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Oz: Bu galismada, linoleik tipte olan Balc1 aspir ¢esidinin, mikrogogaltimi ve koklendirilmesi iizerine baz1 sitokinin
(BAP ve Kin) ve oksinlerin (NAA ve IAA) etkisi incelenerek in vitro cogaltim protokoliiniin gelistirilmesi
amaglanmigtir. Baglangi¢ materyali olarak, in vitro kosullarda ¢imlendirilen olgun tohumlardan elde edilen steril
fidelerin siirglin uglar1 kullanilmigtir. Stirgiin uglart mikrogogaltim i¢in, BAP ve Kin’in farkli konsantrasyonlarinin
(0.0, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/L) bulundugu MS besi ortaminda kiiltiire alinmigtir. Elde edilen siirgiinler koklendirme
asamasinda farkli NAA ve IAA (0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) konsantrasyonlarini iceren MS besi ortamina transfer
edilmistir. BAP konsantrasyonlar1 arasinda en iyi siirglin ¢ogaltimi, eksplant basina 5.33 adet siirgiin ile 0.5 mg/L
BAP’l1 ortamdan elde edilirken, Kin uygulamalarinda ise 3.75 adet siirgln ile 0.5 mg/L Kin ve 3.33 adet surgin ile
4.0 mg/L Kin iceren ortamdan elde edilmistir. Ancak BAP uygulamalarinin genelinde ve 4.0 mg/L Kin uygulamasinda
olusan siirgiinlerde vitrifikasyon oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, 0.5 mg/L Kin ile desteklenmis MS besi ortaminin
Balci aspir ¢esidinin in vitro siirglin ¢ogaltimi igin en ideal ortam oldugu tespit edilmistir. En iyi k6k olusumunun,
eksplant basina 20 adet ile 2.0 mg/L NAA iceren ortamda kiiltiire alinan siirgiinlerde oldugu saptanmistir. Elde edilen
kokli fideler torf — perlit karisimi igeren saksilara dikilerek topraga adaptasyonu saglanmigtir.

Anahtar kelimeler: Carthamus tinctorius L., in vitro, Koklenme, Mikrogogaltma

Effect of Auxin and Cytokinins on Micropropagation and Rooting of in vitro Shoot Tips of
Safflower (Carthamus tinctorius L.) cv. “Balci”

Abstract: The aim of this study was to investigate the effect of some cytokine (BAP and Kin) and auxins (NAA and
IAA) on micropropagation and rooting of linoleic type cultivar Balci of safflower. As a starting material, shoot tips
of sterile seedlings obtained from mature seeds germinated in vitro conditions was used. For shoot multiplication,
shoot tips were cultured in MS medium supplemented with different concentrations of BAP and Kin (0.0, 0.5, 1.0,
2.0, and 4.0 mg L™). The obtained shoots were transferred to the MS medium containing different NAA and IAA (0.0,
0.5, 1.0, and 2.0 mg L"%) concentrations for rooting. The best shoot multiplication was obtained from medium with 0.5
mg L BAP with 5.33 shoots per explant among BAP applications, while in the Kin applications 3.75 shoots were
obtained from the media containing 4.0 mg L* Kin and 0.5 mg L Kin with 3.33 shoots. However, it was determined
that vitrification occurred in shoots formed at all of the BAP and 4.0 mg L Kin application. Therefore, it was
determined that MS medium supplemented with 0.5 mg L Kin is the ideal medium for in vitro shoot propagation of
Balci variety of safflower. It has been determined that the best root formation occurred in medium containing 2.0 mg
Lt NAA with 20 roots to per explant. The obtained rooted seedlings were adapted to the soil by planting in pot
containing a mixture of peat and perlite.

Keywords: Carthamus tinctorius L., in vitro, Rooting, Micropropagation
Giris

Compositae familyasinin bir tiirti olan aspir (Carthamus tinctorius L) yabanc: déllenen, bir yillik yag bitkisi olup hem
beslenme hem de biyoyakit iiretiminde one ¢ikan yagl tohumlu bitkilerin baginda yer almaktadir (Culpan 2015;
Andirman 2011). Oleik asit ve insanlar i¢in esansiyel olan linoleik asidi yiiksek oranda igermesi nedeniyle aspir yagi
beslenmede dnemli bir yere sahiptir. Aspir tohumundan elde edilen yag, yemeklik olarak kullaniminin yani sira sabun,
boya, vernik ve cila iiretiminde de kullanilmaktadir (Karaaslan ve Hakan 2007; Konar ve ark. 2010). Ulkemizde
yullardir kiiltlirii yapilan aspir cesitlerinin adaptasyon yetenekleri iyi olmakla birlikte, en 6nemli dezavantajlar1 yag
orani ve tohum veriminin diigiik olmasidir (Birben 2015). Yeni gelistirilmis aspir ¢esitleri olan Balc1, Linas ve Olas
cesitlerinin yag oranlari artirilmis olsa da aspirin ekonomik olarak diger yag bitkileri (aygicegi ve kanola) ile rekabet
edebilmesi i¢in en az onlar kadar tohum verimi ve yag orani yiiksek olan yeni aspir ¢esitleri gelistirilmelidir (Kanar
2016). Aspir, gelecekte birim alandan yliksek tohum ve yag verimi alinmasi, ekim alanlarinin nadas bolgeleri ve gegit
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bolgelerine kaydirilmas: ile 6nemli bir alternatif yag bitkisi olabilecektir. Bunun igin yeni cesitlerle adaptasyon ve
verimlilik calismalarina her zaman ihtiyag vardir (Andirman 2011).

Gundmiuzde klasik 1slah galigmalarina oranla daha kisa siirede sonu¢ vermesi bakimindan bitki doku kiiltiirleri, 1slah
yontemlerine yardime1 yontemler olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Atalay ve ark. 2017). Bunun igin, her
tiir veya genotip i¢in ortam kosullarinin belirlenmesine yénelik in vitro kiiltiir caligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.
Bununla birlikte diger kompozit bitki iiyeleriyle karsilastirildiginda, aspir bitkisinin mikrogogaltilmasi olduk¢a zordur
(Fan ve Guo 2013). Aspir bitkisi ile ilgili ilk doku kiltlri caligmalar1 George ve Rao tarafindan Hint ¢esitleri tizerinde
1982 yilinda yapilmistir. Daha sonra, baz1 arastiricilar tarafindan, 27 Hint, 2 Amerikan, 1 Tiirk, 1 Iran, 1 Cin ve 2
Avusturya cesidi ile ilgili doku kiiltiirii ve siirglin rejenerasyon protokolii rapor edilmistir. Ancak genel olarak tim
cesitlere uygulanabilen etkili bir bitki rejenerasyon protokolii halda mevcut degildir (Fan ve Guo 2013). Bitki doku
kiiltiirii yoluyla mikrogogaltim ¢aligmalarinin, diisiik frekansta olmasi ve ¢ogu aspir varyetesi i¢in uygun etkili bir
protokoliin olmamasi bu bitki ile ilgili yapilacak genetik modifikasyon calismalarinin devamini ciddi sekilde
kisitlamaktadir. Son zamanlarda bilim adamlari bu sorunu ¢dzmek igin farkli eksplant ¢esidi, besi ortami1 ve kiiltiir
kosullarin1 deneyerek bazi genotiplerde basar1 oranim1 % 30°dan % 90’lara ¢ikarmay1 basarmislardir (Fan ve Guo
2013). Ulkemizde yetistirilen yerli aspir gesitlerinin in vitro kiiltiirii ve siirgiin ¢ogaltimu ile ilgili ¢ok az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bunlarda siirgiin ¢ogaltimi genellikle in vitro stirgiinlerin gesitli kisimlar1 kullanilarak kalliisten stirgiin
rejenerasyonu elde etmeye yoneliktir (Basalma ve ark. 2007; Motamedi ve ark. 2011; Ozdemir ve Tiirker 2014; Yaman
2014; Kaya 2017).

Bu calismada, 2011 yilinda tescil edilen ve linoleik tipte olan Balci aspir (C. tinctorius L.) cesidinin olgun
tohumlarindan in vitro kosullarda elde edilen siirgiin uglarnin gogaltilmasi ve koklendirilmesi i¢in optimum in vitro
kosullarin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Materyal ve Ydntem

Bu calisma Batman Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvarinda
yiiriitiilmiistir. Calismada, materyal olarak Gegit Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisti tarafindan 2011 yilinda tescil
edilen Balci aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin olgun tohumlarindan in vitro kosullarda elde edilen steril fidelerin stirgiin
uclart kullanilmigtir. Bunun icin olgun tohumlar musluk suyunda iyice yikandiktan sonra % 70’lik alkolde 30 saniye
bekletilerek on sterilizasyona tabi tutulmus ve ardindan % 5’lik NaOCI soliisyonunda 60 dakika tutularak yiizey
sterilizasyonu yapilmistir. Daha sonraki agamada, steril distile su ile 5 kez 5’er dakika ¢alkalanmak iizere NaOCI’den
arindirilarak sterilizasyon islemi tamamlanmustir. Steril tohumlar, 30 g/L sakkaroz ve 5.458 g/L agar ile desteklenmis
hormonsuz 1/4 MS (Murashige ve Skoog 1962) besi ortaminda kiiltiire alinarak, ¢cimlendirilmis ve elde edilen fidelerin
stirgtin uglar1 alt kiiltiire alinarak in vitro siirgiinler elde edilmistir.

Elde edilen in vitro strgunler (4 haftalik), 6-benzil amino pirin (BAP) ve kinetinin (Kin) farkli konsantrasyonlarini
(0.0, 0.5, 1.0, 2.0 ve 4.0 mg/L) igeren MS besi ortaminin bulundugu Magenta GA-7 kiiltiir kaplarina ayr1 ayr kiiltiire
alinarak mikrogogaltim tizerine bitki biiyiime diizenleyicilerinin etkisi test edilmistir.

Cogaltilan 1.5-2.0 cm uzunlugunda, kalin govdeli siirgiinler koklendirme amaciyla, Indol-3-asetik-asit (IAA) ve
naftalen asetik asit (NAA)’in farkli konsantrasyonlarini (0.0, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/L) igceren 30 g/L sakkaroz ve 5.458 g
agar ile desteklenmis 1/1 MS besi ortamina inkiibe edilmistir. Uygulamalarin tiimii optimum kosullarin saglandigi
biiyiime odasinda yapilmistir. Biiyiime odas1; 30-60 um/m?/s 151k siddetine sahip civali Fliioresan lambalar (400 w,
MBFR/U, Thorn) ve ortam sicakligini 25+2°C de sabit tutan bir sicaklik kontrol sistemi bulunmaktadir. Ayrica
biiytime odasinin 151k periyodu 16 saat aydinlik 8 saat karanlik olacak bigimde ayarlanmustir (3000-5000 1Ux).

Tesadiifi parselleri deneme desenine gore rastgele segilen drneklerden elde edilen verilerin analizi SPSS Paket
programi (20.0) kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar varyans analizine tabi tutulduktan sonra, uygulama
ortalamalar1 Duncan ¢oklu karsilasgtirma testi ile karsilastirilmistir. Ornek sayilari her parametre igin (siirgiin boyu,
slirgiin sayis1, kok boyu, kok sayisi) ayr1 ayri secilerek (n=12) her bir testin giivenilirlik oran1 % 95 (P < 0.05) olarak
belirlenmistir.

Bulgular

Balci Aspir (C. tinctorius L.) ¢esidinin in vitro kosullarda steril fidelerinden elde edilen siirgiin uglarinin
mikrogogaltimi tizerine farkli BAP (0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 mg/L) konsantrasyonlarinin etkisinin incelendigi ¢alismanin
sonuglarima ait veriler Cizelge 1°de verilmistir. Dort haftalik kiiltir periyodu sonunda, test edilen BAP
konsantrasyonlarinda, en iyi siirgiin boyu 3.39 cm ile 2.0 mg/L BAP igeren ortamdan elde edilmistir. Yeni siirglin

olusumunun besi ortaminda kullanilan BAP konsantrasyonuna gore degistigi ve istatistiki bakimindan gruplar
arasinda anlaml farklilik oldugu belirlenmistir (Cizelge 1). Uygulama gruplari arasinda en fazla yeni siirgiin
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olusumuna, eksplant basina 5.33 adet ile 0.5 mg/L BAP konsantrasyonundan elde edilmistir. Ancak olusan strginlerin
taban kisminda kalliis olusumu ve yapraklarinda vitrifikasyon (seffaflagsma) goriilmiistiir.

Cizelge 1. In vitro siirgtinlerin mikrogogaltimi iizerine BAP konsantrasyonlarinin etkisi

Surgiin Boyu (cm) Siirgiin Sayisi (adet)
Kontrol 3.20+1.332 1.00+0.00¢
0.5 mg/LBAP 3.37+0.712 5.33+1.232
1.0 mg/LBAP 2.91+0.66 2 3.25+1.13°
2.0 mg/LBAP 3.39+1.162 1.83+1.19 «
4.0 mg/LBAP 2.74+0.87 2 2.83+2.20°

*P <0.05; Ayni siitunda farkli harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir;
+ =12 materyalin ortalamasindan elde edilen standart sapmay1 ifade etmektedir.

In vitro surgiinlerin mikrogogaltilmasima Kin etkisi incelendiginde, siirgiin boyu bakimindan 5.66 cm ile 0.5 mg/L
Kin igeren besi ortaminin en iyi sonucu verdigi ve bu sonucun diger Kin uygulamalarindan, istatistiksel olarak anlaml
farklilik gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte yeni siirgiin olusumunun konsantrasyona gore degiskenlik
gosterdigi ve istatistiksel olarak da uygulamalar arasinda anlaml farklilik oldugu goériilmiistiir (Cizelge 2). En iyi
stirgiin olusumu eksplant bagina 3.75 adet siirgiin ile 4.0 mg/L Kin ve 3.33 adet stirguin ile 0.5 mg/Kin i¢eren ortamdan
elde edilmistir (Sekil 1). Ancak 4.0 mg/L Kin i¢eren ortamda olugan siirgiinlerin BAP uygulamalarinda oldugu gibi
biiyiik oranda vitrifiye oldugu ve dolayisiyla siirgiin ¢ogaltimi i¢in uygun olmadigi tespit edilmistir.

Cizelge 2. In vitro srgiinlerin mikrogogaltim iizerine Kin konsantrasyonlarmin etkisi

Slirgin Boyu (cm) Siirgiin Sayisi (adet)
Kontrol 3.20£1.33° 1.00+0.00 ¢
0.5 mg/L Kin 5.66+£1.76 2 3.33+2.302
1.0 mg/L Kin 3.54+2.06 ° 2.50+1.56 2
2.0 mg/L Kin 3.37+£1.82° 1.33+0.65
4.0 mg/L Kin 2.75+0.43° 3.75+1.652
*P <0.05; Ayni siitunda farkl1 harfi alan ortalamalar grasindaki farklilik dnemlidir;
* = 12 materyalin ortalamasindan elde edilen standar| A pay: ifade etmektedir. B

Sekil 1. (A) 0.5 mg/L Kin (B) 0.5 mg/L BAP’l1 besi ortaminda siirgiin rejenerasyonu.

Koklendirilme galigmalarinda, kiiltiire alinan siirgiinlerin kontrol ve NAA uygulamalarinda gelismeye devam ettigi ve
gruplar arasinda siirgiin boyu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 belirlenmistir. Bununla birlikte
kontrol ve yuksek NAA (1.0 ve 2.0 mg/L) konsantrasyonlarinda kok olusumu goriiliirken, 0.5 mg/L NAA igeren
ortamda koklenme gozlenmemistir (Cizelge 3.). Tiim uygulamalarda en fazla kok olusumu eksplant bagina 20 adet ile
2.0 mg/L NAA igeren ortamda kiiltiire alian stirgiinlerden elde edilmistir. Elde edilen bu sonug istatistiksel olarak da
anlamli bulunmustur. Ayrica olusan koklerin uzunluguna bakildiginda da kontrol ve 2.0 mg/L NAA igeren ortamin
istatistiksel olarak birbirine benzer sonu¢ verdigi ve bunun diger 2 gruptan anlamli bir sekilde farkli oldugu
belirlenmistir.

IAA’nin kdklenmeye etkisi incelendiginde, gruplar arasinda siirgiin boyu bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark goriilmezken, kok olusumu bakimindan gruplar arasinda anlamli farkliliklarin oldugu goézlenmistir (Cizelge 4.).
Tum uygulamalarda en fazla kok olusumu kontrol ve 2.0 mg/L TAA igeren ortamda kiiltiire alinan siirgiinlerden elde
edilmis ve bu sonug istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur. 0.5 mg/L TAA igeren ortamda ise koklenme
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gozlenmemistir. Ayrica olusan koklerin uzunluguna bakildiginda kontrol, 1.0 ve 2.0 mg/L IAA igeren ortamin
istatistiksel olarak birbirine benzer sonug verdigi belirlenmistir.

Cizelge 3. In vitro siirgtinlerin koklenmesine NAA’in etkKisi

Siurgin Boyu (cm) K&k Boyu (cm) Kok Sayisi (adet)
Kontrol 3.43+ 1.26° 3.87+1.13% 3.50+0.32°
0.5 mg/L NAA 2.06 £0.172 0.00+ 0.00° 0.00 + 0.00°
1.0 mg/L NAA 2.21 +£0.292 0.30+ 2.18° 0.87+1.56°"
2.0 mg/L NAA 3.90 +1.992 2.60+1.82 20.00+ 0.652

*P <0.05; Ayni siitunda farkl1 harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik dnemlidir;
+ = 12 materyalin ortalamasindan elde edilen standart sapmayi ifade etmektedir.

Cizelge 4. In vitro siirgiinlerin koklenmesine IAA nin etkisi

Sirgin Boyu (cm) Kék Boyu (cm) Kok Sayisi (adet)
Kontrol 3.43+ 1.262 3.87+£1.132 3.50+ 0.322
0.5 mg/L 1AA 2.12 £0.35% 0.00 +0.00° 0.00 + 0.00°
1.0 mg/L 1AA 3.12+£227° 1.68 £ 0.67% 2.50+ 1.75°
2.0 mg/L 1AA 4.0 +3.28? 1.76 + 1.22% 3.25 £1.30?

*P <0.05; Aymi siitunda farkl1 harfi alan ortalamalar arasindaki farklilik dnemlidir;
+ = 12 materyalin ortalamasindan elde edilen standart sapmay1 ifade etmektedir.

Koklendirme galigmalarinda elde edilen, tam bir bitki konumuna gelen canli ve saglikli kokli fideler, torf — perlit (2:1)
karigimi igeren saksilara dikilerek topraga adaptasyonu saglanmistir (Sekil 2).

Sekil 2. In vitro kosullarda (A) koklendirilmis (B) saksilara dikilmis aspir fidesi
Tartiyma ve Sonu¢

Aspir bitkisi ile ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogunda siirgiin rejenerasyonu ya direk tomurcuktan ya da kalllisten
itibaren elde edilmistir. Kullanilan eksplant kaynaklar ise genellikle kotiledon, hipokotil, yaprak, kok, gévde, anter
gibi bitki kisimlar1 olmustur (Fan ve Guo 2013). Ayrica bazi arastiricilar da, meristematik huicreler igermesi
bakimindan gévde ucu ile surgtin ucunun, stirgin ve kok gelisiminde en verimli eksplant oldugunu rapor etmislerdir
(Ozgen ve ark. 1998; Ozdemir ve Tirker 2014). Calismamizda, Balc1 aspir cesidi ile yaptigimiz siirgiin cogaltimi
caligmasinda, eksplant kaynagi olarak olgun tohumlardan in vitro ortamda elde edilen surgunleri kullanarak iyi
sonuclar elde edilmistir. Bitki doku kiiltlirii ¢alismalarinda, Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin besi ortamina ilave
edilmesi adventif slrgin olusumu Uzerinde oldukg¢a etkilidir (Mariashibu ve ark. 2013). Yaptigimiz ¢alismada
sitokinin igermeyen kontrol grubunda yeni siirgiin olusumuna rastlamadigimiz igin besi ortamina mutlaka BBD ilave
edilmesi gerektigi tespit edilmistir.

Farkli aspir gesitlerinde galisan bazi arastiricilar (Orlikowska ve Dyer 1993; Radhika ve ark. 2006; Basalma ve ark.
2007; Sujatha ve Dinesh 2007; Nikhil ve ark. 2014), TDZ-NAA kombinasyonlarinin adventif siirgiin rejenerasyonu
i¢in kullanilabilir bir protokol olabilecegini dnermislerdir. Motamedi ve ark. (2011) kotiledon, Ghasempour ve ark.
(2014) ile Ozdemir ve Tiirker (2014) olgun tohumlarn in vitro ortamda gimlendirerek elde ettikleri siirgiin uglarinimn
cogaltimmda BAP-NAA kombinasyonunun siirgiin rejenerasyonu i¢in optimum oldugunu bildirmislerdir.
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Aragstiricilarin aksine yaptigimiz ¢alismada, Balc1 aspir ¢esidinin in vitro ortamda mikrogogaltimi i¢in 0.5 mg/L Kin
ile desteklenmis MS besi ortaminin siirgiin rejenerasyonu i¢in optimum oldugu belirlenmistir. Kaya (2017), Balct
aspir ¢esidinin in vitro hizli ¢ogaltimi igin steril fidelerin nod, hipokotil ve kotiledon kisimlarini farkli hormon
kombinasyonlarinm bulundugu MS ortaminda kiiltiire alarak kallus olusturmustur. Elde edilen kallustan eksplant
basina en ¢ok siirgiin sayisini 3,76 adet ile 0.5 mg/L Kin ve 8,33 adet ile 0.5 mg/L BAP x 0.5 mg/L. NAA igeren MS
ortamindan elde ettigini rapor etmistir. Ancak gelisen siirgiinlerin ¢ogunun vitrifiye oldugunu ve bu nedenle
gelisemedigini bildirmistir. Ayni aspir ¢esidi ile yaptigimiz ¢alismada, BAP uygulamalarinda arastiricinin belirtigi
gibi vitrifiye siirgiinlerin olustugu goriilmiistiir. Ancak 0.5 mg/L Kin igeren MS besi ortaminda vitrifiye olmayan
koklenmeye elverisli siirgiinler elde edilmistir. Bu nedenle, Balci aspir ¢esidinin in vitro ortamda mikrogogaltimi i¢in
en iyi ortamin 0.5 mg/L Kin ile desteklenmis MS besi ortami1 oldugu saptanmustir.

Ozdemir ve Tiirker (2014) ile Talat ve Anwar (2010), IBA igeren MS besi ortamina aktardiklar aspir siirgiinlerinde
koklenme gerceklestirdiklerini bildirmislerdir. Yaptigimiz koklendirme c¢alismalarinda, 2.0 mg/L NAA igeren MS
besi ortaminda kiiltiire alinan siirgiinlerden eksplant bagina 20 adet kok elde edilmistir. Calismamizi destekler sekilde
Prasad ve ark. (1991), Orlikowska ve Dyer (1993), Radhika ve ark. (2006), Yang ve ark. (2009) NAA iceren MS besi
ortamina aktardiklar1 in vitro aspir stirglinlerinde koklenme elde ettiklerini bildirmislerdir.

Sonug olarak bu ¢aligmada, Balc aspir (C. tinctorius) ¢esidinin in vitro siirgiinlerin ¢ogaltilmasi ve koklendirilmesi
icin ideal bir protokol olusturulmustur. Elde edilen kokli fidelerin topraga aktarilmasi ve basarili bir sekilde dis
ortama adaptasyonu saglanmustir. /n vitro kiiltiir ortaminda aspir bitkisi siirgiinlerinin vitrifiye olmasi karsilasilan en
onemli sorunlardan biridir. Balc1 aspir ¢esidi ile ilgili yaptigimiz bu ¢alismada da gelisen siirgilinlerin bir kisminda
vitrifikasyon oldugu tespit edilmistir. Bu olumsuzlugun bertaraf edilmesi igin vitrifikasyonu engellemeye yonelik
yeni ¢alismalar yapilmasi faydali olacaktir.
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