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Izvod: Utvrdene su termalne karakteristike fotosinteticnog aparata proucavanih
samooplodnih linija kukuruza, i to: odredena je temperaturna zavisnost u opsegu od 25 do 60
°C, otkrivene su kriti¢ne temperature na kojima dolazi do faznih transformacija u tilakoidnoj
membrani, obracunate su energije aktivacije (Ea, kJ/mol) duz pravih linija pre i posle kritiéne
temperature. Ea je mera nastajanja rekombinacionih reakcija povezanih sa uspostavljanjem
zakasnele fluorescencije (ZF) hlorofila, a time i ukupnih promena u strukturi i funkciji
tilakoidnih membrana.

Rezultati i diskusija izlozenih parametara ukupnih terminalnih procesa ZF hlorofila,
kao Sto su: temperaturna zavisnost, kritiéne temperature i energija aktivacije, mogu doprineti
egzaktnijem karakterisanju samooplodnih linija kukuruza u odnosu na njihovu otpornost i
adaptivnost prema temperaturi i susi. Sve ovo doprinosi egzaktnijem, brzem i racionalnijem
odvijanju procesa selekcije.

Kljucéne reci: Fotosinteticki proces, samooplodna linija kukuruza, tilakoidna
membrana, zakasnela fluorescencija.

Uvod

lako su fotosinteticki procesi veoma raSireni, visoko produktivni po
intenzitetu, vrlo kompleksni po svojoj prirodi i mnogo izucavani, oni nisu nasli
znacajnu aplikaciju u oplemenjivanju biljaka. Takvo stanje je verovatno posledica
postojanja vise funkcionalnih meduzavisnosti koje objedinjuju strukturnodinamicne
promene unutar hloroplasta i njihovih tilakoidnih membrana, sa jedne, i delovanja
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vise faktora spoljasnje sredine na njih, sa druge strane.

Zakasnela fluorescencija (ZF) hlorofila se fenomenoloski moze opisati kao
pojava svetljenja (bioluminescencija) biljnih sistema: bakterija, algi i visih biljaka u
crvenoj oblasti spektra, neposredno nakon intermitentnog osvetljavanja lista,
Radenovié¢, 1992, 1994, 1997. ZF hlorofila su otkrili Strehler 1 Arnold, 1951,
pokusavajuci da razjasne prirodu indukovane produkcije u vidu bioluminescencije.
Brojna proucavanja, pogotovu poslednjih dvadeset godina (1980-2000. godine),
Jursinic, 1986, Markovié¢ i sar., 1993, 1996, Veselovski i Veselova, 1990, otkrila su
direktnu povezanost ZF hlorofila sa fotosintetickim procesima, u kojima se ZF
hlorofila smatra njihovim nezaobilaznim indikatorom - osetljivom "sondom" za
cksperimentalna fotosinteticka proucavanja, Radenovié i sar., 1994a, 1994b,
Radenovié 1 Jeremié, 1996, Markovic i sar., 1987, 1996, 1993, 1999. Ve¢ danas, a
pogotovu u skoroj buduénosti, ZF hlorofila ¢e sluziti kao efikasno sredstvo, odnosno
kao savremeni metodski postupak pri proucavanju odredenih, iako sloZenih
fotoprocesa u "svetloj" fazi fotosinteze. Kao aktuelna pitanja u vezi sa ovim smatraju
se termalni procesi ZF hlorofila, kritiCne temperature u tilakoidnim membranama i
promena energije aktivacije u njima, Radenovic, 1997, Radenovié 1 Jeremic, 1996.

Poslednjih godina (1980-2000) ¢injeni su pokusaji u Institutu za kukuruz
"Zemun Polje", da se slozeni fotosinteticki procesi stave u funkciju egzaktnijeg
pristupa pri karakterizaciji samooplodnih linija kukuruza, $to moze biti od koristi za
egzaktniju racionalizaciju procesa oplemenjivanja. Radi toga, u Institutu je razraden
novi neinvazivni metod za merenje ZF hlorofila na intaktnim listovima
samooplodnih linija kukuruza, Radenovié, 1979, 1992, 1997, Vucinié i sar., 1982,
Markovié i sar., 1987, 1993, 1999.

Cilj ovoga rada bio je da se utvrdi uticaj visih 1 visokih temperatura, kao 1
suSe, na promenu ukupnih termalnih procesa ZF hlorofila u tilakoidnim
membranama proucavanih samooplodnih linija kukuruza. Dobijene promene u
intenzitetu ZF hlorofila, promene u aktivacionim energijama i odredivanje vremena
pojavljivanja kriticnih temperatura na kojima dolazi do evidentnih strukturnih
promena u tilakoidnim membranama, dobar su pokazatelj za ocenu otpornosti i
adaptivnosti ispitivanih samooplodnih linija kukuruza prema viSim i visokim
temperaturama, kao i1 prema susi.

Materijal i metode

Kao materijal - objekat ispitivanja u ovim istrazivanjima kori§¢ene su dve
samooplodne linije kukuruza ZP PL 53 i ZP PL 14, kreacije Instituta za kukuruz
"Zemun Polje".

Neinvazivni metod za merenje ZF hlorofila shematski je prikazan na Slici 1.
Navedena blok shema bioluminiscentne metode razvijena je i najduze se koristi u
Institutu za kukuruz "Zemun Polje". Merenje promene intenziteta ZF hlorofila
vrseno je po metodu koji je, u principu i pojedinostima, opisan u radovima,
Radenovié¢, 1979, 1992, 1994, 1997, Markovié i sar., 1996.

48 J. Sci. Agric. Research/Arh. poljopr. nauke 68, 242 (2007/2), 47-57



Uticaj temperatura i suse na promene u tilakoidnim membranama Cedomir Radenovic i sar.

t v

oS

2Ls WH | - R

C

Filters

Slika 1. Principijelna Sema metoda i aparature za merenje zakasnele fluorescencije hlorofi-
la: C - mracna komora sa postoljem za uzorke, S - uzorak (segment lista), filetri, ESI
- izvor ekscipirajuce svetlosti, PH - fotomultiplikator, O - osciloskop, R - pisac, ELB
- ekscipirajuci zrak, ZF - luminiscentna svetlost, IS -ulazni provez, OS - izlazni pro-
rez iz komore.
Potential scheme of the method and the equipment for measuring chlorophyll delayed
Sfluorescence: C - dark chamber with a sample stand; s - sample (leaf segment), filters, ELS -
excitation light source, PH - photo-multiplier; O - oscilloscope, R - printer, ELB - excitation
light beam, DF - luminescent light, IS - input chamber slot, OS - output chamber slot

Ispitivani objekti su gajeni u oglednom polju. Tokom jula i avgusta biljke kukuruza
su ujutru (izmedu 7% i 8% ¢asova) donosene iz polja u laboratoriju. Prilikom
uzimanja iz polja biljke su koso zasecane na prizemnoj internodiji. U laboratoriji su
biljke drzane tako Sto su bile postavljene u vodu po duZini jedne internodije. Dva
Casa pre bioluminiscentnog eksperimenta biljke su drzane u staklenom zvonu. Sa
takvih biljaka je uziman segment intaktnog lista na klipu i stavljan u komoru
fosforoskopa (Slika 1). U ovim eksperimentima, segmenat lista je drzan u komori (u
mraku) najmanje 15 minuta. Prilikom pracenja uticaja suse, biljke (posebno njihovi
listovi), drzani su na vazduhu 24 ¢asa. Ovakva merenja izvrSena su na 288 biljaka.

Rezultati i diskusija

U okviru ukupnih uslova merenja ZF hlorofila dobijeni su karakteristi¢ni
rezultati o promeni intenziteta u vidu indukcione i termalne krive (Slika 2). U ovom
radu posebno je razmatran uticaj temperature na stacionarni nivo ZF hlorofila. Taj
uticaj temperature (koja je kontinualno povecavana u opsegu 24-60°C) na intenzitet i
kinetiku termalnih procesa ZF hlorofila analiziran je praenjem promena kod
posmatranih segmenata termalne krive na Slici 2.

Pri proucavanju linija kukuruza bilo je potrebno razlikovati navedene
segmente termalne krive i registrovati znacajne razlike u duZini trajanja, i to:

J. Sci. Agric. Research/Arh. poljopr. nauke 68, 242 (2007/2), 47-57 49



Cedomir Radenovic i sar. Uticaj temperatura i suse na promene u tilakoidnim membranama

a— stacionarni nivo intenziteta ZF traje 72 * 6 sekundi,

b — pocetno povecavanje intenziteta ZF traje 984 + 8 sekundi,

¢ — strmo, lineralno povecavanje intenziteta ZF traje 408 + 5 sekundi,
d — maksimalni nivo intenziteta ZF traje 210 + 4 sekundi,

e —nagli, linearni pad intenziteta ZF traje 194 + 7 sekundi,
f—ustporeno smanjenje intenziteta ZF traje 138 + 5 sekundi, i

g —iscrpljeni nivo intenziteta ZF traje 84 £ 3 sekundi.
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Slika 2. Shematski prikaz tipicnih promena intenziteta ZF hlorofila na intaktnom listu
proucavanih samooplodnih Injja kukuruza (puna linija) i promene temperature
(isprekidana linijja): kriva A oznacava indukcione procese ZF hlovofila, a kriva B
obuhvata termalne procese ZF hlorofila.

Schematic presentation of characteristic changes of chlorophyll DF intensities in intact leaves

of observed maize inbred lines (solid line) and temperature changes (dashed line): curve A

stands for induction processes of chlorophyll DF, while curve B stands for thermal process of
the chlorophyll DF

Unutar navedenih segmenata termalne krive, a naroCito na njihovim
granicama, dolazi do navedenog temperatumog uticaja (Slika 2). Direktnim
vrsenjem eksperimenata dobijaju se rezultati o promeni intenziteta ZF hlorofila u
funkciji vremena nastajanja. Ovako dobijeni rezultati posluzili su za racunsku i
statisticku obradu i kao takvi izlazu se u ovom radu za svaku samooplodnu liniju
kukuruza posebno.

Na Slici 3 data je temperaturna zavisnost linije ZP PL 53 u opsegu
temperature od 24°C do 60°C. Intenzitet ZF hlorofila u njegovom rastu¢em trendu
(Slika 2 b-d), po€inje da se povecava ve¢ na 33,0°C. Rastenje intenziteta ZF hlorofila
se nastavlja sa njegovom promenom na 40°C, a zatim na 43,5°C i dalje, do njegovog
zaobljenog maksimuma na 45°C i 47°C. Opadanje intenziteta ZF hlorofila sa daljim
povecavanjem temperature je monotonije, strmije i lineamije (Slika 3).

Arenijusovim kriterijumom o linearizaciji temperaturne zavisnosti ZF hlorofila

50 J. Sci. Agric. Research/Arh. poljopr. nauke 68, 242 (2007/2), 47-57



Uticaj temperatura i suse na promene u tilakoidnim membranama Cedomir Radenovic i sar.

75 - .

ZP PL 53 .

Ip, relativne jedinice

Ipr, relative units
o
}
L]

-®

-

---------------
xxxxx

24 2‘5 2‘8 3‘0 3‘? 3‘4 3‘6 3’8 4‘0 4‘2 4‘4 4‘6 4‘8 5‘0 52 54
t(c)

Slika 3. Promena intenziteta zakasnele fluorescencije hlorofila (L) termalnih procesa u
zavisnosti od delovanja temperature u tilakoidnoj membrani intakinog lista
samooplodne linije ZP PL 53.

Changes of chlorophyll delayed fluorescence intensities (Ipp) of thermal processes in

dependence on temperature impacts in thylakoid membranes of the intact leaf of the maize
inbred line ZP PL 53.

promena u tilakoidnoj membrani samooplodne linije ZP PL 53 (Slika 4, Tabela 1).
Vrednost kriti¢nih temperatura u °C, njihov broj i medusobna udaljenost, karakterisu
samooplodne linije kukuruza u odnosu na njihovu otpornost prema visSim 1 visokim
temperaturama, kao i prema susi.

Arenijusov kriterijum zasnovan je na postojanju pravih linija. Svaka
Arenijusova prava linija reprezentuje svoju energiju aktivacije (Ea). Mesto gde se
dve prave linije presecaju odredeno je kriticnom temperaturom. Svakoj od navedenih
kriti¢nih temperatura jedna vrednost Ea prethodi, a druga vrednost Ea sleduje (Slika

Tabela 1. Promena energije aktivacije (Ea) i kriticnih temperatura za vreme termalnih
procesa u tilakoidnoj membrani intaktnog lista samooplodne linije kukuruza ZP
PL 53, ZP PL 14i ZP PL 53 - list drzan na vazduhu 24".
Changes of Activation Energy (Ea) and Critical Temperatures during Thermal Processes in
Thylakoid Membranes of the Intact Leaf of the Maize Inbred Lines ZP PL 53, ZP PL 14 and
Maize Inbred Line ZP PL 53 - Air Drought Treatment for 24 hours.

ZP PL 53 list drzan na vazduhu 24 h

ZPPL 33 ZPPL 14 ZPPL 53 - air drought treatment for 24 hr
Ea,kl/mol  t°C Ea, kJ/mol t,°C Ea, kJ/mol t,°C
- 335 - 27,0 - 30,0
-54,5 40,0 -62.9 29,5 24,1 40,5
-105,0 44,0 -26,1 35,0 24,1 49,5
-174,0 46,0 -61,5 475 -6,0 51,0
-41,0 47,0 242 49,5 2423 -
128.5 49,5 2272 53,0 - -
326,0 - 1242 - - -
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Slika 4.  Promena logaritma intenziteta zakasnele fluorescencije hlorofila (Ln I75) termalnih

procesa u zavisnosti od delovanja reciprocne vrednosti temperature u tilakoidnoj
membrani intakinog lista samooplodne linije kukuruza ZPPL 53. Ovakva zavisnost
poznata je pod nazivom Arenijusov kriterijum za odredivanje kriticnih temperatura
koje uslovijavaju stgrukturne promene u tilakoidnoj membrani).
A logarithmic change of chlorophyll delayed fluorescence intensities (In Ipp) of thermal
processes in dependence on reciprocal temperature values in thylakoid membranes of the
intact leaf of the maize inbred line ZP PL 53 (such dependence is known as the Arrhenius plot
for evaluation of critical temperatures that cause conformational changes in thylakoid
membranes).

4, Tabela 1). Strukturne promene na navedenim kritiénim temperaturama u
tilakoidnoj membrani proucavanih samooplodnih linije kukuruza, pra¢ene su
energijama aktivacije (Tab.1, Ea) koje se odnose na rastuci trend intenziteta ZF
hlorofila, imaju negativan predznak (-54,1 kJ/mol; -105,1 kJ/mol; -174,2 kJ/mol; -
41,0 kJ/mol). Medutim, Ea koje prate opadajuci trend intenziteta ZF hlorofila, imaju
pozitivan predznak (128,6 kJ/mol i 326,2 kJ/mol) i uslovljene su suncevom
energijom (Tabela 1).

Na Slikama 5 i 6 dati su rezultati o promeni intenziteta ZF hlorofila u
zavisnosti od temperature i Arenijusovog kriterijuma, iz kojeg proizilaze kritiéne
temperature i Ea Cije su vrednosti drugacije (Tabela 1). Ovo omoguc¢ava donosenje
ocene o intenzitetu i karakteru delovanja temperature i suSe na proucavanu
samooplodnu liniju kukuruza (ZP PL 53 - list dran na vazduhu 24").

Temperaturnu zavisnost ZF hlorofila kod proucavanih samooplodnih linija
kukuruza samo donekle karakteriSu njena Cetiri tipicna mesta - segmenti na termalnoj
krivoj (Slika 2). Prvo tipi¢no mesto tie se najnize temperature na kojoj se zapaza
prva promena intenziteta ZF hlorofila. Drugo tipicno mesto odnosi se na linearnu
monotonost i dinamiku rastuceg dela intenziteta ZF hlorofila. Trece tipicno mesto
odrazava manju ili ve¢u zaobljenost maksimalnog intenziteta ZF hlorofila. I na kraju,
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Promena intenziteta zakasnele fluorescencije hlorofila (I ) termalnih procesa u
zavisnosti od delovanja temperature u tilakoidnoj membrani intaktnog lista
samooplodne linije kukuruza ZP PL 53 koja je tretirana vazdusnom susom.
Changes of chlorophyll delayed fluorescence intensities (Ipgp) of thermal processes in
dependence on temperature impacts in thylakoid membranes of the intact leaf of the maize
inbred line ZP PL 53 treated by air drought.
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Slika 6. Arenijusov kriterijum za odredivanje kriticnih temperatura (presek dveju pravih

linija) koje uslovijavaju strukturne promene u tilakoidnoj membrani intaknog lista
samooplodne linije kukuruza ZP PL 53 koja je tretirana vazdusnom susom.
Arrhenius plot for the evaluation of critical temperatures (an interception point of straight
lines) that cause conformational changes in thylakoid membranes of the intact leaf of the
maize inbred line ZP PL 53 treated by air drought.
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Cetvrto tipicno mesto odnosi se na linearnu monotonost i dinamiku opadajuceg
delaintenziteta ZF hlorofila. Navedena, iako karakteristicna mesta po uticaju
temperature, samo su nagoveStaji moguc¢ih strukturnih promena u tilakoidnoj
membrani prouc¢avanih samooplodnih linija kukuruza i ona su samo delimi¢no u
literaturi sadrzana, Vudinic¢ i sar., 1982, Radenovié, 1994, Markovi¢ i sar., 1987.

Arenijusovim kriterijumom i linearizacijom temperaturne zavisnosti ZF
hlorofila utvrdene su kriti¢ne temperature na kojima dolazi i do najmanjih strukturnih
promena u tilakoidnoj membrani proucavanih samooplodnih linjja kukuruza.
Vrednosti kritiénih temperatura u °C, njihov broj i medusobna udaljenost karakterisu
samooplodnu liniju kukuruza u odnosu na njenu otpornost i adaptivnost prema visim
1 visokim temperaturama, kao i prema susi.

Arenijusov kriterijum zasnovan je na postojanju pravih linija. Svaka
Arenijusova prava linija reprezentuje energiju aktivacije (Ea). Mesto gde se dve
prave presecaju odredeno je kriticnom temperaturom. Svakoj od kritiénih
temperatura prvo prethodi jedna vrednost Ea, a zatim sleduje jos jedna vrednost Ea,
Radenovic, 1985, 1997, Markovic i sar., 1993, 1996. Termalni procesi ZF hlorofila,
kod svih proucavanih samooplodnih linijja kukuruza, imaju negativne energije
aktivacije i to samo u delu termalne krive sa rastu¢im intenzitetom ZF hlorofila
(Slika 2 a-d). Medutim, u delu termalne krive sa opadaju¢im intenzitetom ZF
hlorofila energije aktivacije su pozitivne. Ovakve negativne energije aktivacije u
termalnim procesima tilakoidne membrane samooplodnih linija kukuruza, prvi put se
konstatuju u ovom radu. Pojava negativnih energija aktivacije, u rastu¢em delu
termalne krive, objasnjava se time da sa porastom temperature dolazi do takvih,
nekada manjih, nekada vecih, strukturnih promena kod molekula u tilakoidnoj
membrani, usled kojih ti molekuli postaju reaktivniji, a time oni stiCu novu energiju
koju koriste u rekombinacionom procesu nastajanja ZF hlorofila.

U opadaju¢em delu termalne krive Ea je pozitivna, Sto se objaSnjava
identi¢nim na¢inom kakav je u svim hemijskim reakcijama. Naime, tilakoidne
membrane su pretrpele znacajne strukturne promene, posebno u delu termalne krive,
posle nastanka maksimalne vrednosti intenziteta i njegovog naglog linearnog pada.
Ovakvo stanje u tilakoidnoj membrani mnogo vise odgovara neZivom, nego Zivom
stanju organizma, kako po svojoj strukturi, tako i po svojim funkcijama. Prisustvo
pozitivne energije aktivacije u ovakvom fotosinteticnom procesu poti¢e od sunceve
energije.

Sa zaljenjem moZemo konstatovati da nema literature o ZF hlorofila
intaktnih listova visih biljaka, koja bi sadrzala rezultate sa pokazateljima za
karakterisanje samooplodnih linija kukuruza u odnosu na njihovu otpornost i
adaptivnost prema visim i visokim temperaturama, kao i prema susi. Literatura koja
postoji, koja je inace koriS¢ena pri pisanju ovog rada, viSe se odnosi na procese i
mehanizme nastajanja i odvijanja ZF hlorofila od interesa za biofiziCka, biohemijska
1 fizioloSka istrazivanja ukupnog fotosintetickog proces, Jursinic, 1986, Kerecki sar.,
1986, Markovié i sar., 1987, 1993, 1999, Radenovié, 1992, 1994, 1997.

U ovom radu u€injen je napor da se iskoriste steCena znanja i viSegodiSnje
iskustvo 1 da se utvrde parametri koji se primenjuju u procesima egzaktnijeg i
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racionalnijeg oplemenjivanja kukuruza. Bioluminiscentni metod o ZF hlorofila je, sa
naSe strane, u potpunosti zavrsen, a buduci da je neinvazivan, on je jo$ vise, ne samo
originalan, nego i perspektivan u oblasti oplemenjivanja biljaka.

Zakljucak

Na osnovu iznetih rezultata istrazivanja i njihove diskusije moze se
konstatovati da se ovaj metod o zakasneloj fluorescenciji hlorofila, kao neinvazivni
bioluminiscentni metod, kandiduje za primenu u oplemenjivanju i semenarstvu radi
utvrdivanja ocene samooplodnih linija kukuruza na otpornost i adaptiranost prema
vi§im 1 visokim temperaturama, kao i prema susi.

Utvrdene su sledeée termalne Kkarakteristike fotosintetickog aparata
proucavamh samooplodnih linija kukuruza:

temperaturna zavisnost u opsegu 25°C - 60°C,

- vrednost za kriticne temperature na kojima dolazi do manjih i vecih

strukturnih promena u tilakoidnim membranama,

- vrednosti za energije aktivacije (Ea, kJ/mol) duz pravih linija pre i posle

pojave kriti¢ne temperature u termalnom procesu.

Utvrdena je razli¢ita monotonost u rastu¢em delu intenziteta termalne krive,
Sto ukazuje na nejednaku otpornost i adaptiranost ispitivanih samooplodnih linija
kukuruza prema visim i visokim temperaturama, kao i prema susi.
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Summary

The delayed chlorophyll fluorescence method, as a non-invasive
bioluminescence method, is recommended for the application in maize breeding and seed
production in order to evaluate maize inbred lines for their resistance and adaptability to
increased and high temperatures, as well as, to drought.
The flowing thermal properties of the photosynthetic apparatus of the observed
maize inbred lines: the temperature dependence within a range of 25-60°C, critical
temperatures at which phase transitions occur in the thylakoid membrane were
discovered and by means of its significant functional changes in the photosynthetic
apparatus of observed maize inbred lines were detected. Activation energies (Ea, kJ mol
" alongside the straight lines prior and after critical temperatures were calculated. Ea are a
measure of occurrence of chlorophyll DF recombination processes and by that a measure
of the total changes in structure and functioning of the thylakoid membranes.
Thylakoid membranes underwent significant conformational changes in the part
following the maximum intensity, i.e. in the part of its sharp linear decline. Such a state
fits more to a nonliving than a living organism in relation to its both, structure and
functions.
Results and the discussion of presented parameters of total thermal processes of
chlorophyll DF, such as: temperature dependence, critical temperatures and activation
energy, can be an important factor for a more exact characterisation of maize inbred lines
in relation to their resistance and adaptation to temperature and drought, contributing to a
rapider and more rational development of the selection process.
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