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Zingiberaceae familyasindan olan Zencefil (Zingiber officinale Rosc.) tip, gida ve kozmetik gibi birgok
kullanim alanina sahip olmasi nedeniyle ticari acidan oldukca 6nemli bir tibbi ve aromatik bitkidir. Ciceklenme ile
tohum tutumunun zayif olmasi nedeniyle tohumdan ¢ogaltilmasi oldukga zor olan zencefilin rizom yoluyla uzun
sureli vejetatif cogaltimi da rizomlarin zayiflamasina neden olmaktadir. Bundan dolayi zencefil tariminin
gelistirilmesi icin kisa slirede ve ¢ok sayida hastaliksiz bitki tGiretiminin yapiimasi gerekmektedir. Bu ¢calismada da
Murashige and Skoog (MS) besin ortamina ilave edilen 6-benzil amino piirin (BAP) ve o«c-naftalen asetik asit
(NAA)’in 20 farkli kombinasyonunun zencefilin in vitro mikroliretimine etkisi arastirilmistir. En yiksek oranda
stirgin (9.25 adet/eksplant) ve kok olusumu (11.41 adet/eksplant) besin ortamina 0.5 mg/L BAP ve 0.25 mg/L
NAA ilave edildiginde elde edilmistir. Ote yandan, besin ortamlarina ilave edilen BAP ve NAA oranlari bu
miktarlarin Gizerinde kullanildiginda siirgiin ve kok olusumunda ¢ok énemli diistsler olmustur. Ayni sekilde BAP
ile birlikte 0.1 mg/L NAA kullanimi da siirgiin ve kék olusumunu diistirmustir. Bu sonuglar, zencefil bitkisinde iyi
bir oksin-sitokinin dengesinin kurulmasinin in vitro mikrodretim icin son derece énemli oldugunu géstermistir.
Elde edilen in vitro bitkicikler de %100 oraninda dis sartlara adaptasyon saglamistir.

Anahtar kelimeler: BAP, doku kiiltiiri, NAA, rejenerasyon, zencefil.
Rapid and Efficient In Vitro Micropropagation of Ginger (Zingiber officinale rosc.)

ABSTRACT

Ginger (Zingiber officinale Rosc.), a member of the Zingiberaceae family, is a commercially important
medicinal and aromatic plant with many uses in medicine, food and cosmetics. Ginger is very difficult to
propagate from seed due to poor flowering and seed set. Long-term vegetative propagation through rhizomes
also causes weakening of the rhizomes. Therefore, in order to develop ginger cultivation, it is necessary to
produce a large number of disease-free plants in a short time. In this study, the effect of 20 different
combinations of 6-benzyl amino purine (BAP) and «c-naphthalene acetic acid (NAA) added to Murashige and
Skoog (MS) medium on in vitro micropropagation of ginger was investigated. The highest rate of shoot (9.25
shoots/explant) and root formation (11.41 roots/explant) was obtained when 0.5 mg/L BAP and 0.25 mg/L NAA
were added to the medium. On the other hand, there were significant decreases in shoot and root formation
when BAP and NAA were added to the nutrient media above these amounts. Similarly, the use of 0.1 mg/L NAA
with BAP also decreased shoot and root formation. These results showed that the establishment of a good auxin-
cytokinin balance in ginger plants is extremely important for in vitro micropropagation. The in vitro plantlets
regenerated were 100% adapted to external conditions.

Key words: BAP, ginger, NAA, tissue culture, regeneration.
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GiRiS

Zencefil (Zingiber officinale Rosc.) Zingiberaceae ailesine ait ¢ok yillik, yapraklari rizom dallarindan gikan,
adventif sacak koklere ve cogunlukla tek yillik toprak tsti aksama sahip yaklasik 100 cm boylanan énemli bir tibbi
ve aromatik bitkidir (Aleem ve ark., 2020; Kumari ve ark., 2020; Udounang ve ark., 2022). Gliney Dogu Asya’ya
0zgl tropik ve subtropik bolgelerde yetistirilen Zencefil bitkisi ilag, gida ve kozmetik gibi bircok kullanim alanina
sahip olmasi sebebiyle ticari agidan oldukga 6nemlidir (Chakraborty ve ark., 2023). Zencefile keskin bir aroma
veren ugucu yag gingerol ve diger keskin bilesikler, kan akisini ve iltihabi etkileyen kimyasallardan olan
prostaglandin ve I6kotrien Gretimini engelledikleri icin tibbi agidan oldukca dnemlidir. Ayrica, zencefil ylzyillardir
geleneksel tedavide soguk alginhgi, bogaz agrisi, astim, istahsizlik kabizlik, hazimsizlik, mide bulantisi, ¢carpinti,
eklem iltihabi, yliksek tansiyon ve migren gibi hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir (Aleem ve ark., 2020)

Tibbi ve aromatik bitkilerin gelisi glizel hasat edilmesi, biyolojik ¢esitliliginin azalmasi ve bitki kalitesindeki
potansiyelin diismesine yol agmaktadir. Endistriyel faaliyetler icin oldukga 6nemli olan bu bitkilerin stirdtrilebilir
bir sekilde hasat edilmeleri onlarin ticari tarim potansiyellerini de arttirmaktadir (Tasheva ve Kusturkova, 2013;
Kunene ve ark., 2018). Dusiik kok sap ¢ogalma oranina sahip olan zencefilin ekonomik degere sahip rizomlarinin
toprak kaynakli patojenlere maruz kalmasi verim kayiplarini énemli oranda arttirmaktadir. Cogunlukla rizom
yoluyla Uretilen zencefilin uzun sireli vejetatif cogaltimi rizomlarin zayiflamasina da neden olmaktadir (Kambaska
ve Santilata, 2009). Ciceklenme ile tohum tutumunun zayif olmasi nedeniyle tohumdan ¢ogaltilmasi da oldukca
zor olan bitkilerin basinda gelmektedir (Das ve ark., 2010; Mosie, 2019). Bu nedenlerden dolay: ticari olarak
zencefil tarimi igin kisa sirede yuksek miktarda hastaliksiz bitki Gretiminin yapilmasi gerekmektedir. Diger
taraftan in vitro teknikler kullanilarak kisa siire icerisinde ayni genotipe sahip hastaliksiz milyonlarca bitki Gretmek
mimkin olmaktadir. Bu ¢alismada da farkh bitki blyime dizenleyicileri kullanilarak Zencefil bitkisinin in vitro
hizli ve yiiksek oranda gogaltimi igin bir protokol gelistirilmesi amacglanmistir.

MATERYAL VE METOT
Bitki Materyali ve Yiizey Sterilizasyonu

Piyasada satisa sunulan zencefil rizomlarindan saglikh olanlari segilerek musluk suyunda sabunla
yikandiktan sonra 21 giin karanlikta bekletilerek rizomlarin filizlenmesi saglanmistir. Ylzey sterilizasyonu igin
rizomlardan izole edilen filizler 6ncelikle %70’lik etanolde 2 dakika bekletildikten sonra Ui¢ defa steril saf su ile
durulanmistir. Etanol uygulamasini takiben filizler %30’luk ticari gamasir suyunda 20 dakika tutulduktan sonra
steril saf su ile ¢ kez yikanmistir. Yiizey sterilizasyonuna tabi tutulan bu surginler mikrogogaltim baslangi¢
materyali elde etmek amaciyla aseptik sartlarda in vitro temel besin ortaminda kiltire alinmistir. Ayrica Gliney
Agripark Tarimsal Arastirmalar Ltd. (Antalya) Sirketinden de in vitro steril fideler saglanarak arastirmalarda
kullantimistir.

Besin Ortami ve Kiiltiir Kogullari

Temel besin ortamiolarak 30 g/L stikroz ve 7 g/L agar iceren Murashige and Skoog (MS) ortami (Murashige
ve Skoog, 1962) kullaniimistir. Bu besin ortamina zencefil bitkisinin hizli gogaltimi igin 0.5, 1, 2 ve 4.0 mg/L 6-
benzilaminoptrin (BAP) ile 0.1, 0.25, 0.5, ve 1.0 mg/L a-naftelen asetik asit (NAA) farkli kombinasyonlarda ilave
edilmistir. Hazirlanan besin ortamlarinin pH degeri 5.6-5.8’e ayarlandiktan sonra 121°C de 20 dakika sireyle
otoklavda steril edilmistir. Tum kilttrler 24+1°C sicakhk ve 16 saat aydinlik fotoperiyodun uygulandigi iklim
dolaplarinda inkiibe edilmistir.

Mikroiiretim

Ylzey sterilizasyonuna tabi tutulan rizom filizlerinden 6 hafta sonra gelisen siirgiinler ile Gliney Agripark
Tarimsal Arastirmalar Ltd. (Antalya) Sirketinden elde edilen in vitro bitkiler hizli gogaltma igin baslangic materyali
olarak kullanilmistir. Bu strglnlerden izole edilen koltuk alti ve tepe meristem bélgeleri farkli oranlarda BAP ve
NAA iceren MS besin ortaminda iklim dolaplarinda kiiltlre alinmistir. Kiltir baslangicindan 7 hafta sonra eksplant
basina silirglin sayisi ve stirglin uzunlugu ile kdk sayisi ve kok uzunlugu belirlenmistir. In vitro sartlarda gelisen ve
koklenen bitkicikler 7 hafta sonra koklerindeki agar tamamen yikanarak dis kosullara adaptasyon igin 2:1
oraninda torf ve perlit karisimi iceren saksilara aktariimistir. Nem kaybini 6nlemek icin saksilarin Gzerine seffaf
naylon poset gegcirilmis ve bir hafta siireyle posetler agilarak su sprey edilmistir. Bir hafta sonra posetlerde delikler
acilarak havalandirma saglanmis ve 15 giin sonra da posetler tamamen kaldiriimigtir.
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istatistik Analizler

Tim denemeler 3 tekerrirli olarak kurulmus ve her bir tekerriirde 4 adet eksplant kiltiire alinmistir. Elde
edilen veriler varyans analizi igin JMP istatistik programina tabi tutulmus ve ortalamalar arasindaki fark LSD testi
ile belirlenmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Rizomlardan gelisen filizler besin ortaminda kdiltiire alindiktan bir hafta sonra sirglinler gelismeye
baslamistir. Gelisen bu siirgiinlerden 6-7 hafta sonra elde edilen tepe ve koltuk alti meristemleri farkli oranlarda
BAP ve NAA iceren MS besin ortamlarinda kulttire alinmigtir. Killtire alinan bu eksplantlardan da suirgiin geligsimi
bir hafta sonra baglamis ve 7 hafta sonra da iyi bir kék yapisina sahip tam gelismis strgiin ve bitkicikler elde
edilmistir (Sekil 1a-c).

Sekil 1. Zencefilin in vitro mikroGretimi. Kiltlr baslangicindan 4 hafta (a) ve 7 hafta (b-c) sonra 0.5 mg/L BAP ve
0.25 mg/L NAA iceren MS besin ortaminda sirgtin gelisim. d-e) Dis kosullara alistirilmis in vitro bitkiler.

Cizelge 1’de MS besin ortamina ilave edilen 20 farkli BAP ve NAA konsantrasyonunun zencefilde in vitro
sirgin olusumu ve koklenmesi (zerine etkisi verilmistir. Cizelge incelendiginde farkli BAP ve NAA
konsantrasyonlarinin zencefilin mikrogogaltimi Gizerine 6nemli etkilerinin oldugu gozlenmistir. Eksplant basina en
yuksek strgin sayisi 9.25 adet ile 0.5 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA igeren besin ortamindan elde edilmis olup,
diger uygulamalarla arasindaki fark da istatistiki olarak énemli bulunmustur. Eksplant basina en distk strgin
sayisi ise 0.5 adet ile 4 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA iceren MS besin ortamindan elde edilmistir (Cizelge 1). Stirgtin
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sayisinda oldugu gibi en yiksek stirgiin uzunlugu da 5.58 cm ile yine 0.5 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA iceren MS
besin ortaminda gbzlenmistir. En diisik stirglin uzunlugu da ayni sekilde 4 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA iceren MS
besin ortamindan elde edilmistir.

Cizelge 1. Kultlr baslangicindan 7 hafta sonra farkli oranlarda BAP ve NAA iceren MS besin ortaminin zencefilin
in vitro mikroiretimine etkisi.

Bilyiime

Diizenleyicileri (mg/L)  Eksplant Basina Ortalama Siirgiin  Eksplant Ortalama Kok
Surgiin Sayisi (Adet) Uzunlugu Basina Kok Uzunlugu

(cm) sayisl (cm)

BAP NAA (Adet)

0 0 4.91 cd* 3.09b 7.00 bc 2.99 defg

0.5 0 2.75 efgh 2.81 bc 7.08 bc 5.30 bc

1 0 2.91 efgh 2.40 bed 3.75 efg 2.70 efgh

2 0 7.75b 1.73 de 3.91 efg 2.37 fgh

4 0 3.83 de 2.16 cd 3.75 efg 2.81 efgh

0.5 0.1 2.33 ghi 1.05 efg 2.41gh 1.34 hi

1 0.1 2.16 ghi 0.99 efg 3.75 efg 3.34 def

2 0.1 2.08 hi 1.36 ef 3.16 fg 1.49 ghi

4 0.1 3.16 efgh 0.95 efg 5.00 def 2.23 fgh

0.5 0.25 9.25a 5.58 a 11.41a 8.91a

1 0.25 2.08 hi 1.00 efg 3.75 efg 1.75 ghi

2 0.25 5.75c¢ 2.66 bc 8.83 b 6.08 b

4 0.25 3.41 efg 0.99 efg 3.50 efg 2.00 fgh

0.5 0.5 3.75 def 2.20 cd 3.16 fg 2.34 fgh

1 0.5 2.91 efgh 2.23 cd 5.41 cde 2.27 fgh

2 0.5 1.33j 0.73 fg 0.66 h 0.351

4 0.5 0.50] 0.51g 0.83 h 0.331

0.5 1 3.25 efgh 2.30 bcd 6.75 cd 3.91 cde

1 1 2.50 fghi 1.28 efg 4.91 def 4.45cd

2 1 2.75 efgh 1.03 efg 2.00 gh 1.98 fgh

4 1 3.08 efgh 1.21 efg 2.00 gh 1.75 hi

*Ayni siitunda farkl harflere gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik LSD testi sonuglarina gore 0.01 diizeyinde
onemlidir.

Surgtin olusumunda oldugu gibi kok gelisiminde de 0.5 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA iceren besin ortami
en yliksek sonuglari vermistir (Cizelge 1; Sekil 1b-c). Bu ortamda eksplant basina kék sayisi 11.41 adet olurken,
ortalama kdk uzunlugu ise 8.91 cm olmustur. Eksplant basina en disuk kok sayisi 2 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA
iceren besin ortamindan elde edilirken, en daslk kék uzunlugu ise 4 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA iceren ortamdan
elde edilmistir (Cizelge 1). lyi bir kbk sistemine sahip olan in vitro bitkicikler torf ve perlit karisimi iceren saksilara
aktarildiklarinda %100 oraninda dis sartlara adaptasyon saglamistir (Sekil 1 d-e).

Besin ortamlari ve 6zelikle de bitki biyume diizenleyicileri kiltire alinan hiicre, doku ve organlardan yeni
bitkilerin elde edilmesinde son derece 6nemli bir yer tutmaktadir (Cakmak ve ark., 2016; Trolinder, 2020). Farkli
arastiricilar tarafindan cok sayida yapay besin ortami gelistirilmesine ragmen MS besin ortami halen ¢ok sayida
bitki tlirl icin en yaygin kullanilan besin ortami olma 6zelligini siirdirmektedir (Ozcan ve ark., 2023; Ozcan ve
ark., 2025). Dolayl olarak bitki biiyiime ve gelisme ile birlikte in vitro rejenerasyonu saglayan bitki bliyime
diizenleyicileri in vitro bitki gelisimi icin mutlak gerekli olan bilesiklerdir (Trolinder, 2020; Ibrahim, 2022). Cogu
bitki tiriinde bu bilesikler olmadan in vitro sartlarda yeni bitkilerin elde edilmesi mimkiin olmamaktadir. Genel
olarak in vitro sartlarda sitokininler sirgiin olusumu ve gelisimde etkili olurken, oksinler ise kallus ve kok
olusumunda etkili olmaktadir. Ancak en iyi slirgin ve bitki rejenerasyonu iyi bir oksin-sitokinin dengesi
kuruldugunda elde edilebilmektedir (Nazir ve ark., 2022). Genellikle yiiksek oranda sitokinin ve disik oralarda
oksin kullanildiginda iyi bir bitki rejenerasyonu saglanabilmektedir (de Oliveira ve ark., 2022; Asghar ve ark.,
2023). Duslik oranlarda kullanilan oksinler hiicrelerin hizli bir sekilde bélinmesini ve kallus olusumunu saglarken,
sitokinler ise hizli boélinen bu hicrelerin farklilasarak morfogenesiz yoluyla siirglinlere dénisimini ve
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gelismelerini saglamaktadir. Doku kiltiirlerinde sitokinin olarak en yagin kullanilan bilesik BAP iken, oksin olarak
da NAA yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu bliyime diizenleyicileri zencefilinde icinde bulundugu cok sayida bitki
tirinde yuksek oranlarda in vitro rejenerasyon saglamigtir.

Bu ¢alismada BAP ve NAA'nin 20 farkli kombinasyonu zencefil bitkisinin in vitro hizli ve etkili mikrolretimi
icin kullanilmistir. En yuksek oranda suirgtin ve kék olusumu besin ortamina 0.5 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA ilave
edildiginde elde edilmistir. Ote yandan, besin ortamlarina ilave edilen BAP ve NAA oranlari bu miktarlarin
Uzerinde kullanildiginda siirgiin ve kék olusumunda ¢ok 6nemli disusler olmustur. Ayni sekilde BAP ile birlikte
0.1 mg/L NAA kullanimi da siirgiin ve koék olusumunu disirmistir. Biyume diizenleyici icermeyen besin
ortamindan da 6nemli oranda stirgiin ve kok gelisimi elde edilebilmistir. Ancak, 0.5 mg/L BAP ve 0.25 mg/L NAA
iceren besin ortamiyla karsilastirildiginda oldukga diisiik kalmistir. Elde edilen bu sonuglar zencefil bitkisinde iyi
bir oksin-sitokinin dengesinin olusturulmasinin in vitro mikrolretim icin son derece 6nemli oldugunu
gostermistir.

Farkh arastiricilar tarafindan zencefilin in vitro mikroiretimi Gzerine arastirmalar yurttilmastir. Shaaban
ve ark. (2023) sadece 1 ve 2 mg/L BAP ile 0.1 mg/L NAA kullandiklari ¢calismalarinda kontrole gore yiiksek sonuglar
elde etmislerdir. Ancak, elde edilen sonuglar bizim galismamiza gore diisiik kalmistir. Benzer sekilde sinirli sayida
BAP ve NAA kombinasyonunun kullanildigi diger bir calismada ise en yuksek strgilin rejenerasyonu 7.8 adet ile
tek basina 2.5 mg/L BAP kullanildiginda elde edilmistir (Shaik ve Rajani Kanth, 2018). Ancak bu uygulamada kok
gelisimiz zayif oldugundan dolayi siirgiinler ayrica NAA veya IBA iceren baska bir ortamda kéklendirilmistir. Bu
¢alismaya gore bizim ¢alismamizdan elde edilen sonuglar (eksplant basina 9.25 adet siirgiin) daha yiksek oldugu
gibi, koklendirme igin siirgtinlerin ayri bir ortama aktariimasina da gerek duyulmamistir. Kullanilan rejenerasyon
ortaminda gelisen sirgilinler ayni zamanda ¢ok iyi bir kok sitemi de olusturmustur (Sekil 1b). Bu durum ise
zencefilin hizli Gretiminde zaman ve maliyetten 6nemli oranda tasarrufa gidilmesini saglayabilecektir. Ayrica
besin ortamlarinda ylksek oranlarda sitokinin kullanimi anormal gelismeler ile vitrifikasyona da neden
olabilmektedir.

Zuraida ve ark. (2016) yaptiklari galismada 6ncelikle rizom filizlerinden farkli biylime dizenleyicisi iceren
besin ortamlarinda mikro strgtinler elde etmisler ve daha sonra bu strginleri farkl oranlarda BAP ve NAA iceren
besin ortaminda kiltlre almiglardir. En yiksek stirgtin sayisini 19.5 adet ile 3 mg/L BAP ve 0.5 mg/L NAA iceren
ortamdan elde etmislerdir. Ancak bu calismada elde edilen sirglnlerin eksplant basina mi yoksa kultlr kabi
basina mi oldugu ile ilgili bilgi vermemislerdir. Ayrica mikro siirgiinlerin ve daha sonra da gelismis siirglinlerin
elde edilmesi igin 90 glinlik bir zamana ihtiya¢ duyulmustur. Halbuki bizim galismamizda 7 hafta sonra iyi bir kok
sitemine sahip bitkicikler elde edilebilmistir. Zencefilin in vitro mikrolretimine yonelik ¢alismalar diger
arastiricilar tarafindan da yuratilmastir (Bhattacharya ve Sen, 2006; Miri, 2020; Zahid ve ark., 2021). Ancak
halihazirdaki calismadan elde edilen sonuglar diislik oranlarda bitki blylime dizenleyicilerinin kullanimi, iyi bir
kok sistemine sahip ylksek oranda bitkicik eldesi ve siire yonlyle 6nemli avantajlar saglamistir.

SONUC

Bu calismada zencefil bitkisinin hizli ve etkili in vitro mikrotiretimi icin BAP ve NAA'nin ¢ok sayida farkli
kombinasyonu kullanilarak 7 hafta gibi kisa bir siire igerisinde iyi bir kdk yapisina sahip bitkicikler elde
edilebilmistir. Ustelik diisiik oranlarda biiyiime diizenleyicilerinin kullanimi sayesinde elde edilen bitkiciklerinde
son derece saglikli oldugu gézlenmistir. Bu bitkiciklerin kdklendirilmesi icin ikinci bir alt kaltir ve koklendirme
ortamina da ihtiya¢ duyulmamistir. Elde edilen in vitro bitkicikler saksilara aktarilarak %100 oraninda dis sartlara
adapte olmustur. Gelistirilen bu yontem zencefil tariminda kullanilabilecek niteliktedir.
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