NE H4y
‘\%Q.\‘h P‘p

LN 5
o

wl\“%

ERCiVg,

14

Journal Homepage: http://dergipark gov.tr/ethabd

ETHABD

Erciyes Tarim ve Hayvan Bilimleri Dergisi

DergiPark

AKADEMIK

ISSN:2651-5334

FARKLI HIYAR (Cucumis sativus L.) GENOTIPLERININ TRANSFORMASYON ETKINLIKLERININ

BELIRLENMESI

Arastirma Makalesi/Research Article

Autif i¢in: Aslantas, Y., Pinar, H. (2025). Farkli Hiyar (Cucumis Sativus L.) Genotiplerinin Transformasyon Etkinliklerinin Belirlenmesi. Erciyes Tarim ve Hayvan

Bilimleri Dergisi 8(2): 24-32

To Cite: Aslantas, Y., Pinar, H. (2025). Determination Of Transformation Efficiency Of Different Cucumber (Cucumis Sativus L.) Genotypes Journal of Erciyes
Agriculture and Animal Science, 8(2): 24-32

Yasemin ASLANTAS', Hasan PINAR*
’Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, 38039, Kayseri-Tiirkiye

2 Erciyes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii, 38039, Kayseri-Tiirkiye

*sorumlu yazar: hpinarka@yahoo.com

Yasemin ASLANTAS, ORCID No: 0000-0002-0557-0913, Hasan PINAR, ORCID No: 0000-0002-0811-8228

Yayn Bilgisi

Gelis Tarihi: 07.02.2025

Revizyon Tarihi: 30.05.2025

Kabul Tarihi: 12.06.2025

doi: 10.55257/ethabd.1635420

Anahtar Kelimeler

Huyar, Agrobacterium—Aracili
genetic transformation,
transformasyon etkinligi

Keywords

Cucumber,  Agrobacterium-
mediated genetic
transformation,

transformation efficiency

Ozet

Verimli, hastalik ve zararlilara dayanikli bitkilerin gelistirilmesinde genellikle klasik 1slah yontemlerinden
yararlanilmaktadir. Fakat genotipler arasindaki melezleme uyusmazliklari, istenmeyen ozelliklerin de bitkiye
aktarilma riski ve 1slahin uzun zaman almasi gibi nedenler, istenilen bitkinin elde edilmesinde sinirlayici
faktorlerdir. Bu nedenle modern 1slah metotlar1 olarak da adlandirilabilecek bitki genetik miihendisligi
uygulamalarininda i¢inde yer aldigi biyoteknolojik metotlar sayesinde, geleneksel metotlarin olumsuzluklar
ortadan kaldirilabilmekte, 1slah siiresi kisaltilarak masraf ve zamandan tasarruf edilmekte, melezlemede
karsilagilan sorunlar ve gen havuzundan yararlanmadaki sinirlamalarin kolayca iistesinden gelinebilmektedir.
Bitki 1slahinda kullanilan biyoteknolojik yontemlerden birisi de gen transferidir. Ancak hiyarin da icerisinde
yer aldig1 bir ¢ok tiirde genetik transformasyon etkinligi genotipe bagh olarak degismekte ve genotip etkisi
basarty1 sinirlandirmaktadir. Hiyarda gen transformasyonu ile ilgili bilimsel ¢aligmalar olmakla birlikte hentiz
tim genotipler i¢in optimize edilmis protokol bulunmamaktadir. Bu ¢alismada farkli hiyar genotiplerinin
Agrobacterium—Aracili genetik transformation etkinliklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Caligmada farkli
kanamisin dozlar1(50,75,100 mg/L) ve farkli eksplant kaynaklari(kotiledon, hipokotil, hipokotil ucutyaprak
sap1) kullanilarak 4 adet Beith Alpha ve 4 adet Kornison olmak iizere toplam 8 adet hiyar genotipinin
transformasyon etkinligi belirlenmistir. Bu ¢alisma ile elde edilen bulgulara gére eksplant kaynagi olarak
E3(hipokotil ucut+yaprak sap1) kullanildiginda transformasyon etkinliginin her iki hiyar tipinde de yiliksek
oldugu, Beith Alpha tipi hiyar genotiplerinin kornison tipi hiyar genotiplerine gore transformasyon
etkinliklerinin yiiksek oldugu, Beith Alpha tipinde en yiiksek transformasyon etkinligine sahip genotipin C-
337(%21) ve kornison hiyar tipinde ise GK1F1(%12) oldugu belirlenmistir. Caligmadan elde edilen bulgular
ozellikle CRISPR gibi yeni nesil biyoteknoloji uygulamalarmin da i¢inde yer aldig1 gen transferi ¢alismalarina
151k tutabilecek niteliktedir. Ayrica ¢calismada transformasyon etkinligi belirlenen hiyar genotiplerinin gelecekte
yapilacak gen transferi ¢aligmalarinda tercih edilmesi transformasyon basarisini arttirabilecektir.

Determination Of Transformation Efficiency Of Different Cucumber (Cucumis
Sativus L.) Genotypes

Abstract

Classical breeding methods are the conventional approach taken in the development of high-yielding, disease-
and pest-resistant plants. However, crossbreeding incompatibilities, the risk of transferring undesirable traits to
the plant, and the lengthy process involved in breeding are all factors that limit the achievement of the desired
plant. Consequently, biotechnological methods, otherwise referred to as modern breeding methods, have been
employed to circumvent the limitations of traditional methods. These methods have the capacity to eliminate
the aforementioned negatives, thereby reducing the financial and temporal demands of the breeding process.
Furthermore, they facilitate the overcoming of challenges associated with crossbreeding, genetic linkage
problems, and limitations in utilising the gene pool. Another biotechnological method used in plant breeding is
gene transfer. However, in many species including cucumber, transformation efficiency varies depending on
genotype and genotype effect limits the success. Although there are scientific studies on cucumber
transformation, there are no protocols optimized for all genotypes yet. In this study, it was aimed to determine
the transformation efficiency of different cucumber genotypes. In this study, transformation efficiency of 8
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cucumber genotypes(4 Beith Alpha and 4 Pickled genotypes), were determined by using different kanamycin
doses(50,75,100 mg/L) and different explant sources(cotyledon, hypocotyl, hypocotyl tip+petiole) as material.
The findings of this study indicate that the transformation efficiency was enhanced in both cucumber types
when E3(hypocotyl tip+petiole) was utilised as the explant source. Furthermore, the transformation efficiency
of Beith Alpha type cucumber genotypes was observed to be superior to that of Pickled type cucumber
genotypes. The genotype demonstrating the highest transformation efficiency was C-337 (21%) in Beith Alpha
type and GK1F1 (12%) in Pickled cucumber type. The findings of the study can provide a foundation for gene
transfer studies, particularly in next-generation biotechnology applications such as CRISPR. Furthermore, the
identification of cucumber genotypes, as outlined in the study, with high transformation efficiency, may be

advantageous in future gene transfer studies, potentially enhancing transformation success.

1. GIRiS

Cucurbitacea familyasina ait bir sebze tiiri olan
hiyar (Cucumis sativus L.), hem tropikal hem de
subtropikal bdlgelerde yetisen Onemli bir sebze
tiridir(Milner 2000; Chu ve ark. 2002). Ancak
hiyarda anthraknoz, CMYV, kiilleme ve mildiyo gibi
hastaliklar tiretimini smirlamaktadir.  S6z konusu
hastaliklara dayanikli ¢esitler gelistirmek hiyar 1slahi
programlarinin  baglica amaglar1 arasinda  yer
almaktadir(King ve ark. 2012). Fakat, tiiriin dar
genetik tabani(genetik varyasyon sadece %3-8'dir)
nedeniyle s6z konusu hastaliklara neden olan
patojenlere karst dayanimin geleneksel 1slah yoluyla
kazandirilmas: oldukg¢a zordur. Verimi yiiksek,
hastalik  ve  zararlilara  dayanikli  ¢esitlerin
gelistirilmesinde genellikle klasik 1slah
yontemlerinden yararlanilmaktadir. Fakat tiirler
arasindaki melezleme uyusmazliklari, istenmeyen
ozelliklerin de bitkiye aktarilma riski ve 1slahin uzun
zaman almasi gibi nedenler istenilen g¢esitlerin
gelistirilmesinde siirlayici faktorlerdir(Joyia ve Khan
2013; Grozeva ve Velkov 2014). Bu nedenle modern
islah  metotlar1  olarak da  adlandirilabilecek
biyoteknolojik  metotlar veya  bitki  genetik
mithendisligi uygulamalar1 sayesinde, geleneksel
metotlarin olumsuzluklar1 ortadan kaldirilabilmekte,
1slah stiresi kisaltilarak masraf ve zamandan tasarruf
edilmekte, melezlemede karsilasilan sorunlar, genetik
baglant1 (linkage) sorunlarimin kolayca iistesinden
gelinebilmektedir(Arslan, 1985; Goniilsen 1991).
Bitki 1slahinda

kullanilan biyoteknolojik

yontemlerden birisi de gen transferidir. Genetik
transformasyon, bir hiicrenin disaridan ¢iplak DNA'y1
aldig1 ve kalitsal olan genetigi degistirilmis bir genotip
elde etmek i¢in bunu biinyesine dahil ettigi bir siirectir
(Smith ve ark. 1981). Gen transferi ¢alismalarinda en
yaygin  kullanlan  yoOntemlerden  birisi  de
Agrobacterium—aracili  genetik transformationdur.
Gram-negatif bakteri A. tumefaciens, DNA'y1 bitki
hiicrelerine aktarma ve bu T-DNA'y1 niikleer genoma
kararl bir sekilde entegre etme yetenegine sahiptir
(Gelvin, 2017). Bu dogal mithendisten yararlanarak,
Agrobacterium aracili transformasyon hem dikot hem
de monokot bitkilerde en yaygin kullanilan genetik
transformasyon yaklasimi haline gelmistir. Hiyar
bitkilerinin Agrobacterium rhizogenes ile basarili bir
sekilde transformasyonu ilk olarak 1986 yilinda rapor
edilmistir (Trulson et al. 1986). O zamandan beri,
hiyarda Agrobacterium aracilt transformasyonu
gelistirmek ve optimize etmek igin kapsamli
calismalar ylritilmistir (Wang ve ark. 2015; Tan ve
ark.  2022). Agrobacterium  aracili  genetik

transformasyon siireci, T-DNA plazmid
hazirlanmasini, eksplantlarin secimi ve
hazirlanmasini, , eksplantlarin Agrobacterium ile

enfekte edilmesini ve seleksiyon ortaminda siirgiin
rejenerasyonunu,  siirgiinlerin ~ koklendirilmesini,
bitkiciklerin elde edilmesini, transgenik bitkilerde
hedef genlerin dogrulanmasini ve son olarak genlerin
iglevlerinin  karakterizasyonunu  kapsamaktadir.
Genotip, eksplant kaynaklari, Agrobacterium suglari,
konsantrasyonlar1 ve enfeksiyon yontemleri, ko-kiiltiir
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sicakligi, siiresi ve 1s1k kosullari, kiiltiir ortamindaki
kimyasallarin bilegenleri ve konsantrasyonlari, se¢ici
antibiyotikler ve pozitif transformantlar i¢in raportor
genler gibi bircok faktoriin transformasyon bagarisini
etkiledigi gosterilmistir. Transformasyon etkinligini
artirmak icin ¢esitli parametreleri optimize etmeyi
amaglayan bircok calisma yiiriitiilmiistir (Derleme
(Chai ve ark. 2020; Tan ve ark. 2022). Bu faktorlerden
bazilart farkli caligmalar arasinda tutarli ve kolayca
uygulanabilir  goériinmektedir.  Ornegin,  ¢ogu
calismada, siirgiin rejenerasyonu ve koklenme igin
Murashige ve Skoog (MS) ortaminda kiiltiire alinan
kotiledon eksplantlari, ana biiyiime diizenleyicileri
olarak 6-BA  (BAP-6-benzilaminopiirin), ABA
(absisik asit) ve seleksiyon ajani olarak kanamisin (50-
150 mg L-1 ) kullanilmigtir. Ancak, dnerilen 'optimize
edilmig' protokollerde diger birgok faktdr biiyiik
Olciide degisiklik gostermistir. Muhtemelen bu
caligmalar arasindaki farkliliklar genotip kaynakli
ve/veya calismada takip edilen diger faktorlerden
kaynaklanmaktadir. Rapor edilen genel
transformasyon etkinligi farkli hiyar genotipleri
arasinda degisiklik gostermistir. ABD slicing hiyar
Poinsett 76 (PS76), Changchunmici (CCMC) ve
Xintaimici (XTMC) gibi birkag Kuzey Cin tipi
(Chinese Long) hiyar genotipi Agrobacterium aracilt
transformasyona daha yatkin oldugu bildirilmekte ve
cesitli transformasyon caligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir(Liu ve Weng, 2022). Son yillarda
Agrobacterium aracili hiyar transformasyonunda
kaydedilen o6nemli ilerlemelere ragmen, farkh
calismalarda bildirilen transformasyon etkinligi (TE)
genellikle diigiik olmakla birlikte %0,1 ile %5 arasinda
degismektedir. Goriiniise gore hiyarda Agrobacterium
aracili transformasyon bir dereceye kadar bir sanat
olmaya devam etmektedir.

Diger bitki tiirlerinde oldugu gibi genetik
miithendisiligi ¢alismalarinda hiyarin  kullanilarak
biyoteknolojideki son teknolojilerin 1slah
programlarina entegre edilmesi olduk¢a Onemlidir.
Ancak  genetik  miihendisiligi  calismalarinda
kullanilacak genotipin transformasyon etkinliginin
olmast hatta yiiksek olmasi 6n sartlardan birisi olarak
goriilmektedir. Gen transferini etkileyen bir ¢ok faktor
olmakla birlikte en fazla one ¢ikan faktdriin genotip
etkisi oldugu rapor edilmektedir. Hiyar tiplerinde ve
cesitlerinde transformasyon etkinliginin bilinmesi gen
transferinde avantaj saglayabilmektedir. Diinyada ¢ok
farkl: tipte hiyar genotipi olmakla birlikte ortiialtinda
yogun olarak Beith Alpha, agik alanda ve aym
zamanda sanayi i¢in iiretilen kornison tipi hiyar tipleri
on plana c¢ikmaktadir. Her iki tipte yapilacak
calismalar genetik miihendisligi caligmalarina katki
sunabilecektir. Buradan hereketle;

Bu c¢alismada farkli hiyar genotiplerinin
transformasyon etkinliklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Calisma ile elde edilen bulgular hiyar
cesitlerine yapilacak genetik miihendisligi
caligmalarina 151k tutabilecektir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

Bu ¢aligmada bitkisel materyal olarak 4 adet beith
alpha ve 4 adet kornison olmak {izere toplam 8 adet
hiyar genotipi kullanilmistir. Calismada Nanasato ve
Tabei (2020) tarafindan gelistirilen protokol takip
edilmistir. Plazmid olarak ise EHA105 bakteri susu
icerisinde yer alan ve ORF13 konsrakti kullanilmigtir
(Sekil 1).

44 aa

17 aa

44 aa

26




Sekil 1. Fiizyon litik protein yapist. ORF13 plazmid 44 amino asit uzunlugunda iki laktoferrisin (LFCin) alanindan
olusmaktadir(Biliarsji ve ark. 2020).

2.2. Metot
2.2.1. Tohum Sterilizasyonu

flk olarak tohumlar 20 ml'lik cam kavanoza
yerlestirilmis, her kavanoza 10 mililitre %10'luk ticari
camasir suyu (NaOCl) c¢ozeltisi eklenmistir ve 10
dakika siire ile inkiibe edilmistir. Daha sonra
kavanozlardaki ticari ¢amasir suyu (NaOCl) ¢ozeltisi
uzaklastirilmis ve tohumlar 3 defa steril saf sudan
gecirilmistir. Yikanmis tohumlar 30 saniye boyunca
%70'lik Etanole daldirilmis ve ardindan steril saf su ile
¢ kez yikanmistir. Steril saf su kavanozlardan
uzaklastirilmis ve tohumlar 50 ml Murashige-Skoog
(MS) kat1 hormonsuz bitki besiyeri (Murashige-Skoog
Bitki  Besiyeri) iceren  macenta  kutulara
yerlestirilmistir. Magenta kutular 24 °C sicakliktaki
bitki yetistirme kabinine yerlestirilmistir. Tohumlarin
MS ortamina yerlestirilmesinden iki giin sonra ilk
¢imlenme tespit edilmistir. Caligmada transformasyon
calismalar1 asagida belirtildigi gibi 3 farkli agsamada
yiiriitilmiigtiir.

1. Bitki seleksiyonunda uygun kanamisin
dozlarmin belirlenmesi,

Calismada en uygun bitki seleksiyonunu dozunun
belirlenmesi  amaciyla 3  farkli  kanamisin
dozu(50,75,100 mg/L) test edilmistir.

2.  Transfromasyonda uygun
belirlenmesi.

eksplantin

Calismada transformasyon etkinliginin arttirilmasi
icin 3 farkli eksplant(kotiledon, hipokotil, hipokotil
ucutyaprak sap1) kullanilmistir.

3. Farkli hiyar genotiplerinin transformasyon
etkinliklerinin belirlenmesi,

Calismada farkli hiyar genotiplerinin
transformasyon etkinliklerinin belirlenmesi igin 4 adet
Beith Alpha ve 4 adet Kornison olmak iizere 8 adet
hiyar genotipi kullaniimustir.

2.2.2. Transfromasyonda Kullamlacak Bitki
Parcalan ve Kiiltiir ortaminin Hazirlanmasi

Arastirmada tohum c¢imlenme baslangicindan(2
giin sonra) kotiledon, hipokotil, hipokotil ucu+yaprak
sapt eksplantlar1 transformasyon icin kullanilmistir.
Kotiledon yapraklar ortadan enine ve ortadan boyuna
ikiye boliinerek kiiltiir ortamina alinmistir. Hipokotil
pargast 1-2 cm uzunlugunda olacak sekilde kesilerek
kiltiir ortamina alinmustir. Siirglin gelisimini tegvik
etmek icin MS ortamina 1.0 mg/L BAP, 0.5 mg/L
ABA, 30g/L sakkoroz (Nanasato ve Tabei 2020)
eklendikten sonra ortamimn pH’s1t 1N’lik HCL ve
IN’lik KOH kullanilarak 5.8 olarak ayarlanmstir.
Ortami katilagtirmak i¢in 2.6 g/L fitojel kullanilmig ve
hazirlanan ortamlar 121 0C derecede 1.2 atmosfer
basing altinda 20 dakika ile sterilizasyona tabi tutulup
steril kabin icerisinde 6 cm c¢apindaki steril petrilere
dokiilmiistiir.  Kesilen pargalar hazirlanan bakteri
soliisyonunda 15 dakika bekletildikten sonra kurutma
kagidina alinmigtir. Eksplanlar {izerindeki fazla
stvinin uzaklastiritlmasindan sonra kiiltiir ortamina(co-
culture) alinarak 23 0C derece 2 giin gelisim igin
karanlik ortamda bekletilmistir.

Arastirmada, 2 giin bekletilen bitki parcalart MS
igerisine eklenen 30 g/L sakkaroz ve pH s1 5.8’¢
ayarlanan otoklavlanmis sivi ortam ile 3 kez durulama
islemi yapilip kurutma kagidina alinmistir. Uzerinde
yer alan sivinin uzaklastirilmasi saglanan eksplantlar
stirgiin gelistirme ortami olan MS igerisine eklenen 1.0
mg/L BAP(Beith Alpha tipi hiyar genotipleri igin), 0.5
mg/L BAP, 0.5 mg/ L (Kornison tipi htyar genotipleri
icin) ABA 200 mg/L timentin ve yontem 1.1 de
belirtilen (50,75,100 mg/L) Kanamaysin dozlar1 ile
2.6 g/L fitojel ve pH’st 5.8 olarak ayarlanmis
(Nanasato ve Tabei, 2020) ortamlara aktarilmistir.
Siirgilin gelistirme ortaminda farkli kanamisin dozlar
test edilmis, gelisim gosteren ve transformasyon
etkinligi yiiksek dozda (50mg/L kanamisin) calismaya
devam  edilmistir.  Kotiledon ve  hipokotil
pargalarindan gelisen bitkiler MS ortami1 igerisine
eklenen 30g/L sakkoroz, 25 mg/L kanamisin, 200
mg/L timentin, 2.6 g/L fitojel 5.8 pH igeren kok
ortamma aktarilmistir. In vitro kosullarda kdklenen
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bitkiler viyole alinip DNA izalasyonu yapilarak
Neomycin phosphotransferase II (NPTII) geninin
varlig1 i¢in testleme yapilmustir.

2.2.3. A. tumefaciens’in Kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Transformasyonda kullanilan ORF 13 genini
tagtyan A. tumefacins’in EHA 105 susu 6 cm
capindaki cam petriler icerisinde katt LB( 50 mg/L
kanamisin, 25 mg/L rifampisin, 10 g/L triptone, 5g/L
yeast exract, 10g/L NaCL, 10g/L bacteriyel agar)
ortami {izerine 6ze ile gizilerek 28 0C derecede 48 saat
kiiltiire alinmistir. Cogalan koloni igerisinden 6ze ile
alman bakteriler 50 ml falcon igerisinde 20 ml siv1 LB,
20 pl kanamisin(50 mg/L stok), 20 pl rifampisin (20
mg/ml stok) eklenenerek calkalayict da 180 rpm de 28
0C derecede 1 giin ¢ogaltmaya birakilmistir. OD
spektrometrede 0,7 ye ayarlanmustir. Olgiim sonrasi
santriifiij yardimiyla 6000 rpm’de 10 dakika bakteriler
dipe c¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij sonrasi iistte kalan
antibiyotik kismi dokiilmistiir. Coken bakteriler
6l¢iim degerine gore agro seyreltme (4.4 g/l MS, 30
g/L sakkoroz, pH 5.7) soliisyonuna 200 mikromolar
aceto syringone eklenerek seyreltilmistir.

2.2.4. Transgenik bitkilerin molekiiler dogrulamasi

DNA izolasyonu

Viyole aktarildiktan sonra alistirilan ve 2 gercek
yaprak asamasina gelen bitkilerden DNA izolasyonu
Doyle ve Doyle(1990) tarafindan bildirilen CTAB
kullanilarak yapilmistr. DNA
konsantrosyonlart  yar1  otomatik  mikroplate
(PowerWave HT, BIO-TEK Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA) yardimiyla belirlenmis ve PCR
calismalar1 icin 10 ng/pl olacak sekilde DNA
konsantrasyonlar1 hazirlanmigtir.

yontemi

Neomisin fosfotransferaz 1I (NPTII) seleksiyon
markdr genini tastyan ORF13 transgenik bitkiler i¢in
Reaksiyonu  (PCR) testi
gerceklestirilmigtir. PCR  testinde iiretici firmanin

Polimeraz  Zincir

talimatlaria uygun olarak GoTaq® Green Master Mix
kullanilmistir. PCR solusyonu i¢in her transgenik bitki
orneginden iki pl DNA, 6 ul ddH2O, 1 pl ileri Primer,
1 pl geri Primer ve 10 pul GoTaq® Green Master Mix
iceren 18 pl reaksiyon karigimina eklenmistir. NPTII
markorii igin Tleri; 5
GAGGCTATTCGGCTATGAC-3', Geri : 5
ATCGGGAGCGGCGATACCG-3" dizilime sahip
primerler kullanilmigtir. PCR doéngiisii ise 1) 3 dak.
94°C, 2) 30 5. 94°C, 3) 40 5. 55°C, 4) 1 dak. 72°C 40
5., 5) 72°C 7 dak.,. Ikinci, iigiincii ve dordiincii adimlar
35 dongtliden olusurken birinci ve besinci adimlar 1
dongiiden olusmugtur. NPTII geninin varligi 250
bp’de belirlenmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

Caligmada 4 adet Beith Alpha(Yesilgoz, C-337,
Babilion ve Neon), 4 adet Kornison(GK1F1, GK5F1,
GK6F1 ve GK7F1) tipi hiyar genotiplerinin
transformasyon  etkinliginin  belirlenmesi  igin
genotiplere ait in vitro kiiltire alinan tohum
sayisi(adet), ¢imlenen tohum sayisi(adet), ¢imlenme
orani(%), bakteriyel enfeksiyon goriilen tohum
sayisi(adet) ve bakteriyel enfeksiyon orani(%) Tablo
I’de verilmistir. Elde edilen bulgulara gore
genotiplere ait tohum ¢imlenme orant % 65,0-91,3
arasinda degismis olup en yiiksek ¢imlenme oranina
GKS5SF1 genotipi sahip olurken, en diisiikk ¢imlenme
oranina GK6F1 genotipi sahip olmustur. Beith alpha
ve Kornison tipi genotipler arasinda tohum
¢imlenmesi bakimindan farklilik meydana
gelmemistir. Bakteriyel enfeksiyon orani bakimindan
tipler ve tiplere ait genotipler incelendiginde ise
enfeksiyon orant %10,0-31,5 arasinda ger¢eklesmis ve
kornison tipi hiyar genotiplerinde ortalama bakteriyel
enfeksiyon orani % 27,6 olurken, beith alpha tipi hiyar
genotiplerinde % 17,3 olarak gergeklesmistir.
Ozellikle kornison tipi hiyar genotiplerinde yiiksek
oranda bakteriyel kontaminasyon goriilmesinin nedeni
tohumlarin sahip oldugu piiriizlii yap1 olabilecegi
kanisina varilmistir.

Tablo 1. Calismada kullanilan genotiplere ait in vitro kiiltiire alinan tohum sayisi(adet), ¢imlenen tohum sayisi(adet), cimlenme orani(%),

bakteriyel enfeksiyon goriilen tohum sayisi(adet) ve bakteriyel enfeksiyon orani(%)

Cimlenme Bakteriyel = Enfeksiyon | Bakteriyel
In Vitro Kiiltire Alnan | Cimlenen Tohum | Orani(%) Goriilen Tohum | Enfeksiyon
GENOTIP Tohum Sayisi(adet) Sayisi(adet) Sayisi(adet) Oran1(%)
YESILGOZ 70 60 85,7 10 16,7
C-337 76 65 85,5 15 23,1
BABILION 50 40 80,0 4 10,0
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NEON 75 62 82,7 12 19,4
GK1F1 87 72 82,8 22 30,6
GKS5F1 80 73 91,3 23 31,5
GK6F1 100 65 65,0 15 23,1
GK7F1 78 67 85,9 17 25,4

Diger bitki tiirlerinde oldugu gibi hiyarda da
transformasyon etkinligini belirleyen en Onemli
faktorlerden biriside seleksiyon markir1 olarak
kullanilacak gen ve bu gen icin kullanilan etken
maddenin dozudur. Bu ¢aligmada ORF13 geni icin
seleksiyon markirt olarak kullanilan Neomycin
phosphotransferase II (NPTII) geni i¢in kullanilan
etken madde kanamisin antibiyotigi olup, hiyar
genotiplerinin transformasyon etkinliklerinin
belirlenmesinden 6nce farkli kanamisin dozlarinda 3
farkli hiyar genotipine ait 3 farkli eksplant tipi test
edilmistir. Calismada kullanilan genotiplere ait farkli
kanamisin dozlarinndan elde edilen gelisen siirgiin
sayisi(adet), bitkiye doniisen siirgiin sayisi(adet) ve
kanamisin pozitif bitki sayisi(adet) Tablo 2’de
verilmistir. Elde edilen bulgulara gore; 50 mg/L
kanamisin dozunda toplam 12 adet siirgiin gelismis ve
bu siirgiinlerden E1 eksplantinda O siirgiin, E2
eksplantinda 9 ve E3 eksplantinda ise 3 siirgiin elde
edilmistir. Bitkiye doniisen eksplant sayisi ise toplam
9 olup, yine E1 eksplantinda hi¢ bitkiye doniigiim
meydana gelmezken E2 eksplantinda 8 adet ve E3
eksplantinda ise 1 adet bitkiye doniisim meydana
gelmigtir. 50 mg/L kanamisin dozunda her iki
eksplanttan elde edilen tiim bitkiler kanamisin pozitif
olarak belirlenmistir.

Sitirgiin ~ gelisimi  incelendiginde, 75 mg/L
kanamisin dozunda toplam 8 adet siirgiin gelismis ve
bu siirgiinlerden E1 eksplantinda O siirgiin, E2
eksplantinda 5 ve E3 eksplantinda ise 3 siirgiin elde
edilmistir. Bitkiye doniisen eksplant sayisi ise toplam
9 olup, yine El1 eksplantinda hi¢ bitkiye doniisiim
meydana gelmezken E2 eksplantinda 3 adet ve E3
eksplantinda ise 1 adet bitkiye doniisiim meydana
gelmistir. 75 mg/L kanamisin dozunda her iki

eksplanttan elde edilen tiim bitkiler kanamisin pozitif
olarak belirlenmisgtir.

Caligmada 100 mg/L kanamisin dozunda toplam
10 adet siirgiin gelismis ve bu siirgiinlerden E1
eksplantinda hi¢ siirglin elde edilemezken, E2
eksplantinda 1 ve E3 eksplantinda ise 9 siirgiin elde
edilmistir. Bitkiye doniisen eksplant sayisi ise toplam
9 olup, yine E1 eksplantinda hi¢ bitkiye doniisiim
meydana gelmezken E2 eksplantinda 0 adet ve E3
eksplantinda ise 1 adet bitkiye doniisiim meydana
gelmigtir. Bu ¢aligmada, 100 mg/L kanamisin dozunda
elde edilen 1 adet bitki kanamisin pozitif olarak
belirlenmistir. Farkli hiyar genotipleri farkli eksplant
kaynag1 ve farkli kanamisin dozlar1 uygulamarindan
elde edilen bulgularda ise 50 mg/L kanamisin dozunda
en yiksek transformasyon etkinligi(Pozitif bitki
sayisv/kiiltiire alinan eksplant*100) C-304 genotipinde
E2 eksplantinda(% 25), 75 mg/L dozunda en yiiksek
etkinligi Virganimax genotipinde E2
eksplantinda(%?7,7), 100 mg/L dozunda ise en yiiksek
etkinligi Virganimax genotipinde E2
eksplantinda(%2,6) olarak belirlenmistir. Calismadan
elde edilen bulgulara gére Virganimax genotipinin
transformasyon etkinliginin yiiksek oldugu, en basarili
eksplant kaynagmin E2 oldugu ve kanamisin dozu
arttikca genotiplerin transformasyon etkinliklerinin
diistiigii goriilmektedir. Her {i¢ kanamisin dozunda da
elde edilen bitkiler kanamisin pozitif olarak
belirlendigi i¢in transformasyon etkinligi yiiksek olan
50 mg/L  kanamisin kullanilmast
Onerilmektedir.

dozunun

Tablo 2. Caligmada kullanilan genotiplere ait farkli kanamisin dozlarmndan elde edilen geligen siirgiin sayisi(adet), bitkiye doniigen siirgiin

sayisi(adet) ve kanamisin pozitif bitki sayisi(adet)

Bitkiye Transf
Kiiltiire Alinan Gelismeyen Déniisen Kanamisin ormasy

Kanamisin Eksplant Eksplant Gelisen Siirgiin Siirgiin Pozitif Bitki on
Dozu(mg/L) Sayisi(adet) Sayisi(adet) Sayisi(adet) Sayisi(adet) Sayisi(adet) Etkinli
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8i(%)

GENOTIP Eksplant El E2 E3 |El |E2 |[E3 |El |E2 [E3 |El1 |E2 |E3 |El |E2 |El E2
C-304 11 12 6 0 |2 0 0 3 0 0 3 0 3 0 (250 /0,0
C-185 9 13 7 0 |4 0 0 2 2 0 1 1 1 1 7,7 1143
VIRGANIMAX Somg/L |13 |21 |6 Jo |3 Jo fo |4 [1 |o |4 [0 |4 |0 |190]00
Min. 9 12 6 0 |2 0 0 2 0 0 1 0 1 0 |83 |00
Mak. 13 21 7 0 |4 0 0 4 2 0 4 1 4 1 19,0 | 14,3
Ort. 11 158 (64 [0 |3 0 0 3 1 0 2,6 104 (2,6 |04 (16,5 |6,3
C-304 17 34 13 0 |2 4 0 4 0 0 2 0 2 0 [59 |00
C-185 16 |32 12 10 |7 5 0 1 0 0 1 0 1 0 [3,1 |00
VIRGANIMAX 75 mg/L 16 |26 |13 |0 |8 |3 |0 [0 (3 |0 |0 |1 0 |1 |00 |77
Min. 16 26 12 |0 |2 3 0 0 0 0 0 0 0 0 (0,0 |00
Mak. 17 |34 13 0 |8 5 0 4 3 0 2 1 2 1 59 |17
Ort. 16,4 1304 [12,6 |0 |54 |4 0 1,8 |1,2 |0 1 04 |1 0,433 |32
C-304 23 34 10 [0 |3 10 |0 0 3 0 0 0 0 0 (0,0 |00
C-185 14 |28 10 |0 |3 10 |0 0 2 0 0 0 0 0 (0,0 |00
VIRGANIMAX 100 mg/L 19 38 9 0 |2 9 0 1 4 0 1 0 1 0 [2,6 |00
Min. 14 |28 9 0 |2 9 0 0 2 0 0 0 0 0 (0,0 |00
Mak. 23 38 10 |0 |3 10 |0 1 4 0 1 0 1 0 (26 |00
Ort. 18,6 {332 |96 [0 [2,6 (9,6 |0 0,4 |3 0 04 |0 0410 1,2 0,0

[lk calismada farkli kanamisin  dozlarinin tipi sahip hiyar genotiplerinde transformasyon

transformasyon etkinligine etkileri belirlenmis ve 50
mg/L kanamisin dozunun en uygun doz oldugu
belirlenmistir.  Daha sonra 4 adet Beith
Alpha(Yesilgdz, C-337, Babilion ve Neon) ve 4 adet
kornison tipi(GK1F1, GK5F1, GK6F1 ve GK7F1)
hiyar genotipi kullanilarak hiyar genotiplerinin
transformasyon etkinlikleri belirlenmistir. Elde edilen
bulgular Tablo 3’te verilmistir. Elde edilen bulgulara
gore tiim hiyar genotiplerinin transformasyon etkinligi
E2 eksplantinda %3-10,5 ve E3 eksplantinda %6-21
arasinda gerceklesirken, Beith alpha tipinde E2
eksplantinda transformasyon etkinligi %3,5-10,5 E3
eksplantinda %7-21 olarak gerceklesmistir. Kornison

etkinligi E2 eksplantinda %3-6 ve E3 eksplantinda ise
%6-12 olarak gergeklesmistir. E3 eksplant tipi her iki
hiyar tipinde de daha basarili sonu¢ vermistir. Diger
taraftan E3 eksplant kaynagi kullanilarak yapilan
transformasyonda Beith Alpha tipinde en yiiksek
transformasyon etkinligi C-337(%21) genotipinde, en
disik transformasyon etkinligi ise NEON(%7)
genotipinden elde edilmistir. Kornison tipi hiyar
genotiplerinde ise en yiiksek transformasyon
etkinligi(E3 eksplant) GK1F1(%12) ve en disik
transformasyon etkinligi GK7F1(%8) genotipinden
elde edilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan genotiplere ait kiiltiire alinan eksplant sayisi(adet), gelisen siirgiin sayisi(adet), koklenen bitkicik sayisi(adet),

alistirilan bitki sayisi(adet), kanamisin pozitif bitki sayisi(adet), transformasyon etkinligi(%)
Kiiltiire
alinan Gelisen Koklenen Alstirilan Kanamisin
Eksplant Siirgiin Bitkicik Bitki Pozitif Bitki Transformasyon
TiP GENOTIP Sayisi(adet) Sayisi(adet) Sayisi(adet) Sayisi(adet) Sayisi(adet) Etkinligi(%)
Eksplant E2 E3 E2 E3 E2 E3 E2 E3 E2 E3 E2 E3
YESILGOZ | 200 50 17 31 11 26 8 16 8 16 4,0 8,0
C-337 200 50 34 12 31 12 21 5 21 5 10,5 21,0
BABILION | 144 36 16 6 10 5 6 6 6 6 42 11,6
Beith Alpha | NEON 200 50 24 21 10 11 7 6 7 6 3,5 7,0
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Min. 144 36 16 6 10 5 6 5 6 5 3,5 7
Mak. 200 50 34 31 31 26 21 16 21 16 10,5 21
Ort. 181,3 453 [23,5 |178 |17,2 142 11,5 |90 11,5 9,0 6,0 12,6
GKIF1 200 50 12 16 12 11 12 8 12 8 6,0 12,0
GKS5F1 200 50 19 12 18 12 11 10 11 10 5,5 11,0
GK6F1 200 50 9 14 6 14 6 5 6 5 3,0 6,0
GK7F1 200 50 20 34 16 26 8 16 8 16 4,0 8,0
Min. 200 50 9 12 6 11 6 5 6 5 3 6
Mak. 200 50 20 34 18 26 12 16 12 16 6 12
Kornison | Ort. 2000 [50,0 148 (20,3 |12, 16,7 |9,2 10,0 |9,2 10,0 | 4,6 9,2
Min. 144,0 36,0 |9,0 6,0 6,0 5,0 6,0 5,0 6,0 5,0 3,0 6,0
Tiim Mak. 200,0 [50,0 34,0 [34,0 |31,0 26,0 21,0 [16,0 |21,0 16,0 |105 21,0
Genotipler | Ort. 188,8 [47,2 [194 |18,6 |15,1 148 (10,6 |93 10,6 9,3 5,4 11,2

Hiyarda genotip, siirgiin rejenerasyon etkinligini
etkileyen ana faktorlerden biri olup farkli genotipler
rejenerasyon icin farkli biiyiime diizenleyicilerine
ihtiya¢ duymaktadir (Kose ve Ko¢ 2003). Ayni
ortamda kiiltire alman farkli genotiplerden hiyar
kotiledon eksplantlar1 farkli siirgiin rejenerasyon
frekanslar1 gostermistir(Zhang ve ark. 2009). Tim
genotipler arasinda en yiiksek rejenerasyon frekansini
Xintaimici genotipinden elde edilmistir Yedi hiyar
¢esidinden {iglinde siirgiin gelisimi saglanmistir (Kim
1988). Punja ve ark. (1990), Cucumis
sativus'un alt1 inbred hatt1 ve F1 melezi arasindan
yiiksek  rejenerasyon  frekansina  sahip  var.
hardwickii'yi belirlemislerdir. Lou ve Kako (1994)
Fushinarimidori ¢esidinin ¢aligmada kullanilan diger
bes hiyar ¢esidine kiyasla hem kotiledonlardan hem de
geng ilk yapraklardan en yiiksek sayida embriyo elde

ve ark.

edildigini rapor etmistir. Avrupa hologinik hryar
cesitleri ile yapilan ¢aligmalarda, alt1 genotipin siirgiin
rejenerasyonu sergiledigini rapor edilmistir. Eksplant
bagina siirgiin sayisi cv. S07'de diger bes ¢eside gore
daha yiiksek bulunmustur(Zhao ve ark. 2004). Fan ve
ark. (2006) tarafindan da ti¢ farkli hiyar genotipinde
farkli rejenerasyon etkinligi belirlenmis ve genotipler
arasinda cv. Nongcheng 3 genotipinde rejenerasyon
etkinligi %100 olarak belirlenmistir. Liu ve ark.
(2023) caligmalarinda kullandiklar1
genotiplerinin transformasyon etkinligini %0,2-1,7
arasinda oldugunu, Kuzey Cin hiyar genotiplerinin
transformasyon etkinliklerinin ABD kornigson hiyar
genotiplerinden daha yiiksek oldugunu rapor
etmislerdir. ABD dilimli hiyar1 Poinsett 76 (PS76) ve
Changchunmici (CCMC) ile Xintaimici (XTMC) gibi
birka¢ Kuzey Cin tipi (Cin Uzun) hiyar genotipi,
Agrobacterium aracili transformasyona daha yatkin

hiyar

oldugu ve bu ozelliklerinden dolay1 transformasyon
calismalarinda tercih edildigi bildirilmektedir. Diger
tiirlerde oldugu gibi hiyar transformasyonunda da
yukarida bahsedilen daha once yapilan ¢alismalarda
da transformasyon etkinliginde en onemli faktoriin
genotip oldugu goriilmektedir. Bu ¢aligmada ise 4 adet
Beith Alpha ve 4 adet kornison hiyar genotiplerinin
transformasyon etkinlikleri belirlenmis ve Betith
Alpha ve kornison tipleri arasinda transformasyon
etkinligi bakimindan farklilik elde edilmis ve Beith
Alpha tipi hiyar genotiplerinin transformasyon
etkinliklerinin kornigon hiyar tipine gore yiiksek
oldugu belirlenmistir. Diger taraftan hiyar tipleri
arasinda farklilik olmasinin yaninda tip iginde de
farkliliklar belirlenmistir.

Calismada ayrica transformasyonda seleksiyon
markir1 olarak kanamisin kullanilmis olup ¢aligma
baslangicinda kanamisin antibiyotik dozu optimize
edilmistir. Ciinkii kanamisin dozu diger tiirlerde
oldugu gibi hiyarda da eksplant yapisina bagli olarak
degisebilmekte ve yiiksek antibiyotik dozunda
eksplantlarda  kayiplar meydana geldigi igin
transformasyon etkinligi diismekte veya eksplantlar
tamamen Olmektedir. Diger taraftan diisiik antibiyotik
dozunda ise antibitotik seleksiyonundan kagislar ¢ok
fazla olmakta ve pozitif bitki sayis1 diismekte ve is
glici artmaktadir. Nitekim Liu ve ark. (2023)
tarafindan yapilan ¢alismada kanamisin dozu olarak
100 mg/L onerilse de bu ¢calismada 50, 75 ve 100 mg/L
kanamisn dozlarinda elde edilen tiim bitkiler pozitif
olarak belirlenmis fakat en yiiksek transformasyon
etkinligi 50 mg/L dozunda oldugu i¢in hiyar
genotiplerinde transformasyon c¢aligmalart 50 mg/L
dozunda devam edilmistir.
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Bu c¢alisma ile elde edilen bulgular
degerlendirildiginde eksplant kaynagi olarak E3
kullanildiginda transformasyon etkinliginin her iki
hiyar tipinde de yiiksek oldugu, Beith Alpha tipi hiyar
genotiplerinin kornison tipi hiyar genotiplerine gore
transformasyon etkinliklerinin daha yiiksek oldugu,
Beith Alpha tipinde en yiiksek transformasyon
etkinligine sahip genotipin C-337(%21) ve kornison
hiyar tipinde ise GK1F1(%12) oldugu belirlenmistir.
Calismadan elde edilen bulgular 6zellikle CRISPR
gibi yeni nesil biyoteknoloji uygulamalarinin da i¢inde
yer aldig1 gen transferi ¢alismalarina 151k tutabilecek
niteliktedir. ~ Ayrica c¢aligmada transformasyon
etkinligi belirlenen hiyar genotiplerinin gelecekte
yapilacak gen transferi ¢aligmalarinda tercih edilmesi
transformasyon basarisini arttirabilecektir.
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