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Ozet

Hidroponik kiiltiir, bitkilerin yetistirilmesinde yaygin ve siklikla kullanilan bir sistemdir. Molekiiler arastirmalarda gevre kaynakli
varyasyonlar1 en aza indirmek amaciyla genellikle hidroponik sistemler tercih edilmektedir. Bu ¢aligmanin amaci, Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh bitkilerinin tiniform biiylimesini saglayan bir hidroponik kiiltiir sisteminin optimize edilmesidir. Hidroponik sistemin kurulumu iki
temel asamay1 igermektedir. lki; tas yiinlerini iceren plastik tiiplerin hazirlanmasi, ikincisi; hazirlanan tiiplerin, iizerinde delikler bulunan
straforlara yerlestirilmesidir. Tiiplerin yerlestirildigi straforlar daha sonra besin soliisyonu igeren plastik kiiltiir kaplarina koyulur. Bir plastik
kapta yaklagik 30 bitki yetistirilmekte ve bu durum ayn: kiiltiirde yetisen bitkilerle birgok analizin gergeklesmesine imkan vermektedir.
Onerilen sistem, gen ekspresyon ¢alismalarinda test edilmis ve bagimsiz denemeler sonucunda tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir. Ayrica
bu sistemde, 6nceki bazi hidroponik sistemlerin aksine tohum ¢imlenmesi ve bitki bilylimesi asamalarinda aktarim bulunmamaktadir. Bu
caligmada, basitlestirilerek elde edilen hidroponik kiiltiir sisteminin ekipmanlari ve kurulumu, ayrica model bitki Arabidopsis thaliana’da
sistemin kullanimt ve avantajlari tartigtlmistir.

Anahtar sozciikler: Arabidopsis thaliana (L.), hidroponik kiiltiir sistemi, senkronize biiyiime, kolay kurulum.

A Simplified Hydroponic Culture System for Uniformly Growing Arabidopsis thaliana
(L.) Plants

Abstract

Hydroponic culture is a widely and frequently used system for growth of the plants. Generally, hydroponic systems are preferred for
molecular experiments to minimize variations that are based on external conditions. The objective of this work was to optimize a hydroponic
culture system for uniformly growth of Arabidopsis thaliana L. Heynh plants. The construction of the hydroponic system could be divided
into two main steps. Firstly, the plastic tubes with rockwool were prepared, secondly the prepared tubes, were placed in the styrofoam having
holes. Then styrofoam which including the tubes were put in the plastic container with nutrient solution. One plastic container yielded up to
approximately 30 plants and it allows to carry out numerous analyzes the plants which grown in the same culture. A suggested system was
tested in gene expression studies and the reproducible results were obtained between the independent experiments. However, comparing to
some hydroponic systems in the previous studies, there is no transplanting step in seed germination and plant growth stages in the system
described by the current study. This paper has discussed the construction and equipments of the simplified hydroponic culture system as well
as its use and advantages in the model plant Arabidopsis thaliana.

Keywords: Arabidopsis thaliana (L.), hydroponic culture system, synchronous growth, easy setup.

GIRIS Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Arabidopsis), kisa
yasam dongisi, farkli fenotiplerde sayisiz mutanta sahip
Hidroponik terimi, ilk kez 1929 yilinda William F. ~©olmasi, genetik manipulasyonlara uygunlugu, tiim genom

diziliminin belirlenmis olmasi ve laboratuvar sartlarinda
yetistirilebilinmesi gibi bircok ozelliginden dolayr bitki
biliminde model organizma olarak tercih edilmektedir [2, 8,
9]. Arabidopsis kolay yetistirilebilecek bir bitki olarak

bitkinin yagsam ddngiisii boyunca tercih edilen periyotlarda dusiiniilmesine ragmen, olumsuz ¢evre faktorlerinden ¢ok
tiim dokulardan &rnek alinabilinmektedir [2-5]. Bununla etkllenere}( Nzaylf diisebilmekte hatta Glebilmektedir [10].
birlikte dizayn edilen farkli hidroponik kiiltiir sistemlerinde Ayrica, kiicik boyutta olmasindan dolay1 es zamanlt olalrak
zayif havalandirma, kok materyalinde kayiplar gibi yapilacak olan fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler
sistemin kurulumu ve siirdiiriilmesi ile ilgili sorunlarla analizlerde materyal miktari konusunda  problemler
karsilagilmistir [6]. Bu nedenle arastiricilar birgok teknik yaganmaktadur [2, 11]. } )

problemin iistesinden gelmek amaciyla ihtiyaglari ve Yapilan  bu  aragtirma  kapsaminda,  dncelikle
yararlar  dogrultunda altematif hidroponik ~ sistemler ~ Arabidopsis icin simdiye kadar tasarlanan alternatif
tasarlamuslardir [5-7]). Bazi arastiricilar ise, tasarlanan hidroponik kiiltiir sistemleri incelenerek avantajlart ve

sistemlerde daha iyi biiyiime kosullar elde etmek amaciyla dezavantajlar1 degerlendirilmistir. Daha sonra ise, onceki
modifikasyonlar yapmuslardir [7]. tasarlanan sistemler [4, 6, 11-13] temel alinarak

dezavantajlar1 azaltan, pratik ve iiretken bir hidroponik
kiiltiir sistemin elde edilmesine ¢aligiimistir.

Gericke tarafindan kullanilmig olup sisteme iliskin
ayrintilar 1937 yilinda ortaya koyulmustur [1]. Hidroponik
kiiltiir sistemleri ile kontrollii ¢evre sartlari altinda bitki
biiylimesi saglanmakta, besin ortami izlenebilmekte ve
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Caligmada, Arabidopsis thaliana L. Heynh ekotip
Columbia (Col 0) tohumlar1 kullanilmigtir. Tohumlar
ekimden Once steril su ile calkalanmis ve 2 giin siireyle
4°C’de muhafaza edilmistir.

Hidroponik kiiltiir sistemi i¢in gerekli ekipmanlar
ve besin ortam

Hidroponik sistemin kurulumu ve siirdiirtilebilmesi igin
gerekli ekipmanlar; 1.5 mI’lik plastik mikrosantrifijj tiipleri,
tagyiinii, agar, strafor (22 x 22 x 1 cm), agar delici (9 mm
capl1), opak polietilen plastik kaplar (25 x 25 x 11 cm),
mikropipet (20-200 pl), uc kisimlarindan 5-6 mm kesilmis
mikropipet uglar1 (200 ul), kiigiik boy akvaryum
havalandirma motoru ve hava tasi, stre¢ film, maket bigagi
ve bitki biiyiitme odasidir. Besin ortami olarak MGRL
hidroponik solusyonu [son konsantrasyon: 1.75 mM
sodium phosphate buffer (pH 5.8), 1.5 mM MgSQO,, 2.0
mM Ca(NOs),, 3.0 mM KNOs, 67 uM Na,EDTA, 8.6 uM
FeSO,, 10.3 uM MnSOy,, 30 pM H3BO3, 1.0 uM ZnSOy, 24
nM (NH4)5M07024, 130 nM COC|2 ve 1.0 ]J.M CUSO4]
kullanilmigtir  [14]. Konsantre (10X) ve taze olarak
hazirlanan stok MGRL besin ortami kullanilmadan 6nce
distile su ile seyreltilmistir (1X).

Hidroponik kiiltiir sistemin kurulumu

1.5 ml’lik plastik tiiplerin kapak ve konik kisimlari
1sitilmis maket bigagi yardimiyla kesilir (Sekil 1a).

Agar delici ile tagytinleri oyulur ve elde edilen tagytini
pargalar1 hazirlanan plastik tiiplerin igine bastirilmadan
dikkatlice yerlestirilir. Aksi takdirde kok gelisimi inhibe
olabilir ya da tamamyla engellenebilir (Sekil 1b). Tagyiinii
ile c¢alisilirken mutlaka laboratuvar onligi, eldiven ve
maske kullanilmalidir.

Straforlar kullanilan plastik kaplarin boyutlaria uygun
fakat 2-3 cm daha kiigiik olacak sekilde hazirlanir. Strafor
boyutlarinin daha kiiglik olmasinin nedeni besin ortami
iceren plastik kaplar igerisine aktarildiktan sonra ylizmesini
saglamaktir.

Hazirlanan straforlarin iizerine kursun kalemle esit
kareler ¢izilir ve karelerin tam ortalarina uygun bir delici
alet yardimyla tas yiiniinii i¢eren tiiplerin yerlestirilmesi
icin delikler (yaklasik 1.2 cm ¢apinda) acilir (Sekil 1c).
Cizilen karelerin alani yetistirilecek olan bitkilerin hasat
edilecek donemindeki boyutuna gore (bitkiler biyidiikge
yapraklar1  birbirinin  {izerini kapatmayacak sekilde)
belirlenmelidir.

Straforlar {izerine agilan deliklere yerlestirilen tiipler,
MGRL besin soliisyonu igeren plastik kaplarin igine
koyulur ve tiipler igerisinde bulunan tag yiinlerinin besin
ortamu ile temas halinde olup olmadigi kontrol edilir. Biitiin
tiiplerin kontrolii tamamlandiktan sonra straforlar besin
ortamindan ¢ikarilir ve hafif kurutulur.

Iyi bir gimlenme saglamak amaciyla 150 ul agar
(%0.7°1ik) tiiplerin igerisinde bulunan tagyiinlerinin {izerine
pipet yardimiyla eklenir. Hazirlanan agarm pipet ile
tagytinlerinin iizerine koymadan once 1lik olmasina dikkat
edilmesi gerekmektedir.

Agar Kkatilagtiktan  sonra, sterilizasyona  gerek
duyulmadan tohum ekimine gegilir. Ekim yapilacak kadar
tohum 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine koyulur ve {izerine
ekimi (pipet ile) kolaylastirmak amaciyla distile su eklenir.
Daha sonra 3’er tohum, ug kisimlar kesik olan pipet uglar
yerlestirilmis  olan tag yiinleri tzerine, mikropipet
yardimuyla, birbirlerine ¢ok yakin olmayacak sekilde ekilir
(Sekil 1d ve e).

Cimlenme goriiliinceye kadar (3-4 giin) plastik kaplarin
istii stre¢ film ile kaplanmir (Sekil 1f). Cimlenmenin
ardindan stre¢ film kaldirilir ve straforlarin bulundugu
plastik kaplara 4 L MGRL besin ortami eklenir,
havalandirma motoru ve hava tas1 yerlestirilir.

Kurulan bu hidroponik sistem ile kiltiir, biiyiime
odasinda 100 pmol m?s™ ig1k altinda fotoperiyodik kosulda
(16 saat aydinlik/8 saat karanhk) 22+2°C’de

gerceklestirilmistir.

Ekimden 1 hafta sonra seyreltemeye gidilerek her tiip
icin 1’er bitki birakilmis ve besin ortami 4 giinde bir
degistirilmistir.

Sekil 1. Basitlestirilmis hidroponik kiiltiir sistemi. a) Sistemde kullanilanacak olan 1.5 ml’lik plastik tiiplerin hazirlanmasi, b) Agar delici
yardimiyla uygun biiyiikliikte hazirlanan tas yiinlerinin tiiplere yerlestirilmesi, ¢) Tiiplerin yerlestirilecegi straforlarin hazirlanmasi, d)
Arabidopsis tohumlari ve ug kisimlari kesilmis mikropipet uglari, ) Tohum ekiminin yapilmasi, f) Tiipleri iceren straforlarin plastik kaplara
yerlestirilmesi ve ¢cimleninceye kadar streg film ile kaplanmasi. Olgii ¢izgisi = 1 cm.



Y. Surgun ve B. Biiriin / BIBAD, 8 (1): 22-25, 2015 24

BULGULAR VE TARTISMA

Avrabidopsis fideleri petri kaplarinda agar {izerinde ya
da saksilarda toprak veya vermikiilit gibi farkli biiylime
ortamlarinda yetistirilebilinmektedir [10]. Fakat agar
ortaminda fideler 2-3 hafta kadar biyiitiilebilmekte ve
yetistirme steril kosullarda gergeklestirilmek zorundadir.
Toprak ortaminda ise bilyiime ortamimin izlenmesi ve
kontrol edilmesi zor olmaktadir [5]. Yaptigimiz ¢alismada,
hidroponik sistemde biiylime ortamu olarak porlu
yapisindan dolayr tas yiini tercih edilmistir. Tas ylini
yapisinda %15 hava boslugu bulundurmakta ve bu 6zelligi
kok ¢evresinde iyi bir havalandirma saglayarak filtre
kagidi, agar, toprak, vermikiilit veya mes (mesh) gibi diger
biiylime ortamlarina nazaran saglikli ve tniform fide
gelisimine olanak saglamaktadir [6]. Buna ilaveten tag
yinii, islenmesi asamasinda sicakhigin ¢ok yiiksek
derecelere (1600°C) kadar ¢ikmasindan dolayr patojen
igcermemektedir [7].

Farkl1 hidroponik sistemlerde, tas yiiniinii yerlestirmek
tizere degisik boyutlarda tiipler (15 ve 50 ml) ya da plastik
borular kullanilmugtir [6, 11, 15]. Yaptigimiz ¢alismada, 1.5
ml’lik plastik tiiplerin Arabidopsis i¢in ideal tiip boyutu
oldugu ve avantajlar sagladig tespit edilmistir. Ornegin,
kullanilan tiip boyutundan dolayr bir plastik kapta ¢ok
sayida bitki yetistirilmekte ve bir plastik kaptan digerine
kolayca bitki aktarimi yapilabilmektedir. Tasarlanan
hidroponik sistemde, Arabidopsis bitkilerinin kiiltiirinde
Fujiwara ve ark. [14] tarafindan tammlanan MGRL sivi
besin ortamu herhangibir modifiye yapilmadan kullanilmig
olup kiiltiir boyunca saglikli bitki gelisimi ve biiyiimesi
gozlenmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Yirmibir giinlik Arabidopsis thaliana bitkileri. Olgii
gizgisi=1 cm.

Hidroponik sistemin diger pargalarindan biri olan
strafor, sistemde tiiplerin yerlestirilmesi i¢in platform
olarak kullanilmigtir. Sistemin diger parcalar1 gibi strafor
da tekrar tekrar kullanabilmekte ve yapisindan dolayi
herhangibir delici alet yardimiyla tiip boyutuna uygun
delikler kolayca agilabilmektedir. Bununla birlikte
straforun hafif yapida olmasi besin ortamii igeren plastik
kaplarda yiizebilmesini saglamaktadir. Boylece tas yiinleri
siirekli ve diizenli olarak besin ortamiyla temas halinde
olacak ve iiniform ¢imlenme gerceklesecektir. Tasarlanan
sistemde, plastik kaplar hidroponik tank olarak kullanilmig

ve oOzellikle 151k gecisini ve alg olusumunu 6nlemek
amactyla opak olanlar tercih edilmistir [3]. Plastik kaplarin
orta boyutta olarak tercih edilmesinin nedeni kolayca
taginabilmesi, kaplandigi alanin uygunlugu ve ayrica bitki
biiyiitme odasinda ayni zamanda bir¢ok deneyin paralel
olarak kurulabilmesine imkan vermesidir.

Bazi aragtiricilar hidroponik sistemlerde
havalandirmanin gerekli oldugunu diisiiniirken [6, 15] bir
kismi tam tersini disiinmektedir [3, 10]. Tasarlanan
hidroponik sistemde iki hidroponik tank igin Y-baglantist
yardimiyla bir havanlandirma motoru kullanilmis ve en
disik hizda calistirilmistir.  Havalandirma  motoru
kullanilmasinin nedenlerinden ilki, iiniform bitki gelisimini
saglamak [10] digeri ise, AtWRKY40 ve AtNIP2;1 gibi
hipoksiya genlerinin (oksijen yetmezligi ile ilgili genler)
ekspresyonundaki artig1 onlemektir [5].

Gen ekspresyon ¢aligmalart  global  Olgiilerde
gerceklestirilmekte ve c¢evresel faktorler degistigi zaman
bir¢ok genin ekspresyon seviyesinde varyasyonlar meydana
gelebilmektedir. Molekiiler ¢alismalarda, dis kaynakli
varyasyonlart en aza indirmek amaciyla ozellikle
hidroponik sistemler tercih edilmektedir [11, 16].
Basitlestirdigimiz bu hidroponik sistemde yetistirdigimiz
Arabidopsis bitkilerinin koklerinde semi-quantitative revers
transkriptaz—polimeraz zincir reaksiyonu (semi-quantitative
RT-PCR) ile birgcok genin ekspresyon analizi
gerceklestirilmistir  (veri  sunulmamustir). Ekspresyonu
aragtirilan genlerden biri BOR2 (At3g62270) olup, ¢
bagimsiz deneneme sonucu elde edilen ekspresyon profil
sonuglart sekil 3’de gosterilmistir. Ayn1 biiylitme odasinda
ve benzer sartlar altinda farkli plastik kaplarda ayni
uygulamalar1 yaparak yetistirdigimiz bitkilerde ayn1 gene
ait birbirine ¢ok benzer gen ekspresyon modelleri elde
edilmistir. Bununla birlikte, hidroponik kiiltiir sistemlerinde
diizenli olarak besin soliisyonunun degistirilmesi, uygun
hasat metodunun se¢ilmesi ve yetistirme parametlerinin
stabil tutulmas1 farkli Ornekler arasindaki varyasyonu
diistirerek bitkilerin {iniform olmasinda etkili diger
faktorlerdir [11]. Ayrica, dizayn edilen hidroponik
sistemde, kokle temas olmadan yapraklara spreyleme ile
herhangibir uygulama yapilabildigi gibi besin ortamia
hormon ya da kimyasal madde eklenerek sadece kokten de
uygulamalar yapilabilir.

SONUC VE ONERILER

Basitlestirilerek tasarlanan hidroponik kiiltiir sistemi (i)
bagarili tohum c¢imlenmesi, (ii) senkronize c¢imlenme,
biiyiime ve gelisme, (iii) birgok analiz i¢in yeterli miktarda
yaprak ve kok materyali saglama, (iv) ¢imlenme ve gelisim
boyunca aktarim asamasmin olmamasi, (v) steril
ekipmanlara ve sterilizasyona ihtiyag duyulmamasi ve (vi)
diigiik maliyetli ve tekrar kullanilabilinir ekipmanlarla
laboratuvar sartlarinda kurulabilmesi gibi avantajlara
sahiptir. Optimize edilen bu sistem, gen ekspresyonu gibi
hassas deneyler ve farkli uygulama yontemleri igin
elverislidir. Bununla birlikte hidroponik sistemin sagladig:
teknik avantajlar sonucu farkli boyutlarda tiipler, plastik
kaplar ve straforlar kullanilarak sistem, diger bitkilerin
hidroponik  kiiltiirii i¢in de uygun hale getirilebilir.
Tasarlanan hidroponik kiiltiir sisteminin verimliligi arttirma
ve biyolojik varyasyonlari en aza indirme ile alternatif
hidroponik sistemlere nispeten daha Dbasit oldugu
distiniilmektedir.
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Sekil 3. Arabidopsis thaliana koklerinde BOR2 (At3g62270)
genine ait ekspresyon profilleri. (a) Dokuz farkli uygulamaya
maruz birakilan Arabidopis thaliana koklerinde BOR2 genine ait
¢ bagimsiz denemenin %2’lik agaroz jel sonuglari, (b)
Denemelere ait BOR2 mRNA seviye grafigi (kontrol uygulamasi
100 alinmustir). Grafikte standart hatalar (SE) gosterilmistir (n=3).
Kok dokusundan total RNA izolasyonu ZR Plant RNA MiniPrep
kit kullanilarak gergeklestirilmistir. RNA Omeklerine yapilan
DNaz 1 uygulamasini takiben Thermo RevertAid First Strand
kit yardimiyla cDNA sentezlenmistir. PCR reaksiyonunda 5 ul 10
X Taq tamponu, 1 pl 10 mM dNTP mix, 1 ul 10 pmol/ul gen
spesifik primer 1 (CATCTCGCAGTACCGGAAGCT), 1 ul 10
pmol/ul gen spesifik primer 2
(AGCCTTGGACTCATCTCACCT), 4 ul 25 mM MgCl,, 0.5 pl
Taq DNA Polimeraz 5U/ul, 33.5 pl ddH,0 ve 4 ul cDNA (1/10
seyreltilmis) kullanilmistir. PCR programi 94°C/ 3 dak, 35 dongi
94°C/30 san, 50°C/30 san ve 72°C/45 san olarak optimize
edilmigtir. Actin2 geni kontrol olarak kullanilmistir. mRNA
seviyeleri Image] versiyon 1.48 (National Institute of Mental
Health, USA) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Tesekkiir

Bu c¢alisma, Yonca Surgun’un Doktora Tez
¢aligmasimin bir bolimidir. Bu makalede konu edilen
caligmanin gergeklesmesinde destek saglayan Mugla Sitki
Kogman Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimine
tesekkiir ederiz (Proje No: BAP 2011-36).

KAYNAKLAR

[1] Gericke WF. 1937. Hydroponics - crop production
in liquide culture media. Science. 85: 177-178.

[2] Noren H, Svensson P, Andersson B. 2004. A
convenient and versatile hydroponic cultivation system for
Arabidopsis thaliana. Physiologia Plantarum. 121: 343-
348.

[3] Tocquin P, Corbesier L, Havelange A, Pieltain A,
Kurtem E, Bernier G, Perillux C. 2003. A novel high
efficiency, low maintenance, hydroponic system for
synchronous growth and flowering of Arabidopsis thaliana.
BMC Plant Biology. 3: 2-12.

[4] Schlesier B, Breton F, Mock HP. 2003. A
hydroponic culture system for growing Arabidopsis
thaliana plantlets under sterile conditions. Plant Molecular
Biology Reporter. 21: 449-456.

[5] Conn SJ, Hocking B, Dayod M, Xu B, Athman A,
Henderson S, Aukett L, Conn V, Shearer MK, Fuentes S,
Tyerman SD, Gilliham M. 2013. Protocol: optimizing
hydroponic  growth  systems for nutritional and
physiological analysis of Arabidopsis thaliana and other
plants. Plant Methods. 9: 4-15.

[6] Gibeaut DM, Hulett J, Cramer GR, Seman JR.
1997. Maximal biomass of Arabidopsis thaliana using a
simple, low-maintenance hydoponic method and favorable
environmental conditions. Plant Physiology. 115: 317-319.

[7] Savwvas D. 2003. Hydroponics: A modern
technology supporting the application of integrated crop
management in greenhouse. Food, Agriculture &
Environment. 1(1): 80-86.

[8] Meinke DW, Cherry JM, Dean C, Rounsley SD,
Koornneef M. 1998. Arabidopsis thaliana: a model plant
for genome analysis. Science. 282: 678-682.

[9] Toda T, Koyama H, Hara T. 1999. A simple
hydroponic culture method for the development of a highly
viable root system in Arabidopsis thaliana. Bioscience,
Biotechnology and Biochemistry. 63(1): 210-212.

[10] Arteca RN, Arteca JM. 2000. A novel method for
growing Arabidopsis thaliana plants hydroponically.
Physiologia Plantarum. 108: 188-193.

[11] Smeets K, Ruytinx J, Belleghem FV, Semane B,
Lin D, Vangronsveld J, Cuypers A. 2008. Critical
evaluation and statistical validation of a hydroponic culture
system for Arabidopsis thaliana. Plant Physiology and
Biochemistry. 46: 212-218.

[12] Waters M, Bussell J, Jost R. 2012. Arabidopsis
hydroponics and shoot branching assay. Bio-protocol.
2(19): e264.

[13] Surgun Y, Biiriin B. 2012. Arabidopsis thaliana L.
(Brassicaceae) igin laboratuvar ¢aligmalarina elverisli,
kolay ve ekonomik bir hidroponik kiiltiir sistemi.
Uluslararast katilimli 21. Ulusal Biyoloji Kongresi. 03-07
Eyliil. Izmir.

[14] Fujiwara T, Hirai YM, Chino M, Komeda Y, Naito
S. 1992. Effects of sulfur nutrition on expression of the
soybean seed storage protein genes in transgenic petunia.
Plant Physiology. 99: 263-268.

[15] Hutter D, Dudy BZ. 2003. An improved, simple,
hydroponic method for growing Arabidopsis thaliana.
Plant Molecular Biology Reporter. 21: 59-63.

[16] Lashkari DA, DeRisi JL, McCusker JH, Namath
AF, Gentile C, Hwang SY, Brown PO, Davis RW. 1997.
Yeast microarrays for genome wide parallel genetic and
gene expression analysis. PNAS. 94(24): 13057-13062.



