NPs
uzrokuju osmotski stres koji dovodi do redistribucije komponenti unutar stanice prema vakuoli.
Ovaj pomak kljucan je za obnovu i odrzavanje stani¢éne homeostaze, jer vakuola djeluje kao
centar za regulaciju osmotskog tlaka i1 detoksifikaciju. Kretanje organela prema vakuoli moze
pomodi u neutralizaciji stresa izazvanog nanocesticama, omogucavajuci stanici da se prilagodi

i stabilizira svoje unutarnje uvjete (Venzhik i sur., 2021).



Slika 1. Prikaz ultrastrukture kloroplasta iz popre¢nog presjeka lista vrste Arabidopsis
thaliana u kontrolnim biljkama (a,b) i nakon izlaganja biljke 3 mg/L AgNPs (c,d). Na slikama
(c) i (d) vidljive su tamne naslage (crveni krug, slika cnastale u stromi kloroplasta (slika d)
nakon tretmana. Naslage prikazuju akumulirane AgNPs. OG - plastoglobuli, thy - tilakoidi.
Fotografije ultrastrukture kloroplasta nastale su primjenom transmisijskog elektronskog
mikroskopa (TEM), pri poveéanjima: 0,5 um (a), 0,1 um (b,c) i 25 nm (d). Preuzeto iz Qian i
sur., (2013).



3.2.2. Utjecaj na proces fotosinteze
Fotosinteza je neophodan biogeokemijski proces kojim fotosintetski organizmi poput

cijanobakterija, zelenih algi i biljaka pretvaraju svjetlosnu energiju u kemijsku. Osim S§to
omogucava oCuvanje stanicnog metabolizma, fotosinteza upravlja proizvodnjom energije i
fizioloskim procesima unutar biljnih organizama. Budu¢i da je proces fotosinteze vrlo osjetljiv
na vanjske faktore, promjene u okoli$nim uvjetima, poput suse, prisutnosti teskih metala,

visokog saliniteta i temperaturnih ekstrema, mogu izazvati poremecaje u njegovom odvijanju

(Tkalec i sur., 2019).

Klorofil, temeljni fotosintetski pigment, nalazi se unutar tilakoidnih membrana
kloroplasta i organiziran je u posebne strukture sacinjene od stotinu pigmentnih molekula,
fotocentre. Unutar fotocentara, klorofil djeluje kao antena za apsorpciju svjetlosti, a energija
dobivena ovim procesom prenosi se od pigmenta do pigmenta, sve do klorofila a cije je
ishodiste reakcijski centar. On pobuduje elektrone te ih obogacuje energijom (visokoenergetski
e’) pa kao takvi ulaze u transportni lanac. Elektroni zatim putuju serijom nosaca U procesu koji
je zdruzen sa sintezom ATP i NADPH (Alberts i sur., 2002).

Istrazivanja su pokazala da izlaganje biljaka ¢esticama AgNPs dovodi do poremecaja u
funkciji transportnog lanca elektrona te smanjenja ucinkovitosti i brzine fotokemijskih reakcija,
posebice reakcija provedenih kao dio fotosustava II (Biba i sur., 2021). Sukladno navedenim
tvrdnjama, unutar kloroplasta dolazi do pretjerane apsorpcije svjetlosne energije, sto rezultira
akumulacijom ROS molekula u stromi kloroplasta. Ova pojava predstavlja nacin fitotoksi¢nog
djelovanja nanomaterijala metala (Biba i sur., 2021). Valja napomenuti kako to¢an mehanizam
fitotoksi¢nosti AgNPS jo$ uvijek nije u potpunosti shvacen i definiran. Smatra se da AgNP u
stanici disociraju na toksi¢ne katione srebra (Ag*) koji mogu zamijeniti katione bakra (Cu®)
plastocijanina (Pc), nositelja elektrona u fotosintetskim reakcijama na svjetlu. Nadalje,
ometanje procesa fotosinteze moze se postici i djelovanjem kationa Ag* s tiolnom skupinom

enzima odgovornih za biosintezu pigmenta klorofila (Biba i sur., 2021).

Fitotoksic¢an u¢inak MNPs na proces fotosinteze uocen je i kod biljnih vrsta tretiranim
sa CuO-NPs. Uc¢inak CuO-NPs pri razli¢itim koncentracijama ispitivao se na vrsti Oryza sativa
tijekom 30 dana, a najvecu fitotoksi¢nost pokazala je koncentracija od 1000 mg/L CuO-NPs.
Zamijeceno je smanjenje u broju i veli¢ini puéi prisutnih na listovima, pad stope fotosinteze
kao i smanjenje broja prisutnih molekula fotosintetskih pigmenata (Da Costa i Sharma, 2016).
Posljedi¢no, akumulacija CuO-NPs unutar stanica navedene vrste izaziva stres koji smanjuje

brzinu i efikasnost procesa fotosinteze. Nadalje, uo¢eno je i smanjenje broja tilakoida te
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granuma pri koncentracijama ve¢im od 50 mg/L (Slika 2) unutar kloroplasta, $to se povezuje
sa smanjenom funkcijom fotosustava II, $to posljedi¢no dovodi do smanjene uéinkovitosti

procesa fotosinteze ((Da Costa i Sharma, 2016).

h_ | -‘ 05pm ‘ ] 5L |
Control leaf [13,000X] 50 mg L' Leaf [13,000X] 1,000 mg L™ Leaf [13,000X]

Slika 2. Prikaz ultrastrukture kloroplasta u stanicama lista kontrolne biljke vrste Oryza sativa
(D) te biljaka izlozenih 50 i 1000 mg/L CuO-NPs (E i F). Strelice na slikama (E) i (F)
oznadavaju promjenu u organizaciji i polozaju tilakoida unutar kloroplasta nakon tretmana s
CuO-NPs. Fotografije ultrastrukture kloroplasta nastale su primjenom transmisijskog

elektronskog mikroskopa (TEM). Preuzeto iz Da Costa i Sharma, (2016).
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3.3. Utjecaj na molekulu DNA
Molekula DNA nositelj je geneticke informacije koja upravlja rastom, razvojem i

reprodukcijom svih Zivih organizama pa tako i biljaka. Sekvence molekule DNA sadrze
geneticki kod koji odreduje stvaranje neophodnih polimera aminokiselina, proteina. I1zlaganjem
biljaka ¢esticama MNPs povecéava se rizik od mogucih oStecenja i mutacija molekule DNA te
daljnjeg razvitka genotoksi¢nosti na stani¢noj na razini budu¢i da MNPs mogu uéi u biljne
stanice, transportirati se do jezgre i uzrokovati oste¢enja nasljedne tvari (Gosh i sur., 2016).
Osim jezgre, MNPs mogu se transportirati 1 u druge organele koji sadrze vlastitu geneticku
uputu, poput kloroplasta i mitohondrija, te ostetiti plastidnu i/ili mitohondrijsku DNA (Kospié,
2021). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da MNPs mogu izazvati izravna o$te¢enja DNA pri
direktnoj reakciji sa molekulom, ili posredno, povecanjem ROS koje izazivaju oksidacijska

oste¢enja DNA (Kospi¢, 2021).

U radu Gosh i sur., (2016), stanice korijena vrste Allium cepa izlozene su utjecaju ZnO-
NPs kako bi se utvrdio utjecaj spomenutih nanocestica na molekulu DNA 1 geneticki materijal.
Ispitivanje razine oStecenja provedeno je u jezgrama stanica korijena metodom jednolancane
gel elektroforeze. Koncentracija nanocestica 0od 0.4 mg/L uzrokovala je povecan broj lomova u
lancima molekule DNA, sto ukazuje na znacajna oSteéenja koja u konacnici mogu dovesti do
mutacija pa i smrti stanice. Nadalje, u istom radu genotoksi¢nost ZnO-NPs dodatno je istrazena
pracenjem ucestalosti kromosomskih aberacija, a rezultati su pokazali mostove prisutne u
anafazi i telofazi mitoze te nepravilnu segregaciju kromosoma i smanjenje mitotskog indeksa
(Gosh i sur., 2016) .

U radu Kumari i sur. (2009), stanice korijena vrste A. cepa izlagane su djelovanju
AgNPs razli¢itih dimenzija. AgNPs promjera 100 nm dovele su do pojave genotoksi¢nog
ucinka, dok su €estice promjera od 20 nm u rasponu koncentracija od 5 do 20 pg/mL uzrokovale
mitoticke i mejoticke malformacije poput nepravilnog sparivanja sestrinskih kromatida te

nemogucnosti formiranja diobenog vretena (Kumari i sur., 2009).

ROS molekule svoj Stetan ucinak iskazuju posredno, a na DNA djeluju razli¢itim
mehanizmima poput pomicanja okvira citanja, delecije, modifikacija nukleotidnih baza,
dvolanc¢anih lomova i kromosomskih aberacija. Posljedica djelovanja ROS molekula
spomenutim mehanizmima rezultira genotoksi¢nim ucincima te oSteenjima molekule DNA
(Kospi¢, 2021). Najreaktivniji predstavnik ROS molekula je hidroksilni radikal (eng. hydroxyl
radical, HO-) dok se kao najzastupljenija modifikacija nukleotidnih baza pojavljuje se
oksidacija gvanina u hidroksi-gvanin djelovanjem singletnog kisika (eng. singlet oxygen,1O,).
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Spomenuta modfikacija uzrokuje poremeceno sparivanje duSi¢nih baza, §to u konacnici
rezultira nastajanjem mutacija (Kospié¢, 2021). Oksidacijske promjene osim razli¢itih mutacija
mogu dovesti do metilacije citozina, $to posljedicno dovodi do promjena u ekspresiji gena
(Kospi¢, 2021). Odredene vrste MNPs kao npr. TiO2-NPs pri ve¢im koncentracijama ostvaruju
vrlo Stetan uc¢inak na biljne organizme i1 okoli$ jer posljedi¢no mogu u¢i u hranidbeni lanac.
Tretiranje sjemenki $pinata ovim nanocesticama pokazalo je genotoksi¢ni uc¢inak TiO2-NPs te
potencijalno ostecenje DNA molekule. Toksi¢no djelovanje na biljni genom i nasljedni
materijal posredovano je stvaranjem i akumulacijom ROS molekula (Gordillo-Delgado i sur.,
2020).

Odgovor biljnog genoma na toksi¢na djelovanja MNPs ovisi 0 vrsti, koncentraciji,
dimenzijama MNPs koje djeluju na stanice biljnog organizma. Genotoksi¢ni ucinci mogu
dugoro¢no utjecati na reprodukciju, otpornost biljnog materijala na stresore, te opéenito narusiti

ekolosku i poljoprivrednu odrzivost biljaka (Gosh i surr., 2016; Tkalec i sur., 2019).
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4. ZAKLJUCAK

Nanotehnologija je posljednjih desetlje¢a donijela inovacije i pozitivne ucinke u
raznovrsnim granama znanosti poput mehanike, medicine, farmacije, ali i djelatnostima kao §to
su agronomija i poljoprivreda. Pove¢ana uporaba nanocestica, posebno MNPs donosi pozitivne
i negativne posljedice. Prisutnost MNPs u pripravcima gnojiva i pesticida dovodi do
medudjelovanja MNPs s biljnim organizmima gdje iskazuju svoja fitotoksi¢na djelovanja.
Fitotoksi¢ni u¢inci mogu se primjetiti na razli¢itim organima biljaka poput korijena te
substani¢nim komponentama tj. stani¢nim organelima poput kloroplasta. Nadalje, pretjerana
akumulacija MNPs dovodi do osSte¢enja biljnog genoma i molekule DNA. Fitotoksi¢nost i
razina Stetnosti koju uzrokuju pojedine vrste MNPs ovisi o njihovim svojstvima, koncentraciji,
veli¢ini te vrsti biljke koja je izlozena njihovoj akumulaciji. Provedena istrazivanja isticu
AgNPs kao nanocCestice s najvise toksi¢nih posljedica po biljni organizam, no to ne znaci da i
ostale vrste poput CuO-NPs, ZnO-NPs te TiO2-NPs pri ve¢im koncentracijama ne mogu
uzrokovati sli¢ne u¢inke. Fitotoksi¢ni mehanizam djelovanja MNPs na biljke jos se istrazuje, a
nova saznanja mogla bi pomo¢i pri razumijevanju i osvjestenijoj uporabi MNPs u djelatnostima

gdje ostvaruju kontakt sa biljkama, ali i okoliSem.
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