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OZET

FRAGARIA X ANANASSA CABRILLO VE ALBION CESIDINDE FARKLI SICAKLIK
KOSULLARINA KARSI MOLEKULER VE FIZYOLOJIK YANITLARIN BELIRLENMESI

Yiiksek bitkilerde sicaklik stresi toleransindaki genotipik varyasyonlarin onemli oldugu
arastirmalarla gosterilmis ve bu farkliliklar yaygin olarak ¢alisilmaktadir. Bu tezde, iki ¢ilek
cesidi olan 'Albion' ve 'Cabrillo'nun yiiksek sicaklik tolerans kapasitelerini, iki farkli sicaklik
rejimi altinda (40/30°C veya 50/40°C) fizyolojik ve molekiiler analizlerle aydinlatmistir. Bu
caligma ayn1 zamanda dort miRNA'nin (mirl72, mirl64, mirl59 ve mirl68) yiiksek sicakliga

yanit olarak gen ekspresyon seviyelerini arastirmistir.

Bu c¢aligma, miR159'un 1s1ya dayanikli 'Albion' ¢esidinde 50/40°C'de asag1 regiile edildigini,
1stya duyarli 'Cabrillo' tipinde ise arttigmi bulmustur. Istatistiksel analiz sonuglari, miR159
ekspresyonu ile artan lipid peroksidasyon oranlar1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu,
APX aktivitesi ile ise negatif bir korelasyon gosterdigini ortaya koymaktadir. Veriler,

miR159'un inhibe edilmesinin ¢ilek ¢esitlerinin 1s1 toleransini artirabilecegini 6ne stirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidant kapasite, Cilek, miRNA, yiiksek sicaklik,



ABSTRACT

DETERMINATION OF MOLECULAR AND PHYSIOLOGICAL RESPONSES TO
DIFFERENT TEMPERATURE CONDITIONS IN FRAGARIA X ANANASSA
CABRILLO AND ALBION CULTIVARS

Research has shown that genotypic variations in temperature stress tolerance are significant in
higher plants, leading to widespread study of these differences. This study elucidated the
hightemperature tolerance capacities of two strawberry varieties, Albion’ and ‘Cabrillo’
through physiological and molecular analyses conducted under two temperature regimes:
40/30°C or 50/40°C. This thesis also investigated gene expression level of four miRNAs

(mirl72, mirl64, mirl59, and mirl68) in response to high-temperature.

This study found that miR159 is downregulated at 50/40 °C in the heat-tolerant ‘Albion’
variety, while it is increased in the heat-sensitive ‘Cabrillo’ type. The statistical analysis results
indicate a positive correlation between miR159 expression and increased lipid peroxidation
rates, while showing a negative correlation with APX activity. The data suggested that

inhibiting miR159 could enhance the heat tolerance of strawberry cultivars.

Keywords; Antioxidant capacity, High Temperature, miRNA, Strawberry
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ROS: Reaktif Oksijen Tdrleri

SOD: Siperoksit Dismutaz (Hucreyi oksidatif stresten koruyan enzim)



1. GIRIS

Yiiksek sicaklik stresi, hiicresel metabolizma ve homeostazi bozarak protein
denatiirasyonu, agregasyonu ve plazma membrani biitiinliigiiniin kaybina yol agmasi nedeniyle
bitkiler icin kritik bir gevresel stres faktoridur. Orta diizeydeki sicaklik artiglari dahi biyokiitle
iiretimi ve iiriin veriminde 6nemli kayiplara neden olurken, uzun siireli veya asir1 yiiksek

sicaklik maruziyeti bitki 6liimiiyle sonuglanabilmektedir.

Yiiksek sicaklik stresi, hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 birikimine yol
acarak oksidatif hasara neden olmaktadir. Antioksidan enzimler, ROS detoksifikasyonunda
birincil savunma hattini olusturarak hiicresel homeostazin korunmasinda kritik rol oynar (Apel
& Hirt, 2004). Sulperoksit dismutaz (SOD), superoksit radikallerini hidrojen peroksite
doniistiirerek ilk savunmay1 saglarken, katalaz (CAT) ve askorbat peroksidaz (APX) hidrojen
peroksitin uzaklastirilmasinda gorev alir. Peroksidaz (POD) ise hem ROS detoksifikasyonunda

hem de lignin biyosentezinde rol oynar.

Bitkiler, yiiksek sicakliklara karsi termotolerans kazanmak i¢in ¢esitli adaptif stratejiler
gelistirmiglerdir. Bu stratejilerden en Onemlisi, Ozellikle 1s1-sok proteinlerini (HSP'ler)
kodlayan genlerin transkripsiyon diizeyinde artisi1  iceren molekller savunma
mekanizmalaridir (Kotak ve ark., 2007; Kesici ve ark., 2020). Bunun yani sira gesitli kiiclik
RNA'larim (siRNA ve miRNA) biyotik ve abiyotik stres kosullarina karsi toleransta 6nemli

roller Ustlendikleri bilinmektedir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar), hedef mRNA molekilleri ile komplementer sekanslar
arasinda baglanma kurarak translasyonel inhibisyon veya transkript parcalanmasina yol agan
ve gen ekspresyonunun kontroliinde kritik roller tstlenen diizenleyici molekilerdir (Griffiths-
Jones ve ark., 2008; Voinnet, 2009). Bu molekiiller, bitki gelisimi ile biyotik ve abiyotik stres
yanitlarinda gérev almaktadir (Pegler ve ark., 2019). Ozellikle yiiksek sicaklik stresi altinda,
miRNA aracilt post-transkripsiyonel kontrol 6nemli bir diizenleme mekanizmasi olarak 6ne
cikmaktadir. Farkl bitki tiirlerinde yapilan arastirmalar, miR156, miR159, miR160, miR164,
miR168, miR169 ve miR172 gibi miRNA ailelerinin sicaklik stresine yanit olarak diferansiyel
ekspresyon gosterdigini ve bu molekiillerin sirasiyla SPL, MYB, ARF, NAC, AGO ve
AP2/ERF transkripsiyon faktorlerini hedefleyerek stres toleransmi diizenledigini ortaya
koymustur (Zhang ve ark., 2019; Pan ve ark., 2017; Lin ve ark., 2018).

Bu tez kapsaminda, yiiksek sicaklik stresine karsi farkli tolerans seviyeleri gosteren

‘Albion" ve 'Cabrillo’ c¢ilek c¢esitlerinde molekiiler ve biyokimyasal diizeydeki yanit



mekanizmalar1 arastirilmistir. Calismanin temel amaci, sicaklik stresi altinda bu iki cesit
arasindaki fizyolojik ve molekiiler farkliliklar1 ortaya koyarak ¢esitlere 6zgii tolerans
mekanizmalariin anlagilmasina katki saglamaktir. Bu baglamda, antioksidan savunma
sisteminde gorev alan SOD, CAT, APX ve POD enzimlerinin aktivite dizeyleri ile literatiirde
abiyotik stres yanitinda rol oynadigi gosterilen dort farkli miRNA'nin (miR172, miR164,
miR159 ve miR168) ekspresyon paternleri karsilastirmali olarak incelenmistir. Molekiiler ve
biyokimyasal analizler, fizyolojik parametrelerle (elektrolit sizintisi, klorofil igerigi, membran
stabilitesi) birlikte degerlendirilerek cesitler arasi tolerans farkliliklarinin biitiinctil bir profili

olusturulmustur.



2. YUKSEK SICAKLIK STRESI

Sicaklik stresi genellikle bitki biiyiimesi i¢in optimum sicakligin 5-15°C (zerine
ciktiginda meydana gelmektedir, ancak yiiksek sicakliklarin {iriin verimi iizerindeki etkisi,
sicaklik degisiminin yogunlugu, siiresi ve hizi tarafindan belirlenmektedir. Genel olarak iki tiir
yiiksek sicaklik stresi ayirt edilebilir. Cok yiiksek sicakliklarin (optimum sicakligin >15°C
iizerinde) kisa bir siireligi genellikle 1s1 soku olarak adlandirilir ve respirasyonun artmasi,
fotosistem II'nin fotoinhibisyonu, membran geg¢irgenliginin artmasi, reaktif oksijen tiirlerinin
birikimi, karbonhidrat metabolizmasindaki degisiklikler veya protein denatiirasyonu gibi
onemli fizyolojik ve metabolik fonksiyonlar: etkileyerek bitkilerde genis ¢apli hasara neden
olabilir (Fragkostefanakis vd., 2015; Fahad vd., 2017; Hasanuzzaman vd., 2013; Mathur vd.,
2014). Bununla birlikte, iliml yiiksek sicakliklara (optimum biiyiime sicakliginin 5-10°C
Uzerine) maruz kalma, benzer etkiler elde etmek igin daha uzun bir sire gerektirir (Mesihovic
vd., 2016).

Yiiksek sicakliklar yaprak alanmi ve bitki boyunu azaltmakta, siirgilin ve kok gelisimini
engellemekte (Wabhid et al. 2007), fotosentez, stomatal iletkenlik ve transpirasyon oranlarini
disiirmektedir (Rai and Kumar 2014). Bu durum bitki i¢i su kayiplarma neden olmakta (Bita
and Gerats 2013) ve ayn1 zamanda lireme gelisimini yavaslatmaktadir. Yiiksek sicakliklar ¢icek
sayisini, polen canliligini ve meyve tutumunu azaltarak verimliligi dogrudan diistirmektedir (L1
et al. 2018b, a). Yiiksek sicakliklar ROS birikmesini tesvik ederek cilegin antioksidan savunma
sistemlerini agmakta ve hiicrelerde oksidatif hasara neden olmaktadir (Sanchez-Rodriguez et al.

2011).

Yiiksek sicaklik, bitkiler {izerinde ¢ok boyutlu fizyolojik etkiler yaratmaktadir. Protein
denatilirasyonu ve agregasyonu nedeniyle hiicresel metabolizma ve homeostazin bozulmasi,
plazma membran biitiinligiiniin kaybina neden olmaktadir. Bu durum, yaprak ve strginlerin
tutusmasi, yapraklarda yaniklik, dallar ve gdvdeler iizerinde yaniklar, yaprak yaslanmasi,
dokiilme ve net fotosentezi azaltarak verimi diisiirme gibi 6nemli zararlara yol agmaktadir.
Fotosentez sistemine olan etkiler dzellikle kritiktir. Yiiksek sicakliklar, artan fotorespirasyon ve
nisasta ile c¢Oziinlir sekerlerin daha yiiksek konsantrasyonlarina bagli olarak CO.
asimilasyonunda azalmaya neden olmakta, bunun sonucunda organik substratlarin azalmasi ve
bitki gelisiminin bozulmasi1 goriilmektedir (Sicher, 2015). Fotosistem II 6zellikle sicaklik
stresine duyarlidir ve yiiksek sicakliklarda fotoinhibisyon meydana gelmektedir. Bu durumda
klorofil floresansinda azalma, elektron transport zincirinde bozulmalar ve nihayetinde

fotosentez kapasitesinde onemli kayiplar yasanmaktadir.



Bitkilerde yiiksek sicaklik stresinin temel etkilerinden biri, ¢esitli 1s1 soku proteinlerinin
(HSP) devreye girmesidir. Bu HSP'ler, stres durumlarinda proteinlerin dogru katlanmasi ve
yapisal biitiinliikklerinin korunmasinda hayati gorevler {istlenen molekiiler saperonlar olarak

islev goriirler (Khan and Shahwar 2020).

Yiiksek sicaklik stresi, bitkilerin bilylime ve gelisim siireclerinde gorev alan birgok
genin ifadesini de olumsuz ydnde etkilemektedir. Ozellikle fotosentez ve karbon baglama
stireclerinde merkezi rol oynayan Rubisco ve PEP karboksilaz gibi enzimleri kodlayan genlerin

ekspresyon diizeyleri bu stres kosullar1 altinda belirgin sekilde diismektedir (Li et al. 2019).
2.1. Cilek Bitkisinde Sicaklik Toleransi

Cilek (Fragaria x ananassa Duch.), Rosales takimi Rosaceae familyasi, Fragaria cinsi
icerisinde yer almaktadir (Hancock, 1999). Adaptasyon kabiliyetinin 1iyi olmasi nedeniyle farkl
ekolojik kosullarda yetisebilmesi, taze ya da islenmis gida olarak tiiketilmesi ve ekonomik
degerinin yiiksek olmasi gibi sebeplerden dolay1 son elli yilda diinyada {iretimi ve tiikketimi hizli
bir artig gostermistir. Cilek bitkilerinin optimal blyiime araliginin 10-26°C arasinda oldugu
kabul edilmektedir (Muneer vd., 2017). Yiksek sicakliklarin (25-30 °C) polen tipd
¢imlenmesini, meyve olgunlagsmasini ve kalitesini azalttig1 gosterilmistir (Ledesma ve
Sugiyama, 2005; Ledesma ve Kawabata, 2016). Genotipler arasindaki bazi farkliliklar olmasina
ragmen, ¢ilek bitkilerinin sicaklik stresine kars1 duyarli oldugu diisiiniilmektedir. Ulkemizde
cilek yetistiriciligi agik alanlarda, seralarda ve plastik tiinellerde yapilmakta ve bitkiler
gelisimlerinin farkli donemlerinde sik sik yiiksek sicakliklara maruz kalmaktadirlar. Ozellikle
Akdeniz bolgesinde sera yetistiriciliginde ilkbahar ve yaz doneminde sicakliklarin c¢ok
yiikselmesi nedeniyle c¢ilek bitkilerinin zarar gormesi ve ikinci yila {liriin almamamasi séz

konusudur.

Anatomik degisiklikler, bitkilerin yapisal organizasyonlarinda gerceklesen
modifikasyonlar1 temsil eder ve bu doniisiimler, organizmalarin degisken cevre kosullarina
adaptasyon saglayabilmeleri agisindan kritik oneme sahiptir. Cilek bitkilerinde ytiksek sicaklik
stresi, kapsamli anatomik ve ultrastriiktiirel bozulmalara sebep olmaktadir. Mikroskobik
incelemeler sonucunda, 1s1 stresinin yaprak kalinliginda, epidermal hiicre dimensyonlarinda ve
palizat mezofil hiicre katmanlarinin sayisinda belirgin azalmalara yol a¢tig1 ve bu durumun
fotosentetik aktif yiizey alanini1 daraltarak fotosentez kapasitesini sinirladigi tespit edilmistir
(Ghnaya et al. 2022). Yiiksek sicaklik stresine maruz kalan bitkilerin kloroplastlarinda siskinlik,

nigasta graniillerinin erimesi, plasto-globiil birikimlerinin artmasi ve tilakoid sistemlerinin



genislemesi gibi degeneratif degisikler gozlemlenmekte ve bu durum fotosentetik siirecleri
ciddi sekilde engellemektedir. Mitokondriyal yapilarda ise krista organizasyonunda siddetli
dejenerasyon meydana gelirken, ¢ilek kok apekslerinde hiicre duvarlarinin deformasyona
ugradig1 ve yapisal biitiinliiklerini kaybettigi goriilmektedir (Li et al. 2017). Taramali elektron
mikroskopisi teknikleri kullanilarak yapilan analizlerde, 1s1 stresinin ¢ilek yaprak ve meyve
yiizeylerinde ¢okiintli olusumu, vezikiil formasyonu, kirigiklik ve kiitikiiler mum tabakasinin

digar1 sizmasi seklinde kendini gosterdigi belirlenmistir (Santos et al. 2022).

2.2. ROS ve Antioksidan Sistem

Asirt yiiksek sicakliklar, bitkilerde hiicresel diizeyde tahribata sebep olan ve oksidatif
stres slireclerini baslatan ROS birikimini tetiklemektedir. Bitkisel organizmalar, ROS
eliminasyonu ve oksidatif hasarin Onlenmesi amaciyla gelismis antioksidan koruma

sistemlerine sahiptir.

Bitkiler yiiksek sicaklik stres kosullaria karsi koruyucu bir mekanizma olarak SOD,
CAT, APX ve GR gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini ve gen ifadelerini artirmaktadir
(Hasanuzzaman ve Fujita 2019). Yiiksek sicakliga maruziyet ayrica ROS detoksifikasyonunda
kritik roller Gstlenen glutatyon, askorbik asit, karotenoidler, fenolik bilesikler ve tokoferoller
gibi non-enzimatik antioksidan molekiillerin konsantrasyonlarini da etkilemektedir (Meena et
al. 2024). Ancak asir1 ROS birikimi antioksidan kapasitenin sinirlarini asarak proteinlerin,
membran lipidlerinin ve niikleik asitlerin oksidatif hasarmma yol acgabilmektedir. Cilek
bitkilerinde yapilan arastirmalar, yiiksek sicaklik stresinin ROS birikiminde artisa neden
olurken, paradoks olarak CAT, SOD ve POD gibi temel antioksidan enzimlerin aktivite
diizeylerinde diisiislere sebep olabilecegini ortaya koymaktadir (Rahman et al. 2020).
Antioksidan enzim aktivitelerindeki bu azalma, ROS iiretimi ile eliminasyonu arasindaki hassas
dengeyi bozarak cilek bitkilerinde oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina katkida bulunmaktadir
(Kesici 2009). Bu siiregte ortaya ¢ikan oksidatif hasar, bitki bliylimesi, gelisimi ve termal

tolerans kapasitesini olumsuz yonde etkilemektedir (Begcy ve Dresselhaus 2018).



3. BITKi MIKRORNA'LARI VE STRES YANITLARI

MikroRNA'lar (miRNA'lar), hedef mesajct RNA (mRNA) molekiilleri ile
komplementer sekanslar arasinda baglanma kurarak translasyonel inhibisyon veya transkript
parc¢alanmasina yol agcan ve boylece gen ekspresyonunun kontroliinde veya baskilanmasinda
kritik roller Ustlenen molekilerdir (Griffiths-Jones ve arkadaslari, 2008; Voinnet, 2009; Ha ve
Kim, 2014). Bu miRNA molekiilleri karmasik diizenleyici sebekeleri yonlendirmekte ve bitki
gelisimi ile biyotik ve abiyotik stres yanitlarinda gorev alan 6karyotik hiicrelerde genis bir
yelpazede biyolojik siireclere dahil olmaktadir (Pegler ve arkadaslari, 2019; Secic ve
arkadaslari, 2021).

Bitkilerde miRNA molekiillerinin belirlenmesi amaciyla hem deneysel hem de
biyoinformatik stratejiler uygulanmustir. ilk asamalarda, bitkisel miRNA'larin kesfi igin direkt
klonlama metodolojisi yaygin sekilde kullanilmistir (Llave ve arkadaglari, 2002; Reinhart ve
arkadaslari, 2002). Daha sonraki donemlerde, miRNA'larin yiliksek konservasyon 6zelligi ve
kok-dongii sa¢ tokast yapist hakkinda daha detayli bilgi edinildikge, bilinen miRNA'lardan
hareketle yeni bitki tiirlerinde miRNA tanimlamasi i¢in biyoinformatik yaklagimlar

gelistirilmistir (Jones-Rhoades ve Bartel, 2004; Zhang ve arkadaslari, 2005).

Gunimuizde, daha sofistike ve ekonomik hale gelen yiksek verimli sekanslama
teknolojisi temelinde (Lu ve arkadaslari, 2006), kiigiik RNA yiiksek verimli sekanslamasi
bitkilerde miRNA tanimlamas1 ve fonksiyonel analizi i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir

(Sunkar ve arkadaslari, 2005; Fahlgren ve arkadaslari, 2007; Creighton ve arkadaglari, 2009).

Bitkisel miRNA tanimlama metodolojilerinin hizli ilerlemesi sayesinde, bitki tiirlerinde
giderek artan sayida miRNA kesfedilmis ve karakterize edilmistir (Kozomara ve GriffithsJones,
2011; Xu ve arkadaglari, 2016; Pegler ve arkadaslari, 2019). miRBase veri tabaninda
(http://www.mirbase.org, versiyon 22) kaydedilen bilgilere gore, 271 organizmadan deneysel
veya hesaplamali yontemlerle 38.589 sac tokasi prekursorii ve 48.860 olgun mikroRNA
belgelenmistir. Bu organizmalar igerisinde 70'in iizerinde bitki tiirii yer almaktadir; bunlar
arasinda Arabidopsis thaliana (326 prekursor, 428 olgun), Oryza sativa (604 prekursor, 738
olgun), Zea mays (174 prekursor, 325 olgun), Triticum aestivum (122 prekursor, 125 olgun),
Glycine max (684 prekursor, 756 olgun), Solanum tuberosum (224 prekursor, 343 olgun),
Nicotiana tabacum (162 prekursér, 164 olgun), Solanum lycopersicum (112 prekursor, 147
olgun), Gossypium raimondii (296 prekursor, 296 olgun), Medicago truncatula (672 prekursor,

756 olgun), Populus trichocarpa (352 prekursor, 401 olgun), Sorghum bicolor (205 prekursor,



241 olgun), Brassica napus (90 prekursor, 92 olgun), Vitis vinifera (163 prekursor, 186 olgun)

ve diger tiirler bulunmaktadir.

Son donemlerde yapilan artan miRNA arastirmalari, miRNA yonlendirmeli gen
ekspresyon diizenlenmesinin bitkilerin ¢evresel uyaricilara adaptasyonu i¢in de zorunlu
oldugunu ortaya koymustur (Sun ve arkadaglari, 2019). Abiyotik stres altindaki bitkiler, belirli
miRNA'larm ekspresyonunu modiile ederek veya yeni miRNA'lar sentezleyerek cevresel
uyaricilara karsi toleransi giiclendirebilmekte, boylece abiyotik stres kosullarinda daha etkin

hayatta kalma ve biytime kapasitesi gosterebilmektedir.

Ilgili miRNA'larin ekspresyonunun yukar1 veya asag1 yonlii diizenlenmesi farkli stres
tipelerine bagh olarak degismektedir; belirli miRNA'lar bitkilerde yiiksek sicaklik, diisiik
sicaklik, kuraklik, yiiksek tuzluluk, oksidasyon ve agir metaller gibi cesitli stres faktorleri
tarafindan da indiiklenmektedir (Jian ve arkadaslari, 2010). Stres yanitli miRNA'lara dayali
arastirmalar, bitki stres direnci 1slaht ve gen ekspresyon mekanizmalar1 konusunda 6nemli
kavrayis saglayabilmekte ve bitkilerde adaptif mekanizmaya yeni bir perspektif gelistirmek i¢in

giiclii bir yaklasim olusturmaktadir.

miRNA'lar tekil veya coklu ¢cevresel uyaricilara verdikleri yanitlarda gesitlilik gosterdigi
gibi, bitkilerde biiyiime ve gelismeye iliskin diizenleyici islevleri de oldukca cesitlidir.
miRNA'lar biiyiime ve gelismenin diizenleyici mekanizmalarinda dnemli roller Gstlenmektedir.
Yapilan arastirmalar, miRNA'larin bitki ¢iceklenme ve ¢igek organi gelisimi, yaprak gelisimi,
meyve gelisimi ve olgunlasmasi, kok gelisimi ve embriyogenez regiilasyonunda kritik iglevler
istlendigini ortaya koymustur (Lin ve Lai 2013; Gao et al. 2017; Correa et al. 2018; Plotnikova
et al. 2019; Siddiqui et al. 2019; Yang et al. 2019).

Yakin zamanda, miRNA'larin ve hedeflerinin tarim bitkilerinde agronomik
karakteristikleri diizenlemek i¢in uygulandigimi kanitlayan birka¢ 6nemli bulgu, miRNA'larin
bitki boyu, salkim dallanmasi, kardeslenme, tane boyutu, meyve kalitesi, liriin verimi, erkek
kisirlig1 gibi yiiksek verim ve iyi kaliteyle iligkili tarimsal 6zelliklerin iyilestirilmesinde kritik
bir rol oynadigini 6ne siirmektedir (Wang S. ve arkadaslari, 2012; Zhang Y. C. ve arkadaslari,
2013; Yang ve arkadaslar1, 2019).

[laveten, miRNA bitki sekonder metabolizmasimnin anahtar diizenleyicisi olabilmektedir.
Son bulgular, miRNA'larmn flavonoidler, alkaloidler ve azot igeren bilesik biyosentetik yollarmi
diizenlemede Onemli bir rol oynadigini gostermistir (Gou ve arkadaglari, 2011; Li ve

arkadaslari, 2015; Davoodi Mastakani ve arkadaslari, 2018). Sasirtict olmayan bir sekilde,



miRNA ayni zamanda bitki hormonu sinyal iletimi ve metabolik yolaklarin diizenlenmesinde
de yer almaktadir (Back ve arkadaslari, 2013; Guo ve arkadaslari, 2018; Liu ve arkadaslari,
2019). miRNA'lar bir gen ailesinde ¢oklu hedef gen Uyesini diizenleyebilmekte ve spesifik
hedef gen de ¢esitli bitki biiylime ve gelisme diizenleme sureclerinde yer alabilmektedir.

3.1. Bitkilerde Asir1 Sicakhik Stresine miRNA Yaniti

Kiiresel 1sinma ve iklim dalgalanmalar1 sonucunda yiiksek sicaklik stresi, bitkilerin
biliylime ve gelisim siireclerini kisitlayan temel faktorlerden biri haline gelmistir. Tarimsal
iretim sistemlerinin siirdiiriilebilirligi, yiiksek sicaklik stresinin olusturdugu tehdit altinda
bulunmaktadir. Ozellikle fotosentez, solunum, azot metabolizmasi, protein dongiisii, niikleik
asit metabolizmasi ve lipid metabolizmasinda ortaya ¢ikan zararh etkileri minimize etmek
amaciyla, sicakliga duyarli miRNA'lar kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Grover et al. 2013;
Zuo et al. 2021; Begum 2022).

Bitkilerde karakterize edilen ilk miRNA'lardan biri olan miR156, yiiksek sicakliga kars1
direng¢ konusunda pozitif etki gdstermekte ve yiiksek seviyede aktive edilmektedir. miR156'nin
hedefini olusturan SPL transkripsiyon faktorii geni, sicaklik stresinin ardindan transkripsiyonel
diizeyde asag1 yonlii diizenleme gostermektedir (Stief et al. 2014). Benzer sekilde, miR156'nin
asir1 ekspresyonu yonca bitkisinin sicaklik stresine toleransini giiglendirmektedir (Arshad et al.
2020). Muzda yapilan bir arastirma, miR156-SPL modiiliiniin sicaklik stresini kontrol
edebildigini ve SPL gen ailesinin miR535 ve miR156 tarafindan ortak hedefleme aldigini
gostermistir. Cok sayida miRNA muzlarda yiiksek sicaklik stresine tepki olarak asagi yonli
diizenleme egilimi sergilemis ve genel olarak yiiksek sicaklik stresinin miRNA ekspresyonunu
baskilama yoniinde etki gosterdigi belirlenmistir (Zhu et al. 2019). Sicaklik stresinde gorev alan
bazi kritik diizenleyici miRNA-hedef modiilleri tespit edilmistir; bunlar miR 169-SBP, miR159-
MYB, miR156-SBP/SPL, miR172-AP2/ERF, miR164-NAC, miR166-HD zip, miR396-GRF
ve MiR5381-SAC2 olarak siralanmaktadir (Zhang et al. 2019).

Daha 6nemli olan, miRNA'lari ekspresyonuna dayanan diizenleme modelinin sicaklik
stresi kosullarinda tiire 6zgii karakteristik gostermesidir. Bu durumun en muhtemel agiklamasi,
farkl bitki tiirlerinin degisken cevresel kosullara sahip olmasidir. Sicaklik stresi kosullarinda

miRNA'larin diizenlenmesi i¢in evrensel bir kural belirlemek oldukea giictiir.

Pamukta anther gelisiminin cesitli kritik evrelerinde farkli miRNA'lar yiiksek
sicakliklara kars1 yanit vermektedir. Bu molekiiller arasinda sporogendz hiicre proliferasyon

evresinde miR2949, miR167 ve miR160; mayotik faz evresinde miR156 ve miR172; mikrospor



salinim doneminde miR156; ve polen olgunlasma evresinde miR393 ve miR3476
bulunmaktadir. Bu miRNA'lar, sicakliga toleransh ve sicakliga hassas pamuk hatlarinda strese

yanit veren temel diizenleyiciler olarak islev gormiistiir (Chen J. et al. 2020).

Yiiksek sicaklik kosullarinda (35°C) domates stamen ve pistil gelisiminde rol oynayan
MiRNA'lar {izerine gergeklestirilen arastirma, miR167, miR396 ve miR482 ailelerinin
stamende kayda deger dlglide eksprese edildigini, miR159, miR166 ve miR482 ailelerinin ise
pistilde eksprese edildigini saptamigtir (Pan et al. 2017). Bunun yani sira, miR393-SITIR1 ve
miR160-SIARF10/16'nin oksin sinyal yolaginin regiilasyonunda yer aldigi ve miR398b-
SICSD1 ile miR397-LACs'm ROS aracili hiicre genislemesi ve hiicre boliinmesiyle giiglii bir
korelasyon gosterdigi ortaya konmustur. Ayni zamanda miR156-SPL, bitkilerde ¢oklu yanitlari
indiiklemek icin onemli bir diizenleyici olarak 6ne c¢ikmakta ve her ikisi de sicaklik stresi
uygulamasiyla aktive edilmektedir (Pan et al. 2017). Orta seviyede yiiksek sicaklikta (33°C)
sicakliga toleransta miR156 ile miR396'nin yukar:1 yonlii diizenlenmis ekspresyon sergiledigi
belirlenmistir (Zhou et al. 2016). Bunun aksine miR168'in asag1 yonlii diizenlenmis ekspresyon
gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, asir1 yiliksek sicakligin miRNA ekspresyonunu

smirlama potansiyelinin oldugunu isaret etmektedir.

miR160'n diizenleyici rolii, sicaklik stresine adaptasyonda ozellikle Onemlidir.
miR160'n bir engelleyicisi olan yapay miR160, sicaklik stresine daha zayif adaptasyon
sergilemistir. Bunun tam tersi olarak miR160'm asir1 ekspresyonu, transgenik Arabidopsis'te
yiiksek sicaklik toleransi kapasitelerini onemli 6l¢iide gelistirmistir. ARF10, ARF16 ve ARF17
dahil olmak {izere miR160'in hedef genlerinin miRNA'lar tarafindan baskilanmasi, sicaklik
stresi kosullarinda yasamsal devamlilik i¢in sicaklik soku proteinlerinin ekspresyonunu

diizenlemistir (Lin et al. 2018).

Diger bitki tiirlerinde de sicakliga duyarli miRNA'lar tanimlanmistir. 38°C sicaklik
stresi uygulamasinin ardindan ¢icekli Cin lahanasinda miR156, miR159, miR168, miR171 ve
miR 1885 tespit edilmistir (Ahmed et al. 2019). Bugdayda miR156, Tae-miR818, miR169,
miR528 ve miR398, sicaklik stresine tepki olarak asagi yonlii diizenlenmistir (Ragupathy et al.
2016). Ayrica bugdayda antioksidan aktiviteyi ve strese hassas mitokondriyal proteinleri
diizenlemede sicakliga duyarli miRNA'larin, miR528 ve miR9662'nin rolii agiga ¢ikarilmistir
(Ravichandran et al. 2019). Ozellikle miR159¢c ve miR165b, sicaklik stresine tolerans

saglamada dogrudan veya dolayli olarak rol almaktadir (Sihag et al. 2021).



4, MATERYAL VE YONTEM
4.1. Bitki Biiyiimesi ve yiiksek sicaklik Stresi Deney Tasarimi

Bu aragtirmada F. ananassa 'Albion' ve 'Cabrillo’ ¢esitlerinin frigo fideleri bitki materyali
olarak kullanilmistir (Shaw ve Larson 2006). Frigo fideler %0.1'lik Benlate cozeltisine
daldirildiktan sonra toprak, torf ve perlit karisiminin esit oranlarda (1:1:1) bulundugu 15x13
cm'lik saksilara aktarilmistir. Fideler, giindiiz/gece sicakligi 23/18°C, ortalama bagil nem %65,
151k siddeti 350 umol foton m2 s7! ve 16 saat 151k, 8 saat karanlik fotoperiyot kosullarina sahip
iklim odasinda (Digitech Growth Chamber, PG34-3) yetistirilmistir. Fidelere haftalik olarak
bitki bagina 0.5 g dozunda 20-20-20 NPK bilesik giibresi ile sulama yapilmistir. Sicaklik deneyi,
‘Albion’ ve 'Cabrillo’ ¢ilek ¢esitleri ile fideler ii¢ yaprakli doneme ulastiginda, ti¢ ayr1 zaman
arahiginda iki farkl sicaklik kosulu altinda gergeklestirilmistir. Her deney grubu 21 fideden

olugsmustur. Deney gruplar1 asagidaki gibi belirlenmistir:

a) Kontrol grubu (23/18 °C Ginduz/gece), b) sicaklik uygulamasi (40/30 °C Giindiiz/gece), c)
sicaklik uygulamasi grubu (50/30 °C Giindiiz/gece),

Morfolojik ve fizyolojik analizler i¢in 50/30 °C Giindiiz/gece gruplar1 harig¢ her deneme
grubundan 3. ve 5. giinlerde hasat yapilmistir (tim deneyler U¢ biyolojik tekrar olarak
gerceklestirilmistir). miRNA’lara ait gen ekspresyonlari, hasadin iigiincii giinii sonunda Real-

Time PCR kullanilarak belirlenmistir. Her deneme ii¢ kez tekrarlanmustir.

Sekil 4. 1. Denemelerin kuruldugu iklim kabini Sekil 4. 2. Frigo fidelerin kok budamasi
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4.2. Morfolojik Olgtimler

Yiiksek sicaklik (40/30 °C ve 50/40 °C) ve normal kosullar (23/18 °C) altinda iklim
odasmda 3 ve 5 giin yetistirildikten sonra, hasat zamaninda her grubun kok, siirglin ve yaprak

uzunluklar1 6l¢tiilmiistiir.

4.3. Lipid Peroksidasyon Analizi

200 mg yaprak 6rnegi 2 mL %0,1 (w/v) trikloroasetik asid ile homojenize edildi. 10.000
rpm’de santrifiij edildikten sonra 200 pL homojenata 1 mL %0,5 thiobarbiiritik asit (%20
trikloroasetik asit icinde) eklendi. 95 °C 1 saat su banyosunda inkiibasyonu saglandi. Ependorfa
aktarilan homojenatlar 10.000 g’de santrifiij edilip olup sonrasinda 532 ve 600 nm’de
spektrofotometre cihazinda olgiimii yapild. MDA icerigi 155 mM™' cm™ Kkatsayisi
kullanilarak belirlendi (Karabal vd., 2003).

4.4, Pigment I¢erigi Olciimii

Klorofil ve karotenoid igerikleri, fotosentetik kapasite ve bitki saghginin gdstergesi
oldugundan analiz edilmistir. Klorofil i¢erigi Wellburn (1994)"lin modifiye ettigi yonteme gore
yapilmistir. 500 mg yaprak 6rnegi 10 mL mutlak metanol iginde ekstrakte edilmistir. Chla, Chlb
ve toplam karotenoid igerikleri UV spektrofotometre kullanilarak sirasiyla 666 nm, 653 nm ve
470 nm dalga boylarinda kaydedilmistir. Pigment icerigi hesaplamalar1 Wellburn (1994)

tarafindan tanimlanan yontemlere gore belirlenmistir.

4.5. Antioksidan Enzim Aktivitesi

Yiiz milligram yaprak sivi azot kullanilarak toz haline getirilmis ve ardindan 1 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve %1 polivinilpirolidon iceren potasyum fosfat tamponu
(50 mM; pH 7.0) ile homojenize edilmistir. Ekstraksiyon sonrasinda drnekler 4°C'de 20.000
rpm'de 20 dakika santrifiij edilmistir. Protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in Bradford
teknigi (1976) kullanilmistir. CAT aktivitesi Aebi (1984) tarafindan belirlenen metodolojiye
gore Olclilmiistiir. Reaksiyon, 50 uL enzim ekstrakti ile 1950 mL tampon ¢ozeltisinde (pH 7.0,
50 mM potasyum fosfat ve 30 mM H:0:) gerceklestirilmistir. Kinetik Slctimler
spektrofotometre ile 240 nm'de 180 dakika boyunca yapilmistir. Dakikada H-O: tiiketimi bir
enzim birimi olarak olctulmistir. APX enzim aktivitesini degerlendirmek icin, -80°C'de
saklanan 10 pL protein, 0.2 M Tris/HCL, 0.25 mM askorbik asit, 0.5 mM H:0: iceren ve pH
7.8'e ayarlanmig 1 mL APX reaksiyon ¢ozeltisi ile karistirilarak vortekslenmistir. Cozelti daha

sonra kuvars kiivete yerlestirilmis ve kinetik olgiimler 290 nm'de 3 dakika boyunca, her 15
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saniyede bir deger kaydedilerek yapilmistir (Nakano ve Asada 1981). Glutatyon Rediiktaz
enzim aktivite analizi Glutatyon Rediiktaz Enzim Immunoassay Kiti (Lot# fr.19.30442)
prosediriine gore gerceklestirilmistir. Mikrotiter plakalarda 20 pL izole edilmis toplam protein,
20 uL GSSH, 20 uL NADPH ve 50 pL distile su bulunmustur. Olgiimler 340 nm ELISA Reader
kullanilarak 5 dakika siireyle her dakika yapilmistir.

4.6. MiRNA Ekspresyon Analizi

MiRNA gen ekspresyonu, Chen ve ark. (2005) ve Li ve ark. (2012) tarafindan
tanimlanan stem-loop primer teknigi kullanilarak gercgeklestirilmistir. RNA izolasyonu
sonrasinda ¢cDNA sentezi, stem-loop primerler kullanilarak gergeklestirilmistir (Chen et al.,
2005; Li et al., 2012). Stem-loop primerler, kiigik RNA molekillerinin 6zgin ve hassas bir
sekilde ters transkribe edilmesini saglar ve miRNA ekspresyon analizinde standart yontem
olarak kabul edilir. Reaksiyon bilesenleri: 1 pg RNA, 1 puL stem-loop primer, 1 pL dNTP, 4 uL
RT Buffer, 1 uL Reverse Transcriptase ve DEPC su ile toplam hacim 20 pL olacak sekilde
hazirlanmistir.  ¢cDNA sentezi sonrasinda gen ekspresyon analizi hedef miRNA primerleri
kullanilarak yapilmistir (Tablo 4.2, Li ve ark. 2012). Real-time PCR, 95°C'de 30 saniye
denatiirasyon ile baglamis, ardindan 95°C'de 5 saniye ve 60°C'de 30 saniye olmak iizere 40

siklus uygulanmistir. Gen ekspresyonu 2722t teknigi kullanilarak 6l¢iilmiistiir (Livak, 2001).

Tablo 4. 1. miRNA ekspresyonu i¢in primer listesi

Gen ismi RT-primer dizisi PCR primer dizisi

miR164 ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagtgcacgty Fw: acactccagctgggtggagaagca
Rv: aactggtgtcgtggag
miR172 ctcaactggtgtcgtggagtccggcaattcagttgagatgcagea Fw: acactccagctgggagaatcttga
Rv: aactggtgtcgtggag
miR159 ctcaactggtgtegtggagtceggceaattcagttgagtagagete Fw: acactccagctgggtttggattga
Rv: aactggtgtcgtggag
miR168 ctcaactggtgtcgtggagtccggceaatteagttgagttecegac Fw:acactccagctgggtegettggtg

Rv: aactggtgtcgtggag

18S rRNA Oligo d(T)18; random primer (9 mer) Fw: gtagtcatatgcttgtct

Rv: gaatgatgcgtcgecagcacaaagg

Kaynak: (Li ve arkadaslar1,2012)
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4.7. istatistiksel Analiz

Tiim deneyler ii¢ biyolojik ve teknik tekrar olarak gergeklestirilmistir. Istatistiksel analiz
eslestirilmemis t-testi kullanilarak yapilmis, anlamlilik seviyeleri p <0.05, p <0.01 ve p <0.001
olarak rapor edilmistir. Grafikler olusturulmus ve tek yonli ANOVA istatistiksel analizi

GraphPad Prism 10 yazilimi1 (GraphPad, ABD) ile gergeklestirilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Yiiksek Sicakhigin Biiyiime Parametreleri Uzerine Etkisi

Bu c¢alisma, yiiksek sicaklik toleransi bakimindan farkli kapasitelere sahip iki ¢ilek
cesidinin  bliyime parametrelerini incelemistir (Sekil 5.1.). Kontrol gruplar1 ile
karsilastirildiginda, 'Albion' ¢esidinin 40/30 °C (giindiiz/gece) kosullar1 altinda siirgiin ve kok
biiylimesinde istatistiksel olarak anlaml1 degisiklikler goriilmemistir (Tablo 5.1). Buna karsilik,
50/40°C (giindiiz/gece) kosullarina maruz birakilan 'Albion' fideleri 3. giine kadar siirgiin
biliylimesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gostermistir. 50/40°C'de yetistirilen
'Albion' fidelerinin yaprak uzunlugu ve yaprak genisligi kontrol grubuna gore sirasiyla yaklagik

2.98 ve 1.68 kat daha diisiik bulunmustur.

Sekil 5. 1. Ug giin maruz kalma sonrasinda yiiksek sicaklik stresi altindaki iki ¢ilek ¢esidinin
morfolojik gérinimi. a. 'Albion' kontrol grubu (23/18 °C), b. 'Albion' 40/30 °C grubu, c.
‘Albion’' 50/40 °C grubu, d. 'Cabrillo" kontrol grubu, e. 'Cabrillo’ 40/30 °C grubu, f. ‘Cabrillo’
50/40 °C grubu.

40/30°C'de 3 ve 5 giin yetistirilen 'Cabrillo' ¢esidi fidelerinin siirgiin uzunlugu,
23/18°C'de yetistirilenlere kiyasla sirasiyla 1.54 ve 1.41 kat daha kisa olmustur. Kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda, 3. ve 5. glinde hasat edilen gruplarda kék uzunlugu 6nemli dlglide

azalmig ve sirasiyla 2.28 ve 1.93 kat azalma gostermistir (Tablo 5.1.). 50/40°C'de yetistirilen
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'Cabrillo' fideleri, kontrol grubuna kiyasla yaprak uzunlugu ve genisliginde sirasiyla yaklasik

1.78 kat ve 1.80 kat azalma gdstermistir.
Tablo 5. 1. Normal (23/18 °C) ve yiiksek sicaklik (40/30 °C ve 50/40 °C) kosullarinda

yetistirilen Fragaria x ananassa cv. 'Albion’ ve 'Cabrillo’ gesitlerine ait biiylime parametreleri

Albion Siirgtin Kok uzunlugu Yaprak Yaprak
enisligi
uzunlu (cm) uzunlu gemss
B (cm)
(cm) (cm)
. 7.30£1. 5.95+1.1 4.41+0.
23/18 3. Gun 28 2.96+0.76 5 98
. 8.25+1. 4.19+1.2 3.33z1.
40/30 3. Giin 26 3.41+0.55 12 53
50/40 3. Giin 9;)1.2910.8 2.93+0.09 835'081’0'9 673'6310'
. 8.72+0. 6.58+1.2 4.91+1.
23/18 5. Gun 692 3.35+0.59 3 18
y 8.89+1. 5.06+0.9 3.44+0.
40/30 5. giin 678 3.89+0.96 » 81°
Cabrillo Siirgiin Kok uzunlugu Yaprak Yaprak
enigligi
uzunlu (cm) uzunlu genislie
gu gu (Cm)
(cm) (cm)
. 7.53+0. 4.13+0.7 5.39+0.
23/18 3. Gun 80 4.87+£0.94 9 81
. 4.89+0. 2.98+0.6 3.95+0.
40/30 3. Giin - 2.14+0.45° o 700
50/40 3. Giln 865"71*0'9 1.84+0.59° 73'3210'5 Gsaf'OOiO'
. 8.72+0. 4.80+0.6 6.050.
23/18 5. Giin g0° 5.53+0.98 9 ope
, 6.20+0. . 3.49+0.9 4.52+0.
40/30 5. Giin - 2.87+0.90 e oz
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a. 'Albion’ kontrol grubu ile karsilagtildiginda p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamh farki temsil eder. b. 'Cabrillo’

kontrol grubu ile karsilastirldiginda p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder. c. 'Albion' ve 'Cabrillo’

gruplari ile karsilastirildiginda p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder.

5.2. Yiiksek Sicakhigin Fizyolojik Parametreler Uzerine Etkisi

Tablo 5.2.'te gosterildigi gibi, 'Albion' ¢esidinde 3 ve 5 giin yiiksek sicaklik altinda Chla,
Chla+b ve Chla/b oranlar1 6nemli 6l¢iide azalmistir. Ancak, Chlb icerigi 3 ve 5 giin yiiksek
sicaklik altinda onemli bir degisiklik gostermemistir. 50/40°C'de yetistirilen fidelerde Chlb

iceriginde yaklagik 1.31 kat 6nemli bir artis gozlenmistir.

Tablo 5.2.'te gosterildigi gibi 'Cabrillo'ya ait pigment analizi sonuglar1 sunulmustur.
Yiiksek sicaklik stresi (40/30 °C) altinda Chla, Chlb ve Chla/b oran1 6nemli 6l¢iide degismistir.
Chla igerigi 3 ve 5 giin i¢in kontrol gruplarina kiyasla sirasiyla yaklasik 1.25 ve 1.18 kat
artmistir. Chlb igerigi de 3 ve 5 giin i¢in kontrol gruplarma kiyasla sirasiyla yaklasik 1.34 ve
1.33 kat artmustir (Tablo 5.2.). Buna karsilik, 50/40°C'de yetistirilen fideler Chla igeriginde

yaklagik 1.7 kat azalma gostermistir.

Tablo 5. 2.Normal (23/18 °C) ve yiiksek sicaklik (40/30 °C ve 50/40 °C) kosullarinda

yetistirilen Fragaria x ananassa cv. 'Albion’ ve 'Cabrillo’ gesitlerinin pigment i¢erikleri

Albion Chla Chib Chla+h Chlalo arotenoid
Hg.g*FW Hg.g*FW Hg.g*FW HogTW
“ 167.8
23/18-3.giin 2.325+0.03 0.703£0.01 3.028+0.033 331005 . o
40/30-3. 1552
. 2.1240.02 0.653+0.05 2.780.02 3261003 .0
GuiOMO > 2.22+0.04» 0.919+0.01» 3.14+0.04° 2.41%0.01* 210,3;5 *
23185, 2.43£0.02 0.826+0.024 3.256+0.033 3.49£0.09 1894
Giin 243,04
__ 179.0
40/30-5. giin 2.210.03¢ 0.792+0.17 2.99:0.09 2831004 | o0
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Cabrillo Chla chlb Chla+b Chla/b

Karotenoid
Mg.g'FW Mg.gFW Hg.gFW HogTW
23/18-3. 1315
Giin 2.18+0.03 0.631+0.09 2.81+0.07 3.51+0.56 0+4.99
40/30-3. 2263
Giin 2.73+0.05 0.844+0.02 3.601+0.05 3.27+0.10 8+1.400
50/40 3. 1.28+0.05 0.706+0.030 1.99+0.07 1.81+0.01= 15.90
Giin +1.98»
23/18-5. 178.2
Giin 2.30+0.07 0.757+0.01 3.06+0.07 3.04+0.10 423.78
40/30-5. 231
i 2.69+0.04 1.01+0.09 3.70£0.12 270£0.18 .,

a. 'Albion' kontrol grubu ile karstlastirildiginda p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlaml1 fark gostermektedir,

b. 'Cabrillo' kontrol grubu ile karsilastirildiginda p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark

goOstermektedir,

c. 'Albion' ve 'Cabrillo’ gruplar ile karsilastirildiginda p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark

goOstermektedir.

Bu calismada, yiiksek sicaklik kosullar1 altinda iki ¢ilek ¢esidinde karotenoid igeriginde
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir. 50/30 °C'de 3 giin yetistirilen 'Cabrillo’
cesidinde karotenoid igerigi kontrole kiyasla 8.28 kat azalmustir (Tablo 5.2.).

Lipid peroksidasyon sonuglar1 Sekil 5.2.'de g0sterilmistir. Her iki ¢ilek ¢esidinde de
istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmistir. Lipid peroksidasyonda en yiiksek artis, 50/40

°C'ye 3 giin maruz birakilan 'Cabrillo’ ¢esidinde bulunmustur.

Membran biitiinligli sonuglar1 Sekil 5.3'te sunulmustur. Membran biitiinliigii, her iki
cilek cesidinde de 40/30 °C'de maruz kalma siiresiyle iliskili olarak asamali bir artis
gostermistir. En yiiksek hasar yiizdesi, ti¢ giin boyunca 50/40 °C'ye maruz birakilan 'Cabrillo’
cesidinde kaydedilmistir.

17



3. GUN
15+

mm Albion
=3 Cabrillo
i L
= 10
525 |
8.
'
4 -
a©°
= E 4
<
< 5
4 _ 5 s
- |-| l
oL I [T . .
23/18 40/30 50/40
5. GUN
6—
¢, = Albion
= =3 Cabrillo
4
5 &
e
< =
2% a
E | Bt
) I | I
0—4', ”
23118 40/30

Sekil 5. 2. Normal (23/18 °C) ve yiiksek sicakliklarda (50/40 °C) yetistirilen Fragaria X
ananassa cv. 'Albion' ve 'Cabrillo'nun lipid peroksidasyon sonuglari. a. 'Albion’ kontrol ile
karsilastirildiginda p < 0.05'te istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder, b. ‘Cabrillo’ kontrol
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder, c. 'Albion' ve 'Cabrillo’

gruplari ile karsilastirildiginda p < 0.05'te istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder.
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Sekil 5. 3. Normal (23/18 °C) ve yiiksek sicakliklarda (40/30 ve 50/40 °C) yetistirilen Fragaria
X ananassa cv. 'Albion' ve 'Cabrillo'nun membran hasari (%) sonuglari. a. ‘Albion" kontrol ile
karsilastirildiginda p < 0.05'te istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder, b. ‘Cabrillo’ kontrol
ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder, c. 'Albion' ve 'Cabrillo’

gruplari ile karsilastirildiginda p < 0.05'te istatistiksel olarak anlamli farki temsil eder.

'Albion' ¢esidinde CAT enzim aktivitesi 40/30°C sicaklik rejimine maruz kaldiginda
kademeli bir artig sergilemistir. 40/30°C'de yetistirilen 'Albion' fidelerinde CAT enzim igerigi
3. giinde kontrole kiyasla yaklagik 1.80 kat artarken, 5 giinlik fidelerde 2.07 kat artis
gozlenmistir (Tablo 5.3.). 40/30°C'de yetistirilen 'Cabrillo’ fidelerinde CAT enzim igerigi
kontrol grubuna kiyasla dnemli 6lgiide artmustir. Bu artis 3 ve 5 giinliik fidelerde sirasiyla
yaklasik 2.39 ve 1.14 kat ulasmistir. Buna karsilik, 50/40°C sicaklik rejimi altinda 'Albion’
fidelerinde CAT enzim aktivitesi 1.58 kat azalirken, 'Cabrillo' fideleri kontrollere kiyasla 1.33
kat artig gostermistir (Tablo 5.3.). GR aktivitesi hem 'Albion' hem de 'Cabrillo' gesitlerinde
40/30 ve 50/40 °C sicaklik stresi altinda 6nemli 6lciide artmustir. 3 giinliik 'Albion' fidelerinde
APX aktivitesi 40/30°C ve 50/40°C sicaklik stresi kosullar altinda sirasiyla 1.43 kat ve 2.12
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kat artig gostermistir. Buna karsilik, 50/40°C sicaklik stresine maruz birakilan ‘Cabrillo’ fideleri
APX aktivitesinde yaklasik 1.42 kat azalma sergilemistir (Tablo 5.3.).

Tablo 5. 3. Normal (23/18 °C) ve yiiksek sicaklik (40/30 °C ve 50/40 °C) kosullarinda

yetistirilen Fragaria x ananassa cv. Albion ve Cabrillo ¢esitlerinin antioksidan enzim

aktiviteleri

Albion CAT GR APX
(nmol mg*protein min) (Unit mgprotein) 1proteir(1urrr1?g!1;n g
23/18-3 gun 39.0£0.35 3.67+£0.11 232.80£9.52
40/30-3. Gin 70.13+0.592 17.06x0.572 334.95+2.232
50/40-3. Gun 24.71+0.38% 20.66+0.492 493.95+3.85%
23/18-5. Gun 37.82+0.12 3.12+0.16 243.95+1.46
40/30-5. giin 78.35+0.15° 11.21+0.42° 208.19+0.52
Cabrillo CAT GR APX
(nmol mg*protein min?) (Unit mgprotein) 1proteir(1“nr1?g!1)m g
23/18-3. Gun 30.85+0.90 2.55+0.05 265.32+0.84
40/30-3. Giin 73.66+0.672 5.47+0.172 273.56+0.65%
50/40-3. Gin 41.18+0.86% 5.89+0.712 186.95+0.48%
23/18-5. Gin 36.33+0.77 2.78+0.10 194.36+0.922
40/30-5. Giin 41.51+0.602 3.33+0.04°¢ 186.53+0.85°¢

a Albion kontrol grubu ile karsilagtirildiginda p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark gdostermektedir,
b. Cabrillo kontrol grubu ile karsilastirildiginda p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark gostermektedir,

c. Albion ve Cabrillo gruplan ile karsilagtirildiginda p < 0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli fark
gostermektedir.
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5.3. Yiiksek Sicakhgin Gen Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Bu ¢alisma, hem 'Albion' hem de 'Cabrillo’ ¢esitlerinde degisen sicaklik uygulamalarina
yanit olarak miR172, miR159, miR164 ve miR168'in diferansiyel ekspresyonlarini
belirlemistir. miR164 yiiksek sicaklik stresi altinda 6nemli Ol¢iide yukari diizenlenmis
(40/30°C'de 28.25 kat ve 50/40°C'de 5.86 kat), miR159 ekspresyonu ise asagi diizenlenmistir
(Sekil sirasiyla 1.17 kat ve 12.89 kat).

30 .
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0-15:-I‘-|-l-1 e — - II'-'I
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Sekil 5. 4. Normal (23/18 °C) ve yiiksek sicakliklarda (40/30 ve 50/40 °C) yetistirilen Fragaria

X ananassa cv. 'Albion' ve 'Cabrillo'nun miRNA gen ifadesi sonuclar1
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yiiksek sicaklik stresi, bitki gelisimi ve iretkenlik siirecleri iizerinde yaygin bir
sinirlayict faktordiir. Siirglin ve kdk uzunlugunda azalma gibi spesifik morfolojik belirtileri
tetikler (Muneer vd., 2016). Onceki ¢alismalar, cilek gesitlerine 40/35 °C uygulanmasimin
yaprak alani, siirgiin biyokiitlesi ve yaprak biyokiitlesinde diisiise neden oldugunu gostermistir
(Kadir ve Sidhu 2006). Ancak, yiiksek sicakligin ¢ilek c¢esidi biyokiitle verimi ve siirgiin
biiyiimesi tizerindeki etkisi genotipe baglh olarak degisebilmektedir (Kadir ve Sidhu 2006). Bu
calismada, 'Albion' ¢esidinde 40/30 °C kosullar1 altinda siirgiin biiylimesinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma gézlenmemistir (Sekil4.1.). Ancak, ayni kosullar altinda 'Cabrillo’ ¢esidinde

stirglin bliylimesinin azaldig1 belirlenmistir.

Ilging bir sekilde, dnceki calismalar yiiksek sicakliklarin (30-40 °C) siirgiin biyiimesini
baskilamaktan ¢ok kok gelisimini etkiledigini 6ne stirmektedir (Kadir vd., 2006). Seymour vd.
(2024), sicakliga aklimatize olmus plantletlerde koklerin siirgiinlere kiyasla daha yavas
gelistigini gostermistir. Calleja-Cabrera vd. (2020) de koklerin yiiksek sicakliklara maruz
kalmasmin kok biiylimesini baskilayabilecegini ve birinci yan kok sayisini azaltirken ikinci ve
ticlincii dereceden yan kok sayismni artirabilecegini gostermistir. Benzer sekilde, bu ¢calismada
23/18 °C'de yetistirilen fidelere kiyasla her iki ¢esitte de kok gelisimi baskilanmistir (Tablo
5.1.). Bu durum, sicaklik uygulamasi nedeniyle kok bolgesi sicakligindaki artis ve kok

sisteminin siirgiinlere kiyasla daha hassas olmasina baglanabilir.

Pigmentlerin konsantrasyonu ve kompozisyonu fotosentez ile yakindan iligkilidir; artan
sicaklik stresi klorofil seviyelerinde azalmaya ve fotosentetik verimlilikte diisiise yol acar.
Onceki calismalar, klorofil icerigindeki azalmanin bir tiiriin cesitleri arasmda farklilik
gosterdigini ortaya koymustur (Balouchi 2010; Reda ve Mandoura 2011; Kesici vd., 2013;
Abdelaal vd., 2021). Klorofil i¢erigi ayrica abiyotik strese adaptasyonun énemli bir belirtecidir
(Ristic vd., 2007). Bu c¢alismada, iki farkli ¢ilek ¢esidi klorofil igerigine gore karsilastirilarak
yiiksek sicaklik tolerans kapasiteleri belirlenmistir. 'Albion' ¢esidinin 40/30 ve 50/40 °C
sicakliklarinda toplam klorofil, klorofil a ve klorofil b icerigi i¢in 'Cabrillo' ¢esidinden daha
yiikksek stabilite seviyeleri korudugu gozlenmistir. Cok sayida calisma da klorofil
degradasyonunun, 6zellikle klorofil a/b oraninin, stres tarafindan tetiklenen oksidatif siiregleri
tespit etmek i¢in giivenilir bir belirteg oldugunu gostermistir (Gosavi vd., 2014; Seymour vd.,
2024). Tablo 7.2'te belirtildigi gibi, 'Albion' ¢esidinde 3 giin yiiksek sicaklik stresi altinda
klorofil a/b orant belirgin sekilde de§ismemistir. Ayrica, Onceki c¢alismalar klorofil

degradasyonunun yiiksek sicakliklara aklimatize olan bitkilerde oldugu kadar aklimatize
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olmayanlarda da goézlendigini, ancak bu degradasyonun aklimatize bitkilerde daha yavas bir
hizda gergeklestigini one siirmiistiir (Gosavi vd., 2014). Benzer sekilde, 'Albion' ¢esidi uzun
stireli yiiksek sicaklik maruziyetinde (50/40 °C) klorofil a/b oraninda azalma gostermis, ancak
bu azalma 'Cabrillo' ¢esidinde gozlenen diislise kiyasla nispeten daha az dramatik olmustur
(Tablo 5.2). Karotenoidler de reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleme O6zelliklerine bagli
olarak nonenzimatik antioksidan mekanizmalarda 6nemli bilesiklerdir. Manafi vd. (2021)
cilegin yaprak karotenoid igeriginin 1s1 uygulamalari ile nemli 6l¢lide azaldigini gostermistir.
Xiao vd. (2022) de F. x ananassa Duch.'ta yiiksek sicaklik kosullar1 altinda karotenoid
iceriginin azaldigimi gostermistir. Benzer sekilde, bu ¢aligmada karotenoid igeriginin yiiksek
sicaklik uygulamasi ile arttig1 ve cilek gesitlerinin tolerans kapasitesine bagli olarak azaldig:

gosterilmistir (Tablo 5.2.).

Hem enzimatik hem de non-enzimatik hicresel antioksidan mekanizmalar, yuksek
sicakliklara adaptasyon i¢in hayati 6neme sahiptir. Bu antioksidanlar, yiiksek sicaklik stresi
sirasinda iiretilen ROS' lara kars1 savunmada 6nemli bir rol oynar (Chakraborty ve Pradhan vd.,
2011; Ergin vd., 2016). CAT, hidrojen peroksiti etkili bir sekilde uzaklastirmada 6zellikle
onemlidir (Willekens vd., 1997). Arastrma bulgulari, CAT enzimlerinin aktivasyonu veya
deaktivasyonu ile farkli cesitlerde gozlenen tolerans seviyeleri arasinda bir korelasyon
oldugunu gostermistir (Almeselmani vd., 2009; Seymour vd., 2024). Benzer sekilde, bu
calismada maruz kalma siiresine bagl olarak lipid peroksidasyon oran1 ve membran hasari
seviyesinin daha diisiik oldugu 'Albion' gesitlerinde CAT, GR ve APX aktivitesinde 6nemli bir
artis gézlenmistir (Tablo 5.3). Ancak, yiiksek sicaklik altinda oksidatif stresin yiliksek oldugu
'Cabrillo'da CAT ve APX aktivitesi uygulama siiresine bagli olarak azalmistir (Tablo 5.3).

MiRNA aracili post-transkripsiyonel diizenleme, bitkilerin yiiksek sicaklik stresi ile
basa ¢ikmak i¢in kullandig1 mekanizmalardan biridir (Zhang vd., 2022). Onceki caligmalar,
miR159, miR164 ve miR172'nin cesitli bitki tlirlerinde stres yanitlarinda onemli roller
oynadigin1 gostermektedir. miR159'un yiiksek sicakliklar altinda asagi diizenlendigi ve
miR159-MYB hedef modiiliiniin sicaklik stresinde 6nemli bir diizenleyici rol oynayabilecegi
caligmalarla ortaya konmustur (Zhang vd., 2019). Ancak, literatiir yiiksek sicakliklara yanit
olarak miR159'un diizenlenmesi konusunda ¢eliskili kanitlar sunmaktadir. (Xin vd. 2010)
miR159'un asag1 diizenlendigini gosterirken, Wang vd. (2012) yiiksek sicakliklarla 2 saatlik
uygulamanin miR159 geninin yukar1 diizenlenmesine yol agtigini belirtmistir. Bu ¢aligmada,
miR159'un 1stya dayanikli 'Albion' ¢esidinde 50/40 °C'de asagi diizenlendigi, 1siya duyarli
'Cabrillo' ¢esidinde ise yukari diizenlendigi belirlenmistir (Sekil 5.4). Bu veriler, miR159'un
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baskilanmasmin yiiksek sicaklik altinda ¢ilek c¢esitlerinin tolerans kapasitesini artirabilecegini

One stirmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma molekiiler ve fizyolojik yanitlar yoluyla 'Albion' ve 'Cabrillo’
cesitlerinin yiiksek sicakliklara karsi tolerans kapasitelerini belirlemistir. 'Cabrillo’ ¢esidinin

sicakliga duyarli oldugu literatiirde ilk kez belirtilmistir.

Fizyolojik degerlendirmeler sonucunda, yiiksek sicaklik uygulamalarinda ozellikle
‘Cabrillo’ ¢esidinde fotosentetik aktivitenin ve yaprak su igeriginin 'Albion”a kiyasla daha az
etkilendigi, buna bagli olarak stoma iletkenligi ve klorofil igeriginin de daha yiiksek diizeyde
korundugu belirlenmistir. Diisiik sicaklik kosullarinda ise 'Albion’ ¢esidinde biiylime hizinda ve
yaprak canliliginda daha fazla azalma gozlenmistir. Bu durum, Cabrillo’nun sicaklik stresine

kars1 daha dayanikli bir fizyolojik yapiya sahip oldugunu gostermektedir.

Biyokimyasal analizler incelendiginde, sicaklik degisimleriyle birlikte antioksidan
enzim aktivitelerinde (SOD, CAT, GR vb.) anlamh farkliliklar meydana geldigi goriilmiistiir.
Yiiksek sicaklik altinda 'Cabrillo”da CAT ve GR enzim aktivitelerinin belirgin bigimde arttig1,
bu artisin oksidatif hasarin azaltilmasinda 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. 'Albion'
cesidinde ise ayni kosullarda bu enzim aktivitelerinin daha diisiik kalmasi, membran hasarmin
artmasma ve MDA diizeylerinin yilikselmesine neden olmustur. Diisiik sicaklikta da benzer
sekilde 'Cabrillo”nun biyokimyasal savunma sistemini daha etkin bigimde aktive ettigi

gorilmiistiir.

Gen ekspresyonu analizleri sonuglari, diizenleyici mikroRNA’larin (6zellikle miR159)
ekspresyon diizeyleri, sicaklik stresine yanit olarak cesitler arasinda farkli diizenlenme
egilimleri goOstermistir. Bu sonuglar, 'Cabrillo’ ¢esidinin stres kosullarinda adaptasyon

mekanizmalarini daha etkin bicimde harekete gecirdigini ortaya koymaktadir.

Genel olarak degerlendirildiginde, sicaklik stresine karsi '‘Cabrillo’ ¢esidi fizyolojik
dayaniklilik, biyokimyasal savunma ve gen ekspresyonu diizenlenmesi agisindan 'Albion’
cesidine gore daha toleransli bulunmustur. Bu durum, sicaklik degisimlerinin yarattigi oksidatif
stresin yonetiminde 'Cabrillo”nun daha etkin bir antioksidan sistemi ve stresle iligkili gen agina

sahip oldugunu diistindiirmektedir.
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