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PREDGOVOR

Rezultati naucnih istrazivanja biljnog metabolizma na nivou biomolekula i molekularno - genetickih regu-
latornih mehanizama subdelijskog i ¢elijskog nivoa, te na novou tkiva, organa i celih biljaka znacajno su po-
slednjih decenija doprineli razumevanju kompleksnih i medusobno zavisnih fizioloSkih procesa tokom ra-
stenja i razvic¢a biljaka.

Razvojem molekularne biologije/fiziologije, biohemije, biofizike, te primenom savremenih metoda istrazi-
vanja, fundamentalno izu¢avanje biljnog metabolizma dobija integrativni karakter, pri ¢emu se profiliSu spe-
cificne podoblasti, koje se odnose na procese fotosinteze i ¢elijskog disanja sa zajednic¢kim imeniteljem ovih
esencijalnih metabolickih procesa, a to je promet energije, odnosno, spregnute reakcije sinteze (anaboli-
zam) i razgradnje (katabolizam) u intracelijskom i interéelijskom metabolickom prostoru. Konverzija energi-
je, od svetlosne (spoljasnje energije elektromagnetnog zracenja) do unutarcelijske hemijske (deponovane u
hemijskim vezama sintetisanih organskih molekula -CH20), zatim u ATP (GTP, UTP), NAD(P)H i dr.

Sledeci osnovne teorijske pretpostavke i savremeno naucno-utemeljeno razumevanje biljnog metaboliz-
ma i uloge biljaka u brojnim, esencijalnim procesima na Zemlji, pre svega u primarnoj organskoj produkciji,
udZbenik pod naslovom ,Metabilizam i energetika biljaka” koncipiran je da kroz dva glavna poglavlja: 1. Fo-
tosinteza i 2. Celijsko disanje (Respiracija), studentima vi$ih godina osnovnih, masterskih | doktorskih studi-
ja bioloSkog | ekoloSkog profila, pruzi najnovija saznanja iz oblasti biljnog metabolizma.

Zelja autora je bila da se korid¢enjem svetske literature, sa akcentom na najsavremenijim nauénim radovi-
ma (163 literaturnih referenci), pruzi studentima (i istrazivacima) uvid u aktuelna naucna i stru¢na dostignu-
¢a u okviru uZe naucno-istraZivacke oblasti Fiziologija biljaka, odnosno, Fiziologija i molekularna biologija
biljaka.

Udzbenik ,Metabolizam i energetika biljaka” namenjen je studentima biologije, molekularne biologije i ekolo-
gije kao osnovnaili dodatna literatura za grupu fizioloskih predmeta na sva tri nivoa studija, pre svega, to su:

Osnovne studije:
- Bioenergetika i metabolizam biljaka (osnovni udzbenik)
- Fiziologija biljaka

Masterske studije:

- FizioloSki i molekularni osnovi stresa kod biljaka
Doktorske studije:

- FizioloSka ekologija biljaka

Udzbenik, treba da studentima omogudi ostvarenje jasno definisanih ishoda ucenja, a to je pre svega, razvi-
janje inegrativnog pristupa u razumevanju metabolickih procesa u biljkama. Sveobuhvatno steeno znanje
na nivou biljnog metabolizma studenti ¢e mod¢i da koriste i u aplikativnim granama biologije poput bioteh-
nologije, poljoprivrede i Sumarstva koje zahtevaju razmevanje funkcionalnih procesa u biljkama.

Nadamo se da e ovaj udzbenik biti od pomodi u savladavanju gradiva studentima razlicitih fakulteta na ko-
jima se izucava Fiziologija biljaka i njoj srodni predmeti, kao Sto je FizioloSka ekologija biljaka, Mehanizmi
ekoloskih adaptacija, Fitoremedijacija, Biohemija biljaka i dr.

Izvodi iz recenzija:

1. ,Rukopis ispunjava sve kriterijume udzbenicke literature. Medu referencama dominiraju one novijeg da-
tuma, Sto umnogome doprinosi visokoj naucnoj relevantnosti i aktuelnosti ovog dela. Rukopis je ilustrovan
sa velikim brojem slika i Sema. Za svaku sliku naveden je originalan izvor. Slike su paZljivo odabrane tako



da umnogome doprinose lakSem razumevanju veoma kompleksnih biohemijskih mehanizama i pojmova. S
obzirom na Sirinu koju obuhvata i najnoviju literaturu koja je koriséena ovaj udzbenik ima znacajan naucni
potencijal te se preporucuje i kao dopunska literatura za studente masterskih i doktorskih studija ne samo
biologije vec i srodnih nauka, prvenstveno biohemije, biofizike i dr. Zbog toga toplo preporucujem da se ru-
kopis pod nazivom ,METABOLIZAM | ENERGETIKA BILJAKA“ autora Slobodanke Pajevi¢ i Danijele Arsenov
prihvati za objavljivanje kao univerzitetski udZbenik.” Prof. emeritus Neda Mimica-Dukic¢

2. ,Tekst rukopisa Metabolizam i energetika biljaka napisan je pregledno i jasno, cemu znacajno doprinose i
veoma dobro odabrane i pripremljene ilustracije. Pitanja i mehanizmi koji su obuhvaceni sloZenim reakcija-
ma koje ¢ine anabolizam i katabolizam biljaka su u tekstu obradeni sa velikom paznjom i o¢iglednom name-
rom i veStinom da se ova nimalo laka materija pribliZi studentima razliCitih nivoa studija. To je bio izazovan
zadatak postavljen pred autorke, Slobodanku Pajevi¢ i Danijelu Arsenov, koji su one veoma uspesno resile.
Smatram da ce predloZeni rukopis biti vrlo korisna literatura ne samo u savladavanju gradiva iz predmeta
koje izu€avaju studenti u okviru svojih studijskih programa, nego i nau¢nim radnicima i stru¢njacima koji se
u svom radu srecu sa ovom dinami¢nom oblasc¢u biologije biljaka. Literaturni izvori su veoma paZzljivo oda-
brani i kredibilni. Potpoglavlja u knjizi su dobro izbalansirana, a ilustracije i tabele znacajno doprinose kva-
litetu teksta u celini i njegovoj vrednosti kao univerzitetskog udzbenika.“ Prof. dr lvana Maksimovi¢, Univer-
zitet u Novom Sadu, Poljoprivredni fakultet

3. ,Predlozeni rukopis univerzitetskog udzbenika pod naslovom ,Metabolizam i energetika biljaka” u pot-
punosti ispunjava sve zahteve univerzitetsko-nastavne literature za predmete Fiziologija biljaka, Fiziologija
i molekularna biologija biljaka, Bioenergetika i metabolizam biljaka. Rukopis ima vrlo visok strucni nivo koji
odgovara univerzitetskom udzbeniku, a uzimajudi specificnu tematiku, neki njegovi delovi mogu se koristi-
ti i na visSim nivoima studija, kao i za profesionalce iz srodne nauc¢no-strucne javnosti (npr. inZ. zastite bilja,
hortikulture, ratarstva i povrtarstva, vocarstva i sl.). Buduci da ovo delo znacajno bogati nau¢no-struc¢nu li-
teraturu iz oblasti biohemije i fiziologije biljaka, sa velikim zadovoljstvom i ¢ascu predlazem da se ,,Metabo-
lizam i energetika biljaka“, autorki prof. dr Slobodanke Pajevi¢ i dr Danijele Arsenov, vise naucne saradnice,
objavi kao udZbenik Univerziteta u Novom Sadu.“ Prof . dr Zeljko Popovi¢, Univerzitet u Novom Sadu, Pri-
rodno-matematicki fakultet.

U Novom Sadu, Novembar 2025. godine
Autori:
Slobodanka Pajevi¢ i Danijela Arsenov



SADRZAJ

1- FOtOSinteza 000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000 1

1.1. Bioenergetski i globalni Znacaj fotoSINtEZE.......cccvuveeieiicirriieiicirreeeeeeccrneeeeeecsrneee e e e ssnneeeesessnnnnes 1

1.2. Svetlost i fotosinteza: fotosinteticki aktivna radijacija (FAR, ili PAR); akcioni i apsorpcioni spektri3

1.3. Struktura fotosintetickog aparata: hloroplasti, tilakoidi, fotosinteti¢ki pigmenti.........cccceeerevveeeennene 7
G T R o | (o o o] = 1) PO OO PO S UORRRPRR 8
G T8 0 Y W o) g g - ] (oY o] o] = 1) = OSSR P 8
1.3.1.1.1. Hloroplastni genom (Plastom) .....c.ccueeeeeririieieiereeeee ettt be e ens 9
1.3.1.2. Tilakoidi NIOrOPLaSta ...ccviieiiiiiiieiieriectereere ettt et sae e sae e sbeesbessessnessnessnesseensass 10
1.3.2. FOtOSINtEtICKI PIZMENTI..cutiuiriiriiiiirierieieereteeesee ettt sttt ettt e sbeaan 10
1.3.2. 1 HIOTOFili cvteuteiteieriesieetet ettt sttt ettt st ettt s et et e st et et e st e e seent et et e b e beeneeanenes 10
1.3.2.1.1. BioSiNteza hlOrofila ...cc.cvieeueieieierieiee ettt ettt ettt naens 13
1.3.2.2. KArOENOIAi . .eeuiiiitieuieitetet ettt ettt bt ettt et s bt e ae et et et e sbe s bt eat et et e beebe e st et enee 18
1.3.2.2.1. BioSinteza Karote@nOida........ccoueruererieieieieeeeetet ettt sttt et et sbe s s ene 20
1.4. Molekularna organizacija tilakoida: fotosinteticki aparat - fotosinteticke jedinice .........ccccc.u.... 21
1.4.1. Struktura fotosintetickog aparata ViSih biljaka.........cocoecerieinineiniiiicecee e 22
1.5. Mehanizam fotoSINTEZE ........eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiircccc s e s s e 23
1.5.1. Svetlosne reakCije fOtOSINTEZE ......ivviriiririeieeteeee ettt ettt nes 24
IS0 0 Y o Yo o o | = TRV =1 o1 o TSR TSRR 25
1.5.1.1.1. Apsorpcija svetlosti i rezonantni transport energije u antena komleksima (LHC) ........... 27
1.5.1.1.2. Apsorpcija svetlosti u reakcionim centrima fotosistema (RCFS) .....cccecevvereverenenieneeiennens 29
1.5.1.2. TranSPOrt €LEKEIONA .....ceveierieeeieieieteseee ettt sttt et sa e e et et e st e eseese e e essansansessesnsenes 30
1.5.1.2.1. Linearni transport elektrona — Z SEMa......ccceeeererieeeresieieesiesteeeeeete e e sse s e e sseseeseesens 30
1.5.1.2.1.1. Fotosistem II: Struktura-molekularna organizacija i transport elektrona kroz PS 1 ..33
1.5.1.2.1.2. Citohrom b f: Struktura, molekularna organizacija i transport elektrona ................. 38
1.5.1.2.1.3. Fotosistem | (PS I): Struktura-molekularna organizacija i transport elektrona ......... 39
1.5.1.2.1.4. Hloroplastna H*ATP-sintaza (H*ATPsin): struktura, molekularna organizacija
8 {0 o T - ISR 41
1.5.1.2.2.Cikli¢ni transport elektrona (CEF, engl. Cyclic Electron Flux): alternativni
fotosintetiCki tok €lektrona OKO PS L......ccceueivireririeirieintnieerieesteetste et 44
1.5.1.2.3. Fotosinteticki pseudo-cikli¢ni transport elektrona (PCEF, engl. Pseudocyclic
Electron Flux, ili Mehler- ova reakcija): alternativni fotosinteticki tok
elektrona kroz PS | do kiseonika/Voda-Voda CiKIUS ........coovreveieriiiieieciieceieee e 46
1.5.2. Tamne reakcije fotosinteze - Kalvin-Bensonov ciklus: C, karbonski ciklus (C, - fotosinteza) .....47
1.5.2.1. Regulatorni mehanizmi Kalvin-Bensonovog CiklUsSa..........ccecereeieierienienenereeeeieeee s 54
1.5.2.1.1. Oksidativni pentozno-fosfatni ciklus u hloroplastima (OPPC):
sinteza pentoza za regeneraciju RUBP i NADPH U Mraku.......cccecevevvenineneneninenenieieennens 54
1.5.2.1.2. Enzimi Kalvin-Bensonovog ciklusa (RPPC) i njihova kataliticka aktivnost ...........ccceueunee 55

1.5.2.1.2.1. Enzim ribuloza-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (RUbISCO)........ccecervervrererieerennene 55



1.5.2.1.2.2. Kataliticka aktivnost nekih enzima Kalvin-Bensonovog ciklusa regulisana je

direktno svetloscu, preko feredoksin- tioredoksin sistema (Fd/Trx sistema)............. 57
1.5.2.1.2.3. Svetlosc¢u indukovano kretanje jona kroz tilakoidne membrane i promena
pH strome hloroplasta utice na kataliticku aktivnost enzima Kalvin-Benson-ovog
CIKIUSAL ettt ettt ettt be bt e a et aenee 59
1.5.3. Fotorespiracija: C, - oksidativni fotosinteticki put ugljenika/C-CiKIUS ........ccooevevrreirriinniiine. 60
1.5.4. Tamne reakcije fotosinteze - Kalvin-Bensonov ciklus: C, i CAM karbonski ciklusi
(C, i CAM fOtOSINTEZA) w.vovuvieiiiiiieiiie ittt 63
1.5.4.1. C,~ciklus ugljenika (C,-fotosinteza) ........cceuuvirrereiiiiiieiici 63
1.5.4.2. CAM ciklus ugljenika (engl. Crassulacean Acid Metabolism/CAM-fotosinteza) ..........cccccueuenee. 69
1.5.5. Sinteza primarnih produkata fotosinteze (neto-fotosinteticka produkcija) ......ccccocevvevereneeenenne. 72
1.5.5.1. Sinteza skroba na svetlosti i njegovo nakupljanje u obliku nerastvorljivih granula
U SErOMIT NLOTOPIASTA c.vvieieriieciicicece ettt e et e s b e s e e sbeesbaesbe e beesesssessnanseas 72
1.5.5.2. Razgradnja skroba nocu - biohemijski put i @NziMi.......ccccceueiririniereeeienerieeeeeeeeere e 76
1.5.5.3. Sinteza saharoze u citoplazmi - biohemijski put i €Nzimi ......ccceeveveverieriernieniereeeeeeeene 78
1.5.5.4. Biohemijska regulacija konverzije saharoze u skrob u organima za deponovanje
asimilata (U tzv. ,USCEU aSIMILAta%) c.ocveeiieeieeeieeiceceeeeeecteeeeret ettt ettt s e 80
1.5.6. Transport (translokacija) aSimilata .........cceceverirerieseieeeeeee e 83
1.5.6.1. Punjenje floema: snabdevanje floema aimilatima iz izvora asimilata -
FOLOSINTELICKOZ TKIVA 1vivvevieviieieieiesetecetest ettt ettt et besae e e sessensennesens 85
1.5.6.2. Praznjenje floema: odavanje asimilata iz floema u tkiva/organe za deponovanje
(USE@ @STMILATA) w.vveevereeeeeeteeeeeet ettt ettt e e et et et e s e esae et e st et et essessesstentensessansessessesatesensessens 86
T o] (o [ L=V = I o] 1 o 1= U RRUSRR 88
1.5.8. FOTOINNIDICH A cuietiiiieiieciictirt ettt st e et et e s e e saeesbe e beesaessaasssessaenseensasnsasnns 91
B I =T ] - T RN 95
1.6.1. ELeKtronSKi izVOri SIIK@ ..co.eeieieieieeiieeeteeteesee ettt ettt ettt sae sttt enbannes 100
2. Celijsko disanje (FeSPIracija)...ccceeeeeeerererereeererrssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 103
2.1. Bioenergetski i globalni znacaj celijskog disanja biljaka .........ccccveeeereeereeeieecneecneeeneeeneeenneens 103
2.2. Mitohondrije - semiautonomne organele: struktura i funkcija........ccooceveveriernienienenieneneeieieene 104
2.2.1. Mitohondrijski gen0Om (MItOZENOM): c..ccuiiuieieieiereeeeeeteeee ettt se et esaesaesae e e eseessansens 105
2.3. Stvaranje ATP-a iz glukoze/saharoze; Standardna Gibsova slobodna energija (AGY).................. 106
2.4. Organske materije - supstrati Celijskog diSanja .......ccceeveerreerreerieenieenieenieesreeneesseeseeeeesseessaennns 111
2.4.1. Hidroliza skroba u plastidu i eksport intermedijera - supstrata za glikolizu.........cccceeevevevenenne. 113
2.4.2. Hidroliza proteina i eksport intermedijera - supstrata za ¢elijsko disanje.........cccceeeevereennene. 114
2.4.3. Hidroliza lipida i eksport intermedijera - supstrata za Celijsko disanje ........cccceceveveeverererrerenenen. 115
2.4.3.1. Lipidni metabolizam: od rezervnih lipida do ugljenih hidrata - supstrata
CELISKOZ AISANJA ..ruvivieiriieteteteiiiiet ettt ettt et s bt se b sase e s et esesesenesnssesenas 117
2.5 GlIKOLIZA . .uuiiiiiineenriiiiiiiiiiiiiieiernrettetteessesseessssssssansssssessssssssssssssssssssannssssassassssssssssssssssssnnnnnes 121
2.5.1. Regulacija i energetika BlIKOLIZE .....coivuieeeeieieeceeee ettt ae s 125

2.6. Oksidativni pentozno-fosfatni put (OPPP) - Ciklus oksidativne razgradnje glukoze
u citoplazmi i hloroplastima - direktna oksidacija glukoze...........ccccveeiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnnnnnncecennnn 127



2.7. Nastanak, prevodenje i promet NADP(H), NAD(H) i FAD(H,) u biljnoj celiji.........coceurrererererennnnnes 129

2.8. Standardni elektrohemijski (redukcioni) potencijal redoks polureakcija (€°) i
Standardna Gibsova slobodna energija (AG®) u oksido-redukcionim reakcijama celijskog

MEtabOoliZMa...ccoiiiiii s 130
2.9. Formiranje Acetil-CoA u MitohoNdrijama .........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiieerenmeeeennsssiiieniessseneseeeseeeesesennns 132
2.10. Ciklus limunske kiseline (Krebsov ciklus ili Ciklus trikarboksilne kisline - TCA ciklus)............ 133

2.10.1. Produkti Ciklusa lImUuNSKe KISELINE .......coueeieieieierieeeceeteeesee ettt s 136
2.10.2. Enzimi Ciklusa imunske KiSELINE ...cc.ooeriririiieeene ettt 137
2.10.3. Specifi¢nosti Ciklusa limunske kiseline biljnih €elija.........ccoeveveeeveneeceeieeeeeeeeeeee e 137
2.11. Elektronski transportni lanac (ETC, engl. ,,electron-transport chain®) ........cccceeevvveeerricrrnnnennns 138
2.11.1. Komponente elektronskog transportNOg lanca .......cceeeeverierinieeeeeiesieseeeeee e 140
2.12. Alternativni biohemijski putevi u elektronskom transportnom lancu ..........eeeeeeeeiiiiniiiiiinnnnn. 145
2.13. Oksidativna fosforilacija (sinteza ATP) - spregnuta reakcija fosforilacije i
ranSPOrta ElEKEIONA .. ccvvuueiiiiiiiiiceeietrreeeceeerereceeeeeeennneeseeseennsesessessnsssssssssessnsnsssssssnnnnnnnnns 147
2.14. FErmentacija (VIENJE) ccccciiieeeeeeeerrrrenneereeeeeeeeeeaessesssssssssnsssesssssesssssssssssssssssssnssssssssssssssassssssnnnn 155
2,15, LItEIatUra ..cuueeiieieenrieiiiiiiiiiiiieiiiiiisensnestestesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssses 157

2.15.1. ElEeKtrONSKi 1ZVOTT SIIKA covvvviieeiiieeitiiiieeiieeeett ettt e ettt st e e sttt e ssaaeessabneessaseeesssseesssnssessnseesns 159






Fotosinteza

1. FOTOSINTEZA

1.1. Bioenergetski i globalni znaéaj fotosinteze

Bioloski smisao: koriscenje svetlosne energije i njeno nakupljanje u vidu stabilnih organskih jedinjenja koja
zatim sluZe kao izvor energije za metabolizam Celija, odnosno, za sve energetske procese Zivog sveta planete.

Transformacija energije: svetlosna == elektricna ==» hemijska (energija makroenergetskih jedinjenja: ATP,
NADPH) == hemijska energija deponovana u hemijskim vezama organskih molekula (CH,0).

Sl. 1.1. Fotosinteza.

Fotosinteza je bez sumnje, najvazniji bioloski proces koji direktno, ili indirektno obezbeduje Zivot na Zemlji
(Sl.1.1). Naziv Fotosinteza (engl. photosynthesis) izveden je od grcke reci ,,svetlost (gr. dwg) i reci koja se
odnosi na sintezu, odnosno ,sastav - sastavljanje“ (gr. cuvOeoiq ), Sto bi izvorno i opisivalo sustinu procesa:
sinteza (sastavljanje u celinu) uz pomoc svetlosti.

Fotosinteticki organizmi, eukarioti (vise biljke, jednocelijske i visecelijske alge) i prokarioti (najstarija grupa fotoau-
totrifnih organizama - Cyanobacteria - fotoautotrofne bakterije - modrozelene bakterije/alge), kroz proces fotosin-
teze usvajaju energiju elektromagnetnog zracenja (svetlosnu energiju) i konvertuju je u energiju hemijskih veza
visokoenergetskih jedinjenja (ATR, GTR, UTP, NADPH i dr.), odnosno, u energiju hemijskih veza izmedu atoma u mole-
kulima ugljenih hidrata. Prema tome, fotosinteza obezbeduju najvedi deo hemijske energije koja kruZi u biosferi,
odnosno obezbeduje ,,hranu“ za metabolizam Zivih organizama (supstrat za elijsko disanje i druge procese). Fo-
tosinteticki organizmi su autotrofni, jer sami proizvode ,hranu“ iz neorganskih materija (CO, i H,0) i predstavlja-
ju pocetak u lancima ishrane, za razliku od heterotrofa koji svoje metabolicke potrebe za hemijskom energijom
zadovoljavaju neposrednim ili posrednim konzumiranjem fotosintata - organskih materija nastalih u fotosintezi.
Pojava fotosinteze znacila je prekretnicu u evoluciji Zivota na planeti Zemlji, jer je omogucija nastanak aerobnog
metabolizma. Prvi oslobodeni kiseonik (0,) u atmosferu, pre vise milijardi godina, poticao je od procesa fotosin-
teze, odnosno, od molekula vode koji se apsorbovanom svetlo3¢u cepaju na vodonik (H) i kiseonik (0,) (fotoliza).
Stoga je i energija koja se oslobada iz fosilnih goriva (ugalj, nafta, prirodni zemni gas i dr.) poreklom od organske
materije autotrofnih biljaka, koje su fotosintezom prevodile energiju sunca u organsku materiju.
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Polazedi od iznetih Cinjenica u vezi sa procesom fotosinteze, hemijska jednacina koja opisuje ovaj proces je:

h
6CO, , 12H,0 . , CH,0; 4 60, . 6H,0

ugljen dioksid voda svetlosnaenergiia  glukoza kiseonik voda

Gornja jednacina je tacna, ali je istovremeno i suviSe pojednostavljena, posto glukoza nije jedini ugljeni hi-
drat koji nastaje u procesu fotosinteze, te je stoga tacnije:

apsorpcija hv
COZ + 2H20 — CHZO L 02 L HZO

fotosinteticki pigmenti

Iz opSte jednacine fotosinteze je vidljivo da je to redoks proces posto se CO, (osnovni supstrat) redukuje do
(CH,O)n. Sunceva elektromagnetna energija je prevedena u hemijsku i deponovana u C—H—O0 veze u novo-
nastalim molekulima Secera (fotosintata, asimilata). U procesu celijskog disanja ove veze se cepaju a oslo-
bodena hemijska energija (u ATP, NADH i dr.) bice iskoriS¢ena u Celijskom metabolizmu za odrZavanje Zivo-
ta organizama (biljaka, Zivotinja, Coveka).

Fotosinteza je omogucila kruZenje C i O u prirodi i pojavu aerobnog
metabolizma (aerobne Celijske respiracije - disanja).

Atmosferski O,

| Asimilacija - Fotosinteza |
A

Ciklus
Fotosinteza 0,- ciklus ’ Celijsko disanje | ’ co, | uglienika ’ Glukoza | vodonika ’ H

Asimilati -
Organski molekuli

| Disimilacija - Celijsko disanje |

Sl. 1.2. KruZenje ugljenika, vodonika i kiseonika: uloga fotosinteze (asimilacija) i disanja (disimilacija).

KruZenje ugljenika, vodonika i kiseonika se velikim delom ostvaruje kroz kruZenje CO, i H,0 u procesu fo-
tosinteze i disanja (Sl. 1.2).

Da je fotosinteza esencijalni proces za pojavu i opstanak Zivota pokazuju i brojne kalkulacije o ogromnoj ko-
licini ugljenika koji se iz atmosfere (preko CO,) procesom fotosinteze ugraduje u organsku materiju. Prema
jednoj od njih, 2x10"* tona ugljenika se godisnje fiksira u organsku materiju, sto je ekvivalentno 3x10*¢ KJ
hemijske energije (deponovane u fotosintatima). Fotoliza vode u fotosintezi je proces kojim se O, oslobada
u atmosferu. Prema nekim kalkulacijama, pri usvajanju svake tone C oslobadja se 2.7 tona O,.

Neka od najnovijih istrazivanja pokazuju da fotosinteticka asimilacija i primarna organska produkcija fito-
planktona u jezerima, morima/okeanima mozZze biti izuzetno visoka i zavisno od ekoloskih Cinilaca, te biolos-
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ke vrste, odnosno faze razvi¢a, moze da iznosi od nekoliko desetina, do ¢ak 900 g C po m? vodene povrsine
za jedan dan. Akvati¢ne vaskularne biljke (vodene makrofite) mogu da imaju neto fotosinteticku asimilaci-
juido 50 mg CO, po m*za samo jedan cas. Sumski ekosistemi imaju izuzetno vaznu ulogu u uspostavljanju i
ocuvanju povoljnih ekoloskih karakteristika cele planete, jer su drvenaste biljne vrste izuzetno veliki potro-
saci CO,, te producenti O, i organske materije. Neto fotosinteticka aktivnost drvenastih biljnih vrsta (hrast,
topola, vrba, bukva i dr.) prema brojnim istraZivanjima iznosi i do 25-30 umol CO, po m? lisne povrsine u se-
kundi. Kada se ove vrednosti prevedu na ukupnu godisnju fotosinteti¢ku asimilaciju ugljenika, zakljucuje se
da je vegetacija, zbog fotosinteze, neophodna za odrzZavanje svih oblika Zivota na Zemlji. Ako bi fotosinteza
prestala, uskoro bi na Zemlji bilo malo hrane (ili druge organske materije), vecina organizama bi nestala, au
Zemljinoj atmosferi nestalo bi gasovitog kiseonika.

Kruzenje ugljenika i kiseonika kroz proces fotosinteze bitno utic¢e na ublazavanje stetnih posledica globalnih
klimatskih promena, najcesc¢e manifestovanih kroz ucestalu pojavu suse i rasta prose¢ne temperature na Ze-
mlji. Povecanje koncentracije atmosferskog CO,, koji zadrZava infracrveno (toplo) zracenje, dovodi do ,.efek-
ta staklene baste“ i globalnog zagrevanja, ali fotosinteticki organizmi poveéanjem fotosinteze sa porastom
CO,, do izvesnog stepena, znacajno doprinose smanjenju ovog Stetnog efekta.

1.2. Svetlost i fotosinteza: fotosintetic¢ki aktivna radijacija
(FAR, ili PAR); akcioni i apsorpcioni spektri

lako je fotosinteza dominantan proces na Zemlji i shodno tome, apsorpcija svetlosti ima esencijalni znacaj
za sintezu organske materije, moZe se reci da je ukupna iskoris¢enost svetlosne energije u fotosinteticke svr-
he veoma mala: od 0,1 do 2%, uzimajuci u obzir razlicite literaturne izvore. Zbog toga, povecanje procenta
iskoriscenosti spektra elektromagnetnog zracenja znacilo bi vecu efikasnost fotosinteze i vece stvaranje or-
ganske materije, Sto je u fokusu velikog broja istraZivanja zbog biotehnoloske primene. Tako npr. produkci-
ja organske materije zelenih algi moZe porasti i za 60%, ako se u laboratorijskim uslovima poveca efikasnost
iskoriStavanja svetlosne energije za nekoliko procenata.

Koju svetlost koriste (apsorbuju) fotosinteticki organizmi za fotosintezu?

Svetlost koja se apsorbuje u fotosintetiCke svrhe pripada vidljivom delu elektromagnetnog spektra u inter-
valu talasnih duzina od 360-720 nm i predstavlja fotosinteticki aktivnu radijaciju (FAR, PAR - engl. Pho-
tosynthetic Active Radiation) (Sl. 1.3). U ovom intervalu talasnih duZina maksimalno se apsorbuje elek-
tromagnetno zracenje od strane hlorofila i karotenoida (70-90%) koji potom koriste energiju fotona za njeno
prevodenje u hemijsku energiju ATP i NADPH svetlosnim reakcijama fotosinteze. U intervalu talasnih duZina
koje pripadaju FAR, reflektuje 5-12% i propusta 5-8% energije fotona.
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Fotosinteticki aktivna
l_ radijacija (FAR, PAR) _|

100 1.6 1 —— Hilorofil @

1.4 Hlorofil b

Koeficijent apsorpcije (&)

Relativna efikasnost fotosinteze (%)

360 4(‘10 5(‘10 61‘30 700 860
300 400 500 600 700 800 Talasna duZina - A (nm)

Talasna duZina—A (nm)

Sl. 1.3. Fotosinteticki aktivna radijacija (FAR, PAR), i spektar apsorpcije fotosintetickih pigmenata hlorofila u intervalu
talasnih duZina, A = 360-720 nm. Akcioni spektar (A): Intenzitet/ efikasnost fotosinteze u zavisnosti od talasne duZine
(A) - energije apsorbovanih fotona. Apsorpcioni spektar (B): apsorpcija od strane fotosintetickih pigmenata hlorofila u
zavisnosti od talasne duZine (A)elektromagnetnog zracenja. Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 100.

Zarazumevanje opsteg koncepta fotosinteze, neophodno je definisati neke osnovne zakonitosti u vezi sa pri-
rodom elektromagnetnog zracenja, te njegovog uticaja (apsorpcija, refleksija, transmisija) na molekule fo-
tosintetickih pigmenata i fotohemijske reakcije.

Svetlost:

Svetlost je elektromagnetno zracenje Sirokog opsega talasnih duZina, ali se u uZem smislu najcescée definise
kao deo spektra elektromagnetnog zracenja koju detektuje ljudsko oko, to je tzv. vidljiva svetlost (VIS, engl.
visible). U Sirem smislu pojam svetlosti se odnosi i na deo elektromagnetnog zracenja van vidljivog opsega
u koji ulaze i delovi ultraljubicastog spektra (UV, engl. ultraviolet), kao i infracrveni deo zracenja (IR, engl. In-
frared) u bliskom delu opsega talasnih duzina (A) do 2500 nm (Sl. 1.4).

Priroda elektromagnetnog zracenja je talasno-Cesticna (talasno-korpuskularna): elektri¢nii magnetni talasi
se rasprostiru u sinusoidnoj formi kroz prostor pod medusobnim uglom od 90°, upravno na pravac prostira-
nja, ali u diskretnim ,,paketima” energije - kvantima. Kvant predstavlja nedeljivu, najmanju koli¢inu energije
koja se javlja u elementarnim procesima. Foton je kvant elektromagnetnog zracenja i nosilac je elektroma-
gnetne sile (Lorencove sile) koja deluje medu naelektrisanim cesticama unutar elektromagnetnog polja. Fo-
ton u mirovanju nema masu i naelektrisanje. Predstavlja jednu ,meru/paket” energije, tzv. kvant, a istovre-
meno je svoja antiCestica (anticestica ima istu masu kao i Cestica, ali ima suprotno naelektrisanje).

Kvant je koli¢ina energije koju nosi jedan foton. Energija kvanta, kvantirana energija ili specifi¢ni ,paket”
energije, definisan je talasnom duZinom, sto proistice iz Plankovog zakona (nem. Planck):

AE=hv=h=hco

AE - kvantirana energija elektromagnetnog zracenja ili energija jednog fotona [J]
h - Plankova konstanta =6,626176 10 [J s]

v - frekvencija [s]

¢ - brzina svetlosti =300 000 km/s

A —talasna duzina [cm]

0=1/A-talasni broj [cm™]
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Sl. 1.4. Elektromagnetni talas (A) i spektar elektromagnetnog zracenja (B)
B - Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 100.

Prema Plankovom zakonu, energija fotona zavisi od frekvencije i obrnuto je proporcionalna njegovoj talasnoj
duZini: foton ima vecu energiju ukoliko je talasna duZina elektromagnetnog talasa manja.

Talasna duzina () svetlosti odreduje njenu boju: A ,,crvenih fotona“ je oko 700 nm i oni imaju manju ener-
giju u odnosu na ,,plave fotone“ ¢ija je A oko 450 nm. Maniji broj fotona kradih talasnih duzina (vecih energi-
ja), mozZe da ima istu ukupnu energiju kao veci broj fotona vecih talasnih duzina (manjih energija) sto je ve-
oma znacajno za efikasnost iskoriS¢avanja svetlosti u fotosinteticke svrhe i iniciranje fotohemijskih reakcija
svetle faze fotosinteze.

Svetlost i fotosinteza:

Svetlost koja pada na fotosinteticki aktivno mesto (organ, Celiju, hloroplast ili pigment) je kao kisa fotona
razlicite talasne duZine, odnosno, energije. U zavisnosti od prirode supstance izloZene svetlosti (moleku-
la, atoma, molekulskih agregata...), kao i osobina svetlosti (intenziteta i kvaliteta, Sto se odnosi na broj i za-
stupljenost fotona razli¢itih energija, odnosno A), ona moze da se u vecoj ili manjoj meri apsorbuje, propusta
ili reflektuje. Hlorofili se vide kao zeleni zato Sto u najvecoj meri apsorbuju svetlost u crvenom i plavom delu
spektra, te zbog toga u reflektovanoj svetlosti koja dolazi do ociju posmatraca dominiraju fotoni koji pripa-
daju zelenom delu spektra, talasnih duzina, A = 550 nm (SL. 1.5A).
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- Hlorofil b

\/ | Karotenoidi

Hlorofil a

Vidljiva radijacija

Sl. 1.5. Poreklo boje u oku posmatraca (A); Apsorpcioni spektri pigmenata visSih biljaka, Hlorofila a, Hlorofila b i
karotenoida (B). Adaptirano prema: Elektronski izvori slaka, str. 100.

Razliciti fotosintetic¢ki pigmenti imaju specifi¢ne spektre apsorpcije zbog svog razli¢itog molekulskog sasta-
va i shodno tome, razlicitih ,,energetskih zahteva“ za apsorpciju fotona koja ¢e dovesti do njihove ekscitaci-
je i otpocinjanja fotosinteze (Sl. 1.5B).

Razli¢ite nijanse zelene boje biljnih organa posledica su razli¢itog kvantitativnog odnosa fotosintetickih pi-
gmenata: plavo-zelenog hlorofila g, Zuto-zelenog hlorofila b i Zuto-narandZasto-crvenih karotenoida. Hl oro-
fil a apsorbuje svetlost u tamno-plavom i crvenom delu spektra, Hlorofil b apsorbuje svetlo-plavu i naran-
dZasto-crvenu svetlost, dok karotenoidi apsorbuju u ljubicasto-plavom i vecem delu plavo-zelene svetlosti,
te stoga FAR obuhvata spektar bele vidljive svetlosti, talasnih duzina izmedu 400 i 700 nm, sa dominantno
izraZena dva pika apsorpcije, u plavom i crvenom delu (Sl. 1.5).
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1.3. Struktura fotosintetickog aparata: hloroplasti,
tilakoidi, fotosinteticki pigmenti

Proces fotosinteze se kod fotosintetickih eukariotskih organizama odvija u specijalizovanim celijskim orga-
nelama - hloroplastima (Sl. 1.6).

Poprecni presek liske

Parenhimska
celija

Mezofil

Intermembranski Spoljasnja
prostor embrana
Unutrasnja
membrana

Granum

Tilakoid  Stroma Lumen tilakoida

Uwvelicanje 30000 x

Granum (grupa zatvorenih
tilakoidnih diskova)
Spoljasnja membrana -
Intermembranski prostor ' )
Unutra$nja membrana . .-

Tilakoid strome (lamela)

_. Skrobna granula

Ribozom

Plastidna DNK
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CH3 Stroma

Hlorofil @ . ~y- .
L (CCH=CH, Y:CH, Lumen tilakoida —
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CHj3
CHs Karotenoidi CHa CHa CHa

Citohrom kompleks

(B - karoten)

Kompleks za izdvajanje O, Lumen tilakoida

Sl. 1.6. Struktura i molekularna organizacija fotosintetickog aparata: od lista do molekula pigmenta. Adaptirano
prema: Elektronski izvori slika, str. 100.
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1.3.1. Hloroplasti

Hloroplasti su organele u kojima se odvijaju i smenjuju sve fotosinteticke reakcije. Njihov broj i veli¢ina u pa-
renhimskim Celijama zavise od biljne vrste, starosti, ekoloskih uslova i dr., ali se uopsteno moze reci da ih
u Celiji ima od svega nekoliko, do ¢ak 100, a velicina varira od 1 do 10 pm. Strukturna kompartmentalnost
hloroplasta omogucuje sinhroni tok veoma razliitih reakcija u kompleksnom procesu fotosinteze (Sl. 1.7).

Unutrasnja membrana Plastoglobula Ribozom
Medumembranski prostor
Spoljainja membrana

Granum

Plastidna
DNK

Stroma

Vigi pH (manja konc. H*
u stromi)

Tilakoidna membrana

Lumen tilakoida

Lamela

NiZi pH (veca konc. H*
u lumenu})

Sl. 1.7. Sematski prikaz strukture hloroplasta: dvostruka spoljasnja membrana i sloZeni unutra$nji (stromalni)
membranski (tilakoidni) sistem je diferenciran u dva granum/stroma kompartmenta: tilakoidi grana (granum - jednina,
grana-mnoZzina) i lamele - tilakoidi strome (stroma lamellae). Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 100.

Hloroplast je strukturno organizovan u dva glavna odeljka: stroma (unutrasnjost koja je odvojena od cito-
plazme dvostrukom membranom) i sloZeni membranski sistem koji je opet, diferenciran u dva pododeljka.
Membrane hloroplasta se nazivaju jos i tilakoidi, a oni su organizovani u ,pakete® naslaganih tilakoida - dis-
kova. Diskovi imaju zatvoren unutrasnji prostor - lumen tilakoida. Granum (mnozina, grana) Cini grupa ti-
lakoidnih diskova koji zatvaraju unutrasnji prostor - lumen tilakoida. Hloroplasti mogu imati od 10 do 100
grana. Grana su povezani tilakoidima strome (intergranalni tilakoidi, ili stroma-leamellae). Grana tilakoidi i
tilakoidi strome mogu se razlikovati po razli¢itom sastavu proteina.

1.3.1.1. Stroma hloroplasta

Stroma hloroplasta je zapravo sloZeni rastvor - fluidni unutrasdnji prostor u koji su uronjeni tilakoidi, hloro-
plastna DNK, ribozomi, (lipidne) plastogolobule, kao i brojni rastvoreni enzimi koji obezbeduju specifi¢an
metabolizam u samim hloroplastima pocev od transkripcije DNK i sinteze specifi¢nih proteina- enzima. Ra-
stvoreni enzimi u stromi hloroplasta kataliSu procese karboksilacije i sinteze organske materije u Kalvino-
vom ciklusu, te se zbog toga u stromi hloroplasta ¢esto mogu videti nastali primarni asimilati (fotosintati), u
formi skrobnih zrna (Sl. 1.8).



Fotosinteza

" \‘k\\ 5 $er (2‘_ r A

o FEPGORo

Sl. 1.8. Skrobne granule u stromi hloroplasta na snimku TEM (transmisiona elektronska mikroskopija). Adaptirano
prema: Elektronski izvori slika, str. 100.

1.3.1.1.1. Hloroplastni genom (plastom)

Pored jedarnog (nuklearnog) genoma, biljne Celije poseduju jos dva, plastidni i mitohondrijski genom, o
¢emu Ce kasnije biti vise reci (Poglavlje Disanje: 2.7.1 Mitohondrijski genom (mitogenom)). Evolutivno pore-
klo ova dva genoma moZze se objasniti endosimbiotskom teorijom. Osnovni postulat endosimbiotske teo-
rije je da oba citoplazmati¢na genoma predstavljaju evolutivne ostatke slobodnoZiveéih prokariota. Prema
ovoj teoriji hloroplasti su nastali od fotosintetickih cijanobakterija koje je ,progutala® primitivna eukariot-
ska Celija. Tokom evolutivnhog vremena vecina cijanobakterijskih gena je ,prebacena“ u jedarni genom celi-
je domacdina, dok je genom hloroplasta zadrZao specificnu skupinu gena, kao i ribozome i RNK. Samim tim,
semi-autonomna priroda hloroplasta im omogucava da direktno reguju na signale iz spoljasnje sredine, kao
Sto je svetlost, te imaju mogucnost prilagodavanja sinteze proteina potrebnih za fotosintezu. U prilog ovoj
teoriji govori nekoliko Cinjenica, kao $to je postojanje dvostruke membrane u ovim organelama, drugo, hlo-
roplastni i mitohondrijski genom pokazuju sli¢nosti u sekvencama sa prokariotskim genomima. Genomi or-
ganela, kao i genomi prokariota, nisu zatvoreni u jedarnu membranu i nazivaju se nukleoidi.

Hloroplastni genom je uglavnom veli¢ine oko 120-160 kbp (kilobaznih parova) i predstavlja najmanji genom
u biljkama, s obzirom da je manji u odnosu na jedarni i mithondrijski genom. SadrZi gene koji kodiraju pro-
teine neophodne za proces fotosinteze (fotosistem I, fotosistem Il, citohrom b6f kompleks, ATP-sintaza), kao
i gene ukljucene u sintezu plastida. Pored toga, hloroplastni genom sadrzi i nekodirajuce sekvence koje uce-
stvuju u regulaciji genske ekspresije. Takode, hloroplastni genom sadrzi veliki broj visoko konzerviranih se-
kvenci, Sto uz malu veli¢inu predstavlja idealan model za evolutivna, i komparativna genomicka istrazivanja,
i omogucava njegovu Siroku upotrebu u filogenetickim studijama.

Dugo se smatralo da su hloroplastni i mitohondrijski genom cirkularnog (kruznog) oblika, Sto ukazuje na
sli¢nost sa plazmidima bakterija. Medutim, nedavne studije su pokazale da je vecina DNK u ovim organe-
lama lineranog i razgranatog oblika. Za razliku od jedarnih hromozoma koji su iste veli¢ine kroz generaci-
je, veli¢ina hromozoma u plastidima i mitohondrijama moZe varirati. Bez obzira na to, svaki hromozom sa-
drZi barem jednu kopiju genoma. Pored toga, plastidi mogu da sadrze razlicit broj kopija hloroplastne DNK,
Sto zavisi od tipa i stepena diferencijacije Celija. Hlroplasti mezofilnih Celija u brzorastuéim listovima sadrze
po 20 do 40 kopija genoma hloroplasta, a obicno ima oko 200 hloroplasta po ¢eliji mezofila. Nasuprot tome,
amiloplasti u krtolama krompira, ili hromoplasti u plodu paradajza sadrze svega nekoliko kopija genoma.

Jos jedna specifi¢nost plastida i mitohondrija je njihovo nasledivanje koje odstupa od Mendelovih pravila, s
obzirom da ove organele imaju najcesée uniparentalno poreklo, nasleduju se od jednog roditelja. Tako, medu
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golosemenicama Cetinari uobicajeno nasleduju svoje plastide od oca, dok vecina angiospermi (skrivenose-
menica) nasleduje plastide od majke, mada postoje i vrste gde se plastidi nasleduju biparentalno, ili od oca.
Druga odlika organelarnog nasledivanja ogleda se u tome da ove organele mogu da ispolje vegetativnu se-
gregaciju. To znaci da vegetativna Celija u procesu mitoze moze dati cerku celiju koja se geneticki razlikuje
od majke Celije, Sto moze da rezultira nastankom fenotipski razlicitih jedinki. Na primer, na ovaj na¢ini mogu
nastati varijeteti biljaka (biljka sa Sarenim listova) koje se dosta koriste u hortikulturi, a predstavljaju rezultat
promena u hloroplastnom genomu, a takve promene mogu nastati i mutacijama jedarnih gena.

1.3.1.2.Tilakoidi hloroplasta

Fotosinteticka transformacija i prenos energije se (u biljkama i algama), deSavaju u spljostenim vezikulama
tilakoidima koji se formiraju uporedo sa diferencijacijom hloroplasta iz proplastida. Tilakoidne membrane
imaju visi udeo proteina (proteinskih kompleksa) u odnosu na lipide, koji moZe dostici i do 80% u regionima
grana eukariotskih hloroplasta. SloZeni tilakoidni sistem nastaje nagomilavanjem vezikula, primarno stvore-
nih invaginacijama unutraSnje membrane hloroplasta. Stoga, najveci deo gradivnog materijala za izgradnju
tilakoida, uglavnom proteina i lipida (galaktolipida), potice od unutrasnje membrane hloroplasta, a brojni en-
zimi koordiniSu sintezu proteina, lipida, pigmenata i prenosioca elektrona koji predstavljaju strukturne kom-
ponenata tilakoida. Kao Sto je vec receno i ilustrovano na Sl. 1.6. i 1.7. tilakoidna mreZa u hloroplastima vi-
Sih biljaka je diferencirana u dva morfoloski razlicita pododeljka, to su: cilindri¢ni paketici naslaganih diskova
koji se na mikroskopu vide kao zrna, pa otuda i naziv ,granum® (zrno) i tilakoidi koji se provlace kroz stromu
hloroplasta povezujuéi naslagane diskove - tilakoidi strome (lamele strome) (Sl. 1.7). Fotosinteticki pigmen-
ti su u kompleksima sa proteinima ,uronjeni“ u lipidni dvosloj tilakoidnih membrana i njihov su sastavni deo.

1.3.2. Fotosinteticki pigmenti

Fotosinteza pocinje apsorpcijom svetlosti od strane fotosintetickih pigmenata. Istrazivanja razli¢itih pigme-
nata, njihove uloge i strukture u metabolizmu biljaka, seZu jo$ u XIX vek. Nemacki naucnik Rihard Vilsteter
(nem. Richard Willstatter) je jo$ 1915. godine dobio Nobelovu nagradu za dokazivanje aktivne uloge hlorofi-
la u biljkama, dok je Hans FiiSer (nem. Hans Fischer), takode iz Nemacke, dobio Nobelovu nagradu 1930. go-
dine za otkrice strukture hema i molekula hlorofila.

U viSim biljkama postoje dve grupe fotosintetickih pigmenata specificnog hemijskog sastava i specific-
nog spektra apsorpcije, to su hlorofili i karotenoidi. Pigmentno-proteinski kompleksi, specifi¢cnog sasta-
va, predstavljaju strukturne i funkcionalne komponente tilakoida, rasporedeni su na ta¢no odreden nacin i
imaju jasno definisanu ulogu u procesu fotosinteze u okviru fotosistema | i Il (fotosistem | - PS | i fotosistem
- PSII)(SL 1.9).

1.3.2.1. Hlorofili

Hlorofil [od starogrckog: xAwpdg (chloros)=zeleno i duAov (phillon)=list] je pigment koji biljkama (i drugim
fotosintetickim organizmima) daje zelenu boju zbog specificnog spektra apsorpcije/refleksije svetlosti, Sto
je posledica hemijske strukture samog molekula (Sl. 1.9). Do sada je identifikovano vise prirodnih hlorofila,
a svi spadaju u grupu metalo-tetrapirola, kod kojih su Cetiri pirolova prstena povezana metinskim mostovi-

a (—CH=), formirajudi na taj nacin polarnu porfirinsku strukturu (prsten). Skelet svakog pirolnog prstena
sastoji se od 5 atoma, 4 ugljenika i jednog azota. Porfirinski prsten kao helatni kompleks (ligand), vezuje se
za atom magnezijuma (Mg) preko Cetiri atoma azota (N) iz pirolovih prstenova koordinaciono-kovalentnom
(helatnom) vezom, gde oba elektrona iz kovalentne veze dolaze iz atoma azota. Ovakav stabilan koordinaci-
oni kompleks omogucava hlorofilu da apsorbuje svetlost za proces fotosinteze.
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Vise biljke sadrze:

Hlorofil a (C,H,,0,N,Mg); mol masa = 893,51

55 72

Hlorofil b (C_H, ON,Mg); mol masa = 907,47
Hlorofil ai b - se razlikuju po supstituentu na tre¢cem C-atomu Il pirolovog prstena (C7, B prstena):
Hlorofil a: R=—CH3 (metil grupa)

Hlorofil b: R=—CHO (aldehidna grupa)

Hloroplast

CH, CHO Hlorofil b
CH, Hiorofil g

Tilakoid |—¢

Proteini - komponente ,,antena”
kompleksa

CH3 CH3 CH3

Stroma

Hlorofil @
Hlorofil b

Tilakoidna

membrana
Karotenoidi |

Lumen
tilakoida

Sl. 1.9. Organizacija fotosistema: (A) Molekularna struktura pigmentno-proteinskog kompleksa za prikupljanje svetlosti
(,antena“-kompleksa) u tilakoidnoj membrani: intermembranski proteini (polipeptidi) koji vezuju molekule pigmenata
(hlorofile a i b, kao i karotenoide) sastavni su delovi fotosistema sa centralno postavljenim reakcionim centrom -
molekulom hlorofila a; (B) Hlorofili koji sakupljaju svetlost u ,antena“kompleksu, prenose energiju EM zracenja na
molekule hlorofila a u reakcionom centru.

Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 100.

Spoljasnjim atomima ugljenika pirolnih prstenova dati su brojevi od 1 do 8 i oni vezuju razli¢ite grupe: atomi
ugljenika 1, 3, 5 i 8 vezuju metil grupe (—CH,). Atom ugljenika 2 poseduje vinil grupu (—CH=CH,), dok atom
ugljenika 4 ima etil grupu (—CH,—CH.). Atom ugljenika 6 je vezan za metinsku grupu pomocu petog izoci-
klicnog prstena koji se zove ciklopentanon.

Hemijska svojstva i biohemijsku funkciju molekula hlorofila bitno odreduje estarski vezan alkohol fitol za
ostatak propionske kiseline na 7 C atomu porfirinskog prstena (Sl. 1.10). Ovo daje specifican izgled moleku-
lu hlorofila koji li¢i na punoglavca, pa se Cesto govori o ,porfirinskoj glavi“ i ,fitolnom repu, Fitolni rep je ne-
polarni (nerastvorljivi) dugi lanac atoma ugljenika i vodonika sa formulom C, H. OH, a preko njega se fiksira
molekul hlorofila u lipidni deo tilakoidne membrane. Hlorofil bez magnezijumskog (Mg) jezgra je bezbojan i
naziva se feofitin sa znacajnom ulogom primarnog akceptora elektrona u PSII.
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Sistem konjugovanih dvostrukih veza por-
firinskog prstena omogucuje apsorpciju sve-
tlosti i ekscitaciju elektrona sa molekulskih 1t
orbitala u fotosintezi.

Ciklopentanonski prsten (V, ili E) preko koga je vezan (za kiselinski
ostatak) estarskom vezom metil alkohol (metil grupa, —CH,)

(CH,), Alkohol fitol - estarski vezan za ostatak propionske kiseline na IV (D)
HC pirolovom prstenu
H,C CH,

Sl. 1.10. Struktura molekula hlorofila a (C_,H_,0,N Mg).

55 72

Hlorofil a (Hl @; Chl a)

Hlorofil a je primarni pigment za fotosintezu visih biljaka, deo je reakcionih centara oba fotosistema i na-
lazi se u svim kompleksima za ,,prikupljanje“ svetlosti (,antena“ kompleks, ili LHC, engl. light harvesting
complex).

0d molekula hlorofila g pocinje primarni fotohemijski akt: nakon apsorpcije kvanta svetlosti u oba fo-
tosistema, pobudeni elektroni hlorofila a se prenose na primarne akceptore i dalje idu kroz membranu tila-
koida. Prema tome, fotosinteza pocinje od hlorofila a, jer samo ovaj molekul funkcioniSe kao primarni donor
elektrona u lancu transporta elektrona. U ¢istom stanju je plavkasto (tamno)-zelen, ima empirijsku formulu
C,H,,0.N,Mgi molekulsku masu 893, 51 g'mol™.

55" 72

Bakteriohlorofil a ima empirijsku formulu od C_H. O N, Mg i molekulsku masu 911 g-mol™.

55H74

Hlorofil b (Hl b; Chl b)

Hlorofil b je uz ostale fotosinteticke pigmente neophodan za ,prikupljanje“ elektromagnetnog zracenja za
fotosintezu visih biljaka i nalazi se u ,,antena“ (LHC) kompleksima oba fotosistema; nikada nije reakcioni cen-
tar. U Cistom stanju je Zuckasto (maslinasto)-zelen, ima empirijsku formulu C__H, O_,N,Mg i molekulsku masu
od 907, 47 g'-mol™. Stehiometrija i esterifikujuci alkoholi oba pigmenta su isti, a razlika u molekulskoj masi
je posledica razlike u supstituentima na tre¢em C-atomu Il pirolovog prstena: Hlorofil @: R= —CH, (metil gru-
pa); Hlorofil b: R=—CHO (aldehidna grupa) (SL. 1.9.). Ova razlika ima za posledicu i razliku u boji, odnosno,
u spektrima apsorpice hlorofila a i hlorofila b.

Kvantitativni odnos hlorofila a i hlorofila b u pigmentno-proteinskim kompleksima oba fotosistema visih bi-
ljaka generalno iznosi Chla: Chl b =3: 1, ali je specifican u zavisnosti od biljne vrste (genotipa) i veoma va-
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rijabilan u zavisnosti od ekoloskih uslova, odnosno adaptacija tokom vegetacionog perioda. Biljke koje su
adaptirane na uslove senke imaju povecan sadrzaj hlorofila b ¢ime se apsorpcija fotona pomera prema ta-
lasnim duZinama koje su specifi¢ne za uslove senke (prema duzim talasima plavog dela spektra, kao i kra-
¢im - crvenim talasnim duzinama).

Hlorofil ¢ (Hl ¢; Chl¢)

Ova vrsta hlorofila nadena je u silikatnim (Diatomea), vatrenim (Dinoflagellata) i mrkim (Phaeophyta) al-
gama. Plavo-zelene je boje i ima ulogu u fotosintezi kao ,antena“ (LHC) pigment koji prenosi kvant ap-
sorbovane svetlosne energije na reakcione centre fotosistema (molekule Hl a@). Molekulska formula mu je
C,.H,,0.N,Mg, a molekulska masa 610,95 g-mol™.

35 730

Hlorofil d (Hl d; Chl d)

Otkriven je polovinom 20-og veka, a danas se zna da je prisutan u crvenim algama (Rhodophyta), kao i u mo-
drozelenim bakterijama (Cyanobacteria), gde ima nezamenljivu ulogu kao deo ,antena“ (LHC) kompleksa u
prikupljanju svetlosti za ekscitaciju reakcionih centara. Osim u plavom delu spekra, apsorbuje i u infracrve-

nom delu spektra. Molekulska formula mu je C_H O N, ,Mg, a molekulska masa 895,5 g:mol™.

Pored navedenih glavnih i najzastupljenijih tipova hlorofila, novija istraZivanja dovela su do otkrica retke
forme hlorofila, definisane kao Hlorofill e (Hl e; Chl e), konstatovane, za sada samo u nekim Zuto-zelenim al-
gama (Xanthophyta), kao Sto su Tribonema i Vaucheria. Hlorofil f (H| £, Chl f) je pronaden u modrozelenim
bakterijama (Cyanobacteria), maksimalno apsorbuje daleko crveno zracenje (najvece talasne duZine u od-
nosu na poznate hlorofile). Pretpostavlja se da nema aktivnu ulogu u transportu elektrona, vec je pomoéni
(dodatni, aksesorni) pigment fotosistema | (komponenta LHC PS II).

Talasne duzine apsorpcionih maksimuma (Amax, nm) i zastupljenost hlorofila u razlicitim vrstama, prikaza-
ni suu Tabeli 1.1.

Tabela. 1.1. Najcesce zastupljeni hlorofili, talasne duZine apsorpcionih maksimuma (A, nm) i zastupljenost u razlicitim
vrstama

Pigmenti =, (nm) Prisutni u fotosintetickom aparatu:
Hlorifil a 420, 660 Vise biljke, alge i modrozelene bakterije/alge (Cyanobacteria)
Hlorifil b 435,643 Vise biljke i zelene alge (Chlorophyta)
. Silikatne (Diatomea), Vatrene (Dinoflagellata) i mrke
Hlorifil ¢ 450, 625
(Phaeophyta) alge
Hlorifil d 450, 710 Modrozelene bakterije (Cyanobacteria) i crvene alge

(Rhodophyta)

1.3.2.1.1. Biosinteza hlorofila

Hlorofil se sintetiSe u stromi hloroplasta preko niza enzimski katalisanih reakcija i uz stvaranje brojnih inter-
medijera. Biosinteza kompleksnog molekula hlorofila se prema nastalom produktu, moZe podeliti na sinte-
zu porfirinskog prstena (hem strukture) i sintezu alkohola fitola (izoprenoidnog lanca).

Biosinteza pirolovih subjedinica u tetrapirolnoj (porfirinskoj) strukturi molekula hlorofila:

U prvoj fazi formira se glavni prekursor u sintezi pirolovih prstenova, a to je 8-aminolevulinska kiselina
(ili 5-aminolevulinsku kiselinu) (5-ALA, engl. aminolevulinic acid). U ovoj fazi se glutaminska kiselina (ami-
no-kiselina) kao primarni prekursor kovalentno vezuje za transportnu RNK (tRNK,; ili tRNA), gradeci jedinje-
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nje glutamil-tRNK. Uloga tRNK u ovoj metabolickoj reakciji je nezavisna od sinteze proteina. Dva moleku-

la ALA u procesu kondenzacije formiraju porfobilinogen (PBG), koji potom formira pirolove prstenove (SL.
1.11A).

Ox_-0O . 0. -
o) - c Glutamil-tRNA ) >0
~c-0 Glutamil-tRNA I reduktara Ox¢-0 |
H (IZ H sintaza H_f_H l Glutamat- H—C—H
T | NADPH NADP* H—C—H . . |
H (l: H ATP AMP + PPi H_(I:_H ] semialdehid H—C—H
—C— ~¥7 H—C—H — |
| H—C—NH;" | aminotransferaza C=0
H—C—NH," | ) \E i H—C—NH;* 4 |
| , ol c=0 @) HO = ) | H—C—NH;"
C\_O i \O_Hmr ) £ H—C=0 |
o H T ‘ )
HO“"'Iumkgﬂm ) |
Glutamat + tRNA “ Glutamil-tRNA Glutamat 1- 8-aminolevulinska kiselina
semi-aldehid (8-aminolevulinat, §-ALA)
OQC/O' 0\\_?/0—
Oxc0 p—bn Osc -0 H—C—H
] | &- aminolevulinat H—(IZ—H H—(li—H
H —(li— H H— (|3— H dehidrataza ]
— C
H—C—H *+ c=0 ‘ﬁ’ H=C i
t=o HeC—NH,* 2o D ! C—H
= —C—NH;3 C— —
I . I : HTD >SN
H—cl—NHa H NH;*  H
H

Porfobilinogen

2 x 8-aminolevulinat (PBG)

Sl. 1.11A. Prva faza sinteze hlorofila u stromi hloroplasta: od amino-kiseline glutamata do porfobilinogena (PBG,).

Ovo nije iskljucivi put sinteze 8-ALA kao glavnog prekursora u sintezi pirola, odnosno, porfirinskog jezgra,
vec¢ ona moze nastati i alternativno, od sukcinil-CoA, intermidijera iz Krebsovog ciklusa, koji sa amino-kiseli-
nom glicinom formira nestabilno jedinjenje 6-amino B-ketoadipinsku kiselinu, ¢ijom dekarboksilacijom na-
staje 8-ALA. Ovu reakciju kataliSe enzim 8-amino-levulinat sintaza sa piridoksal- fosfatom (vitaminom B)
kao koenzimom koji je neophodan za odvijanje procesa transaminacije i dekarboksilacije (SI. 1.11B.).

B
(0] o}
Ox(¢ -0 Q(I: -
0 - ' H—C—H
::C"O H—C—H |
' | H—C—H
H—C—NH:" +  H—C—H |
I—| (l;:o Piridoksal-fosfat (vit. B6) (I:_O
. . | &-aminolevulinat H—C—NH;"
Glicin s— CoA sintaza II-I
Sukcinil-CoA

6-aminolevulinska kiselina

Sl. 1.11B. Alternativni put sinteze glavnog prekursora 6-ALA iz amino-kiseline glicina i Sukcinil CoA.

U drugoj fazi sinteze porfirinskog prstena, Cetiri molekula porfobilinogena (PBG) kondenzacijom, formira-
ju porfirinsku strukturu preko brojnih intermedijera: hidroksimetilbilin, uroporfirinogen Ill, koproporfirino-

gen lIl, protoporfirinogen IX. Sve reakcije su enzimski kontrolisane, a ova faza se zavrSava formiranjem pro-
toporfirina IX (PP IX) (Sl. 1.12).
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4 NH,

NH;*  H o]
Porfobilinogen
(PBG)

Porfobilinogen
deaminaza

Mg-protoporfirin IX

Mg protoporfirin IX
metil-transferaza

Mg-protoporfirin IX monometil estar

I
o§cl,o wetn |
H7(|:7H N—(I:—N = \ /
ha il a 4PBG
we |l Il
[~ HO 7 0"%

OH OH

Hidroksimetilbilin
Uroporfirinogen Il
dekarboksilaza

Uroporfirinogen 11l on
sintaza o

o

HO HO'

Uroporfirinogen 11 KOPFOPOFFIFIHOEEH mn

2H,0
CH, 2 COZ

Koproporfirinogen il
oksidaza

M g2+

ADP+Pi

Mg helatazg
s Pprotoporfirinogen IX

oksidaza

HO HO 0 o
Protoporfirin 1X Ho Ho

Protoporfirinogen I1X

Sl. 1.12. Druga faza: od porfobilinogena do protoporfirina IX i poCetak trece faze sinteze hlorofila: formiranje Mg-

protoporfirina.

Protoporfirin IX (PP IX) je veoma znacajan intermedijer i zajednicki prekursor za sintezu dve grupe moleku-
la esencijalnih u metabolizmu, a to su: hlorofil (Mg-porfirin) i hem (Fe-porfirin).

U trecoj fazi sinteze hlorofila enzim magnezjium-helataza katali$e vezivanje magnezijuma (Mg%) helathom
(koordinaciono-kovalentnom) vezom u molekul protoporfirina IX, pri ¢emu nastaje Mg-protoporfirin, po-
tom aktivno$¢u enzima Mg protoporfirin IX metil-transferaze nastaje Mg-protoporfirin monometil estar, za-
tim, katalitickom aktivnocu enzima ciklaze, nastaje divinil-protohlorofilid a, nakon Cega, redukcijom preko
NADPH, uc¢esc¢em vinil-reduktaze, nastaje monovinil-protohlorofilid a i na kraju, redukcijom preko NADPH i
katalitickim dejstvom protohlorofilid-oksidoreduktaze koja se aktivira svetlo$¢u, nastaje hlorofilid a (SL. 1.13).

Sistem porfirinskog prstena se formira kada se esterifikovani propionski bocni lanac cikliSe na glavni por-
firinski prsten da bi se formirao divinil-protohlorofilid a, a zatim monovinil-protohlorofilid a. Redukciju na
IV (ili D) prstenu protohlorofilida koja dovodi do konacne sinteze hlorofilida g, kataliSe enzim protohlorofi-
lid-oksidoreduktaza (EC 1.3.1.33), a za ovu reakciju neophodna je svetlost. Kod fotosintetickih bakterija, ci-
janobakterija, zelenih algi i golosemenica (lat. Gymnospermae), ova reakcija trans-redukcije na D-prstenu
hlorofilida je nezavisna od svetlosti, a katalisana je enzimom protohlorofilid-(ATP-zavisnom) oksidoredukta-

zom (EC 1.3.7.7).

U zavrsnoj (Cetvrtoj) fazi sinteze hlorofila esterifikacijom hlorofilida a sa izoprenilnim alkoholom fitolom

formira se molekul hlorofila a. Fitolni ,rep“ hlorofila (ostatak nakon esterifikacije: C

je hidrofobne (li-

20 39)

pofilne) prirode, te zbog toga ucvrscuje molekul hlorofila u lipidni dvosloj tilakoida. Prema hemijskoj struk-
turi, to je diterpenoid, tacnije: aciklicni mononezasiceni diterpenski alkohol, dugog ugljovodonicnog lanca

(C, H

20" 40

0) koji se sintetiSe u hloroplastima iz glavnog prekursora, geranil-pirofosfata (Geranil-PP), odno-

sno, geranilgeranil-pirofosfata pomocu enzima i enzimskih kompleksa lociranih u tilakoidnim membra-

nama (Sl. 1.13).
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o.
{ NADPH NADP* NADPH  NADP*

CHy
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Sl. 1.13. Treca faza sinteze hlorofila: od Mg-protoporfirina IX do hlorofilida a i zavrsna faza: od hlorofilida a do hlorofila
a/ hlorofila b.

Fitol je produkt metabolizma fotosintetickih organizama i stoga je jedan od najzastupljenijih acikli¢nih di-
terpena u prirodi (SL. 1.14).

CH; CH; CH; CH;

X
HaC OH

Sl. 1.14. Fitol-aciklicni mononezasiceni diterpenski alkohol (C,H,0).

Terpeni se sintetiSu polimerizacijom aktivnog (fosforilisanog) izoprena (izoprenoidnog fosfata), izopente-
nil-pirofosfata (IPP, ili izopentenil-difosfata), odnosno, njegovog izomera, dimetilalil-pirofosfata (DMAPP,
ili dimetilalil-dirofosfata) koji sadrze 5 C atoma (C.H,_O_P.):

51277 2

Monoterpeni 10 C (2xC,): prkursor je geranilpirofosfat, GPP
Seskviterpeni 15 C (3xC,): prekursor je farnezilpirofosfat, FPP
Diterpeni 20 C (4xC,): geranilpirofosfat, GGPP

Sesterterpeni 25C (5xC, ): geranilfarnezilpirofosfat, GGPP
Triterpeni 30 C (6xC, ): skvalen (farnezil-farnezil)

Tetraterpeni 40 C (8xC,)

Politerpeni>40C

Kao Sto je napred naglaseno, izoprenoidi nastaju od dva prekursora: izopentenil-pirofosfata (IPP) i njegovog
izomera, dimetilalil-pirofosfata (DMAPP). Postoje dva metabolicka puta sinteze IPP, odnosno DMAPP, to su:

+ MVA put sinteze (preko mevalonske kiseline), u citoplazmi, za koji se sve do kraja 90-ih godina XX veka
smatralo da je jedini put, i

« MEP put sinteze (preko metil-eritritol fosfata), u hloroplastima, u novije vreme posebno istraZivan i de-
finisan (Sl. 1.15).
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« MVA put sinteze IPP i DMAPP u citoplazmi:

Izopentenil pirofosfat (IPP) se formira u citoplazmi Celije iz glavnog prekursora, acetil-CoA; tri molekula pre-
ko intermedijera, hidroksimetil-glutaril CoA (HMG-CoA), formiraju mevalonsku kiselinu (MVA), sa 6 C atoma,
koja dekarboksilacijom prelazi u jedinjenje sa 5 C atoma, IPP, odnosno DMAPP (Sl. 1.15). Enzim HMG-CoA
reduktaza je klju¢ni regulatorni enzim u sintezi IPP preko MVA puta. Izomerizacijom IPP formira se dimeti-
lalil-pirofosfat (DMAPP), a kasnijim dodavanjem IPP jedinica, formiraju se jedinjenja/ intermedijeri - terpe-
ni, sa razli¢itim brojem C atoma.

« MEP put sinteze IPP i DMAPP u hloroplastima:
Ovaj put pocinje kondenzacijom piruvata (pirogrozdane kiseline) i gliceraldehid fosfata (trioza-fosfata), pri
¢emu nastaje deoksi-ksiluloza fosfat (DXP). DXP se redukciono izomerizuje enzimom DXP redukto-isomera-
zom (DXR, ili IspC) do metil-eritritol fosfata (MEP), po cemu je ovaj metabolicki put i dobio naziv. U seriji
reakcija koje su katalisane brojnim enzimima formira se hidroksi-metil-butenil pirofosfat (HMBPP), a u kraj-
njim reakcijama reduktivne dehidratacije i formiranja IPP/DMAPP, ucesée imaju enzimi koji sadrze gvozde i
sumpor (Sl. 1.15).

CITOPLAZMA
L2 T PLASTID
MVA put Piruvat +;rioza- fosfat (TP)
Acetil-CoA Deoksi-ksiluloza-fosfat (DXP)
M }
4
. L Metil-eritritol-fosfat (MEP)
Hidroksimetil
glutaril-CoA (HMG-CoA) )" \
QY
Mevalonska kiselina (MVA) A"
l Hidroksi-metil-butenil-difosfat (HMBPP)

Dimetilalil-pirofosfat () lzopentenil- _L_~ Izopentenil- JFR— ;lmetl|a|||-pirofosfat
DMAPP pirofosfat (IPP) < pirofosfat (IPP) # (DMAPP)
AL
1
x1 /2 1,(1 3 . lx -
Farnezil- b Skvalen Geranil-pirofosfat Geranilgeranil-

pirofosfat (FPP) A (GPP) pirofosfat (GGPP)

Triterpe'ni Diterpeni | Tetraterpeni
Steroli Hlorofil (Karotenoidi)

’ Seskviterpeni
I

| |ﬂ|
v {} APOPLAST V 0

I
Sl. 1.15. Kompartmentalnost sinteze izoprenoida i glavnih prekursora fitola
(terpena): MVA put u citoplazmi i MEP put u hloroplastu.

Fitol, diterpenoid (diterpenski alkohol) je derivat geranilgerani(o)l-pirofosfata (GGPP) sa 20 C atoma, koji
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je nastao kondenzacijom 3 molekula IPP (3xC5) i 1 molekula DMAPP (1xC5), nastalih u MEP (MVA) biohemij-
skom putu. Vazan enzim je geranilgeranil-pirofosfat sintaza. Konverzija GGPP u fitol, odnosno njegovu fos-
forilisanu, metabolicki aktivnu formu, fitil-pirofosfat (PPP) je katalisana i koordinisana enzimom gerani-
lgeranil-reduktazom (GGR) i teCe uporedo sa sintezom porfirinskog prstena. Najvazniji enzim koji kataliSe
esterifikaciju i formiranje prvog inermedijera, geranilgeranil-hlorofilida a je enzim hlorofil-sintaza (engl.
Chl-syn). Konacna reakcija u formiranju hlorofila g je hidrogenacija (redukcija) geranilgeranil-hlorofilida a
enzimom geranilgeranil-reduktazom (GGR) (Sl. 1.13).

U zelenim listovima (u hloroplastima), GGPP se prvo pretvara u fitil-pirofosfat (PPP) i potom, esterifikuje sa
hlorofilidom a da bi se formirao hlorofil a. U etioplastima (na pocetku ozelenjavanja), GGPP se prvo esteri-
fikuje sa hlorofilidom g, a proizvod geranilgeranil-hlorofilid g se potom sukcesivno hidrogenizuje sa NADPH
(katalisano geranilgeranil-reduktazom) da bi se na kraju formirao hlorofil a. Ovakav sled reakcija je posle-
dica nedostatka NADPH i/ili niske aktivnosti GGR u etioliranim biljnim organima na pocetku ozelenjavanja.

Geranilgeranil-pirofosfat (C20) je vazan intermedijer ne samo u sintezi hlorofila, vec i u putevima biosinteze
vitamina E (tokoferol), vitamina K (filohinona), karotenoida, biljnih hormona (giberelina) i dr.

Hlorofil b se formira od hlorofilida a oksigenacijom sa molekularnim kiseonikom uz kataliticku ulogu enzi-
ma hlorofilid a oksigenaze, Cime se metil grupa hlorofilida a (na Il (B) pirolovom prstenu) pretvara u aldehid-
nu grupu. Ova reakcija oksigenacije te€e u dva koraka, a nastali hlorofilid b se zatim vezuje sa fitolnim boc¢-
nim lancem pomocu enzima hlorofil sintaze ¢ime se formira hlorofil b (SI. 1.13).

Kvantitativni odnos Hl a/Hl b regulisan je reverzibilnom konverzijom: hlorofilid a - Hlorofil b - hlorofil(id) g,
Sto predstavlja tzv. ,hlorofilni ciklus®.

Za sintezu hlorofila neophodni su makro- i mikronutrijenti, azot, fosfor, kalijum, magnezijum, sumpor, gvo-
Zde, bakar, mangan, cink i dr., dakle, svi elementi koji su konstituenti molekula hlorofila, ili obezbeduju rad
brojnih enzima. Poremecaiji u sintezi hlorofila, manifestuju se hlorozom (odsustvom boje) listova.

1.3.2.2. Karotenoidi

Karotenoidi predstavljaju veliku klasu, od preko 1000 fotosintetickih pigmenata, Zuto-narandzZasto-crvene
boje, koje sintetisu biljke, alge i fotosinteticke bakterije. Osim fotosintetickih organizama i neke gljive i ne-
fotosinteticke bakterije sintetiSu karotenoide. U biljkama su prisutni kao karoteni i njihovi oksidovani deri-
vati, ksantofili. Karotenoidi imaju esencijalnu ulogu u procesu fotosinteze, gde kao komponente ,,antena“
pigmentno-proteinskih kompleksa oba fotosistema (LHC I i LHC Il) obezbeduju ,,sakupljanje® svetlosne eks-
citacione energije i njen prenos do reakcionih centara (hlorofila g u PS I'i PS ). Njihova boja ukazuje na to
da oni ne reflektuju zeleni deo spektra kao hlorofili, ve¢ apsorbuju ljubicasto-plavi i veéi deo zelene svetlosti
(Amax=400-500 nm). Zbog ovakvog spektra apsorpcije, karotenoidi znacajno povecavaju efikasnost iskori-
S¢avanja elektromagnetnog zracenja u fotosinteticke svrhe (Tabela 1.2.).
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Tabela. 1.2. Najcesce zastupljeni karotenoidi, talasne duZine apsorpcionih maksimuma (A, nm) i zastupljenost u

razli¢itim vrstama.

Pigmenti =A_, (nm) Prisutni u fotosintetickom aparatu:

-karoten 466-497 Vise biljke, vecina algi i neke modrozelene bakterije (Cyanobacteria)

(CoHse)

o-karoten 454-485 Vise biljke i neke alge

Lutein 440-464-500 Vise biljke, zelene (Chlorophyta) i crvene (Rhodophyta) alge,
modrozelene bakterije (Cyanobacteria)

Violaksantin ~ 417-442-472  ViSe biljke, neke alge i modrozelene bakterije (Cyanobacteria)

Zeaksantin 450-475-513 Vise biljke, neke alge i modrozelene bakterije (Cyanobacteria)

Fukoksantin ~ 450-540 Silikatne (Diatomea) i mrke (Phaeophyta) alge

Fikoeritrin 490-565 Crvene alge (Rhodophyta) i neke modrozelene bakterije

(Cyanobacteria)

Druga, jednako vazna uloga karotenoida je zastita fotosintetickog aparata od njegove oksidativne destrukci-
je izazvane prevelikim svetlosnim intenzitetima i proizvodnjom reaktivnih kiseoni¢nih molekula (slobodnih
radikala, ROS). Stoga su karotenoidi snazni antioksidanti sa fotoprotektornom ulogom.

U volu i povréu koje se najcesce koristi u ljudskoj ishrani nalazi se preko 50 vrsta karotenoida koji imaju izu-
zetno vaznu nutritivnu i zastitnu (antioksidantnu) ulogu u organizmima konzumenata: a- i B-karoten imaju
ulogu provitamina A: metabolicki se u ljudskom organizmu prevode u vitamin A (retinol).

Boja karotenoida i izrazena antioksidativna, odnosno, reduktivna svojstva proisticu iz njihove strukture: to

su izoprenoidi sa osnovnim skeletom koji je sacinjen od osam izoprenskih jedinica (C5), Sto rezultira u mole-
kulskoj konfiguraciji nerazgranatog ugljovodoni¢nog lanca C40 koji sadrzi od 9 do 11 dvostrukih nezasicenih
kovalentnih veza. Ove veze daju snaZan reduktivni potencijal karotenoidima i sposobnost efikasnog tran-
sporta elektrona kroz molekul, kao i transport apsorbovane ekcitirajuée energije na reakcione centre. Karo-

teni su saCinjeni samo od ugljenika i vodonika, sa ugljovodonicnim kosturom C, H, , dok ksantofili u svojoj
strukturi imaju jedan ili viSe molekula kiseonika koji se nalaze u hidroksilnim, karboksilnim, keto, ili epoksi
grupama. Ugljovodoni¢ni karotenoidni lanac moze da ima na krajevima, jedan, ili dva prstena, ili pak, da se
zavrSava bez prstena, te stoga postoje aciklicni, monociklicni i biciklicni karotenoidi. Na Sl. 1.16. prikazana je
hemijska struktura najzastupljenijih karotenoida.

19



Metabolizam i energetika biljaka

Karotenoidi
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Sl. 1.16. Podela i hemijska struktura najzastupljenijih karotenoida.

1.3.2.2.1. Biosinteza karotenoida

Kao Sto je receno, karotenoidi po strukturnoj, odnosno, molekularnoj organizaciji spadaju u grupu izopre-
noida - tetraterpena i stoga predstavljaju derivate izoprenoidnog biosintetickog puta koji moze da se de-
Sava u citoplazmi preko glavnog intermedijera mevalonske kiseline (MEV put), ili u plastidima preko metile-
ritritol-fosfata (MEP put). Ovo je zajednicki metabolicki put biosinteze hlorofila, karotenoida, giberelinske
kiseline i abscisinske kiseline. Prva specifi¢na reakcija u biosintezi karotenoida je kondenzacija dva moleku-
la geranilgeranil-pirofosfata (GGPP) u fiteen (15-cis-fitoen, C, H_,) uz kataliticku aktivnost enzima fitoen-sin-
taze (PSY) (SL. 1.17). Nastali fitoen se preko nekoliko reakcija desaturacije katalisanih enzimima desaturaza-
ma i intermedijera {-karotena preobraca u likopen (C, H, ). Enzimi desaturaze uvode Cetiri dvostruke veze
u molekul fitoena uz aktivnost enzima karotenoid-izomeraze kojima se preobracaju cis- u trans- molekulske

forme.

Nakon reakcija desaturacije, u biosintetickom putu sinteze karotenoida, dolazi do ciklizacije nastalog likope-
na, Sto predstavlja kriticnu tacku grananja karotenoida, razli¢itih u odnosu na krajnje grupe (Sl. 1.17).
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MEP metabolicki put
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Sl. 1.17. Biosinteza karotenoida - MEP (metileritritol-fosfatni) put.

Specifi¢na ciklizacija dovodi do sinteze razlicitih vrsta karotenoida u zavisnosti od prirode terminalnog pr-
stena, a zapocinje formiranjem dve glavne grane: a-grana (sa e-prstenom) i B-grana (sa 3-prstenom). Ovo
grananje u biosintezi je katalisano specifi¢cnim enzimima koji pripadaju familiji ciklaza (likopen e-ciklaza, od-
nosno, likopen B-ciklaza). Tako, a-karoten prelazi u lutein uzastopnim hidroksilacijama katalisanim enzi-
mima hidroksilazama. Lutein je najrasprostranjeniji ksantofil u biljkama, nije provitamin A, ali ima izuzetna
hranljiva i antioksidativna svojstva u ishrani. Vazan je strukturni stabilizator ,,antena“ pigmentno-protein-
skih kompleksa, omogucuje transport ekscitacione energije kroz fotosisteme i zastitu fotosistema od foto-
destrukcije. U drugoj grani biosinteze, hidroksilacija B-karotena dovodi preko nekoliko intermedijera do sin-
teze zeaksantina, koji potom, uz kataliticko dejstvo enzima zeaksantin-epoksidaza prelazi u anteraksantin
i potom u violaksantin, vazan intermedijer i u sintezi ABA.

1.4. Molekularna organizacija tilakoida: fotosinteticki
aparat - fotosinteticke jedinice

Kao sto je ranije objasnjeno, tilakoidne membrane u hloroplastima visih biljaka organizovane su u dva struk-
turno-funkcionalna odeljka: lamele grana (grana region), odeljak koji ¢ine grupe membranskih diskova (pec-
nika od 300 do 600 nm), paralelno naslaganih, koji zatvaraju unutrasnji prostor - lumen lilakoida. Grana tila-
koidni regioni su povezani pojedinacnim tilakoidima koji se prostiru kroz stromu hloroplasta - lamele strome.
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U procesu fotosinteze, konverzija svetlosne energije u elektrohemijski potencijal koji Ce rezultirati sintezom
ATP i NADPH, zahteva dva fotosistema koji funkcioniSu sinhrono i koji su kod visih biljaka integrisani u tila-
koidne membrane hloroplasta. Morfo-anatomska svojstva hloroplasta i tilakoida vec su objasnjeni u odelj-
ku 1.3., a ovde e akcenat biti na strukturno-funkcionalnoj i molekulskoj organizaciji tilakoida, koje odredu-
ju njihovu ulogu u fotosintezi.

Tilakoidi hloroplasta visih biljaka su specificne biomembrane sacinjene od dva sloja molekula lipida (dvo-
sloj, bilejer). U lipidni matriks su uronjeni specifi¢ni pigmentno-proteinski kompleksi i kofaktori (Sl. 1.18).

@ E : 1 U Fotosistem Il Dcitohrom bgf kompleks gﬂomplastna ATP-sintaza

Sl. 1.18. Tilakoidne mebrane hloroplasta u svojoj osnovnoj struklturi imaju lipidni dvosloj sa Cetiri multiproteinska
kompleksa: fotosistem I (PSI), fotosistem Il (PSll), citohrom b f kompleks i enzim ATP-sintaza (CF,CF, kompleks;
Hloroplastna H* ATP-sintaza). Adaptirano prema Staehelin i Paolillo (2020). Elektronski izvori slika, str. 101.

1.4.1. Struktura fotosintetickog aparata visih biljaka

Strukturno-funkcionalne komponente tilakoida su osim lipidnog dvosloja i Cetiri glavna proteinska
kompleksa koji obezbeduju funkcionisanje ,masinerije“ za proces fotosinteze, a to su:

+ Fotosistem | (FS I iliengl. PS ),

+ Fotosistem Il (FS Il ili engl. PS I),

« Citohrom b f kompleks (Cit b fili engl. Cyt b f)
o ATPsintaza (ATPsin ili engl. ATPsyn).

U lipidni matriks tilakoidnih membrana uronjeni su jos plastohinon (PH ili PQ) i plactocijanin (PC), koji pred-
stavljaju nisko-molekularne (pokretne) prenosioce elektrona izmedu fotosistema.

Lipidi tilakoida su sredina u kojoj se deSavaju transport elektrona i fotohemijske reakcije u svetlosnoj fazi fo-
tosinteze. Lipidni matriks tilakoida sprecava slobodnu difuziju jona kroz membranu i na taj nacin omoguca-
va raslojavanje naelektrisanja izmedu stromalne strane tilakoida i prostora u lumenu tilakoida, te stvaranje
elektrohemijske potencijalne razlike izmedu dve strane membrane i generisanje membranskog potencijala,
Sto je od esencijalnog znacaja za funkcionisanje ATP sintaze. Specifi¢ni lipidi tilakoida pripadaju dvema kla-
sama galaktolipida (monogalaktosil-diacil-glicerol (MGDG) i digalaktosil-diacil-glicerol (DGDG)), jednoj kla-
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si sulfolipida (sulfohinovosil-diacil-glicerol (SHDG / SQDG)) i jednoj klasi fosfolipida (fosfatidil-glicerol (FG /
PG)).

Molekuli fotosintetickih pigmenata ne funkcioniSu u procesu fotosinteze pojedinacno, veé u grupama, pi-
gmentno-proteinskim kompleksima koji se nazivaju Fotosinteticke jedinice - Fotosistemi (FS, ili PS).

Fotosinteticku jedinicu - fotosistem Cini:

» Reakcioni centar (RC) predstavlja fotohemijski aktivne molekule hlorofila a od kojih krece proces
fotosinteze (primarni fotohemijski akt). Molekuli hlorofila a u RC su stoga, primarni donori elektrona,
koji nakog inicijalnog pobudivanja fotonima, predaju ekscitirane elektrone primarnom elektronskom
akceptoru koji je deo elektron-transportnog lanca;

» Kofaktori elektron-transportnog lanca smesteni u proteinima reakcionog centra. Funkcionisu u
elektronskom transportu po sistemu akceptor-donor, ¢ime je ostvaren transport duz gradijenta elek-
tro-hemijskog potencijala;

+ ,Antena“ kompleks ili LHC (engl. Light Harvesting Complex) je grupa fotosintetickih pigmenata, hlo-
rofila (aib) i karotenoida, organizovanih u pigmentno-proteinske komplekse sa ulogom u prikupljanu
svetlosne energije za ekscitaciju hlorofila a u reakcionim centrima fotosistema (Sl. 1.19). Ovi pigmen-
ti se ne menjaju hemijski, nego prenose energiju induktivnom rezonancom, dok se hlorofil g u reakci-
onom centru nakon predaje elektrona primarnom akceptoru, oksiduje (hemijski promeni).

Postoje dva fotosistema (FS I i FS I1) koji su na ta¢no odreden nacin rasporedeni u tilakoidima. Opsta struk-
turno-funkcionalna organizacija fotosistema prikazana je na Sl. 1.19.

FOTOSISTEM
Elektronski transport Primarni
elektronski RC-Kompleks Primarni e-akceptor
Svetlost akceptor .
Reakcioni

Hlorofil a centar (RC) o
— =
uRC g
£
@ |
E |
2
=
3
L]
=
Transport Antena Molekuli pigmenata
ekscitacione ';i::el‘:::
CEG) (u:q Hlorofil @ — dimer -
FOTOSISTEM Lumen Eﬂ‘am

Sl. 1.19. Opsta Sema fotosistema (FS, PS).
Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 101.

O strukturi i molekulskoj organizaciji fotosintetickih jedinica bice vise reci kada se bude govorilo o mehanizmu
fotosinteze i funkciji svake komponente u transportu elektrona (svetlim reakcijama,.

1.5. Mehanizam fotosinteze
Kompleksni proces fotosinteze kojim se svetlosna energija nakon apsorpcije od strane fotosintetickih pi-

gmenata preobraca u hemijsku energiju deponovanu u makroenergetska jedinjenja i organsku materiju (Se-
Cer - glukozu), sastoji se od dve faze, svetlosne i tamne, odnosno, ¢ine je dve grupe reakcija koje teku isto-
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vremeno (sinhrono) na svetlosti, to su:

« Svetlosne (svetle / reakcije zavisne od svetlosti) - deSavaju se u tilakoidima hloroplasta i koriste
energiju sunceve svetlosti za nastanak makroenergetskih jedinjenja ATP i NADPH, koji omogucava-
ju (energizuju) pokretanje i sinhroni tok tamnih reakcija. Produkt svetlosnih reakcija je i O, koji nasta-
je fotolizom H,0;

» Tamne (reakcije nezavisne od svetlosti) - nazivaju se i Kalvinov ciklus (po Melvinu Kalvinu koji ga je
otkrio), deSavaju se u stromi hloroplasta i za njih nije potrebna neposredna apsorpcija svetlosti kao za
svetlosne, ali je potrebna energija ATP i NADPH nastalih u svetlosnim reakcijama. Istovremeno, za ak-
tivaciju nekoliko enzima tamne faze fotosinteze, potrebna je svetlost. Produkt ovih reakcija je organ-
ska materija (Secer). Opsti mehanizam fotosinteze i jednacina glavnih ulaznih i izlaznih parametara su
predstavljeni na Sl. 1.20.

Svetlost
hv

[

Svetle reakcije Tamne reakcije

(Tilakoidi) _,_, (Stroma hloroplasta)
H,0 i ﬁ cr!zo

6C0, 4 12H0 % CHL0, , 60, , 6H0
Ugljen dioksid Voda Hlorofil Glukoza Kiseonik Voda
D Hloroplast @
H,0 co,
Svetlost /
ATP
N
NADPH, Kalvinov
ciklus
Sv:tlf Tamne
reakcije reakcije

ADP EI

N
<D 29,
09’ .9
oz 20999,
- | /)_

Sl. 1.20. Mehanizam fotosinteze i opSta hemijska jednacina procesa.

1.5.1. Svetlosne reakcije fotosinteze

Apsorpcijom fotona od strane hlorofila @ u RC pokrecu se fotosinteticke reakcije zavisne od svetlosti, to su:

« apsorpcija svetlosti,
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« transport elektrona,
+ sinteza ATP i NADPH (fotofosforilacija) i
« aktivacija enzima koji kataliSu reakcije Kalvinovog ciklusa.

1.5.1.1. Apsorpcija svetlosti

Kada molekul pigmenta (hromofora) apsorbuje foton (ta¢no odredene talasne duzine - energije), prelazi iz
stabilnog u pobudeno (ekscitirano) stanje (Sl. 1.21).

T erergetek
3 getsko
ﬁ/% stanje @

1

Apsorpcijom fotona elektron
Foton prelazi u orbitalu viSeg
energetskog nivoa

I

/ Foton
Osnovno
' @

0 energetsko °
Fotoaktivni molekul ~ stanje
- pigment

Energija

Sl. 1.21. Pobudeno stanje se na subatomskom nivou desava kada atom primljenu energiju fotona iskoristi za prelazak

elektrona u energetski visu elektronsku orbitalu, udaljeniju od jezgra atoma. U pobudenom singletnom stanju, elektron

je u istoj spin orijentaciji kao sto je bio u osnovnom stanju, dok pobudeno tripletno stanje znaci da ekscitirani elektron
ima istu orijentaciju spina (paralelno) sa drugim nesparenim elektronom u orbitali.

Sta se desava kada fotosinteticki pigment (hromofora) apsorbuje foton?

Hlorofil je stabilan molekul koji ima hromoforu u obliku (porfirinskog) prstena oko kojeg elektroni
mogu slobodno da migriraju. Posto se elektroni slobodno krecu, prsten ima potencijal da lako
primi ili izgubi elektrone, a samim tim i potencijal da preda pobudene (energizovane) elektrone
susednim molekulima. Ovo je osnovni proces kojim hlorofil apsorbuje (“hvata”) energiju sunceve
svetlosti, tako da apsorpcijom svetlosti molekul hlorofila prelazi u pobudeno (ekscitirano) stanje
(hlorofil*) (Sl. 1.22).

Samo fotoni odredene talasne duzine imaju energiju koja zadovoljava energetske prelaze u hromofori mo-
lekula pigmenta, Sto je proces ,,sve ili nista“, odnosno, energija se apsorbuje samo u diskretnim (tacno odre-
denim, odvojenim) kvantima, sto dovodi do diskretnih pobudnih stanja i svojstva da svaki opticki aktivan
molekul ima specifi¢an spektar apsorpcije. Energija potrebna za pobudivanje hromofora zavisi od strukture
hromofora i broja konjugovanih dvostrukih veza. Konjugovane dvostruke ti-veze predstavljaju alternativnu
organizaciju jednostrukih i dvostrukih veza, dislocirane su, sto znaci da dele mt-elektrone koji su na taj nacin
distribuirani preko celog konjugovanog sistema (hromofore). Ovim se povecava apsorpciona povrsina po je-
dinici kvadrata molekula hromofore (Sl. 1.22).
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CH,
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0 B-karoten:
o o Hromofora hlorofila a: 11 konjugovanih n-veza
HO H,c ~ 10 konjugovanih n-veza

Hlorofil — ™Y, Hiorofil*

Sl. 1.22. Konjugovane dvostruke veze (alternativna organizacija jednostrukih i dvostrukih veza) u hromofori
(porfirinskom prstenu) molekula hlorofila a i u molekulu 8-karotena.

Razli¢iti pigmenti apsorbuju razliCite talasne duZine, jer zbog specificne molekulske strukture imaju tacno
odredene ,energetske praznine“ izmedu elektronskih orbitala. Nakon apsorpcije fotona (hv), -elektroni ko-
njugovanog sistema dvostrukih veza podiZu se na viSu orbitalu i dolaze na prvo pobudeno singlet stanje (S1).
Posto je pravilo da vedi broj konjugovanih dvostrukih veza u hromofori, znaci manju energiju koja je potreb-
na za ekscitaciju -elektrona u prvo singletno stanje (S,), energija ,,crvenih fotona“ vecih A i manje energije
energetski zadovoljava ove prelaze. |z spektra apsorpcije fotosintetickih pigmenata (FAR), vidljivo je da hlo-
rofili visih biljaka apsorbuju i fotone plavog dela spektra, kraih A i vece energije, Sto omogucava ekscitacije
n-elektrona do drugog pobudenog singlet stanja (S,) (SL. 1.23).

5
3 — Vibracioni
nobudenc i < energetski
30 nivoi
Gubitak dela energije u obliku toplote - interna konverzija — promene u vibracionim energijama
pobudenih elektrona
W 5
=) 3
=] pobudeno X
S : i =
-+ S d 4
(] @ - g 0
= 2 i
80 o o 'g| Gubitak dela energije u obliku toplote -
o 2 vl Yl 5y medusistemski
w o al gl %_‘h prelazi
g_ S él triplet stanje [
S |
S = = i
2 o S, - S, energetski prelaz:
o 8 |
< = I - toplota,
g : - fluorescencija— gubitak energije u obliku svetlostivecih A,
21 1 - rezonantni transport do susednih pigmenata—u LHCi
‘: ! - fotohemijskirad — u RC.
Sy 3
2
osnovno 1 v
energetsko stanje |

Sl. 1.23. Energetski/elektronski prelazi fotoaktivnih molekula (interna konverzija i intersistemski prelazi) tumace se
Jablonski dijagramom.
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Za fotosintezu su energetski pogodni fotoni koji pripadaju plavom i crvenom spektru vidljive svetlosti: apsorpci-
ja plavih fotona vece energije dovodi do ekscitacije m-elektrona konjugovanih dvostrukih veza hlorofila i nji-
hovog prelaska u drugo singlet pobudeno stanje (S,), dok apsorbovani crveni fotoni energetski zadovoljavaju
ekscitaciju m-elektrona do prvog singlet pobudenog stanja (S,). Energetske promene: S-S -S, mogu da se od-
vijaju postepeno preko razlicitih (pod)nivoa vibracije i energije rotacije, cime se razlika energije u potpunosti
pretvara u toplotu. Rasipanje energije preko toplote sniZava energetski nivo m-elektrona sa S, do prvog triplet-
nog stanja (T ), koje ne moZe biti ostvareno direktno ekscitacijom sa nivoa S,

Na Sl. 1.23. se vidi da su fotoni crvene svetlosti, iako manje energije, jednako funkcionalni u procesu fo-
tosinteze kao plavi fotoni, jer se prilikom povratka na prethodni nivo ekscitiranog molekula hlorofila pre-
lazom m-elektrona sa S, na S, energija gubi kao toplota (i/ili fluorescencija), ne iskoriS¢ava se za proces fo-
tosinteze, dok se pri energetskim prelazima S u S , apsorbovana energija oslobada na Cetiri nacina, to su:

+ toplota,

« fluorescencija (foton vece talasne duZine i manje energije od apsorbovane, deSava se kada elektron
prelazi na nizi energetski nivo, ne u osnovno stanje),

+ rezonantni transport do susednog molekula pigmenta (u antenskim pigmentnim kompleksima (LHC)
- kada elektron prelazi na nizi energetski nivo) sto je znacajno za proces fotosinteze i

 fotohemijski (fotosinteticki) rad u molekulu hlorofila a u RC - kada ekscitirani m-elektron postaje elek-
tronski donor (reduktant) odgovaraju¢em akceptoru (Feofitin u FS 111 A u PS I); ekscitirani elektron se
ne vraca u osnovno stanje istog molekula, ve¢ prelazi na drugi molekul (akceptor) ¢Cime se pokrece niz
oksido-redukcionih reakcija, Sto je znacajno za proces fotosinteze.

Treba napomenuti da je apsorpcija porfirinskog prstena (tetrapirola) izmenjena razli¢itim supstituentima, te
otuda postoje razlike u apsorpcionim spektrima, o ¢emu je bilo govora ranije (videti poglavlje u vezi sa pri-
rodom svetlosti i fotosinteticki aktivnom radijacijom FAR).

1.5.1.1.1. Apsorpcija svetlosti i rezonantni transport energije u antena komleksima (LHC)

Efikasna fotosinteza je moguca samo kada se energija fotona razlicitih talasnih duzina apsorbuje od strane
antenskih kompleksa (LHC).

LAntena“ pigmentno-proteinski kompleksi fotosistema | (LHC 1) i fotosistema Il (LHC Il) su transmembranski

hromoproteini od esencijalnog znacaja za izbalansiran i efikasan elektronski transport tokom svetlih reakci-
jafotosinteze, a koji su vezani preko posebnih pigmentno proteinskih kompleksa za reakcione centre (RC PS
|- P, iRCPSII-P_ ). Kompleks LHC | je integralni deo fotosinteticke jedinice PS I, dok LHC Il Cine fotosin-
teti¢ki pigmenti koji nisu u celosti integralni deo PS II, vec su sa specifi¢nim proteinima ugradeni u odvojene
komplekse (superkomplekse) trimerne molekulske organizacije (Sl. 1.24).
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Sl. 1.24. Molekularna organizacija PS II-LHC Il and PS I-LHC | super komleksa kod biljaka: izgled sa gornje strane i
izgled u tilakoidnoj membrani. LHC Il membranska organizacija proteina i pigmenata karakteristicna je po dominantno
trimernoj strukturi, dok LHC | preteZno sadrZi pigmente i proteine organizovane u monomerne strukture. Adaptirano
prema: Elektronski izvori slika, str. 101.

Za razliku od reakcionih centara (RC), Ciji je sastav slican, ¢ak i kod geneticki razli¢itih fotosintetic¢kih organi-
zama, sastav antena-kompleksa, varira u zavisnosti od vrste fotosistema (LHCI / LHCII), ali i od intenziteta i
kvaliteta svetlosti kojoj su biljke izloZene i adaptacija u cilju zastite fotosintetickog aparata. | pored ove vari-
jabilnosti, mozZe se kao pravilo navesti da u strukturi fotosinteticke jedinice, na jedan reakcioni centar, dolazi
nekoliko stotina molekula hlorofila (200-300), dok broj molekula karotenoida i njihov kvalitativni sastav za-
visi od intenziteta i kvaliteta svetlosti, ¢inioca koji odreduju biosinteticke puteve karotenoida i njihove tran-
sformacije, a u cilju Sto bolje zastite od fotodestrukcije. Proteini se u antenskim kompleksima visih biljaka
nazivaju i hlorofil a/b antena-proteini.

Mehanizam kojim se pobudna (ekscitaciona) energija (,eksciton®) prenosi u antenskim kompleksima (LHC)
od molekula koji prihvata foton na sledeci pigmentni molekul i dalje u sistemu donor-akceptor do kona¢nog
akceptora, RC, naziva se rezonancija. U ovom rezonantnom energetskom transferu (engl. fluorescence reso-
nance energy transfer - FRET), dolazi do prenosa apsorbovane svetlosne energije bez pobudivanja elektro-
na i njihovog transporta, nema zracenja, ve¢ dolazi do rezonantne interakcije izmedu hromofora (fluorofo-
ra: molekula pigmenata u hromo-proteinima LHC), nema prevodenja ekscitona u toplotnu energiju (ili vrlo
malo, $to predstavlja gubitak), niti kinetickih sudara izmedu molekula donora i akceptorskih molekula. Za
apsorpciju svetlosti od strane LHC, frekvencije oscilacija hemijskih veza pigmentnih molekula moraju biti
jednake frekvenciji upadnog svetlosnog zracenja, a hemijske veze imaju svojstva elektri¢cnog dipola. To zna-
¢i da se emisioni spektar molekula donora (pigmenta - hromofore - fluorofore) mora podudarati (preklapa-
ti) sa delom ekscitacionog spektra molekula akceptora da bi se ostvario uspesan fluorescentni rezonantni
transport energije.

Efikasnost rezonantnog prenosa zavisi od rastojanja izmedu hromofora (< 10nm), posto su u pitanju di-
pol-dipol interakcije ,dugog dometa“: pobudeni molekul pigmenta (hromofora) ponasa se kao oscilira-
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judi dipol koji mozZe razmeniti energiju sa drugim dipolom iste, ili sli¢ne rezonantne frekvencije, tako
da dolazi do pojave tzv. povezanih (kuplovanih) oscilacija (promenjenih frekvencija oscilacija molekulskih
veza) i daljeg prenosa energije do konacnog akceptora (hlorofila a u RC). FRET u LHC je od velikog znacaja
za efikasnost fotosinteze jer se na taj nacin prosiruje opseg talasnih duzina apsorbovanih fotona za fotosin-
teticke svrhe (Sl. 1.25).

A B
Svetlost Rezonantni transport energije Apsorbovani  Rezonantni transport
hy ekscitacije Transport elektrona foton

Molekul Molekul
donor akceptor
Primarni <10 nm

akceptor Oscilirajuéii dipoli

Reakcioni
»Antena” pigmentno-proteinski centar (RC)

kompleks (LHC) elektrona

Sl. 1.25. Transport energije kroz fotosistem:

A. U LHC: Rezonantni transport energije ekscitacije (fluorescence resonance energy transfer - FRET). Molekul do-
nora (fotosinteticki pigment) nakon apsorpcije fotona prenosi energiju ekscitacije (eksciton) bez zracenja i bez
transporta elektrona do najbliZeg akceptora. Distanca izmedu molekula mora biti manja od 10 nm, kako bi rezo-
nancija (oscilirajuéeg) molekula akceptora imala ulogu energije ekscitacije sledeceg molekula akceptora;

B. Ureakcionom centru (RC): Transport elektrona nakon apsorpcije fotona.

Kako antenski sistemi LHC | i LHC Il mogu da menjaju energetska stanja tokom prenosa energije do RC, mo-
guce je ,funkcionalno pomeranje“ dela LHC Il do PS | i formiranje PSI-LHCI-LHCII ¢ime se povecava efika-
snost fotosinteze (elektronski transport kroz PS 1) u uslovima velikih svetlosnih intenziteta uz istovremeno
bolju zastitu od fotodestrukcije. Aktivnost i veca efikasnost je preko formiranja super-kompleksa PS | - LHC
| - LHC Il koordinisana redukcijom hinona i formiranjem plastohinona (PQH,), aktivacijom enzima kinaze i
fosforilacijom proteina u LHC II. Fosforilisani LHC Il funkcioniSe kao periferni antena kompleks PS |, zajed-
nosaLHCI.

1.5.1.1.2. Apsorpcija svetlosti u reakcionim centrima fotosistema (RC FS)

Da bi pobudio fotosinteticki reakcioni centar, foton definisane energije mora da reaguje sa molekulom hlo-
rofila a u reakcionom centru (RC). Molekuli hlorofila a u oba reakciona centra ekscitiraju se neposredno ap-
sorpcijom fotona (u manjoj meri) i apsorpcijom energije fotona koja dolazi rezonantnim putem preko ante-
na kompleksa (Sl. 1.26).
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Sl. 1.26. Kada jedan od mnogih pigmenata PS apsorbuje svetlost, energija se prenosi unutar sistema od pigmenta do
pigmenta dok ne dode do RC, gde ekscitacija m-elektrona hlorofila a u prvo singlet stanje pokrece transport elektrona i
fotohemijski rad. Na slici je prikazan transport energije ekscitacije do RC FS Il (P, ), isto vaZi za RCFS | (P, ).

1.5.1.2. Transport elektrona

Proces fotosinteze Cini niz oksido-redukcionih hemijskih reakcija u kojima se elektroni pomeraju sa jedinjenja
koje se oksiduje na jedinjenje koje se primanjem elektrona redukuje. Kako je vec naglaseno, fotosinteticki tran-
sport elektrona deSava se u membranama tilakoida, ostvaren preko dva fotohemijska kompleksa (PS I'i PS II) koji
funkcioniSu u serijama shodno (redoks) potencijalu svake komponente, kroz dve svetlosne reakcije (Sl. 1.27).

Poreklo koncepta dve svetlosne reakcije vezano je za rezultate istraZivanja fotosinteze sredinom XX veka, a
eksperimentalno otkrice u¢esc¢a dva pigmentna sistema koji funkcionisu po tzv. ,,Z-Semi“ (engl. zig-zag) pri-
pisuje se istraZivacu Robertu Emersonu (engl. Robert Emerson), 1957. godine. Linearni fotosinteticki tran-
sport elektrona po Z-Semi definisan od strane naucnika Robina Hila (eng. Robin Hill) i Fai Bendala (engl. Fai
Bendall) 1960. godine, kao i nezavisno od njih Luis Dajsen (engl. Louis-a Duysens), 1961. godine je i danas
naucno opsteprihvacen. Od tada su se mnogi naucnici bavili istraZivanjima u vezi sa svetlosnom fazom fo-
tosinteze i transportom elektrona, Sto je dovelo do niza znacajnih otkrica u domenu molekularne organi-
zacije fotosintetickih jedinica i njihove specificne uloge u konverziji svetlosne energije u elektri¢nu (tok
elektrona kroz membranu tilakoida) i potom u hemijsku energiju makroenergetskih jedinjenja ATP i NADPH.
Nemacki naucnici Johan Dajsenhofen, Robert Huber i Mihel Harmut (nem. Johann Deisenhofer, Robert Hu-
ber i Hartmut Michel) su definisali 3D-strukturu fotosintetickih reakcionih centara (u fotosisntetickim bakte-
rijama), za Sta su 1988. godine dobili Nobelovu nagradu za hemiju.

1.5.1.2.1. Linearni transport elektrona - Z Sema

Fotosinteticki transport elektrona nasuprot elektrohemijskom (termodinami¢kom) gradijentu kroz tilako-
idne membrane hloroplasta je proces indukovan (energizovan) apsorpcijom fotona od strane hlorofila g u
reakcionim centrima fotosistema (RCFSI-P, iRCFSII-P ) (SL. 1.26; Sl. 1.27). Istovremeno generisanje
hemiosmotskog - protonskog gradijenta (izmedu lumena tilakoida i strome hloroplasta) omogucava prevo-
denje svetlosne energije u hemijsku energiju ATP i NADPH.
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Sl. 1.27. ,Z“ - Sema transporta elektrona u svetlosnoj (svetloj) fazi fotosinteze. Redoks-prenosioci elektrona su
pozicionirani prema energiji, odnosno, prema njihovom srednjem redoks potencijalu (pri pH 7)

) Apsorpcija fotona od strane P, dovodi do njegove ekscitacije -- prelaska n-elektrona na visi energetski nivo (P, *) -
ovaj prelazak elektrona se desava nasuprot termodinamickom gradijentu (redoks potencijalu): od +1,2 eV do =-0.6 eV;
apsorpcija fotona od strane P, dovodi do njegove ekscitacije P, * - nasuprot termodinamickom gradijentu (redoks po-
tencijalu): od x+0,4 eV do =-1.2 eV;

[Elektron nosi negativno naelektrisanje te stoga spontano prelazi na akceptora koji je pozitivniji, to je prelaz duZ gradijen-
ta redoks potencijala; kada elektron uz dodatak energije prelazi na negativniju poziciju, to je prelaz nasuprot termodina-
mickom gradijentu, odnosno, nasuprot gradijenta redoks potencijala]

P~ 1P, predaju elektrone primarnim akceptorima: Feo (Feofitin) u FSIli A, u FS I, a sami ostaju oksidovani (imaju ma-
njak elektrona);

@ P, koji je oksidovan svetlo3cu i izgubio elektrone (katjon P, "), ponovo se redukuje (stabiliSe svoje naelektrisanje)

680
primanjem elektrona (poreklom od H,0) sa proteinskog kompleksa za oslobadanje O, i glavnog medijatora, amino-kise-
line tirozina (Y );

Elektroni se kre¢u duZ gradijenta redoks potencijala (od negativnijeg ka pozitivnijem) preko prenosioca: Q, (Hinon A),
Q, (Hinon B ili Plastohinon - PQ), Plastohinol (Q ,H,/ PQH.);

C‘b Citohrom b f kompleks (Cit b f) prenosi elektrone do rastvorljivog proteina, plastocijanina (PC), koji re-redukuje oksido-
vani P, (katjon P, ') nakon apsorpcije fotona i predaje elektrona primarnom akceptoru A, u FS I;

Elektroni se krecu duZ gradijenta redoks potencijala (od negativnijeg ka pozitivnijem) od primarnog akceptora A (hlo-
rofil), preko prenosioca: Al (hinon), serije Fe-S proteina (FeS, FeS,, FeS,) vezanih u lipidni dvosloj tilakoida do rastvorlji-
vog proteina, feredoksina (Fd);

Rastvorljivi flavoprotein-enzim feredoksin-NADP*reduktaza (FNR) redukuje NADP* do NADPH, neophodnog za reduk-
.cuu CO, u Kalvinovom ciklusu i sintezu Secera (Tamna faza fotosinteze);

L2 ciklicni transport elektrona ukljucuje samo PS | sa prenosiocima (A, A, FeS,, FeS,, FeS_, Fd), PQ i Cit b f kompleks.
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Fundamentalni regulatorni proces svetlosne faze fotosinteteze je transport ekscitiranih m-elektrona
(prvog singlet stanja) iz specijalnih molekula hlorofila g (u reakcionim centrima dva fotosistema - P
i P, ) kroz dve vektorski spregnute reakcije koje ukljucuju niz prenosilaca elektrona i protona ugra-
denih u tilakoidne membrane. Na taj nacin, svetlosna energija ulazi u Zivi sistem, preobraca se i obez-
beduje hemijski rad (energiju koja se prenosi hemijskim reakcijama i sadrZzana je u konacnim produk-
tima: ATP i NADPH).

Membranski kompleksi funkcioniSu kao enzimi (protonske i elektronske pumpe) i imaju specifican poloZaj
u tilakoidnoj membrani u zavisnosti od svog elektrohemijskog, odnosno, redoks potencijala, koji se izraza-
va u elektron-voltima (eVolt). Redoks potencijal pojedinac¢nih komponenata odreduje njihovu ulogu (pozi-
ciju) u elektronskom transportu: oksidativnu (primaju elektron od donora, istovremeno ga oksiduju, a sami
se redukuju), odnosno redukcionu (predaju elektron akceptoru, istovremeno ga redukuju, a sami se oksidu-
ju). Zbog toga se kretanje elektrona odvija duZ gradijenta elektrohemijskog (redukcionog) potencijala, od FS I,
preko Cit b,f kompleksa do FS |, Sto je linerni transport elektron Z-Semi) i predstavlja najvazniji put iskori-
$¢avanja svetlosne energije za hemijski rad. Cetiri integralna membranska proteinska kompleksa neophod-
na za iskoris¢avanje svetlosne energije za linearni transport elektrona u svetlosnoj fazi fotosinteze, su (pore-
dani prema elektrohemijskom potencijalu):

+ Fotosistem Il (PSIl), sa enzimskim kompleksom za oksidaciju H,0: P , Feofitin (Feo, ili engl. Pheo),
Hinon A (Q,), Hinon B (Q,, ili Plastohinon (PQ)) (EC 1.10.3.9),

« Citohrom b _f kompleks (Cyt b f) = enzim Plastohinol-plastocijanin reduktaza (EC 1.10.9.1),

 Fotosistem I (PS 1), sa enzimskim kompleksom za sintezu NADPH: P, , A ; A , serija Fe-S proteina
(FeSx, FeS,, FeS,), feredoksin (Fd) (EC 1.97.1.12) i

+ ATPsintetaza (CF CF,)

6807

700’

Uz ova glavna Cetiri membranska kompleksa, za funkcionisanje svetlosne faze fotosinteze, neophodni su i po-
kretni prenosioci elektrona i protona: Plastohinol (Q H,, ili PQH,) i Plastocijanin (PC) (Tabela 1.3.; SI. 1.28).

Tabela. 1.3. Neke od najznacajnijih razlika izmedu PS 1i PS Il

PS1 PSI

Dominantni poloZzaj: Tilakoidi strome Tilakoidi grana - prema lumenu

U reakcionom centru je: P, (A __ =700 nm) P (A =680nm)

700 ma 680\ ‘ma

Struktura RC: Hlorofil a - dva molekula (dimer) Hlorofil a - klaster od Cetiri molekula

Prenosioci elektrona A, A, F,FiF,

0 A Fo Fy Feofitin,HinonA,HinonB, Plastohinon
-kofaktori u RC:

Terminalni akceptor elek-
trona:

Feredoksin (Fd)

Citohrom b6f

Glavni proteini RC:

PsaAiPsaB

D1iD2; CP43iCP47

Transport elektrona:

Necikli¢ni i Cikli¢ni

Necikli¢ni

Antena kompleks:

LHC I (bogatiji hlorofilom q)

LHC Il (bogatiji hlorofilom b)

Fotoliza H,0 /
Oslobadanje O,

Ne desava se

Desava se
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Stroma
%.! ‘ ‘ | ; ‘

Lumen
tilakoida

' Lamelastrome

i

\
TS

.....

y WL

N Ry A i

) ’ % plastacijanin ATP sintaza
Citohrom bgf

Fotosistem Il

........
TR NN
........
-------------

-----

--------------

H* +
2H,0 4H"+ 0, 2H* 2H* H H*
Oksidacija H,0 H* Lumen tilakoida: velika koncentracija H* H* - H H H H* H
H
. . . . H’
Fotosistem Il Citohrom bf kompleks Fotosistem | ATP sintaza

Sl. 1.28. Transport elektrona i protona kroz tilakoidne membrane je vektorski (Z-Sema) i ostvaren je aktivnoscu Cetiri
(glavna) proteinska kompleksa: Fotosistem Il (sa enzimskim kompleksom za oksidaciju H,0), Citohrom b f, Fotosistem |
(sa enzimskim kompleksom za sintezu NADPH) i ATP sintaza. Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 101.

Objasnjenje slike: Nakon Sto fotoni pobuduju specijalizovane molekule hlorofila a (reakcione centre oba fotosi-
stema, P, i P, ), njihovi elektroni se izbacuju van molekula i generiSu elektronski transport preko niza preno-
sioca od vode do NADP*, prema jednacini:

2H,0 + 2NADP*+ 8 fotona — O,+ 2NADP*+ 2H"

Za nastanak jednog molekula O,, potrebno je ukupno, 4 elektrona iz 2 molekula H,O za redukciju 2 moleku-
la NADP* i nastanak 2 molekula NADPH. Ovaj proces zahteva kumulativno dejstvo 8 fotona (4 apsorbovana
fotona od strane svakog fotosistema).

U strukturi fotosintetickog aparata, osim dve fotosinteticke jedinice (PS I'i PS II), za odvijanje svetlosne faze
fotosinteze, neophodnisui Citohrom b fkompleks (Cit b f / engl. Cyt b f) i ATP sintaza (ATPsin / engl. ATPsyn).

Linearni transport elektrona (Z-Sema) bice detaljnije objasnjen kroz strukturno-molekulsku organizaciju i
funkciju svakog od Cetiri gore navedena integralna membranska proteinska kompleksa.

1.5.1.2.1.1. Fotosistem II: Struktura-molekularna organizacija i transport elektrona kroz PS II

Fotosistem Il je integralni membranski proteinski kompleks koji sadrzi oko 25 proteinskih subjedinica sa pi-
gmentima i kofaktorima neophodnim za odvijanje inicijalnih reakcija fotosinteze i oslobadanje kiseonika.
Proteini PS Il se sintetiSu ekspresijom gena hloroplastnog i jedarnog genoma. Dominantno je PS Il lociran u
tilakoidima grana - prema lumenu tilakoida, a u njemu se nalaze reakcioni centar (RC) sa fotohemijski ak-
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tivnim molekulima hlorofila g i kofaktorima elektron-transportnog sistema (Sl. 1.29). Osnovne komponen-
te strukturno-molekulske organizacije PS Il su:

« - Reakcioni centar fotosistema Il (RCPSII) i
+ - ,Antena“ sistem za prikupljanje energije ekscitacije (LHC I1).

Reakcioni centar PS Il (RC PS II) Cine dve glavne polipeptidne (proteinske) subjedinice, D1 i D2 sa subjedi-
nicama CP 43 i CP 47 koje ih okruZuju i za koje je vezan je hlorofilni centar oznacen kao P, (A _ A=680nm).
Reakcioni centar P, ima funkciju primarnog elektronskog donora u transportu elektrona kroz membranu
jer nakon apsorpcije fotona predaje svoje pobudene elektrona primarnom elektronskom akceptoru (feofi-
tinu - Pheo), koji je po hemijskom sastavu molekul hlorofila a, gde je Mg** u centru porfirinskog prstena za-
menjen sa 2H* (Sl. 1.29).

oH
e eee HC eee W
i AL RLALIS
HyC R cHer e R CHee e R
o

(2)PQ (2)PQH*™ (2)PQH,

Stroma

il o Lumen

2H,0 03z + 4H*

Sl. 1.29. Struktura i molekulska organizacija RC PS II: P, (4 molekula hlorofila- P, P, Chl, i Chl ), tirozin (Tyr, Tyr,),
feofitin (Pheo, , Pheo ), hinon A (Q,), hinon B (Q,), plastohinon (PQ); Transport elektrona u PS II; Redukcija plastohinona
(PQ ) preko plastosemihinona (PQH--) do plastohinola (PQH,) u PS II: nakon fotoaktivacije PS Il, PQ prvo gubi jedan e- i
jedan proton (H+), postaje plastosemihinon (PQH--), a zatim nakon jos jednog koraka u redukciji, postaje dvostruko
redukovan (+2e-) jon, uzima dva protona iz strome hloroplasta (poreklom od H,0) i postaje plastohinol (PQH,).
Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 101.

Hlorofilni centar P je glavni deo RC PS Il lociran u proteinskim subjedinicama D, i D,. Cini ga klaster od ¢e-
tiri molekula hlorofila a labavo povezanih van der Valsovim (hol. Van der Waals) vezama. lako se u literaturi
moZze nadi da hlorofilni deo RC PS Il predstavlja ,specijalni par hlorofila a“, novija istraZivanja upucuju na to
daje P, komponovan od Cetiri molekula hlorofila a (naj¢edce oznacenih kao: P_ , P, Chl i Chl ) simetric-
no vezanih za D, i D,, a koji jedinstveno funkcionisu, kao da je u pitanju jedan molekul (S. 1.30).
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Fe
Q, . Qs
Karotenoidi vezani
za D, u LHCII
\‘}x Pheool PhEODz

Karotenoidi
vezaniza D, u

Hlorofili vezani
zaD,uLHCII

- Hlorofili vezani
zaD,u LHCHI

?
& \\ .\
Tyr Tyr, Peso

Mn-enzimski klaster
za izdvajanje O,

Sl. 1.30. RC PS II: P, je hlorofilni centar koga Cini klaster od Cetiri molekula hlorofila a (PD1, PD2, ChID1 i ChID2) labavo
povezanih van der Valsovim vezama. Adaptirano prema Hoang H. Nguyen i sar. (2023) Elektronski izvori slika, str. 101.

URCPS Ilulaze osim P i:

+ Gvozde-hinonski kompleks koji sadrZi Hinon A (Q,) vezan za D, protein, i Hinon B (Q,, ili Plasto-
hinon - PQ) vezan za D, protein. Hinoni su medusobno odvojeni ne-hemski vezanim gvozdem za ami-
nokiselinske ostatke proteina, preko koga je omogucen transport elektrona od Q, do Q,. Ovaj kom-
pleks je odgovoran za transport elektrona od Feofitina do Q, (PQ) i redukciju Q, (PQ) koji prenosi
elektrone na sledeci u nizu elektron-transportni kompleks (Citohrom b, f kompleks),

« Dve proteinske subjedinice CP 43i CP 47 (CP, engl. Chlorophyll Protein) okruzuju D1iD2 i ¢ine osnov-
ne proteine za vezivanje antena pigmenata (LHC II) i

o Citohrom b-559 (Cyt-b559) je deo PS Il, nije neposredno ukljucen u elektron-transportni lanac, veé
je njegova uloga, uz karotenoide (B-karoten) u zastiti PS Il od foto-indukovane destrukcije (Sl. 1.28).

Transport elektrona (oksido-redukcione reakcije) u PS II:

Prva reakcija u prevodenju apsorbovane svetlosne energije u energiju pobudenih elektrona hlorofilaa (P, ),
je njihov transfer i prihvatanje od strane primarnog akceptora, Feofitina (Pheo), Sto predstavlja primarni fo-
tohemijski rad (akt). Na taj nacin se energija fotona ugradila u Zivi sistem i konvertovala u elektro-hemij-
ski potencijal, odnosno, redoks-energiju.

Generalno posmatrano: PS Il katalise fotolizu/oksidaciju H,0, proizvodeci O,, oslobadajuci elektrone u fo-
tosinteticki-elektronski transport (PET, engl. Photosynthetic Electron Transport) i ,pumpajudi“ H* u lumen
tilakoida. Stoga reakcije na nivou PS Il obezbeduju H* za sintezu NADPH i doprinose stvaranju potencijalne
razlike (napona) izmedu lumena tilakoida i strome hloroplasta, $to je neophodno za sintezu ATP-a.

Redukovani produkt reakcija u fotosistemu Il je plastohinol (Q H,, ili PQH,).

Gubitak elektrona iz P, nakon apsorpcije fotona rezultira stvaranjem katjonskog radikala P, (P, ). Pobu-
deni elektron, poreklom od P, se brzo prenosi sa feofitina na Cvrsto vezani hinon A (Q,), a zatim na hinon B
(Q,) koji je labavo vezan za D1 protein i naziva se jos i plastohoinon (PQ). Ovaj prenos elektrona je potpomo-
gnut prisustvom ne-hemski vezanog gvozda koje se nalazi izmedu njih (SL. 1.28; SL. 1.29). Kada se Q, pot-
puno redukuje (protonizuje) u plastohinol (QH, ili PQH,), difunduje sa mesta vezivanja za D1 u lipidni ma-

triks tilakoidne membrane i postaje pokretni prenosioc elektrona od PSil do Cyt b f .
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Oksidacija vode i nastanak kiseonika se desavaju na nivou PS Il proteinskog kompleksa za izdvajanje O,
(OEC, engl. Oxygen Evolving Complex) u procesu FOTOAKTIVACIJE.

Nakon apsorpcije fotona (A=680nm) nastaje pobudeni P
Cetiri hlorofila g). Stoga, P_,. funkcioniSe kao donor elektrona, jer predaje elektrone primarnom akceptoru,
feofitinu (Pheo), a sam se oksiduje u katjon P, * (katjonski radikal P . ) koji tako postaje snazan oksidant
visokog pozitivnog potencijala (priblizno +1,2 eV (+1,12 eV; +1,17), neophodnog za privlacenje elektrona iz
molekula H,0. Prema najnovijim istraZivanjima, smatra se da se zasicenje P, " elektronima iz vode deSava
na jednom hlorofilu g iz hlorofilnog klastera, a to je P, i da se procesi prenosa elektrona desavaju najvedim
delom na D1- strani proteina (Sl. 1.29; Sl. 1.30).

«s0+ (CELiri pobudena elektrona u grrupi (klasteru) od

Tok elektrona od H,0 do P, ostvaren je preko enzimskog kompleksa za oksidaciju H,0 (WOC, engl. Wa-
ter-oxidizing complex), koji se jos naziva i kompleks za izdvajanje O, (OEC, engl. Oxigen-evolving complex).
Ovaj kompleks je sastavni deo PS II, koji izdvajajuci sukcesivno elektrone i protone iz H,O prolazi kroz Cetiri
oksidujuéa stanja. Akumulacija Cetiri oksidujuca potencijala obezbeduje fotolizu (oksidaciju) vode i izdvajanje
0,. Kompleks za izdvajanje O, predstavlja metalo-enzim sa klasterom od Cetiri jona Mn (Mn,) i Ca*", empirij-
ske formule Mn,CaO, (u energetskom/redoks stanju S ). Mangan je kljucni deo kompleksa koji vezuje mo-
lekule H,O i prenosi elektrone iz molekula H,0 menjajuci svoja oksidaciona stanja: Mn*, Mn*"i Mn* (Mn**).
Kalcijum je iskljucivo prisutan u jonskom obliku Ca*, tako da nema ulogu u prenosu elektrona. Smatra se
takode, da i joni Cl' imaju odredenu ulogu u kompleksu. Ova grupa metalnih jona povezana je (koordinisa-
na) sa proteinskim subjedinicama D1i CP43 u PS I, a za protok elektrona od H,0 do P, *, najvaZnija je veza
Mn-jona sa redoks-aktivnim tirozinom (Tyr , hemijski: 4-hidroksifenilalanin), koja ulazi u sastav polipeptid-
nog lanca D1-proteina (Sl. 1.31).

Feofitin (Pheo) ‘
Foton .. te
' N Chla (Peeo), +1,2€V |

e . Tyr, I_tirozinTl
WX e N,

SoLw[s, Lus, Lo, Lo s,

/Mn“ -
Mnlo
Mn4+
. Mn*+ OH’
N /
(0, +4H"| 2H,0

Sl. 1.31. Kompleks za oksidaciju H,0 tj. fotosinteticko izdvajanje O, (WOC, engl. water-oxidizing complex), OEC, (engl.
Oxygen -Evolving Complex), Transport elektrona od vode, preko Mn CaO, klastera i redoks-aktivne amino-kiseline
tirozina (Tir) do P, (P,,")-

Kompleks za izdvajanje O, se oksiduje u seriji oksidacionih reakcija u isto vreme kada se desava apsorpcija fo-
tona od strane P, i njegova ekscitacija. Cetiri fotona neophodna su za njegovu ekscitaciju i otpustanje elek-

trona u elektron-transportni lanac. Redukcija nastalog P, * nakon ekscitacije deSava se elektronima poreklom

od H,0, prema jednacini: 2H,0 — 4H" + 4e + 0,, stoga je nastali O, u procesu fotosinteze, poreklom od H,0.
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Molekularni mehanizam za oksidaciju H,0, tj. fotosinteticko izdvajanje O,, zahteva deponovanje oksidacio-
nog potencijala u kompleksu za izdvajanje 0,, Sto je rezultat sukcesivnog prenosenja Cetiri elektrona iz vode,
preko Mn, -klastera i tirozina do P, *. Redoks-aktivni tirozin (Tyr, 161- tirozinski amino-kiselinski ostatak D1
polipeptida), je neposredni donor elektrona za P, *. lako mehanizam oksidacije vode nije u potpunosti ra-
zjasnjen, njegove glavne karakteristike su otkrivene.

Prema modelu koji je 1970. godine predloZio Besel Kok (videti referencu, Kok i sar., 1970.), kompleks za ok-
sidaciju vode moZe postojati u pet energetskih (oksidacionih/ redoks) stanja: od S, do S, pri cemu je S naj-
manje, dok je S, najviSe oksidovano stanje kompleksa (Sl. 1.32). Fotoni koje apsorbuje P,  pomeraju sistem
za izdvajanje O, kroz Cetiri stepena, od stanja S, do S,.

Foton, -
, e

N4

SO (Mn3+)3Mn4+

2H,0

Sl. 1.32. Kompleks za oksidaciju H,O/fotosinteticko izdvajanje O,; Kokov ciklus: deponovanje oksidacionog potencijala
je rezultat sukcesivnog prenosenja Cetiri elektrona iz vode, preko Mn, - jonskog klastera i tirozina (Tyr) do P, i
stvaranja Cetiri oksidaciona stanja (od S,do S ).

Prelaz kompleksa za izdvajanje O, iz energetskog stanja S, u stanje S, izazvano je oksidacijom Mn* u Mn**
i gubitkom jednog elektrona koji redukuje P, *. Prelaz kompleksa iz stanja S, u S, ostvaren je jo$ jednom
redoks reakcijom: Mn** se oksiduje u Mn*, a izgubljeni elektron takode ide u P *. Prelaz kompleksa iz re-
doks-stanja S, u S, odvija se preko jo$ jedne redoks reakcije, ali se elektron prenosi preko tirozinskog radikla
(Tyr,") koji je prethodno predao svoj elektron na P, *. Izmedu stanja S, i S, dolazi do disocijacije nastalog li-
ganda u kompleksu (sa nepoznatom bazom) i konacno, prelaz kompleksa iz stanja S, u stanje S, ostvaren je
razmenom liganda i oslobadanjem O.. Energetsko stanje S, je nestabilno i da bi se kompleks vratio u najni-

Ze energetsko stanje, S, vezuju se novi molekuli H,0, cime zapocinje novi ciklus.

Kiseonicni mostovi u Mn -klasteru kompleksa poticu od molekula vode vezanih za metalne jone. Neposred-
na blizina dva atoma kiseonika supstrata je neophodna za formiranje O-O veze kod prelaza S, u S, i potom,
u S, redoks stanje. Mora se istaci da dinamika promene oksidacionih stanja (valenci) Mn-jona (i Tyr *) nije u
potpunosti razjasnjena, posebno kada je u pitanju S, oksidaciono stanje kompleksa, ali se prema rezultati-
ma najveceg broja eksperimentalnih istrazivanja predstavlja kao na Sl. 1.31i Sl. 1.32.

Ceo ovaj proces se deSava brzinom svetlosti, svetlos¢u je koordinisan i naziva se fotoaktivacija. Konacni re-
zultat je da nastaje molekulski kiseonik (O,) i joni vodonika (H*), te su otuda sinonimi za ovaj proces i: fotoli-
za H,0, oksidacija H,0 ili fotosinteticko oslobadanje O,. Joni H* odlaze u lumen tilakoida i doprinose generi-
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sanju trans-membranskog (tilakoidnog) potencijala. Da podsetimo, lumen tilakoida je pozitivniji u odnosu
na stromu hloroplasta.

Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da PSII predstavlja: voda-plastohinon oksidoreduktazu, enzim (EC
1.10.3.9) ¢ija je aktivnost indukovana svetloscu i koji kataliSe izdvajanje elektrona iz vode, te njihovo usmera-
vanje u fotosinteticki elektronski transport. Istovremeno, oslobada se O, kao ,,sporedni proizvod“ celog pro-
cesa koji se naziva i fotolize H,0O.

1.5.1.2.1.2. Citohrom b f: Struktura, molekularna organizacija i transport elektrona

Kompleks citohrom b f (Cyt b f) zauzima centralno mesto u fotosintetickom linearnom transportu elektrona
i protoku protona kroz tilakoidnu membranu i njihovom nakupljanju u lumenu tilakoida. Svoju vaznu ulo-
gu u fotosintezi ostvaruje elektrohemijskim povezivanjem PS11iPS|. To je multi- proteinski kompleks, dina-
micne strukture, sa nekoliko prosteti¢nih grupa, te se zbog svoje enzimske funkcije u fotofosforilaciji, moze
nazvati: plastohinol-plastocianin reduktaza (engl. plastoquinol-plastocyanin reductase, EC 7.1.1.6) (Sl. 1.28
i 1.33). Cit b.f je funkcionalni dimer, a obe monomerne jedinice sacinjene su od Cetiri (glavne) subjedinice,
koje saCinjavaju:

« citohrom b, (Cyt b, sa b-tipom hema koji nije kovalentno vezan za protein),

« citohrom f (Cyt f, sa c-tipom hema koji je kovalentno vezan za protein, nekoliko citohroma c (Cyt c),

+ Rieske gvozde-sumpor proteinski klaster sa [2Fe-2S]-prosteticnom grupom i

+ subjedinica IV (sublV) u ¢ijem su sastavu transmembranski proteini koji periferno okruzuju centralni
deo Cit b f kompleksa.

U sastav Cyt b f osim ove Cetiri glavne subjedinice, ulazi jos nekoliko manjih proteinskih subjedinica (SL.
1.33). Citb,f je od esencijalnog znacaja za transmembranski signaling u hinonskom (Q) ciklusu posto katali-
Se redukciju/ protonizaciju hinona B (Q,) odnosno, plastohinona (PQ), njegovo dvostepeno vezivanje sa pro-
tonima, nastanak plastohinola (PQH,) i njegovu deprotonizaciju /oksidaciju (izbacivanje H* u lumen tilakoi-
da) (Sl. 1.34). O funkciji i mehanizmu transporta elektrona i protona kroz Cyt b6f kompleks bice reci kasnije.

Stroma hloroplasta

-_-.-.

WW... ?

Rieske

- Lumen tilakoida
Plastocijanin

Sl. 1.33. Strukturna i molekularna organizacija Citohrom b6f kompleksa. (Elektronski izvori slika, str. 101).

Transport elektrona i protona u Cit b f kompleksu. Hinonski (Q) ciklus

Kompleks Cit b f preko lipofilnog pokretnog prenosioca plastohinola (PQH,) posreduje u prenosu elektro-
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na izmedu dva fotosinteticka sistema (PS I1i PS I) uz istovremeno dvostepeno prenosenje protona iz strome
hloroplasta u lumen tilakoida uspostavljajuci na taj nacin elektrohemijski gradijent koji ce biti iskoristen za
funkcionisanje ATP- sintaze i stvaranje ATP. Protonski tok preko Cyt b f iz strome u lumen tilakoida odreduje
povratno, brzinu elektronskog fluksa kroz membranu od PS Il prema PS | i sintezu ATP-a. Stoga se moZe reci
da Cyt b f zauzima elektrohemijski, centralno mesto u linearnom elektron-transportnom lancu.

Put elektrona i protona kroz Cyt b f odreden je tzv. hinonskim ciklusom (Q-ciklus) koji je prvi opisao Piter
Micel (engl. Peter Mitchell) 1975. godine (videti referencu). Savremena istrazivanja rezultirala su delimi¢nim
izmenama u tumacenju oksido-redukcionih procesa u kompleksu Cyt b f (kao i u kompleksu bc u unutras-
njoj membrani mitohondrija) u Q-ciklusu, tako da se danas, sa sigurnoscu zna da je proces oksidacije pla-
stohinola (PQH,) ostvaren preko razdvajanje puta elektrona na dve grane, kroz postojanje dve polu-reakci-
je na dve strane kompleksa:

1. Prvistepen oksidacije je linearni (neciklicni) proces, kada se PQH, nastao u PSlI oksiduje (na strani kom-
pleksa prema lumenu tilakoida), tako Sto odaje svoja dva elektrona, jedan Rieske Fe-S proteinu, a drugi
elektron prihvata jedan od citohroma b (Cyt b). Istovremeno se dva protona (2 H*) ,,ubacuju“ u lumen ti-
lakoida (Sl. 1.34A). Elektron koji je prihvaéen od strane Rieske Fe-S proteina ide na Cyt f i zatim, na pla-
stocijanin (PC), odakle prelazi na PS I i redukuje P_ . Redukovani Cyt b transportuje primljeni elektron
na drugi Cyt b, odakle se elektron dalje prenosi preko nekoliko drugih kofaktora sa hemom c-ipa (hem
c ) do plastohinona (PQ) redukujuci ga na stromalnoj strani kompleksa do plastosemihinona (PQH");

2. Drugi stepen oksidacije je cikli¢ni proces u kome se drugi molekul PQH, oksidiSe dajuci jedan elektron u
necikli¢ni put prema Rieske Fe-S proteina, Cyt fi PC do PSI, dok drugi elektron ponovo ide preko dva Cyt
b i nekoliko drugih kofaktora sa hemom c-tipa (hem c ) do plastosemihinona (PQH"), pri Cemu nastaje
PQH?* sa dva elektrona viska, zbog Cega lako privlaci i uzima dva protona iz strome hloroplasta, tako da
nastaje PQH, koji ponovo ulazi u ciklus (SL. 1.34B).

A. Prvi stepen oksidacije plastohinola (PQH,) B. Drugi stepen oksidacije plastohinola (PQH,) - Cikli¢ni proces
Citohrom b¢f kompleks (Cyt bcf) Citohrom bgf kompleks (Cyt bf)
Stroma hloropl /PQ Stroma hloropl ap( 8
troma hloroplasta PQ*- troma hloroplasta -
“ H;rfﬁ:}@,) Tilakoidna membrana DQ : ﬁ;ﬁ%\ Tilakoidna membrana
oth Cth
sah, | ® A POH, | @ A
e ;| - ortb= ® Y _>Cyth="®
flied = G (==X, ©
WINED = Wilier -2
< DN . <
8, o,
) ® %,,4% ,@ X ® %,4€;~ ,@
¢ PC )’ I S PC ).*
Lumen tilakoida Cytf @?/ Lumen tilakoida Cyer @2/
2H - Plastocijanin 2 H - Plastocijanin

Sl. 1.34. Q-ciklus: Proces oksidacije plastohinola (PQH,) ostvaren je preko razdvajanja puta elektrona na dve grane i
postojanja dve polu-reakcije (procesa transporta elektrona) na dve strane kompleksa: linearni proces - prema lumenu
(A) i ciklicni proces na stromalnoj strani Cyt b6f kompleksa (B).

Rezultat ovakvog, dvostepenog procesa je da se na nivou Cyt b f kompleksa Cetiri protona transportuju kroz
membranu iz strome u lumen tilakoida za svaka dva elektrona. Stoga Cyt b f predstavija enzim: plasto-
hinol-plastocianin oksidoreduktazu (EC 7.1.1.6), od esencijalnog znacaja za generisanje transtilakoidnog elek-
trohemijskog gradijenta (napona, eV) - protonske pokretacke sile (pmf, engl. proton motive force) za sintezu ATP.

1.5.1.2.1.3. Fotosistem I (PS I): Struktura-molekularna organizacija i transport elektrona

Kompleks PS | je dominantno rasporeden u tilakoidima strome i u rubnim delovima tilakoida grana, prema
stromi hloroplasta. To je multimolekulski intermembranski kompleks koji sadrzi oko 15 proteinskih subje-
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dinica (po nekim podacima, viSe biljke sadrze 13) i primarno je organizovan kao heterodimer sa dve glavne

polipeptidne jedinice: PsaA i PsaB koje vezuju reakcioni centar (RC PS I). Reakcioni centar RS PS | je fotohe-
mijski aktivan hlorofil g-dimer (specijalni par molekula hlorofila a), definisan kao P, (A__ A=700nm), zatim,
primarni elektronski akceptor A (molekul hlorofila a), kao i vedinu prenosioca elektrona, a to su: A, (filo-
hinon, ili vitamin K)) i tri [4Fe-4S] enzimska klastera (FeS , FeS, i FeS,) (SL. 1.28 i Sl. 1.35). Sa terminal-
nog Fe-S klastera, elektron biva prihvaéen od strane malog regulatornog proteina - Feredoksina (Fd). Po-
stoje dve grane elektronskog transporta kroz lanac kofaktora od A do FeS , koje su veoma slicne. ,,Antena“
pigmentno-proteinski kompleks fotosistema | (LHC 1) je integralni deo PS I, vezan je za dve glavne pro-
teinske subjedinice, PsaA i PsaB i na taj nacin je u bliskom kontaktu sa komponentama elektronskog tran-
sporta kroz reakcioni centar (RC PS I). Proteini PsaA i PsaB se sintetiSu ekspresijom gena hloroplastne DNK.

Oksido-redukcione reakcije (transport elektrona) u PS I; redukcija NADP* i nastanak NADPH

Kompleks PS | je deo linearnog (Z Sema) i ciklicnog transporta elektrona u svetloj fazi fotosinteze. To je hloro-
fil-protein kompleks koji funkcioniSe kao svetlos¢u - indukovani enzim: plastocijanin (PC) - feredoxin (Fd)
oxidoreduktaza (EC 1.97.1.12). Elektronski transfer od PC (E = + 0,370 eV) do Fd (E = —0,430 €V) - nasuprot
elektrohemijskom gradijentu (negativni elektroni idu na negativniji akceptor) zahteva apsorpciju energi-
je fotona crvenog dela vidljivog spektra (A ), A=700nm od strane hlorofila g u reakcionom centru (P, ).
Energija ovih fotona (E * 170 kJ/mol) je dovoljna da indukuje primarni fotohemijski rad u PS I: ekscitaci-
ju P, (stvaranje singletnog pobudenog stanja, P, *), Sto dovodi do izbacivanja njegovog elektrona u elek-
tron-transportni lanac, ¢ime P_  postaje katjonski radikal (P, ), dovoljnog oksidacionog potencijala (E = +
0,400 eV) da prihvati elektron od plastocijanina (E = + 0,370 eV). Ovaj proces transmembranskog razdvajanja
naelektrisanja, gde P, " ostaje kao katjon, a elektron se prenosi preko tilakoidne membrane pomocu lanca
prenosioca elektrona, je primarni fotohemijski akt (rad) u PS I. Zato, P, ~privlaci elektroneiz plastocijanina
(PC), poreklom od PS Ili re-redukuje se njima, stabiliSuéi na taj nacin svoj potencijal.

Stoga se PS | smatra i elektronskom pumpom koja prenosi elektrone od pokretnog prenosioca elektrona,
plastocijanina (PC) sa lumenalne strane tilakoida do feredoksina (Fd), malog rastvorljivog Fe-S proteina na
stromalnoj strani tilakoidnog membranskog sistema (Sl. 1.35). Vezan na stromalnoj strani tilakoidne mem-
brane, nalazi se flavoprotein, feredoksin-NADP* reduktaza (FNR) Enzim feredoksin-nikotinamid adenin dinu-
kleotid fosfatna reduktaza, ili feredoksin-NADP* oksidoreduktaza (EC 1.18.1.2), koji redukuje koenzim NADP*
do NADPH, ¢ime se zavrsava necikli¢ni transport elektrona koji pocinje oksidacijom (fotolizom) vode.

Foton, A= 700nm
Sl. 1.35. Strukturni model PS | i transport elektrona u reakcionom centru. Sinteza NADPH. Komponente transporta
elektrona u RC PSl su vezane za dva glavna trans-membranska proteina, PsaA i PsaB. Manje proteinske subjedinice, od

PsaC to PsaN, oznacene su slovima od C do N. Adaptirano prema Taiz i sar., (2018); Elektronski izvori slika, str. 101.
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Tok elektrona kroz PS I: Nakon apsorpcije fotona, dolazi do ekscitacije P, (specijalnog para hlorofila a -P__ *)
koji odavanjem elektrona, postaje katjonski radikal P_ ", a njegovi elektroni prvo bivaju prihvaceni od strane
primarnog akceptora, molekula hlorofila (A ), zatim filohinona (A), FeSx, FeSA i FeSB gvoZde-sumpor kofakto-
ra i na kraju, prispeli elektroni redukuju rastvorljivi gvoZde-sumpor protein, feredoxin (Fd) koji potom reduku-
je NADP* uz pomo¢ enzima feredoksin-NADP* reduktaze (FNR).

U neciklicnom transportu elektrona (Z Sema) u svetloj fazi fotosinteze, donor elektrona i protona za sintezu
NADPH je H.0.

1.5.1.2.1.4. Hloroplastna H*ATP-sintaza (H*ATPsin): struktura,

molekularna organizacija i funkcija

Adenozin-trifosfat (ATP) nastao u svetlosnoj fazi fotosinteze, glavni je izvor bioloski korisne energije koja
obezbeduje metabolizam svih Zivih organizama planete. Biljke prevode apsorbovanu svetlosnu energiju u
procesu fotosinteze u makroenergetske veze ATP-a pomocu hloroplastne H*ATPsin, enzima koji pripada gru-
pi ATP-sintaza F-tipa i najce3ce se obeleZava kao CF -CF, (ili CF CF)).

Proteinski kompleks H*ATPsin je lokalizovan u tilakoidima i sastavljen je od 26 proteinskih subjedinica kodi-
ranih ekspresijom gena jedarnog i hloroplastnog genoma, od kojih je 17 u potpunosti ili delimi¢no ugrade-
no u membranu. Polipeptidi enzima su organizovani u dve velike subjedinice, to su CF i CF (Sl.1.36 Ai B):

« subjedinica CFje integralni deo tilakoidnih membrana, sastavljena od (najverovatnije) Cetiri polipep-
tida i sadrZi (rotorski) prsten od n c-podjedinica (n=10-14), stehiometrije: a b.c_(ili a,b b’ c ). Polipep-
tidi su tako organizovani da formiraju kanal kroz membranu tilakoida za prolaz protona. CF subjedi-
nica enzima je rotirajuca strana enzima;

« subjedinica CF je orijentisana prema stromalnoj strani tilakoida (stromi hloroplasta), sastoji se od pet
razliCitih polipeptida, stehiometrije: a,B.y,6,€,, pri Cemu tri a i tri B polipeptida alternativno raspore-
dena, formiraju globulu sa katalitickom stranom na 8 polipeptidu (u najveéoj meri). Subjedinica & na
vrhu ,glave“se vezuje za sve tri a subjedinice, dok subjedinica y predstavlja tzv. ,redoks senzor” sa
mogucno$cu formiranja disulfidne veze izmedu amino-kiselina Cime Ce se blokirati rotacija CF regio-
na, smanijiti sinteza ATP i njegovo neekonomicno troSenje (hidrolizu) no¢u. Subjedinica y takode ima
ulogu, uz subjedinicu g, da prenosi obrtni momenat (rotaciju) sa CF na CF, (Sl. 1.36Ai B).

41



Metabolizam i energetika biljaka

ADP+Pi \‘d \ b, ;

CF, CF,

(najéesée 10-14)

[

1
(c, prsten) @ LN
®

[ c, prsten

Sl. 1.36. Struktura i molekularna organizacija hloroplastne H'ATP-sintaze . Sintezu ATP-a u hidrofilnoj ,glavi“ (CF )
pokrece CF,,rotacioni motor“u membrani (molekularna organizacija ATP-sintaze (B). Adaptirano prema Vlasov i sar.,
(2022). Elektronski izvori, str. 101.

Transport protona kroz tilakoidnu membranu i sinteza ATP u hloroplastima - FOTOFOSFORILACIJA

Opste je prihvaceno da je proces fotofosforilacije zasnovan na hemiosmotskom mehanizmu koji je prvi put
definisan 1960-ih godina od strane britanskog naucnika Petera Micela (engl. Peter Mitchell) i koji je za svoj
doprinos u razumevanju sinteze ATP, kako u fotosintezi (u hloroplastima), tako i u procesu aerobnog disa-
nja (u mitohondrijama) dobio Nobelovu nagradu, 1978. godine. Kasnija istraZivanja i razvoj instrumentalnih
i molekularnih metoda i tehnika (posebno, kristalografije) doveli su do razjasnjenja strukture, te enzimskih
mehanizma koji funkcionisu u hloroplastnoj i mitohondrijskoj sintezi ATP, kao i sintezi ATP u citoplazmatic-
noj membrani bakterija, tako da je jos jedna Nobelova nagrada za hemiju dodeljena 1997. upravo za naucni
doprinos u ovoj oblasti, nau¢nicima Polu Bojeru (engl. Paul D. Boyer) i DZonu Vokeru (engl. John E. Walker).

Mitchell je definisao ukupnu energiju za sintezu ATP kao ,,protonsku pokretacku silu (pmf, engl. proton mo-
tive force; Ap)“, koja je rezultanta protonskog hemijskog potencijala (ApH = pH gradijent; to je razlika u pH
izmedu lumena tilakoida i strome, odnosno, ApH = pH - pH_ )i transtilakoidnog elektricnog potencija-
la - napona (AE):

Ap=AE-k(pH, -pH,), na25°C

str.)

k (konstanta proporcionalnosti) = 59 mV po jedinicnoj vrednosti pH: transtilakoidna razlika od pH=1 je ekviva-
lentna transtilakoidnom naponu od 59 mV

Spregnuta reakcija vektorskog transporta elektrona kroz tilakoidnu membranu i prenoSenja protona (H*)
dovodi do toga da tilakoidni lumen postaje pozitivno naelektrisan i kiseo u odnosu na stromu (pH,_ <pH_ ),
a zakiSeljavanje lumena povratno kontroliSe oksidaciju (deprotonizaciju) plastohinola (PQH,) preko citohro-
ma b f-kompleksa. Prema tome, rezervoar PQ/PQH, i njihov kvantitativni odnos je regulatorno redoks me-
sto na kome se kontroliSe efikasnost transporta elektrona, regulacija/ fosforilacija fotosintetickih proteina,
alternativna ekspresija, odnosno, transkripcija gena koji kodiraju proteine fotosintetickog aparata i dr.
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Prema tome, aktivnost enzima H*ATPsin omogucena je (energizovana) protonskom pokretackom silom (Ap),
a sam enzim se moze nazvati i ,molekulskim motorom“ (,,nano - masinom*) za proizvodnju energije (ATP).
Aktivnost enzima se manifestuje kao:

- rotacija CF regiona enzima i iniciranje protonskog fluksa (protok H* jona) preko ,.c* i ,,a“ subjedinica
CF, regiona u tilakoidnoj membrani.

« konformacione promene CF, regiona, koje su izazvane rotacijom CF i protonskim tokom (elektricnom
energijom) kroz tilakoidnu membranu (Sl. 1.37Ai B).

Postoje tri konformacije CF , od kojih je svaka odredena razliCitim poloZajem centralne subjedinice rotora
(v-subjedinica). Rotacija CF -prstena je podeljena u tri nejednaka koraka, tako da periferna drska (b-subje-
dinica) deluje kao elasti¢na opruga, odredujuci promenu poloZaja a i B-subjedinica CF - regiona i na taj na-
¢in, ujednacavajudi razliCite energetske doprinose svakog koraka. Karakteristike hloroplastne i mitohondrij-
ske ATP-sintaze su sli¢ne.

Rotacija CF, transport protona i uvrtanje y-subjedinice dovode do formiranja tri razlicite konformacije na
B-subjedinici - glavnom kataliti¢ckom mestu enzima, to su: labava (L), otvorena (O) i &vrsta (C). Supstrat (ADP
+ Pi) se na pocetku vezuje za otvoreno mesto 3-subjedinice i prevodi se u ATP na konformaciji ¢vrstog ve-
zivanja. Nakon toga, rotacija i promena konformacije u otvorenu, dovodi do oslobadanja ATP iz enzima. U
otvorenoj konformaciji kataliticCkog mesta ADP i Pi se ponovo ubacuju, potom otvorena konformacija posta-
je konformacija labavog vezivanja, i na kraju konformacija ¢vrstog vezivanja, kada se formira novi molekul
ATP-a (Sl. 1.37B).

A B
ADP + P, - -
CF, =
ATP
I azats i
+ Sl | =
ﬁ’ 0’

Sl. 1.37. Mehanizam sinteze ATP: tri glavne konformacione promene CF, regiona (gledano sa gornje strane).
Put protona i smer rotacije y-podjedinice tokom sinteze ATP-a (A);

Sema rotacionog katalitickog mehanizma ATP sintaze: svaki par a i 8 podjedinica je prikazan jednom bojom (braon,
svetlo braon i bez); zauzimanje mesta vezivanja ADP i Pi oznaceno je slovima: O - otvoreni poloZaj; L - labavo vezivanje;
T - Cvrsto vezivanje; y-podjedinica je prikazana kao zelena strelica (B)

Adaptirano prema Zharova i sar., (2023). (Elektronski izvori slika, str. 101).

Tri molekula ATP-a se sintetisu prilikom svake rotacije enzima ATP-sintaze.

Svaka od 14 integralnih membranskih ,,c“ subjedinica CF regiona enzimskog kompleksa transportuje jedan
proton kroz tilakoid po jednoj rotaciji kompleksa, Sto sugeriSe o stehiometrijskoj relaciji:

14 H" u protoku kroz CF daje 3 ATP = 14/3, ili 4,67 protona za 1 ATP.
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Eksperimentalno dobijene vrednosti za ovaj parametar stehiometrije su najéesce nizZe od ove teorijske vred-
nosti iz jos uvek, nepoznatih razloga.

Na nivou ATP-sintaze se deSava u velikoj meri i regulacija brzine (intenziteta) fotosinteze, jer se brzina tran-
sporta elektrona moZe ograniciti kada ATP-a ima u izobilju, a protonski transtilakoidni gradijent visok.

1.5.1.2.2.Ciklic¢ni transport elektrona (CEF, engl. Cyclic Electron Flux):
alternativni fotosinteticki tok elektrona oko PS |

U svetlosnoj fazi fotosinteze, linearni transport elektrona po ,,Z“ Semi, rezultira sintezom ATP i NADPH, ma-
kroenergetskih jedinjenja neophodnih za asimilaciju CO, u Kalvin-Bensonovom ciklusu. Medutim, brojna
istraZivanja fotosinteze, 50-ih godina XX veka (posebno treba pomenuti americkog istraZivaca Daniela I. Ar-
nona i njegovu istrazivacku grupu) rezultirala su saznanjima da transport elektrona u svetloj fazi fotosinte-
ze ne mora da bude iskljucivo linearan, po ,,Z“ Semi, ve¢ da postoji i tzv. ciklicni (kruzni) elektronski tran-
sport kroz tilakoidnu membranu. Glavna specificnost ciklicnog transporta elektrona u odnosu na linearni,
je sto se u ciklicnom transportu, elektroni sa PS | ne koriste za redukciju NADP*, ve¢ se vracaju u ciklus kroz
PSI do Cytb, f kompleksa i PQ, gde se formiranjem PQH,, vezani protoni (H*) simultano pumpaju u lumen ti-
lakoida. Prema tome, u kruznom toku elektrona, svetlosna energija prevedena u elektri¢nu (transport elek-
trona) i prikupljena u fotosistemu | se koristi za stvaranje transtilakoidnog protonskog gradijenta (ApH), Sto
doprinosi vecoj proizvodnji ATP-a, bez istovremenog nastanka i NADPH, jer enzim feredoksin-NADP* reduk-
taza (FNR) nije ukljucen.

U cikli¢ni transport elektrona ukljucen je samo PS I, tj. P
Fd, zatim, tu su: Cyt b, f, PQ i PC (SL. 1.38A).

100 UZ Prenosioce elektrona: A, A, FeS , FeS,, FeS

Najnoviji rezultati istraZivanja ukazuju da su najmanje dva metabolic¢ka puta (elektronskog transporta/ fluk-
sa) ukljuceni u cikli¢ni transport elektrona, to su (Sl. 1.38B):

1. PGR5-PGRL1 - put zavisan od protonskog gradijenta (PGR, engl. proton gradient regulations-depen-
dent), koji se smatra glavnim putem, a funkcioniSe kroz transport elektrona od feredoksina (Fd) do
plastohinona (PQ); naziva se jo$ i Antimicin-senzitivni put (zato Sto ga blokira herbicid antimicin) i

2. Hloroplastni-NDH - zavisni put, koji se naziva jos i Antimicin-insenzitivni put, podrazumeva transport
elektrona od NADPH do plastohinona (PQ), uz posredstvo enzimskog kompleksa hloroplastne NDH,
slicne strukture kao respiratorna NADH-dehidrogenaza, ali je ipak specifi¢nog katalitickog dejstva.
lako hloroplastna NDH predstavlja fotosinteticki enzimski kompleks sa funkcijom uzimanja elektrona
od Fd, ne moZe se smatrati NADPH-dehidrogenazom. Hloroplastni NDH-enzimski kompleks je lokali-
zovan u tilakoidima strome, ima vise od 30 subjedinica, a subkompleks A sa PS | (u literaturi se nazi-
va jos i superkompleks A) je skoro u potpunosti organizovan prema stromi hloroplasta. Enzimski kom-
pleks NDH je znatno manje zastupljen u strukturi tilakoida u poredenju sa glavnim fotosintetickim
proteinskim kompleksima.

Znacaj i medusobni odnos ova dva puta u fotosinteticCkom ciklicnom transportu elektrona zavise od takso-
nomske pripadnosti (cijanobakterije, zelene alge, vise biljke i dr.), starosti, ekoloskih i brojnih drugih Cinilaca.
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Sl. 1.38. Ciklicni transport elektrona (uokvireno crveno: ukljucuje reakcije 1, 5, 7, 4.) (A) je koordinisan preko dva
delimi¢no povezana puta katalisana sa dva enzimska kompleksa (B), to su:
1 PGR5-PGRL1 (koji kontrolise antimicin senzitivni, AA - put) i
2 Hloroplastni NDH-enzimski kompleks (koji kontrolise antimicin insenzitivni put). NDH redukuje plastohinon (PQ), dok
ga terminalna plastidna oksidaza (PTOX) oksidise (preuzima elektrone).
3 Pseudociklicni transport elektrona (PCEF: FLV- i Mehler-); FLV - flavinski-2-Fe protein/enzim; feredoksin-NADP*
reduktaza (FNR) nije aktivna

Aktivnost kompleksa PGR5-PGRL1 usmerava glavnu rutu PS | ciklicnog transporta elektrona regulisanu
uglavnom preko generisanja i odrzavanja transtilakoidnog protonskog gradijenta (ApH) sa lumenalne i stro-
malne strane tilakoida grana kada se stvara protonska pokretacka sila (pmf) neophodna za indukovanje
aktivnosti ATP-sintaze. Regulatorna uloga PGR5-PGRL1 enzimskog kompleksa sastoji se u spreCavanju pre-
komerne acidifikacije tilakoidnog lumena (prekomerno nakupljanje H*) i prekomerne redukcije membrane
(previse elektrona u elektronskom transportu), te se na taj nacin, doprinosi stabilizaciji fotosinteze u nepo-
voljnim uslovima. Eksperimenti su pokazali da u odsustvu PGR5-PGRL1, hloroplastna-NDH kompenzuje do
izvesne granice oscilacije u formiranju ApH (narocito ukoliko dolazi do njegovog smanjenja).
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Regulacija cikli¢nog transporta elektrona kroz PS | je od krucijalne vaznosti za brzinu i stabilnost fotosinte-
ze. U tom smislu, biljke su razvile slozen skup mehanizama za prilagodavanje fotosintetskog procesa pro-
menama intenziteta svetlosti, duzine fotoperioda i dr., pri Cemu cikli¢ni transport elektrona zauzima vaznu
ulogu za uspostavljanje balansa ATP/NADPH. Cikli¢ni elektronski transport ima veliki doprinos u optimiza-
ciji fotosinteze kod C, biljaka koje su izloZene ve¢im svetlosnim intenzitetima i malom parcijalnom pritisku
CO,. Hloroplastni NDH-enzimski kompleks ima nezamenljivu ulogu u obezbedivanju ATP za usvajanje CO,u
¢elijama omotaca provodnih sudova, $to potvrduje i prisustvo agranalnih hloroplasta u njima (o specifi¢no-
stima C, fotosinteze bice reci kasnije). Su3a, koja uslovljava zatvaranje stoma i posledi¢no, nedostatak CO,,
takode je signal za aktivaciju ciklicnog elektronskog transporta i odrzavanje dovoljne koli¢ine ATP u stromi
hloroplasta. Kompleks NDH redukuje plastohinon (PQ), a enzim terminalna plastidna oksidaza (PTOX) ga
oksiduje i funkcionise u procesu hlororespiracije, kao donor elektrona za redukciju O, u H,0 (ima istu funk-
ciju kao citohrom-c-oxidaza u mitohondrijalskom elektronskom transportu) (Sl. 1.38B). Hlororespiracija je
put prenosa elektrona nezavisan od svetlosti u hloroplastima u kome je plastohinon (PQ) prenosilac elektro-
na u O,-posredovanoj oksidaciji NAD(P)H.

Procena je da u svetlosnoj fazi fotosinteze, kod C, biljaka, u zavisnosti od specifi¢nih uslova sredine, udeo ci-
klicnog transporta elektrona u odnosu na linearni, moZe da iznosii do 1/10.

1.5.1.2.3. Fotosinteticki pseudo-cikli¢ni transport elektrona (PCEF, engl.
Pseudocyclic Electron Flux, ili Mehler- ova reakcija): alternativni

fotosinteticki tok elektrona kroz PS | do kiseonika/Voda-Voda ciklus

Alternativni fotosinteticki elektronski fluksevi: cikli¢ni (CEF) i pseudocikli¢ni (PCEF), od izuzetne su vaznosti
za efikasnost fotosinteze, zato Sto se njima obezbeduje dodatna produkcija ATP u nepovoljnim ekoloskim
uslovima, pre svega, pri visokim svetlosnim intenzitetima kada dolazi do oksidativnog uniStavanja fotosiste-
ma i pojave fotoinhibicije.

U pseudocikli¢cnom transportu elektrona (PCEF), koji je otkriven polovinom proslog veka od strane A. H. Me-
hlera (Mehler-ova reakcija, videti referencu), dolazi do transporta elektrona sa PS | na kiseonik, tj. dolazi do
redukcije O, u H,O (Sl. 1.38B). Ovaj alternativni elektronski fluks tokom svetle faze fotosinteze u uslovima
visokih svetlosnih intenziteta, niskih koncentracija CO, i suse se takode naziva i ,,Ciklus voda-voda“ jer se
elektroni oslobodeni fotooksidacijom vode koriste za vezivanje H* i redukciju O, na akceptorskoj strani PS |,
c¢ime se (ponovo) formira H,0, a nastali protonski gradijent se koristi za sintezu ATP.

Danas je poznato da postoje dva pseudocikli¢na puta elektronskog fluksa, to su:

1. Mehler-PCEF biohemijski put koji je prisutan u svim aerobnim fotosintetickim organizmima, od cijano-
bakterija do visih biljaka - angiospermi, i deSava se kada PSI redukuje (predaje elektrone) na kiseonik, pri
¢emu se nastaju reaktivni kiseoni¢ni molekuli (ROS, engl. Reactive Oxigen Species). U prvom stepenu reduk-
cije, ve¢ na nivou PS, O, prelazi u superoksid anjon (O, ) nakon Sto primi elektrone. Ovaj izuzetno reaktivni
metabolit uklanja se iz metabolizma antioksidativnim enzimom superoksid dismutazom, tako Sto se veziva-
njem H*, prevodi u vodonik-peroksid (H,0.), a H,0, se potom prevodi u H,0 enzimom askorbat peroksidaza.

2. FLV-PCEF biohemijski put koji je odreden katalitickim dejstvom flavinskih-2-Fe proteina/enzima (flavodii-
ron proteini-FLVs: Flv1 i Flv3) koji koriste viSak elektrona na PS | za (foto)redukciju O, do H,0, direktno, bez
istovremenog stvaranja ROS. Oba poznata flavoproteina, Flvl i Flv3, su esencijalni za zastitu PS | i odrZava-
nje stabilne fotosinteze u uslovima promenljivih svetlosnih intenziteta.

Dok Mehler-PCEF daje ogranicen doprinos protoku elektrona, FLV-PCEF alternativni elektronski fluks ima
veci kapacitet za prikupljanje i dalju distribuciju elektrona, ali je on tokom evolucije nestao kod visih biljaka

46



Fotosinteza

(angiospermi), tako da je prisutan samo kod cijanobakterija, algi i mahovina.

Kada se govori o alternativnim elektronskim putevima kroz tilakoidnu membranu, mora se istaci znacaj ter-
minalne plastidne oksidaze (PTOX), enzima koji je alternativni akceptor elektrona sa redukovanog PQ i koji ih
zatim prenosi na O, Cime se obrazuje H,0. Ovim, delimicno izmenjenim elektronskim fluksom, sprecava se
prekomerna redukcija PS | (prekomerno nakupljanje elektrona u PS 1), a elektroni koji poti¢u od vode, pono-
vo su iskorisceni za formiranje vode.

Linearni, cikli¢ni i pseudocikli¢ni transport elektrona i varijacije kod specifi¢nih fotosintetickih taksonom-
skih grupa, vide se naslici ispod (Sl. 1.39).

Linearni transport elektrona

NADF=:+ H . PGRS-

PGRL1 NDH FLV  Mehler

Cyanobacteria

Chlorophytae > -

Bryophytes
Gymnospermae |
Angiospermae _
{/ Cikli¢ni transport elektrona (CEF): D Cikli€ni transport elektrona (CEF): Pseudociklini transport Pseudocikliéni tel
PGRS5-PGRL1 - put zavisan od Hloroplastni-NDH - zavisni put elektrona (PCEF): FLV - zavisni (PCEF): Mehler-ova reakcija
protonskog gradijenta 0, +H" H,0 APX p H,0

Sl. 1.39. Transport elektrona: 1. Linearni; 2. Ciklicni (PGR5-PGRL1-protein-zavisni put); 3. Ciklicni (Hloroplastni-NDH-
zavisni put); 4. Pseudociklicni (FLV zavisni) i 5. Pseudociklicni - Mehler reakcija Aadaptirano prema: Alboresi i sar., (2019).
Elektronski izvori slika, str.101.

1.5.2. Tamne reakcije fotosinteze - Kalvin-Bensonov
ciklus: C_karbonski ciklus (C, - fotosinteza)

U svetloj fazi fotosinteze deSavaju se reakcije kojima se korsiti svetlosna energija (elektro-magnetno zrace-
nje) za fotohemijsku oksidaciju H,0 i produkciju O,, te za proizvodnju ATP i NADPH, molekula u kojima je
svetlosna energija preobracena i akumulirana u hemijsku energiju neophodnu za odvijanje enzimski kon-
trolisanih reakcija tamne faze fotosinteze, kao i brojnih drugih metabolickih procesa. U stromi hloroplasta
odvijaju se reakcije koje ¢ine tamnu fazu fotosinteze i koje su primarno nezavisne od svetlosti. U ovim kom-
pleksnim, enzimski kontrolisanim reakcijama, dolazi do redukcije atmosferskog CO, i ugradnje ugljenika
(C) u ugljene hidrate - primarne produkte autotrofnog metabolizma, te se zbog toga reakcije tamne faze fo-
tosinteze nazivaju i karbonske reakcije. Metabolicki ciklus ugradnje atmosferskog ugljenika u organske mo-
lekule, odnosno ugljene hidrate naziva se Kalvinoy, ili ceS¢e, Kalvin-Bensonov ciklus (engl. Calvin-Benson
cycle) po istrazivacima koji su na osnovu svojih eksperimentalnih otkrica dobijenih sredinom XX veka posta-
vili osnove za razumevanje principa autotrofne ishrane, koji vaze i danas (Sl. 1.40).
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Kalvin-Bensonov
ciklus

Sl. 1.40. Svetlosne i tamne (karbonske) reakcije fotosinteze u hloroplastu visih biljaka. Kreirano u: BioRender-u. Pajevic,
S. (2025); Elektronski izvori slika, 101.

Kalvin-Bensonov ciklus Cini sistem enzimski kontrolisanih reakcija u stromi hloroplasta, koji pocinje asimi-
lacijom CO, iz atmosfere, a rezultira ugradnjom ugljenika (C) u molekulski skelet organskih jedinjenja. Za
tamne reakcije fotosinteze, neophodni su glavni energetski produkti svetlih reakcija, NADPH i ATP. Prema
tome, u ovom metabolickom procesu autotrofnih organizama se stvara ,hrana“ (organska materija, Secer),
jer se ugljenik iz atmosfere ugraduje u organska jedinjenja. Hemijska energija deponovana u C-H-O veza-
ma nastalog organskog jedinjenja je transformisana svetlosna energija apsorbovana u svetloj fazi fotosin-
teze (ATP i NADPH) i koja ¢e se u procesu Celijskog disanja prevesti u ATP koji je neophodan za sve metabo-
licke energetske potrebe organizama. Kalvin-Bensonov ciklus se naziva jos i Reduktivni pentozno-fosfatni
ciklus (RPPC) i definiSe fotosintezu kao redukcioni proces, jer ugljenik iz oksidovane (CO,) prelazi u reduko-
vanu hemijsku formu (C-H).

Fiksacija CO, preko karboksilacije ribuloze 1,5-bifosfata (RuBP), nastanak jedinjenja sa 3 C atoma - trioza
fosfata (3-fosfoglicerinske kiseline, 3-PGA) i nakon redukcije, nastanak gliceraldehid 3-fosfata (G3P, ili GAP),
odnosno dihidroksiaceton-fosfata (DHAP), oznacava se kao C, tip fotosinteze, jer prvo stabilno jedinjenje
koje nastaje u ovom procesu ima 3 C atoma.

Kalvin-Bensonov ciklus Cine tri faze:

1. Karboksilacija - asimilacija CO, od strane akceptorskog molekula, a to je Secer pentoza (5C) - ribuloza
1,5-bisfosfat (ili ribuloza di-fosfat, RuBP). Rezultat ovog procesa je stvaranje dva molekula trioza-fos-
fata (3-C intermedijera, TP) tj. 3-fosfoglicerinske kiseline (3-fosfoglicerat, 3-PGA);

2. Redukcija 3-fosfoglicerata uz pomo¢ enzima za Ciju aktivnost su neophodni fotohemijski generisani
ATP i NADPH. Rezultat je nastanak dva oblika trioza-fosfata koji se (uz pomo¢ enzima TP-izomeraza)
prevodeu jedan u drugi, to su: aldotrioza-gliceraldehid-3-fosfat (GAP, ili G3P) i ketotrioza - dihidrok-
siaceton fosfat (DHAP);

3. Regeneracija akceptora CO, (RuBP) preko serije enzimski-kontrolisanih reakcija (Sl. 1.41).
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Sl. 1.41. Kalvin-Bensonov ciklus. Nakon faze redukcije, najveci deo formiranih trioza-fosfata nastavlja biohemijski
put regeneracije akceptora CO, (RuBP), dok njihov manji deo odlazi u biosintetske puteve sinteze (neto) produkata:
primarno, glukoze, koja je prekursor u sintezi saharoze (u citoplazmi Celija) i skroba (u hloroplastu).

Otkrice ovog metabilickog C_-tipa fotosinteze vezuje se za istraZivanje americkih hemicara, Kalvina (engl.
Melvin Calvin), Bensona (engl. Andrew Alm Benson) i Bashama (engl. James Alan Bassham), od 1946. do
1953. godine, koji su koristili izotop ugljenika “C i analiticke tehnike hromatografije za identifikaciju pojedi-
nih jedinjenja - intermedijera u ciklusu.

Melvin Kalvin i njegove kolege su istraZivali fotosintezu na jednocelijskoj algi Chlorella sa ciljem da jasno de-
finisu korake i intermedijere u fiksaciji CO,. U rastvor u kome je alga rasla nakon postizanja konstantne fo-
tosinteze, dodavali su radioaktivni **CO, sa ciljem da obeleZe intermedijarna jedinjenja proizvedena tokom
ciklusa. Celijski metabolizam je potom zaustavljen, odnosno, enzimi su inaktivirani ubacivanjem algi u vre-
li alkohol (80% etanol). Hromatografskom metodom je utvrdeno da ve¢ nakon 60 sekundi u radioaktivnom
1C0,, alga formira fosforilisani 3-*C Secer (3-fosfogicerinsku kiselinu, 3-PGA). Kasnije je otkriveno da se re-
dukcijom 3-fosfolicerinske kiseline proizvodi vise razlicitih fosforiliranih Secera.

Kalvin je dobio 1961. godine Nobelovu Nagradu u oblasti hemije, za rezultate istraZivanja i otkri¢e CO, puta
asimilacije u biljnim celijama.

Reakcije Kalvin-Bensonovog ciklusa:

1. Karboksilacija Ribuloze 1,5-bisfosfata (RuBP) - Fiksacija CO,: Primarni akceptor CO, je Secer - pentoza: Ri-
buloza 1,5-bisfosfat, a ova reakcija je katalisana enzimom Ribuloza 1,5-bisfosfat-karboksilazom (Rubisco ili
RuBisCo). Ovaj enzim u uslovima visokog parcijalnog pritiska O, i niskog parcijalnog pritiska CO,, moZe da
kataliSe i oksidaciju RuBP, Sto se deSava u C -oksidativnom fotosintetickom ciklusu ugljenika (u procesu fo-
torespiracije), o cemu ¢e biti vise reci kasnije. Stoga se ovaj enzim oznacava i kao Ribuloza 1,5-bisfosfat kar-
boksilaza/ oksigenaza.
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Enzim Ribuloza 1,5-bisfosfat-karboksilaza/oksigenaza kataliSe reakciju ugradnje CO, i nastanak 2 molekula
3-fosfoglicerinske kiseline.Stoga, CO, aktivira enzim Rubisco i sluZi kao supstrat za njegovu aktivnost.

U procesu karboksilacije Kalvin-Bensonovog ciklusa, jedan molekul CO, i jedan molekul H,0 reaguju sa jed-
nim molekulom RuBP, tako da nastaju dva molekula 3-fosfoglicerinske kiseline. Vezivanje RuBP (supstrata) i
enzima Rubisco, te nastanak 2 molekula 3PGA, deSava se u dvostepenom procesu: prvo nastaje enediol-in-
termedijer RuBP (nakon relokacije H-atoma) koji je supstrat za vezivanje CO, (ili O, ako je u pitanju fotores-
piracija). Primarno, nakon karboksilacije nastaje keto-intermedijer RuBP (karboksi-ketoarabinitol-bisfosfat),
a zatim njegova hidratacija dovodi do cepanja C-C veze u molekulu pentoze i nastanka 2 molekula 3-fosfogli-
cerinske kiseline (2 x 3PGA) (Sl. 1.42).

0§C,O'
|
H—C—OH
H H H I
L H—C—0—PO”
H—C—0—PO.> Stepen 1 H—Cl—o—Pogz' Stepen 2 H—Cl—o—POSZ' Stepen 3 |_|| 3
| | i
(|3= o bez enzima OH—(|2I Enzim Rubisco OH—(lj—COO' bez enzima 3-fosfoglicerat
H—C—OH —_ = H-C-OH c=0
| | i
H—C—OH —_C—OH _C—_OH i
| 5 Relokacija H atoma H (|: Z co, H (I: A O*C _0
H—(li—O—P03 (Tautomerizacija) H—(IZ—O—POSZ' (Karboksilacija) H—(li—O—Posz' (Hidroliza) H—(IZ—OH
H H ]
; H—C—0—P0O.>
Ribuloza 1,5-bisfosfat Enediol- Keto- }!I
(RuBP) intermedijer RuBP intermedijer RuBP

3-fosfoglicerat

Sl. 1.42. Karboksilacija RuBP (supstrata) i nastanak 3PGA je trostepeni proces.

U ovom procesu CO, se ugraduje u karboksilnu grupu 3-fosfoglicerinske kiseline (PGA). Visoki afinitet enzi-
ma Rubisco za vezivanje CO, osigurava karboksilaciju RuBP i pri niskom parcijalnom pritisku CO,.

Sumarna jednacina reakcije karboksilacije koja je katalisana enzimom Rubisco:
3 RuBP (C-5 molekul) + 3 CO, (C-1 molekul) > 6 PGA (C-3 molekul)

2. Redukcija 3-fosfoglicerinske kiseline (PGA): Energija deponovana u molekulima ATP i NADPH, produkti-
ma svetle faze fotosinteze, se koristi za prevodenje nastalog 3-C jedinjenja (3PGA) u drugo 3-C jedinjenje, gli-
ceraldehid 3-fosfat (GA3P). Ovo je omoguceno dvema spregnutim reakcijama (Sl. 1.43):

+ prvo dolazi do fosforilacije 3PGA na karboksilnoj grupi, pri cemu nastaje 1,3 bisfosfoglicerinska kiseli-
na (BPG), a reakcija je katalisana enzimom fosfoglicerat kinazom;

+ udrugom stepenu, NADPH redukuje 1,3 bisfosfoglicerat u gliceraldehid 3-fosfat (GA3P) u reakciji koja
je katalisana enzimom gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazom. PrenoSenje elektrona na supstrat sa
NADPH i nastanak NADP*, je proces redukcije. Nastali ADP i NADP* odlaze ponovo kao supstrati u reak-
cije svetle faze fotosinteze da bi se re-energizovali, odnosno da bi opet nastali ATP i NADPH.

, A2 Gliceraldehid 3-fosfat Oxr—-H
OQC ~0 Fosfoglicerat kinaza O*(IZ ~0—F0; dehidrogenaza (|:
| H—C—OH
H—C—OH H—IC—O H | ,
| . EE? H—C—0—P0O;* .
H—C—O-POaz' + ATP H—(l:—O—POg2 + ADP % NADPH | 3 + NADP+Pi
||_| (Fosforilacija) H (Redukcija) H
3-fosfoglicerat 1,3-bisfosfoglicerat Gliceraldehid 3-fosfat
(3PGA) (BPG) (GA3P)

Sl. 1.43. Spregnute reakcije fosforilacije i redukcije 3PGA i nastanak GA3P
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U reverzibilnoj reakciji katalisanoj enzimom trioza-fosfat izomerazom, relokacija H atoma u molekulu GA3P
dovodi do formiranja izomerne forme GA3P, a to je dihidroksiaceton fosfat (DHAP) (Sl. 1.44).

Trioza-fosfat H
Ox c— H izomeraza |

| H_(I:_ OH
—_— T —— _

H—C—OH ‘ém_ c=0

| |

H—(II—O—P032' Relokacija H atoma H —(li—O—PO:f'

H H
Gliceraldehid 3-fosfat Dihidroksiaceton fosfat
(GA3P) (DHAP)

Sl. 1.44. Reakcija izomeracije GAP i DHAP.

Sumarna jednacina procesa redukcije:
6 PGA (C-3 molekul) + 6 ATP = 6 BPG (C-3 molekul) + 6 ADP
6 BPG (C-3 molekul) + 6 NADPH + 6 H = 6 GAP (C-3 molekul) + 6 NADP* + 6 Pi
6 GAP (C-3 molekul) = 6 DHAP (C-3 molekul) - ova reakcija se smatra i pocetkom sledece faze

3. Regeneracija ribuloze-1, 5-bisfosfata (RuBP): Nakon formiranja 6 molekula GAP u fazi redukcije, jedan C
molekul (odnosno 1/6 ukupno fiksiranog C u jednom ciklusu) napusta Kalvinov ciklus i sluzi za sintezu neto
fotosintetickih proizvoda (primarno, C.H,,0 , o cemu Ce biti reCi kasnije). Posto molekul C.H,,0, ima Sest ato-
ma ugljenika, potrebno je da se Kalvinom ciklus ponovi Sest puta (po jedan obrt za svaki fiksiran molekul
ugljen-dioksida) da bi se sintetisao jedan molekul ugljenih hidrata. Preostali GAP molekuli (5/6 fiksiranog
ugljenika po jednom ciklusu) se zadrzava u samom ciklusu da bi se ponovo sintetizovao molekul akceptora
za fiksaciju CO, - RuBP i da bi se ciklus odrZao, odnosno, da bi se obezbedila kontinuirana fotosinteticka fik-
sacija CO,. Konstantna regeneracija RuBP obezbedena je putem serije enzimski kontrolisanih reakcija koje
ukljucuju formiranje ugljovodonicnih fosfata strukture: C-3, C-4, C-5, C-6 i C-7 (Sl. 1.45). U regeneraciji RuBP
koristi se takode ATP.

U ovoj seriji reakcija, pet trioza (C-3) se pretvara u tri pentoze (C-5):

c3
c6

c3

> C-5
Cc-3 &

s —

> 7
c3
» C-5 |4 |C5

C-3

Sl. 1.45. Prevodenje trioza u pentoze u fazi regeneracije RuBP Kalvin-Bensonovog ciklusa.

Prvi deo faze regeneracije Kalvin-Bensonovog ciklusa ukljucuje konverziju GA3P-a u fruktoza-6-fosfat (F6P),
tako Sto se jedan molekul GA3P enzimom trioza-fosfat izomerazom prevodi u DHAP koji onda u procesu al-
dolne kondenzacije sa molekulom GA3P (katalisano enzimom aldolazom) gradi molekul fruktoza-1,6-bis-
fosfat (FBP), koji se hidrolizuje i defosforilise (enzim fruktoza 1,6-bisfosfataza) u fruktoza-6-fosfat (F6P) (Ta-
bela 1.4). U slede¢em koraku, dolazi do premestanja C atoma (C-1i C-2) sa molekula F6P na molekule GA3P,
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Sto je enzimski katalisano transketolazom, rezultat je nastanak dva molekula: eritroze-4-fosfata (E4P) i ksilu-
loze-5-fosfata (X5P). Ova faza ciklusa moze izuzetno uticati na krajnju brzinu fiksacije CO,, jer povezuje pri-
marni (sinteza skroba i saharoze iz F6P) i sekundarni metabolizam: supstrati i proizvodi enzima transketola-
ze mogu obezbediti ugljenik (iz eritroze-4-fosfata) za sintezu aromaticnih amino kiselina i fenilpropanoida
(jedinjenja koja uti¢inu na za ukus, teksturu i boju), sintezu nukleotida (iz R5P) i dr.

Tabela 1.4. Faza regeneracije Kalvin-Bensonovog ciklusa: reakcije i enzimi

Enzimi Reakcije

Trioza-fosfat izomeraza Gliceraldehid-3-fosfat (GA3P) —Dihidroksiaceton fosfat (DHAP)
Aldolaza GA3P + DHAP —> Fruktoza-1,6-bisfosfat (FBP)

Fruktoza 1,6-bisfosfataza FBP + H O —> Fruktoza-6-fosfat (F6P) + P,

Transketolaza F6P + GA3P —> Eritroza-4-fosfat (E4P) + Ksiluloza-5-fosfat (X5P)
Aldolaza E4P + DHAP —> Sedoheptuloza-1,7-bisfosfat (SedBP)
Sedoheptuloza-1,7-bisfosfataza SedBP + H,0 —> Sedoheptuloza-7-fosfat (Sed7P) + P,
Transketolaza Sed7P + GA3P —> Riboza-5-fosfat (R5P) + Ksiluloza-5-fosfat (X5P)
Ribuloza-5-fosfat epimeraza X5P —> Ribuloza-5-fosfat (Ru5P)

Riboza-5-fosfat izomeraza R5P —> Ribuloza-5-fosfat (Ru5P)

Ribuloza-5-fosfat kinaza (Fosforibonukleaza) Ru5P + ATP —> Ribuloza-1,5-bisfosfat (RuBP) +ADP + H+

U sledecoj etapi ciklusa aldolnom kondenzacijom (enzim aldolaza), eritroza-4-fosfat (E4P) i dihidroksiace-
ton-fosfat (DHAP) grade C-7 jedinjenje, sedoheptulozu-1,7-bisfosfat (SedBP), ¢ijom defosforilacijom (enzim
fosfataza) nastaje sedoheptuloza-7-fosfat (Sed7P). U drugoj reakciji katalisanoj enzimom transketolaza, se-
doheptuloza-7-fosfatii gliceraldehid-3-fosfat (GA3P) grade dva molekula pentoze: ribozu-5-fosfat (R5P) i ksi-
lulozu-5-fosfat (X5P). Epimerizacijom dva molekula (enzim epimeraza) ksiluloze-5-fosfata nastaju dva mole-
kula ribuloze-5-fosfata (Ru5P), dok izomeracijom (ezim izomeraza) molekula riboze-5-fosfata, nastaje jedan
molekul ribuloze-5-fosfata (Ru5P). Fosforilacijom sa ATP katalisanom enzimom kinaza na kraju ciklusa rege-
nerisu se 3 molekula ribuloze-1,5-bisfosfata (RuBP) (Sl. 1.46).
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Sl. 1.46. Kalvin-Bensonov ciklus: faza karboksilacije, faza redukcije i faza regeneracije primarnog akceprora CO,,
Tri molekula RuBP (3 molekula x C-5 = C-15, ukupno) reaguje sa tri molekula CO, (C-3, ukupno); u fazi karboksilacije i u
fazi redukcije nastaje 6 molekula GA3P (6 molekula x C-3 = C-18, ukupno).

Regeneracija RuBP obezbeduje kontinuiranu i neometanu asimilaciju CO, i sintezu organske materije
(primarni metabolizam).

Sumarno, za fosforilaciju trioza-fosfata (C-3) koji nastaju u fazi karboksilacije i redukcije Kalvin-Benson-ovog ci-
klusa, neophodna je energija ATP i NADPH koji nastaju u svetlosnoj fazi fotosinteze, u/na tilakoidima hloroplasta:

3 RuBP (C-5 molekul) + 3 CO, (C-1 molekul) + 3 H,0 + NADPH + 6 H* + 6 ATP

!

6 x 3PGA (C-3 molekul) + 6 x ADP + 6 Pi

Od Sest molekula nastalih trioza fosfata (3PGA), pet se koristi kao supstrat u fazi regeneracije akceptora CO,
(RuBP):

5 trioza fosfat (GA3P; DHAP) + 3ATP +2 H,0

!

3 RuBP + 3 ADP + 2 Pi
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Prema stehiometrijskoj jednacini fotosinteze (kvantitativni odnosi ulaznih i izlaznih komponenti procesa),
od ukupno asimilovanog ugljenika, 1/6 trioza fosfata (GA3P) je supstrat za sintezu neto-produkta primarnog
metabolizma, a to su ugljeni hidrati, glukoza, saharoza i skrob.

1.5.2.1. Regulatorni mehanizmi Kalvin-Bensonovog ciklusa

1.5.2.1.1. Oksidativni pentozno-fosfatni ciklus u hloroplastima (OPPC):
sinteza pentoza za regeneraciju RuBP i NADPH u mraku

Vec je reeno da svetla i tamna faza fotosinteze teku simultano na svetlosti. Kalvin-Benson-ov ciklus, koji se
u skladu sa hemijskim reakcijama naziva jos i reduktivni pentozno-fosfatni ciklus (RPPC), predstavlja glavni
metabolicki put CO, u fotosintezi i pokrece se zahvaljujudi svetlosnoj energiji koja je prevedena u hemijsku
(ATP i NADPH) u svetlosnoj fazi fotosinteze. Sve dok traje sinteza ATP i NADPH u tilakoidima, redukcija CO, u
Calvin-Benson-ovom ciklusu je dominantan proces u stromi hloroplasta. Kada u nedostatku svetlosti presta-
ne sinteza ATP i NADPH, u hloroplastu pocinje niz reakcija oksidativnog pentozno-fosfatnog ciklusa (OPPC),
metabolickog puta koji se deSava i u citoplazmi animalnih éelija. Ove sukcesivne reakcije u OPPC su rever-
zne reakcije u odnosu na Calvin-Benson-ov ciklus (RPPC) i istovremeno su reverzibilne, posto ih obavljaju
isti enzimi u oba smera (Sl. 1.47).
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Sl. 1.47. Oksidativni pentozno-fosfatni ciklus (OPPC) u hloroplastima (Fosfo-glukonatni ciklus).

Oksidativni pentozno-fosfatni metabolicki put/ciklus (OPPC) je aerobni deo pentozno-fosfatnih metabolic-
kih puteva u kome se heksoza-fosfati (glukoza 6-fosfat) oksiduju u pentoza-fosfate (ribulozu-5-fosfat), pri
cemu se oslobada molekul CO, (dekarboksilacija) i 2 molekula redukovanog nikotinamid-adenin-dinukleo-
tid-fosfata (NADPH):

Glukoza-6-fosfat + 2 NADP* + H,O — Ribuloza-5-fosfat + 2 NADPH + 2 H* + CO,

Glukoza-6-fosfat se oksiduje enzimom glukoza-6-fosfat dehidrogenaza do 6-fosfoglukonolaktona koji se po-
tom hidrolizuje enzimom laktonaza do intermedijera glukonat-6-fosfata ¢ijom oksidacijom (enzim: gluko-
nat-6-fosfat-dehidrogenaza) nastaje ribuloza-5-fosfat. Konverzija glukoze-6-fosfata u ribulosu-5-fosfat nije

54



Fotosinteza

reverzibilna, spontana je i egzergona (egzotermna) reakcija gde se slobodna energija reakcije/reaktanata
akumulira u produktu - rudokovanom NADPH (dva molekula), a istovremeno dolazi i do dekarboksilacije
glukoza-6-fosfata i oslobadanja 1 molekula CO.,.

U mraku je aktivnost fotosintetickih enzima i koncentracija meduprodukata (pre svega, glavnih supstrata,
trioza-fosfata) Kalvin-Benson-ovog ciklusa relativno niska, stoga je znacaj OPPC u hloroplastima da:

« obezbeduje izvesnu koli¢inu NADPH za reakcije koje se nastavljaju u mraku (regeneracija redukujucih
ekvivalenata) i

« odrzava konstantnu koli¢inu pentoza u hloroplastima koje su neophodni supstrat da se izgradi (u fazi
regeneracije Kalvin-Benson-ovog ciklusa) Ribuloza-1,5-bisfosfat (RuBP) - primarni akceptor CO.,. Bez
postojanja izvesne kolic¢ine pentozno-fosfatnog pula (RuBP) i u mraku, u tzv. fazi indukcije fotosinteze,
sa prvim momentima osvetljavanja hloroplasta nakon mraka, reduktivni pentozno-fosfatni ciklus ne
bi mogao da pocne, jer bi nedostajao akceptor CO,, kao i redukujuci oblici NADPH.

1.5.2.1.2. Enzimi Kalvin-Bensonovog ciklusa (RPPC) i njihova kataliti¢ka aktivnhost

Sadrzajiaktivnost enzima odreduje kvalitativnii kvantitativni odnos brojnih intermedijera i supstrata u RPPC
zavisno od dinamike svetlosti i mraka. Stoga je biohemijska transformacija hloroplasta u odnosu na delo-
vanje spoljasnjih faktora (svetlost, temperatura, vlaznost itd.) zavisna od enzima koji kao glavni regulatorni
mehanizam odreduju efikasnost iskoriStavanja svetlosne energije u fotosinteticke svrhe. Kvalitativni i kvan-
titativni enzimski profil u hloroplastima (stromi, gde se odvija Kalvin-Benson-ov ciklus) odreden je ekspresi-
jom jedarnog i hloroplastnog genoma. Jedarno kodirani enzimi sintetiSu se (u fazi translacije) na 80S-ribo-
zomima u citoplazmi i transportuju u stromu hloroplasta, dok se hloroplastno kodirani enzimi sintetiSu na
70S-ribozomima u stromi hloroplasta. Veliki deo regulatornog signalinga izmedu jedarnog i plastidnog ge-
noma odreden je time Sto produkti aktivnih gena jedra kontroliSu transkripciju i translaciju na aktivnim ge-
nima plastidnog genoma, Sto je utvrdeno i kod sinteze enzima Rubisco. Ovo medutim, nije iskljucivo, posto
postoji i obrnunuta regulacija, kada sinteza proteina u stromi hloroplasta odreduje ekspresiju (transkripci-
ju/ posttranskripciju/ translaciju/posttranslaciju) na nivou jedarnog genoma. Treba istaci da posttranslacio-
ne modifikacije u sintezi proteina/ enzima uti¢u na brze promene u aktivnosti enzima.

lako za tamnu fazu fotosinteze nije potrebna neposredna apsorpcija svetlosti, ona u velikoj meri upravlja ek-
spresijom stromalnih enzima hloroplasta koji su kodirani jedarnim genomom, u prvom redu to su: fitohrom
i ,plavi receptori“ (kriptohrom i fototropin).

Pet glavnih enzima Kalvin-Benson-ovog ciklusa cija aktivnost je indukovana i zavisna od svetlosti su:
e Rubisco,
« Fruktoza-1,6-bisfosfataza,
« Sedoheptuloza-1,7-bisfosfataza,
« Ribuloza-5-fosfat kinaza (Fosforibonukleaza) i
« Gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (NADP-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza).

1.5.2.1.2.1. Enzim ribuloza-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (Rubisco)

Ribuloza bisfosfat-karboksilaza/oksigenaza (Rubisco) je jedini enzim koji omogucava fiksaciju atmosfer-
skog CO, i ugradnju ugljenika u organske molekule za formiranje biomase. Ovaj enzim je stoga najza-
stupljeniji protein, neophodan za postojanje Zivota na Zemlji. Sastoji se od osam velikih polipeptidnih
subjedinica (L, engl. Large) svaka veli¢ine od 51 do 58 kDa i osam malih subjedinica (S, engl. small) sva-
ka veli¢ine od 12 do 18 kDa, koje zajedno formiraju strukturu L8S8. Savijanje polipeptida koji Cine subje-
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dinice i njihovo sklapanje u konformaciju funkcionalnog enzima Rubisco ukljucuje male proteine - Sape-
rone (engl. chaperone). (SL. 1.48.).

Sl. 1.48. Ribuloza bisfosfat-karboksilaza/oksigenaza (Rubisco). Sastoji se od 8 velikih (L) i 8 malih (S) subjedinica
(dva centralna sloja od 4 L-subjedinice okruZena su sa po 4 S-subjedinice); lateralni izgled i izgled sa gornje strane.
Adaptirano prema Prat i sar., (2009). Elektronski izvori slika, str. 101.

Sa ukupno 16 subjedinica, Rubisco je jedan od najvecih enzima u prirodi. Velike podjedinice enzima su ko-
dirane u stromi hloroplasta ekspresijom gena hloroplastnog genoma, dok su male podjedinice kodirane nu-
klearnim genomom Celije, a zatim su unete u stromu hloroplasta preko spoljasnje i unutrasnje membrane.
Na funkcionalnom nivou, svaka velika podjedinica (L) nosi po jedno kataliticko mesto, dok male podjedini-
ce (S) stabilizuju enzimski kompleks, imaju regulatornu ulogu, a dosadasnja naucna dostignuéa upucuju na
zakljuCak da nemaju neposrednu ulogu u fiksaciji CO,. Kod nekih fotosintetickih purpurnih bakterija Rubis-
co je dimer i sastoji se samo od dve velike subjedinice.

Postoje dva mehanizma aktivacije i requlacije kataliticke aktivnosti enzima Rubisco pod uticajem svetlosti, to
su: molekuli CO, (razliciti CO, molekuli imaju ulogu supstrata i aktivatora enzima) i enzim Rubisco-aktivaza.

Da bi funkcionisao, Rubisco mora da prode proces aktivacije koji podrazumeva:

« vezivanje CO, (i Mg*) za amino-kiselinu lizin velikih proteinskih subjedinica (L) i
« aktivnost enzima Rubisco-aktivaze.

Molekuli €O, imaju dvostruku ulogu kada se govori o aktivnosti enzima Rubisko. Oni transformisu enzim iz
neaktivne u aktivnu formu (aktivacija) i predstavljaju supstrat za karboksilaciju (kataliza). Opsti mehanizam
aktivacije Rubisco enzima pod uticajem svetlosti (apsorpcijom fotona) je:

« promena u kovalentnim vezama proteinskih subjedinica Rubisco, $to rezultira hemijskom modifikaci-
jom enzima: dolazi do karbamilacije amino-grupa u proteinu i posledi¢no, promene u njegovoj enzim-
skoj aktivnosti:

Rubisco-NH, + CO,<—> Rubisco-NH-CO, + H*, ili pak, moZe dodi do redukcije disulfidnih veza enzima;

« nekovalentne modifikacije, kao $to je promena pH i koncentracije jona (Mg?) u Celiji/hloroplastu, vezi-
vanje enzima i regulatornih proteina u super-molekulske komplekse i sl.

Treba napomenuti da se CO, vezan kao karbamat razlikuje od CO, koji je supstrat reakcije karboksilacije Ru-
bisco enzima.

Rubisco je aktivan samo kada NH, grupa amino-kiseline lizina iz L-subjedinica enzima reaguje sa CO, i formi-
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ra amid ugljene kiseline (lizil-karbamat: Rubisco-NH-CO,). Karbamilacija dovodi do konformacionih prome-
na proteina velikih subjedinica enzima (L), a nastala kataliticki aktivna forma enzima Rubisco se stabilizuje
formiranjem kompleksa sa Mg*": Rubisco-NH-CO, Mg* (Sl.1.49).

Rubisco

Neaktivan ’

pH
COZ + |V|gz+ Mg I
Metaboliti

2 x 3PGA
Rubisco — aktivan:

Rubisco-NH-CO,*Mg?* \
oksigena? Qe P-glikolat

ATP ADP + Pi + 3PGA
Rubisco- Rubisco- CAIP
aktivaza aktlvaza intermedijer-
neaktivna aktivna inhibitor

Rubisco
Neaktivan

Sl. 1.49. Rubisco se aktivira na svetlosti preko dva procesa:
1. Neaktivni Rubisco reaguje sa CO, i formira karbamat, stabilizuje se pomocu Mg** i postaje aktivan (funkcionise i kao
karboksilaza i kao oksigenaza).
2. Enzim rubisco aktivaza, koja se aktivira na svetlosti preko ATP-a, oslobada blokirana kataliticka mesta enzima
Rubisco pentoza fosfatima - RuBP i intermedijerima Kalvin-Benson-ovog ciklusa (analozima RuBF, npr. Karboksi-
arabinitol- 1-fosfatom (CALP)).

Enzim Rubisco-aktivaza (oznacava se najCesce - Rea) energiju ATP koristi za stvaranje konformacionih
promena enzima Rubisco, ¢ime se redukuje njegov afinitet za Cvrsto vezivanje inhibitora (primarno, pen-
toza-fosfata). Naime, nekarbamilovani, neaktivni oblik Rubisco ima veliki afinitet prema pentoza-fosfatima
i veoma Cvrsto vezuje RuBP i analoge, Sto dovodi do inhibicije samog enzima. Prevremeno vezivanje sup-
strata (RuBP) za Rubisco dovodi do deaktivacije enzima. Rubisco-aktivaza uz utroSak ATP-a, oslobada (¢vr-
sto) prevremeno vezani RuBP i druge inhibitore (CA1P i dr.) i na taj nacin omogucava karbamilaciju / aktiva-
ciju slobodnog (,oslobodenog®) enzima Rubisco. Stoga enzim Rubisco aktivaza povezuje hidrolizu ATP-a sa
strukturnim remodelovanjem Rubisco-a.

Enzim Rca je enzim-protein hloroplasta koji je neophodan za svetlosnu aktivaciju ribuloza 1,5-bisfosfat kar-
boksilaze/oksigenaze in vivo u periodu indukcije fotosinteze kada biljka izlazi iz perioda mraka. U vecini bi-
ljaka koje su do sada ispitane, postoje dve izoforme Rca koje se razlikuju samo na karboksilnom kraju protei-
na: dugacka forma-a (46 kDa) i kratka forma-f3 (42 kDa). Enzim RCA moZe se smatratii proteinom Saperonom.

1.5.2.1.2.2. Kataliti¢ka aktivnhost nekih enzima Kalvin-Bensonovog ciklusa regulisana je

direktno svetloscéu, preko feredoksin- tioredoksin sistema (Fd/Trx sistema)

Danas se sa sigurnos¢u zna da je kataliticka aktivnost enzima Kalvin-Bensonovog ciklusa: Rubisco, Fruk-
toza-1,6-bisfosfataza, Sedoheptuloza-1,7-bisfosfataza, Ribuloza-5-fosfat kinaza (Fosforibonukleaza), Gli-
ceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (NADP-gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza), regulisana svetloscu i to
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direktno, preko feredoksin / tioredoksin (Fd/Trx) sistema. Proteini: Feredoksin (Fd), Feredoksin-tioredok-
sin-reduktaza (FTR) i Tioredoksin (Trx) Cine vazan regulatorni kompleks, koji se naziva Fdx/Trx sistem. To je
redoks-aktivna proteinska kaskada koja prenosi protone (redukcione ekvivalente- NADH, NADPH) na razlici-
te proteine-enzime (njihove redoks-aktivne cisteinske (Cis) ostatke), cime se modifikuje metabolizam. Kako
je feredoksin (Fd) terminalni akceptor elektrona fotosintetskog transportnog lanca svetle faze fotosinteze,
on je klju¢an za dalju distribuciju elektrona tokom razlicitih oksido-redukcionih procesa.

Aktivacija enzima Kalvin-Benson-ovog ciklusa pocinje apsorpcijom fotona i redukcijom feredoksina (Fd-
) kao terminalnog akceptora elektrona u elektron-transportnom lancu. Redukovani feredoksin zbog viska
elektrona, uzima dva protona za redukciju kataliticki aktivnih disulfidnih veza (-S-S-) enzima feredoksin-ti-
oredoksin reduktaze (Fd/Trx reduktaza, FTR). Enzim FTR je gvoZzde - sumpor [4Fe-4S] protein (EC 1.8.7.2,
sistematskog naziva: feredoksin:tioredoksin-disulfid-oksidoreduktaza) i predstavlja centralnu komponen-
tu ove redoks-enzimske kaskade, koja prikuplja elektrone i prenosi ih sa Fd do malog regulatornog prote-
ina tioredoksina (Trx), razlicitih podtipova (Trx: f-, m-, x-, y-, z-tip). Redukcija Trx podrazumeva prihvatanje
dva elektrona sa FTR, posledi¢no privlacenje dva protona (2H+) i konverziju disulfidnih veza (-S-S-) u tiol-
ne (-SH). Redukovani Trx, svoju aktivnost ispoljava tako Sto aktivira specificne enzime cepajuéi njihove di-
sulfidne veze na oksidovanim cisteinima i formirajuci na taj nacin, slobodne (redukovane) cisteine (Sl. 1.50).

2e 2 s—s
: | Feredoksin — | |
© redukovan Feredoksin — SIH SlH
(Fd,cq) tioredoksin - -
reduktaza T“:.:“EdOK)sm
e Feredoksin - 2H: o
oksidovan Feredoksin — . .
(Fd_) tioredoksin Tioredoksin
reduktaza (T”‘ ux)l
(FTR) _
N I ] S S
SH SH
PSED

Fotosinteticki elektron-
transportni lanac

Sl. 1.50. Feredoksin- tioredoksin sistem (Fd/Trx sistem): deo redukovanog feredoksina sluZi kao donor elektrona
feredoksin-tioredoksin reduktazi (FTR), Ciji se disulfidni most redukuje i podleZe tiol-disulfidnoj razmeni sa oksidovanim
tioredoksinom (Trxox). Redukovani tioredoksin (Trx red) moZe redukovati disulfide nekoliko ciljnih enzima, od kojih je
vecina slabo aktivna ili neaktivna u oksidovanom obliku.

Fd/Trx sistem predstavlja vazan signalni put svetlosne regulacije hloroplastnih enzima. To je enzimska, oksi-
do-redukciona kaskada u kojoj dolazi do razmene elektrona/protona izmedu tiol (SH) i disulfidnih (S-S) gru-
pa amino-kiselina u proteinima, Sto menja redukcioni status enzima hloroplasta i uti¢e na njihova katalitic-
ka svojstva (aktivira ih ili inaktivira) (SL. 1.51).
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Sl. 1.51. Mehanizam prenosa signala za aktivaciju enzima Kalvin-Bensonovog ciklusa preko Feredoksin-zavisnog (Fd)
sistema redukcije tioredoksina (Trx).
Feredoksin-tioredoksin sistem (Fd/Trx sistem) funkcionalno povezuje svetlosni signal sa aktivnos¢u enzima u stromi
hloroplasta (svetlosnu i tamnu fazu fotosinteze): nakon ekscitacije u reakcionom centru, hlorofil Salje elektron u
elektron-transportni lanac do konacnog akceptora na stromalnoj strani tilakoida - feredoksina (Fd) koji uz pomo¢
enzima Fd/Trx reduktaze (FTR) redukuje hloroplastni tioredoksin (Trx- f- m, -x, -y, -z i dr.) i NADP+ uz kataliticko dejstvo
enzima Feredoxin NADP-reduktaze (FNR). Adaptirano prema Michelet i sar., (2013). Elektronski izvori slika, str. 101 .

Feredoksin/tioredoksin reduktaza (FTR) i tioredoksin (Trx) uticu na potrosnju NADPH, sto dovodi do pro-
mene odnosa NADPH/NADP+ i promene koli¢ine nagomilanog NADP+ koji je klju¢ni nosac elektrona za Si-
rok spektar redoks reakcija, ukljucujuéi fotosintezu. Kako je hloroplastni redoks status zavisan od koli¢ine
NADPH i NADP+, odnosno njihovog medusobnog koncentracijskog odnosa (NADPH prema NADP+), fere-
doksin- tioredoksin sistem (Fd/Trx) omogucava biljkama da promene svoj metabolizam na osnovu inten-
ziteta svetlosti. Konkretno, Fd/Trx sistem koji preko redoks statusa hloroplasta kontroliSe aktivnost enzi-
ma Kalvin-Bensonovog ciklusa omogucava biljkama da uravnoteZe sintezu i razgradnju ugljenih hidrata na
osnovu dostupnosti svetlosti. Na svetlosti redukovani Fd (Fd-) aktivira biosintezu ugljenih hidrata, dok u
mraku, Fd ostaje oksidovan, Sto ostavlja Trx neaktivnim i dovodi do razgradnje ugljenih hidrata.

Biljke poseduju ne samo Fd/Trx sistem plastida, ve¢ i ranije poznati NADP/Trx sistem u citosolu, endoplaz-
matskom retikulumu i mitohondrijama, a do sada je otkriveno najmanje 19 tipova Trx, od Cega, devet u hlo-
roplastima. IstraZivanja pokazuju da je veliki broj fizioloSkih procesa biljaka regulisan aktivacijom/inakti-
vacijom enzima preko redoks-enzimskih kaskada - promenom tiol (SH) i disulfidnih (S-S) veza gde Trx ima
klju¢nu ulogu. Ovaj mehanizam je posebno rasprostranjen u biljkama, gde je do sada identifikovano oko 200
proteina, Cija je aktivacija uslovljena sa Trx, kao $to su npr. enzimi u amiloplastima koji omoguduju sintezu
skroba i enzimi koji se aktiviraju kod klijanja semena (amilaze i dr.).

1.5.2.1.2.3. Svetlos¢u indukovano kretanje jona kroz tilakoidne membrane i promena pH strome

hloroplasta utic¢e na kataliticku aktivnost enzima Kalvin-Benson-ovog ciklusa

Kada se govori o svetlosnoj aktivaciji i regulaciji enzima Kalvin-Bensonovog ciklusa mora se pomenuti i uti-
caj protonskog (H*) fluksa iz strome hloroplasta u lumen tilakoida, Sto je povezano sa antiportom jona Mg
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iz lumena tilakoida (intratilakoidnog prostora) u stromu hloroplasta. Ovakav jonski fluks koji je iniciran ap-
sorpcijom svetlosti i transportom elektrona, dovodi do poveéanja pH strome hloroplasta i povecanja aktiv-
nosti enzima koji zahtevaju Mg?* (i pH oko 8) za svoju kataliticku aktivnost, a to su: Rubisco, fruktoza-1,6-bis-
fosfat, sedoheptuloza-1,7-bisfosfat i ribuloza-5-fosfat kinaza (fosforibonukleaza).

1.5.3. Fotorespiracija: C, - oksidativni fotosinteticki put ugljenika/C -ciklus

U hloroplastima C,-biljaka u uslovima velike osvetljenosti, parcijalni pritisak O, se povecava, dok se istovre-
meno parcijalni atmosferski pritisak CO, smanjuje. Tada enzim RuBP-karboksilaza (Rubisco) preteZzno ima
oksigenaznu aktivnost. To dovodi do oksigenacije RuBP i iniciranja procesa fotorespiracije, tj. usvajanja ki-
seonika i izdvajanja ugljen-dioksida na svetlosti, te otuda i naziv ovog metabolickog procesa, fotorespiracija,
sugerise da je u pitanju Celijsko disanje stimulisano svetlo$cu. Otkrili su ga istraZivaci Diker i Tio (engl. Dic-
ker i Tio) 1959. godine, registrujudi povecanje intenziteta disanja zelenih listova C, biljaka (vece oslobada-
nje CO,) na svetlosti nego u mraku u uslovima niZih koncentracija CO, i istovremeno, ve¢ih koncentracija O,
u okolnoj atmosferi. Termin ,fotorespiracija“ uveden je u nauku 1963. godine od strane naucnika Krotkov-a,
a sustina ovog metabolickog procesa je da u uslovima niskog parcijalnog pritiska CO, i istovremeno, visokog
parcijalnog pritiska O, enzim Rubisco ima viSe oksigenaznu aktivnost i kataliSe usvajanje O, i njegovo vezi-
vanje za RuBP (umesto usvajanje CO, i karboksilaciju RuBP).

Rubisco je enzim koji ima nezamenljivu kataliticku ulogu u fotosintetickoj asimilaciji CO,, odnosno, u kar-
boksilaciji, ali vazno njegovo svojstvo je takode i sposobnost da katalizuje i oksigenaciju RuBP u procesu de-
finisanom kao fotorespiracija. Zbog toga se ovaj enzim oznacava kao Ribuloza 1,5-bisfosfat karboksilaza/
oksigenaza (Rubisco/RuBisCO; EC 4.1.1.39). Karboksilacijom RuBP nastaju dva molekula 3-fosfoglicerinske
kiseline (fosfoglicerata, 3PGA), dok oksigenacijom nastaje jedan molekul 3-fosfoglicerinske kiseline (3PGA) i
jedan molekul 2-fosfoglikolatac istovremeno se oslobada CO, (u mitohondrijama):

RuBP (C-5) + O, > fosfoglicerat (C-3) + fosfoglikolat (C-2)

Zbog toga Sto primarni produkt oksigenacije, fosfoglikolat ima 2C-atoma, ovaj ciklus se naziva i C,-oksida-
tivni fotosintetski ciklus ugljenika.

Zanimljivo, C_-oksidativni fotosintetski ciklus ugljenika i C, reduktivni fotosintetski ciklus ugljenika koegzi-
stiraju u biljnim ¢elijama i oba ova metaboli¢ka puta su pokrenuta od strane enzima Rubisco, ali teku dija-
metralno suprotno (Sl. 1.52).
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Sl. 1.52. C,-oksidativni fotosintetski ciklus ugljenika i C, - reduktivni fotosintetski ciklus ugljenika ne teku odvojeno,
vec koegzistiraju u biljnim Celijama. Oba metabolicka puta su katalisana enzimom Rubisco, koji funkcionise kao
karboksilaza (u fotosintezi - stroma hloroplasta), ili kao oksigenaza (u fotorespiraciji - stroma hloroplasta, peroksizomi,
mitohondrije).

Fotorespiratorni metabolicki put se pokrece oksigenacijom RuBP u stromi hloroplasta uz katalizu enzima Ru-
bisko-oksigenaza, a nastali primarni intermedijer, 2-fosfoglikolat, se dalje metaboliSe u peroksizomima, po-
tom u mitohondrijama i ponovo u stromi hloroplasta, pri cemu dolazi do dekarboksilacije (gubitka CO,) i de-
aminacije (gubitka NH, (NH,")). Oksigenacija RuBP dovodi do gubitka ugljenika koji bi inace bio iskorid¢en u
Kalvin-Bensonovom ciklusu za sintezu trioza-fosfata, dok istovremeno, nastali produkt oksigenacije, 2-fos-
foglikolat inhibira dva hloroplastna enzima: trioza-fosfat izomerazu i fosfoglicerat kinazu (fosfofrukto kinazu).

Fizioloski smisao i znacaj fotorespiracije za metabolizam biljaka:

Da bi biljka izbegla inhibiciju enzima i znacajan gubitak ugljenika za Kalvin-Benson-ov ciklus, u uslovima ni-
ske meducelijske koncentracije CO,/visokog parcijalnog pritiska O, (kada su CO, i O, kompetitori za aktivaci-
ju Rubisco), oksigenacija RuBP i C,-oksidativni fotosinteticki put ugljenika omogucava da se i u nedostatku
unutarcelijskog CO, sacuva veci deo trioza-fosfata (PGA) za normalno funkcionisanje Kalvin-Bensonovog ci-
klusa. Takode, i pored toga sto se u procesu trosi energija (ATP i NADPH), fotorespiracija ima veliki znacaj za
sinhronizaciju svetle i tamne faze fotosinteze, posebno za prevenciju blokade elektrona i protona na plasto-
hinonu (PQ), odnosno, za sprecavanje njegove prevelike redukcije u uslovima limitiranog CO, u biljnim celi-
jama. Zastitna uloga fotorespiracije moze biti posebno vazna u uslovima stresa kao sto je susa, kada se sto-
me listova zatvaraju na svetlosti kako bi se sprecio prekomerni gubitak vode.

Fotorespiracija je narocCito izrazena kod biljaka koje dominantno imaju C,-tip fotosinteze (tzv. C-biljke), jer
su one evolutivno adaptirane na visu CO,-kompenzacionu tacku u odnosu na C,-biljke (tropske biljke, viso-
ke organske produkcije; o cemu e biti viSe reci kasnije). Zbog toga se biljke i mogu podeliti u dve grupe: one
koje imaju fotorespiraciju (C,-biljke) i bez fotorespiracije (C,-biljke).

Fotorespiracija/C_-oksidativni fotosinteticki put ugljenika se deSava se u hloroplastima, peroksizomima i
mitohondrijama fotosintetickih Celija (Sl. 1.53).
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Sl. 1.53. Mehanizam C, - oksidativnog fotosintetskog ciklusa ugljenika: funkcionalna povezanost hloroplasta, peroksizoma
i mitohondrijai glavni intermedijeri ciklusa. Kreirano u: BioRender-u. Pajevic, S. (2025); Elektronski izvori slika, str. 101.

Proces fotorespiracije je enzimski kontrolisan i odvija se u tri funkcionalno povezane organele: hloroplasti-
ma, peroksizomima i mitohondrijama. Bliska pozicija ove tri organele u Celiji ukazuje na intenzivan proces
fotorespiracije, odnosno, povezanost biohemijskih reakcija u njima (Tabela 1.5).

U hloroplastima (reakcije 1 2), enzim Rubisko-oksigenaza kataliSe asimilaciju O, i nastanak dva molekula fo-
sfoglikolata i dva molekula fosfoglicerata. Aktivnos¢éu enzima fosfoglikolat fosfataze nastaju dva molekula
glikolata i dva molekula neorganskog fosfata.

Dva molekula glikolata, istovremeno sa dva molekula glutamata, odlaze u peroksizome.

U peroksizomima (reakcije 3, 4i 5) se glikolat oksiduje sa O, aktivno3¢u enzima glikolat oksidaze, a nastali pe-
roksid se neutraliSe enzimom katalazom. Glutamat-glioksilat aminotransferaza je enzim u peroksizomima
koji kataliSe prevodenje nastalog glioksilata i glutamata u glicin i oksoglutarat.

Amino-kiselina glicin potom iz peroksizoma odlazi u mitohondrije.

U mitohondrijama (reakcije 6 i 7), katalitickim dejstvom enzima glicin-dekarboksilaza-kompleksa, kao i hi-
droksimetil-transferaza-kompleksa od dva molekula glicina (ukupno 4-C atoma), dekarboksilacijom i dea-
minacijom (oslobadanjem CO, i NH,’), nastaje amino-kiselina serin (3-C atoma), koja se ponovo transportu-
je u peroksizome.

U peroksizomima (reakcije 8 i 9) se serin transformiSe u 3-C amino-kiselinu - glicerat, uz kataliticko dejstvo en-
zima serin-2-oksoglutarat aminotransferaze i hidroksipiruvat reduktaze. Glicerat i 2-oksoglutarat iz peroksizo-
ma, uz NH," iz mitohondrija vracaju se u hloroplaste kao supstrat za regeneraciju trioza fosfata i amino-kiselina.
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U hloroplastima se, na kraju fotorespiratornog ciklusa (reakcije 10, 11 i 12), glicerat fosforiliSe u 3-fosfoglice-
rat (3PGA) i ulazi u Kalvin-Bensonov ciklus, a u stromi hloroplasta se izgubljeni glutamat (izgubljeni azot, na
pocetku ciklusa) nadoknaduje u sintezi glutamina katalitickim dejstvom enzima glutamin-sintaze, da bi po-
tom glutamin i eksportovani oksoglutarat iz peroksizoma uz pomo¢ enzimskog kompleksa feredoksin-zavi-
sne glutamat-sintaze (GOGAT) napravili 2 molekula amino-kiseline glutamata.

Tabela. 1.5. C -oksidativni fotosintetski ciklus ugljenika. Funkcionalna povezanost hloroplasta, peroksizoma i
mitohondrija i glavni intermedijeri ciklusa - reakcije i enzimi.

Enzimi: Reakcije: U Celijskoj organeli:
Rubisco 1. Ribuloza 1,5-bisfosfat + 2 0,— 2 x 2-Fosfoglikolat +
2 x 3-Fosfoglicerat Hloroplast

Fosfoglikolat fosfataza 2. 2x2-Fosfoglikolat +2 H.O—> 2 x Glikolat + 2 P,

Glikolat oksidaza 3. Glikolat+2 O,— > 2 xGlioksilat+2 H.O,

Katalaza 4, 2HO, —>»2HO0+0 .
— - — . — Peroksizom

Glutamat-glioksilat aminotrans- 5. 2 x Glioksilat + 2 x Glutamat—> 2 x Glicin + 2 x

feraza 2-Oksoglutarat

Glicin-dekarboksilaza kompleks 6. Glicin + NAD* + [GDC]—> CO, + NH," + NADH +

GDC) [GDC - THF -CH_] Mitohondrija

Serin-hidroksimetil transferaza 7. [GDC - THF -CH_] + Glicin + H.O—> Serin + [GD(]

Serin-2-oksoglutarat amino- 8. Serin +2-Oksoglutarat—> Hidroksipiruvat + Gluta-

transferaza mat Peroksizom

Hidroksipiruvat reduktaza 9. Hidroksipiruvat + NADH + H*—> Glicerat + NAD*

Glicerat kinaza 10. Glicerat + ATP—> 3-Fosfoglicerat + ADP

Glutamin sintetaza 11. Glutamat+NH,"+ ATP—> Glutamin + ADP + P, Hloroplast

Feredoksin-zavisna gluta- 12. 2-Oksoglutarat + Glutamin +2 x Feredoksin _, ... P

mat-sintaza (GOGAT) +2 H'—> 2 x Glutamat + 2 x Feredoksin (

oksidovan)

1.5.4. Tamne reakcije fotosinteze - Kalvin-Bensonov ciklus: C,
i CAM karbonski ciklusi (C,i CAM fotosinteza)

Difuzija CO, iz atmosfere kroz stome u hloroplast, aktiviranje enzima Rubisco, te vezivanje ugljenika za pen-
tozu je od klju¢ne vaZnosti za neto fotosinteticku produkciju. Stoga su ekoloski Cinioci, pre svega sadrzaj
vode u Celijama i koncentracije (parcijalni pritisci) CO, i O, u atmosferi, glavni Cinioci koji uticu na struktur-
ne i fizioloske adaptacije biljaka. Kopnene biljke su evolutivno razvile dva glavna fotosinteticka mehanizma
adaptacije u uslovima niskih koncentracija CO, (i istovremeno, vedih koncentracija O,) kada je neophodno
obezbediti dovoljno CO, za aktivaciju enzima Rubisco, kako bi funkcionisao kao karboksilaza, umesto kao
Rubisco-oksigenaza (Sto ¢e voditi ka fotorespiraciji):

« C, put fotosinteticke fiksacije ugljenika (C,) i
« CAM put fotosinteticke fiksacije ugljenika (engl. Crasulaceae acid metabolism)

Usvajanje CO, navedenim metabolickim putevima obezbeduje koncentrovanje dostupnog ugljenika u celi-
jama omotaca provodnih sudova (gde je lociran enzim Rubisco), u uslovima kada je njegov sadrzaj u atmos-
feri smanjen i stoga predstavlja adaptaciju na smanjenje dostupnog CO, za fotosinteticke potrebe.

1.5.4.1. C-ciklus ugljenika (C -fotosinteza)

U odnosu na C, biljke C, biljke imaju specifi¢nu fotosintezu jer fiksiraju ugljenik u jedinjenja sa Cetiri ugljeni-

ka u mezofilnim Celijama, pre nego sto se isti iskoristi u Celijama omotaca provodnih snopica za karboksila-

ciju RuBP prve faze Kalvin-Bensonovog ciklusa.
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Na temelju rezultata istraZivanja koje su krajem 50-ih i pocetkom 60-ih godina XX veka sprovodili naucnici
Hugo Peter Kortschak i Yuri Karpilov prateéi metabolicki put radioaktivnog izotopa ugljenika **C, australijski
naucnici M.D. Hatch i C.R. Slack su krajem 60-ih godina, predloZili model za C, put kao alternativni put kar-
boksilacije u odnosu na Kalvin-Bensonov ciklus (C, tip). Eksperimenti u kojima su biljke kukuruza (Zea mais)
i Secerne trske (Saccharum officinarum) izlagane atmosferi sa *CO, otkrili su da su jedinjenja sa Cetiri ugljeni-
ka: malat (jabuc¢na kiselina - organska kiselina), odnosno, aspartat (asparaginska kiselina - amino-kiselina),
medu najranijim obeleZenim proizvodima karboksilacije. Specificnost C, karbonskog ciklusa je primarno
vezivanje CO, u jedinjenje sa Cetiri ugljenika, zatim njegova dekarboksilacija i ponovo fiksiranje u jedinjenje
sa tri ugljenika (Hatch, M.D, Slack, C.R. 1966; Slack, C.R., Hatch, M.D. 1967; Hatch, M.D. 2002). Ovi metabolic-
ki koraci definisu sustinu C -fotosintetiCkog puta i predstavljaju naucnu potvrdu da C, metabolicki put uglje-
nika (Kalvin-Bensonov put) nije jedini i iskljucivi tip karboksilacije i sinteze organske materije u tamnoj fazi
fotosinteze. Nakon ovog otkrica, dalja napredna istraZivanja u oblasti biljne anatomije, fiziologije, biohemi-
jeimolekularne biologije doprinela su izuzetnim otkri¢ima da je C, fotosinteticki put metabolicki podeljen u
dva morfoloSki razlicita tipa celija u listu i da ukljuuje nekoliko osnovnih biohemijskih faza. Listove C, bilja-
ka karakteriSe anatomija tipa Kranz, za koju je karakteristicno da je provodni snopi¢ (vaskularno tkivo) okru-
Zen sa najcescée dva sloja Celija omotaca. Sloj ¢elija omotaca provodnih snopica je dalje okruZen radijalno
rasporedenim Celijama mezofila (Sl. 1.54).

B
C3 biljka - pSenica C4 biljka - kukuruz

L Maezofilno
tkivo

Celije omotaéa provodnog snopiéa Provodni snopic

— bez hloroplasta Stoma Celije omotaca provodnog

snopica — sa hloroplastima

Cel. omotata
provadnog snopica

Sl. 1.54. Morfoloske i anatomske razlike izmedu C, (A) i C, (B) biljaka Elektronski izvori slika, str. 101.

Celije omotaca provodnih snopiéa imaju izrazene hloroplaste koji u unutrasnjoj strukturi nemaju tilakoid-
ni sistem podeljen u dva odeljka (grana tilakoidi i stroma tilakoidi), ve¢ sadrZe samo tilakoide strome, kao
i skrobna zrna. Stoga su ovakvi hloroplasti, koji se nalaze u ¢elijama omotaca provodnh sudova, agranalni
hloroplasti i razlikuju se od onih u ¢elijama mezofila sa granalnim hloroplastima. Ova specificnost u struktu-
ri hloroplasta ukazije na razli¢itu funkciju mezofilnih celija i ¢elija omotaca provodnih sudova u C,- fotosin-
tetickom metabolizmu:
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« mezofilne Celije sa granalnim hloroplastima imaju fiziolosSku ulogu ,,dobavljaca“ CO, za karboksilaci-
ju (Kalvin-Bensonov ciklus);

+ Celije omotaca provodnih snopica sa agranalnim hloroplastima ,sakupljaju“ CO, za nesmetano odvi-
janje Kalvin-Bensonovog ciklusa u njima (Sl. 1.54B).

Specifi¢tna anatomija omogucava C,-biljkama da se u cilindru koji grade Celije omotaca provodnih sudova
koncentrise CO, i da se karboksilacija (tamna faza fotosinteze) deSava i kada je relativno nizak parcijalni pri-
tisak CO,, Sto su uslovi koji u C.-biljkama dovode do pojave fotorespiracije i gubitka C koji bi bio iskoristen
za asimilaciju. Stoga C, fotosinteza kod biljaka sa Kranz - anatomijom rezultira viSom organskom produkci-
jom u odnosu na C.-biljke. Neke od biljnih vrsta, pre svega iz porodice trava (fam. Poaceae) sa relativno vi-
sokom organskom produkcijom, kao $to su kukuruz, Secerna trska, sirak i sl. (Sl. 1.55), koriste C, metabili¢-
ki put ugljenika za povecanje katalitickog kapaciteta enzima Rubisco. Biljke sa C, fotosintetickim putem su
bolje prilagodene i pokazuju vecdu fotosinteticku produktivnost u okruZenju sa visokim dnevnim temperatu-
rama, intenzivnom suncevom svetlo$¢u, malim parcijalnim pritiskom CO,, kao i ogranicenim sadrzajem azo-
taivode.

Sl. 1.55. Neke od tipicnih C4 biljaka: kukuruz (Zea mays L.), sirak (Sorghum sp. L.), Stir (Amaranthus retroflexus L.). Adap-
tirano prema: Elektronski izvori slika, str. 101.

Stoga, C,-fotosinteza je morfo-anatomskim i fizioloSkim adaptacijama, pre svega, razdvajanjem mesta asi-
milacije CO, za fotosinteticke potrebe (mezofil) i karboksilacije RuBP (¢elije omotaca provodnih snopica)
omogucila bolje iskoristavanje CO, za stvaranje organske materije, cime su C,-biljke zbog vece produktiv-
nosti, postale invazivne i dominantne na stanistima sa tropskom i subtropskom klimom (male do srednjih
geografskih Sirina). Smatra se da su biljke sa C,-fotosintezom evolutivno nastale iz C,-biljaka strukturno-fi-
zioloSkim adaptacijama na ekoloSke pritiske, pre svega nedostatak CO, i kompetitorski efekat povecenog
parcijalnog pritiska O, za vezivanje na Rubisco. Evolucija C,-fotosinteze iz C, eliminiSe RuBP- karboksilaci-
ju u hloroplastima mezofilnih éelija i istovremeno aktivira PEP - karboksilaciju u citosolu mezofilnih ¢eli-
ja, $to dovodi do smanjenja broja i veli¢ine hloroplasta u mezofilnim celijama. Istovremeno, agranalni hlo-
roplasti u celijama omotaca provodnih snopica su vecih dimenzija i centripetalno rasporedeni u Celiji. Ova
strukturna dihotomost hloroplasta predstavlja evolutivnu adaptaciju na razlicite uloge u procesu fotosinte-
ze: hloroplasti mezofilnih éelija imaju dominantno ulogu u svetlim reakcijama fotosinteze, dok su hloropla-
sti u Celijama omotaca provodnih sudova evolutivno adaptirani na povecanje efikasnosti fiksacije CO, i sin-
tezu organske materije (tamna faza fotosinteze) (Sl. 1.56).
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Sl. 1.56. Dva razlicita tipa hloroplasta u Celijama C -biljaka: granalni hloroplasti u mezofilnim celijama i agranalni
hloroplasti u ¢elijama omotaca provodnog snopica. Adaptirano prema: Majeran i van Wijk (2009). Elektronski izvori slika,
str. 102.

Opste karakteristike C -fotosinteze:

Fosfoenol-piruvat (fosfoenol pirogrozdana kiselina, PEP) je jedinjenje sa tri C atoma koje se smatra primar-
nim supstratom za vezivanje atmosferskog CO, i koje ¢e nakon karboksilacije dati jedinjenje sa cetiri C ato-
ma. Usvojeni CO, je na raspolaganiju Celiji za karboksilaciju u tamnoj fazi fotosinteze u formi bikarbonatnog
anjona (HCO,). Karbonska anhidraza (EC 4.2.1.1) je CO, - indukovani rastvorljivi enzim, koji katalizuje reak-
ciju reverzibilne hidratacije CO, u HCO, i ima veliki znacaj za regulaciju Celijske pH vrednosti.

Nakon $to CO, (HCO,) ude kroz stome u mezofilne Celije, enzim fosfoenol-piruvat karbokilaza (PEP-karbok-
silaza; EC 4.1.1.38) kataliSe inicijalnu karboksilaciju fosfoenol-piruvata (PEP, C,) u oksal-sircetnu kiselinu
(eng. oxalacetic acid, OAA, C,) u mezofilnim Celijama koje su preko stoma u bliskom kontaktu sa eksternom
atmosferom. Specificnost C,-ciklusa je Sto PEP-karboksilaza ima visoku efikasnost vezivanja HCO,, te stoga
i u uslovima niskih koncentracija CO,, odnosno, visokih koncentracija O, nema kompeticije izmedu CO, i O,,
Sto kod C, biljaka uslovljava pojavu fotorespiracije (Rubisco postaje oksigenaza).

Organske, C,-kiseline, imaju bitnu ulogu intermedijera u fotosintetskom C, ciklusu: oksaloacetat (OAA), ma-
lat i aspartat (Asp) su supstrati/intermedijeri koji obezbeduju koncentrovanje CO, u ¢elijama omotaca pro-
vodnih sudova. Zapravo, OAA je neposredan, kratkotrajan proizvod inicijalnog procesa fiksacije CO, u elija-
ma mezofila. Malat i aspartat, koji su rezultat brzog prevodenja OAA, su organske kiseline koje se transportiju
u Celije omotaca provodnih snopica lista gde se dekarboksilisu, a oslobodeni CO, se koristi za karboksilaciju
u Kalvin-Bensonovom ciklusu i proizvodnju pimarne organske materije. Nakon dekarboksilacije, jedinjenja
sa tri ugljenika vracaju se u celije mezofila gde se koriste za regeneraciju akceptora CO,, a to je PEP.

Transformacija OAA koja nastaje nakon inicijalne karboksilacije PEP, te reakcija dekarboksilacije - oslobada-
nja CO, za potrebe Kalvin-Bensonovog ciklusa moZe se biohemijski opisati kroz dva podtipa C,-fotosintetic-
kog ciklusa, to su: malatni podtip i aspartatni podtip.

Za oba biohemijska puta je karakteristi¢no da se u Celijama mezofila, bikarbonatni jon (HCO,) koji je nastao
hidratacijom atmosferskog CO,, katalitickim delovanjem enzima karbonske anhidraze koristi za karboksi-
laciju fosfoenol-piruvata (PEP) uz pomoc¢ enzima fosfoenol-piruvat karboksilaze. Nakon toga, nastali oksa-
loacetat (OAA), se u C, = Malatnom podtipu (C, -NADP-malatno-enzimski podtip) (Sl. 1.57) redukuje u malat
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(jabuénu kiselinu) u hloroplastima mezofilnih ¢elija pomocu enzima NADP-malat dehidrogenaze, a zatim
difunduje u celije omotaca provodnih snopica, gde se u hloroplastima dekarboksiliSe pomoéu NADP-ma-
latnog enzima. Oslobodeni CO, se koristi za karboksilaciju RuBP i sintezu ugljenih hidrata u Kalvin-Benso-

novom ciklusu, dok piruvat (pirogrozdana kiselina) difunduje u mezofilne éelije, gde se u hloroplastima pre-
obraca u PEP katalitickim dejstvom enzima piruvat-fosfat dikinaze.

Malat se smatra glavnom organskom kiselinom koja se transportuje izmedu dva kompartmenta u C, biljka-

ma koje imaju NADP-malatni enzim, dok aspartat (asparaginska kiselina) ima ovu ulogu u C, biljkama koje
imaju NAD-malatni enzim.

Atmosferski CO, Celijski zid Celijska
membrana
Karbonska
&% ‘ N
HCO;—

E ’ FOSFOENOL-PIRUVAT / L ]

£ - .

% 5 (PEP-C3) Plazmodezma provodnog snopica

AMP + PPi L PIRUVAT

eze|

Citoplazma

OKSALOACETAT

Hloroplast

alvin-Benso
ciklus

metaboliti

Mezofilna ¢elija

Sl. 1.57. C, - fotosinteticki ciklus - malatni podtip (C,-NADP-malatno-enzimski podtip): sistem biohemijskih reakcija
koje ukljucuju dva tipa Celija: Celije mezofila i celije omotaca provodnih sudova.

U drugom, C, - aspartatnom podtipu (C,-NAD-malatno-enzimski ip), nastala oksalsircetna kiselina (OAA)
nakon karboksilacije fosfoenol-piruvata (PEP), u mezofilnim ¢elijama se transaminira u aspartat (Asp) pomo-
¢u enzima Asp-aminotransferaze (Sl. 1.58). Aspartat potom odlazi u mitohondrije ¢elija omotaca provodnih
sudova gde katalitickim dejstvom mitohondrijske aminotransferaze, nastaje oksasircetna kiselina, koja se re-
dukuje u malat pomocu NAD-malat dehidrogenaze. Malat se dekarboksilise pomocu NAD-malatnog enzima,
a oslobodeni CO, difunduje u hloroplast celija omotaca provodnih snopica, gde se fiksira u Kalvin-Bensono-
vom ciklusu. Piruvat koji nastaje u reakciji dekarboksilacije se u citosolu ¢elija omotaca provodnih sudova
pretvara u amino-kiselinu alanin (Ala) pomocu enzima Ala- aminotransferaze. Alanin se ponovo transamini-
ra u piruvat aktivnos¢u Ala-aminotransferaze u citosolu mezofilnih Celija. Aktivno$éu enzima piruvat-fosfat
dikinaze u hloroplastima mezofilnih Celija piruvat se preobraca u PEP i difunduje u citosol mezofilnih ¢elija.

67



Metabolizam i energetika biljaka

Atmosferski CO, Celijski zid Celijska
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Sl. 1.58. C -fotosinteticki ciklus - aspartatni podtip (ili: C,-NAD-malatno-enzimski podtip). Sistem biohemijskih reakcija
koje ukljucuju dva tipa Celija: Celije mezofila i celije omotaca provodnih sudova.

— Hloroplast
alvin-Benso
ciklus

Eksportovani‘
metaboliti

Sumarno predstavljene glavne biohemijske reakcije oba podtipa C,-fotosinteze, nalaze se u Tabeli 1.6.

Tabela. 1.6. C4-fotosintetski ciklus ugljenika: funkcionalna povezanost mezofilnih Celija i celija omotaca provodnih
sudova; glavni intermedijeri ciklusa - reakcije i enzimi

Enzimi: Reakcije:

1. Fosfoenol-piruvat karboksilaza Fosfoenol-piruvat + HCO,. —> Oksaloacetat + Pi
(PEP-karboksilaza)

2. NADP-malat dehidrogenaza* Oksaloacetat + NADPH + H*—> Malat + NADP*

3. Aspartat-aminotransferaza™* Oksaloacetat + glutamat—> Aspartat + 2-oksoglutarat

4. Malatni enzimi-enzimi koji katalisu
dekarboksilaciju:

4a. NADP-malatni enzim* Malat + NADP*— Piruvat + CO, + NADPH + H"
4b. NAD-malatni enzim** Malat + NAD*—> Piruvat + CO, + NADH + H*
5. Alanin-aminotransferaza™* Piruvat + glutamat— Alanin + 2-oksoglutarat (Aspartatni tip C,
fotosinteze)
6. Piruvat-fosfat dikinaza Piruvat + P, + ATP—> Fosfoenol-piruvat + AMP + PP,
7. Adenilat kinaza AMP + ATP—> 2 ADP
8. Pirofosfataza PP.+HO—>2P,

*samo u malatnom podtipu C, fotosinteze; **samo u aspartatnom podtipu C -fotosinteze

Ova dva metabolicka C, fotosinteticka podtipa se ne iskljucuju, posto brojni naucni dokazi ukazuju da mno-
ge C, biljke koriste kombinaciju organskih kiselina (i malat i aspartat) i enzima dekarboksilaza (NADP-malat-
ni enzim, NAD-malatni enzim) u ¢elijama omotaca provodnih sudova tokom fiksacije CO,, tako da kategorije
C,-tipa metabolizma nisu iskljucive (u istim ¢elijama mogu zavisno od uslova, da postoje i malatni i aspar-
tatni tip, ali takode i kombinacija ova dva biohemijska puta). Smatra se da sposobnost stvaranja vise vrsta
organskih kiselina i koris¢enja razlicitih dekarboksilaza daje prednost C, biljikama tokom razvi¢a u promen-
ljivim uslovima Zivotne sredine (narocito svetlosnim), tako Sto se lakSe uspostavlja ravnoteza izmedu dva ce-
lijska odeljka ukljucena u C, fotosintetski put.

Treba takode istaci da malatni enzimi (NADP-malatni enzim, NAD-malatni enzim), koji kataliSu dekarboksila-
ciju organskih C,-kiselina, spadaju u najzastupljenije proteine kod C,-biljaka.
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1.5.4.2. CAM ciklus ugljenika (engl. Crassulacean Acid Metabolism/CAM-fotosinteza)
Fotosinteza se odvija tokom dana, a razmena gasova nocu

CAM-fotosinteticki karbonski ciklus predstavlja kao i prethodno opisan C,-ciklus, evolutivno razvijenu eko-
fiziolosku izmenu fotosinteze u smislu adaptacije biljaka na Zivot u susnim (ili periodi¢no susnim) uslovima
gde istovremeno postoji znacajno dnevno variranje temperature, sa hladnim no¢ima i vrelim danima. Op-
stanak biljaka u ovakvim, dominantno aridnim klimatskim uslovima, zahteva morfo-anatomske i fizioloSke
adaptacije koje u ekolo3ki limitiraju¢im uslovima (susa, nedostatak nutrijenata i mali parcijalni pritisak CO,)
doprinose boljem iskoriStavanju vode i mineralnih elemenata, te obezbedivanju dovoljnih koncentracija
CO, za potrebe karboksilacije od strane Rubisco enzima i time smanjivanju fotorespiracije.

CAM-metabolicki tip fotosinteze otkriven je 1940-ih godina u sukulentnoj biljnoj vrsti Bryophyllum calycinum
koja taksonomski pripada famijuji Crassulaceae, te se stoga definiSe i kao Crassulacean acid metabolism (CAM
fotosinteza). Danas je poznato da se CAM-fotosinteza srece kod velikog broja biljnih vrsta (po nekim podacima,
preko 1400, iz ¢ak 38 familija, ne samo kopnenih, vec i vodenih biljaka, koje su izloZene nedostatku CO, zbog nje-
gove spore difuzije kroz vodenu sredinu). Neke od tipicnih predstavnika biljaka sa CAM fotosintezom su: ananas
(Ananas comosus, fam. Bromeliaceae), agava (Agave spp., fam. Asparagaceae), kaktusi (fam. Cactaceae), orhideje
(fam. Orchidaceae) i dr., a potrebno je istadi da mnoge od ovih biljaka imaju i ekonomsku/komercijalnu vrednost.

Areal rasprostranjenja biljnih vrsta sa CAM metabolizmom odreden je sposobnos¢u biljaka da opstanu u
uslovima ostre klime (velika dnevna temperaturna amplituda: hladne nodi i vreli dani, nedostatak ili nerav-
nomerana dostupnost vode), tako da su one u vecoj, ili manjoj meri, evolutivno razvile morfo-anatomske
adaptacije usmerene ka sukulenciji stabla i glavnih fotosintetickih organa - listova.

Opste karakteristike CAM-fotosinteze:

Biohemijski put koji definiSe CAM-metabolizam, veoma je slican C,-tipu sa osnovnom razlikom da su kod
C,-tipa dve karboksilacije (vezivanje CO, sa PEP i vezivanje CO, sa RuBP odvojeni prostorno, u dva tipa celi-
ja), dok su kod CAM biljaka one odvojene vremenski. Generalno, CAM fotosinteza se sastoji od reakcija koje
se odvijaju nocu, kada su niZe temperature i stome su otvorene, tako da usvojeni CO, preko otvorenih stoma
moZe da difunduje u mezofilne Celije i deponuje se za potrebe druge karboksilacije (Kalvin-Bensonov ciklus)
koja mora da se odvija danju (dok su istovremeno stome zatvorene, $to je adaptacija u smislu zastite od pre-
komernog gubitka vode transpiracijom). Stoga se CAM fotosinteza moze podeliti u dve faze:

1. Nocno deponovanje i koncentrovanje CO, za potrebe karboksilacije RuBP u tamnoj fazi fotosinteze vrsi se
karboksilacijom fosfoenol-piruvata (PEP) sa atmosferskim CO, (ili respiratornim CO, - poreklom iz Celijskog di-
sanja) uz pomo¢ enzima PEP-karboksilaze, $to dovodi do stvaranja oksalsircetne kiseline (OAA). Zatim se OAA
redukuje enzimom malat-dehidrogenazom u malat (jabucnu kiselinu), koji se zatim transportuje u vakuolu i
skladisti u njoj kao rezervoar CO,. Nagomilavanje organskih kiselina (dominantno, malata) u vakuolama, tokom
nodi kada su stome otvorene, dovodi do zakiSeljavanja (acidifikacije) CAM biljaka. Transport malata u vakuolu je
aktivni proces, koji se odvija kroz anjonske kanale, ATPazama, odnosno, protonskim pumpama koje se nalaze u
tonoplastu, pre svega, to su H*-V-ATPaze. Pored jabucne kiseline, neke druge kiseline kao $to su limunska kiseli-
na i izo-limunska kiselina takode doprinose ukupnoj vakuolarnoj kiselosti, ali je njihova koli¢ina zanemarljiva i
one ne pokazuju konzistentan dnevni obrazac fluktuacije, kao sto to pokazuje jabucna kiselina.

2. Dnevna remobilizacija organskih kiselina (pre svega, malata) iz vakuola mezofilnih Celija i njihova dekar-
boksilacija, pri cemu oslobodeni CO, sluZi za karboksilaciju RuBP u Kalvin-Bensonovom ciklusu. Ovo je duga
karboksilacija, koja se deSava uprkos tome Sto su stome zatvorene i nema direktnog dotoka CO, (Sl. 1.59).
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Mezofilna éelija
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SL. 1.59. Usvajanje CO, preko otvorenih stoma nocu i asimilacija CO, (Kalvin-Bensonov ciklus) iza zatvorenih stoma
tokom svetlosnog perioda, omogucava da transpiracijski gubitak vode bude minimalizovan na visokim dnevnim
temperaturama. Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 102.

Izmedu ove dve faze postoje prelazi kada su stome (delimicno) otvorene za unos CO,, a to je kratko vreme to-
kom ranog jutarnjeg i kasnog vecernjeg svetlosnog perioda. Tada se deSava direktna fiksacija CO, i sinhro-
no odvijanje svetle i tamne faze fotosinteze. U ovom periodu je i zaliha CO, u vakuolarnom malatu iscrpljena
(smanjuje se kiselost i raste pH Celijskog soka).

Biljke kod kojih je CAM metabolizam prisutan u vecoj ili manjoj meri, prepoznate su kao agronomski vazne
(npr. ananas, agava, opuncija, aloja, vanila itd.), sa vekim potencijalom u proizvodnji hrane, vlakana, biogo-
riva, lekova i sl. Ne moZe se zanemariti ni ¢injenica da su to vredne ukrasne biljke (npr. agava, kaktusi, kalan-
hoe i orhideje). Glavne morfo-anatomske i eko-fizioloSke razlike izmedu C,, C, i CAM biljaka date su u Tabe-
li1.7.ina Sl 1.60:
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Tabela. 1.7. Glavne specificnosti C,, C,i CAM metabolizma

Svojstvo C, C, CAM
CO, se primarno ugraduje CO, se primarno ugrasuje engl. Cr:jassulac.ean Acid
. 2 2T Metabolism prvi put
Naziv aujedinjenjesa3-Catoma ujedinjenje sa4- C atoma . - .
A - ., - otkriven kod biljaka iz
(fosfoglicerinska kiselina) (oksalsircetna kiselina) )
porodice Crasulaceae
Rasprostranjenje - umerena klima tropska i suptropska klima  aridna - susna klima

klimatsko podrucje

pSenica, Secerna repa, soja

RV .. . kukuruz, sirak, Secerna kaktus, agava, bromelija,
Tipic¢ni predstavnici suncokret, eukaliptus, L
. trska... ananas, orhideja...
paradajz, duvan...
Otpornost na ekoloske
ekstreme (visoka
temperatura, susa, visok niska visoka visoka
svetlosni intenzitet)
mezofilno tkivo mezofilno sunderasto tkivo

Anatomija lista,
struktura hloroplasta

»kranz“ anatomija;
hloroplasti su dimorfni:
granalniiagranalni

diferencirano u palisadno
i sunderasto; granalni
hloroplasti

sa Celijama ispunjenim
velikim vakuolama;
granalni hloroplasti

Primarni akceptor CO,,
Karboksilacija, enzimi

PEP (u mezofilnim éel.)

RuBP i RuBP (u ¢el. omotaca PEP (nocu)i

RuBP (danju)

provodnih sudova)
Fiksacija CO, - Kalvin-Bensonov ciklus »Hatchi Slack® ciklus; »Hatch i Slack® ciklus;
metabolicki ciklus Kalvin-Bensonov ciklus Kalvin-Bensonov ciklus
CO.- kompenzaciona . . .
taézka* P visoka (25 - 100 ppm CO,) niska (<10 ppm CO,) niska (<5 ppm CO,)
Svetlosna
kompenzaciona tacka**  niska visoka visoka
Fotorespiracija intenzivna niska uglavnom niska
Otvorenost stoma danju danju noéu
Transpiracija intenzivna umerena malog intenziteta
Fotosinteticka
produktivnost/kolicina
stvorene organske umerena visoka niska

materije

* Koncentracija atmosferskog CO, pri kojoj se brzina fotosinteze (fotosintetskog usvajanja CO,) tacno poklapa sa brzinom Celijskog
disanja (respiratornim oslobadanjem CO,).
** Svetlosni Intenzitet pri kome se brzina fotosinteze (fotosintetskog usvajanja CO,) tacno poklapa sa brzinom Celijskog disanja (respira-

tornim oslobadanjem CO,).
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C3 biljke:

- Fiksiraju CO, preko pentoze (RuBP), uz
©  katalizu Rubisco enzima

- Prvi produkt fiksacije je C;- jedinjenje
(fosfoglicerinska kiselina)

Primeri: suncokret, psenica, pirinac, veéina
drvenastih biljaka

Mezofilna
celija

C4 biljke:

- Fiksiraju €O, preko fosfoenol-
piruvata, potom uz katalizu Rubisco
enzima

- Prvi produkt fiksacije je C, jedinjenje
(oksalosiréetna kiselina)

Primeri: kukuruz, $ecerna trska, vecina trava

Saharoza

Y, Kalvin- -
sansano C;- biljke
ciklus

\(\il:umldehld 3—(05@'

CAM biljke: ot )
- Fiksiraju €O, noéu, preko fosfoenol-piruvata - C, - biljke -
- Prvi produkt fiksacije je C, jedinjenje-
oksalosiréetna kiselina, potom jabuéna
kiselina koja se nagomilava u vakuoli; danju
se iz jabuéne kiseline oslobada ugljenik koji
se fiksira uz katalizu Rubisco enzima

Primeri: kaktusi, ananas, vecina sukulenata

Saharoza

CAM- biljke

Sl. 1.60. Glavne specificnosti C,, C,i CAM metabolizma. (Kreirano u BioRender-u. Pajevic, S. 2025 i adaptirano prema:
Elektronski izvori slika, str. 102.

1.5.5. Sinteza primarnih produkata fotosinteze (neto-fotosinteticka produkcija)

Metaboliti sintetisani na svetlosti u procesu fotosinteze (fotosintati, asimilati, redukovani ugljenik), pred-
stavljaju izvor energije za sve metabolicke procese koji rezultiraju razvi¢em biljaka. Primarni produkt asimi-
lacije ugljenika u fotosintetickim Celijama i organima je Secer glukoza (videti osnovnu jednacinu fotosinte-
ze), monosaharid koji se enzimski polimerizuje u stromi hloroplasta u homopolisaharid - skrob. Sintetisane

ugljene hidrate biljke mogu da skladiste i kao vakuolarnu saharozu (ili fruktozu i njene polimere - fruktane),
ali je ipak, najcesci oblik skladistenja skrob, koji je glavna rezerva ugljenika u biljkama, a njegova kolicina u

plodovima i semenima je parametar ekonomskog prinosa od biotehnoloSkog znacaja. Uz celulozu, skrob je

najzastupljeniji glukan (derivat monosaharida glukoze) u biljkama i predstavlja osnovni supstrat éelijskog
disanja. Tokom dana, narocito, kada su povoljni ekoloski uslovi za fotosintezu (svetlost, temperatura, vlaz-
nost) skrob se nakuplja u vidu skrobnih granula u hloroplastima, dok se njegov (uglavnom) manji deo para-
lelno razgraduje do trioza-fosfata, prenosi u citoplazmu i koristi za sintezu disaharida saharoze. No¢u medu-
tim, prestaje fotosinteza i nastajanje skroba, te pocinje njegova razgradnja u hloroplastima do trioza-fosfata,
njihov transport u citoplazmu i sinteza saharoze, koja se potom transportuje u floem i krece ka ,,us¢u“ asimi-
lata (plodovi, semena, organi za deponovanje organske materije), da bi se na kraju opet biohemijski preve-
la u skrob - hemijski najpogodniji oblik nakupljenih akumuliranih asimilata. Prema tome, sinteza, nakuplja-
nje i preraspodela asimilata (redukovanog ugljenika) ima dnevnu dinamiku i bitno zavisi od uslova sredine i

kapaciteta (,,zahteva“) tkiva za rezervisanje hranljivih materija (,us¢a asimilata“).

1.5.5.1. Sinteza skroba na svetlosti i njegovo nakupljanje u obliku

nerastvorljivih granula u stromi hloroplasta

Na svetlosti se u stromi hloroplasta skladisti asimilisani ugljenik u obliku nerastvorljivih skrobnih granu-
la (zrna), koje se razlaZzu tokom noci kada nema fotosinteze. Skrob je, kao i glikogen, sloZeni polisaharid
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sacinjen od monosaharida glukoze i sadrzi dve glavne komponente: amilozu i amilopektin. Molekuli a-D-
glukoze (glukozil-jedinice) vezuju se preko a-D-1,4 glikozidnih veza u duge lance amiloze, dok uspostavlja-
nje a-D-1,6 glikozidnih veza omogucava grananje ovih lanaca i dovodi do formiranja amilopektina, koji u
svojoj strukturi ima izmedu 5-6% a-D-1,6 glikozidnih veza (amiloza ih ima ispod 1%). Hloroplasti mogu da
skladiste znacajne kolicine skroba (Sl. 1.61):

Amiloza Amilopektin
CH,OH CH.O0H
o 0
OH OH
CH:0H CH;0H CHOH Q 0 0
o o ° OH Ho |
OH OH OH
‘0 |>\o |>\o |>\u" a-1,6-glikozidna veza _tH:

CH;
oH OH OH ) °
< OH OH P
. b o
OH ‘ OH

a-1,4-glikozidna veza

a-1,4-glikozidna veza

Amiloza se sastoji of molekula glukoze Negranati delovi amilopektina su povezani a-
koji su povezani a-1,4-glikozidnim 1,4-glikozidnim vezama, dok su ogranci
vezama povezani a-1,6-glikozidnim vezama

1.61. Hemijska struktura skroba sa dve polimerne komponente: amilozom i amilopektinom. Kreirano u BioRender-u.
Pajevic, S. (2025); Elektronski izvori slika, str. 102.

Nerastvorljive granule skroba imaju (polu-)kristalnu strukturu zbog specificne organizacije: amilopektin
je glavni polimer skrobne granule i ¢ini izmedu 65-90% njenog sastava, dok amiloza ima udela u njenoj
strukturi do 35% i za razliku od amilopektina, nije neophodna za stvaranje polukristalne strukture skrob-
nih granula. Koncentri¢ni i naizmenic¢no rasporedeni slojevi kristalnih i amorfnih lamela (regiona), vidljivih

svetlosnim mikroskopom (nakon bojenja jodom), posledica su specifi¢cne molekulske arhitekture skrobnih
granula (SL. 1.62).
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Amilopektin Amiloza
- 1 J & o |
1 BN % \ ¥. Amorfne
< NP > lamele
2 = ~ Aland
% amilopektina
= hi:lGl.'ana‘nje' na d-1,6- 2y - B-landi l .
- glikozidnim vezama ~ amilopektina Kristalne
2N F '
R lamele
J % C-lanac amilopektina
L O Grananj -1,6- S
i Lanan) & Tl L | <«— Redukujudi kraj
glikozidnim vezama . L
. amilopektina
65% %35%
Kristalna _| _
lamela Kristalne lamele
Amorfna | = (el = =2 Amorfne lamele
lamela |
Amiloza _|
Amorfne lamele
Kristalne lamele é Amilopektin
—*=— Amiloza

Sl. 1.62. Molekularna organizacija skrobnih granula. Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 102.

Amilopektin ima razgranatu strukturu, zbog veceg broja a-1,6 glikozidnih veza, koja omogucava da susedni
glukozni lanci u granama formiraju molekulsku konfiguraciju dvostrukih spirala (heliksa) i njihovo organizo-
vanje (,pakovanje®) u tzv. kristalne lamele (regione), dok mesta grananja amilopektinskih polimera formira-
ju amorfne lamele (regione) skrobnih granula (Sl. 1.62). Naizmeni¢no koncentri¢no smenjivanje kristalnih
i amorfnih lamela daje matriksu skrobnog zrna semi-kristalnu strukturu. Prema tome, skrobno zrno pred-
stavlja sfero-kristalni sklop molekula amilopektina orijentisanih radijalno. Interakcije skrobnih zrna sa broj-
nim komponentama iz strome hloroplasta (proteini, (fosfo)lipidi, joni i dr.) uticu takode na supramolekulsku
arhitekturu skrobnih granula, njihova biohemijska svojstva i funkcionalnost, tako da postoji njihova izrazi-
ta specifi¢nost u odnosu na biljnu vrstu/genotip, fazu ontogenetskog razvica, fotosinteticka svojstva, fakto-
re spoljasnje sredine itd.

Sinteza skroba u hloroplastima u procesu fotosinteze je kompleksan proces, kontrolisan brojnim enzimima.

Tokom fotosinteze, u stromi hloroplasta, moZe da se nakupljae veca koli¢ina asimilata (redukovanog ugljeni-
ka) bez narusavanja osmotskog balansa Celije zbog toga Sto se amiloza i amilopektin ,pakuju® u nerastvor-
ljive - osmotski neaktivne skrobne granule.

Biosinteza glukoze, pocinje od trioza fosfata (TP) stvorenih nakon faze redukcije Kalvin-Bensonovog ciklu-
sa (Sl. 1.63).
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Hloroplast
arp Glukozal- = Glukoza 6 -

fosfat fosfat \
/)<|=Pi

ADP - Glukoza Fruktoza 6 -
fosfat

P;
Fruktoza 1,6 -

/ bisfosfat

Kalvin-Bensonov
ciklus

SKROB

P;-translokator

SAHAROZA

Trioza fosfati-

P; Gliceraldehid 3-fosfat
Fruktoza 1,6 - bisfosfat
Saharoza fosfat P  Trioza fc_rsfatn- __//PI
Gliceraldehid 3-fosfat
""" Fruktoza 6 - fosfat .
UDP - Glukoza PP, \ Citoplazma
\%Glukoza 1 - fosfat <@==—Glukoza 6 - fosfat
uTP

Sl. 1.63. Biosinteza skroba u stromi hloroplasta i saharoze u citoplazmi je u direktnoj korelaciji sa Kalvin-Bensonovim
ciklusom.

Biohemijski put i enzimi u sintezi skroba (Sl. 1.64):
U stromi hloroplasta:

Sve enzimske reakcije koje kataliSu prevodenje trioza-fosfata (TP) u glavni intermedijer ADP-Glukozu (AD-
PGlc) deSavaju se u hloroplastima. Sinteza skroba i njegova razgradnja ne teku simultano: danju dominira sin-
teza skroba u hloroplastima, dok se no¢u desava njegova razgradnja i prenosenje nastalih TP u citoplazmu.

Trioza fosfati (TP), konkretno, gliceraldehid-fosfat (GAP) i dihidroksiaceton-fosfat (DHAP), u reakciji aldolne
kondenzacije (koju kataliSe aldolaza) obrazuju heksozu, fruktozu 1,6-bisfosfat (F1,6-BP). Dalje, defosforila-
cijom fruktoze 1,6-bisfosfat uz pomoc¢ enzima fosfataze obrazuje se fruktoza 6-fosfat (F6-P), heksoza koja je
produkt Kalvin-Bensonovog ciklusa i osnovni supstrat za sintezu skroba. Potom F6P pomoc¢u enzima hekso-
za-fosfatne izomeraze prelazi u glukozu 6-fosfat (G6P), koja uz pomo¢ katalitickog dejstva enzima fosfo-glu-
ko mutaze prelazi u glukozu 1-fosfat (G1P).

Prvi regulatorni korak u biosintezi skroba je formiranje adenozin 5'-difosfat glukoze (ADP-glukoze), koja je
rastvorljivi prekursor i supstrat za aktivnost izoenzimske familije skrobnih sintaza (SSs). ADP-glukoza se sin-
tetiSe od glukoza-1-fosfata (G1P) fosforilacijom pomocu ADP-glukozne pirofosforilaze (AGPaza) nakon Cega
prelazi u ADP-glukozu (ADPGlc) uz izdvajanje pirofosfata (PPi). Ova reakcija, kojom se obezbeduje supstrat
za elongaciju a-glikanskog (glikozidnog) lanca, predstavlja u sustini, prvi korak u stvaranju tipicne mole-
kulske arhitekture skrobne granule. Napred opisan biohemijski put sinteze skroba u hloroplastima je op-
Ste-prihvaden i smatra se tipicnim, mada se mogu u literaturi nadi i misljenja da se ADP-glukoza moze direk-
tno transportovati iz citoplazme u hloroplaste kroz dvostruku membranu, nakon Sto se sintetetiSe od ADP i
G1P nastalog od saharoze aktivno$éu enzima saharoza-sintaza (SuSy, engl. Sucrose synthase). Obe izofor-
me ADP-glukozne pirofosforilaze, plastidna i citoplazmatska mogu se identifikovati u endospermu Zitarica,
Sto nedvosmisleno ukazuje da sinteza ADP-glukoze moZe da se odvija ne samo u hloroplastima, vec i u cito-
plazmi fotosintetickih celija.

Enzimi koji spadaju u grupu skrobnih sintaza (SSs, engl. Starch synthases) ugraduju glukozu iz ADP-glukoze
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pocev od neredukujuceg kraja a-glukanskog lanca formirajudi a-(1,4) glikozidne veze, istovremeno osloba-
dajuci ADP (Sl. 1.64).

DHAP + GAP
Aldolaza
F1,6BP
Fosfataza
N P,
F6P
Heksoza-fosfat
lzomeraza .
Skrobna sintaza vezana za granule (GBSS, od eng.
G6P Granule-bound starch synthase) za elongaciju
Fosfo-gluko polimernih lanaca a-D-glukoze - formiranje a-1,4
mutaza glukozidnih veza;
G1P . - : -
ATP. Skrobne sintaze (familija od 4 enzima) - enzimi
N ADP-GLUKOZNA o :
PP~ grananja polimernih lanaca a-D-glukoze (SBEs,
i PIROFOSFATAZA od eng. Starch branching enzymes) - formiranje
ADPGIc a-1,6 glukozidnih veza
Enzimi za N
polimerizaciju ADPGIc Enzimi za uklanjanje (,odsecanje”) viska razgranatih lanaca
i formiranje granula amilopektina (DBE, od eng. Debranching enzymes)
Skrob

Sl. 1.64. Biohemijski put sinteze skroba u hloroplastima.

Dok je izduzivanje lanaca amiloze katalisano jednim enzimom iz familije skrobnih sintaza (SSs) koji je vezan
za granule (GBSS, engl. Granule-bound starch synthase), amilopektinski razgranati lanci se formiraju kata-
litickim delovanjem Cetiri SSs izoenzima, koji kataliSu reakcije polimerizacije unutar skrobne granule i nazi-
vaju se enzimi grananja (SBEs, engl. Starch branching enzymes). Ovi enzimi grananja omoguduju formiranje
amilopektinskih grana tako Sto se formiranjem a-(1,6) glikozidnih veza uvode tacke grananja kroz njihovo
uzastopno cepanje i ponovno formiranje u glukanskom lancu. Da bi se odrzala uredena struktura unutar
amilopektina, viSak razgranatih lanaca se uklanja enzimima koji cepaju glukanske lance na mestima grana-
nja, tj. na a-(1,6) glikozidnim vezama (DBE, engl. Debranching enzymes) (Sl. 1.64).

1.5.5.2. Razgradnja skroba nocu - biohemijski put i enzimi

Skrob koji je preko dana, za vreme fotosinteze obrazovan u stromi hloroplasta, ne moze ostati u hloroplastu,
jer bi povratno negativno uticao na fotosintezu, te se preko nodi, kada nema fotosinteze, razgraduje stva-
rajuci brojne intermedijere koji odlaze u razlicite metabolicke puteve, a najvazniji produkti razgradnje, trio-
za-fosfati (TP), odlaze preko TP-translokatora (nosaca) u citoplazmu. Disaharid saharoza (Suc, engl. sucrose)
se sintetiSe u citoplazmi fotosintetickih celija od trioza-fosfata (TP) koje su poreklom iz hloroplasta i nasta-
ju nakon razgradnje skroba. Na svetlosti, u procesu fotosinteze, visok odnos TP/Pi ukazuje na intenzivnu or-
gansku produkciju i formiranje skrobnih granula u hloroplastu, dok u mraku, produkti njihove razgradnje
(TP) predstavljaju supstrat za sintezu saharoze - glavnog transportnog oblika fotosintetickih asimilata. Tre-
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ba istaci da dinamika sinteze i razgradnje skroba, te veca ili manja produkcija saharoze, predstavljaju glavne
biohemijske regulatorne mehanizme u metabolizmu biljaka. Uloga saharoze kao signalnog molekula je naj-
uocljivija kada je njena sinteza usporena, a istovremeno ima dovoljno trioza-fosfata, tada dolazi do aktivaci-
je ADP-glukozne pirofosforilaze koja ¢e svojom aktivnosc¢u stimulisati sintezu skroba.

Noéni put razgradnje skroba u hloroplastima pokreée se reverzibilnom fosforilacijom glikanskih lanaca
(a-D-1,4-glikana, polimera glukoze - amiloze i amilopektina) posredovanom enzima glukan-voda dikinazom
i fosfoglukan-voda dikinazom kako bi se od povrsine granule pokrenula hidroliza njegove slozene molekul-
ske organizacije (Sl. 1.65).

Glukan-voda Fosfoglukan- e
dikinaza voda dikinaza N
+ i :
+ ' Glukozil 6-fosfat - Trioza-
. LS ATP : v Trloza: @ fosran
Glukoza 1-fosfat © fosfati H
1
Sk 13 Glukan !
L0 Skrob osforilaza :
A 4
Skrobna granula 3 Heksoza-
. . fosfati
Stroma hloroplasta - € ¥ Linearni e
Razgranati 03‘ = a-D-1,4-glukan Glukoza
a-D-1,4-glukan 0" Mattdhe .
8-Amilaza —> Maltotrioza g
£
3]
Maltoza .qz":
RS
*Enzimi koji cepaju glukanske lance na mestima
grananja: na a-(1,6) glikozidnim vezama Citoplazma Glukoza

OPPC** - Oksidativni pentozno-fosfatni ciklus Heteroglu kan

Transglukozidaza

Sl. 1.65. Razgradnja skrobne granule u mraku.

Fosforilacija skrobne granule pracena je raskidanjem a-(1,4) glikozidnih veza i na taj nacin, stvaranjem, vise-
strukih izoformi B-amiloze, ¢ime se oslobadaju slobodni molekuli disaharida maltoze i/ili a-amiloze iz kojih
daljom razgradnjom nastaju tzv. malto-oligosaharidi. Kada su linearni lanci a-glukana razgradeni, DBE enzi-
mi koji raskidaju a-(1,6) glikozidne veze (mesta grananja) razgraduju razgranate lance amilopektina.

Maltoza i glukoza nastale hidrolizom skroba u stromi hloroplasta izvoze se u citoplazmu preko odgovaraju-
cih transportnih proteina (proteinskih transportera). Maltoza se u citoplazmi dodatno enzimski razgraduje
enzimima maltazama i citosolnim skrob-fosforilazama, da bi nastala glukoza i heksoza-fosfati neophodni za
Celijsko disanje i sintezu transportnog Secera saharoze.

U transportnim procesima izmedu hloroplasta i citoplazme, izvoz trioza fosfata u zamenu za neorganski fosfat
(Pi) je glavni fluks. Transporteri takode razmenjuju pentoza-fosfate i fosfoenolpiruvat za Pi. Maltoza, glukoza, za-
tim adenilatni kofaktori neophodni za aktivnost enzima adenilat-kinase, fosfotransferaze koja katalise prevo-
denje adenozin fosfata (ATP, ADP, AMP), kao i brojni intermedijeri azotnog metabolizma, takode mogu biti tran-
sportovani preko specificnih transportera unutrasnje membrane hloroplasta, ali i nefotosintetickih plastida. Svi
transporteri i jonski kanali omogucuju reverzibilan, pasivan transport, a pravac kretanja zavisi od koncentracije
metabolita sa jedne i druge strane membrane. Za transport metabolita kroz membrane plastida veoma je zna-
Cajan i sekundarni aktivan transport koji je ostvaren aktivno$¢u ATP-aza i potom simportom.
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1.5.5.3. Sinteza saharoze u citoplazmi - biohemijski put i enzimi

Saharoza je glavni produkt CO, - fotosinteticke asimilacije u zelenim listovima i istovremeno predstavlja
glavno jedinjenje za transport sintetisane organske materije na velike udaljenosti. Istovremeno, kod nekih
biljaka ovaj disaharid je osnovni oblik skladistenja asimilata, npr. kod Secerne repe, Secerne trske, mrkve i sl.
To je disaharid koji se sastoji od molekula glukoze i molekula fruktoze.

Oslobadanje Secera iz rezervi skroba ima izuzetno veliki uticaj na rast i razvice biljaka, jer su oni istovreme-
no mocni signalni molekuli u regulaciji ekspresije gena, tako da preko proteina upravljaju metabolizmom i
koordiniSu procese koji rezultiraju ontogenetskim razvi¢em, te vecom ili manjom organskom produkcijom.

Tri medusobno konvertibilna molekula heksoza (heksoza-fosfata), koji Cine depo heksoza-fosfata predstav-
ljaju najvaznije regulatore procesa prevodenja skroba u saharozu i obrnuto, to su:

« Glukoza 1-fosfat (G1P; a-D-Glukoza 1-fosfat)
« Glukoza 6-fosfat (G6P; a -D-Glukoza 6-fosfat)
« Fruktoza 6-fosfat (F6P; a -D-Fruktoza-6-phosphat) (Sl. 1.66).

0.
I o
0=||’—0' |
=P—0
0 o |
®CH,OH 5CH (IJ
2 fosfogluko- 2 glukoza-6-fosfat 5CH o
mutaza izomeraza 2 CHZOH
|
H HO
0 P03 HO OH H OH
OH H
Glukoza 1-fosfat Glukoza 6-fosfat Fruktoza 6-fosfat

Sl. 1.66. Heksozno-fosfatni depo (skladiste).
Klju¢na reakcija u citoplazmi koja obezbeduje sintezu saharoze je prevodenje glukoze-1-fosfata (G1P) u

UDP-glukozu (UDPGlIc; Uridin-difosfat glukoza): G1P + H* + UTP - UDPGlc + P.. Ova reakcija je katalisana en-
zimom UDP-glukoznom pirofosforilazom (SL. 1.67).
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Sl. 1.67. Biohemijski put sinteze saharoze u citoplazmi fotosintetickih Celija.

U reakciji katalisanoj enzimom saharoza-fosfat sintaza, UDPGIc reaguje sa F6P i nastaje saharoza 6-fosfat
(Suc6P) i UDP. Poslednja reakcija podrazumeva hidrolizu saharoze 6-fosfata enzimom saharoza 6-fosfata-
zom i nastanak saharoze (Sl. 1.67).

Saharoza je neredukujudi disaharid: anomerni ugljenik glukoze (C-1) je spojen sa anomernim ugljenikom
fruktoze (C-2) preko stabilne glikozidne veze koja neutraliSe redukujuce krajeve oba monomera spajanjem
ugljenika iz njihovih karbonilnih grupa (C=0). Na taj nacin, sprecava se ucesée ovih grupa u neenzimskim ok-
sidoredukcionim reakcijama i saharoza, kao neredukujudi, a osmotski aktivan Secer, predstavlja najpogod-
niji transportni molekul stvorenih fotosintata (asimilata).

Sintaza saharoze enzimski je regulisana na nivou transkripcije, a rezultiraju¢e promene u sintezi i aktivnosti
enzima se deSavaju relativno sporo. Brze promene u fluksu enzima saharozne sintaze deSavaju se usled br-
zih promena nivoa uridin-nukleotida neophodnog za stvaranje UDP-glukoze.

Aktivnost enzima UDP-glukozne pirofosforilaze je veca od ADP-glukozne pirofosforilaze. Dokazano je da je
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glavni metabolicki put za koris¢enje UDP-glukoze, sinteza saharoze-fosfata, odnosno, saharoze. S druge
strane, specifi¢nu prekursorsku ulogu ADP-glukoze za sintezu hloroplastnog skroba podrzava spregnuti en-
zimski sistem ADP-glukozne pirofosforilaze i transglukozidaze.

Kada se govori o sloZzenim signalnim putevima interkonverzije heksoza fosfata, te stvaranju i odrzavanju
heksozno-fosfatnog metabolickog depoa, treba istaci i vaznu ulogu nekoliko enzima koji kataliSu fosforila-
ciju fruktoze 6-fosfata (F6P) i stvaranje fruktoze 1,6-bisfosfata (F1,6BP), Sto je reverzna reakcija slicna reakci-
ji u glikolizi, odnosno glukoneogenezi, to su:

« ATP-zavisna fosfofruktokinaza (ATP-PFK), tipi¢na kinaza koja koristi ATP kao donor fosfata;

« PPi-zavisna fosfofruktokinaza (PP-PFK), jedinstveni biljni enzimi (postoje dva tipa, 1 i 2) koji katali-
Su fosforilaciju fruktoze 6-fosfata (F6P) koristeci pirofosfat (PPi) za stvaranje fruktoze 1,6-bisfosfata
(F1,6BP), a takode kataliSu (u vecoj meri) i reverznu reakciju fosforilacije F6P koristeci pirofosfat kao
supstrat. Skoro sve kinaze koriste ATP kao donora fosfata, dok nekoliko kinaza koristi pirofosfat (PPi),
gde spada i PP -zavisna fosfofruktokinaza (PP-PFK). Aktivacija enzima PP-PFK i pomenuta konverzija
fosforilisanih Secera koja je slicna reakciji u glikolizi i glukoneogenezi, predstavlja vrlo vaZan regula-
torni mehanizam u odrZavanju depoa heksoza te stoga utice i na preraspodelu asimilata i regulaciju
rastenja i razvica biljaka;

+ Fruktoza 6-fosfat 2-kinaza koja kataliSe ATP-zavisnu fosforilaciju F6P u fruktozu 2,6-bisfosfat (F2,6BP);
u obrnutoj reakciji, F2,6BP enzimom fosfatazom oslobada Pi i opet nastaje F6P.

U jednom od signalnih puteva, kojim se koordiniSe sinteza saharoze na svetlosti pri intenzivnoj fotosinte-
zi (ne samo u mraku, razgradnjom skroba), veca produkcija trioza-fosfata (fosfo-glicerinske kiseline, glice-
raldehid-fosfata i dihidroksiaceton-fosfata) usloviée inhibiciju enzima Fruktoza 6-fosfat 2-kinaze i posledic-
no, smanjenje sinteze F2,6BP, a to Ce opet, povecati aktivnost enzima PP-PFK i dovesti do vece sinteze F6P,
neophodnog supstrata za sintezu saharoze, uz istovremeno oslobadanje Pi vaznog za svetlosne reakcije fo-
tosinteze. Enzimska regulacija sinteze saharoze na svetlosti i njen transport ima veliki bioloski znacaj.

1.5.5.4. Biohemijska regulacija konverzije saharoze u skrob u organima

za deponovanje asimilata (u tzv. ,,uséu asimilata*)

Tokom vegetacionog perioda, skrob ima viSestruku ulogu u metabolizmu biljaka, pre svega, skrob je sup-
strat za celijsko disanje, odnosno izvor asimilovanog ugljenika za energetske potrebe u metabolizmu fo-
tosintetickih organa za njihov rast i razvice. Druga najvaznija funkcija skroba je da predstavlja glavnu re-
zervnu materiju u organima za deponovanje u tzv. ,uscu“ asimilata (u semenima, krtolama, plodovima), ili
mozZe biti privremena rezerva ugljenika koja doprinosi vitalnosti metabolizma u organima kao to su cvetovi,
plodovi i semena koji inace nemaju deponovan skrob. Prisustvo skroba u tkivima i organima stoga ima izu-
zetan uticaj na razvice biljaka, posto njegova spregnuta sinteza i razgradnja reguliSu dostupnost slobodnih
Secera, koji kontrolisu ¢éelijsko disanje, produkciju ATP i brojnih intermedijera metabolizma.

Sinteza i akumulacija skroba u organima za skladistenje su relativno dobro prouceni, i bez obzira na specific-
nosti kod razlicitih biljnih vrsta, moZe se govoriti o opsteprihvaéenom modelu regulacije. Generalno, u svim
organima za deponovanje (osim endosperma Zitarica), saharoza koja iz izvora (fotosintetickog mezofila) flo-
emom dolazi do parenhimskih celija organa za skladistenje (usca asimilata) ulazi u citoplazmu celija (preko
specifi¢nih transportera) i moZe da se razgraduje na razliCite nacine i na razlicitim sub-celijskim nivoima uz
pomo¢ dve grupe enzima:

1. Enzimi iz familije invertaza (INVs) hidrolizuju saharozu do glukoze i fruktoze i na taj nacin imaju uz
ostale brojne enzime izuzetnu ulogu odrzavanja rezervoara heksoza u primarnom metabolizmu i re-
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gulacije heksoza-skrob-saharoza signalinga. U zavisnosti od optimalne pH vrednosti i (sub)éelijskog
mesta katalitiCkog delovanja, brojne INVs se definiSu kao invertaze Celijskog zida, zatim citoplazmat-
ske, vakuolarne i dr. Kataliticka funkcija enzima invertaza ima brojne implikacije na razvice biljaka i
njihov prinos (organsku produkciju).

2. Saharozna sintaza (SuSy, engl. sucrose synthase) je enzim glukozil-transferaza koji ima izuzetnu ulo-
gu u metabolizmu Secera, posebno u organima za deponovanje asimilata i koja kataliSe reverzibilnu
reakciju prevodenja saharoze u fruktozu i uridin-difosfat glukozu (UDPGlc), odnosno, fruktozu i ade-
nozin-difosfat glukozu (ADPGlc).

Kada je u pitanju skladiStenje skroba u npr. krtoli krompira, saharoza koju isporucuje floem iz fotosintetskog
tkiva metaboliSe se na razli¢ite nacine: 1. enzimski se hidrolizuje pomocu enzimske familije invertaza (INVs),
koje mogu biti apoplastne, citoplazmatske ili invertaze plazmaleme, Sto rezultira stvaranjem glukoze (Glu) i
fruktoze (Fru), ili se moze 2. konvertovati u UDP-Glukozu i fruktozu pomocu saharozne sintaze (SuSy). Preo-
vladujudi put cepanja saharoze zavisi od ontogenetske faze razvi¢a samog organa za deponovanje (Sl. 1.68).

Celuloza- Celuloza

sintaza

Kalozd- ,Kaloza
’\ ww SuSy apoplata

————*—— suSyplazmalem

U DP-Gmkoza
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Heksoza-fosfati Vakuola [t
Suc
Glikoliza INV /(Y
Suc
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Sl. 1.68. Pojednostavljeni Sematski prikaz metabolizma Secera u Celijama tkiva/organa za deponovanje asimilata
(,uséa asimilata®): sinteza celuloze, kaloze i skroba. (adaptirano prema: Stein, O. i Granot, D. (2019). Elektronski izvori
slika, str. 102.

Objasnjenje slike: Saharoza (Suc) moZe biti hidrolizovana u Celijskom zidu pomocu apoplastne INV, pri cemu nastaju glu-
koza (Glu) i fruktoza (Fru), koji se potom unose u Celiju pomocu heksoznog (monosaharidnog) transportera. Alternativno,
Suc se moZe uneti u Celije tkiva za deponovanje pomocu saharoznog proteinskog transportera ili kroz plazmodezme. Unu-
tar Celije, Suc se moZe u vakuoli akumulisati ili hidrolizovati pomocu vakuolarne INV, pri cemu nastaju Glu i Fru.

Saharoza je osnovni supstrat i za sintezu fruktana, rezervne materije u vakuoli (najcesce plodova) izvesnog
broja visih biljaka. Fruktani su linearni, ili razgranati oligo- ili poli- fruktozni molekuli koji nastaju relativno
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ograni¢enom polimerizacijom fruktoznih jedinica (5-60) vezanih preko dva tipa glikozidnih veza: (2 > 1), ili
B(2 > 6). Postoje Cetiri tipa fruktana, od kojih je inulin najzastupljniji i najrasprostranjeniji kod biljaka. Biosin-
teza fruktana je katalisana sa nekoliko enzima fruktosil-transferaza (FT).

U citoplazmi, saharoza moZze biti hidrolizovana citoplazmatskom INV da bi se dobili Glc i Fru, koji su supstra-
ti za sintezu heksoza-fosfata Sto je katalisano enzimima heksokinazama. Nastale fosforilisane heksoze mogu
se usmeriti na sintezu skroba u plastidima ili ui u proces glikolize u citoplazmi i potom preko piruvata u ée-
lijsko disanje za proizvodnju ATP i razlicitih intermedijera u razli¢itim metabolickim putevima. Alternativ-
no, u citoplazmi Celija koje predstavljaju ,usce* asimilata, uneta saharoza moze biti razloZena citoplazmat-
skom saharoznom sintazom (SuSy citoplazme) tako da nastaju Fru i UDP-Glukoza. SuSy plazmaleme i SuSy
apoplasta mogu svojom katalitickom aktivnos¢u generisati UDP-Glukozu koja je supstrat za sintezu celulo-
ze (glavne strukturne komponente celijskog zida), ali i kaloze, polisaharida (B-1,3-glucan, sa malim brojem
B-1,6-,grana“), sa vaznom ulogom u formiranju i modifikaciji plazmodezmi, narocito kod specijalizovanih
biljnih éelija tokom odredenih faza razvica (Sl. 1.68).

Razgradnja saharoze i sinteza skroba u plastidima organa za skladiStenje kontroliSu se preko regulatornih si-
gnala kao odgovor na dostupnost saharoze (i kiseonika). Dostupnost saharoze kontrolisana je invertazama
(INVs) i saharoznom sintezom (SuSy), enzimima koji su uzajamno koordinisani u svojoj aktivnosti: smanje-
nje aktivnosti invertaze dovodi do smanjenja kvantitativhog odnosa heksoza u odnosu na saharozu u hek-
soznom depou, Sto Ce usloviti povecanje aktivnosti saharozne sintaze (SuSy) i ve¢u konverziju saharoze u
fruktozu i uridin-difosfat glukozu (UDP-Glukoza). Koli¢ina/dostupnost saharoze dovodi do koordinisane re-
gulacije enzima saharozne sintaze i ADP-glukozne pirofosforilaze na transkripcionom i post-transkripcionom
nivou. Regulacija transkripcije ADP-glukozne pirofosforilaze dovodi do brzih promena na nivoa transkripta,
ali relativno sporih promena u sintezi samog proteina (enzima). Sa druge strane, brza regulacija ekspresi-
je i sinteze ADP-glukozne pirofosforilaze kao odgovor na sadrzZaj saharoze su posredovani i drugim mehaniz-
mom, koji ukljucuje redoks-aktivaciju gena. Ovaj regulatorni mehanizam u prenosu signala se desava u po-
Cetku faze skladistenja (akumulacijom skroba i rezervnih proteina), a biohemijski i geneticki dokazi sugerisu
da je aktivnost enzima saharozne sintaze u pozitivnoj korelaciji sa vitalnoséu (,snagom*) organa za depono-
vanje (,uséa“ asimilata).

Nefotosinteticki plastidi (amiloplasti, hromoplasti) imaju transportere koji posreduju pri transportu hekso-
za-fosfata. Ukoliko se sinteza skroba deSava u amiloplastima, ona je u potpunosti zavisna od translokacije
metabolita iz citoplazme (primarno, G6P, G1P i ADP-Glukoze) kroz omotac amiloplasta. Asimilovani ugljenik
za sintezu skroba ulazi u amiloplast u obliku specifi¢nog glukoznog translokatora koji se nalazi u unutradnjoj
membrani amiloplasta. Nakon usvajanja G6P, ili G1P u amiloplast, sinteza skroba se odvija preko ve¢ opisa-
nog biohemijskog puta polimerizacije glukoze i formiranja glikanskih lanaca amiloze i amilopektina.

Put biosinteze skroba u endospermu Zitarica (raz, jeCam, pirinac i sl.) sli¢an je ranije opisanom mehanizmu
sinteze skroba u amiloplastima organa za deponovanije, kao sto je krtola krompira. Nalivanje zrna je meta-
bolicki proces preraspodele asimilata od izvora (fotosinteticki organi - listovi) do uséa (organi za deponova-
nje - zrna u klasu) i odnosi se na sintezu skroba u zrnu od saharoze preko serije enzimski kontrolisanih reak-
cija. Brojni klju¢ni enzimi: ADP-glukozna pirofosforilaza, rastvorljive skrobne sintaze (SSs), od kojih je veoma
vaZan enzim skrobna sintaza vezana za granule (GBSS), zatim enzimi grananja (SBEs), kao i enzimi koji cepa-
ju i odvajaju glukanske lance na mestima grananja (DBE), u€estvuju u sintezi skroba u endospermu Zitarica.
Enzimi koji kataliSu sintezu skroba najcesce su prisutni kao izoenzimske familije (izozimi), razlikuju se u ami-
nokiselinskim sekvencama iako katalisu iste reakcije (izoenzimi, izozimi), istovremeno, mogu formirati mul-
tienzimske kataliticke komplekse sa drugim izoenzimima.

Zrna u klasu Zitarica snabdevaju se saharozom preko floema, u procesu koji se naziva ,,nalivanje zrna“, sto
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je klju¢no za preraspodelu asimilata i ekonomski prinos (koli¢inu asimilata u organima za skladiStenje). Sa-
haroza-protonski simport i aktivnost apoplastne invertaze (INV ¢elijskog zida) su od kljuénog znacaja za ovu
fazu razvica biljaka.

Koli¢ina saharoze koja floemom dolazi u zrno klasa ima ulogu molekulskog signala, utice pozitivno na sinte-
zu skroba u zrnu i na povedanje prinosa.

1.5.6. Transport (translokacija) asimilata

Transport, ili preraspodela fotosintetickih asimilata od mesta njihove sinteze (,izvor“) do mesta iskoriSta-
vanja za metabolicke potrebe i skladistenja (,,usée“), odreduje preraspodelu asimilata, odnosno, organsku
produkciju: vegetativni i generativni prinos.

Postoje dva glavna vaskularna transportna puta vode i rastvorenih materija na veée udaljenosti, to su ksi-
lemski i floemski. Ksilem predstavlja tkivo specifi¢ne strukture sa ulogom u transportu vode i mineralnih ma-
terija-nutrijenata od korena ka nadzemnom delu biljke. Sastoji se od traheidnih elemenata koji tokom di-
ferencijacije gube plazmalemu i Celijske organele, dolazi do lignifikacije sekundarnih Celijskih zidova i kao
rezultat nastaju neZive cevaste strukture visoko adaptirane na odrzavanje pozitivnog hidrostatickog pritiska
neophodanog za transport vode i neorganskih materija na vece udaljenosti.

Za razliku od ksilemskih neZzivih struktura (traheidnih elemenata), floem Cine Zive Celije (floemski elementi),
organizovane u tkivo prilagodeno funkciji translokacije produkata fotosinteteze, pre svega ugljenih hidrata
od izvora asimilata (fotosintetickih organa - listova) do mesta njihovog iskoris¢avanja za potrebe metaboliz-
ma, odnosno, do mesta njihovog skladistenja. U vodenom toku kroz floem, zajedno sa ugljenim hidratima,
ostvaruje se (re)distribucija razlicitih supstanci i metabolita, te signalnih molekula u biljnim tkivima i orga-
nima ¢ime je obezbedena transmisija signala izmedu izvora i usca asimilata i koordinisano rastenje i razvice
biljaka. Stoga su Zive celije floema i njihov metabolizam od klju¢ne vaZnosti za funkcionisanje mehanizma
translokacije supstanci kroz biljku.

Floem sadrzi Cetiri specijalizovana tipa Celija za obavljanje svoje specificne funkcije transporta organskih
materija, to su:

« Sitaste cevi - neprekidni nizovi Zivih elija sa klju¢nom ulogom u translokaciji amino-kiselina i Secera
(asimiliata). U bliskom kontaktu su sa éelijama pratilacama;

. Celije pratilice - Zive Celije preko kojih se odvija transport asimilata ,u“ i ,,iz“ sitastih cevi;

« Floemska vlakna - neZive sklerenhimske Celije, koje pruZaju strukturnu potporu provodnim elemen-
tima;

« Parenhimske celije floema (floemski parenhim) - kompaktno rasporedene Celije oko provodnog sno-
pica, snabdevaju floem asimilatima (Secerima) i daju metabolicku podrsku ¢elijama pratilicama i sita-
stim cevima (Sl. 1.69).
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Sl. 1.69. Poprecni presek provodnog snopica sa ksilemskim i floemskim elementima (Elektronski izvori slika, str. 97);
Sematski prikaz floemskih elemenata, sitastih cevi i Celija pratilica. Adaptirano prema Taiz i sar., (2018); Elektronski
izvori slika, str. 102.

Specifi¢ne Celijske adaptacije sitastih cevi i celija pratilica koje su iskljucivo karakteristicne za angiosperme
(viSe biljke, skrivenosemenice) omogucavaju efikasan transport u vodi rastvorenih metabolita.

Sitaste cevi sainjene su od longitudinalnih nizova Celija koje su povezane preko popre¢no postavljenih sita-
stih ploca, koje predstavljaju otvorene kanale izmedu Celija. Preko poprecno postavljenih sitastih ploca na
distalnim krajevima Celijskih nizova sitastih cevi, njihovi protoplasti su povezani i asimilati (Seceri, amino-ki-
seline) se kre¢u od ¢elije do éelije simplastno (preko citoplazmi). Celije koje grade sitaste cevi nemaju jedro,
vakuole (tonoplast) i imaju znacajno redukovan broj organela (manje i od nediferenciranih ¢elija od kojih su
postale), ¢ime je omoguceno maksimalno uvecavanje zapremine ovih Celijskih asocijacija za transport asi-
milata. Njihovi debeli i Cvrsti Celijski zidovi obezbeduju im odrZavanje visokog hidrostatickog pritiska tokom
translokacije cemu svakako doprinosi i potpora od strane floemskih sklerenhimskih vlakana (Sl. 1.69). Tre-
ba istaci da se u sitastim cevima, odnosno u floemskom soku nalaze strukturni proteini, tzv. P-proteini koji
imaju veoma vaznu funkciju sprecavanja izlivanja soka floema kada dode do mehanickih povreda, jer gubi-
tak floemskog sadrzaja (eksudacijom/suzenjem) predstavlja energetski gubitak za biljku. P-proteini, koji kod
potpuno razvijenog floema tubularnog (cevastog), odnosno, fibrilarnog izgleda imaju vaznu funkciju zara-
stanja povredenog floemskog tkiva i spre¢avanje oticanja floemskog soka. Pored P-proteina, koji brzo na-
kon povrede zatvaraju otvoreni floem, i glukozni polimer, kaloza u Celijskom zidu ima vaZnu ulogu u zarasta-
nju oStecenog tkiva (floema).

Celije pratilice imaju vaznu ulogu u translokaciji organskih materija, jer pune sitaste cevi asimilatima (na ni-
vou izvora asimilata), a istovremeno i apsorbuju asimilate iz sitastih cevi i prenose ih u organe za skladiSte-
nje (na nivou usc¢a asimilata). One sadrze veci broj mitohondrija za proizvodnju ATP-a neophodnog za ATP-
aze i aktivni transport asimilata. Sadrze takode i brojne ribozome neophodne za sintezu proteina-enzima
(Sl. 1.69).
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1.5.6.1. Punjenje floema: snabdevanje floema aimilatima iz
izvora asimilata - fotosintetickog tkiva

Inicijalni transport fotosintata na kratke udaljenosti od celija mezofila do floema (u provodnom snopicu li-
sta) moze se odvijati apoplastnim ili simplastnim putem. Simplastni put transporta Secera postoji u slucaju
kada je ceo transport asimilata ostvaren simplastno - kroz jedinstveni funkcionalni prostor protoplasta spo-
jenih preko plazmodezmi (Sl. 1.70A), dok je apoplastni put uvek samo delom ostvaren kada se Seceri (asimi-
lati) primarno od mezofilnih celija transportuju kroz simplast, ali ulaze u apoplast ¢elija omotaca provodnih
sudova (parenhim floema) pre nego e se transportovati u Celije pratilice, iz kojih se opet, simplastom pre-
ko plazmodezmi, ,,ulivaju® u sitaste cevi (Sl. 1.70B).

Apoplast

Mezofilna éelija

Jedro H*- saharozni simporter

@..

:-"‘Saharoza

Celija omotata
provodnog snopiéa

:’.'.'Saharoza
Celija parenhima @0

X
Saharoza floema

Visoka koncentracija H* Eg Niska koncentracija H*
Celija pratilica

P- protein

Hioroplast Plazmodezma

Simplastni put
transporta saharoze —
preko plazmodezmi

Mitohondrija Endoplazmatiéni

Apoplastni put transporta saharoze — retikulum

preko celijskih zidova i transportera: Saharoza

®» SWEET saharoznitransporter
H™-ATP-aza; H*-saharozni simporter:
SUT/SUC (videti uveli€ano na gornjoj slici)

Sl. 1.70. Transport saharoze (asimilata) od mezofilnih Celija lista (izvor) preko floemskih elemenata do sitastih cevi
(A); Apoplastni put transporta saharoze: sekundarni aktivni transport preko saharoznog H* simportera (B). Adaptirano
prema: Elektronski izvori slika, str. 102.

Prema tome, moZze se zakljuditi da je transport asimilata od mezofilnih celija do floema (provodnih snopi-
¢a) najvedim delom ostvaren simplastom, preko plazmodezmi, a da se apoplastni put transporta (kroz celij-
ske zidove i prostore izmedu Celijskih zidova i plazmalema) deSava na mestu ulaska Secera u Celije pratilice
iz floemskog parenhima (Celija omotaca provodnih snopica). Plazmodezme imaju klju¢nu ulogu u Celijskoj
komunikaciji, jer se preko njih simplatno, transportuju i brojni signalni molekuli.

Koli¢ina saharoze koja je na raspolaganju biljci za izvoz u floem, rezultat je uspostavljene ravnoteze izme-
du procesa skladistenja u vakuolama i nagomilavanje u obliku skroba u hloroplastima celija mezofila. 1z me-
zofilnih ¢elija (izvora fotoasimilata), saharoza dospeva u Celije parenhima floema preko plazmodezmi. U Ce-
lijama pratilicama, saharoza moZe da se u razli¢itom obimu, prevodi u ve¢e molekule, najcescée rafinozu,
uzastopnim dodavanjem galaktozilnih ostataka (rafinoza je trisaharid: glukoza+fruktoza+galaktoza), ¢cime
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je onemoguceno vracanje ovih veéih molekula u Celije parenhima floema, vec se oni transportuju prema
sitastim cevima). Punjenje floema aktivnim transportom je neophodno zbog postojanja koncentracijskog
gradijenta gde je znacajno visa koncentracija rastvorenih materija u floemu (kompleksu sitaste cevi/Celije
pratilice) nego u parenhimu floema, odnosno u mezofilnim éelijama okolnog tkiva. Kod brojnih biljnih vr-
sta dokazano je da mehanizam aktivnog punjenja floema iz apoplasta pored jonskih/protonskih pumpi (H*-
ATP-aza), ukljucuje transportere saharoze (i vecih molekula Secera, kao i Secernih alkohola - poliola). Ovi
transporteri mogu da koncentrisu Secere u floemskom kompleksu (sitaste cevi i Celije pratilice) iskorista-
vanjem protonskog gradijenta nastalog aktivno$éu H*-ATP-aze i potom u simportu H* i saharoze, Sto pred-
stavlja sekundarni aktivni transport. Oslobadanje saharoze u apoplastu u blizini sitastih cevi i ¢elija prati-
lica mozZe biti ostvareno i preko drugih jonskih transportera, odnosno kanala (nedavno otkriveni kompleks
za olaksani transport Secera SWEET). Drugi mehanizam za aktivno punjenje floema je simplastno prenose-
nje polimera, pri ¢emu se saharoza pretvara u rafinozu ili ve¢e molekule Secera u parenhimu floema. Mora se
napomenuti da aktivno punjenje floema nije iskljucivo i univerzalno, jer postoje eksperimentalni dokazi da
se u punjenje floema mogu ukljuciti i mehanizmi pasivnog transporta, Sto se postize metaboli¢ckim odrZava-
njem visokih koncentracija rastvorenih materija u Celijama mezofila (izvora asimilata). Koncentracija saha-
roze u sitastim cevima i ¢elijama pratilicama je veca od njene koncentracije u okolnim celijama, Sto ukazuje
da je za translokacija saharoze nasuprot koncentracijskom (hemijskom) gradijentu ostvarena aktivnim tran-
sportom, aktivnoS¢u enzima ATP-aza (Sl. 1.70B).

1.5.6.2. PraZnjenje floema: odavanje asimilata iz floema u tkiva/

organe za deponovanje (usce asimilata)

Saharoza se iz sitastih cevi uz pomo¢ specificnih proteinskih prenosioca (transportera - SUT1/SUC2), uno-
si u Celije pratilice, odnosno u parenhimske Celije floema ili se konvertuje u heksoze pomocu invertaza ée-
lijskog zida (INV) (SL. 1.70A). U celijama organa za deponovanje asimilata, heksoze se uz pomoc¢ specifi¢nih
prenosioca lociranih u plazmalemi i/ili tonoplastu nakupljaju u specifi¢cnim organelama (vakuolama, plasti-
dima - amiloplastima i dr.). Saharoza u ¢elijama usca asimilata mozZe biti iskoriS¢ena kao supstrat za celijsko
disanje i produkciju ATP-a, ¢ime je omogucen rast organa, zatim moZze biti deponovana kao skrob u amilo-
plastima, ili dalje prevedena u heksoze pomocu vakuolarne invertaze i deponovana u vakuolama.

Preraspodela asimilata od njihovog izvora do usca preko floemskog toka zavisi od Celijskog metabolizma i
hidrostatickog pritisaka u provodnim elementima, tako da se moze reci da je translokacija floemom pod uti-
cajem Celijskog metabolizma i faktora spoljasnje sredine. Takode, treba istaci da se floemom ne transpor-
tuju rastvorene materije iskljucivo descendentno (od nadzemnog izdanka ka korenu), niti postoji uticaj gra-
vitacije. Stoga je najispravnije reéi da se materije u floemskom soku preme[taju iz biljnih delova u kojima se
stvaraju (izvora asimilata - fotosintetickih organa) u nefotosinteticke biljne delove u kojima postoji metabolic-
ka potreba za njima, ili se deponuju (usce asimilata).

Hemijska analiza floemskog soka pokazuje specificnost zavisno od biljne vrste, starosti (faze ontogenetskog
razvica), ekoloskih Cinilaca i dr., ali generalno, najzastupljenije supstance koje se krecu sitastim cevima ra-
stvorene u vodi su: ugljeni hidrati, amino-kiseline, organske kiseline, proteini, neki mineralni elementi i nji-
hove soli (kalijum, magnezijum, fosfati, hloridi). Od azotnih jedinjenja u floemskom soku su najzastupljeni-
je amino-kiseline, posebno glutamat i aspartat, kao i njihovi amidi. Vec je pomenuto da se u sitastim cevima,
odnosno, u floemskom soku nalaze strukturni P-proteini. U malim koli¢inama tu su i molekuli RNK (informa-
cione RNK, patogene RNK, kao i mali regulatorni RNK molekuli), zatim, nukleotidni fosfati, kao i fitohormoni
(auksini, giberelini, citokinini, ABA).
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Transport asimilata po modelu ,,protoka mase“ (engl. Mass-Flow, ili Pressure-Flow):

Translokacija rastvorenih supstanci u floemskom soku koja ukljucuje povezano funkcionisanje sitastih cevi i
Celija pratilica, te usvajanje vode u floem iz ksilemskih elemenata pasivno, duz vodnog gradijenta, odnosno
osmotskog i turgorskog potencijala, je najsire prihvaéeni model mehanizma transporta asimilata od njiho-
vog izvora (mesta sinteze) do uséa (mesta koris¢enja, odnosno skladistenja). Ova hipoteza floemskog tran-
sporta, prvi put predloZena od strane istraZivaca Ernesta Minha (nem. Ernest Miinch) jos 1930. godine, je
prilagodena na osnovu rezultata brojnih istrazivanja, ali su njene osnovne postavke, ostale iste. Naime, kre-
tanje rastvorenih materija u floemskom soku podstice razliku u osmotskom potencijalu izmedu izvora i uscéa
asimilata, Sto izaziva usvajanje vode u floem (iz ksilema), stvaranje razlike u hidrostatickom pritisku izme-
du izvora i usca asimilata i posledi¢no, protok mase kroz floem duZ gradijenta ukupnog vodnog potencijala.

Ksilem i floem su celijske strukture koje zajedno Cine provodni (vaskularni) snopic¢. Ksilem uglavnom tran-
sportuje vodu i rastvorene mineralne elemente (nutrijente), ascendentno, od korena do listova biljke. Kre-
tanje vode pokrece transpiracija, tako $to odavanje vode sa povrsine listova generiSe sniZavanje vodnog/
osmotskog potencijala u vrSnim delovima biljke, a to je pumpa za kontinuirano usvajanje vode korenom.
Nekompresibilnost vode omogucava transport duz gradijenata hidrostatickog pritiska (Sl. 1.71). Rastvo-
rene organske supstance u soku floema se translociraju na ovaj nacin do tkiva i organa koji predstavljaju
usce asimilata, gde se izbacuju iz sitastih cevi (gore opisano praznjenje floema). Kada organi za deponova-
nje usvoje saharozu (i ostale organske supstance iz floemskog soka), vodni potencijal floemskog soka (¥w)
raste (postaje manje negativan), i voda osmozom izlazi iz floema i vrada se u ksilem. Povecani hidrostatic-
ki pritisak u ksilemu na nivou usca asimilata omogucava zajedno sa delovanjem transpiracione pumpe, da
se voda krece ascendentno ksilemom ka izvoru asimilata, gde ¢e opet biti osmotski usvojena u floem. Na
ovaj nacin se odrzZava razlika u hidrostatickim potencijalima (¥p) izmedu soka ksilema i soka floema i stvara
se gradijent ukupnog vodnog potencijala (Yw) u oba provodna sistema od izvora do usca asimilata, sto sve
obezbeduje translokaciju asimilata od njihovog izvora do us¢a po modelu ,protoka mase.

Fl
Ksilem . oem/
sitasta cev
Floem/ Izvor asimilata 1
.l.. c,e"ja /
1 . ° || pratilica @ - - % \
2 A H20 =) e
—' - ‘Saharoza *
P | R | =

el &S

»USce" asimilata

6- /‘4/
Sl. 1.71. Transport asimilata prema hipotezi ,Protoka mase* Nastanak hidrostatickog pritiska (turgorskog potencijala

Wp) u floemu (sitastim cevima floema) sa ulaskom vode iz ksilema i nakon toga protok mase (engl. ,mass flow ili
spressure flow*) - strujanje vode kroz sitaste cevi duZ gradijenta hidrostatickog pritiska (turgora) u njima.
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Oznake na slici odgovaraju sledecim kljucnim procesima:

1. Na nivou izvora asimilata, sinteza saharoze sniZzava osmotski potencijal u mezofilnim celijama, Sto
omogucava pasivnu apsorpciju vode iz okolnih Celija (duz gradijenta Yw). Istovremeno, saharoza se
transportuje aktivno, u simportu u floem (nasuprot koncentracijskog gradijenta);

2. Nakupljanje Secera/saharoze u Celijama pratilicama koje su glavni dobavljaci saharoze za sitaste cevi;
transport saharoze simplastno i apoplastno, aktivnim transportom (u simportu preko H*-saharoznih
transportera) u sitaste cevi,

3. Nakupljanje rastvorene saharoze sniZzava ¥, odnosno, ukupni Yw floemskog soka, sto omogucava
suvlacenje“ vode u floem iz susednog ksilema (pasivno osmotsko kretanje);

4. Voda koja je usla u floem stvara veliki hidrostaticki pritisak, odnosno, veliki turgorski potencijal floem-
skog soka (+¥p) u regionu izvora asimilata, Sto je pokretac njegovog toka sa mesta viSeg, ka mestu ni-
Zeg turgorskog potencijala u procesu koji se naziva ,,protok mase*;

5. Seleri rastvoreni u soku floema se u regionu ,usca“ asimilata uklanjaju i uglavnom, simplatno, duz
gradijenta W1t odlaze u Celije pratilice, a potom u ¢elije tkiva i organa za deponovanje organskih ma-
terija, gde se transformisu u skrob (ili druge organske materije). Skrob nije osmotski aktivna supstan-
ca, te se stoga u ovakvom biohemijskom putu odrZava gradijent ¥, od soka floema do Celija za de-
ponovanje asimilata;

6. Uklanjanje Secera dovodi do povecanja hidrostatickog pritiska floemskog soka u regionu ,,us¢a“ asi-
milata (+¥p), Sto opet, uzrokuje da voda napusti floem i vrati se u ksilem (pasivno kretanje vode duz
gradijenta potencijala). Odlazak vode iz floema u ksilem smanjuje turgor (+¥p) floemskog soka na ni-
vou organa za deponovanje, tako da se na taj nacin odrzava gradijent hidrostatickog pritiska u floem-
skom soku neophodan za ,,protok mase“izmedu izvora i usc¢a asimilata

Kretanje vode iz ksilema u floem je pasivno, omoguceno gradijentom vodnog/osmotskog potencijala izme-
du ksilema i sitastih cevi floema: saharoza sintetisana u citoplazmi fotosintetickih celija transportuje se ak-
tivno (sekundarno aktivno) i simportno, u éelije pratilice (pomoéne ¢elije), a zatim na isti nacin i u sitaste cevi
floema. Akumulisana osmotski aktivna saharoza izaziva snizavanje osmotskog potencijala rastvora u sita-
stim cevima u odnosu na ratvor u ksilemu, sto je pokretac pasivnog transporta vode duz gradijenta osmot-
skog potencijala: iz ksilema (viSi ¥1) u floem (nizi ¥ ).

Kao Sto se moze zakljuciti iz gore navedenog, fizicko-hemijski procesi koji ukljucuju stvaranje osmotskog
(W), turgorskog (¥p), odnosno, ukupnog vodnog potencijala (Yw), te njihove promene i odnos (balans) u
provodnim elementima, ksilemu i floemu, odreduju transport asimilata od izvora do usc¢a. Da bi se odrzao
stalni tok (propulzija) floemskog soka u sitastim cevima, gradijent Yw u ksilemskim sudovima zahteva sraz-
merno povecanje koncentracije floemskog soka. Hidrauli¢ni gradijent pritiska neophodan za maseni protok,
ostvaruje se uzajamnim odnosom vodnih potencijala u ksilemskim i floemskim ¢elijskim elementima, tako
da voda cirkuliSe pasivno izmedu njih i nosi asimilate.

1.5.7. Fotosinteza i prinos

Fotosinteza je proces koji obezbeduje kiseonik aerobnim organizmima, utice na klimu i pokrece bioloske
procese, ukljucujudi sintezu organske materije i prinos biomase biljnih populacija. Biljna proizvodnja, od-
nosno stvaranje organske materije (za hranu, ogrev i dr.) je zavisna od brojnih procesa, kompleksnih i me-
dusobno uslovljenih, koji se deSavaju na razli¢itim nivoima, pocev od molekulskog i subcelijskog (pigmenti,
proteini/enzimi, membrane, hloroplasti i dr.), na nivou tkiva i organa, kao i na nivou biljne populacije. Po-
boljsanje efikasnosti, odnosno, produktivnosti fotosinteze u biljnim zajednicama (poljoprivrednim usevima,
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Sumama, makrofitskim vodenim populacijama i dr.), je klju¢no za povecanje organske produkcije - prino-
sa, kao i za unapredenje proizvodnje hrane i energenata. Stoga programi oplemenjivanja i selekcije biljaka
za vecu organsku produkciju u svom sredistu imaju manipulacije fotosinteze na genetickom, metabolickom
i fenotipskom nivou. Medutim, jasnu nedvosmislenu korelaciju izmedu intenziteta fotosinteze na Celijskom
nivou (po jedinici lisne povrsine ili mase), prinosa organske materije cele biljke i prinosa cele biljne zajedni-
ce, Cesto teSko naucno dokazati. Ovo se deSava zbog kompleksnosti samog procesa fotosinteze i uticaja po-
vratne sprege koju na fotosintezu/metabolizam imaju preovladujudi uslovi spoljasnje sredine i dinamika ra-
sta i razvica biljaka.

| pored pomenutih ogranicenja, vazan i oCigledan izazov u cilju pravljenja strategija za poboljSanje organske
produkcije i prinosa useva je reSavanje kljucnog pitanja: da li je regulacija fotosinteze u usevima podlozna
poboljSanju i kako se to moze uraditi.

Sta odreduje ukupnu biljinu produkciju i prinos?

Prinos se odnosi na sintetisanu organsku materiju u procesu fotosinteze koja je akumulisana u organima za
deponovanje (ono Sto se pozanje, ili ubere) i predstavlja izvor energije za metabolicke potrebe samih bilja-
ka, kao i heterotrofnih organizama. Kada se govori o prinosu, najcesce se referiSe na tzv. Zetveni prinos, koji
predstavlja koli¢inu deponovane organske materije u jestivim delovima biljaka, kao Sto su semena i plodo-
vi (kukuruz, suncokret, zitarice, mahunarke i sl.), zatim korenu i podzemnim organima (Sargarepa, persun,
celer, krompiri sl.), te listovima (salata, spana¢, kupus i dr.). Stoga se Zetveni prinos najcesce izrazava u kg/
ha useva. Najvazniji generalni zakljucak brojnih istrazivanja je da produkcija biomase, odnosno prinos useva,
najvise zavisi od kumulativnog efekta fotosinteticke aktivnosti tokom celog perioda razvic¢a biljaka, odnosno,
od duZine trajanja fotosinteze (vegetativne sezone) tokom Zivotnog ciklusa biljaka.

Centralna uloga fotosinteze u proizvodnji organske materije dobro je proucena, tako da je na osnovu broj-
nih rezultata istraZivanja omoguéeno modelovanje fotosintetickog odgovora specificne biljne vrste u kon-
kretnim ekoloskim uslovima, kao i projekcija prinosa u zavisnosti od limitirajucih faktora koji uti¢u na fo-
tosintezu.

Najvazniji parametri, koji su istovremeno i pouzdani fizioloSki markeri za prinos su:

+ Intenzitet fotosinteze, odnosno, fotosinteticka brzina razmene gasova po jedinici lisne povrSinei u je-
dinici vremena (umol usvojenog CO, m? s/ umolizdvojenog O, m?s™);

 Efikasnost fotosinteze - efikasnost apsorpcije svetlosne energije za fotosinteticke svetlosne reakcije.
Biljke prevode svega 0,1 do 2% svetlosne energije preko fotosinteze u hemijsku energiju, Sto je veo-
ma nisko i brojna biohemijska i molekularna istraZivanja na nivou svetle faze fotosinteze: apsorpcija
svetlosti od strane pigmenata, transport elektrona, sinteza ATP i NADPH, kao i na nivou karboksilacije:
sinteza i aktivnost Rubisco, sinteza produkata i dr. vodena su idejom o povecanju ove granice;

- Efikasnost prevodenja svetlosne energije u biomasu i Zetveni prinos - udeo energije akumulisane u

Zetvenim delovima biljke, u odnosu na ukupnu akumulisanu energiju u fotosintezi, Sto predstavlja ko-
licnik izmedu poljoprivrednog i bioloSkog prinosa, ili Zetveni indeks: odnos mase semena/ plodova i
mase cele biljke;

DuZina v

« Osobine biljne zajednice/useva: broj biljaka i njihov raspored u usevu, sto uti¢e na dostupnost svetlo-
sti, vode, nutrijenata i u vezi s tim, stepen adaptabilnosti biljaka na uslove sredine (fenotipsku plas-

ticnost) (SL. 1. 72).
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Sl. 1.72. Fotosinteticki parametri - bioloski/fizioloski markeri za procenu organske produkcije na nivou Celije, lista,
fotosintetickog organa i u biljnoj populaciji - usevu, koji se najcesce uzimaju kao okvir za modelovanje odnosa
fotosinteza - prinos, odnosno za procenu (Zetvenog) prinosa useva u konkretnim uslovima sredine. Adaptirano prema

Wu isar., (2019) Elektronski izvori slika, str. 102.

Efikasnost fotosinteze je parametar kome se intenzivno posvecuje paznja u brojnim istraZivanjima zbog toga
Sto je efikasnost prevodenja svetlosti u hemijsku energiju procesom fotosinteze izuzetno niska, oko 2%, od-
nosno maksimalno 2% ukupnog suncevog zracenja koje padne na Zemlju se iskori$¢ava za stvaranje organ-
ske materije. Zbog toga su biofizicka, biohemijska, molekularna i geneticka ispitivanja procesa apsorpcije,
transporta i prevodenje svetlosne energije na nivou fotosintetickih jedinica (PS Ii PS Il) izuzetno zastuplje-
na, a rezultati predstavljaju pouzdane indikatore fotosinteticke efikasnosti iskoris¢avanja svetlosne energije
i njeno prevodenje u hemijsku energiju sadrzanu u ATP i NADPH. Za definisanje efikasnosti fotosinteze naj-
znadajnije je ispitati efekat razlicitih abiotickih faktora, posebno kada imaju ekstremne vrednosti i predstav-

ljaju stresore metabolizma.

Biljke su sesilni organizmi izloZeni konstantnom uticaju brojnih abiotickih Cinilaca, koji Cesto zbog svojih ek-
stremnih vrednosti deluju kao stresori, sa Stetnim efektima na strukturu i funkciju fotosintetickog aparata.

Preveliki intenziteti svetlosti kojima su izloZene biljke, dovode do pojave fotoinhibicije -

(trajnog) smanje-

nja efikasnosti prevodenja sunceve energije u fotosinteticke produkte i smanjenja ukupnog fotosintetickog
kapaciteta/efikasnosti. Pored visokih svetlosnih intenziteta, nepovoljni faktori sredine, kao Sto su nedosta-
tak vode i/ili nutrijenata, visoka i niska temperatura, toksi¢nost teSkih metala i zagadenje vazduha, mogu da
odrede u kom trenutku svetlost koju apsorbuju pigmenti hlorofila fotosintetskih jedinica, postaje prekomer-

na za potrebe samog procesa fotosinteze.
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1.5.8. Fotoinhibicija

Fotoinhibicija je Siroko rasprostranjena pojava kod fotosintetickih organizama koja za posledicu ima sma-
njenje fotosintetickih brzina razmene gasova, odnosno, smanjenje efikasnosti i produktivnosti fotosinte-
ze pod uticajem prekomerne svetlosti (po svom intenzitetu, kvalitetu i duzini trajanja). U najSirem kontek-
stu, fotoinhibicija se moZe definisati kao svetlod¢u-indukovano smanjenje asimilacije CO,/ zdvajanja O,, Sto
je posledica stvaranja slobodnih radikala (reaktivnih kiseonic¢nih molekulskih vrsta, ROS) i fotooksidativnog
ostec¢enja komponenti fotosintetskog aparata. Zbog toga je fotoinhibicija stanje fizioloskog stresa u kome
se nalazi biljka izloZena prekomernoj radijaciji. Rezultati brojnih istraZivanja izdvajaju PSII kao podlozniji fo-
toinhibiciji u odnosu na PSI, a primarno oStecenje fotosintetickog aparata se deSava na nivou reakcionog
centra fotosistema Il (RC PS Il) kada koli¢ina apsorbovane svetlosti od strane antena pigmenata prevazila-
zi koli¢inu svetlosne energije (broja fotona po jedinici povrsine) koji se moZe iskoristiti za ekscitaciju ostalih
komponenti transporta elektrona do terminalnog akceptora.

Fotoinhibicija u listovima biljaka kao fizioloSki odgovor, Cesto se izjednacava sa fotooStecenjem i smatra se
odgovornom za smanjen rast i produktivnost biljaka. Stepen fotoinhibicije zavisi od ravnoteze izmedu foto-
ostecenja i mehanizama adaptacije u smislu obnavljanja PSII fotosintetickih jedinica.

Opsta molekularna Sema fotoinhibitornog delovanja svetlosti u srediStu ima stvaranje reaktivnih kiseonic-
nih molekulskih vrsta (ROS), gde dominantno spadaju slobodni radikali: O,~, OH" i neradikalske molekulske
forme: H,0, i'0,. Izuzetno reaktivni kiseonicni radikali su odgovorni za ostecenje reakcionih centara u fotosi-
stemima, prvenstveno u PSII. Nastanak slobodnih kiseonicnih radikala, za posledicu ima izmenu naboja iz-
medu akceptorske i donorske strane PSIl i prekomernu redukciju, odnosno, prekomerno nakupljanje elek-
trona u primarnom akceptoru PSII, a to je feofitin i potom, plastohinon (PQ). Mnoge studije sprovedene u
cilju tumacenja molekularnih mehanizama fotoinhibicije, potvrdile su destruktivno delovanje ROS u samom
procesu, ali ne direktno, ve¢ preko inhibicije sinteze proteina, ¢ime se smanjuje regeneracija PSII. Na taj na-
¢in, do fotoo3tecenja PSII dolazi zbog poremecaja u sintezi Mn-klastera za oslobadanje O, i poremecaja u
sintezi proteina samog PS Il (pre svega, D1 proteinske subjedinice). Istovremeno, generisani slobodni radi-
kali kao signalni molekuli u sintezi proteina-enzima, dovode do poremecaja u sintezi pigmenata i elektron-
skih transportera naophodnih za funkcionisanje svetle faze fotosinteze (Sl. 1.73).

Zastita od fotoostecenja je proces na vise nivoa. Prvi nivo odbrane je suzbijanje ostecenja fotosistema pre-
ko gasSenja ekscitacije - rasipanja viska apsorbovanih fotona, kao toplote. Ako ovaj nivo odbrane nije dovo-
ljan, dolazi do stvaranja toksicnih fotoproizvoda - slobodnih kiseoni¢nih radikala (ROS), Sto uslovljava akti-
vaciju razlicitih fiziolosko-biohemijskih mehanizama za njihovu neutralizaciju. Ako i ovaj drugi nivo odbrane
ne rezultira neutralizacijom fotoproizvoda (ROS), dolazi do ostecenja D1 proteinskih subjedinica PS Il, Sto se
ispoljava kao fotoinhibicija - fiziolosko stanje poremecaja fotosinteticke aktivnosti usled prevelike radijaci-
je. U procesu regeneracije, D1 protein se izdvaja iz reakcionog centra PS Il i razgraduje, dolazi do sinteze no-
vih proteinskih subjedinica koje se ponovo ugraduju u RC PS Il da bi se formirala funkcionalna fotosintetic-
ka jedinica - PS 11 (Sl. 1.73).
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Fotoinhibicija
Sl. 1.73. Fotoinhibicija i mehanizmi zastite od fotoostecenja PS Il.

Kako je u proteklih nekoliko decenija ustanovljeno da je sustinska karakteristika fotosintetskog aparata,
smanjenje (kvantne) efikasnosti fotosinteze izazvano prevelikom radijacijom, fenomen fotoinhibicije je izu-
zetno proucavan koris¢enjem biohemijskih, biofizickih, molekularnih i genetickih pristupa. Fluorescencija
hlorofila je jedna od najkoriséenijih eko-fizioloskih i bio-fizi¢kih tehnika za proucavanje efikasnosti fotosin-
tetickog prevodenja svetlosti u hemijsku energiju stvorenih asimilata. Izucavanje/merenje fluorescencije hlo-
rofila je izuzetno koris¢eno u izu€avanju fotosinteze biljaka, posebno u uslovima sredine koji nisu optimalni.

Tako npr. u definisanju fotosinteticke efikasnosti, veoma znacajne informacije pruzaju podaci dobijeni me-
renjem fluorescencije hlorofila, a parametar Fv/Fm (odnos varijabilne i maksimalne fluorescencije hlorofila) se
Cesto ispituje, jer je izuzetno senzitivan indikator efikasnosti fotosinteze i ukazuje na stres kome su biljke po-
tencijalno izloZene tokom celog vegetacionog perioda.

Sta je fluorescencija hlorofila i parametar: ,,Kvantni prinos fotosinteze (Fv/Fm)“?

Nakon apsorpcije svetlosti od strane PS Il - antena molekula hlorofila, stvorena energija ekscitacije u PS Il
trosSi se na energiju koja obezbedjuje fotohemijsku aktivnost samog PS Il, toplotnu energiju i fluorescenci-
ju (daleka crvena svetlost). U fotosinteticki aktivnom listu, u uslovima stabilnog stanja fotosinteze, oko 80%
apsorbovane energije ide na fotohemijsku komponentu (za obezbedivanje karbonske asimilacije), oko 17%
se oslobadja kao toplotna energija i vrlo mali deo, oko 3%, se reemituje kao fluorescencija hlorofila. Prome-
na kvantitativnog odnosa ove tri komponente rasipanja energije ekscitacije ukazuje na poremecaj u toku
fotosinteze. KoriScenje fluorescencije hlorofila kao indikatora fotosinteticke aktivnosti moguce je zbog ci-
njenice da ona potice iz istih ekscitiranih molekula koji se alternativno mogu koristiti za fotohemijsko pre-
vodenje energije. Osim toga, u in vivo uslovima, promene fluorescencije poticu gotovo iskljucivo od moleku-
la hlorofila a koji se nalaze u PS Il (ukljucujuéii,,antena” pigmente), tako da se preko fluorescencije in vivo,
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brzo i lako dobijaju informacije o koris¢enju energije ekscitacije u PS II: fotohemijska efikasnost PS Il i fluo-
rescencija obrnuto su proporcionalne. U uslovima slabije svetlosti reakcioni centri fotosistema Il se dovoljno
brzo reoksiduju, tako da putevi u transportu elektrona ostaju slobodni, $to znaci da veci deo ukupne energi-
je ide za fotohemijsku aktivnost, a samo mali deo se gubi u obliku fluorescencije. U uslovima svetlosnog za-
sicenja veliki deo reakcionih centara fotosistema Il je redukovan i znacajni deo energije ekscitacije se rasipa
kao fluorescencija, istovremeno raste i odavanje energije ekscitacije u obliku toplote. Prema tome, parame-
tri fluorescencije hlorofila emitovane iz PS Il mogu da se koriste kao kvantitativni indikatori fotohemijske ak-
tivnosti/efikasnosti PS II, tako da svaka promena u fluorescenciji ukazuje na inhibiciju, odnosno ostecenja u
transportu elektrona.

Veza izmedju fluorescencije hlorofila i fotohemijske aktivnosti PS Il (kvantnog prinosa) moze se sagleda-
ti preko slededih parametara indukcije fluorescencije: FO (pocetna - u listovima adaptiranim na mrak), Fm
(maksimalna, odmah nakon osvetljavanja zasi¢uju¢om svetlos¢u - u kratkom periodu indukcije fotosinteze),
Fv (Fm - F0), Fv/Fm (kvantni prinos PS Il - fotohemijska efikasnost).

Fotohemijska efikasnost PS Il u uslovima kada se zanemaruje gasenje (prvenstveno zbog ApH), tj. u brzoj
fazi indukcije fluorescencije, proporcionalna je parametru Fv/Fm. Ovaj parametar je u velikoj meri stabilan u
optimalnim Zivotnim uslovima bez obzira na taksonomsku grupu, ekolosko poreklo, ili Zivotnu formu bilja-
ka i vrednost mu se krece oko 0.8. Stoga se Fv/Fm koristi kao parametar u detektovanju ostecenja u PS Il iza-
zvanih nepovoljnim Zivotnim uslovima biljaka (visoke i niske temperature, fotoinhibicija, susa itd.).

Biotehnoloski pristup u programima istraZivanja u cilju izrade strategija za poboljsanje fotosinteticke efi-
kasnosti odnosi se na prikupljanje pouzdanih naucnih rezultata koji omogucavaju definisanje zavisnosti
prinosa od fotosintetickih parametara, te izradu modela korelacija za predvidanje prinosa u konkretnim
agro-ekoloskim uslovima. IstraZivanja koja obezbeduju podatke za ovo modelovanje uticaja fotosinteze na
prinos, sprovode se na razli¢itim genotipovima, kao i na nivou specificnih komponenti/ segmenata kom-
pleksnog mehanizma fotosinteze, to su:

. IstraZivanja na nivou svetlih reakcija - ispituju se parametri povezani sa transportom elektrona (vec
pomenuto ispitivanje kvantnog prinosa Fv/Fm; fotohemijsko i nefotohemijsko gasenje fluorescenci-
jeidr.), kao i molekularna organizacija i funkcionisanje fotosistema, ukljucijudi i antenske pigmentne
komplekse;

« IstraZivanja na nivou usvajanja CO, - ispituju se procesi na nivou stomatalne/mezofilne provodljivosti
za gasove (CO,, 0, H,0), morfo-anatomska svojstva fotosintetickih organa i dr;

« IstraZivanja na nivou tamnih teakcija - ispituju se intermedijeri i enzimi Kalvin-Bensonovog ciklusa,
mehanizmi aktivacije, kinetike aktivnosti i regeneracije enzima Rubisco i dr;

« IstraZivanja fotorespiracije - ispituje se uticaj ekoloskih/ klimatskih Cinilaca na celokupni metaboli-
zam i potencijalne energetske gubitke u vezi sa fluktuacijom gasova u atmosferi; adaptacije;

« IstraZivanja na nivou uticaja mineralne ishrane - ispituje se zavisnost fotosinteze od sadrzaja nutrije-
nata i zagadivaca, posebno se ispituje efikasnost iskoristavanja azota (NUE, engl. Nitrogen Use Effi-
ciency) u sintezi proteina, kao i efikasnost iskoristavanja vode (WUE, engl. Water Use Efficiency) u sin-
tezi asimilata;

« IstraZivanja na nivou transporta i preraspodele fotoasimilata - ispituju se brojni bioticki i abioticki fak-
tori koji odreduju akumulaciju organske materije u Zetvenim organima (organima za deponovanje).

Biotehnoloski pristup u razlicitim, a istovremeno povezanim segmentima istraZivanja podrazumeva fizioloska,
biohemijska, molekularna i posebno, geneticka istraZivanja ekspresije gena za sintezu proteina/ enzima koji
upravljaju celokupnim metabolizmom i fotosintetickom produkcijom.
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Ova molekularno-geneticka istraZivanja u novije vreme zauzimaju centralno mesto u svim programima selek-
cije genotipova visokog i kvalitetnog (Zetvenog) prinosa. Tako se npr. ispituje uticaj faktora sredine na sintezu
karboksilaze, fosforilaze, fosfataze, ATP-aze itd. Otkrivanje gena za odredena svojstva, te specificnih faktora
koji uticu na njihovu ekspresiju, epigeneticko nasledivanje svojstava itd. imaju primarni znacaj za genske ma-
nipulacije, introdukovanje odredenih gena u specificne genotipove, kreiranje transgenih biljaka da bi se dobi-
li poZeljni prinosi.
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2. CELIJSKO DISANJE (RESPIRACIJA)

2.1. Bioenergetski i globalni znacaj ¢elijskog disanja biljaka

Bioloski smisao: kontrolisana (oksidativna) razgradnja organskih molekula (fotoasimilata - primarno,
saharoze/glukoze) i oslobadanje energije deponovane u njihovim hemijskim vezama za potrebe Celijskog
metabolizma. Produkti potpune oksidativne razgradnje glukoze u celijskom metabolizmu su: CO,, H,0 i
energija deponovana u ATP, neophodna za rastenje i razvice biljaka. Na razlicitim nivoima Celijskog disanja,
obrazuju se meduprodukti, koji predstavljaju neophodne prekursore za sintezu biomolekula najrazlicitijih
funkcija u odrZavanju stabilnog Celijskog metabolizma.

Aerobno Celijsko disanje (uz potrosnju O,) je karakteristicno za sve eukariotske organizme i slicno je kod
biljaka, Zivotinja i Coveka.

Procesom fotosinteze obezbeduje se organska materija - hrana koja se preko procesa celijskog disanja isko-
riS¢ava za proizvodnju energije neophodne za odrZavanje metabolizma. Biljke, kao i svi Zivi organizmi, zado-
voljavaju energetske potrebe tokom svog ontogenetskog razvica kroz proces ¢elijskog disanja. Glukoza se
kod biljnih organizama smatra osnovnim supstratom respiracije, koja se desava kako danju, tako i nocu, dok
se proces fotosinteze deSava samo danju (Sl. 2.1).

Sl. 2.1. Fotosinteza i disanje

Celijsko disanje je niz enzimski kontrolisanih i koordinisanih hemijskih reakcija kojima se razgraduje glukoza
sa ciljem stvaranja ATP - energije za pokretanje i odrZavanje metabolizma Zivih organizma (Sl. 2.2).
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Sl. 2.2. Sematski prikaz povezanosti fotosinteze u kojoj se stvara organska materija (glukoza, C ,H,,0,) i Celijskog disanja
u kome se razgraduje organska materija i proizvodi neophodna energija (ATP) za odrZavanje metabolizma. Kreirano u:
BioRender-u. Pajevic, S. (2025); Elektronski izvori slika, str. 159.

Celijsko disanje se javlja kako u eukariotskim, tako i u prokariotskim éelijama, pri ¢emu se vecina reakcija
Celijskog disanja kod prokariota odvija u citoplazmi, dok je kod eukariota najvedi deo reakcija Celijskog di-
saje smesten u mitohondrijama (Sl. 2.3). MoZe biti aerobno i anaerobno, pri ¢emu je aerobno disanje zna-
Cajnije za zadovoljavanje energetskih potreba celijskog metabolizma (ima vedi prinos ATP-a), jer rezultira
potpunom oksidacijom (razgradnjom) saharoze/glukoze, a elektroni mitohondrijskog elektron-transport-
nog lanca se prenose na molekule kiseonika (0,), stvaraju¢i molekule vode i ATP-a. Molekul glukoze se pot-
puno oksiduje uz oslobadanje energije (ATP), ugljen-dioksida i vode, stoga se opsta jednacina aerobnog di-
sanja moze predstaviti kao:

C,H,,0, (glukoza) +6 O, > 6 CO, + 6 H,0 + Energija (= 30 ATP) (Gibsova slobodna energija, AGO)

6 1276

2.2. Mitohondrije - semiautonomne organele: struktura i funkcija

To su Celijske organele koje imaju glavnu ulogu u stvaranju energije neophodne za metabolizam eukariot-
skih Celija, jer predstavljaju glavne ,hemijske fabrike“ u kojima se stvaraju NADH(+H*) i ATP (preko Krebso-
vog ciklusa i respiratornog transporta elektrona). Mitohondrije biljnih celija su sfernog oblika, dimenzija od
0,5 do 3 um i u strukturi imaju dvostruku membranu: spoljasnju, glatku, i unutrasnju, sa brojnim cevastim
invaginacijama koje se nazivaju kriste (cristae) (Sl. 2.3). Ove invaginacije unutrasnje membrane znacajno
povecavaju njenu aktivnu povrsinu, tako da ona sadrzi vise od 50% ukupnih mitohondrijskih proteina. Broj i
veli¢ina mitohondrija u Celiji varira zavisno od dinamike njihovih deoba i fuzija, koje su uslovljene Zivotnom
aktivnoscu Celije.
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Sl. 2.3. Mitohondrija - osnovne strukturne komponente i TEM snimak. Adaptirano prema: Elektronski izvori slika, str. 159.

Spoljasnja membrana mitohondrija sadrzi proteinske kanale - porine, kroz koje se prenose joni i molekuli, te
je stoga ona permeabilna za vecinu metabolita i jona, ali nije permeabilna za proteine. U njenom sastavu su
mnogi proteini od kritinog znacaja za prenos signala, tako sluzi kao platforma za prenos signala. Unutras-
nja membrana medutim, funkcioniSe kao osmotska barijera i kroz nju ne mogu slobodno difundovati joni i
polarni molekuli. Lipidnu frakciju obe membrane ¢ine najve¢im delom (i do 80%) fosfolipidi (fosfatidil-ho-
lin i fosfatidiletanol-amin), dok manji deo cini difosfatidil-glicerol (do 15%), lipidna frakcija prisutna samo u
unutrasnjoj membrani.

Region izmedu dve mitohondrijske membrane je medumembranski (intermembranski) prostor koji ima
specificnu ulogu u Celijskom disanju za generisanje transmembranskog elektrohemijskog gradijenta/ po-
tencijala. SloZeni rastvor koji je zatvoren unutrasnjom membranom je mitohondrijski matriks (stroma mito-
hondrije). Mitohondrijski matriks je sacinjen od rastvorenih makromolekula, koji ¢ine i do 50% ukupne nje-
gove mase. Zbog malog sadrzaja vode u matriksu, rastvoreni biomolekuli matriksa su slabo pokretni, tako
da najéesce funkcionisu kao multienzimski kompleksi (metaboloni) kako bi dosli u kontakt sa supstratima
i ostvarili svoju kataliticku ulogu u brojnim reakcijama. Pored enzima rastvorenih u matriksu mitohondri-
ja, mnoge reakcije aerobnog disanja katalisu i enzimi koji su vezani za mitohondrijske membrane, odnosno,
predstavljaju njihove komponente.

2.2.1. Mitohondrijski genom (mitogenom):

Mitohondrije su kao i hloroplasti, semi-autonomne organele, zato sto sadrZze mitohondrijsku DNK (mtDNK),
RNK (mtRNK) i ribozome, odnosno sadrZe sopstveni - mitohondrijski genom (mitogenom) koji je smesten u
matriksu (stromi) organele. Biljne mitohondrije su stoga sposobne da samostalno i u koordinaciji sa jedar-
nim i hloroplastnim genomom sprovode sintezu proteina.

Mitohondrijska DNK (mtDNK) smestena je u matriksu mitohondrija, vanhromozomske strukture (ekstra-hro-
mozomalno), u formi kruznih (cirkularnih), linearnih i razgranatih molekula. Generalno, mtDNK visih biljaka
je vec¢a od mtDNK animalnih/humanih celija i sadrzi izmedu 200 do 2500 kbp (kilobaznih parova). Mitohon-
drijska DNK sadrzi gene koji kodiraju proteine neophodne za funkcionisanje elektron transportnog lanca,
kao i gene koji kodiraju sintezu proteina tRNK, rRNK i ribozomski proteini. Elektronske mikrografije mtD-
NK pokazuju da je genom vanhromozomskog tipa i da je fragmentaran, tj. postoje ne samo cirkularne (slic-
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ne plazmidu), vec i linearne, ali i razgranate forme mtDNK razlicitih veli¢ina u sloZenim molekulima. Najce-
sce, bilina mtDNK ne postoji kao veliki kruzni (cirkularni) molekul DNK, ve¢ uglavnom kao skup linearne DNK
sa kombinacijama manjih kruZnih i razgranatih molekula. Postoje tri razlicita tipa mitohondrijskog genoma
u biljkama (i gljivama), to su:

« cirkularni (kruzni) genom velic¢ine od 19 do 1000 kbp, odnosno, od 20-1000 kbp, strukture slicne plazmidu;
+ linearni genom sastavljen od homogenih molekula DNK;
+ razgranati genom.

Vecdina DNK koja se nalazi u biljnom mitohondrijskom genomu sastoji se od velikih introna (nekodirajucih
intra-genskih regiona) - nukleotidnih sekvenci unutar gena koje nisu eksprimirane. Postojanje velikih intro-
na u mtDNK sekvenci, ogleda se i u odgovarajucoj mtRNK sekvenci, odnosno u mtRNK transkriptima. Zbog
toga, uprkos svojoj velicini, biljni mitohondrijski genomi ne sadrZe znacajno viSe gena od animalnih/ huma-
nih mitogenoma.

Studije fragmentiranog biljnog mitohondrijskog genoma u velikoj meri ukazuju da je rekombinacija glavni
mehanizam koji pokrece replikaciju biljne mtDNK, sto je istovremeno i glavno ciljano mesto genomskog in-
Zenjeringa.

Velicina i organizacija biljnog mitohondrijskog genoma izuzetno variraju zavisno od biljne vrste. Neke biljne
vrste mogu da sadrze izuzetno veliki broj baznih parova u mtDNK (npr. Silene conica L. ), Sto zbog postojanja
introna rezultira ne tako velikim brojem aktivnih gena. Mitohondrijski genom krastavca (Cucumis sativus L.)
sadrzi tri cirkularne mtDNK (1556, 84 i 45 kbp), koje su u najvecoj meri autonomne u procesu replikacije, od-
nosno, rekombinacije. Takode, mtDNK sli¢ne plazmidu (kruzni dvolancani molekuli) i dvolanc¢ane i jedno-
lan¢ane mtRNK pronadene su u nekim genotipovima kukuruza.

Mitohondrije sadrZe enzime za replikaciju i transkripciju mtDNK. U matriksu organele se nalaze ribozomi,
kao i mitohondrijske transportne RNK (mt tRNK) koje nose amino-kiseline za sintezu specificnih protei-
na/enzima do mtRNK na mitohondrijskim ribozomima prema rasporedu nukleotida definisanom na mtR-
NK transkriptu.

Ribozomi mitohondrija se razlikuju od hloroplastnih i citoplazmatskih i koriste malo drugaciji geneticki kod
(sekvencu od tri baze) za kodiranje odredenih amino-kiselina. Mitohondrijski genomi kodiraju sve ribozo-
malne RNK (rRNK) koje se nalaze u mitohondrijima i veéinu tRNK i stvaraju samo mali broj proteina koji su
potrebni za transport elektrona i produkciju ATP-a u procesu Celijskog disanja. Ostali proteini potrebni u mi-
tohondrijima su kodirani nuklearnom DNK i transportuju se u citoplazmu Celije, a zatim u mitohondrije, po-
Sto biljne mitohondrije ne kodiraju ceo set molekula tRNK neophodnih za sintezu specifi¢nih proteina/ enzi-
ma, te se neki molekuli tRNK unose u mitohondrije iz citoplazme. Tako je na primer, mitohondrijski genom
arabidopsisa (Arabidopsis thaliana L.) sekvenciran i otkriveno je da sadrzi trideset dva gena za kodiranje pro-
teina, dvadeset dva gena za tRNA i tri gena za (ribozomalnu) rRNK.

2.3. Stvaranje ATP-a iz glukoze/saharoze; Standardna
Gibsova slobodna energija (AG°)

Disaharid, saharoza je kod biljaka glavna transportna forma fotosintetickih asimilata, te stoga u organima
za deponovanje (usée asimilata) saharoza ulazi u Celije radi iskoriStavanja za metabolicke/ energetske potre-
be biljnih Celija i zbog toga se smatra glavnim supstratom celijskog disanja biljaka. Stoga se aerobno Celij-
sko disanje moZe predstaviti i kao oksidacija molekula saharoze sa 12-C atoma, odnosno, kao redukcija 12
molekula O,
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C,H,0,, (saharoza) + 13H,0>12CO,+48 H" +48 e’

1222711

120,+48 H" +48 e > 24 H,0, Sto konacno rezultira:

C,H,,0  (saharoza) +12 0, 12 CO,+ 11 H,0 + Energija (= 60 ATP) (Gibsova slobodna energija, AG°)

122211

Sumarna reakcija Celijskog disanja je obrnuta u odnosu na reakciju fotosinteze i predstavlja spregnutu re-
doks reakciju kojom se saharoza, odnosno, glukoza u potpunosti oksidise (dekarboksilise) do CO,, a konac-
ni akceptor elektrona - O, se redukuje u H,0O.

Razgradnja ugljenih hidrata je glavni izvor energije, za sve energetske potrebe Celijskog metabolizma. Pot-
puna oksidativna razgradnja glukoze do CO, i H,O moZe se predstaviti na sledeci nacin:

Oslobodena energija neophodna za odrZavanje metabolizma deponovana je u molekulima adenozin 5'-tri-
fosfata (ATP), koji ima centralnu ulogu rezervoara i prenosioca slobodne energije (SL. 2.4).

re
Fosfatne grupe Coo
~0o o o H—c)/“\(I:I/ \'}‘ Adenin
Ho_lF:’ O_TlTO_T_O_CHZ \N/C\N//’C_H L a ‘
Uk OH \\ OH 0 enozin
oo ereriane — g\! /M Riboza
OH OH

§1.2.4. ATP - molekul u cijim fosfatnim vezama je deponovana standardna Gibsova slobodna energija (AG°; slobodna
entalpija); hidrolizom fosfatnih veza oslobada se energija za metabolicke procese.

Veze izmedu fosfata u ATP-u poznate su kao veze visoke energije jer je njihova hidroliza unutar ¢éelija prace-
na oslobadanjem relativno velike koliCine slobodne energije, koja se naziva Gibsova slobodna energija (IU-
PAC naziv: Gibbsova standardna energija ili Gibbsova funkcija). Gibsova slobodna energija se definise kao
slobodna entalpija, obelezava se sa AG” (AG?”), predstavlja meru slobodnog rada (izrazava se u J-mol?, ili
kcal -mol?), a moZe biti hemijski rad (anabolizam), transportni rad (usvajanje i transport nutrijenata i asi-
milata), ili pak mehanicki rad. Gibsova slobodna energija se generise iz termodinamickog sistema (reakci-
je), odnosno, to je termodinamicki/hemijski potencijal - energetska dobit koja se realizuje nekom reakcijom.
Reakcioni sistemi u ravnotezi i pri normalnim uslovima (na konstantnom pritisku i temperaturi), generalno
teZe da dostignu stanje minimalne slodne energije AG. Usled ove opste prirodne tendencije, negativna pro-
mena Gibsove slobodne energije ((-)AG°) je kvantitativna mera povoljnosti /spontanosti (potencijalne) he-
mijske reakcije, tako da nakupljena visoka negativna slobodna Gibsova energija nekog hemijskog jedinje-
nja (u hemijskoj reakciji) €ini to jedinjenje reaktivnim, odnosno efikasnim u spontanim reakcijama u kojima
ucestvuje. Oslobodena energija u spontanim reakcijama jednaka je maksimalnoj kolicini rada koji se mozZe
izvesti hemijskm reakcijom.

Kada reaktanti imaju viSu Gibsovu energiju od produkata, promena njihove Gibsove energije je negativna
((-)AG), te Ce se zbog toga reakcija odvijati spontano do postizanja ravnoteZe uz oslobadanje energije (AG® <
0 > spontana reakcija). Ovakve reakcije su egzergone (npr. hidroliza ATP do ADP) (Sl. 2.4).

Reakcije u kojima reaktanti imaju niZu Gibsovu energiju od produkata i pozitivhu promenu energije ((+)AG?),
te se zbog toga za postizanje ravnotezZe energija mora dovoditi (AG® > 0 - nije spontana reakcija), predstav-
ljaju endergone reakcije (npr. stvaranje ATP iz ADP i Pi) (SL. 2.5).
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Sl.2.5. Kinetika ciklicnog sistema reakcija kojim se odrZzava neophodna kolicina, balans i promet ATP-ADP-AMP/Pi - PPi;
AG” - Standardna Gibsova slobodna energija;
“Reakcija hidrolize ATP do AMP desava se kao spregnuta reakcija, zajedno sa obrazovanjem ATP, u dva stepena.

AG° ATP = -32 kJ mol* u standardnim eksperimentalnim uslovima (in vitro) do cak =57 kJ « mol™* u Zi-
voj celiji (in vivo); visoka negativna Gibsova slobodna energija ATP, omogudava efikasnu hidrolizu jednog
mola ATP u ADP i Pi, te fosforilaciju supstrata. Ako se posmatraju pojedinacne reakcije hidrolize ATP, vidi se
da je AG°razlicita:

ATP +H O—>ADP +Pi + H’; AG°=-32 kJe mol?; -57 kJe mol™

Vrednost AG” ne treba uzimati kao apsolutno tac¢nu, vec kao priblizno tacnu, posto je izvedena iz reakcija
sprovedenih eksperimentalno u standardnim in vitro uslovima, gde su koncentracije svih proizvoda i reak-
tanata preracunate na 1 mol supstance (1M). Stvarne unutarcelijske koncentracije Pi su priblizno 102mola,
dok su istovremeno, stvarne unutarcelijske koncentracije ATP-a vece od koncentracija ADP. Ove razlike izme-
du Celijskih koncentracija i onih u in vitro uslovima merenja, ukazuju na in vivo povecanje obima hidrolize
ATP-a i posledi¢no, na vece vrednosti AG® unutar Celija, tako da hidroliza ATP-a unutar ¢elije, oslobada AG® i
do =57 kJe mol™* (izmedu -12 i -14 kcal mol?).

Alternativno, ATP moze biti hidrolizovan u AMP i pirofosfat (PPi) (SL. 2.4):
ATP + H20—> AMP + PPi + H*; AG°=-50 kJe mol*
PPi + H,0—> 2Pi AG°= -30 kJ mol*

Ova reakcija daje priblizno istu koli¢inu slobodne energije kao hidroliza ATP-a u ADP. Medutim, pirofosfat
proizveden ovom reakcijom se brzo potom hidrolizuje, sa AG” koja je slicna AG” dobijenoj iz hidrolize ATP-a,
tako da je ukupna promena slobodne energije koja je rezultat hidrolize ATP-a u AMP i PPi priblizno dvostru-
ko veca od one dobijene hidrolizom ATP-a u ADP (gore navedene apsolutne vrednosti su priblizne i zavise od
standardnih i specifi¢nih uslova).
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Treba istaci da se reakcija hidrolize ATP do AMP deSava kao spregnuta reakcija, zajedno sa obrazovanjem ATP,
u dva stepena (Sl. 2.5; obeleZeno sa *):

2ADP <—> ATP + AMP

Adenilat-kinaza (AK) je Siroko rasprostranjen i izuzetno prisutan enzim koji katalise reakciju prenosa fosfat-
nih (fosforil) grupa izmedu dva molekula ADP-a i nastanak jednog molekula ATP-a i 1 molekula AMP-a (SL.
2.5, obeleZeno sa *).

Hidroliza jednog molekula AMP do adenozina i Pi, daje AG® priblizno oko -13 kJ mol™:
AMP + H,0—> Adenozin + Pi + H"; AGO=-13 kJe mol™*

Enzim ATP-sintaza kataliSe sintezu ATP-a iz ADP-a i neorganskog fosfata (Pi) u procesu koji se naziva oksida-
tivna fosforilacija (o cemu Ce biti vise reci kasnije, a o fotosintetickoj fosforilaciji je bilo reci u poglavlju Fotosin-
teza). ATPaze su klasa enzima koji katalizuju razgradnju ATP-a na ADP i slobodni fosfatni jon ili pak, inverznu
reakciju.

Tokom evolucije su se razvili biohemijski mehanizmi stvaranja ATP-a iz ADP-a i AMP-a, koji su se modifikova-
lii grupisali u dve osnovne klase, a to su:

1. fosforilacija na nivou supstrata i
2. oksidativna fosforilacija.

Oba mehanizma se oslanjaju na biohemijske reakcije koje prenose energiju iz nekog izvora energije u ADP ili
AMP, da bi se sintetizovao ATP u endergonoj reakciji. O oba ova nacina generisanja ATP je vec bilo reci, ali ¢e
se u nastavku o njma jos govoriti.

Kinetika ciklicnog sistema metabolickih reakcija kojim se odrzava neophodna kolic¢ina, balans i promet
ATP-ADP-AMP ukljucuje aktivnost velikog broja enzima ATP-aza iz familije kinaza (adenilat-kinaza, hekso-
kinaza, fosfofruktozna kinaza, fosfoglicerinska kinaza, piruvatna kinaza i dr.) koje katalizuju prenos fosfat-
nih grupa (PO,*) sa visokoenergetskih molekula koji doniraju fosfate na specificne supstrate (Sl. 2.6). Ki-
naze se ubrajaju u veliku enzimsku familiju fosfotransferaza i ne treba ih poistovecivati sa fosforilazama,
koje takode imaju veliku ulogu u prometu fosfora, ali koje katalizuju dodavanje neorganskih fosfatnih gru-
pa razli¢itim akceptorima. Takode, kada se govori o znacaju prometa fosfora u bilinom metabolizmu en-
zimska grupa fosfataza je znacajna jer one uklanjaju fosfatne grupe sa organskih fosforilisanih jedinjenja
(katalisu defosforilaciju).
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Kinaze

Fosforilacija

) & Defosforilacija Fosforilisani protein
Fosfataze

Sl. 2.6. Enzimi kinaze katalizuju prenos fosfatnih grupa (PO,*) sa visokoenergetskih (energizovanih) molekula - donora
fosfata (ATP, GTR, UTP i dr.) na specificne supstrate. Kreirano u BioRender-u. Pajevic, S. (2025); (Elektronski izvori slika, str. 159).

Kada se, govori o kinazama, onda treba napomenuti da se one dele u dve velike podfamilije u odnosu na
supstrat koji se fosforiliSe preko ATP, tako da postoje kinaze koje su odgovorne za fosforilaciju lipida, Secera
i drugih molekula, dok se kao posebna grupa od izuzetnog metabolickog znacaja izdvajaju proteinske kina-
ze. Proteinske kinaze (protein-kinaze) su enzimi koji koriste fosfatnu grupu iz ATP-a za fosforilaciju ostataka
serina, treonina ili tirozina u proteinu/ enzimu, tako da su to kinaze koje selektivno modifikuju druge prote-
ine kovalentnim dodavanjem fosfata u njih i razlikuju se od kinaza koje modifikuju lipide, ugljene hidrate ili
druge molekule.

Stanje fosforilacije molekula, bilo da se radi o proteinima, lipidima ili ugljenim hidratima, uti¢e na njihovu
aktivnost, reaktivnost i sposobnost da vezuju druge molekule. Stoga su enzimi kinaze od kriticnog znacaja
za metabolizm, jer ucestvuju u regulaciji proteina/ enzima, Celijskom signalingu, transportu metabolita i in-
termedijera, sekretornim procesima i mnogim drugim biohemijskim putevima.

Osim ATP (ADP, AMP), fosfoenol piruvat (PEP) je zbog visoke negativnosti Gibsove slobodne energije - en-
talpije, AG® koja iznosi -61,9 kJ mol™, izuzetno reaktivan i produktivan donor Pi za fosforilaciju supostrata,
odnosno za sintezu ATP.

Nasuprot tome, pozitivna AG® vrednost ukazuje da je u pitanju endergona reakcija, te je neophodno dodati
energiju reakcinom sistemu da bi se desila reakcija. Tako npr. vrednost AG°za fosforilaciju glukoze u glikolizi
iznosi (oko) +13,8 kJ mol™.

Ako se posmatra sumarna jednacina Celijskog disanja, odnosno potpuna oksidativna razgradnja (dekarbok-
silacija) saharoze (1 mol glukoze + 1 mol fruktoze) do CO, i H,0, onda je neto promena standardne Gibsove
slobodne energije ovog termodinamickog sistema (sistema reakcija): AG°= -5760 kJsmol* saharoze (342 g
saharoze). Ovako velika negativna vrednost AG° ukazuje na neophodnost metabolicke kontrole njenog oslo-
badanja kroz seriju sukcesivnih reakcija, tako da je i oslobadanje energije postepeno i primarno povezano sa
sintezom ATP, jer bi u protivnom doslo do oStecenja Celije.

Reakcije kompleksnog procesa celijskog disanja mogu se grupisati u pet glavnih faza celijskog disanja, to
su (SL. 2.7):
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2. Celijsko disanje (respiracija)

1. glikoliza,
2. oksidativni pentozno-fosfatni ciklis,
3. formiranje Acetil-CoA,
4. Ciklus limunske kiseline (ili Ciklus trikarboksilne kiseline, ili Krebsov ciklus) i
5. transport elektrona i oksidativna fosforilacija - sinteza ATP.
Mitohondrija . Spoljadnja membrana
Citoplazma : \ Medumembranskl prostor
Krebso Stroma/ matriks mitohondrije
. . ciklus u
Glikoliza Unutrasnja membrana sa
Glukoza <>~>> Piruvat / invaginacijama - kristama
= Prenos elektrona i protona
% sa NADH iz glikolize i NADH
S i FADH, iz Krebsovog
.
Medumembranski
prostor

o aade SR
S P D DD K nutrasnja Elektronski transport i
membrana

B Sl .'n. w'n'nm! o = | S
‘ .M '\MH‘( ‘, ,( ]1 N . [ : Vi L Poekaron fosforilacija

NAD* FADH, FAD
Stroma/matriks  H*
mitohondrije

i
ADP+Pi
Sl. 2.7. Opsta Sema Celijskog disanja: glikoliza u citoplazmi, Krebsov ciklus u stromi mitohondrija i transport elektrona
kroz unutrasnju membranu mitohondrija; oksidativna fosforilacija i sinteza ATP,

2.4. Organske materije - supstrati celijskog disanja

Glavni supstrat Celijskog disanja je Secer - saharoza/glukoza, koja se kod autotrofnih organizama sintetise u
procesu fotosinteze, medutim, kako je proces disanja kompleksan i deSava se na razlicitim nivoima Celijske
organizacije, razli¢iti meduprodukti generisani u Celijskom metabolizmu (pre svega, amino-kiseline i masne
kiseline), ulaze takode kao supstrati u reakcije Celijskog disanja (Sl. 2.8).

U Zivotinjskim i humanim elijama, glukoza je supstrat éelijskog disanja, medutim, kod biljaka je glavni tran-
sportni Secer saharoza (videti poglavlje Fotosinteza: Transport asimilata), tako da se u prvim reakcijama gli-
kolize, saharoza enzimski konvertuje na svoje dve monosaharidne subjedinice - glukozu i fruktozu. Postoje
dva puta razgradnje saharoze na glukozu i fruktozu vezana za aktivnost enzima invertaze i saharozne sintaze
prilikom praznjenja floema i ubacivanja saharoze u Celije usca asimilata (videti poglavlje Fotosinteza: Tran-
sport asimilata). Kod biljaka, zbog funkcije saharoze kao osnovnog supstrata Celijskog disanja, postoji deli-
micni glikolitic¢ki put u plastidima, paralelno sa onim u citoplazmi. Enzim invertaza (EC 3.2.7.26) hidrolizuje
saharozu u Celijskom zidu, vakuoli ili citoplazmi na glukozu i fruktozu, alternativno, enzim saharozna sinta-
za hidrolizuje saharozu koja je kombinovana sa UDP, tako da njenom aktivnosc¢u nastaje fruktoza i UDP-glu-
koza u citoplazmi. Enzim UDP-glukozna pirofosforilaza zatim prevodi UDP-glukozu i pirofosfat (PPi) u UTP i
glukozu-6-fosfat. Oba enzima, invertaza i saharozna sintaza razlazu saharozu na glukozu i fruktozu za potre-
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be glikolize, a njihove aktivnosti se Cesto, zavisno od specifi¢nih uslova, dopunjavaju. Za biljni metabolizam
je karakteristi¢na Cesta pojava metabolicke redundancije, a to je upravo da razli¢iti metabolicki putevi ima-
ju sli¢nu funkciju i mogu da zamene jedni druge. Tako npr., parcijalna glikoliza u plastidima rezultirace stva-
ranjem metabolita (meduprodukata) koji su supstrati za plastidne biohemijske reakcije, kao Sto su sinteza
masnih kiselina, tetrapirola, aromati¢nih amino-kiselina itd. Ova razliCitost biohemijskih puteva koji rezulti-
raju istim produktima koji potom ulaze kao supstrati u glikolizu, vidi se i na primeru razgradnje skroba: sin-
tetisani skrob u hloroplastima u procesu fotosinteze, se nocu enzimski razlaZe i ulazi u proces glikolize u ci-
toplazmi uglavnom kao glukoza; na svetlosti pak, produkti fotosinteze mogu uéi u proces glikolize direktno
kao trioza fosfati (Sl. 2.8).

Citoplazma

Deponovanje/  —=——| 3eceri/ Saharoza

i
Transport floemom (_Skrob ) Hioroplast/ Plastid
Pentozno-fosfatni
Pentozno-fosfatni Heksoza-P ciklus

ciklus

|
renoa [

Trioza-P

_%_,
/
i

S

Mitohondrija \

‘ m Oksidativna
m fosforilacija

A co, ‘
Produkti Irazgradnje /
lipida 0,

Sl. 2.8. Opsti pregled energetskog metabolizma u biljnoj Celiji i supstrati Celijskog disanja: sinteza fotoasimilata

u hloroplastima i njihov transport u citoplazmu; delimic¢na razgradnja Secera u citoplazmi (glikoliza), transport u

mitohondrije, konacna razgradnja i proizvodnja ATP; alternativni metabolicki putevi - pentozno-fosfatni ciklus u
hloroplastima i/ili citoplazmi.

Glikolizom u citoplazmi i oksidativnim pentozno-fosfatnim ciklusom u citoplazmi i/ili plastidima prevo-
de se Seceri u organske kiseline koji su glavni supstrati narednih etapa celijskog disanja u mitohondrijama.
Produkti i intermedijeri razlicitih biohemijskih procesa mogu se kao supstrati, ukljucivati na razli¢itim nivo-
ima u proces Celijskog disanja, $to je regulisano specifi¢nosc¢u Celijskog metabolizma, ali i brojnim abiotic-
kim faktorima. Generalno, moZe se zakljuciti da se kroz proces glikolize, kao inicijalne faze éelijskog disanja,
sakuplja ugljenik iz razlic¢itih ugljeno-hidratnih supstrata da bi se razgradnjom C-H veza u njima oslobodi-
la energija ATP.

Proces Celijskog disanja pocinje formiranjem supstrata za disanje u samim éelijama kroz brojne metabolicke
procese katalisane enzimima. Sve Cetiri grupe biomolekula (ugljeni hidrati, lipidi, proteini i nukleinske kise-
line) se razgraduju u procesu Celijskog disanja za proizvodnju energije. Proces metabolizma ugljenih hidrata
je medutim, centralni proces, posto se razgradnjom Secera obezbeduju direktni supstrati za Celijsko disanje
koji se metaboliSu da bi stvorili redukcione ekvivalente (NADH i FADH,) i konacno, ATP. Lipidi, proteini i nu-
kleinske kiseline se razgraduju do svojih monomera koji se biohemijski modifikuju i kao intermedijeri ulaze
na odredenom nivou u proces oksidativne dekarboksilacije (Sl. 2.9).
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Slozeni ugljem hidrati } \

AlTllﬂO- Prostul Seceri therol Mas“e
kiseline ] kiseline
Glikoliza
Glukoza

Gliceraldehid 3-P —/

NH3<:Z\:>Z> Piruvat
é Z o

ND>s—> Acetil CoA — ch)j\S/COA

Acetil CoA

Ciklus limunske
kiseline

Sl. 2.9. Supstrati Celijskog disanja: direktni - ugljeni hidrati i indirektni - proteini i lipidi.

2.4.1. Hidroliza skroba u plastidu i eksport
intermedijera - supstrata za glikolizu

Familija od nekoliko a-amilaza (EC 3.2.1.1) pokrece razlaganje skrobnih granula, stvarajuci rastvorljive sup-
strate za druge enzime kao Sto su B-amilaze i a -glikozidaze. Enzimi a-amilaze su glikozidne hidrolaze (alter-
nativni nazivi su: 1,4-a-D-glukan glukanohidrolaza; glikogenaza) i po svom sastavu su kalcijum-metaloen-
zimi. Delujudi na nasumicne (1>4)-a-glikozidne veze u lancima amiloze i amilopektina skrobnih granula, a
-amilaza cepa dugacke lance na manje segmente, dajudi na kraju ili maltotriozu i maltozu iz amiloze, odno-
sno, maltozu, glukozu i ,,granic¢ne dekstrine“ iz amilopektina. Posto moZe da deluje bilo gde na supstratu, a
-amilaza moZe da veoma brzo i efikasno oslobada supstrate za glikolizu/éelijsko disanje.

Alternativno, ovaj proces pocetne razgradnje skroba moze da se odvija i delovanjem samo B-amilaze (EC
3.2.1.2), enzima sa sistematskim nazivom 1,4-a-D-glukan maltohidrolaza (alternativni nazivi su: saharogen
amilaza, glikogenaza), koji hidrolizuje svaku drugu (1>4)-a-D-glikozidnu vezu u polisaharidima ¢ime se ukla-
njaju uzastopne jedinice disaharida maltoze sa neredukujudih krajeva lanaca. Dok a-amilaza nasumic¢no
hidrolizuje (1>4)-a- glikozidne veze, B-amilaza razlaZe svaku drugu vezu, odvajajuci maltozu koja je Cesto
glavni eksportni oblik ugljenih hidrata iz plastida. Maltoza odlazi u citoplazmu preko maltoznog transpor-
tera, dok istovremeno, izvestan deo glukoze nastao parcijalnom hidrolizom skroba, odlazi u citosol preko
glukoznih transportera. Aktivnoscu B-amilaze, nakuplja se maltoza, Sto je narocito uocljivo tokom zrenja
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plodova voca kada se pojacava njihov slatki ukus. U u animalnim/ humanim celijama nije konstatovano pri-
sustvo B-amilaze.

U enzimsku familiju amilaza, spadaju i enzimi iz klase y-amilaza (EC 3.2.1.3) koji kao i a-, odnosno, B-amila-
ze razlazu specificne segmente dugih lanaca amiloze i amilopektina. Alternativna imena za ovu klasu amila-
za su: glukan 1,4-a-glikozidaza; amiloglikozidaza; 1,4-a-D-glukan glikohidrolaza. Enzim y-amilaza razgradu-
je (1-6)-a-D-glikozidne veze, kao i terminalne (1-4)-a-D-glikozidne veze na neredukujucem kraju amiloze i
amilopektina, oslobadajuéi molekule glukoze (B-D-glukoze). y-amilaza ima najkiseliji (pH =3) optimum sre-
dine za aktivnost.

Enzim a-amilaza postoji kod mikroorganizama, biljaka, Zivotinja i ljudi; B-amilaza se primarno nalazi u mi-
kroorganizmima i biljkama; y-amilaza se nalazi u biljkama i Zivotinjama.

2.4.2. Hidroliza proteina i eksport intermedijera - supstrata za celijsko disanje

Proteini su kod biljaka zastupljeni kao indirektni supstrati Celijskog disanja koji se moraju prvo razloziti na
pojedinacne amino-kiseline, a zatim se nakon deaminacije (odvajanja amino-grupa), u zavisnosti od hemij-
skog sastava, ukljuciju u zavr$ne etape glikolize, ili u drugoj i trecoj etapi ¢elijskog disanja u mitohondrijama:
na nivou Acetil-CoA, odnosno, na nivou ciklusa limunske kiseline (Krebsovog ciklusa) (Sl. 2.9). Kada u pro-
cesu deaminacije, amino-kiselina ostane bez amino-grupe, njena hemijska svojstva odreduju u koji ¢e me-
duprodukt éelijskog disanja biti prevedena i na kom ¢e mestu/fazi uci u elijsko disanje (Sl. 2.10). Kada ovi
molekuli/intermedijeri udu u metabolizam, nema razlike odakle su dosli: jednostavno ¢e proci kroz preosta-
le faze, dajuci NADH, FADH, i ATP.

Enzimi - proteaze, razlaZu proteine do amino-kiselina, koje mogu uci u proces Celijskog disanja, ali isto tako,
mogu i da se recikliraju u nove proteine, sto je svakako energetski efikasnije za biljku, nego da se nakon nji-
hove deaminacije preko Celijskog disanja koriste za sintezu NADH, odnosno, ATP-a. Zbog toga su proteini in-
direktni supstrati elijskog disanja i koriste se tek kada se potrose direktni supstrati, tj. Seceri - glukoza. Ener-
getska dobit za biljku (broj sintetisanih ATP) je veca kada se kao supstrati Celijskog disanja koriste proteini/
amino-kiseline, nego ugljeni hidrati.
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2. Celijsko disanje (respiracija)
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Sl. 2.10. Amono-kiseline (u plavim boksovima) nastale enzimskom razgradnjom proteina ukljuciju se kao intermedijeri u
proces Celijskog disanja u razlicitim etapama zavisno od hemijskog sastava.

Mnoga semena biljaka kao rezervne materije u semenima skladiSte proteine koji predstavljaju supstrate za
Celijsko disanje nakon hidrolize na amino-kiseline (soja, grasak, pasulj).

2.4.3. Hidroliza lipida i eksport intermedijera - supstrata za celijsko disanje

Lipidi su glavna komponenta bioloskih membrana koji su zbog svojih hidrofobnih karakteristika neophod-
ni za oCuvanje integriteta Celija i organela, a kao signalni molekuli, imaju i vaznu ulogu u regulaciji ¢elijskog
metabolizma. Pored toga, lipidi se kod biljaka skladiste u semenima/plodovima (posebno kod suncokreta,
ricinusa, kikirikija, masline, avokadai sl.) i koriste se kao kompaktan izvor energije za Celijsko disanje u fazi
klijanja semena. Lipidi - trigliceridi su po hemijskom sastavu estri, gde su u molekulu, tri masne kiseline pre-
ko svojih karboksilnih grupa estarski vezane za tri hidroksilne grupe alkohola glicerola (Sl. 2.11). Glavni obli-
ci lipida u biljkama su:

Polarni glicerolipidi (ili samo, glicerolipidi), koji su glavni strukturni lipidi biljnih Celija, sa dve glavne gru-
pe najzastupljenije u celijskim membranama:

1. Gliceroglikolipidi (ili glikolipidi), gde Seceri Cine polarnu grupu molekula i
2. Glicerofosfolipidi (ili fosfolipidi), gde polarni deo molekula Cini fosfatna grupa;

Triacilgliceroli, koji su najzastupljeniji oblik rezervnih lipida biljaka, gde su u molekulu, karboksilne grupe 3
masne kiseline estarski povezane sa hidroksilnim grupama alkohola glicerola (Sl. 2.11).
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Glicerol 3 masne kiseline
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Sl. 2.11. Hemijska struktura triacilglicerola- glavnog rezervnog lipida. Kreirano u BioRender-u. Pajevic, S. (2025);
Elektronski izvori slika, str. 159.

Masne kiseline biljaka su lanci sa parnim brojem CH, subjedinica, od 12 do 30 (ponekad i vide), ali najce3ée je
to 16 ili 18. Mogu biti zasicene (nemaju dvostrukih kovalentnih veza izmedu C atoma), gde spadaju npr. pal-
mitinska (16 C atoma) i stearinska kiselina (18 C atoma), ili mogu biti nezasicene, sa jednom ili viSe dvostru-
kih -C=C- kovalentnih veza, gde spadaju npr. oleinska (18 C atoma i 1 dvostruka veza), linolna (18 C atoma i
2 dvostruke veze) i linolenska kiselina (18 C atoma i 3 dvostruke veze). Lipidi mogu biti na sobnoj tempera-
turi u ¢vrstom agregatnom stanju, tada su to masti i sadrZe veéi udeo zasi¢enih masnih kiselina, dok su ulja
na sobnoj temperaturi u teCnom agregatnom stanju i sadrze veci udeo dvostrukih veza, odnosno veci udeo
nezasicenih masnih kiselina.

Treba istaci da hemijski sastav polarnih glicerolipida, koji su uglavnom strukturni lipidi, izuzetno utic¢e na funk-
cionisanje celijskih membrana, pa prema tome i na Citav metabolizam biljaka. Membranski lipidi su i prekurso-
ri vaznih signalnih molekula na celijskom i meducelijskom nivou i u velikom stepenu mogu da uticu na promet
nutrijenata, posebno Ca%, ili sintezu nekih bioloski aktivnih materija - fitohormona (jasmonska kiselina).

Sinteza lipida odvija se u nekoliko organela u ¢eliji: masne kiseline se sintetiSu u hloroplastima (plastidima)
i direktno se vezuju (esterifikuju) sa glicerolom pri ¢emu nastaju glikolipidi (ili galaktolipidi, ako je galakto-
za Secer koji Cini polarnu grupu molekula), glavne komponente membrane hloroplasta, takode, masne kise-
line se prenose i u citoplazmu, esterifikuju se sa glicerolom na nivou endoplazmati¢nog retikuluma, gradeci
fosfolipide najvaznije lipide Celijskih membrana, ili pak, u endoplazmaticnom retikulumu epidermalnih ée-
lija, masne kiseline mogu da se transformisu u komponente kutina i voska. U lipidne komponente biljnih ce-
lija ubrajaju se i terpenoidi (izoprenoidi), gde spadaju karotenoidi i steroli koji su takode komponente ce-
lijskih membrana.

Za razliku od gore pomenutih lipida sa nezamenljivom fizioloskom ulogom u biljkama, u celijama seme-
na (endosperma ili kotiledona), sentetisu se i nagomilavaju rezervni lipidi - triacilgliceroli, u organelama
koje se zovu uljana tela, ili sferozomi, odnosno, oleozomi. Membrana uljanog tela je jednoslojna sa domi-
nantno zastupljenim fosfolipidima, Ciji su polarni delovi molekula okrenuti ka citosolu, a masnokiselinski
deo (nepolarni), prema unutrasnjosti. Membrana uljanog tela je poreklom od endoplazmati¢nog retikulu-
ma (ER) jer se lipidi sintetiSu enzimima lociranim u/na ER i nakupljaju izmedu dva sloja membrane ER. Kada
se sakupi veca koli¢ina lipida na ER, odvaja se uljano telo sa rezervnim lipidima neophodnim supstratima za
celijsko disanje, odnosno, za zadovoljenje energetskih potreba tokom klijanja semena. Razgradnjom lipida
/ triacilglicerola, glicerol moze udi u glikolizu, dok se masne kiseline razlazu na subjedinice sa dva ugljenika
gubitkom - OH iz karboksilne grupe, to su lipidne acil-grupe, koje mogu biti acilne i acetilne grupe (acetilna
grupa je vrsta acil grupe, gde je R grupa uvek CH, (metil grupa). Lipidne-acil grupe se vezuju za CoA, gradei
acil-CoA, odnosno, acetil-CoA (Sl. 2.12).
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Sl. 2.12. Lipidne acil-grupe: Acil-CoA i Acetil-CoA

Acetil-CoA moZe da se sintetiSe u mitohondrijima u razli¢itim reakcijama: oksidativnom dekarboksilaci-
jom piruvata; razgradnjom nekih amino-kiselina, npr. leucina, lizina, fenilalanina, tirozina i triptofana, kao i
B-oksidacijom masnih kiselina.

Kvalitativni i kvantitativni sastav rezervnih lipida, odnosno, udeo pojedinih masnih kiselina zavisi od biljne
vrste, organa za deponovanje rezervnih materija, ali i od uslova gajenja. Tako na primer, prema nekim po-
dacima, glavne masne kiseline triacilglicerola u ulju kikirikija su palmitinska, oleinska i linolna, dok je lino-
lenska masna kiselina prisutna u tragovima. Kokosovo ulje se sastoji od oko 90% zasi¢enih masnih kiselina
i 9% nezasicenih masnih kiselina.

Generalno, lipidi se koriste kao supstrat Celijskog disanja prilikom klijanja semena, kada se ugljeni hidra-
ti, a potom i proteini potrose, ili pak, nisu dostupni. Medutim, lipidi su ,,najbogatiji“ supstrat ¢elijskog disa-
nja, deponuju mnogo vise energije, zato Sto predstavljaju molekule sa najvise redukovanih atoma ugljenika.
Razgradnjom glukoze u procesu Celijskog disanja, nastaju dva molekula acetil CoA, dok se iz jednog mole-
kula masne kiseline moZe proizvesti mnogo vise ATP-a, odnosno, potpunom oksidacijom 1 g skroba oslo-
bodi se oko 15,9 kJ, dok se potpunom oksidacijom 1 g lipida (masti/ ulja) oslobodi priblizno 40 kJ energije.

2.4.3.1. Lipidni metabolizam: od rezervnih lipida do ugljenih
hidrata - supstrata éelijskog disanja

Kada pocne proces klijanja, u semenima koja kao rezervne materije sadrze lipide, pocinje razgradnja triaci-
lglicerola i njihovo prevodenje u (medu)produkte koji su rastvorljivi i prema tome mobilni u Celijama i tkivi-
ma. Biljke ne mogu svojim provodnim sistemom da transportuju lipide (koji su hidrofobni) iz kotiledona/en-
dosperma u druga tkiva i organe koji se formiraju tokom klijanja, stoga je potrebno da rezervni lipidi pretrpe
biohemijsku transformaciju i da se prevedu u mobilne forme ugljenika, generalno, Secere. Proces mobiliza-
cije lipida za potrebe Celijskog disanja prilikom klijanja semena sastoji se od nekoliko faza/ biohemijskih pu-
teva koji se deSavaju u razli¢itim Celijskim kompartmentima: najpre su to uljana tela, zatim, glioksizomi, mi-
tohondrije i na kraju, citoplazma (SL. 2.13).

1. Hidroliza rezervnih lipida deponovanih u uljanim telima je inicijalna faza prevodenja lipida, deSava se
katalitickim dejstvom enzima lipaze (EC 3.1.1.3 - triacilglicerol lipaze) koja hidrolizuje estarske veze u
triacilglicerolima i time ih razlaze na slobodne masne kiseline i glicerol. U ovoj fazi metabolizma lipi-
da, uljana tela (sferozomi, ili oleozomi) i glioksizomi su u bliskom kontaktu Sto ukazuje na povezanost
i uslovljenost procesa koji se odvijaju u njima (Sl. 2.13).
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Sl. 2.13. Elektron-mikrografski snimak Celije semena za deponovanje rezervnih lipida tokom klijanja: povezanost
organela koje su ukljuc¢ene u metabolizam lipida i njihovu konverziju u ugljene hidrate - glavne supstrate Celijskog
disanja. vakuola (v); uljano telo (ob - engl. Oil body); glioksizom (v); mitohondrija (m), Celijski zid (cw - engl. cell wall)
Adaptirano prema Bewley i sar. (2013). Elektronski izvori slika, str. 159.

2. B-oksidacija masnih kiselina u glioksizomima (peroksizomima) - aktiviranje masnih kiselina koje su
usle u glioksizom (specifican tip peroksizoma) tako Sto se prevode u masno-kiselinski CoA (fatty-
acyl-CoA, ili samo, acil-CoA) enzimom masno-kiselinskom CoA sintazom (EC 2.3.1.86, engl. fatty-acyl-
CoA synthase, ili acil-sintazom). Acil-CoA je pocetni supstrat za seriju reakcija koje podrazumevaju
B-oksidaciju masnih kiselina do acetil-CoA, pri cemu se redukcije kiseonik (2 0,) do H,0 i formira
NADH po svakom nastalom molekulu acetil-CoA (Sl. 2.14).

Masne kiseline se metaboliSu procesom B-oksidacije do acetil-CoA u glioksizomima, organelama obavije-
nim jednostrukom membranom (sa lipidnim dvoslojem) koje predstavljaju specifi¢ni tip peroksizoma, a na-
laze se u semenima koja deponuju lipide kao rezervne materije (Sl. 2.14). Glioksizomi nisu organle za re-
zervisanje, formiraju se de novo kada pocne proces klijanja i u njima se nakupljaju enzimi neophodni za
katabolizam masnih kiselina i nastanak intermedijera neophodnih za sintezu Secera u procesu glukoneoge-
neze. Seceri sintetisani u procesu glukoneogeneze u semenima koja deponuju lipide kao rezervne materije
sluZe kao supstrati Celijskog disanja tokom klijanja dok ne pocne sinteza hlorofila i proces fotosinteze. Prisu-
stvo glioksizoma u éelijama starijih biljnih organa ukazuje na mobilizaciju lipida u sastavu Celijskih membra-
nainjihovo iskoristavanje u Celijskom disanju. Glioksizomi takode imaju funkciju u fotorespiraciji, o cemu je
bilo reci ranije, kao i u azotnom metabolizmu (kod leguminoza).
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Sl. 2.14. Metabolizam rezervnih lipida - triacil glicerola. Od uljanog tela do saharoze: 8-oksidacija masnih kiselina i
glioksilatni ciklus u glioksizomu; konverzija sukcinata do malata u mitohondriji; sinteza saharoze u citoplazmi od malata,
preko oksalacetata i fosfoenol piruvata. Kreirano u BioRender-u. Pajevic, S. (2025); Elektronski izvori slika, str. 159.

Glavna funkcija acetil-CoA koji nastaje -oksidacijom masnih kiselina u glioksizomima je prenos atoma
ugljenika iz acetilne grupe do Krebsovog ciklusa. Posto masne kiseline ulaze u Celijsko disanje na nivou
Krebsovog ciklusa, koris¢enje lipida kao supstrata je moguce samo u aerobnim uslovima, dok je istovreme-
no, sam metabolicki proces konverzije nastalog acetil CoA do sukcinata u glioksilatnom ciklusu anaeroban.

3. Glioksilatni ciklus (ili Ciklus glioksilne kiseline) obezbeduje da se svaki par acetil-CoA molekula (na-
stalih B-oksidacijom masnih kiselina) prevodi u sukcinat (sukcinska, ili ¢ilibarna kiselina) sa 4 C ato-
ma (SL. 2.15). Inicijalno, acetil-CoA reaguje sa oksaloacetatom (enzim: citratna sintaza), nastaje citrat
koji se eksportuje u citoplazmu i izomerizuje enzimom akonitazom u izocitrat. Izocitrat se transportu-
je nazad u glioksizom i metaboliSe do malata preko dve reakcije koje su jedinstvene za glioksilatni ci-
klus (Sl. 2.15):

- Izocitrat (6 C atoma) se razlaZe na dva molekula (jedinjenja) enzimom izocitratnom liazom, pri ¢emu nasta-
je sukcinat (4 C atoma) i glioksilat (2 C atoma);

- Nastali glioksilat sa drugim molekulom acetil-CoA gradi malat (4 C atoma), sto je katalisano enzimom ma-
latnom sintazom.

Malat se potom eksportuje iz glioksizoma u citoplazmu i prevodi u oksaloacetat citoplazmatskim izoenzi-
mom malatnom dehidrogenazom, a nastali oksaloacetat se transportuje u glioksizom, kombinuje sa mole-
kulom acetil-CoA i uz kataliticko dejstvo enzima citratne sintaze, gradi citrat, cime zapocinje novi ciklus.
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Uloga mitohondrija u metabolizmu lipida:

Stvoreni sukcinat se iz glioksizoma transportuje u mitohondrije i ukljucuje u Krebsov ciklus. Glioksilatni me-
tabolicki proces (ciklus) predstavlja modifikaciju Krebsovog ciklusa, anaerobni je proces koji se desava kod
biljaka, nekih mikroorganizama i gljiva (nema ga kod Zivotinja i coveka), a njime je omoguceno iskoris¢ava-
nje malih molekula sa vezanim ugljenikom, kao Sto je acetil-CoA, za proizvodnju energije, narocito kada ce-
lija nema na raspolaganju dovoljno kompleksnih supstrata kao Sto su glukoza i saharoza (Sl. 2.15). Enzimi
koji kataliSu iste reakcije u glioksilatnom i Krebsovom ciklusu su izoenzimi specifi¢ni za glioksizome, odno-
sno, za mitohondrije.

Acetil-CoA
CoA
Oksaloacetat /7@ Citrat
sintaza
A
NADH+ H* %
NAD*
lzocitrat
CoA Acetil-CoA K

Fumaraza

Glioksilat

Fumarat

Sukcinat

Sl. 2.15. Glioksilatni ciklus: glavne reakcije i enzimi (plavo obeleZeni). U glioksalatnom metabolizmu dva molekula Acetil
CoA se metabolisu do molekula sukcinata (¢ilibarne kiseline sa 4 C atoma,).

Sukcinat iz glioksizoma ulazi u mitohondrije i konvertuje se preko fumarata u malat (jabucnu kiselinu) koji
se potom eksportuje u citoplazmu u zamenu za sukcinat preko specificnog transportera lociranog u unu-
trasnjoj membrani mitohondrija. U citoplazmi se malat oksidiSe u oksaloacetat aktivnos¢u enzima malat-
ne dehidrogenaze i sluzi kao supstrat za sintezu glukoze u procesu obrnutom od glikolize, a to je glukoneo-
geneza (Sl. 2.16).

4, Glukoneogeneza u citoplazmi - Glikoliticko razlaganje Secera do piruvata je opsti biohemijski put
mobilizacije supstrata Celijskog disanja, ali vecina organizama moZe da sprovodi slican metabolicki
put i u obrnutom smeru: od piruvata/organskih kiselina do Secera, $to predstavlja biohemijski put glu-
koneogeneze. Glukoneogeneza se deSava kod biljaka, Zivotinja i gljiva i predstavlja klju¢ni proces kroz
koji se vidi povezanost metabolickih puteva organskih kiselina, amino-kiselina, lipida i ugljenih hidra-
ta. Glukoneogenim metaboli¢kim putem se mobilisu lipidi-triacilglicerola deponovani u semenima bi-
ljaka uljarica (ricinus, suncokret i sl.) i omogucava se njihovo prevodenje u saharozu, glavni supstrat
celijskog disanja pogodan za translociranje iz semena koje klija (iz endosperma i kotoledona) u celije
i tkiva nove biljke koja raste. Glukoneogeneza moZe da se odvija preko dva biohemijska puta: domi-
nantno, to je biohemijski put predstavljen na Sl. 2.16, koji se jos naziva i PEPCK glukoneogeni put (od
naziva klju¢nog enzima, PEP karboksikinaze). Pored pomenutog, ovaj biohemijski put sinteze Secera,
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ukljucuje i vazan enzim - malatnu dehidrogenazu. Aktivho$éu pomenutih (i drugih) enzima, u ovom
najvaznijem glukoneogenom putu, malat koji je eksportovan iz mitohonrija u citoplazmu, oksidise se
malatnom dehidrogenazom do oksaloacetata, koji se potom fosforiliSe sa ATP-om i dekarboksiliSe ak-
tivnos¢u enzima PEP-karboksikinaze, a nastali glavni intermedijer, fosfoenol piruvat ulazi u proces sin-
teze Secera (Sl. 2.16A).

NAD*  NADH % )

Malat -ﬁ—xh_-Z?Oksaloacetat Fosfoenol piruvat ~<=»<:> Fryktoza 6-fosfat ~~~>Saharoza
Malatna PE'_"_ (PEP)

dehidrogenaza karboksikinaza co,

SIPS

Mitohondrija

B.
NADP*  NADPH &
—> Malat Piruvat Fosfoenol piruvat <=> Ugljeni hidrati
Malat Piruvat-fosfatna dikinaza (PEP)

enzim
Vakuola (PPDK)

Sl. 2.16. Glukoneogeneza: dominantan put koji ukljucuje enzime malatnu dehidrogenazu i PEP-karboksilazu (PEPCK) i
stvaranje intermedijera fosfoenol piruvata (A); Deo malata, nastao u procesu mobilizacije lipida, moZe se privremeno
deponovati u vakuolama, odakle se koristi u mnogo manje zastupljenom glukoneogenom metabolickom putu koji
ukljucuje malatne enzime i piruvat-fosfatnu dikinazu (PPDK) (B).

Kreirano u BioRender-u. Pajevic, S. (2025); Elektronski izvori slika, str. 159.

Moguce je, da se deo malata privremeno uskladisti u vakuolama, odakle ce se koristiti u glukoneogenezi. Do
nedavno se smatralo da se samo PEPCK glukoneogeni put (katalisan aktivnho$¢éu enzima PEP-karboksikina-
ze) koristi za mobilizaciju lipida za energetske potrebe biljaka pri klijanju semena, medutim, novija istrazi-
vanja ukazuju da mozZe da postoji i alternativni put glukoneogeneze koji ukljucuje enzime piruvat-(orto)fos-
fatnu dikinazu (PPDK), kao i malatni enzim (Sl. 2.16B). Malatni enzim kataliSe oksidativnu dekarboksilaciju
malata, prevodedi ga u piruvat, a potom enzim, piruvat-fosfatna dikinaza katalise medu-prevodenje ATP-a,
fosfata (Pi) i piruvata u AMP, pirofosfat (PPi) i fosfoenol piruvat (PEP). Ovaj (PPDK) glukoneogeni metabolicki
put je mnogo manije zastupljen u odnosu na prethodno pomenuti - PEPCK put, odvija se uglavnom u listovi-
ma/ fotosintetickim organima i vezan je za specificni fotosinteticki metabolizam C, i C, tipa (videti prethodno
poglavlje koje se odnosi na fotosintezu). Brojna naucna istraZivanja upucuju na to da je u semenu koje klija
i u kome se lipidi koriste kao supstrati ¢elijskog disanja, glukoneogeneza po tipu PEPCK dominantna, dok je
PPDK glukoneogeni put najcesce zanemarljiv.

Posebno treba naglasiti da kod semena koja deponuju lipide, oko 30% acetil-CoA se pri klijanju iskoris¢ava
u procesu Celijskog disanja za proizvodnju ATP, dok se ostatak prevodi u saharozu glukoneogenezom.

2.5 Glikoliza

Glikoliza (od Grckih reci: ,,yAukog“ (glykos) - secer i ,Auan“ (lysis) - cepanje) je univerzalni put kojim se gluko-
za prevodi u piruvat (pirogroZdanu kiselinu) zajedno sa stvaranjem nikotinamid-adenin dinukleotida (NADH) i
adenozin trifosfata (ATP). Ovaj metabolicki proces se odvija u svim Zivim organizmima (prokariotima i eukari-
otima), a principijelnih razlika izmedu reakcija glikolize kod biljaka i Zivotinja (Coveka), gotovo da nema. Me-
dutim, glikolizu biljnih éelija karakteriSe i nekoliko jedinstvenih regulatornih mehanizama, to su: postojanje
alternativnih enzimskih reakcija na nekoliko nivoa glikolize i paralelni delimicni glikoliticki put u plastidima.
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Glikoliza se prvenstveno odvija u citoplazmi Celija i predstavlja niz od 10 hemijskih reakcija kojima se razgra-
duje molekul heksoze - glukoze, uz oslobadanje energije (ATP). Jedan molekul glukoze u procesu glikolize,
zajedno sa 2 molekula ATP i fosforom - neorganskim pirofosfatom (Pi, ili PPi), formira dva molekula piruvata
(pirogrozdane kiseline - 3C-jedinjenje), 2 molekula NADH i Cetiri molekula ATP-a. Piruvat potom u aerobnim
uslovima, ulazi u proces oksidativne dekarboksilacije - Ciklus limunske kiseline (Krebsov ciklus) koji se odvi-
ja u stromi mitohondrija. Prema tome, glikoliza rezultira produkcijom ATP-a i razli¢itih intermedijera, koji su
istovremeno prekursori u sintezi brojnih biomolekula. U anaerobnim uslovima piruvat u citoplazmi fermen-
tira u mlecnu kiselinu ili etanol, o ¢emu ¢e biti reci kasnije.

Proces glikolize se naziva jos i: Embden-Meyerhof-Parnas glikoliticki put, ili samo, Embden-Meyerhoff-ov
metaboli¢ki put, kontrolisan je brojnim enzimima i moZe se predstaviti na sledeci nacin (Sl. 2.17):
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Nepovratne (ireverzibilne) reakcije: @ @

Sl. 2.17. Glavne reakcije glikolize (10) i enzimi koji ih katalisu.

Kao sto je vec naglaseno, reakcije glikolize odvijaju se u citoplazmi, ali se neki od enzima (invertaza, saha-
rozna sintaza) koji razlazu saharozu do glukoze i fruktoze, nalaze i u plastidima (hloroplastima), tako da se
u biljnim celijama, pocetni segmenti glikolize mogu alternativno odvijati i u plastidima. U tabeli 2.1, nave-
deno je 10 reakcija glikolize pocev od fosforilacije primarnog supstrata - glukoze, kao i enzimi koji ih katali-
Su (u korelaciji sa Sl. 2.17).
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Tabela 2.1. Reakcije glikolize i enzimi koji ih kataliSu.

Reakcija Enzim EC br. enz. (Enzyme
Commision Number)
@ Fosforilacija glukoze. D(+)-Glukoza se fosforiliSe sa ATP - Heksokinaza EC2.7.1.1
nastaje glukoza-6-fosfat. (Nepovratna reakcija)
@ Izomeracija glukoza-6-fosfata - nastaje fruktoza-6- Glukoza-6-fosfatna EC5.3.1.9
fosfat izomeraza (Fosfoglukozna
izomeraza)
@ Fosforilacija fruktoza-6-fosfata sa ATP - nastaje 6-P-Fruktokinaza EC2.7.1.11
fruktoza-1,6-bisfosfat. (Nepovratna reakcija) (Fosfofruktokinaza, ili ATP-
zavisna fosfofruktokinaza)
Otvaranje prstena fruktoze-1,6-bisfosfata, koji se cepa  Fruktoza-bisfosfatna EC4.1.2.13
u retro-aldolnoj reakciji u D-gliceraldehid-3-fosfat i aldolaza

dihidroksiaceton fosfat.

Izomerizacija dihidroksiaceton-fosfata u gliceraldehid-  Triozafosfatna izomeraza EC5.3.1.9
3-fosfat. Grananje preko dihidroksiaceton-fosfata

se usmerava nazad u gliceraldehid-3-fosfat

izomerizacijom.

Gliceraldehid-3-fosfat oksidacija (dehidrogenacija) i Gliceraldehid-3-fosfatna EC1.2.1.12
fosforilacija (neorganskim fosfatom, pirofosfatom-Pi) u  dehidrogenaza

1,3-bisfosfoglicerat. Gliceraldehid-3-fosfat se oksiduje

na poziciji C-1 u karboksilnu grupu (kiselinu) i zatim

fosforiliSe - nastaje 1,3-bisfosfoglicerat.

®@ | ©

Nastanak ATP-a: Fosfatna grupa na poziciji C-1 se Fosfogliceratna kinaza EC2.7.2.3
prenosi sa karboksilne grupe na ADP - nastaje 3-fosfo-

glicerat i ATP

(fosforilacija na nivou supstrata).

Izomerizacija 3-fosfoglicerata - nastaje 2-fosfoglicerat ~ Fosfogliceratna mutaza EC5.4.2.1

Dehidracija 2-fosfoglicerata - nastaje fosfoenol-piruvat  Enolaza EC4.2.1.11
(PEP).

®® @

Nastanak ATP-a: prenos fosfatne grupe sa fosfoenol Piruvatna kinaza EC2.7.1.40
piruvata na ADP - nastaje piruvat (pirogrozdana
kiselina) i ATP (fosforilacija na nivou supstrata).
(Nepovratna reakcija)

U pocetnim fazama glikolize, saharoza se cepa na dve monosaharidne subjedinice, glukozu i fruktozu, a kao
Sto je vec receno, dva biohemijska puta koordinisu ove reakcije, oba vezana za ukljucivanje saharoze iz floe-
ma u metabolizam Celija, to su: biohemijski put razgradnje saharoze enzimom invertazom i drugi put je onaj
u kome je razgradnja saharoze ostvarena enzimom saharoznom sintazom (videti poglavlje Fotosinteza, Tran-
sport asimilata). Oba enzima razgraduju saharozu za potrebe glikolize i ako je jedan od njih odsutan, aktiv-
noscu drugog se obezbeduje supstrat za Celijsko disanje. Prvi korak u glikolizi (SL. 2.17) je fosforilacija glu-
koze preko ATP-a kao izvora fosfata, Sto je katalisano enzimom heksokinazom, a produkt je reaktivni oblik
glukoze - glukoza-6-fosfat. Ovom reakcijom sprecava se dalja interakcija fosforilisanog molekula glukoze sa
transportnim proteinom - glukoznim transporterom (GLUT) i dalja translokacija glukoze kroz éelijsku mem-
branu, jer negativno naelektrisani fosforilisani molekul glukoze (zbog fosfatnog anjona), ne moze napustiti
Celijui proci kroz negativno naelektrisanu (i hidrofobnu) unutrasnjost plazmaleme. U pocetnim reakcijama
glikolize, svaka heksoza se dva puta fosforiliSe, a zatim se razgraduje, stvarajuci dva molekula trioza-fosfa-
ta (reakcije 3i4: Sl. 2.17; Tabela 2.1). Za potrebe ovih reakcija neophodna su dva, odnosno Cetiri molekula
ATP-a po molekulu saharoze, u zavisnosti od toga da li se ona razgraduje na heksoze aktivnoscu saharozne
sintaze, ili invertaze. Enzimi koji kataliSu ove reakcije su heksokinaza i fosfofruktozna kinaza, pri emu je ak-
tivnost fosfofruktozne kinaze, veoma vazna regulatorna tacka u procesu glikolize. Ovde treba napomenuti
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da osim ATP-zavisne fosfofruktokinaze, koja kataliSe fosforilaciju fruktoza-6-fosfata u fruktoza-1,6-bisfosfat,
kod biljaka postoji i citoplazmatski enzim PPi-zavisna fosfofruktokinaza (pirofosfat: fruktoza-6-fosfat 1-fosfo-
transferaza), koja kataliSe reverzibilnu reakciju fosforilacije fruktoze 6-fosfata sa pirofosfatom:

Fruktoza-6-P + PPi—> Fruktoza- 1,6- bisfosfat + Pi

Enzim PPi-zavisna fosfofruktokinaza je u citoplazmi biljnih celija Cesto prisutan u znacajno vecoj koncentra-
ciji od ATP-zavisne fosfofruktokinaze, ali nema velikog udela u sintezi saharoze. Za regulaciju biljnog meta-
bolizma u smislu o¢uvanja balansa izmedu Celijskog disanja (energetskih potreba) i sinteze asimilata (saha-
roze), aktivnost i medusobni odnos pomenuta tri enzima (fosfofruktokinaze, ATP-zavisne fosfofruktokinaze,
PPi-zavisne fosfofruktokinaze) koji u¢estvuju u prevodenju fruktoza-6-fosfata i fruktoza-1,6-bisfosfata imaju
poseban znacaj.

Enzim fruktoza-bisfosfatna aldolaza katalise reakciju razlaganja fruktoze-1,6-bisfosfata na dva molekula tri-
oza fosfata: gliceraldehid-3-fosfat i dihidroksiaceton fosfat koji se prevode jedan u drugi enzimom triozafos-
fatnom izomerazom (reakcija br. 5.; Sl. 2.17; Tabela 2.1).

Nastankom trioza-fosfata (gliceraldehid-3-fosfata, GA3-P), sledi faza oslobadanja energije i njeno prevode-
nje i nakupljanje u makroenergetska jedinjenja ATP i NADH. Enzim gliceraldehid-3-fosfatna dehidrogenaza
kataliSe oksidaciju aldehida (GA3-P) u karboksilnu kiselinu (glicerat) pri cemu se NAD* redukuje u NADH+H*.
U ovoj reakciji oslobada se dovoljno slobodne energije za fosforilaciju fosfoglicerata neorganskim fosfatom
(Pi), tako da nastaje 1,3-bisfosfoglicerat, jedinjenje koje poseduje visoku energiju hidrolize i stoga je izuzet-
no snazan donor fosfatne grupe za fosforilaciju metabolita i enzima. Ova etapa glikolize predstavljena je na
slici 2.17 i u tabeli 2.1, pod brojem 6.

U sledec¢em koraku glikolize (obelezeno brojem 7) katalitickim dejstvom enzima fosfogliceratne kinaze dola-
zi do stvaranja ATP-a (1 molekul po svakom trioza-fosfatu), tako Sto se fosfatna grupa sa pozicije C-1 (na kar-
boksilnoj grupi, obelezeno crveno na Sl. 2.17) prenosi na ADP i na taj nacin se obrazuje 3-fosfoglicerat. Po
svakom molekulu trioza-fosfata obrazuje se na ovom metabolickom koraku jedan molekul ATP-a, Sto znaci
da po jednom molekulu heksoze nastaju dva molekula ATP-a.

Direktni transfer fosfatne grupe sa molekula supstrata (u ovom slucaju sa 1,3-bisfosfoglicerata ) na ADP i for-
miranje ATP, naziva se fosforilacija na nivou supstrata (Sl. 2.18). Ovaj nacin obrazovanja ATP je biohemijski
razli¢it u odnosu na sintezu ATP katalisanu ATP-sintazom u hloroplastima (u procesu fotofosforilacije, Sto je
opisano u poglavlju Fotosinteza), ili ATP-sintazom u mitohondrijama (u procesu oksidativne fosforilacije, o
¢emu Ce biti reci kasnije u ovom poglavlju).

Enzim kinaza
Piruvatna kinaza

Q
o
| ®
| + @ €=0
— —_—
c-opor =+, ® o+ @
CH, Adenozin CH, Adenozin

Fosfoenol-piruvat
p L S

(PEP) - supstrat R-OPO.2- \__/ R-OH

Sl. 2.18. Fosforilacija na nivou supstrata. Kreirano u BioRender-u . Pajevic, S. (2025); Elektronski izvori slika, str. 159.
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2. Celijsko disanje (respiracija)

U sledecoj glikolitickoj reakciji (pod brojem 8), enzim fosfogliceratna mutaza kataliSe izomerizaciju 3-fosfo-
glicerata tako da fosfatna grupa sa pozicije C-3 prelazi na poziciju C-2 i time nastaje 2-fosfoglicerat. Nakon
toga, u reakciji pod rednim brojem 9, dehidracijom 2-fosfoglicerinske kiseline, uz kataliti¢ko dejstvo enzima
enolaze, nastaje fosfoenol-piruvat (PEP), intermedijer izuzetnog znacaja u metabolizmu koji se moze uklju-
Citi u razlicite biohemijske puteve: moZe da se karboksilise uz pomo¢ obilno prisutnog citoplazmatskog en-
zima PEP-karboksilaze, pri ¢emu moZe da nastane oksaloacetat, odnosno, nakon redukcije oksalacetata sa
NADH, nastace malat (jabucna kiselina), koji se deponuje u vakuoli i predstavlja rezervoar ugljenika za Kalvi-
nov ciklus (C,, i CAM metabolizam, o cemu je bilo reci u poglavlju Fotosinteza), ili pak, nastale organske kise-
line (malat, oksaloacetat), mogu da se ukljuce u Krebsov ciklus Celijskog disanja.

U konacnoj reakciji glikolize (trecoj nepovratnoj), koja je na slici 2.17 i u tabeli 2.1, obeleZena pod rednim
brojem 10, fosfatna grupa sa fosfoenol piruvata je donor fosfata za fosforilaciju ADP-a na nivou supstrata,
tako da pod dejstvom enzima piruvatne kinaze nastaje piruvat (pirogrozdana kiselina) i jo$ jedan molekul
ATP-a po svakom molekulu trioza-fosfata (Sl. 2.17).

2.5.1. Regulacija i energetika glikolize

Glikoliza je regulisana i koordinisana samim produktima (nastali produkti povratno regulisu i koordinisu
ceo proses, brzinu i dinamiku reakcija, odnosno, aktivnost enzima - ,bottom up“ (engl.) regulacija). Gliko-
liza ima tri klju¢na regulatorna koraka, a to su reakcije: 1, 3 i 10 koje su katalisane enzimima heksokinazom,
fosfofruktokinazom i piruvatnom kinazom (Sl. 2.17; Tabela 2.1). Ovi regulatorni koraci, odnosno reakcije su
ireverzibilne. Prema tome, primarne metabolicke reakcije od krucijalnog znacaja za tok glikolize deSavaju se
na nivou fruktoze 6-fosfata, kao i na nivou fosfoenol piruvata (PEP). PEP je mocan inhibitor enzima fosfofruk-
tokinaze (ATP-zavisne fosfofruktokinaze, ili 6-P-Fruktokinaze), istovremeno, aktivnost ovog enzima indukova-
na je povecanjem Pi, te je stoga odnos: PEP/ Pi u citoplazmi kljucan u glikolitickoj regulaciji. Kod biljaka je
formiranje PEP i potom PEP metabolizam koji je kontrolisan enzimima piruvatnom kinazom (reakcija br. 10
glikolize) i PEP-karboksilazom (reakcija koja usmerava metabolizam prema C,/CAM tipu karboksilacije u fo-
tosintezi, videti poglavlje Fotosinteza) od krucijalnog znacaja za regulaciju glikolize (Sl. 2.19).
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Sl. 2.19. Metabolicka regulacija glikolize preko foesfoenol-piruvatnog (PEP) metabolizma koji je dominantno odreden
aktivnos¢u dva enzima: PEP-karboksilazom i piruvatnom kinazom.

Koristeci PEP kao supstrat, enzim piruvat kinaza kataliSe drugu vaznu fosforilaciju na nivou supstrata u gli-
kolizi, tako da nastaje piruvat i ATP (reakcija br. 10).

Fosfoenol-piruvat (PEP) je od krucijalne vaznosti za metabolicku regulaciju glikolize jer ima visoku negativ-
nu Gibsovu slobodnu energiju, (ili energiju hidrolize) koja iznosi: AG0'=-61,9 kJ mol*, Sto ga Cini izuzetno
efikasnim donorom Pi za ATP sintezu i od sustinske je vaznosti za pokretanje ukupnog metaboli¢kog toka ka
formiranju piruvata.

Regulacija glikolize preko dinamike aktivnosti enzima i posledi¢no, preko stvaranja intermedijera veoma
je znacajna u metabolizmu biljaka zbog toga Sto na taj nacin biljke kontroliSu kvalitativni i kvantitativni od-
nos ugljenih hidrata (saharoze, heksoza, trioza) u metabolizmu, njihovo fosforilisanje i snabdevanje preko
floemskog fluksa. Vec je napomenuto koliko su saharoza i glukoza/ fruktoza vaZni u prenosenju signala i re-
gulaciji rasta i razvica biljaka. Tako npr. enzim heksokinaza je pored vazne funkcije u glikolizi istovremeno i
receptor glukoze, koji u prenosu signala ucestvuje u ekspresiji specificnih gena za enzime regulatore meta-
bolizma ugljenih hidrata.

Energetika glikolize - energija skladistena u produktima glikolize:

Finalni neto produkti koji nastaju anaerobnom glikolitickom razgradnjom jednog molekula glukoze u cito-
plazmi Celija su:

« 2 molekula piruvata;
« 2 molekula NADH (jedan molekul po svakom nastalom trioza-fosfatu;
« 4 molekula ATP-a (dva molekula po svakom trioza-fosfatu nastaju fosforilacijm na nivou supstrata).

Na samom pocetku procesa, za fosforilaciju/ aktiviranje jednog molekula heksoze utroSeno je 2 molekula
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2. Celijsko disanje (respiracija)

ATP-a, tako da neto energetska dobit za celiju iznosi 2 molekula ATP.
Sumarna jednacina glikolize je:
Glukoza + 2 NAD* + 2 ADP + 2 Pi—> 2 Piruvat + 2 NADH+2 H*+2ATP +2H,0

ATP se hidrolizuje u ADP u egzergonoj reakciji:
ATP + H,0—> ADP + Pi + slobodna energija; izracunati AG za hidrolizu 1 mola ATP je -57 kJ/mol (kao Sto je vec
objasnjeno).

ADP se kombinuje sa fosfatom da bi se formirao ATP u endergonoj reakciji:
ADP + Pi + slobodna energija —> ATP + H,0.
Ovim reakcijama su veoma bitne za kontinuirano odrZavanje rezervoara ATP/ADP za stabilni metabolizam Celije.

2.6. Oksidativni pentozno-fosfatni put (OPPP) - Ciklus oksidativne
razgradnje glukoze u citoplazmi i hloroplastima - direktna
oksidacija glukoze

U biljnim ¢elijama postoje dva puta oksidacije ugljenih hidrata, to su glikoliza i oksidativni pentozno-fos-
fatni put (OPPP), koji predstavlja alternativni put za razgradnju glukoza-6-fosfata. Ovim biohemijskim pu-
tem stvara se reduktant NADPH, neophodan za brojne biosinteticke procese ukljucujuci asimilaciju neor-
ganskog azota i biosintezu masnih kiselina, kao i za odrzavanje redoks potencijala neophodnog u zastiti od
oksidativnog stresa. NADPH je redukujuda snaga potrebna za sintezu masnih kiselina, sterola, nukleotida
i neesencijalnih amino-kiselina. Prevodenje oksidovanog glutationa (GSSG) u redukovani glutation (GSH)
preko NADPH (uz kataliticko dejstvo enzima glutation reduktaze) je vazno za Celijsku antioksidativnu odbra-
nu; NADPH sluZi i kao supstrat enzimima NADPH-oksidazama koje proizvode reaktivne vrste kiseonika (ROS).
Reverzibilni deo OPPP je izvor intermedijera za sintezu brojnih esencijalnih jedinjenja, kao $to su nukleotidi,
odnosno nukleinske kiseline RNK i DNK: riboza-5-fosfat (R5P) obezbeduje ribozilni deo nukleotida i prekur-
sor je za biosintezu purinskih skeleta i eritroza-4-fosfata, koji je prekursor za biosintezu aromati¢nih amino
kiselina. NADPH i R5P su dva metabolita od vitalnog znacaja za vitalnost i deobu celija.

Oksidativni pentozno-fosfatni put (OPPP) deSava se u citoplazmi i plastidima biljnih Celija, vazan je deo me-
tabolizma glukoze, u kome se glukoza, odnosno, glukoza-6-fosfat (G6P), oksidiSe u pentozu: ribulozu 5-fo-
sfat (Ru5P). Ugljenik se gubi u obliku CO,, a redukujuca energija se konzervira u NADPH (redukovani nikoti-
namid-adenin dinukleotid fosfat). Ru5P se potom u seriji reakcija pentozno-fosfatnog biohemijskog puta, a
koje se odvijaju u uslovima pribliZznog energetskog ekvilibrijuma, konvertuje u fosfatne Secere koji sadrZe od
tri (troiza-fosfati) do sedam (sedoheptuloza-fosfati) ugljenikovih atoma (Sl. 2.20).

Pentozno-fosfatni biohemijski put (PPP) kojim se obezbeduje generisanje pentoza-fosfata i odrzavanje nji-
hovog rezervoara za potrebe metabolizma je od kriticne vaznosti za fotosintezu, Sto je polovinom XX veka
otkrio istraZiva¢ Benson definisuéi redukcioni pentozno-fosfatni put (RPPP), tzv. Kalvin-Bensonov ciklus,
odnosno, tamnu fazu fotosinteze (videti poglavlje Fotosinteza), sa intermedijerima ribulozom (5-C) i sedo-
heptulozom (7-C). Pentozono-fosfatni put (PPP) je podeljen na oksidativnu granu u kojoj se stvaraju pento-
za-fosfati i neoksidativnu, u kojoj se trose pentoza fosfati (Sl. 2.20).

U reakcijama oksidativne grane pentozno-fosfatnog ciklusa koje su katalisane i koordinisane rastvorljivim
enzimima u citoplazmi i hloroplastima, ne trosi se, niti proizvodi energija u obliku ATP-a (Sl. 2.20).
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Sl. 2.20. Oksidativni pentozno-fosfatni metabolicki put glukoze (OPPP) je glavni izvor redukcione energije (NADPH) i
riboza 5-fosfata (R5P), te brojnih intermedijera koji se vracaju u glikolizu, ili se pak, koriste u razlicitim metabolickim
putevima.

Metabolicki put direktne oksidacije glukoze, ili oksidativni pentozno-fosfatni put (OPPP), naziva se joS i fo-
sfoglukonatni put, heksoza-monofosfatno skretanje, ili heksoza-monofosfatni sant (HMP Sant, engl.
»shunt“ - skretnica), paralelan je sa glikolizom, a njime se generiSu NADPH i pentoze, kao $to je riboza 5-fo-
sfat, prekursor za sintezu nukleotida. Zavisno od uslova gajenja specifi¢nih biljnih vrsta, kao i od faze njiho-
vog ontogenetskog razvica, razlikuju se metabolicke potrebe biljaka za odredenim intermedijerima, tako da
to odreduje u velikoj meri udeo glikolitickog, odnosno, oksidativnog pentozno-fosfatnog puta razgradnje
glukoze u celijskom metabolizmu. Postoje eksperimentalni podaci koji ukazuju na dominaciju glikolize u po-
Cetnim fazama razgradnnje Secera (i do 80%), ali se ne mogu zanemariti ni rezultati koji ukazuju da je OPPP
u hloroplastima ¢esto dominantan ne samo kod biljaka, ve¢ i kod drugih fotosintetickih organizama, kao sto

su alge i fotosinteticke bakterije.

Prve dve reakcije u OPPP Cine oksidativnu fazu i ukljucuju oksidativnu dekarbiksilaciju heksoze, glukoze
6-fosfata u pentozu, ribulozu 5-fosfat uz nastanak 2 molekula NADPH (Sl. 2.20). Ove reakcije su nepovratne
i njima se biljna celija snabdeva sa NADPH preko nodi, u odsustvu fotosinteze, $to je veoma bitno, jer kada
sa svetloS¢u krene fotosinteza (svetla faza i aktiviranje enzima tamne faze), ima dovoljno NADPH za fazu re-
dukcije u Kalvin-Bensonovom ciklusu. Ostale reakcije OPPP su povratne (reverzibilne) i predstavljene su na
slici dvosmernim strelicama, ¢ime se omogucava kontinuirano snabdevanje hloroplasta sa pentozama, te
sinteza fotoasimilata i kada su oksidativne reakcije OPPP-a inhibirane - na primer, u hloroplastima na sve-
tlosti (Sl. 2.20).

Neoksidativna faza pocinje reakcijom ribuloza-5-fosfata sa ribuloza-5-fosfatnom izomerazom ili ribuloza-5-fo-
sfatnom epimerazom, nakon Cega sledi niz reakcija katalisanih transketolazom i transaldolazom. Ove reakci-
je rezultiraju stvaranjem fruktoze 6-fosfata i gliceraldehid 3-fosfata, koji se potom mogu metabolisati u gliko-
lizi i generisati piruvat. Alternativno, glukoza 6-fosfat se moze regenerisati iz gliceraldehid 3-fosfata i fruktoze
6-fosfata glikolitickim enzimima (Sl. 2.20).

Stoga se direktna oksidacija glukoze moZe predstaviti reakcijama koje se odvijaju u dve faze:

Prva faza je oksidacija glukoze 6-fosfata u pentozu-fosfat, dok drugu fazu ¢ine reakcije koje rezultiraju rege-
neracijom glukoze 6-fosfata: Sest obrta OPPP-a. Sumarna jednacina ovog metabolickog puta je je:
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2. Celijsko disanje (respiracija)

6 Glukoza 6-P + 12 NADP* + 7 H,0——> 5 Glukoza 6-P + 6 CO, + Pi+ 12 NADPH + 12 H*

Konacni, neto ucinak je potpuna oksidacija jednog molekula glukoze 6-fosfata do CO, (5 molekula se rege-
nerise) i istovremeno, 12 molekula NADPH.

Kao i kod glikolize, reakcije OPPP su katalisane razli¢itim izoformama enzima koji postoje u citosolu i/ili u
plastidima. lako transketolaza i transaldolaza mogu biti odsutne u citosolu nekih biljnih vrsta, njihova kata-
liticka aktivnost za potrebe reakcija neoksidativne grane pentozno-fosfatnog metabolickog puta se odrzava
pomocu proteina-fosfatnih translokatora koji se nalaze u/na membranama unutrasnjeg omotaca plastida i
prenose ugljeno-hidratne (Secerne) fosfate.

2.7. Nastanak, prevodenje i promet NADP(H), NAD(H) i FAD(H,) u biljnoj
Celiji

Piridinski nukleotidi: nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat [NADP(H)] i nikotinamid adenin dinukleotid
[NAD(H)] zauzimaju centralno mesto u Celijskom metabolizmu delujuci istovremeno kao energetski depoi
i prenosioci energije, zatim kao signalni molekuli i redoks parovi (NADP*/NADPH; NAD*/NADH). Nedostatak
ili disbalans izmedu oksidovane i redukovane forme ovih redoks parova dovodi do poremecaja u metaboliz-
mu i samim tim do ozbiljnih i patoloskih promena tokom razvica biljaka, zbog toga Sto NAD i njegov derivat
NADP predstavljaju metabolite sa centralnom i esencijalnom ulogom u upravljanju metaboli¢kim oksido-re-
dukcionim procesima, te u odrzavanju Celijske (redoks) homeostaze. Redukovane forme, NADPH i NADH su
donori elektrona i protona i zbog toga su nezamenljivi u fotosintezi, disanju, redukciji nitrata, sintezi protei-
na i nukleinskih kiselina, sintezi lipida, sintezi antioksidantnih molekula (glutationa) i dr.

NADPH/NADP*, kao i NADH/NAD* su organski kofaktori (koenzimi) koji sa velikim brojem enzima katalisu Ce-
lijske redoks reakcije (Sl. 2.21).
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Sl. 2.21. Molekularna struktura i reakcije glavnih nukleotida - prenosioca elektrona u Celijskom disanju: A. redukcija
NADP*u NADPH i NAD* u NADH+H"; B. redukcija FAD u FADH,,
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Enzimi NAD(P)-kinaze kataliSu fosforilaciju NAD(H) u NADP(H), preko ATP-a i imaju centralnu ulogu u regula-
ciji konverzije NAD(H)/ NADP(H).

NADH koristi slobodnu energiju nastalu u bioloskim oksidativnim procesima za sintezu ATP-a (u procesu ok-
sidativne fosforilacije), dok NADPH koristi deponovanu slobodnu energiju poreklom iz bioloskih oksidacio-
nih procesa za redukciju razlicitih metabolita u endergonim reakcijama biosinteze.

2.8. Standardni elektrohemijski (redukcioni) potencijal redoks
polureakcija (€°) i Standardna Gibsova slobodna energija (AG°)
u oksido-redukcionim reakcijama celijskog metabolizma

lako je ranije bilo reci o toku energije u metabolickim oksido-redukcionim reakcijama, kao i o energetskoj
transformaciji ATP/ADP/AMP, na ovom mestu ¢emo se opet osvrnuti na pojam Standardne Gibsove slobodne
energije, kao i na energersku transformaciju NADP*/NADPH, odnosno, NAD*/NADH i FAD/FADH.

Kako elektroni ne mogu postojati slobodno u nekoj sredini/rastvoru, ve¢ moraju biti vezani u atomima, od-
nosno, molekulima, svaka redoks reakcija se sastoji od dve spregnute polureakcije, gde jedna supstanca do-
nira elektrone i tako postaje oksidovani proizvod dok druga supstanca prihvata elektrone i tako postaje re-
dukovani proizvod. Konjugovani redoks par se stoga odnosi na akceptora i donora elektrona/protona jedne
polureakcije. Redoks potencijal, ili standardni elektrohemijski redukcioni potencijal neke supstance, € (V)
predstavlja njenu sposobnost da u oksido-redukcionom nizu spregnutih (polu)reakcija bude donor, ili ak-
ceptor elektrona: visok negativni redukcioni (redoks-) potencijal supstance ukazuje na lako otpustanje elek-
trona, te je ta supstanca donor elektrona, odnosno redukujuce sredstvo; supstanca koja ima visi - pozitivniji
(manje negativan, ili visok pozitivan) redukcioni potencijal lako prima elektrone, sama se redukuje, a pred-
stavlja oksidaciono sredstvo.

U jednoj reakciji redukcije, nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat (NADP'/ NADPH) je prenosioc 2 elektrona
(2e’) i istovremeno 1 protona (H*), dok je nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD*/NADH) koenzim koji istovre-
meno u oksido-redukcionim reakcijama prenosi 2e” i 2 H* i u svojoj strukturi nema fosfatnu grupu (Sl. 2.21A).
Slicnu funkciju imaju i flavoproteinski prenosioci elektrona i protona sa flavinskim kofaktorima: flavin-ade-
nin-dinukleotidom (FAD/FADH) i flavin-mononukleotidom (FMN/FMNH) koji prenose po 2e" i 2 H* u jednoj oksi-
do-redukcionoj reakciji (SI. 2.21B):

NADP*+ H*+ 2e-—> NADPH Elektrohemijski redukcioni potencijal € =- 0,339 V (~-0,32)
NAD*+ 2H*+ 2e=—> NADH (NADH+H") Elektrohemijski redukcioni potencijal € =- 0,339 V (~-0,32)
FAD + 2H"+ 2e'—> FADH, Elektrohemijski redukcioni potencijal €& =-0,18 V (~-0,15V)

Treba napomenuti da su apsolutne velicine &, promenljive, izraZzene su kao priblizne vrednosti, a zavise od

konkretnih uslova metabolizma (fotosinteza, disanje, redukcija nitrata i dr.).

Kako je &, povezan sa AG° u oksido-redukcionom nizu spregnutih reakcija u éeliji (transportu elektrona)?

Redukcioni potencijal & neke redoks-(polu)reakcije je povezan sa promenom slobodne Gibsove energije AG° u
sistemu prema jednacini:

AG°=-nF & gde je:

F - Faradejeva konstanta, koja iznosi 96500 C/mol, odnosno, 96,5 da bi vrednost bila izrazena u kJ/mol;

n - broj elektrona koji se prenosi od donora do akceptora.

AGi €° u Celiji (u spregnutim reakcijama Celijskog metabolizma) imaju suprotne predznake, povezani su i za-
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jednicki ukazuju na povoljnost toka reakcija (spontanost).

Kada je €%> 0 —> AG° < 0, reakcija je spontana, egzergona, odnosno termodinamicki favorizovana, a ukoli-
ko je obrnuto, €°<0—> AG®> 0, reakcija je endergona, o cemu je vec bilo reci.

€° je viSe odredena (limitirana) redoks reakcijama i ukazuje na energiju koja se oslobada (za vrienje rada)
kada se desava redoks transport (transport elektrona).

Kada se enzimski kofaktor NAD(P)* redukuje u NAD(P)H, on prihvata elektrone i stoga je to reakcija redukcije,
a istovremeno se apsorbuje energija iz okoline kako bi se formirala veza koja vezuje jon vodonika za mole-
kul, tako da je ovaj proces endergona reakcija. NADPH ima esencijalnu ulogu u anabolickim-endergonim re-
akcijama, gde je neophodan kao redukciono sredstvo - donor elektrona i protona. U ovim reakcijama se ap-
sorbuje (iskoristava) energija za stvaranje sloZenijih/ ve¢ih molekula od manjih: primer anabolicke reakcije
je sinteza proteina od amino-kiselina. NADP*/ NADPH je neophodan u fotosintezi - NADPH je produkt svetlo-
sne faze fotosinteze koji omogucava redukciju trioza fosfata u Kalvin-Bensonovom ciklusu, takode je neop-
hodan u oksidativnom pentozno-fosfatnom ciklusu, tako da najcesce svoju aktivnost ispoljava u citoplazmi,
ali se ne mozZe zanemariti ni njegova uloga u mitohondrijskom metabolizmu.

Citoplazmatski NADPH ima ulogu u odbrani éelije od oksidativnog stresa i predstavlja supstrat za reakcije u
kojima se eliminiSu reaktivne kiseoni¢ne vrste molekula (ROS). Kako mitohondrije biljnih éelija imaju enzim
NADP-dehidrogenazu koja je locirana na spoljasnjoj strani unutraSnje membrane mitohondrija, mitohon-
drijska oksidacija preko NADPH koji je poreklom iz OPPP, ima znacajni uticaj na ukupni redukcioni poten-
cijal celije jer elektroni sa NADPH (ne samo sa NADH) mogu redukovati konacni akceptor - O, i na taj nacin
ucestvovati u generisanju transmembranskog elekrohemijskog gradijenta za sintezu ATP u procesu oksida-
tivne fosforilacije.

Plastidni (hloroplastni, amiloplastni) NADPH koji nastaje u OPPP hloroplasta u toku nodi, odnosno u ami-
loplastima cCelija korenova, plodova i dr., ima vaznu ulogu u biosinteti¢kim putevima, kao $to su asimilacija
azota i sinteza lipida. NADPH koji je nastao direktnom oksidacijom glukoze 6-fosfata (u OPPP) ima i ulogu si-
gnalnog molekula za pokretanje i kontrolu sinteze skroba u amiloplastima (preko tioredoksinskog sistema,
o ¢emu je bilo reci u poglavlju Fotosinteza).

NAD*/NADH je uglavnom metabolicki aktivan u mitohondrijama, o cemu ¢e biti viSe reci kada se bude govo-
rilo o Krebsovom ciklusu (Ciklusu limunske kiseline) i o transportu elektrona i oksidativnoj fosforilaciji - sin-
tezi ATP. NAD" je u kataboli¢kim-egzergonim reakcijama potreban kao oksidativno sredstvo. U ovim reak-
cijama, sloZzeni molekuli se razlazu na manje jedinice i oslobadaju energiju. Primer katabolicke reakcije je
razgradnja glukoze tokom Celijskog disanja i oslobadanje energije.

Iz ovoga se jasno zakljucuje da na nivou celije, ali i na nivou subcelijskih struktura/organela, postoji jasna
kompartmentacija NAD(H) i NADP(H), odnosno, razdvojenost signalnih puteva koordinisanih enzimima koji
svoje kataliticko dejstvo ostvaruju koristeci ove kofaktore. Na ovaj nacin, omoguéeno je normalno celijsko
funkcionisanje i izbegavanje redoks stresa.

Oksidativni pentozno-fosfatni biohemijski put je regulisan brojnim enzimima (familijama izoenzima) ¢ija je
zastupljenost i kataliticka aktivnost zavisna od redoks potencijala spregnutih oksido-redukcionih reakcija i
njihovih produkata/intermedijera u specifi¢nim tkivima/ organima. Redoks regulacija OPPP je narocito vid-
ljiva u inicijalnoj reakciji direktne oksidacije (dehidrogenacije) glukoze 6-fosfata pomocu glukoze 6-fosfat de-
hidrogenaze, enzima ¢ija je aktivnost inhibirana visokim odnosom NADPH/NADP*. Na svetlosti je kod biljaka
mali doprinos OPPP ukupnom metabolizmu: glukoza 6-fosfat dehidrogenaza je inhibirana feredoksin-tiore-
doksin sistemom, kao i redoks parom NADPH/NADP".
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2.9. Formiranje Acetil-CoA u mitohondrijama

Nakon glikolize, nastali molekuli piruvata se u aerobnim uslovima transportuju u stromu (matriks) mito-
hondrija, gde se u procesu oksidativne dekarboksilacije katalisane enzimom piruvatnom dehidrogenazom,
oslobada CO, i nastaje jedinjenje sa 2 C atoma: acetil-CoA (Sl. 2.22).

Citoplazma Matriks mitohondrije
Transportni / ’
protein NAD* NADH +H*
o : —
\\(I:/O @j s| CoA
Acetilna ?:0 ' (|::0
grupa | cu, @o e,
2 s
Piruvat CoA-SH Acetil-CoA

\ ‘ Dekarboksilacija piruvata

\ e Oksidacija hidroksi-etil grupe u acetilnu grupu; elektroni prelaze

a NAD* i nastaje NADH + H*

Acetilna grupa vezana za enzim prenosi se na CoA, formirajuci
acetil-CoA.

SL. 2.22, Oksidativna dekarboksilacija piruvata: svaki molekul piruvata gubi karboksilnu grupu oslobadajuci CO,,;
preostala dva ugljenika se zatim prenose na CoA da bi se proizveo acetil-CoA.

Piruvat iz glikolize, ali i iz drugih biohemijskih procesa ulazi iz citoplazme u mitohondrije preko specificnog
proteinskog transportera. U matriksu mitohondrija nalazi se enzimski sistem, odnosno, enzimski kompleks
- piruvat dehidrogenaza, koji kataliSe prevodenje piruvata u ugljen-dioksid i acetilni deo molekula ace-
til-CoA. Karboksilna grupa se odvaja iz piruvata oslobadajuci molekul CO, u okolni medijum, Sto predstavlja
prvo oslobadanje ugljenika i pocetak oksidativne razgradnje glukoze u procesu ¢elijskog disanja. Nakon de-
karboksilacije piruvata, nastala hidroksi-etil grupa, se oksidiSe u acetilnu grupu preko NAD* koji uzima elek-
trone, redukuje se i nastaje NADH (+H*). Visoko-energizovani elektroni iz NADH ce biti iskoriSéeni za sintezu
ATP-a u procesu oksidativne fosforilacije. Enzimski vezana acetilna grupa se potom vezuje za SH-grupu (tiol-
nu grupu) molekula CoA, zbog Cega se CoA Cesto prikazuje u biohemijskim jednacinama kao CoA-SH. Posto
je CoA po hemijskom sastavu tiol (sumporni tiol, analog alkohola), acetil CoA je tio-estar, sa atomom sumpo-
ra koji zamenjuje kiseonik standardnog (uobicajenog) karboksilnog estra. Tio-estri su visokoenergetska je-
dinjenja i njihovom hidrolizom se oslobada dovoljno energije za pokretanje drugih reakcija, Sto im daje izu-
zetnu ulogu u metabolizmu. Prelasku acetilne grupe iz piruvata na CoA prethodi reakcija oksidacije, a ceo
proces ukljucuje nekoliko enzima, koji su svi deo piruvat dehidrogenaza kompleksa (Sl. 2.23).

CoA-SH co,
S—CoA

Oc\‘c/o- Piruvat-dehidrogenaza
I kompleks e
Cc=0 P =0
¢H KTP,EAD, Mg2",
3 lipoi¢na kiselina

Piruvat NAD* NADH + H* Acetil-CoA

Piruvat + CoA-SH + NAD* Acetil CoA + CO, + NADH +H*

Sl. 2.23. Oksidativna dekarboksilacija piruvata u matriksu mitohondrija
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Ova reakcija je egzergona ( AG° = -33,4 kJ mol™, odnosno, -8,0 kcal mol™); NADH i H* se potom koriste u me-
tabolizmu za generisanje ATP preko elektronskog transporta u unutrasnjoj membrani mitohondrija.

Enzimski kompleks piruvatna dehidrogenaza se kod eukariota sastoji od tri medusobno povezana enzima:
piruvat-dehidrogenaza (E1 (EC 1.2.4.1)), dihidrolipoil-transacetilaza (E2 (EC 2.3.1.12)) i dihidrolipoil- dehi-
drogenaza (E3 (EC 1.8.1.4)), sa vezuju¢im proteinom - dihidrolipoil-dehidrogenaza-vezujudi (binding) pro-
tein (E3BP). Aktivnost proteinskog kompleksa, odnosno, njegovih subjedinica ostvarena je preko kofaktora:
tiamin pirofosfata (TPP), Mg, lipoi¢ne kiseline (lipoat), NAD*, kao i FAD (Sl. 2.23). U nekoliko faza, medupro-
dukti reakcije formiraju kovalentne veze sa enzimskim kompleksom, odnosno, sa njegovim kofaktorima. Pi-
ruvat dehidrogenaza ima znacajnu ulogu u regulaciji Celijskog disanja, jer od njene aktivnosti zavisi kolic¢ina
acetil-CoA neophodnog za inicijalnu reakciju Krebsovog ciklusa, a to je sinteza limunske kiseline.

2.10. Ciklus limunske kiseline (Krebsov ciklus ili Ciklus trikarboksilne
kisline — TCA ciklus)

Nastankom piruvata manje od 25% energije deponovane u glukozi/saharozi je oslobodeno za metabolicke
potrebe u formi ATP-a i NADH+H". Ciklus limunske kiseline je metabolicki put koji se deSava u matriksu mi-
tohondrija i kojim je omogucena konacna dekarboksilacija glukoze, odnosno piruvata nastalog u glikolizi.

Ciklus limunske kiseline su 1937. godine identifikovali nemacki istraziva¢ Hans Adolf Krebs i Vilijam Artur
DZonson sa Univerziteta u Sefildu. Oni su dokazali postojanje niza hemijskih reakcija kojima se krajnji proi-
zvod razgradnje Secera, za koji se kasnije pokazalo da je ,aktivirani“ oblik sircetne kiseline sa dva ugljenika
(acetil-CoA), vezuje sa oksalosircetnom kiselinom koja ima Cetiri ugljenika, pri ¢emu nastaje limunska kise-
lina. H. A. Krebs je za ovo otkrice dobio Nobelovu nagradu za fiziologiju i medicinu 1953. godine, te se zbog
toga ovaj ciklus naziva i Krebsov ciklus, pored naziva: Ciklus trikarboksilnih kiselina (TCA ciklus), odnosno,
Ciklus limunske kiseline (po prvom produktu).

Nakon inicijalne oksidativne dekarboksilacije piruvata u mitohondrijama (Sl. 2.24), sa nastalog 2C- jedinje-
nja - acetil-CoA (,,aktivirani oblik sircetne kiseline), prenosi se acetilna grupa na 4C - jedinjenje (oksaloace-
tat/oksalosiréetnu kiselinu) i stvara se 6C-jedinjenje (citrat/limunska kiselina). Na kraju ovog ciklusa, mole-
kul glukoze je u potpunosti razloZen, a C-atomi su oslobodeni u obliku CO,.

Acetil-CoA potreban za pocetak Krebsovog ciklusa nastaje oksidativnom dekarboksilacijom piruvata iz gli-
kolize, ali moZe da vodi poreklo i od lipida/ masnih kiselina, odnosno od proteina/ amino-kiselina.

U Krebsovom ciklusu, ,izvlace“ se elektroni visoke energije iz molekula acetil-CoA i prenose se na nosace elek-
trona, kao sto su nikotinamid-adenin dinukleotid (NAD") i flavin-adenin dinukleotid (FAD), koji se redukuju u
NADH i FADH,. Ovi prenosioci (nosaci) elektrona zatim ucestvuju u oksidativnoj fosforilaciji i lancanim reakcija-
ma transporta elektrona, sto dovodi do proizvodnje ATP-a (Sl. 2.24).
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Sl. 2.24. Ciklus limunske kiseline (Krebsov ciklus) sa sintezom acetil-CoA i sintezom piruvata iz malata; reakcije i enzimi.

Piruvat koji ulazi u mitohondrijski matriks se pre samog TCA ciklusa dekarboksiliSe u oksidativnoj reakciji
katalisanoj enzimom piruvatnom dehidrogenazom, tako da nastaju produkti: NADH, CO, i acetil-CoA (acetil-
na grupa poreklom od piruvata je preko tioestarske veze vezana za kofaktor, koenzim A (CoA)).

Korak 1: Nastajanje citrata.

U prvom koraku ciklusa, acetilna grupa molekula acetil-CoA, sa dva atoma ugljenika, nakon oslobadanja
CoA, reaguje sa molekulom koji ima Cetiri atoma ugljenika - oksaloacetatom, oslobadajuci molekul sa Sest
ugljenikovih atoma - citrat (limunsku kiselinu, C4Hg0-) sa tri karboksilne grupe, od cega potice i naziv ciklu-
sa: Ciklus trikarboksilne kiseline, TCA) (Sl. 2.24). Ova inicijalna reakcija TCA ciklusa katalisana je enzimom
citratnom sintazom (EC 2.3.3.1), koja se naziva jos i limunska sintaza, citrat-kondenzujuci enzim i citrat-oksa-
loacetatna lijaza. Citratna sintaza koristi slobodnu energiju tioestarske veze (SH) acetil-CoA za stvaranje C-C
veze u molekulu limunske liseline.

Koraci 2 i 3: Izomeracija citrata u izocitrat (preko intermedijera cis-akonitata).

Nastali citrat se na pocetku ove faze, oduzimanjem molekula H,0 uz kataliticko delovanje enzima akonita-
ze (EC 4.2.1.3), prevodi u cis-akonitat (cis-akonitatnu kiselinu), a zatim se u sledecem koraku delovanjem
istog enzima i dodavanjem H,0, cis-akonitat konvertuje u svoj izomer, izocitrat (izo-limunsku kiselinu). Ako-
nitaza je gvozde-sumporni enzim, [4Fe-4S]*-klaster, naziva se joS i akonitatna hidrataza (akonitat-hidra-
taza), koji katalizuje reverzibilne reakcije stereospecificne izomerizacije citrata, cis-akonitata i izocitrata u
Krebsovom ciklusu.
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Izomeracija citrata u izocitrat je proces koji se deSava u dva koraka, pri ¢emu nastaje meduprodukt cis-ako-
nitat, tako da se Cesto ciklus limunske kiseline opisuje kroz devet koraka (umesto u osam), gde se nastaje-
nje cis-akonitata, predstavlja kao poseban korak. Na Sl. 2.24. je stvaranje cis-akonitata predstavljeno kao
posebna faza.

Korak 4: Oksidativna dekarboksilacija izocitrata i nastanak a-ketoglutarata (2-oksoglutarata).

Nastali izocitrat se oksiduje preko NAD" i dekarboksiliSe oslobadnjem molekula CO,, tako da od izocitrata
koji ima 6 C-atoma nastaje molekul sa pet ugljenika, a to je a-ketoglutarat (2-oksoglutarat). Sumarna reak-
Cija ovog procesa je:

Izocitrat + NAD*—> a-ketoglutarat (2-oksoglutarat) + CO, + NADH

Enzim koji katalizuje ovaj korak, izocitratna dehidrogenaza (EC 1.1.1.41), koji se naziva jo$ i NAD*- zavisna izo-
citratna dehidrogenaza (postoji i NADP* - zavisna isocitratna dehidrogenaza), vazan je u regulisanju brzine ci-
klusa limunske kiseline.

Korak 5: Oksidativna dekarboksilacija a-ketoglutarata (2-oksoglutarata) i nastanak sukcinil-CoA.

Ova faza Krebsovog ciklusa je slicna prethodnoj i predstavlja oksidaciju nastalog a-ketoglutarata (2-oksoglu-
tarata) preko NAD+ i njegovu dekarboksilaciju - oslobadanje CO,, tako da nastaje jedinjenje sa 4 C- atoma
koje preuzima CoA, formirajudi nestabilni meduprodukt, sukcinil za CoA:

a-ketoglutarat (2-oksoglutarat) + NAD* + CoA—> Sukcinil-CoA + CO, + NADH

Nastanak sukcinil-CoA kataliSe a-ketoglutaratna dehidrogenaza (oxoglutaratna dehidrogenaza), najvazniji
enzim koji formira enzimski kompleks sastavljen od tri komponente:

+ a-ketoglutaratna dehidrogenaza (ili oxoglutaratna dehidrogenaza) (EC 1.2.4.2) sa kofaktorom thia-
min-pirofosfatom (TPP);

« dihidrolipoil- sukcinil transferaza (EC 2.3.1.61), sa kofaktorima lipoi¢nom kiselinom i CoA,

+ dihidrolipoil dehidrogenaza (EC 1.8.1.4) sa kofaktorima FAD i NAD.

Kompleks oksoglutaratne dehidrogenaze ima istu strukturu podjedinica i stoga koristi iste kofaktore kao
kompleks piruvat dehidrogenaze (TPP, CoA, lipoat (lipoi¢na kiselina), FAD i NAD).

Na ovom koraku Krebsovog ciklusa tri molekula CO, su nastala iz svakog molekula piruvata koji je usao i mi-
tohondrijskii matriks (ili 6 CO, po molekulu glukoze, odnosno 12 CO, po molekulu saharoze).

Korak 6: Fosforilacija na nivou supstrata, stvaranje ATP i nastanak sukcinata (Cilibarne kiseline).

U ovoj fazi ciklusa slobodna energija koja je oCuvana u tioestarskoj vezi sukcinil-CoA (a koja vodi poreklo
od pocetnog jedinjenja, acetil-CoA) se oslobadanjem CoA prevodi u ATP procesom fosforilacije ADP na ni-
vou supstrata (ADP + Pi—> ATP). Enzim koji kataliSe ovaj proces u biljnim celijama je sukcinil-CoA sinteta-
za (ATP-zavisna), ili sukcinat-tiokinaza (ATP-zavisna), ili sukcinat-CoA ligaza (ATP-zavisna), koji kataliSe sintezu
ATP-a (EC 6.2.1.5). Enzim slicnog delovanja u ciklusu limunske kiseline, ali prvenstveno naden u animalnim
i bakterijskim celijama, je sukcinil-CoA sintetaza (GDP-zavisnay), ili sukcinat-tiokinaza (GDP-zavisna), ili sukci-
nat-CoA ligaza (GDP-zavisna), koji katalise sintezu GTP (EC 6.2.1.4).

Sumarna jednacina ovog reverzibilnog metabolickog koraka TCA ciklusa je:
Sukcinil-CoA + ADP + Pi <—> Sukcinat + ATP + CoA (Sl. 2.24).

Jedinjenje koje nastaje u ovom koraku ciklusa je dikarboksilna Cilibarna kiselina, ili sukcinat, sa 4 C-atoma.
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Korak 7: Oksidacija sukcinata preko FAD, nastanak fumarata (fumarne kiseline) i FADH,.

Nastali sukcinat se u ovoj fazi ciklusa oksiduje u fumarat (fumarnu kiselinu), C-4 nezasicenu dikarboksilnu
kiselinu u ¢ijem molekulu su karboksilne grupe u trans poloZaju (izomerna forma je maleinska kiselina sa
karboksilnim grupama u cis- konfiguraciji). Oksidacija sukcinata u fumarat se odvija uz kataliticko delovanje
enzima sukcinat-dehidrogenaze (EC 1.3.99.1), Ciji se aktivni redoks kofaktor FAD, redukuje u FADH, (SL. 2.24).

Sukcinat-dehidrogenaza je enzim sa sistematskim imenom sukcinat: akceptor oksidoreduktaza, a naziva se
joS i sukcinska dehidrogenaza, fumaratna reduktaza, fumarinska hidrogenaza, i sl.), to je flavoprotein sa re-
doks aktivnim kofaktorom FAD i gvozde-sumpornim centrima (Fe-S). Istovremeno je komponenta enzim-
skog kompleksa sukcinatne dehidrogenaze - ubihinona (EC 1.3.5.1). Sukcinat dehidrogenaza je jedini enzim
Krebsovog ciklusa koji je vezan za unutrasnju membranu mitohondrija i predstavlja deo elektron transport-
nog sistema (ostali enzimi su rastvoreni u matriksu mitohondrija).

Elektroni i protoni se sa sukcinata prenose na flavin-adenin dinukleotid (FAD), enzimski kofaktor, kovalen-
tno vezan za aktivnu stranu enzima sukcinat-dehidrogenaze koja katalizuje reverzibilni transport dva elek-
trona; viSak elektrona uslovice vezivanje dva protona, tako da konacno nastaje FADH, koji nosi dalje elek-
trone u membranski elektronski transportni sistem (Sl. 2.21).

Korak 8: Hidratacija fumarata i nastanak malata (jabucne kiseline).

Hidratacijom fumarata, molekul vode raskida C=C dvostruku vezu u molekulu fumarata, tako da se u nje-
govu strukturu ugraduju OH i H i nastaje C-4 (zasicena) dikarboksilna jabucna kiselina, ili malat (Sl. 2.24).
Enzim koji kataliSe ovu reverzibilnu reakciju hidratacije/dehidratacije fumarata u malat je fumaraza (ili fu-
maratna hidrataza) (EC 4.2.1.2), koji je zbog svoje esencijalne uloge, Siroko rasprostranjen u metabolizmu
biljaka, zivotinja i mikroorganizama. Fumaraza se javlja u dva oblika, mitohondrijskom i citoplazmatskom;
mitohondrijskiizoenzim je ukljucen u metabolizam fumarata u Krebsovom ciklusu, dok je citosolniizoenzim
ukljucen u metabolizam fumarata i amino-kiselina u citoplazmi.

Korak.9: Dehidratacija malata u oksaloacetat (oksalo-sircetnu kiselinu), nastanak NADH.

Poslednji korak je reakcija dehidrogenacije/oksidacije malata uz dejstvo malatne dehidrogenaze (EC 1.1.1.37),
enzima koji reverzibilno katalizuje odavanje H,0 iz malata i regeneraciju oksaloacetata, pocetnog jedinjenja
Krebsovog ciklusa. Pod dejstvom ovog enzima, H* joni koji su poreklom od malata, premeStaju se na NAD?,
tako da nastaje NADH. Ovom reakcijom se zavr3ava jedan obrt ciklusa, a nastali oksaloacetet moze i¢i pono-
vo u ciklus vezujudi acetil-CoA i formirajudi limunsku kiselinu (SL. 2.24).

2.10.1. Produkti Ciklusa limunske kiseline

Postepena oksidacija piruvata u mitohondrijama rezultira potpunom razgradnjom piruvata- njegovom de-
karboksilacijom i oslobadanjem 3 molekula CO,, od Cega 1 CO, nastaje pre samog Krebsovog ciklusa, pri for-
miranju acetil-CoA, dok se u samom ciklusu oslobadaju 2 CO, poreklom iz 2-C jedinjenja - acetil-CoA. Energija
skladistena u vezama ugljenih hidrata koje se cepaju u procesu njihove sukcesivne oksidacije tokom Krebso-
vog ciklusa, konvertuje se i deponuje u molekule energetskih kofaktora: ATP, NADH i FADH,. Kao $to je vec re-
¢eno, u prvoj reakciji oksidativne dekarboksilacije piruvata u mitohondrijama, kada se formira acetil-CoA, na-
staje 1 molekul NADH, tako da u samom ciklusu limunske kiseline po svakom molekulu piruvata nastaju:

+ 3 molekula NADH,

+ 1molekul FADH,

« 1 molekul ATP.
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Stoga se sumarna jednacina jednog obrta ciklusa limunske kiseline moZe predstaviti:
1 Acetil-CoA +3 NAD*+ 1 FAD + 1 ADP + 1 Pi—>2 CO, + 3 NADH (+ 3 H") + 1 FADH, + 1 ATP + 1 CoA

Kako svaki molekul glukoze u procesu glikolize daje dva molekula piruvata, produkte jednog obrta ciklu-
sa limunske kiseline treba pomnoziti sa dva, kako bi se preracunala energetska dobit na molekul glukoze
koji ulazi u proces cCelijskog disanja. Ukoliko se pak, racuna stvaranje redukcionih energetskih ekvivalenata
na molekul saharoze, onda se u mitohondrijama proizvodi 16 molekula NADH (4 NADH pri formiranju ace-
til-CoA + 12 molekula NADH u Krebsovom ciklusu), kao i 4 molekula FADH,.

Intermedijeri Krebsovog ciklusa imaju nezamenljivu ulogu u brojnim metabilickim putevima, od kojih su
najznacajniji: sinteza amino-kiselina/proteina, lipidni metabolizam i glioksilatni ciklus, ekspresija gena
(DNK metilacija, post-translacione modifikacije i dr.), te brojni fizioloski procesi katalisani specifi¢cnim enzi-
mima tokom ontogenetskog razvica biljaka i uticajem razlicitih faktora spoljasnje sredine.

2.10.2. Enzimi Ciklusa limunske kiseline

U eukariotskim Celijama, enzimi koji katalizuju reakcije ciklusa limunske kiseline rastvoreni su u matriksu
mitohondrija, izuzev sukcinat dehidrogenaze koja je sastavni deo unutrasnje mitohondrijske membrane.

| pored specificnosti pojedinacnih enzima, brojna istraZivanja ukazuju da je zajednicka karakteristika svih,
neophodnost jona Mg kao vaznog kofaktora za njihovu aktivaciju.

Glavni enzimi koji katalizuju specifi¢ne korake u ciklusu limunske kiseline su (Sl. 2.24):

« Citratna sintaza (EC 2.3.3.1)

« Akonitaza (EC 4.2.1.3)

« lzocitratna dehidrogenaza (EC 1.1.1.41)

« a-Ketoglutaratna dehidrogenaza (2-Oksoglutaratna dehidrogenaza) (EC 1.2.4.2)
o Sukcinil-CoA sintetaza (EC6.2. 1.5)

« Sukcinatna dehidrogenaza (EC 1.3.5.1)

e Fumaraza (EC4.2.1.2)

« Malatna dehidrogenaza (EC 1.1.1.37)

2.10.3. Specificnosti Ciklusa limunske kiseline biljnih celija

lako se za Ciklus limunske kiseline moZe reéi da je univerzalni put razgradnje organske materije i proizvod-
nje energije za odrzavanje metabolizma koji se deSava u mitohondrijama eukariotskih organizama, ipak je
za biljnu éeliju karakteristi¢no nekoliko specifi¢nih svojstava:

U koraku 6 se kod biljaka deSava fosforilacija na nivou supstrata, kao i kod ostalih organizama, ali je produkt
enzima sukcinil CoA-sintetaze, ATP, dok je u animalnim/humanim Celijama supstrat fosforilacije GDP, tako
da nastaje GTP.

U mitohondrijskom matriksu biljnih ¢elija prisutan je malatni enzim (EC 1.1.1.39) koji katalizuje oksidativnu
dekarboksilaciju malata, prema reakciji:

Malat + NAD* —> Piruvat + CO, + NADH (Sl. 2.24).
Ovaj enzim, koji spada u grupu malatnih dehidrogenaza (i dekarboksilaza), svojom aktivno$¢u omogudava
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da se u mitohondrijama biljnih celija deSava alternativni metabolicki put transformacije fosfoenol piruva-
ta (PEP) koji nastaje u glikolizi. Kao Sto je ranije opisano (videti poglavlje Fotosinteza, C,/CAM metabolizam),
malat se moZe sintetisati u citoplazmi katalitickim delovanjem enzima PEP-karboksilaze i malatne dehidro-
genaze. Razgradnja malata do piruvata se potom moZe deSavati u mitohondrijskom matriksu, aktivnoséu
malatnog enzima (Sl. 2.24).

Za mnoge biljke koje akumuliraju malat u svojim vakuolama (narocito, ali ne iskljucivo C, i CAM) ovaj meta-
bolicki put njegove razgradnje u mitohondrijama, malatnim enzimom, je esencijalan za regulaciju nivoa or-
ganskih kiselina u biljnim éelijama, Sto je posebno znacajno tokom zrenja plodova. Ovome ide u prilog i Ci-
njenica da malat koji je nastao aktivno$éu enzima PEP-karboksilaze, ne mora obavezno da se dekarboksilise
do piruvata, ve¢ moze alternativno uci u Ciklus limunske kiseline na odgovaraju¢em koraku i ,dopuniti* ko-
licinu supstrata za zavrsni korak i produkciju oksaloacetata.

2.11. Elektronski transportni lanac (ETC, engl. ,,electron-transport
chain*)

U Krebsovom ciklusu stvoren je jedan molekul ATP-a po molekulu piruvata (u svakom obrtu ciklusa), dok je
istovremeno veliki deo energije konvertovan u hemijske veze molekula NADH i FADH,. Energija deponovana
u ovim molekulima se prevodi u ATP kroz seriju spregnutih oksido-redukcionih reakcija: transporta elektro-
na kroz unutra$nju membranu mitohondrija i istovremeno, transporta protona iz mitohondrijskog matrik-
sa (strome) u intermembranski prostor mitohondrija. U transportu elektrona i protona ucestvuju prenosioci
koji funkcionisu kao donor/akceptor parovi. Rezultirajuci elektrohemijski protonski gradijent na unutrasnjoj
membrani (izmedu unutrasnje strane - prema stromi mitohondrije i spoljasnje strane - prema medumem-
branskom prostoru) je elektricni napon koji omogucava rad enzima mitohondrijske ATP-sintaze i generisanje
ATP. Ovo je aerobni proces (0,-zavisni), jer poslednji prenosioc, predaje elektrone na O,, a istovremeno se
energija deponovana u hemijskim vezama NADH i FADH, prevodi u hemijsku energiju ATP-a, neophodnog
energetskog kofaktora za odrzavanje metabolizma, te se stoga naziva oksidativna fosforilacija (Sl. 2.6).
Prema tome, mitohondrijski lanac transporta elektrona koristi seriju reakcija prenosa elektrona da napravi
Celijski ATP kroz oksidativnu fosforilaciju. Osim elektrohemijskog gradijenta neophodnog za nastanak ATP-a,
posledica prenosa elektrona kroz mitohondrijsku unutrasnju membranu je i stvaranje reaktivnih molekul-
skih vrsta kiseonika (ROS), znacajnih za homeostatsku signalizaciju, posebno tokom oksidativnog stresa i
patoloskih promena Celijskog metabolizma.

Elektronski transport i oksidativna fosforilacija su u fundamentalnim osobinama isti za sve Zive Celije, ali je
kod biljaka (kao i nekih gljiva i protista), ova faza celijskog disanja delom i specificna, jer se u biljnim Celija-
ma/ mitohondrijama mogu nadi specificne dehidrogenaze (NADH /NADPH), kao i neki alternativni oblici ok-
sidaza, kojih nema u animalnim, odnosno, humanim celijama .

Elektronski transportni lanac Cine prenosioci elektrona organizovani u Cetiri proteinska kompleksa (Kom-
pleks I, II, Ill'i IV) smeStena u unutrasnjoj membrani mitohondrija; kompleksi I, 11l i IV su istovremeno uklju-
ceni i u transport protona. Gradijent protona (H*) generisan prenosom elektrona kroz unutrasnju membra-
nu, obezbeduje energiju (elektri¢ni napon, mV) potrebnu za sintezu ATP-a na Kompleksu V, koji predstavlja
mitohondrijsku ATP sintazu (Sl. 2.25).
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Sl. 2.25. Mitohondrijski elektronski transportni lanac: elektroni sa NADH i FADH, (iz Krebsovog ciklusa) se prenose
preko niza prenosioca grupisanih u proteinske komplekse (Kompleks I, I, 111 i IV) tako da Cine parove akceptor/ donor
(elektrona) u skladu sa njihovim elekrohemijskim potencijalom. Konacni akceptor elektrona je O, koji se primajuci
elektrone i pratece protone, redukuje u H,0 na kompleksu IV. Spegnuto sa elektronima, i protoni (H*) sa redukcionih
energetskih kofaktora NADH | FADH, se transportuju i pumpaju u intermembranski prostor mitohondrija; 4 H* se iz
matriksa mitohondrije pumpaju u intermembranski prostor po svakom paru elektrona koji prolazi kroz Kompleks |.
Rezultirajuci elektrohemijski gradijent na unutrasnjoj membrani mitohondrija je elektricna sila (napon) za pokretanje
aktivnosti ATP-sintaze koja Cini Kompleks V celog elektron-transportnog lanca.

Komponente mitohondrijskog elektron-transportnog lanca - Kompleks | (NADH dehidrogenaza), Kompleks
1l (citokrom bcl kompleks), Kompleks IV (citokrom c oksidaza) i Kompleks V (ATP sintaza) nalaze se u unu-
trasnjoj membrani mitohondrija, odnosno, predstavljaju njen deo), dok je Kompleks Il svojim ve¢im delom
van membrane i okrenut je prema mitohondrijskom matriksu, te predstavlja i komponentu Ciklusa limun-
ske kiseline (Sl. 2.25). Redukovani kofaktor NADH je donor elektrona Kompleksu I, odnosno NADH-dehidro-
genazi, dok je FADH, donor elektrona Kompleksu Il (sukcinat dehidrogenazi).

Elektroni sa Kompleksa | preko pokretnog prenosioca ubihinona (ubikinon, UQ), koji se jos naziva i koenzim
Q,, (CoQ,,) idu na kompleks Ill, a elektroni sa Kompleksa Il, takode preko UQ idu na Kompleks Il (citohrom
bcl), odakle sukcesivno prelaze na akceptor, Kompleks IV, citohrom c oksidazu. Kompleks IV prihvata elek-
trone i redukuje molekularni kiseonik (0,) u vodu (H,0). Uporedo sa transportom elektrona, protoni (H*) se
pumpaju kroz unutrasnju mitohondrijsku membranu u intermembranski prostor (u Kompleksima I, 111§ 1V;
kompleksu Il nedostaje mehanizam za pumpanje protona). Nagomilavanje protona izmedu dve membrane,
dovodi do uspostavljanja elektrohemijskog protonskog gradijenta na unutrasnjoj mitohondrijskoj membra-
ni, Sto je pokretacka snaga (elektri¢ni napon) za pokretanje povratnog transporta protona u matriks mito-
hondrije kroz Kompleks V (ATP sintazu). Energija H" gradijenta je na taj nacin, preko ATP-sintaze iskoristena
za regeneraciju ATP-a iz ADP-a i Pi, tj. za oksidativnu fosforilaciju. U fizioloSkim uslovima, priblizno do 5% O,
u Celijama se pretvara u reaktivne vrste kiseonika (ROS), pri cemu su Kompleksi | i Il glavna mesta za gene-
risanje ROS (reaktivnih kiseoni¢nih vrsta molekula).
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2.11.1. Komponente elektronskog transportnog lanca

Kompleks | (NADH dehidrogenaza, ili NADH-UQ oksidoreduktaza) je enzimski kompleks koji u svom sasta-
vu ima Cvrsto vezan kofaktor flavin-mononukleotid FMN (Sl. 2.26) i nekoliko Fe-S centara, najcesce od 6 do
8 (Sl. 2.26).

Naziv NADH dehidrogenaza odnosi se na grupu enzima (enzimsku familiju) Cije je specifi¢no sistematsko
(taksonomsko) mesto odredeno u odnosu na primarnog akceptora elektrona, zbog toga se enzim iz ove fa-
milije sistematski obeleZava kao NADH:akceptor oksidoreduktaza. Hemijska reakcija koju ovi enzimi katali-
zuju generalno je predstavljena sledecom jednacdinom:

NADH (+H*) + akceptor = NAD* + redukovani akceptor (akceptor (+H*))

Kako je u mitohondrijskom transportu elektrona ubihinon primarni akceptor elektrona od NADH, enzim se
obelezava kao NADH dehidrogenaza (ubihinon, ili ubikinon), ili NADH-UQ oksidoreduktaza, sa specificnom
oznakom:EC7.1.1.2.

@ ®

Medumembranski @ @
prostor

Kompleks |

@ FAD

Sl. 2.26. Struktura Kompleksa | (NADH dehidrogenaze, ili NADH-UQ oksidoreduktaze). Elektroni iz molekula NADH,
generisanih u Krebsovom ciklusu, se u prvom koraku elektronskog transporta, prenose iz matriksa mitohondrije na
enzimski kompleks I, koji inicijalno ucestvuje u njihovom transportu (2e- po svakom molekulu NADH).

NADH dehidrogenaza je veliki proteinski transmembranski kompleks (Kompleks 1) ima molekulsku masu
oko 1000 kDa i ukljucuje 40-50 subjedinica kod biljaka, Zivotinja i gljiva. Neke od proteinskih subjedinica ek-
spresovane su na mitohondrijskom genomu. Sastoji se od membranskog kraka i perifernog kraka, tako da
izgledom podseca na slovo L i prvi je kompleks u transportnom lancu posto prihvata elektrone visoke ener-
gije iz NADH poreklom iz Krebsovog ciklusa. NADH molekul donira dva elektrona akceptorskoj grupi kom-
pleksa, a to je flavin-mononukleotid (FMN) koji se nalazi na vertikalnom delu kompleksa (Sl. 2.26).

0d ove tacke elektroni se krec¢u duz niza (najcesée oko osam) gvozde-sumpornih (Fe-S) - redukcionih centa-
ra i prenose se na pokretni elektronski prenosilac, Ubihinon (Ubikinol, Koenzim Q, UQ). Ubihinon istovreme-
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no sa prenosenjem elektrona, uzima dva protona (H*) iz matriksa mitohondrije da bi se formirao potpuno re-
dukovani Ubihinol (Ubikinol, UQH,). Tok elektrona kroz niz Fe-S klastera generiSe elektricnu energiju koja se
koristi za pumpanje protona (4H" po svakom molekulu NADH) iz mitohondrijskog matriksa u intermembran-
ski prostor, te se na taj nacin NADH oksiduje/ dehidrogenizuje (otuda naziv kompleksa: NADH dehidrogena-
za). Nakupljanje H* u medumembranskom prostoru dovodi do stvaranja gradijenta u njihovoj koncentraciji
(ApH) na unutrasnjoj membrani mitohondrija izmedu spoljasnje strane (okrenutoj prema medumembran-
skom prostoru) i unutradnje strane unutrasnje membrane (okrenutoj prema matriksu mitohondrije). Kon-
centracijski gradijent H* sa jedne i druge strane unutrasnje membrane rezultira u elektrohemijskom gradi-
jentu, odnosno, potencijalnoj razlici - elektricnom naponu, koji obezbeduje rad ATP sintaze za proizvodnju
visokoenergetskog molekula ATP-a u procesu oksidativne fosforilacije.

Elektroni poreklom od NADH se sa Kompleksa | prenose na Ubihinon (Ubikinon, UQ) (Sl. 2.26).

Ubihinon (Ubikinon, UQ; C, H, O ) je maliliposolubilni elektronski i protonski prenosioc, lokalizovan u lipid-
nom dvosloju unutrasnje membrane (Sl. 2.26). Nije ¢vrsto vezan za proteine i zbog toga moZe da difundu-

je kroz hidrofobni (lipofilni) deo membranskog dvosloja. Ubihinon je redoks kofaktor koji pored esencijalne
funkcije u mitohondrijskom transportu elektrona predstavlja vaznu komponentu antioksidativnog sistema
Celije. Plastohinon (PQ) i ubihinon (UQ) su dva vazna prenilhinona koji funkcionisu kao transporteri elektro-
na u fotosintezi (PQ, videti poglavlje Fotosinteza) i procesu aerobnog Celijskog disanja (UQ), te stoga imaju
vaznu ulogu u rastu i razvicu biljaka. Imaju esencijalnu ulogu u biosintezi i metabolizmu vaznih hemijskih je-
dinjenja koji deluju kao antioksidansi i ukljuceni su u odgovor biljaka na stres, tako Sto reguliSu ekspresiju
gena i transdukciju Celijskih signala.

Ubihinon (Ubikinon, UQ) je poznat po svom nazivu koenzim Q (CoQ), ili koenzim Q,, (CoQ, ), prisutan je u
svim eukariotskim celijama i po hemijskom sastavu je benzohinon, sastoji se od prenilnih/ izoprenilnih i ben-
zohinonskih delova gde se Q odnosi na hinonsku hemijsku grupu, a 10 oznacava broj izoprenilnih (izopren-
skih) podjedinica u njegovom repu (Sl. 2.27).

OH (o]
H,CO CH, H,cO CH,
H,CO N H H,CO AN H
OH CH, 10 o cn,
1. Ubihinol \ / 3. Ubihinon
(CoQH,) 1 (CoQ)
H,CO CH,
H,CO AN H
10
OH CH

2. Ubisemihinon
(CoQH*)

Sl. 2.27. Ubihinon (UQ / CoQ / CoQ, ) moZe da ima tri oksidaciona (redoks) stanja:
1. potpuno redukovano stanje - sa vezana 2 elektrona koji tada privlace dva protona, to je aktivna forma molekula
(ubihinol i obeleZava se: CoQH,, ili CoQ, H,);
semioksidovano stanje - sa vezanim jednim elektronom (ubisemihinon i obeleZava se: CoQH");
3. potpuno oksidovano stanje (ubihinon i obeleZava se UQ, ili CoQ, ili CoQ,,).

N
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Kod biljaka, prekursori ubihinona su mevalonska kiselina (za prenilni/izoprenski lanac), kao i amino-kiseli-
ne fenilalanin i tirozin (za benzenoidni prsten). Hinonska ,glava“ molekula moze da ima tri oksidaciona sta-
nja: 1. potpuno redukovano stanje - sa vezana 2 elektrona i dva protona - aktivna forma molekula (CoQH,, ili
ubihinol); 2. poluoksidovano stanje - sa vezanim jednim elektronom (ubisemihinon, ili CoQH") i 3. potpuno
oksidovano stanje (ubihinon, UQ, ili CoQ) (Sl. 2.27). UQ je medijator u reverzibilnom redoks ciklusu koji uk-
ljucuje sukcesivni prenos elektrona i nastanak ubihinola, aktivne forme molekula sa 2 elektrona viska zbog
Cega moZe da veZe 2 protona. Zbog moguénosti da postoji i u oksidovanoj i potpuno redukovanoj formi, UQ
ima nezamenljivu ulogu u transportu elektrona, ali isto tako i antioksidativnu ulogu ,hvataca“ i neutralisa-
nja viska elektrona u brojnim metabolickim procesima.

Elektroni poreklom od NADH se sa Kompleksa | preko UQ/UQH, prenose na Kompleks Il (SL. 2.28).

Kompleks Il (Sukcinat dehidrogenaza, ili sukcinat-ubihinon oksidoreduktaza) je enzimski kompleks, tak-
sonomske specifikacije EC 1.3.5.1, zajednicki za ciklus limunske kiseline (TCA) i za lanac transporta elektro-
na u mitohondrijama, tako da se moZe reci da povezuje oksidativnu fosforilaciju sa TCA ciklusom. Sukcinat
dehidrogenaza (SDH) se kod eukariota sastoji od Cetiri podjedinice SDH A-D (Sdh 1-4 kod kvasaca). Katali-
ticki domen ovog enzimskog kompleksa €ine subjedinice SDH Ai SDH B, periferni proteini smesteni u celosti
u matriksu mitohondrije, dok su subjedinice SDH Ci SDH D maniji intermembranski proteini koji ih vezuju u
funkcionalnu celinu i preko vezanog hema b izmedu njih, obezbeduju transfer elektrona iz sukcinata u mito-
hondrijskom matriksu do ubihinona smestenog u unutrasnjoj membrani (Sl. 2.28).

SDH A je flavoprotein koji sadrZi kovalentno vezan FAD; SDH B je gvozde-sumpor protein sa tri razlicita cen-
tra: [2Fe-2S], [3Fe-4S] i [4Fe-4S]; SDH C i SDH D su mali integralni membranski proteini, koji povezuju SDH A
i SDH B podjedinice za unutrasnju povrsinu unutrasnje mitohondrijske membrane (Sl. 2.28).

Medumembranski prostor
mitohondrije

Matriks
mitohondije

Ciklus limunske
kiseline

Sl. 2.28. Struktura Kompleksa Il (sukcinat dehidrogenaze). Sukcinat se oksiduje u fumarat u TCA ciklusu pomocu SDH A

i SDH B, a izdvojeni elektroni se transportuju u ubihinon (UQ), i potom u Kompleks . Uporedo sa transferom elektrona,

redukuje se FAD u FADH, iz SDH A podjedinice, a elektroni se potom krecu kroz Fe-S klastere u SDH B podjedinici, i preko
hema b u SDH C i SDH D redukuju UQ.
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Ove Cetiri podjedinice enzima sukcinat dehidrogenaze formiraju enzimski kompleks, Ciji rastvorljivi domen
povezuje Krebsov ciklus sa elektronskim transportom tako Sto katalise oksidaciju sukcinata u fumarat redu-
kujuci FAD u FADH,. Aktivno$¢u ovog enzima, elektroni se prenose sa FAD iz SDH A preko krajnjeg Fe-S klaste-
ra [3Fe-4S] subjedinice SDH B, zatim, preko hema intermembranskih subjedinica SDH Ci SDH D do UQ a oda-
tle na Kompleks Il elektronskog transportnog lanca (Sl. 2.28).

Kompleks Il ne pumpa protone u intermembranski prostor.

Elektroni poreklom od NADH se sa Kompleksa | preko UQ/UQH, i Kompleksa Il prenose na Kompleks Ill.

Kompleks lll (Citohrom bc, kompleks, ili Ubihinol citohrom c oksidoreduktaza, ili CoQH -citohrom c ok-
sidoreduktaza; Cit bc ), je multifunkcionalni, oligomerni membranski proteinski kompleks - enzim, loka-
lizovan u unutrasnjoj ﬁ1itohondrijskoj membrani eukariota (ili citoplazmatskoj membrani prokariota) i koji
po internacionalnoj enzimskoj klasifikaciji ima oznaku (EC 1.10.2.2). Sastavni je deo elijskog respiratornog
lanca koji doprinosi stvaranju elektrohemijskog gradijenta tako $to, u jednom ciklusu, na UQ, centru kom-
pleksa (koji predstavlja centar niskog potencijala) prihvata elektrone sa ubihinola (redukovanog ubihinona,
UQH,). UQH, se oksidise na UQ, centru kompleksa Ill tako Sto jedan njegov elektron prelazi na Fe-S protein,
pri Cemu nastaje ubisemihinon, ili CoQH", a zatim preko citohroma c , elektron prelazi na citohrom c, koji je
okrenut prema medumembranskom prostoru mitohondrije. Drugi elektron sa UQH, prelazi kroz lanac nizeg
potencijala koji sadrzi dva citohroma b (bL - sa hemom niskog potencijala, engl. “low” i bH - sa hemom viso-
kog potencijala, engl. “high), na Qi centar kompleksa koji je visokog potencijala i gde ¢e se UQ redukovati u
UQH, (SL. 2.29). Protonski gradijent na membrani se formira oksidacijom - deprotonizacijom UQH, i ubaci-
vanjem H* u medumembranski prostor (Sl. 2.29).

Medumembranski prostor
mitohondrije
Kompleks Il
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Matriks mitohondrije
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Sl. 2.29. Sematski model Kompleksa Il (citohrom bc, kompleksa). Homodimerni bcl kompleks ima tri kataliticke
podjedinice: citohrom b sa dva hema b tipa (b H i b L), Rieske gvoZde-sumporni protein (FeS) i citohrom ¢, (Citc )
sa jednim haemom c-tipa. Hinonski ciklus: Cetiri protona po svakom elektronskom paru se pumpaju iz matriksa

mitohondrije u medumembranski prostor.

Preko ovog kompleksa se kao i kod Kompleksa I, uporedo sa transportom elektrona, translociraju protoni iz
matriksa mitohondrije u medumembranski prostor organele.

Cetiri protona po svakom elektronskom paru se pumpaju iz matriksa mitohondrije u medumembranski prostor
preko Kompleksa Il u tzv. Q (hinonskom/ ubihinonskom) ciklusu (SL. 2.29).
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Kompleks Ill je homodimerni protein sa tri kataliticke subjedinice: citohrom b (Cit b) koji moZe biti u dve for-
me zbog dva b-tipa hema (Cit b, , i cit b, ), zatim, Rieske Fe-S protein (Fe-S) i treca subjedinica je citohrom
¢, (Cit ¢ ) sa c-tipom hema. Strukturno i funkcionalno, [ubihinon (UQ) - citohrom bcl] kompleks je veoma
slican [plastohinon (PQ) - b,f] kompleksu u fotosintetickom elektronskom transportu (videti poglavlje Fo-
tosinteza). Biljke mogu da sadrze, zavisno od taksonomske pripadnosti, i subjedinice u ETC-kompleksima

Cija funkcija nije do kraja razjasnjena, a postoje indikacije da ucestvuju u procesu celijskog disanja.

Citohrom c (Cit c) je mali periferni protein sa hem-prosteticnom grupom, labavo vezan za spoljasnju povrsi-
nu unutrasnje membrane mitohondrija, tako da je svojim najvecim delom okrenut prema medumembran-
skom prostoru mitohondrije. Cit ¢ prenosi elektrone sa Cit ¢, - terminalne komponente Kompleksa lll, na re-
doks centre Kompleksa IV (citohrom c oksidazu) (Sl. 2.29).

Elektroni poreklom od NADH se sa Kompleksa | preko UQ/UQH2, Kompleksa Il, Kompleksa Il i Citohroma ¢
prenose na Kompleks IV.

Kompleks IV (Citohrom c oksidaza) je terminalna oksidaza - krajnji primalac elektrona u respiratornom tran-
sportnom lancu. To je enzim (po ranijoj klasifikaciji: EC 1.9.3.1; po novijoj klasifikaciji: EC 7.1.1.9 - translo-

kaza) koji kataliSe transfer elektrona sa redukovanog Cit c na finalni akceptor, kiseonik (0,), uz istovremenu
translokaciju protona iz matriksa u intermembranski prostor. Za nastanak jednog molekula H,O potrebna su
dva elektrona koje donose dva redukovana citohroma c sa kompleksa Ill na kompleks IV, Sto znaci da su za
redukciju molekula O, potrebna Cetiri elektrona, odnosno, Cetiri protona, da bi nastala dva molekula H,0:

4H"+0,—> 2 H,0; na Sl. 2.30 predstavljena je reakcija za jedan par elektrona.

Medumembranski prostor
mitohondrije

Sl. 2.30. Kompleks IV (citohrom c oksidaza) sa Cetiri aktivna redoks centra: dva citohromna (hem / Fe - centra), to su Cit
aiCita3, kao i dva bakar (Cu) - centra, to su CuA i CuB. Dva protona iz matriksa pumpaju se u medumembranski prostor
po svakom paru elektrona koji redukuje ¥2 O, uz nastanak jednog molekula H,0.

Kompleks IV sadrZi Cetiri aktivna redoks centra: dva citohromna (hem/Fe - centra), to su Cita i Cit a, (Fe, i
Fe_,) kao i dva bakar (Cu) - centra, to su Cu, i Cu, (Sl. 2.30). Prosteticne grupe citohromima ci ¢, sadrze hem
koji je kovalentno povezan sa apoproteinom tioetarskim vezama izmedu dva cisteinska ostatka i vinil grupa
hema. Hem citohroma b i a, je vezan jakim hidrofobnim vezama sa apoproteinom.

Citohrom c, koji je redukovan preko Kompleksa Il (ima hem-prosteti¢nu grupu sa Fe?), dolazi u blizinu bi-
nuklearnog redoks-centra Cu, i $alje elektron do njega, oksidujuéi povratno Cit ¢ (Fe**). Redukovani binukle-
arni centar Cu,-Cu, dalje prenosi elektron na Cit a, odakle, na binuklearni centar Cit a, - Cu,. Dva metalna
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jona (Fe i Cu) u ovom binuklearnom centru grade ¢vrstu vezu (udaljena su 4,5 A) i koordinisu redukciju o,u
H,0 (Sl. 2.30).

Elektroni se prenose jedan po jedan od Cit ¢ kroz Cu,~Cu, centar (hem grupa sa bakrom) do Cit a, tj. do prve
hem grupe koja sadrzi gvoZde. Odatle se prenose u drugu Fe-hem grupu citohroma a, i potom na treci atom
bakra (Cu,). Dva Cit c donose dva elektrona u prvom koraku, svaki posebno, za Fe i Cu redoks centre. Kada
se prime prva dva elektrona, molekul kiseonika se vezuje za Fe_,-Cu, centar, dvostruka veza izmedu njih se
prekida da bi se formirao energetski peroksidni most (Fe>*-0-0"-Cu?'), gde peroksidna grupa premoscuje
2 metalna jona na mestu redukcije O,. Vezivanje elektrona i posledicno, privlaCenje i vezivanje dva protona
(H*), dovesce do nastanka hidroksida (Fe-OH i Cu-OH). Nakon ovog stadijuma, jos dva elektrona koje dono-
si Cit ¢, omogudice redukciju Cu i Fe u pocetno (originalno stanje), a ekstrakcija dva dodatna protona iz ma-
triksa dovodi do stvaranja dva molekula vode (Sl. 2.30). Stoga se sumarna jednacuna konacne redukcije O,
katalitickim delovanjem Kompleksa IV (citohrom ¢ oksidaze), moZe predstaviti:

4 Cit ¢** + 8 H* (iz matriksa mitohondrije) + O,— 4 Cit ¢*" + 4 H* (u medumembranski prostor mitohondri-
je)+2H,0

2.12. Alternativni biohemijski putevi u elektronskom transportnom lancu

Mnogi eukariotski organizmi imaju viSe, ili manje strukturno i fizioloski specifi¢ne elektronske transportne
puteve. Na primer, biljke mogu da imaju alternativne NADH (ili NADPH) dehidrogenaze, koje oksiduju NADH
(NADPH) iz citoplazme, a ne iz mitohondrijskog matriksa, i prosleduju zatim ove elektrone na ubihinon (UQ)
(Sl. 2.31). Ovi enzimi (alternativne dehidrogenaze) ne transportuju protone i, prema tome, ne doprinose na-
stanku elektrohemijskog gradijenta na unutrasnjoj membrani mitohondrije. Jo$ jedan primer specifi¢nosti
transporta elektrona je postojanje alternativne oksidaze (AOX), enzima koji prenosi elektrone direktno sa
ubihinola na kiseonik i koji se nalazi pre svega, u biljkama, zatim u nekim gljivama i protistima (postoje na-
ucni dokazi da se moZe nadi i kod nekih Zivotinja).

Zajednicko za alternativne puteve respiratornog transporta elektrona je da se na uspostavljenom elektro-
hemijskom gradijentu kroz unutrasnju membranu mitohondrija, obrazuje manje ATP-a u procesu oksidativ-
ne fosforilacije. Metabolicke prednosti postojanja alternativnog/skracenog puta elektrona u transportnom
lancu nisu u potpunosti jasne, ali je dokazano da se alternativna oksidaza (AOX) proizvodi (ekspresuje) i in-
dukuje se njena aktivnost kao odgovor na stresne ekolosSke Cinioce, kao Sto su temperatura, reaktivne vrste
kiseonika (ROS), infekcija patogenima i dr. Stoga se smatra da alternativni elektron-transportni putevi celij-
skog disanja povecdavaju adaptabilnost biljaka i s tim u vezi, otpornost na metabolicke poremecaje, smanje-
njem oksidativnog stresa.
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Medumembranski prostor mitohondrije
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Sl. 2.31. Biljne mitohondrije imaju respiratorni lanac koji je sloZeniji od onog kod Zivotinja i sadrZi alternativne NAD(P)
H dehidrogenaze, alternativne oksidaze (AOXs) kao i ,nespregnute* proteine (UCPs), koje katalizuju potrosnju O, bez
spregnute reakcije oksidativne fosforilacije; cijanid rezistentno disanje i rotenon rezistentno (insenzitivno) celijsko disanje.

Alternativni putevi elektrona kroz unutrasnju membranu mitohondrija su prvobitno identifikovani u biljnim
mitohondrijama koje mogu odrzZavati proces Celijskog disanja (potro$nju O.) i u prisustvu razli€itih inhibito-
ra transporta elektrona/protona.

Selektivni inhibitori kao Sto su rotenon (prirodni preparat, insekticid i herbicid, C,,H,,0,) za Kompleks I, an-

timicin (C,,H,/N,O,, herbicid, fungicid) za Kompleks IIl i cijanid (so cijanovodonicne kiseline, opste formu-
le R-C=N, najcesce KCN) za Kompleks IV, blokiraju normalni transport elektrona kroz unutrasnju membranu

mitohondrija.

Alternativne NADH (NADPH) dehidrogenaze i alternativne oksidaze (AOX) ne translociraju protone iz matriksa u
medumembranski prostor mitohondrija, stoga nisu povezane sa sintezom ATP-a i Cesto se nazivaju nefosforili-
Sucim obilaznicama (biljnog) respiratornog lanca. Na taj nacin je omoguceno da su Celijsko disanje i oksidativna
fosforilacija razdvojeni i da se potrosnja kiseonika u celijskom disanju deSava u odsustvu izvora ADP-a.

Alternativne NAD(P)H dehidrogenaze prisutne su na obe strane unutrasnje mitohondrijske membrane, te
stoga oksiduju NADH, ili NADPH iz citoplazme, kao i iz matriksa mitohondrije (Sl. 2.31). Genom Arabidopsis
thaliana sadrzi sedam gena koji kodiraju NAD(P)H dehidrogenaze, Cije razliCite izoforme mogu biti prisutne
i udrugim Celijskim kompartmentima, ne samo u mitohondrijama.

Cijanid-rezistentno (cijanid-insenzitivno) éelijsko disanje je katalisano mitohondrijskom alternativnom ok-
sidazom (AOX), terminalnom 2 Fe-hinol oksidazom, koja se odvaja od standarnog elektron-transportnog
lanca na nivou UQ i redukuje O, u H,O bez spregnute translokacije protona iz mitohondrijskog matriksa u
medumembranski prostor (Sl. 2.31). AOX je dimer koji moze biti inaktiviran stvaranjem kovalentnih disul-
fidnih (S-S) veza.

Specificnost mitohondrijskog elektron-transportnog lanca je i postojanje tzv. ,nespregnutih/ nevezanih“
proteina (engl. Uncoupling proteins, UCPs), koji dozvoljavaju pasivni protok H" nazad (iz medumembran-
skog prostora) kroz unutrasnju mitohondrijsku membranu i na taj nacin smanjuju transmembranski proton-
ski gradijent (ApH*/ApH), odnosno, rasipaju energiju iz elektronskog transporta neophodnu za ATP-sintezu.
Reaktivne kiseonicne molekulske vrste (ROS) aktiviraju UCPs.

Prema opste prihvacenoj hemiosmotskoj teoriji koju je predlozio Piter Micel 1961. godine, prenos elektro-
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na nastalih oksidacijom supstrata i sinteza ATP-a su spregnuti preko elektronskog transporta u unutrasnjoj
membrani mitohondrija, ali to ne znaci da je transfer elektrona 100% efikasan. Zbog rasipanja elektrona i
protona u samom procesu, nije moguce da svi elektroni iz transporta budu preneseni na konacni akceptor
- 0,, odnosno, energija koju oslobadaju preneti elektroni ne moZe biti u potpunosti iskoriStena za stvaranje
ATP-a. Medutim, i ROS generisan rasipanjem (curenjem) elektrona i UCPs koji su ukljuceni u rasipanje pro-
tona igraju vaznu ulogu u fiziologiji i patologiji biljnih celija, odnosno, u metabolickoj konverziji ugljenika.
Tako na primer, prolin-dehidrogenaza je enzim koji u alternativnom mitohondrijskom elektronskom tran-
sportu oksiduje amino-kiselinu prolin akumuliranu u uslovima osmotskog stresa. Takode, enzim hinon ok-
sidoreduktaza, ucestvuje u alternativnom mitohondrijskom elektronskom transportu omogucavajudi raz-
gradnju nekoliko rezervnih amino-kiselina u uslovima smanjene fotosinteze. Jos$ jedan primer alternativne
dehidrogenaze je galaktono-gama-lakton dehidrogenaza od izuzetne vaznosti za sintezu askorbinske kiseli-
ne (vitamina C) koja koristi citohrom ¢ kao elektronski akceptor.

2.13. Oksidativna fosforilacija (sinteza ATP) - spregnuta reakcija
fosforilacije i transporta elektrona

Mitohondrije omogucavaju da se sacuva energija nastala razgradnjom organskih molekula u Zivim eukariot-
skim celijama procesom koji se naziva oksidativna fosforilacija.

energije u Zivim eukariotskim celijama procesom koji se naziva oksidativna fosforilacija. Ovaj metabolic-
ki put se joS naziva i spregnuta reakcija transporta elektrona i fosforilacije, ili terminalna oksidacija. Sko-
ro svi aerobni organizmi vrie oksidativnu fosforilaciju koja predstavlja najzastupljeniji metabolicki put, jer
se u njemu proizvodi najviSe energije (ATP) u poredenju sa alternativnim anaerobnim procesima, kao $to je
fermentacija (anaerobna glikoliza). U spregnutoj reakciji transporta elektrona i pumpanja protona u inter-
membranski prostor mitohondrija preko niza respiratornih enzimskih kompleksa (kompleks I-1V) unutras-
nje mitohondrijske membrane, generisana energija (iz transmembranskog gradijenta) se koristi za sintezu
ATP-a iz ADP-a i Pi. Proces je katalisan enzimom mitohondrijskom F F -ATP sintazom, koja predstavlja kom-
pleks V (Sl. 2.32). Kolicina energije (broj sintetisanih molekula ATP) u jednom ciklisu, zavisi od prirode elek-
tronskog donora.

Odnos ADP:P predstavlja kvantitativhu meru efikasnosti celijskog disanja, jer se odnosi na broj moleku-
la ATP-a koji se sintetise za dva elektrona preneta na konacni akceptor, O,

Danas postoje pouzdani eksperimentalni podaci dobijeni u istrazivanjima na izolovanim mitohondrijama
koji ukazuju da je odnos ADP:O varijabilan, ali da generalno, za biljne, kao i za animalne mitohondrije posto-
je tri mesta za generisanje/konzervaciju energije u elektronskom transportnom lancu, a to su: Kompleks I,
Kompleks Il i Kompleks IV (Tabela 2.2.):
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Tabela 2.2. Teorijski i eksperimentalni odnos ADP:O.

Elektroni dolaze na ADP : O (broj ATP sintetisanih pri transportu 2 elektrona)

akceptor: Teorijska vrednost* Eksperimentalna vrednost
Kompleks | 2,5 2,4-27

Kompleks Il 1,5 1,6-1,8

Slgiﬁzrrgﬁggrfazg 15 16-18

Kompleks IV 1,0 0,8-0,9

*Teorijska vrednost ADP:O (broj ATP sintetisanih pri transport 2 elektrona) se izracunava na osnovu pretpostavke da se transportom
elektrona od NADH do poslednjeg akceptora - O,, ukupno 10 protona transportuje kroz unutrasnju membranu mitohondrije iz matriksa
u medumembranski prostor: Kompleks | pumpa 4H* (za svaka 2e’), Kompleks Ill pumpa 4H* (za svaka 2e’), dok Kompleks IV pumpa 2H*
(za svaka 2e). Stoga je za NADH, kao donora elektrona (Kompleks I) teorijska vrednost ADP : O = 10/4, odnosno, 2,5 ATP-a se proizvodi.
FADH, donira 6 protona u intermembranski prostor uz istovremeni transport 2 elektrona, tako da je odnos ADP:0O = 6/4, odnosno, 1,5
ATP-a se proizvodi.

Elektroni sa eksterne NADH prolaze samo kroz komplekse Ill i 1V, Sto rezultira sa 6H* ubacenih u intermembranski prostor, odnosno, sa
1,5 stvorenih ATP-a na ATP sintazi.

Kompleks 1V (citohrom c oksidaza) pumpa 2H* u medumembranski prostor, dok se istovremeno 2e” premestaju sa spoljasnje strane
unutrasnje membrane (sa citohroma c) kroz unutrasnju membranu mitohondrije, Sto rezultira potrosnjom 2H* na njenoj unutrasnjoj
strani (prema matriksu mitohondrije). To znaci da je neto protok H*, odnosno doprinos generisanju elektrohemijskog gradijenta na
unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani ekvivalentan pumpanju 4H*, ime se dobija teorijski odnos ADP:O u iznosu 1.

Mehanizam mitohondrijske sinteze ATP-a bazira se na generalno prihvacenoj hemiosmotskoj hipotezi, prvi
put definisanoj pocetkom 60-ih godina XX veka (tacnije, 1961. godine) od strane nobelovca Petera Micela,
Sto je vec navedeno u poglavlju Fotosinteza (potpoglavlje: Transport protona kroz tilakoidnu membranu i
sinteza ATP u hloroplastima - Fotofosforilacija), a odnosilo se na mehanizam hloroplastne sinteze ATP-a na
osnovu transmembranskog elektrohemijskog (protonskog) gradijenta.

Prema hemiosmotskoj teoriji spregnuta reakcija vektorskog transporta elektrona kroz unutrasnju mem-
branu mitohondrije i prenosSenja protona (H*) sa jedne strane (iz matriksa) na drugu (u medumembranski
prostor) dovodi do nagomilavanja H* u prostoru izmedu dve membrane zbog nepropustljivosti unutrasnje
membrane za pasivno povratno kretanje H*. Stoga dolazi do generisanja protonskog gradijenta (Ap,,), od-
nosno pH gradijenta (ApH) izmedu dve strane membrane: medumembranski prostor postaje pozitivno na-
elektrisan i kiseo u odnosu na matriks mitohondrije, tj. pH-intermembranskog prostora je manji od pH-ma-
triksa mitohondrije, a zakiSeljavanje intermembranskog prostora (i alkalizacija mitohondrijskog matriksa)
omogucava generisanje protonske pokretacke sile (engl. ,,proton motive force*, Ap), koja kada se izraza-
va u voltima (V) zavisi od:

» Elektricnog transmembranskog potencijala (AE):

AE=E -E_ . . oraned |

unutrasnja-matriksna strana brane poljasnja-inter branska strana ane

e Hemijskog transmembranskog potencijala (ApH):

ApH =pH L -pH .

unutra$nja-matriksna strana ane ja-inter branska strana brane ) °

Stoga se protonska pokretacka sila (Ap) moze predstaviti kao:

Ap = AE - 59 ApH (na 25° C); 59 - konstanta proporcionalnosti: jedini¢noj vrednosti razlike u pH izmedu unu-
trasnje (matriksne) i spoljasnje (intermembranske) strane membrane ekvivalentan je elektri¢ni transmem-
branski potencijal od 59 mV.

Kako Ap rezultira iz asimetri¢ne raspodele naelektrisanih Cestica - jona (H*) sa jedne i druge strane mem-
brane, govori se o transmembranskom elektro-hemijskom (protonskom) gradijentu, neophodnom za in-
dukovanje aktivnosti mitohondrijske H*ATP-sintaze, enzima koji upravlja proizvodnjom energije (ATP), sli¢no

148



2. Celijsko disanje (respiracija)

kao $to je to ved objasnjeno za hloroplastnu H'ATP-sintazu. Ovde treba napomenuti da je u mitohondrijama
(u Celijskom disanju) udeo ApH u rezultirajuéoj vrednosti Ap znac¢ajno manji u odnosu na AE, sto je posledi-
ca velikog pufernog kapaciteta citoplazme i matriksa mitohondrije, ¢ime se sprecavaju vece oscilacije u pH.
Medutim, suprotno se desava u poredenju sa generisanom protonskom pokretackom silom (Ap) u hloropla-
stima (u fotosintezi), gde najvedi udeo Ap za sintezu ATP-a pripada ApH na tilakoidnoj membrani (izmedu lu-
menalne i stromalne strane tilakoida hloroplasta).

U normalnim uslovima i pri stabilnom metabolizmu, ApH iznosi oko 0,5, a AE je oko 0,2V. Posto je unutrasnja
mitohondrijska membrana veoma tanka (oko 7- 8 nm), ova vrednost AE izmedu dve strane membrane, od-
govara postojanju elektricnog polja od nekoliko miliona volti Sto ukazuje na to da izuzetno visok transmem-
branski elektrohemijski gradijent potencijala (napon, u voltima (V)) obezbeduje aktivnost mitohondrijske
ATP-sintaze.

Oksidativna fosforilacija - energetika

Transport elektrona kroz unutrasnju membranu mitohondrije od redoks para NAD*/NADH do konacnog re-
doks para %20,/ H,0 moZe se sumirati kao:

%20, + NADH (+H*) —> H,0 + NAD*

Razlika potencijala izmedu ova dva redoks para je 1,14 volti (od -0,32V do + 0,82V), (Tabela 2.3):

Tabela 2.3. Standardni redukcioni potencijali (€°) (V) prenosilaca elektrona u oksido-redukcionim reakcijama
unutrasnje membrane mitohondrija.

Oksido-redukciona reakcija - Standardni redukcioni potencijal

Dve spregnute polureakcije €2 (V)
NAD" (oksidant) + 2H* + 2e-—> NADH (reduktant) + H* -0,32
FMN +2H" + 2 —> FMNH, -0,30
FAD +2H" +2e"—> FADH, -0,18
2H +2e —>H, 0,00
Ubihinon (UQ) + 2H*+2e-— Ubihinol (UQH,) +0,05
Citohrom b (oksidant) + e —> Citohrom b (reduktant) +0,08
Citohrom c_ (oksidant) + e —> Citohrom c, (reduktant) +0,22
Citohrom c (oksidant) + e —> Citohrom c (reduktant) +0,25
Citohrom a (oksidant) + e —> Citohrom a (reduktant) +0,29
Citohrom a, (oksidant) + e — Citohrom a, (reduktant) +0,55
150, +2H" +2e—>H O (NADH+ %20 +H*  H 0+ NAD") +0,82

€° (V) se odnosi na polureakciju: oksidant + e —> reduktant; Redoks par predstavlja dva oblika supstance u polureakciji, pri Cemu
se oksidovani oblik (akceptor elektrona) uvek nalazi na levoj strani, a redukovani oblik (donator elektrona) na desnoj strani.

Vec je reCeno ranije da se za svaku (polu)reakciju moZe izvesti standardni redukcioni potencijal (€°) u voltima
(ili milivoltima), Sto predstavlja meru tendencije donora da se u reakciji oslobodi elektrona. Ono Sto posebno
treba naglasiti je da supstanca sa vecom tendencijom odavanja elektrona u redukovanom obliku ima nega-
tivniji €, dok supstanca sa slabom tendencijom da donira elektrone u redukovanom obliku ima manje nega-
tivan ili Cak pozitivan &°.

Supstanca sa negativnim &€ je u redukovanom obliku, veoma dobar donor elektrona.

Da bi reakcija bila energetski povoljna za eliju, prenosioci moraju biti rasporedeni po njihovom standar-
dnom redukcionom potencijalu (od najnegativnijeg €° ka najmanje negativhom, odnosno najpozitivnijem).
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Vazno je naglasiti, a ranije je detaljno objasnjeno, da u mitohondrijskom elektron-transportnom lancu neki
prenosioci prihvataju/prenose i elektrone i protone, dok drugi prihvataju i transportuju samo elektrone, Sto
je od izuzetne vaznosti za energetiku samog procesa Celijskog disanja.

Niz redoks reakcija koji pokrece protok elektrona kroz elektronski transportni lanac, od donora elektro-
na kao sto je NADH do akceptora elektrona kao sto su kiseonik i vodonik (protoni), je egzergoni proces -
oslobada energiju, dok je sinteza ATP-a endergoni proces, koji zahteva unos energije.

Enzim koji kataliSe proizvodnju ATP-a iz ADP-a i Pi, ili hidrolizu ATP-a, koristeci transmembranski
elektro-hemijski gradijent nastao u spregnutoj reakciji transporta elektrona i pumpanja protona u me-
dumembranski prostor mitohondrije je H'ATP-sintaza/-aza (F F -ATP-sintaza/-aza), koja se jos naziva i
Kompleks V (Sl. 2.32; A, B).

A. B.

Medumembranski prostor ® ®
mitohondrije (D

Matriks
mitohondrije

Sl. 2.32. ATP-sintaza F-tipa (F F -ATP-sintaza);

A. Glavne funkcije ATP-sintaze su kontrola transmembranskog potencijala i upravljanje sintezom ATP-a; F ,-,motor

ukljucuje aktivnost a, b, i ¢, proteinskih subjedinica; F -,motor“ ukljuCuje aktivnost a, 8, y, 8 i € subjedinica. Za sintezu
1 molekula ATR, 3H" je potrebno da prode kroz Fo subjedinicu ATP-sintaze i bude ubaceno u matriks mitohondrije duz
elektrohemijskog protonskog gradijenta.
B. Adaptirano prema Vlasov i sar. (2022); Elektronski izvori slika, str. 159.

lako je struktura F i F, glavnih podjedinica enzima ATP sintaze F-tipa oCuvana, tj. uniformna, sastav samih
podjedinica i njihova strukturna organizacija mogu znacajno varirati, te se stoga govori o enzimskoj famili-
ji ATP-sintaza / ATP-aza, jedinstvenih rotacionih molekularnih masina koje snabdevaju biohemijske reakci-
je adenozin trifosfatom (ATP) - univerzalnim oblikom energije koju Celije koriste za sintezu vitalnih moleku-
lai odrzavanje Zivota.

ATP-sintaze F-tipa (F F ) su veliki proteinski kompleksi (~500 kDa) ugradeni u Celijsku membranu bakterija, u ti-
lakoidne membrane hloroplasta i u unutrasnje membrane mitohondrija kod eukariota.

F, (indeks ,,0“ potice od oligomicin-senzitivan) je integralni membranski proteinski kompleks koji se sastoji
od najmanije tri razliCite proteinske (glavne) subjedinice: a, b, (dve b-subjedinice) i c_koje formiraju prstena-
stu strukturu tj. kanal kroz koji protoni prolaze kroz unutra$nju membranu mitohondrije iz matriksa u inter-
membranski prostor. Broj c-subjedinica je promenljiv zavisno od vrste, naj¢esée, n=7-14, ali se moze u litera-
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turi naci podatak da broj c-subjedinica moze i¢i i do 18).

F, je periferni membranski proteinski kompleks sacinjen od nejmanje pet razlicitih subjedinica: a, (3 subje-
dinice), B, (3 subjedinice), y, 8i €) i sadrzi kataliticko mesto za sintezu ATP-a iz ADP-a i Pi. Vezan je za F _sastra-
ne koja je okrenuta prema matriksu mitohondrije (Sl. 2.32). Tri a-podjedinice i tri B-podjedinice su raspore-
dene naizmenicno, formirajudi heksagonalni cilindar oko y -podjedinice, strukture sli¢ne kanalu.

F F, ATP-sintaza/ATP-aza je enzim koji sintetiSe (ili razgraduje) ATP, a funkcioniSe kao motor: kada se tran-
sportom protona u medumembranski prostor dostigne dovoljno veliki elektrohemijski gradijent (napon (V))
na unutrasnjoj membrani, dolazi do toka protona duz koncentracijskog gradijenta (spontano, ,nizbrdno“)
iz medumembranskog prostora u matriks mitohondrije kroz F , Sto izaziva rotaciju podjedinica rotora (c_-
y€) u odnosu na podjedinice statora (ab, - a,B.,6), a rotacija y-podjedinice indukuje konformacione promene
B-subjedinica F -regiona sekvencijalno: od otvorene pozicije, preko pozicije delimicnog (,labavog*) veziva-
nja, do konformacije ¢vrstog vezivanja ADP i Pi Sto dovodi do sinteze ATP. U suprotnoj reakciji, hidroliza ATP-a
na F -subjedinici, izaziva obrnutu rotaciju podjedinica rotora koja pokrece F, da pumpa protone u obrnutom
smeru. Regulacija aktivnosti ATP-sintaze je slozena i ukljucuje nekoliko razli¢itih mehanizama. U bakterija-
ma i hloroplastima, podjedinica epsilon (€) igra vaznu ulogu u ovoj regulaciji, utice na efikasnost spregnutih
reakcija transporta elektrona i protoka protona, utice na kataliticki put selektivno inhibirajuci aktivnost hi-
drolize ATP-a (Sl. 2.32). Struktura i funkcija CF_CF - ATP-sintaze u hloroplastima je slicna opisnoj strukturi i
funkciji mitohondrijske ATP-sintaze F-tipa (videti poglavlje Fotosinteza).

Efikasan transport ATP-a iz mitohondrijajskog matriksa (mesta sinteze) u citoplazmu je ostvaren aktivno-
$¢u adenin-nukleotidnih transportera (ADP/ATP) u unutrasnjoj (i spoljasnjoj) mitohondrijskoj membrani (Sl.
2.33). Funkcionisanje ovih transportera u prometu ADP/ATP, tj. premeStanje molekula ATP negativnijeg stan-
dardnog redukcionog potencijala (ATP*) iz mitohondrije, u zamenu za ADP koji ima pozitivniji (manje negati-
van, ADP*) redukcioni potencijal, energizovano je upravo elektrohemijskim gradijentom, odnosno, proton-
skom pokretackom silom (Ap). Za sintezu 1 molekula ATP-a, 3H" je potrebno da prode kroz F, subjedinicu
ATP-sintaze i bude ,,ubaceno“ u matriks mitohondrije (duz elektrohemijskog protonskog gradijenta). Ova
kalkulacija je rezultat toga da se potencijal jednog H* koji se krece iz medumembranskog prostora kroz F regi-
on ATP-sintaze (kompleks V) i ulazi u mitohondrijski matriks, koristi za transport ADP i Pi gde se na nivou F, re-
giona ATP-sinteze generise ATP koji izlazi iz mitohondrije. Prema tome, jedan proton se mora uzeti u obzir kao
~trosak“ razmene ATF/(ADP + P), te konacna kalkulacija pokazuje da se 3H* koriste za sintezu jednog molekula
ATPB, plus 1H* za razmenu (ADP + Pi) <> ATP (Sl. 2.33).
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Sl. 2.33. Transmembranski transport u biljnoj mitohondriji je ostvaren preko specificnih transportera koji koriste
elektrohemijski gradijent, nastao zbog postojanja negativnog elektricnog potencijala, AE od = -200mV, sa unutrasnje
strane unutrasnje membrane i gradijenta hemijskog transmembranskog potencijala (ApH) zbog nagomilavanja
protona (zakiseljavanja) u intermembranskom prostoru i time alkalizovanja strome mitohondrije.

Kada se govori o ulozi trans-membranskog elektrohemijskog/protonskog gradijenta, odnosno (Ap) u ak-
tivnom transportu materija kroz unutrasnju mitohondrijsku membranu, ne sme se izostaviti ni trasnsport
P u antiportu sa OH" preko fosfatnog transportera u unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani. Pored esen-
cijalne uloge u sintezi ATP, elektrohemijski/protonski gradijent ima i ulogu u transportu organskih kiselina
iz Krebsovog ciklusa; antiport na piruvatnom transporteru - usvajanje piruvata u zamenu za OH, je tako-
de ostvaren energijom iz elektro-hemijskog gradijenta na unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani (Sl. 2.34).

Treba napomenuti da je udeo elektricnog transmembranskog potencijala (AE), odnosno hemijskog tran-
smembranskog potencijala (ApH) u ukupnoj protonskoj pokretackoj sili (Ap) razlicit za razlicite materije
koje se transportuju kroz unutrasnju mitohondrijsku membranu.
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Sl. 2.34. Transmembranski transport u biljnoj mitohondriji.
Kreirano u BioRender-u. Pajevic, S. (2025); Elektronski izvori slika, str. 159.
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Koliko se molekula ATP generise oksidativnom razgradnjom (dekarboksilacijom) jednog molekula saha-
roze / glukoze i koliko je to energije deponovane u hemijskim vezama izmedu atoma (AG°), koja se iskori-
$¢ava za metabolicke potrebe Celije?

lako je P. Micel jos$ polovinom XX veka postavio nau¢nu osnovu za raCunanje energetskog bilansa procesa ce-
lijskog disanja, a nesto kasnije opisao kako je oksidativna razgradnja supstrata povezana sa fosforilacijom
i kretanjem protona kroz unutrasnju membranu mitohondrija, obimna i brojna istraZivanja u tom relativno
dugom periodu do danas, ipak ostavljaju nedoumicu o taénom broju molekula ADP koji moze biti fosforili-
san u ATP tokom potpune oksidacije molekula saharoze / glukoze u Celiji (maksimalna energija).

Jos uvek se u udzbenicima moZe naci proracun da se potpunom razgradnjom jednog mola/molekula glu-
koze oslobada 36-38 molekula ATP, ali se danas, u sve vecem broju naucnih publikacija i udzbenika izno-
si nau¢no-dokazana tvrdnja da se u procesu aerobnog disanja, potpunom rezgradnjom jednog molekula
saharoze oslobada 60 molekula ATP, odnosno, razgradnjom jednog molekula glukoze koji ulazi u proces
glikolize, zatim preko Krebsovog ciklusa i na kraju kroz elektronski transport u unutrasnjoj membrani
mitohondrija, oslobada se ukupno, 30 molekula ATP (Tabela 2.4).

Tabela. 2.4. Potpunom oksidacijom jednog molekula saharoze, ukljucujuci fosforilaciju na nivou supstrata, do CO,,
nastaje oko 60 molekula ATP (Adaptirano prema Taiz i sar., 2018)

Reakcija Broj molekula ATP po molekulu sa-

haroze
GLIKOLIZA
4 x fosforilacija na nivou supstrata 4
4 x NADH 4x15=6
CIKLUS LIMUNSKE KISELINE
4 x fosforilacija na nivou supstrata 4
4 x FADH, 4x15=6
16 x NADH 16x2,5=40
UKUPNO 60

Napomena: NADH poreklom iz citoplazme se oksiduje eksternom NADH-dehidrogenazom; pretpostavka je da alternativne oksidaze
nisu ukljucene.

Za proizvodnju jednog molekula glukoze u Kalvinovom ciklusu biljka koristi 18 molekula ATP-a (videti po-
glavlje Fotosinteza), ali kada se isti molekul glukoze oksidiSe u Celijskom disanju, prvo u citoplazmi, a za-
tim u mitohondriji, dobija se 30 (ili ¢ak vise molekula ATP). Ovaj energetski dispalans posledica je (pogres-
nog) obracuna uz pretpostavku da se promet energije kroz serije biohemijskih reakcija ogleda iskljucivo u
medusobnoj konverziji ATP-a i ADP-a, ali se promet slobodne energije deSava u svim povezanim reakcijama.
Objasnjenje:

Osvréuci se na veé izneto u potpoglavlju 2.3. (Stvaranje ATP-a iz glukoze/saharoze; Standardna Gibsova
slobodna energija (AG°)), izracunata vrednost AG° deponovane u hemijskim vezama ATP-a nastalog iz
ADPiP,je -7,3 kcalsmol* (-30,5 kJsmol*). U standardnim, ,,in vitro“ uslovima medutim, AG° hidrolize jed-
nog mola ATP-a u Zivoj Celiji skoro je dvostruko veca od ove vrednosti i iznosi oko 14 kcalsmol*, odnosno,
oko (-)57 kJemol*, Istovremeno, ne moZe se zanemeriti ni mogucnost da alternativno, ATP moZe biti u ra-
zlicitim metabolickim reakcijama hidrolizovan u AMP i pirofosfat (PPi), kada je oslobodena energija AG°
oko 50 kJsmol*. Prema tome, koristeci ove kvantitativne pokazatelje, koji ukazuju na to da je vrednost
AG° koja je sacuvana u hemijskim vezama ATP-a oko (-)50 kJemol?, moZe se izracunati da je oko 3000
kJEmol* slobodne energije sacuvano u ATP nastalom potpunom aerobnom razgradnjom jednog mole-
kula saharoze (60 molekula ATP-a po jednom molekulu saharoze x 50 kJemol*). Prema brojnim litera-
turnim podacima, ovaj iznos slobodne energije deponovan u jednom molu ATP-a, predstavlja oko 50%
slobodne energije koja se moZe dobiti potpunom oksidacijom saharoze, dok se ostatak gubi, najéesée u
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obliku toplote, sto je u saglasnosti sa prethodno iznetim u potpoglavlju 2.3., gde je navedeno da ako se
posmatra sumarna jednacina éelijskog disanja, odnosno potpuna oksidativna razgradnja (dekarboksi-
lacija) saharoze (1 mol glukoze + 1 mol fruktoze) do CO, i H,0, onda je neto promena standardne Gibso-
ve slobodne energije ovog termodinamickog sistema (sistema reakcija): AG°~ -5760 kJemol* saharoze
(342 g saharoze).

2.14. Fermentacija (vrenje)

Nedostatak kiseonika (anoksija), ili pak smanjenje njegovog parcijalnog pritiska (hipoksija), predstavljaju
abiotske faktore koji kod aerobnih organizama deluju kao stresori uslovljavajuci niz morfoloskih, fizioloskih,
biohemijskih i molekularnih promena, sa posledicom u ogranicenju prinosa useva. U nedostatku kiseonika,
piruvat nastao u procesu glikolize, ne moze nastaviti svoj metabolicki put u mitohondrijama, tako da ne do-
lazi do Krebsovog ciklusa, transporta elektrona kroz membranu, te oksidativne fosforilacije i stvaranja ATP-a.
Odsustvo Krebsovog ciklusa u anaerobnim uslovima onemogucava regeneraciju NAD*, nagomilava se nje-
gov redukovani oblik, NADH+H" koji predstavlja hemijski oblik deponovanja vodonika i elektrona za elek-
tron-transportni lanac u mitohondrijama. Istovremeno, enzim neophodan za oksidaciju (dehidrogenaciju)
gliceraldehid-3-fosfata preko NAD" (gliceraldehid-3-fosfatna dehidrogenaza; reakcija br. 6 glikolize) ne moze
obavljati svoju funkciju u glikolizi bez NAD". Da bi biljke (neke gljive i bakterije) prevazisle toksi¢ne efekte
anaerobnog stresa koji se povremeno javlja, pokrece se mreZa dogadaja koja pocinje percepcijom stresa i
zavrSava se ekspresijom velikog broja gena odgovornih za sintezu specifi¢nih proteina - enzima i transkrip-
cionih faktora odgovornih za usmeravanje metabolizma ka fermentaciji (vrenju). Fermentacija stoga, pred-
stavlja metabolicku adaptaciju Celijskog disanja na odsustvo kiseonika: piruvat nastao u glikolizi ne prela-
zi iz citoplazme u mitohondrije, ve¢ dolazi do njegove parcijalne razgradnje do alkohola, ili mlecne kiseline
(laktata), pri Cemu je energetska dobit za biljku mala, a najveéi deo energije jos uvek je vezan u produktima
fermentacije (SI. 2.35).

A. B.

2ADP + 2Pi
2ADP + 2Pi %
* 04, " U

t—o Glukoza| Glikoliza >

Glukoza| Glikoliza > &y /‘r \ o__o
/ \ c

2 x Piruvat

Piruvatna 2NAD* 2 NADH &ZO
+

2 NAD* i:’;\DH dekarboksilaza O§C/0' Laktatna 2H (IIHg

" .

H lkoholna H 2 co, H—t—on dehidrogenaza 2x Piruvat

H—C—OH dehidrogenaza I |

| = (|:=O

CH,
CH; 2 x Laktat (Mlecna kiselina)
2 x Etanol 2 x Acetaldehid

CHs

Sl. 2.35. Alkoholna fermentacija (A); Mlecno-kiselinska (laktatna) fermentacija (B).

Alkoholna fermentacija je karakteristicna za biljke, ali je veoma zastupljena i najvise proucena kod kva-
saca, jednocelijskih i saprotrofnih gljiva iz roda Saccharomyces (od grckog sacharon (Secer) i mices (gljiva),
Sto znadi Secerna gljiva). Mnogi pripadnici ovog roda (pivski kvasac, pekarski kvasac i dr.) se zbog postoja-
nja fermentacije smatraju veoma vaznim u proizvodnji hrane (piva, hleba, alkoholnih pi¢a i dr.). Za proces
alkoholne fermentacije vazna je aktivnost dva enzima: piruvatne dekarboksilaze i alkoholne dehidrogenaze.
Dekarboksilacijom piruvata piruvatnom dekarboksilazom nastaje acetaldehid (2 C atoma, CH,CHO) uz oslo-
badanje CO,. Acetaldehid potom biva redukovan preko NADH (iz glikolize) u etanol (etil-alkohol, CH,CH,OH),
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a etanol katalitickim delovanjem alkoholne dehidrogenaze prelazi u piruvat. Treba napomenuti da je alko-
holna dehidrogenaza enzim koji kataliSe reverzibilnu reakciju reoksidacije:

NADH (NADH+H* == NAD +2H") (Sl. 2.35A).

Za razliku od alkoholne fermentacije koja je tipi¢na za biljne elije i kvasce, mnogo manje prisutna, ali ipak
registrovana fermentacija kod biljaka je i mlecno-kiselinska (laktatna), kada se piruvat iz glikolize direktno
redukuje u citoplazmi preko NADH+H*, do mlecne kiseline (laktata). Enzim koji kataliSe ovu reverzibilnu re-
akciju prenosa protona i elektrona sa NADH+H" na piruvat je laktat-dehidrogenaza (Sl. 2.35B).

Termodinamicki, fermentacijom je ostvarena vrlo mala energetska dobit, jer je joS uvek preko 90% energije
deponovane u C-H-0 vezama glukoze ostalo vezano u 2 molekula akolhola, odnosno, mlecne kiseline. Veli-
ki broj naucnih rezultata ukazuje na to da je energetska efikasnost fermentacije (akoholne i mle¢ne) kod bi-
ljaka oko 4%.

Za aerobne organizme kojima je potreban kiseonik da bi preZiveli (eukarioti i veéina prokariota) fermentaci-
ja je privremena/fakultativna i njene reakcije imaju za cilj da obezbede preZivljavanje u periodu dok su kon-
centracije kiseonika niske. Ako koncentracije kiseonika ostanu niske (u uslovima hipoksije), eukariotske ¢éeli-
je ne¢e moci da odrZavaju metabolizam samo na osnovu 2 molekula ATP, koliko iznosi neto energetska dobit
iz glikolize i fermentacije po jednom molekulu glukoze. PoSto su manje i imaju nize energetske potrebe,
neke fakultativno anaerbne bakterije mogu da odrZavaju metabolizam tako Sto obe vrste reakcija fermenta-
cije teku odjednom, pri ¢emu se jedan piruvat pretvara u mlecnu kiselinu, dok se drugi metabolisSe u alkohol.

Periodi¢na pojava hipoksije korenova karakteristi¢na je za biljake koje rastu na plavnim zemljistima, tako da
je tokom poplava metabolizam korenskih ¢elija zbog nedovoljne kolicine i slabe difuzije kiseonika usmeren
ka fermentaciji. U zavisnosti od biljne vrste i stepena hipoksije, inicijalno moZe da se javi prvo laktatna, a po-
tom alkoholna fermentacija, ali ovo nije pravilo. Smatra se da je etanol najmanje toksic¢an produkt fermen-
tacije, jer moze da difunduje van Celije, dok akumulisani laktat u Celiji izaziva zakiSeljavanje (acidifikaciju) ci-
toplazme i znatno ozbiljniji poremecaj metabolizma.
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