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Oz

Bitkilerde Reaktif Azot Tiirlerinin (RNS) biyotik ve abiyotik stres kosullarinda sinyal molekiilii olarak rol oynadigi, buna kargin
varliginin oksidatif hasara yol a¢tig1 bilinmektedir. Kloroplast, mitokondri, peroksizom, endoplazmik retikulum ve plazma memranlari
RNS’lerin ortaya ¢iktigi hiicre organelleridir. Sitoplazmada nitrat rediikdaz enziminin nitrik oksit (NO) iiretiminden sorumlu en
onemli enzim oldugu ortaya konulmustur. NO bircok enzim, substrat ve hormonlar ile etkilesime girerek fizyolojik olaylarin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bitki metabolizmasinda asir1 konsantrasyonlarda iiretildiginde ise reaktif oksijen tiirlerinde
oldugu gibi birgok enzim tarafindan etkisiz forma donistiirilmektedir. Bu yonden RNS’lerin iretimi, fizyolojik etkileri ve
etkisizlestirilmeleri bir¢ok fizyolojik olay1 tanimlamada 6nemlidir.
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Production and Function of Reactive Nitrogen Species (RNS) and
Status in Stress Conditions

Abstract

It is known that Reactive Nitrogen Species (RNS) play a role as a signaling molecule under biotic and abiotic stress conditions in
plants, but its presence causes oxidative damage. Chloroplasts, mitochondria, peroxisomes, endoplasmic reticulum and plasma
membranes are cell organelles in which RNS occur. It has been shown that nitrate reductase enzyme is the most important enzyme
responsible for nitric oxide (NO) production in cytoplasm. NO interacts with many enzymes, substrates and hormones and plays a role
in the regulation of physiological events. In this respect, production, physiological effects and inactivation of RNS are important in
defining many physiological events.
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1. Giris

Bitkilerdeki Reaktif Azot Tiirleri (RNS), 1960l yillarin baglarinda Fewson ve Nicholas (1960) tarafindan tanimlanmustir. Nitrik
oksitin (NO) yaprak yaslanmasina (Leshem ve Haramaty, 1996) ve bitki bagisiklik sistemine etkisi (Noritake vd., 1996) incelenmistir.
Delledonne vd. (1998) ve Durner vd. (1998), bitkilerde nitrik oksitin, bitki savunmasinda bakteriyel enfeksiyona karsi bir sinyal
molekiilii olarak rol oynadigini belirtmislerdir. Bitki patogenezisindeki NO'nun bu yeni fonksiyonu, bitkilerde NO'un fizyolojik rolii
iizerine arastirmalarda ¢ok Onemli bir donliim noktasi olmustur. RNS icin sinyal molekiilii ve “nitrosatif stres” tanimlamalar1
yapilmustir (Beligni vd., 2002; De Michele vd., 2009; Hebelstrup ve Maller, 2015; Tiirkan, 2018).

Reaktif azot tiirleri (RNS), stres kosullarinda ve normal yetistirme sartlarinda bitki biiylime ve gelisiminde ¢esitli biyolojik
slireglerin diizenlenmesinde rol oynamasi nedeniyle 6nem kazanmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) gibi reaktif azot tiirleri (RNS)
de stres kosullarinda serbest radikal ve radikal olmayan molekiiller iiretmektedirler. RNS, ¢esitli stres tolerans mekanizmalarinda
onemli bir sinyal bileseni olarak gdrev yapan nitrik oksitten (-NO) elde edilmekte ve bir kismi da azot dongiisiinde yer almaktadir.
Bitkilerde esas olarak RNS, ‘NO ve azot dioksit (-NOy) gibi serbest radikalleri ve radikal olmayan S-nitrosotiyoller, peroksinitrit
(ONOOQ"), nitroksil anyon (NO"), nitrat (NO3), nitrosonyum katyonu (NO*), dinitrojen trioksit (N2Os), dinitrojen tetroksit (N20a),
nitril kloriir (NO.CI) ve nitrik oksiti (HNO;) icermektedir. Nitrik oksit, azot dioksit, nitrik asit, peroksinitrit ve dinitrojen tetroksit gibi
RNS’ler, tohum dormansisi ve ¢imlenmesi, bitki biiyiime ve gelismesi, stoma hareketleri, iireme ve polen tiipii gelisimi, yaslanma ve
yaprak dokiilmesi, baklagil-Rhizobium simbiyotik iliskisi gibi ¢esitli fizyolojik siireclerde rol oynamaktadir. Ayrica kuraklik, tuzluluk,
soguk, sicaklik ve agir metaller gibi gesitli abiyotik stres kosullarinda RNS bir sinyal molekiilii olarak gorev yapmaktadir. Bunlara
bagh olarak RNS’nin fizyolojik olaylarin diizenlenmesi ve nitrosatif stres de dahil olmak iizere bitki hiicrelerinde iki farkli rol
tistlendigi bilinmektedir (Adams vd., 2015; Malerba ve Cerena, 2015).

Ozellikle tuz stresi kosullarinda celtik, misir, bugday, domates ve kiiltiir bitkilerinde, Arabidopsis ve ve halofitlerde RNS'in rolii
lizerine ¢ok sayida calisma yer almaktadir. -NO, melatonin ve H202 donér molekiilleri uygulamasinin bazi bitki tiirlerinde tuz
stresinin etkilerini ¢esitli mekanizmalar ile 6nleyebildigi belirtilmistir. Reaktif azot tiirleri arasinda, en fazla ¢alisma -NO {izerinedir.
Bu molekiil tuza asir1 duyarli, Ca*? ve protein kinaza bagimli ve tuz stresi altinda G-protein aracilig1 ile sinyal iletimi olmak {izere cok
sayida olayr diizenleyen bir molekiildiir. NO’in hormonlar ve reaktif oksijen tiirleri ile olan karsilikli etkilesimi absisik asit (ABA)
kaynakli stomalarin kapanmasinda rol oynamaktadir. Ayrica mitoz boliinme ile aktiflesen protein kinaz (MAPK) ve siklik GMP
(cGMP) aktivitelerini tetiklemektedir. Absisik asit, oksin, giberellin ve etilen gibi hormonlar tuz stresine tepkinin diizenlenmesi i¢in
RNS ile sinerjik veya antagonistik olarak etkilesime girmektedir (Lindermayr ve Jorg Durner, 2015; Saddhe vd., 2019).

Bu derlemede, bitkilerde reaktif azot tiirlerinin {iretimi, hiicre i¢i fonksiyonlar1 ve stres kosullarindaki etkilesiminin fizyolojik
temelleri lizerinde durulmustur.

Bitki Solunumunda Elektron Tasima Sistemi (ETS) ve Kompleksler

Hiicresel bitki solunumunda, organik bilesikler oksitlenerek ATP formunda kullanilabilir kimyasal enerjiye doniismektedir. Bu
olaymn merkezinde mitokondride yer alan elektron tasima sistemi (ETS) bulunmaktadir. Bu, NADH dehidrogenaz (kompleks I),
stiksinat dehidrogenaz (kompleks II), sitokrom c rediiktaz (kompleks III) ve sitokrom ¢ oksidaz (kompleks IV) gibi 4 oksidorediiktaz
kompleksinden olusmaktadir (Sekil 1). Ayrica bu sistemde sitokrom c ve lipid ubiquinon gibi 2 hareketli elektron tasryicisi yer
almaktadir. Genel olarak, elektronlar NADH veya FADH2 koenzimlerinden suya indirgenmis molekiiler oksijene aktarilmaktadir.
Dort oksidorediiktaz kompleksinden ii¢ii (kompleks I, III ve IV) elektron transfer reaksiyonlarini i¢ mitokondriyal zar boyunca proton
translokasyonu ile birlestirmektedir. Sonug olarak, ADP'nin fosforilasyonu i¢in ATP sentaz kompleksi (kompleks V) tarafindan
kullanilabilecek bir proton gradyani olusturulmaktadir. Klasik olarak agiklanan formunda, hiicresel solunum, dogrusal bir ETS'ye
(NADH'den I, III ve IV kompleksleri yoluyla molekiiler oksijene kadar) dayanmaktadir. Bununla birlikte, elektronlar ETS' ye birkag
alternatif noktada girebilmektedir. Bu 6zellikle ¢ok dalli olan bitki ETS sistemi i¢in gecerli olmaktadir (Schertl ve Braun, 2014).
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Sekil 1. Bitki mitokondriyal elektron tagima zinciri ve ¢esitli substrat kaynaklarimin semasi. 1, I1, III, IV ve V kompleksler, UCP
ayristirict protein, AOX alternatif oksidaz, ND2 NAD (P) H dehidrogenazlar, GDC glisin dekarboksilaz kompleksi, UQ ubiquinon
havuzu (Gupta ve Rolletschek (2013)’ den degistirilerek)

Bitkilerde RNS Uretimi ve Fonksiyonlar

Reaktif azot tiirleri (RNS), nitrik asit (NO) ve nitrik dioksit (NO,) gibi radikalleri ve ayrica nitréz asit (HNO2) ve dinitrojen
tetroksit (N2O4) gibi radikal olmayanlar1 igermektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Reaktif azot tiirleri (RNS)

Serbest radikaller

Radikal olmayanlar

Nitrik oksit NO-
Nitrik dioksit, NO2.
Nitrat radikali, NO3.

Nitroz asit, HNO2
Nitrosonyum katyonu, NO+

Nitroksil anyonu, NO—
Peroksinitrit, ONOO—

Dinitrojen tetroksit, N204

Dinitrojen trioksit, N203

Mitokondrideki NO {tiretiminin elektron tasima zinciri, kompleks LII, III ev IV, alternatif NAD(P)H dehidrogenazlar, alternatif
oksidaz ve sitokrom c¢ gibi yolaklarin tiimiinde ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir (Gupta vd., 2018). Nitrik oksit, L-arginin‘den
uretilmektedir ve kalmodulin bagimli bir mekanizma sinyali ile kalsiyum tarafindan siki bir sekilde diizenlenmektedir (Adams vd.,

2015) (Sekil 2). RNS, mitokondride solunum, kloroplastlarda fotosentez,

sitozolde oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar1 ve

peroksizomlarda hiicresel fotorespirasyon gibi olaylarda, bitkilerde farkli yerlerde gesitli kimyasal reaksiyonlar sonucu tiretilmektedir
ve RNS’nin, ¢esitli sinyal yollarinda 6nemli rolleri bulunmaktadir. Proteinler (6rnegin, glutaredoksinler, tioredoksinler, siilfiredoksin,
peroksiroksinler vs.) tiollerin diizenlenmesine katkida bulunmakta ya da azaltmaktadir.

e-ISSN: 2148-2683

437



Avrupa Bilim ve Teknoloji Dergisi

Vs NAD(P)",

. . . o,

Sitozol % NAD(PIH M &

g ]

NAD(P) ' NAD(P)H r,
J

\
—— NO, | | NO; [ NO |

NAD(P)H NAD(P)* Hiicre ici

Mitokondri

Sekil 2. Fitoglobin / NO déngiisiiniin anoksik mitokondri ve sitozol arasindaki ¢alismasi. (Gupta ve Igamberdiev, 2016 dan
degistirilerek)

Cesitli biyotik faktorlere bagli olarak RNS olusumu, dokuda oksidatif hasara neden olmakta (Kapoor vd., 2019) ve bazen
bunlarin bozulmus sekilde uzaklastirilmasi bile bitkiler iizerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir. Mitokondri oksidatif enerji
iretim bolgesidir. Aerobik hiicrelerdeki ¢esitli biyosentetik reaksiyon yollarindan, herhangi bir mitokondriyal fonksiyon bozuklugu,
hiicre fonksiyonunda bozulmaya ve ¢esitli anormalliklerin gelismesine neden olmaktadir. Hiicresel anormallikler ya da bozulmalarin,
yiitksek seviyelerdeki reaktif oksijen tiirleriyle uyarildig: bildirilmektedir (Adams vd., 2015; Kapoor vd., 2019). Foresi vd. (2010),
Ostreoccus tauri'nin (deniz yesili algi) bitkiler igerisinde NOS {ireten tek tiir oldugunu bildirmistir. Bitkilerde, gii¢lii NO kaynagi olan
enzimatik olmayan ve enzimatik sistemler bulunmaktadir (Malerba ve Cerena, 2015). Ayrica, farkli bitki tiirlerinin ekstraktlarindaki 1-
arginin bagimli NOS aktivitesi ile ilgili ¢esitli veriler bildirilmistir (Del Rio, 2015). NOS aktivitesi, bitki dokularindaki peroksizom
organelinde gozlenmistir (Luis ve Rio, 2013). Peroksizomlara ek olarak, NO iireten kloroplast (Jasid vd., 2006) ve mitokondri (Gupta
ve Kaiser, 2010) gibi organellerde bildirilmistir.

Ayrica, nitrik oksit, bitkilerin biiyiimesi ve gelisimi igin hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyalde onemli bir rol oynamaktadir.
Sekonder uyaricilar1 harekete gecirerek ¢esitli patolojik ve fizyolojik siireglerde, biyotik ve abiyotik stres kosullarinda, hiicre duvart
lignifikasyonlarinda, yaslanma ve kdk organogenezini igeren gen transkripsiyon mekanizmasinda bircok gorevi bulunmaktadir
(Adams vd., 2015; Kapoor vd., 2019).

Cesitli Stres Kosullarinda Bitkilerde RNS Uretimi, Tasinmasi ve Dagitim

RNS iretiminde iki farkli yol tammlanmaktadir. Oksidatif yol, nitrik oksit sentaz benzeri aktivite (NOS benzeri), poliaminler
(PA) ve hidroksilamin bazli iiretimden olusmaktadir. Indirgenmis yol ise, nitrit-nitrik oksit rediiktaz kompleksi ile nitrat rediiktaz
(NR), nitrik oksiti olusturan nitrit rediiktaz kompleksi ile NR, mitokondriyal ve plastid elektron tagima zinciri, peroksizomal nitrik
oksit sentaz benzeri aktivite ve snitrosoglutatyon rediiktaz aktivitesini icermektedir. Yiriitiilen galigmalar RNS ve tiirevlerinin
apoplast, sitoplazma, plazma zar1 ve kloroplast, mitokondri ve peroksizomlar gibi gesitli hiicre organellerinde iiretildigini ortaya
koymaktadir. ONOO™, -NO ve 02~ odzellikle siiperoksitin iiretildigi bolgelerde reaksiyon sonucu meydana gelmektedir. Nitritin
enzimatik olmayan bir sekilde -NQO'ya indirgenmesi diigiik pH'da gergeklesmekte ya da yiiksek indirgeyici kosullar ve yiiksek nitrat
seviyesi gerekmektedir. Bu durum arpa tohumunda aleuron tabakasinin apoplastinda gézlenmistir. Poliaminler (PA) stres kosullarinda
antioksidan aktiviteye sahip kiigiik alifatik aminlerdir. Tuz stresi kosullarinda PA, ROS ve NO arasinda etkilesim oldugu
belirtilmektedir. PA'lar, tuz stresi altinda oksidatif -NO sentez yoluna katilmakta fakat mekanizmalar1 bilinmemektedir. Putresin,
spermidin ve spermin gibi PA'larin disaridan uygulanmasi, Arabidopsis fidelerinde NO iiretimine neden olmaktadir. Tuzluluk stresi
kosullarindaki PA'lar narenciye bitkilerinde oksidatif ve nitrosatif stresi artirabilmekte ve strese bagli fenotipleri tersine
cevirebilmektedir. Bitkilerde, sitoplazmik NR, ¢esitli gelisim siiregleri, stoma hareketleri ve biyotik ve abiyotik stres kosullarinda -NO
sentezi i¢in potansiyel bir enzimdir. Soguk stresi ve ozmotik stres, -nitrit rediiktaz aktivitesi ile birlikte NO tiretimini tetiklemektedir
(Saddhe vd., 2019). Nitr6z oksit, bitki patojenlerine kars1 bir savunma tepkisi olarak ROS ile koordineli olarak ¢aligmaktadir. Genel
olarak, bitkiler ekolojik veya abiyotik stres kosullarinda iken, RNS ve ROS'un agir1 miktarda tiretilmesi s6z konusudur (Kim vd. 2018;
Tiirkan, 2018). Tekrarlayan NO ve ROS sentezi normalde biiyiime ve gelismenin farkli yonlerini diizenleyen ve ayrica gevresel
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streslere ve patojen saldirilarina verilen tepkiler sirasinda hasar gérmiis veya enfekte olmus hiicreleri elimine eden 6nemli bir
mekanizma olan programlanmig hiicre 6liimlerini engellemektedir (Wang vd., 2013; Kim vd., 2018).

O, varliginda NO'nun GS-O'yu olugturan S-nitrosilasyon reaksiyonu sonucu GSH ile reaksiyona girdigi, dzellikle de farkli bitki
tirlerinde goriilen 6nemli bir NO biyoaktivite deposu oldugu belgelenmistir. Oysa RNS peroksinitrit (ONOO"), bir nitratlayict /
oksidan NO ve O; arasinda giiclii reaksiyonla sentezlenen tiirler ve en sik peroksizomlar gibi organellerde bulunmaktadir. Bitki
dokusunda NO ve GSNO varliginda, ONOO olusumu, hem stres altinda hem de protein nitrasyon ve S-nitrosilasyon gibi normal
sartlarda bitkilerde PTM'lere (translasyon sonrasi modifikasyon) yol agmaktadir. Peroksizomlarda, S-nitrosilasyon, gliko oksidaz,
katalaz fonksiyonunu engellemekte ve hiicresel seviyede H>O» gibi sinyal molekiiliinii diizenleyebilecegi one siiriilmektedir (Ortega-
Galisteo vd., 2012). Oysa tretilen ONOO molekiili, tirozin nitrasyonunu sentezlemekte ve bitkilerde nitrosatif bir degisime neden
olmaktadir. Ayrica bazal endojen nitrasyonunun diizenleyici bir iglevi olabilir. Bezelye bitkilerinde EM-immiinogold etiketleme
iizerine yapilan son ¢aligmalar, kloroplast, sitozol, mitokondri ve peroksizomlara ilave olarak, yaprak hiicrelerinin farkli béliimlerinde
nitratlt proteinlerin varligimi ortaya c¢ikarmistir. Buna ek olarak, izole bezelye yapragi peroksizomlarinin proteomik olarak
degerlendirilmesi, nitrasyon i¢in hedef enzim olan peroksizomal NADH'ye bagli hidroksipiivat rediiktazin, peroksinit onciiliigtinde
reaksiyon ile ortaya ¢iktigini gosteristir (Del Rio, 2015; Tiirkan, 2018; Kapoor vd., 2019).

ROS ve RNS'nin hiicreler aras1 ve hiicre i¢i molekiiler iletisimde kilit bir rolii oldugu kesin olarak belirlenmis olmasina ragmen,
ROS sinyalinin baslatilmasi, algilama ve tepki mekanizmalari ve {iretim ile siipiirme arasindaki hassas dengenin nasil oldugu
hakkindaki bilgiler kisithdir. Ayrica RNS, ROS, hiicresel redoks degisiklikleri, kalsiyum sinyalleri, hormonlar (oksin, sitokinin,
salisilik asit, jasmonik asit ve etilen) ve diger haberci molekiillerin aracilik ettigi yollar arasindaki etkilesimler bulunmaktadir. Onemli
fizyolojik etkileri anlamak i¢in, farkli fizyolojik kosullar altinda birgok yiiksek bitki tiiriinde tespit edilen 1-arginin bagimli nitrik oksit
sentaz (NOS) aktivitesinden sorumlu proteinleri veya genleri tanimlamak olduk¢a 6nemlidir. NO ve GSNO’nun bitki dokularindaki
varligi sonucu ONOO’nun olugumu, 6nemli kovalent postranslasyonal modifikasyonlar (PTM'ler), bitkilerde S-nitrosilasyonu ve
proteinlerin nitratlanmasi kontrol ve stres kosullarinda gergeklesebilir. Peroksizomlarda, katalaz ve gliko oksidaz aktivitesi S-
nitrosilasyon ile inhibe edilir ve bu, H20- gibi kilit sinyal molekiillerinin hiicresel seviyesini diizenleyebilir (Del Rio, 2015).

Nitrik oksit (NO)

Nitrik oksitin (NO) 1987'de hayvanlarda 6énemli bir sinyal molekiilii oldugu tartisilmig (Palmer vd., 1987), daha sonra bitkideki
roliinlin de bildirilmesiyle (Lazalt vd., 1997; Delledonne vd., 1998; Durner vd., 1998) bitkilerdeki islevinin arastirilmasi konusunda
kapsamli ¢alismalar yapilmistir. NO, siiperoksit anyon (O2~) ve hidrojen peroksit (H20-) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve hidrojen
stilfit (H2S) ile birlikte, hiicrelerin aktivitesini ve proteinlerin iglevini kontrol etmeye yardimei olan hiicrelerde nispeten reaktif kii¢iik
molekiiller grubunun bir pargasi olarak ¢aligmaktadir (Sekil 3). NO tohum ¢imlenmesi, kok gelisimi, stoma kapanmasi, patojenlerle
miicadele, bitki tiremesi ve stres tepkilerinde rol oynamaktadir. (Adams vd., 2015; Prochazkova vd., 2015; Hancock ve Neill, 2019).
Bitkilerde NO metabolizmasi ile ilgili tartigmalardan birisi de enzimatik kaynaklarin belirlenmesidir. Nitrat rediiktazin (NR) dahil
oldugu konusunda c¢ok az siiphe olsa da, nitrik oksit sentaz (NOS) benzeri enzimin tanimlanmasi olduk¢a zor olmakta ve bdyle bir
proteinin alglerde bulundugu, yiiksek bitkilerde bulunmadigi agik¢a ortaya ¢ikmaktadir. NO ile yapilan dogrudan reaksiyonlarin,
peroksinitrit ve nitrosotioller gibi yeni sinyal molekiilleri {iretmesi ve sinyal tepkilerinin olasi sonucunu belirleyecek kimyasal
rekabetlerin olmasi da muhtemeldir. Bitki hiicrelerinde NO'larin nasil iiretildigi ve bu kompleks ortama NO'nun nasil uydugunun
anlagilmasi gerekmektedir (Hancock ve Neill, 2019).
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Normal kosullarda olusur, kadmiyum stresinde. anoksi
kosullar sonrasinda tekrar oksijenli kosullarm meydana
gelmesi

Sekil 3. Bitki hiicresinin ¢esitli kisimlarinda NO iiretimi (Gupta ve Igamberdiev, 2015 'den degistirilerek)

Bitki Hiicrelerinde Nitrik Oksit Uretimi

Bitki hiicrelerinin NO f{irettigi ve buna tepki verebildigi gézlenmektedir. Bu nedenle, NO birikimine yonelik bazilari enzime
bagimli ve bazilar1 enzimden bagimsiz olan birden fazla yol 6nerilmistir. Temel NO kaynaklarindan birisi, nitrat rediiktaz (NR)
enzimidir. Stomalarin kapanmasinda 6nemli oldugu bildirilmistir (Desikan vd., 2002). Diger molibden bazli enzimler de 6nemli
olabilirken (Rockel vd., 2002), hipoksik kosullar altinda da olsa, NO {iretebilen baska bir enzim, ksantin oksidorediiktazdir (XOR)
(Millar vd., 1998). Bununla birlikte, en dikkat ¢eken enzim nitrik oksit sentazdir (NOS). NOS'un yiiksek bitkilerden izole edildigine
dair ¢aligmalar olmasina ragmen, dogrudan NO iireten proteinlerin tanimlanmadigi ortaya konmustur (Hancock ve Neill, 2019).

Baz ilkel bitki gruplarinda NOS homologlar1 tanimlanmistir (Astier vd., 2018). ki yesil alg genomu, Ostreococcus tauri ve
Ostreococcus lucimarinus i¢in NOS, sekans kaniti gostermistir (Foresi vd., 2010). Kara bitkilerinden elde edilen 1087 dizili
transkriptom incelendiginde tipik bir NOS dizisi bulunmamustir. Aksine, analiz edilen 265 alg tiiriinden 151 NOS sekanslarina iliskin
kanitlar gostermistir. Arastiricilar bitkilerin hayvanlarda bulunanlardan farkli bir mekanizma kullanarak NO iiretmeleri gerektigi
sonucuna varmiglardir (Jeandroz vd., 2016). Bitkiler benzer olan rediiktazlara sahiptir. Arabidopsis, p450 rediiktaz olarak
tanimlanabilen iki proteine sahiptir: NP_001190823 ve NP_194750. eNOS 952-980 gibi kisa sekanslarin bazilari, aranan bitki
genomlarinda rediiktans kaniti olarak bulunmustur. Bu nedenle, bitkilerde NOS benzeri herhangi bir enzimin 6zel bir rediiktaza sahip
olmamasi miimkiindiir, fakat biiyiik olasilikla ¢ok iglevli olan diger rediiktazlardan elektronlar1 ¢cekmesi de miimkiindiir. NOS'un diger
peptidlerle etkilesime girmesi olasidir ve bu da 6nemli fonksiyonel bdlgeleri tanimlamanin bir yolu olabilir. Hem Arabidopsis hem de
geltik proteinlerinde homo sapiens NOS ile etkilesime giren protein izoformunun (NP_057037) ortaya ¢ikarilmasi énemli olup, bunlar
NOS ile etkilesime giren proteinler olarak agiklanmustir (sirasiyla XP020890108.1 ve XP_006649867.1) (Hancock ve Neill, 2019).

NO ve Diger Reaktif Sinyal liskisi

Nitrik oksitin kimyas1 incelendiginde radikal bir form icerdigi varsayilmaktadir. Bununla birlikte, bir elektronun kaybi veya
kazanilmasiyla birlikte, diger formlar nitroksil (NO™) ve nitroonyum (NO%) iyonlart meydana gelmektedir. Bitkilerde kadmiyum stresi
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kosullarinda sitoplazma gibi hiicresel bolgelerde NO ve ROS birikimi ve HoS olusumu goézlenmektedir. Bu nedenle, NO'nun mevcut
diger bilesiklerle etkilesiminin nasil oldugu oldukg¢a 6nemlidir (Zheng vd., 2009; Hancock ve Neil, 2019).

NO ve ROS'un en iyi bilinen reaksiyonu, peroksitit (ONOO") iireten NO ile siiperoksit anyonunun arasindadir (Sekil 4). Bunun
potansiyel olarak dnemli iki sonucu vardir. ilk olarak, reaksiyon hem O, hem de NO'yu hiicreden uzaklastirmakta ya da hiicrenin
cevresi, her ikisinin de biyo-kullanilabilirligini azaltmaktadir. Bdylece ROS'a bagh sinyalizasyon, belki de H».O, ve NO
sinyallesmesini azaltabilmektedir. ikincisi, kendisi bir sinyal molekiilii olarak hareket eden belki de ROS veya NO sinyallerinden
kaynaklanabilecek olan yeni bir bilesik tireterek farkli bir cevap vermektir (Hancock ve Neil, 2019).

NO + O, == ONOO peroksinitrit
NO + H,S == HSNO Nitrosotiol

NO *+ GSH =—+ GSNO g nitrosoglutatyon
— ——

Sinyalin Sinyal olusumu
uzaklastinimasi

Sekil 4. NO ile bazi reaksiyonlar (Hancock ve Neill, 2019 dan degistirilerek)

NO fiiretimi antioksidanlar bakimindan zengin bir ortam olusturacaktir. NO, enzimatik antioksidanlarin aktivitesini etkilemekte,
peroksinitrit araciligi ile SOD aktivitesini degistirmektedir ve bdylece hiicrenin siiperoksit anyonlarini ve H>O; {iretme kapasitesini
diistirmektedir. Benzer sekilde, NO katalaz aktivitesini de degistirebilir, boylece hiicrenin H>O,'yi kaldirma kapasitesini azaltabilir,
ROS aracili sinyallesmeyi uzatabilir. Hiicrenin antioksidan kapasitesinin biiyiik bir kismi, diisiik molekiil agirlikli antioksidanlarin
varligindan kaynaklanmaktadir. Hiicrelerde bir dizi diisiikk molekiiler agirlikli tiyol bulunmaktadir, bunlardan en 6nemlilerinden birisi
de glutatyondur. NO, bir redoks bilesigi oldugu gibi, hiicre i¢i redoks durumunun degismesine de yol agmast miimkiindiir. Hiicre i¢i
redoks ortaminin statik olmadigi ve hiicrelerin apoptotik bir durumda olmasi durumunda daha fazla oksitleyici oldugu bilinmektedir,
ancak redoks ortaminin, herhangi bir NO ¢iftinin durumunu ve dolayisiyla herhangi bir NO tiiriiniin omriinii belirlemesi de
mimkiindiir. NO ve glutatyon GSNO {iretmek i¢in birlikte reaksiyona girebilmekte ve bu durum potansiyel olarak hiicrelerdeki GSH /
GSSG seviyelerini azaltmaktadir (Kim vd., 2018; Hancock ve Neil, 2019).

GSNO bir donor ve dolayisiyla bir NO rezervuari olarak islev gorebilir ve GSNO' nun NO ile karsilastirildiginda belirgin ve
ortiisen molekiiler hedeflere sahip baz1 NO etkilerine aracilik edebilecegi de 6ne siiriilmektedir. NO sinyaline miidahale edebilecek
baska bir reaktif sinyal, hidrojen siilfittir (H2S). H2S’in son zamanlarda hem hayvanlarda hem de bitkilerde 6nemli bir sinyal molekiilii
oldugu bulunmustur (Hancock ve Neil, 2019).

H>S, nitrosotiol iiretmek icin dogrudan NO ile reaksiyona girebilir (Sekil 4). HoS ayrica hiicrelerdeki GSH seviyelerini de
yiikseltebilir ve bu nedenle GSNO birikimini degistirme potansiyeline sahip olabilir. Son zamanlarda hayvanlarda ve bitkilerde
sinyallesmenin hidrojen gazi (Hy) igerebilecegi one siiriilmiistiir (Wilson vd., 2017). Hz'nin varligi hiicrelerde antioksidan seviyelerini
degistirebilir (Ohta, 2015) ve dolayli olarak NO metabolizmasini da degistirebilir. H> gazinin bazi etkileri i¢in NO'ya ihtiyag
duyuldugu bildirilmistir (Zhu vd., 2016a, Zhu vd., 2016b) ve gelecekte NO ve H; sinyalleri arasinda daha fazla etkilesimin olacagi
vurgulanmistir (Hancock ve Neil, 2019).

NO’nun Bitki Fizyolojisindeki Rolii

NO bitki-patojen iliskisinde bitki savunma mekanizmas1 yoniinden dnemli bir molekiildiir. Bu 6nemli etkisinin yant sira tohum ve
polen ¢imlenmesi, bitki biiylime ve geligsmesi, primer kok biiyiimesi, hiicre uzamasinin diizenlenmesi, bitki olgunlagsmasi ve
yaslanmasi, stoma hareketleri, yer ¢cekimine yonelim, mitokondrinin ¢aligmas1 ve fotosentez gibi ¢ok sayida olayda rol oynamaktadir.
Benzer sekilde kuraklik, tuzluluk ve yiiksek sicaklik stresi gibi abiyotik strese toleranslilikta; hastaliklara dayaniklilik gibi biyotik
streste; programli hiicre 6liimii gibi fizyolojik olaylarda ve baklagillerde biyolojik azot 6ziimlemesinde gorev almaktadir. Molekiiler
organizasyonda hastaliklara dayaniklilik siireglerinin transkripsiyon diizeyinde diizenlenmesinde, strese bagli transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonu ve sinyal molekiilii olarak kinazlar, salisilik asit ve jasmonik asit gibi diger sinyal molekiilleri ile etkilesime
girerek gen ekspresyonu diizenlemektedir (Prochazkova vd., 2015).

Son zamanlarda, NO'nun hiicre i¢i rolii iizerinde de durulmaktadir. NO'nun reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), net NO iiretiminin ve
primer metabolizmanin akonitazin inhibisyonu yoluyla amino asit biyosentezine kaymasina neden olacak sekilde iiretilmesi, net NO
iiretimi ve mitokondriyal alternatif oksidaz aktivitesini modiile ettigi vurgulanmistir. Peroksizomlarda, katalaz, glikoksilat oksidaz ve
malat dehidrogenaz gibi NO nitrosilat proteinleri fotorespirasyon, B-oksidasyon ve ROS detoksifikasyonunda rol oynadigi
gozlenmistir (Prochazkova vd., 2015).
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Caligsmalar hemen hemen biitiin tiirlerin mitokondrilerinin nitriti, nitrik okside (NO) indirgedigini gostermektedir (Sekil 2).
Ornegin siliat protistlerinden ve Fusarium mantarindan izole edilen mitokondri, nitriti NO'ya indirgeme kapasitesine sahiptir (Tielens
vd., 2002). Bitkilerde buna ilk 6rnek yesil alg Chlorella sorokiniana‘da nitrit ilavesi ile NO olusumunun gézlenmesi ve mitokondrial
elektron tagima zincirinin inhibitorleri tarafindan bloke edilebilmesiydi (Tischner vd., 2004). Daha sonra, tiitiinde, nitritin NO'ya
indirgendigi ve mitokondriyal inhibitér uygulamasinin bu reaksiyonu bastirdigi gézlenmistir (Planchet vd., 2005). Daha sonra Gupta
vd. (2005) NO'ya olan nitrit indirgenmesinin, bezelye, arpa, Arabidopsis ve tiitiin gibi ¢esitli bitkilerin kok mitokondrilerinde
meydana geldigini ve nitritin NO'ya indirgenmesi i¢in Km degerini belirlediklerini vurgulamiglardir. Bu NO {iretimi i¢in gerekli olan
nitrit konsantrasyonunun tahmin edilmesine olanak saglamistir. Soya fasulyesi (Glycine max)'in fotosentez inhibe edici bir herbisitle
veya karanlikta inkiibasyonla muamelesi nitrit birikimine ve daha sonra bilinmeyen bir mekanizma ile nitritten elde edilen NO»
emisyonuna yol agmaktadir (Mayer vd., 2018). Hipoksi kosullar altinda, amonyum nitrit indirgenmesini engellediginden (Botrel vd.,
1996), biriken nitrit NO olugumu i¢in bir substrat olarak islev gérmektedir. Gupta ve Kaiser (2010) bu siirecin zarda meydana
geldigini ancak mitokondri matrisinde olmadigim ifade etmislerdir. Mitokondriyal elektron tasima zincirinin Il ve 1V
komplekslerinin NO iiretim bolgeleri oldugu gosterilmistir. Kompleks III, bu bolgedeki oksijenin bir elektron indirgenmesiyle
tretildigi gibi, siiperoksitin benzer bir sekilde bir elektron sizintisi yoluyla NO iiretebilecegini gostermektedir. COX ile NO'dan nitrit
indirgenme mekanizmalar1 hala arastirilmaktadir ve bu mekanizmanin agiklamasi igin ¢esitli modeller mevcuttur. Oksijen, nitrit ve
NO mevcudiyeti, sirasiyla sitokrom c'nin redoks durumuna bagli olan a3 ve bakir B (Fea3CuB) i¢eren COX redoks durumunu
belirlemektedir. Oksijen olmadiginda, Fe*? nitritin NO'ya indirgenmesi i¢in elektronu vermektedir. Mitokondride NO'yu indirgeyen
diger nitrit bolgeleri sitokrom c'nin kendisini ve diger hemeproteinleri igermektedir (Basu vd., 2008).

Bununla birlikte, yonca (Medicago truncatula) nodiillerinde NO iiretimi, alternatif oksidaz (AOX) inhibitorii propilgallata kars
tamamen duyarsizdir (Horchani vd., 2011). Cesitli ¢aligmalarda bildirilen AOX inhibitorlerinin etkisi, peroksidazlar ve diger
hemeproteinler dahil diger proteinler tizerindeki etkileriyle agiklanabilmistir. Anoksi (oksijensiz) kosullar altinda mitokondri 6nemli
miktarda NO iiretmektedir (Gupta vd., 2005). Uretilen NO'nun, nitrozatif stresi dnlemek i¢in ¢ok hizl1 bir sekilde geri doniistiiriilmesi
gerekmektedir. NO'nun etkisiz hale getirilmesi (siipliriilmesi), fitoglobin demir iyonunun oksidasyonunu, metaloglobin ve nitratin
olusmasint icermektedir. Fitoglobin-NO dongiisiiniin ¢aligmasi nitrat ve nitritin geri doniigiimii icin ve NADH ve NADPH fazlaliginin
oksidasyonu i¢in gereklidir

Nitrit indirgenmesi ve NO olusumu COX ve kompleks III'te (bcl) meydana gelmektedir. NO, oksijenli simbiyotik olmayan
fitoglobin (PgbO) tarafindan nitrat (NO)'e doniistiiriildiigii sitozole gegmektedir. Bu reaksiyonda olusan Metphytoglobin (MetPgb),
metphytoglobin rediiktaz (MetPgbR) ile geri doniistiiriilmekte ve nitrat, nitrat rediiktaz (NR) ile indirgenip, nitrat, mitokondriye nitrit
tastyict (NT) ile tasinmaktadir. NAD(P)H, mitokondriyal dehidrogenazlar (ND) ile oksitlenmektedir. (Q, ubiquinon; c, sitokrom c.)
(Gupta ve lgamberdiev, 2016)

2. Sonug

Abiyotik ve biyotik stres kosullarinda oldugu kadar, normal yetistirme sartlarinda bitki biiylime ve gelisiminde ¢esitli biyolojik
stireglerin diizenlenmesinde reaktif azot tiirleri (RNS) rol oynamaktadir. RNS, nitrik asit (NO) ve nitrik dioksit (NO2) gibi radikalleri
ve ayrica nitréz asit (HNO2) ve dinitrojen tetroksit (N2O4) gibi radikal olmayanlar1 igermektedir. Mitokontrideki NO iiretiminin
elektron tagima zinciri, kompleks I, I1, 111 ve 1V, alternatif NAD(P)H dehidrogenazlar, alternatif oksidaz ve sitokrom c gibi yolaklarin
timiinde ortaya ¢ikabilecegi bildirilmistir. NO, enzimatik antioksidanlarin aktivitesini olumsuz yonde etkilemekte ve SOD aktivitesini
degistirmektedir. Boylece hiicrenin siiperoksit anyonlarint ve H»O; iiretme kapasitesini diisirmektedir. Bitkilerde, sitoplazmik NR
(nitrat rediiktaz), cesitli gelisim siiregleri, stoma hareketleri ve biyotik ve abiyotik stres kosullarinda NO sentezi i¢in potansiyel bir
enzimdir.
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