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Arginine plays a multifaceted role in stress metabolism in plants, acting as both a precursor for various
metabolites and a signaling molecule that can modulate plant responses to environmental stresses.
Salinity stress remains a significant challenge for crop productivity, particularly in maize (Zea mays)
cultivation. This study investigates the potential role of L-arginine (L-arg) in mitigating salt-induced
oxidative damage by modulating lipid peroxidation, antioxidant enzymes activity and expression
levels of antioxidant enzymes in maize. Our findings showed that, H202 and MDA levels increased
in 200 mM NaCl was imposed while 1.5 and 3 mM L-arg treatments reduced these levels. Also, the
activity of superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD) and ascorbate peroxidase (APX) and the
expression levels of ZmSOD, ZmPOD and ZmAPX gradually increased in salt stress while L-arg quite
increased these parameters. The highest increases were determined in SOD enzyme activity and
ZmSOD gene expression. This research deepens our understanding of the molecular and biochemical
responses to salinity stress, offering crucial knowledge that could lead to the application of L-arg to
enhance plant resilience against environmental challenges.
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Tuz Stresinin Hafifletilmesinde L-Argininin Zea mays’da Antioksidan Enzim
Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Arjinin, bitkilerde stres metabolizmasinda yer alan gesitli metabolitlerin Onciiliigiinii yapan bir
aminoasit olmasinin yani sira, bitkilerin gevresel streslere yanitini modiile edebilen bir sinyal
molekiiliidiir. Tuzluluk stresi, ozellikle misir (Zea mays) yetistiriciliginde, mahsul verimliligini
artirma agisindan 6nemli bir zorluk olusturmaktadir. Bu ¢alisma, L-argininin (L-arg) lipid
peroksidasyonunu, bazi antioksidan enzim aktivitelerini ve bu enzimlerin gen ifade seviyelerini
modiile ederek tuz stresinin neden oldugu oksidatif hasar1 hafifletmedeki potansiyel roliinii
aragtirmaktadir. Bulgularimiz, 200 mM tuz stresi uygulamasinda H202 ve MDA seviyelerinin
arttigini, ancak 1,5 ve 3 mM L-arg uygulamalarimin bu seviyeleri azalttigin1 gostermektedir. Ayrica
calismamizda, siiperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz (POD) ve askorbat peroksidaz (APX)
aktiviteleri ile ZmSOD, ZmPOD ve ZmAPX gen ifade seviyelerinin tuz stresi altinda giderek arttigi,
ancak L-arg’in bu parametreleri arttirmada daha etkili oldugu belirlenmistir. En yiiksek artiglar SOD
enzim aktivitesinde ve ZmSOD gen ifadesinde gozlemlenmistir. Bu arastirma, tuz stresinde bazi
molekiiler ve biyokimyasal yanitlarin anlagilmasint derinlestirerek, L-arg uygulamasinin bitkilerin
cevresel zorluklara karsi direncini artirmada kritik bilgiler sunabilecegi onemli bir literatiir
kaynagidir.
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Giris

Abiyotik stres faktorlerinden biri olan tuzluluk hem
tarim yapilan topraklari olumsuz etkilemekte hem de
tuzluluk tehdidi altindaki topraklarda yetigen bitkilerde pek
¢ok olumsuzluklara neden olmaktadir (Golldack ve ark.,
2014). Tuzluluk, tohumlarin ¢imlenmesini, biiylimesini,
gelismesini, c¢iceklenmesini ve meyve vermesini
engelleyerek bitkileri olumsuz yonde etkilemektedir (Park
ve ark., 2013). Ayrica bitkilerde c¢esitli fizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler degisikliklere yol agmaktadir.

Bitkilerde tuz stresinin tetikledigi iyon stresi ve ozmotik
stres, metabolizma dengesizligine ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) toksik birikimine neden olarak oksidatif
hasara neden olmaktadir. Tuz stresi altinda kloroplast,
peroksizom, mitokondri ve apoplast gibi birgok bitki
organelinde ROT iiretilmektedir. Bitki hiicreleri, biriken
ROT’u algilamakta ve ROT’u temizlemek igin hizli
diizenleyici mekanizmalar kullanmaktadir (Park ve ark.,
2016; Van zelm ve ark., 2020). ROT, diisiik seviyelerde
temel sinyal molekiilleri olarak iglev goriir. Bu nedenle ROT
iiretimini ve temizlenmesini dengelemek i¢in siki kontrol
mekanizmalar1 kullanilmaktadir. Bu kontrol mekanizmasi
enzimatik ve enzimatik olmayan koruyucu sistemleri igeren
stratejilerden ibarettir (Sofy ve ark., 2020; Moradbeygi ve
ark., 2020). Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
peroksidaz (POD) ve askorbat peroksidaz (APX) gibi
antioksidan enzimler, bitkinin stres direncini yansitan
onemli gostergelerdir (Mostofal ve ark., 2015). Cesitli
caligmalar, ROT temizleyici enzimlerin ve antioksidanlarin
aktivitelerinin, tuz stresi uyaranlar1 tarafindan tetiklendigini
gostermistir (Choudhury ve ark., 2016). SOD, APX ve
CAT’1n genel olarak tim bitkilerde tuz stresi ile aktive
oldugu, tuzluluga ve oksidatif strese kars1 toleranst arttirdigi
bildirilmistir (Sofo ve ark., 2015). ZmAPX’in asir1 ifadesi
musirda tuz toleransini arttirmustir (Trevizan ve ark., 2019).

Bitkiler tuzlu ortamlara uyum saglamak i¢in bir dizi
sinyal iletim yolaklarim faaliyete gegirmektedirler.
Bunlardan biri de hiicre sinyal molekiilii nitrik oksidin ve
poliaminlerin biyosentezinin 6nciisii olan L-arginindir (L-
arg). L-arg islevsel olarak en ¢esitli amino asitlerden biridir
ve endojen ve eksojen L-arg’nin, ROT’lar1 temizleyerek
oksidatif hasarin iistesinden geldigi, tuzluluk gibi farkli
cevresel streslerde onemli rollere sahip oldugu yapilan
caligmalarla tespit edilmistir (Zhang ve ark., 2011).

Stres altindaki bitkilerin korunmasinda L-arg’nin
roliiniin oldugu bilgisinden hareketle, bu ¢alisma, tuz stresi
altinda musirda lipid peroksidasyonunun (H,0, ve MDA)
belirlenmesi, baz1 antioksidan enzim aktivitelerinin (SOD,
POD ve APX) tayini ve ZmSOD, ZmPOD ve ZmAPX
genlerinin ifadelerinin belirlenmesinde L-arg
uygulamasinin etkisini test etmeyi amaglamstir.

Materyal ve Yontem

Bitki Materyali ve Uygulamalarin Yapilist

Calismada bitki materyali olarak strese hassas oldugu
bilinen Ada-523 musir ¢esidi kullanilmistir (Yetigsin ve
Karakaya, 2022). %1 NaOCl ile 5 dakika yiizey
sterilizasyonu yapilan tohumlar steril saf sudan birkag kez
gegirildikten sonra 25 +1°C 16:8 saat 1s1ik: karanlik
fotoperiyot kosullarinda 7 giin siireyle ¢cimlendirilmistir.
Ardindan esit biiyliklikte secilen fideler Hoagland

soliisyonu (Hoagland ve Arnon, 1950) igeren hidroponik
sisteme aktarilmistir. Bu asamada sistem; kontrol, 200 mM
NaCl, 1,5 mM L-arg, 3 mM L-arg, 200 mM NaCl + 1,5
mM L-arg, 200 mM NaCl + 3 mM L-arg i¢eren deneme
gruplarina ayrilmistir. Her bir grup 3 tekerriirden
olusmustur. Uc yaprakli asamaya gelen musir fidelerine
uygulamalar yapilmis ve 3 giin boyunca biyiitilmustiir.
Siirenin  sonunda hasat edilen yapraklar -80°C’de
saklanmustir.

Hidrojen Peroksit ve Malondialdehit Iceriginin
Belirlenmesi

Hasat edilen taze yaprak 6rneklerinden 0,5 g tartilarak
%0,1 trikloroasetik asit ile homojenize edilmis ve 4°C’de
15 dakika boyunca 12,000xg’de santriflij edilmistir.
Alman siipernatant, 10 mM potasyum fosfat tamponu
(pH=7.0) ve 1 M potasyum iyodiir ile karistirilmis ve
nanodrop spektrofotometre (Thermo, Multiskan Go)
kullanilarak 390 nm dalga boyunda Ol¢iilmiistiir. H2O-
icerigi nmol/kg olarak hesaplanmistir (Velikova ve ark.,
2000). MDA igerigi ise Heath ve Packer (1968)’e gore
sicak asidik ortamda 2-tiyobarbitiirik asit yontemi ile
belirlenmistir. Ornekler 532 ve 600 nm absorbans
degerlerinde Sl¢iilmiis ve nmol/kg olarak hesaplanmuistir.

Antioksidan Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD enzim aktivitesi, Giannopolitis ve Ries (1977)
metodolojisine  gore nanodrop  spektrofotometrede
(Thermo, Multiskan Go) 560 nm’de NBT nin (nitroblue
tetrazolium) fotoinhibisyonu 6l¢iilerek belirlenmistir. Bir
SOD birimi, NBT’nin fotorediiksiyonunun %50’sini
inhibe etmek icin gerekli olan enzim miktar1 olarak
tanimlanmistir. POD enzim aktivitesi, Shams ve ark.
(2019)’a gore guaiacoliin 470 nm dalga boyunda okunmasi
ile belirlenirken, APX enzim aktivitesi ise Murshed ve ark.

(2008)’e  gore  askorbatin  enzim  ekstresindeki
oksidasyonunun 290 nm’de  kaydedilmesi ile
belirlenmistir.

RNA Izolasyonu, cDNA Sentezi ve Gen Ifade Analizi

Toplam RNA, iiretici protokoliine gore Trizol (Sigma,
93289) kullanilarak izole edilmigtir. RNA’nin saflifi
nanodrop spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga
boylarinda absorbansi dlgiilerek kontrol edilmis, ayrica
¢DNA kontaminasyonunun varligi %1,5 agaroz jel
kullanilarak belirlenmistir. cDNA sentezi i¢gin Maxima first
strand cDNA Sentez Kiti (ThermoFisher, K1672, USA)
kullanilmis ve elde edilen cDNA’lardan 10 kat seyreltme
yapilmis, daha sonra qPCR iglemleri i¢in her bir reaksiyon
tiipiine 12,5 pL Maxima SYBR Green/ROX qPCR kiti
(Thermo Scientific), 10 pM primer, 2 uL cDNA eklenmis,
toplam hacim steril su ile 25 pL’ye tamamlanmistir.
Kullanilan primerlerin dizileri Cao ve ark. (2023)’e gore
Cizelge 1’de verilmistir. Her bir 6rnek icin 3 tekerriir
kullanilmistr. Qiagen Rotor-Gene kullanilarak
gerceklestirilen qPCR islemleri igin sirasiyla 95°C’de 10
dakika, 95°C’de 15 saniye, 59°C’de 30 saniye ve 72°C’de
30 saniye (40 dongii) termal dongiiye tabi tutulmustur. Gen
ifade seviyeleri, B-Aktin referans genine karsi normalize
edilerek, karsilastirmali 2724€T yontemi ile Livak ve
Schmittgen (2001)’e gore belirlenmistir.
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Cizelge 1. Calismada kullanilan genlere ait primer dizileri

Table 1. The primer sequences of the genes used in the study

Forward (5°—>3’) Reverse (5°—3")
ZmSOD AGTTCGGTTCTGGATGGGTT GGGTTGATGGCATTTGGAG
ZmPOD GCCACTTTCCTTCCGAGTCATA  CACTGTAATAAGGCCGGTTGTG
ZmAPX CAAAGAGCGGTCTGGTTT AAGTTCCTTGAAGTAAGAGTTGT
Zm Actin GTTTCCTGGGATTGCCGAT TCTGCTGCTGAAAAGTGCTGAG
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Sekil 1. NaCl ve L-arg uygulamalarinin H,O; (a) ve MDA (b) iceriklerine etkisi
Figure 1. Effect of NaCl and L-arg treatments on H2O- (a) and MDA (b) contents

Istatistiksel Analizler

Tiim analizler, SPSS 20.0 yazilimi (IBM, Armonk, NY,
ABD) kullanilarak varyans analizi (ANOVA) yontemine
tabi tutulmus ve elde edilen degerler, nem diizeyi P <0.01
olan LSD (en az anlamli fark) testi kullanilarak ayrintil bir
sekilde karsilastirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Calismamizda, NaCl uygulamasmin H.O, ve MDA
iceriklerini kontrole kiyasla sirasiyla %15,96 ve %10,92
oranlarinda arttirdigr gozlemlenmistir (Sekil 1). Tuz
stresinin  bitkilerde ROT {iretimi ve uzaklagtirilmasi
arasindaki dengeyi bozdugu ve lipid peroksidasyonunu
indiikledigi bilinmektedir. Benzer sekilde, Ren ve ark.
(2020), musirda tuz stresi uygulamasi ile H,O, ve MDA
seviyelerinin oldukga arttigini belirlemiglerdir.

Bunun yan1 sira bu arastirmada, 1,5 mM ve 3 mM L-arg
uygulamalarinin HO, ve MDA igeriklerini kontrole yakin
degerlerde arttirdigt (swrasiyla %8,26, %9,33 ve %3,46,
%35,93) tespit edilmistir (Sekil 1). NaCl ile kombine L-arg
uygulamalarinda ise L-arg’nin H O, ve MDA seviyelerini
azaltmada oldukga etkili oldugu, 6zellikle 3 mM L-arg’nin
NaCl stresinin etkisini H,O, ve MDA i¢in sirastyla %5,24 ve
%4,38 oranlarinda azalttigi belirlenmistir (Sekil 1). Son
caligmalar arjininin tuz stresine maruz kalan bitkilerde
koruyucu bir ajan olarak potansiyelini vurgulamaktadir. Sun
ve ark. (2023), osmotik stres altinda L-arg ile muamele edilen
musirda H>O;, O ve MDA igeriklerinin azaldigim
belirlemislerdir. Bagka bir ¢alismada, Malekzadeh ve ark.
(2023), brokolide L-arg uygulamasi ile MDA igeriginin

o6nemli oOlglide azaldigim goézlemlemislerdir. Calismamiza
benzer sekilde, tuz stresine maruz kalan bugdayda yiiksek
dozda uygulanan argininin MDA ve lipit peroksidasyonunu
azaltarak oksidatif hasart minimuma indirgedigi tespit
edilmigtir (Ragaey ve ark., 2022). Gilgli antioksidan
ozelliklere sahip bir amino asit olan arjinin, ROT lara kars1
bitki savunma mekanizmalarini giiglendirmede 6nemli bir rol
oynamaktadir (Nasibi ve ark., 2020). Bu durum, arjininin
bitkilerde tuz stresinin olumsuz etkilerini hafifletmeye yonelik
stratejiler gelistirmek i¢in umut verici bir yol olarak roliinii
vurgulamaktadir.

Bitkilerde  antioksidan enzim  aktivitelerindeki
degisiklikler oksidatif stresin bir sonucu olabilmektedir.
Calismamizda, misirda tuz stresinin SOD, POD ve APX
aktiviteleri tizerindeki etkisi L-arg uygulamalar ile birlikte
degerlendirilmistir. Tuz stresi altindaki bitkilerin SOD
(%44,03), POD (%3,95) ve APX (%0,766) aktiviteleri,
kontrole kiyasla artmistir (Sekil 2). Bulgularimiza benzer
olarak, arpa (Noreen ve ark., 2021), misir (Ahmad ve ark.,
2021), biber (Shams ve ark., 2019), marul (Sardar ve ark.,
2023) gibi birgok bitki ¢esidinde tuz stresi uygulamasinin
antioksidan enzim igeriklerini arttirdigi kanitlanmistr.

Antioksidan enzim aktivitelerindeki yiiksek artis, stres ile
birlikte miktarlart artan ROT’larin  uzaklastirilmasini
hizlandirmakta, boylece membran hasarlar1 ve oksidatif stres
azalarak oksidatif strese karsi tolerans artmaktadir. Bununla
birlikte, caligmamizda tek basina L-arg uygulamalarinda doz
artisina bagli olarak antioksidan enzim igeriklerinin arttig1
belirlenmistir. Bu arti, dzellikle SOD aktivitesinde dikkat
cekmekte olup, bu durum L-arg varliginda SOD enziminin
daha yiiksek etkinligini gostermektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. NaCl ve L-arg uygulamalarinin SOD (a), POD (b) ve APX (c) enzim aktivitelerine etkisi
Figure 2. Effect of NaCl and L-arg treatments on SOD (a), POD (b) and APX (c) enzyme activities
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Sekil 3. NaCl ve L-arg uygulamalarinin ZmSOD (a), ZmPOD (b) ve ZmAPX (c) genlerinin ifade seviyelerine etkisi
Figure 3. Effect of NaCl and L-arg treatments on ZmSOD (a), ZmPOD (b) and ZmAPX (c) gene expression levels

1,5 mM L-arg uygulamasinda SOD aktivitesi kontrole
kiyasla %7,94 artarken, 3 mM L-arg uygulamasinda ise
%13,72 oraninda artmistir. POD ve APX enzim
aktivitelerinde ise SOD enzimine benzer bulgular elde
edilmistir. Her 3 enzim aktivitesi géz oniine alindiginda
kontrolde minimum degerler goriiliirken, NaCl + 3 mM L-
arg uygulamasinda ise en yiiksek degerlere (SOD, POD ve
APX icin sirastyla %52,14, %4,89 ve %0,912) ulasilmistir
(Sekil 2). Eksojen arjinin ile muamele edilen mango
meyveleri kontrole kiyasla yiiksek antioksidan enzim
aktivitesi gostermistir (Pakkish ve Mohammadrezakhani,
2021). Calismamiza benzer sekilde arjinin ile birlikte tuz
stresinin uygulandigi biberde SOD, POD, APX ve CAT
enzim aktivitelerinde goriilen artis tek basina arjinin
uygulamasindan ¢ok daha yiiksek olmustur (Usman ve
ark., 2023). Yine, aycigegine uygulanan tuz stresi ve arjinin
muamelesinin SOD, POD ve CAT enzim igeriklerinden en

¢ok SOD enzimini arttirdig1
(Ramadan ve ark., 2019).
Bununla birlikte caligmamizda tuz stresi ve arjinin
uygulamalar1 altinda ZmSOD, ZmPOD ve ZmAPX gen
ifade degisimleri antioksidan enzim degisimleri ile
uyumluluk gdstermigtir. NaCl uygulamas: ile ZmSOD
geninin ifadesi kontrole kiyasla 10,09-fold artarken,
ZmPOD gen ifadesinde bu artig 7,88-fold, ZmAPX geninde
ise 5,98-fold olmugtur (Sekil 3). Tek bagina L-arg
uygulamalar1 genlerin ifadesini artirirken, NaCl ile birlikte
kombine L-arg uygulamalar1 ile en yiiksek gen ifade
seviyelerine ulagilmistir. NaCl + 3 mM L-arg
uygulamasinda kontrole kiyasla gen ifadeleri ZmSOD i¢in
16,54-fold, ZmPOD i¢in 8,87-fold, ZmAPX igin ise 6,47-
fold arti gostermistir (Sekil 3). Benzer sekilde Cao ve ark.
(2023), osmotik stres altindaki misirda ZmSOD, ZmPOD,
ZmAPX ve ZmCAT genlerinin ifadelerindeki artigin
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antioksidan enzim aktivitelerindeki artig ile uyumluluk
gosterdigini ifade etmislerdir. Yine, tuz stresine maruz
kalan musir gesitlerinde ZmSOD (Cu/Zn), ZmSOD (Mn),
ZmSOD (Fe), ZmPOD, ZmAPX ve ZmCAT genlerinin
ifadelerinin oldukg¢a artig gosterdigi, en yiiksek artisin
ZmSOD (Fe) geninde goriildiigii tespit edilmistir (Trevizan
ve ark., 2019).

Nejadalimoradi ve ark. (2014), aygicegi {iizerine
yaptiklar ¢alismada, tuz stresi altindaki bitkilerde arjininin
koruyucu etkilerinin, dogrudan veya dolayli olarak
arjininden nitrik oksit salinimma bagli olabilecegini
aciklamiglardir. Normal kosullar altinda bitkilerde olusan
toplam ROT miktari, ¢oklu ROT iireten yollar arasindaki
denge ve enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmanin
bunlarla basa ¢ikma yetenegi tarafindan kontrol
edilmektedir. Stres kosullar1 altinda asir1t ROT olusumu ile
bitkiler ROT lar1 uzaklagtiramamakta ve oksidatif hasarlar
meydana gelebilmektedir (Laspina ve ark., 2005). Bu
durumda nitrik oksidin mitokondride antioksidan enzim
iiretim hizin1 arttirarak tuz toleransini indiikleyen bir sinyal
gorevi gordiigii diigiiniilmektedir.

Sonug¢

Tuz stresi ve L-arg uygulamalart altinda lipid
peroksidasyonu, SOD, POD ve APX enzim aktiviteleri ve
ZmSOD, ZmPOD ve ZmAPX genlerinin ifadelerinin
musirda ilk kez belirlendigi bu arastirmada, L-arg’nin bitki
savunma mekanizmasinda yer alarak stres toleransini
artirmada roliiniin oldugu ortaya c¢ikarilmistir. L-arg,
antioksidan savunmayr modiile ederek ve ROT’lari
temizleyerek tuz stresinin olumsuz etkilerini azaltmada
¢ok yonlii bir rol sergilemektedir. Bulgularimiz bitkilerin
tuz stresine karsi tepkilerini ve savunma mekanizmalarini
yoneten molekiiller mekanizmalara degerli bilgiler
katmakta olup, L-arg’nin stres azaltict bir madde olarak
kullanilmasi yoluyla tarimda siirdiiriilebilir uygulamalarin
gelistirilmesi i¢in potansiyel bir kaynak sunmustur.
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