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Teknigine Gore Peroksidaz Izoenzim Analizleri
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OZET

Bu calisma, armut c¢esitleri ile ayva anaglarinda ¢esitli amaglarla
kullanilabilecek peroksidaz (PRX) izoenzim analizleri i¢in en uygun nigasta
jel elektroforez (SGE) yonteminin belirlenmesi iizerine kurulmugtur. Dene-
mede, Bartlett (BT= Williams) ve Beurre Hardy (BH) armut cegsitleri ile QA
ayva anactmn yillik stirgiinlerinden alinan kabuk dokusu ornekleri kullanil-
mistir. SGE icin Krebs (1996), modifiye edilmis Krebs (1996) ve modifiye
edilmis Santamour ve ark (1986) olmak iizere 3 farkll ekstraksiyon soliisyo-
nu; Histidine-citrate, pH 5.7, Morpholine-citrate pH 6.25 ve Lithium
Borate/Tris-citrate pH 8.3 olmak iizere 3 farkl jel ve elektrot sistemi ve
Wendel ve Weeden (1989), modifive edilen Santamour ve ark. (1986) ve
Santamour ve ark (1986) Guaiacol yontemi olmak iizere 3 farklt boyama
sistemi denenmistir. Sonug¢ olarak, armut ve ayvada SGE ile peroksidaz
izoenzim analizlerinde Santamour ve ark. (1986) yontemine gore ekstrakte
edilen 6rneklerin Lithium borate/Tris citrate pH 8.3 jel ve elektrot sistemine
gore elektroforezden gecirilip Wendel ve Weeden (1989) yontemine gore
boyandigi kombinasyon en iyi sonucu vermistir.
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ABSTRACT

Determination of The Most Effective Method for Peroxidase Isozyme
Analysis by Starch Gel Electrophoresis in Pear and Quince

This study was conducted to determine the most effective starch gel
electrophoresis (SGE) method for peroxidase (PRX) analysis that can be
used various aimes in pear varieties and quince rootstock. Bark tissues
collected from current year shoots of Bartlet (BT=Williams) and Beurre
Hardy (BH) pear scions and QA rootstock were used in this study. In SGE, 3
different extraction buffers, Krebs (1996), modified Krebs (1996) and
modified Santamour et al. (1986); 3 different gel and electrod buffers,
Histidine-citrate pH 5.7, Morpholine-citrate pH 6.25 and Lithium Borate pH
8.3; and 3 diffenet staining buffers, Wendel and Weeden (1989), modified
Santamour et al. (1986) and Santamour et al. (1986) Guaiacol method were
used. As a result, the combination of method consisted of Santamour et al.
(1986) extraction buffer, Lithium borate/Tris citrate pH 8.3 gel and electrod
buffer and Wendel and Weeden (1989) satining buffer was given the best
isozyme pattern for peroxidase analysis of pear and quince by SGE.

Key Words: Pear, quince, peroxidase, starch gel electrophoresis.
GIRIS

Armut iiretiminde, hem meyve kalitesinin iyi olmasi, hem de bakim
islemlerinin istenilen sekilde yerine getirilebilmesi ve hasadin da kolay yapi-
labilmesi i¢in, yliksek boylu agaglar olusturan armudun ¢6gilir anaglar1 yeri-
ne, al¢ak boylu ta¢ olusturan ayva anaglarmin kullanilmasi onerilmektedir.
Bu nedenle modern armut iiretimi ayva aanglari ile birlikte diisiiniilmektedir.
Armutlara ana¢ olarak kullanilan degisik ayva gesitleri gelisme kuvvetleri,
kuraga, kirece dayanikliliklar1 ve armut c¢esitleriyle uyusma durumlari yo-
niinden farklilik gdstermektedirler (Ozcagiran 1982). Belirtilen bu karakter-
lerden ozellikle de anacin gelisme kuvvetinin ve asi uyusma durumunun
belirlenmesi uzun yillar siiren ¢alismalar1 gerektirmekte idi. Oysaki giinii-
miizde izoenzim analizleri ile bu 6zellikler laboratuvar kosullarinda birkag
ay gibi kisa siirelerde belirlenebilmektedir.

[zoenzimler, aym bireyde bulunan benzer veya aym goreve sahip
ayni enzimin farkli varyantlar1 olarak belirlenip tanimlanmistir (Markert ve
Moller 1959). Organizmalarin izoenzim parmak izlerinde gosterdikleri ben-
zerlik veya farklilik bu materyallerin taksanomik ve metabolik benzerlikleri
ile ilgili bilgi verebilmektedir. Izoenzimlerdeki bu farkliliklar elektroforez
teknigi sayesinde nitelik ve/veya nicelik yoniinden belirlenebilmektedir.
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Peroksidaz, izoenzimlerin ¢ok genis bir grubunu olusturmakta ve
cok sayidaki fizyolojik olayda dogrudan veya dolayli olarak gorev almakta-
dir. Bu fizyolojik olaylar yaslanma ve oliim, ligninlesme, tepe tomurcugu
baskinligi, soguk toleransi, dinlenme, meyve gelisimi ve olgunlagmasi, ¢im-
lenme, biiyiime ve gelisme, yumru olusumu, cinsiyet olusumu seklinde 6zet-
lenebilmektedir (Gaspar ve ark. 1982, Walter 1992). Peroksidaz
izoenziminin meyvecilik yoniinden as1 uyusmazligt ve erken anag
seleksiyonunda kullanimi Prunus avium/P. cerasus asi kombinasyonlarinda
(Gebhardt ve Feucht 1982); cesitli Prunus tiirlerinde (Quessada ve Macheix
1984) ve cesitli orman agaclar1 ile Cin kestanesinde (Santamour ve ark.
1986, Santamour 1988a, 1988b) yogun olarak goriilmektedir. Hudina ve ark.
(1996) ise armut ve ayva bitkilerinin esteraz ve malat dehidrogenaz izoenzim
parmak izlerini poliakrilamid jel elektroforez teknigine gore ¢ikartmislardir.

Bu calismada ise ilerideki erken anag seleksiyonu ve as1 uyusmazligi
gibi caligmalarimizda kullanilmak {izere armut ve ayva bitkilerinin
peroksidaz izoenzim parmak izlerinin SGE teknigine goére belirlenebilmesi
i¢in en uygun yontemin saptanmasi hedeflenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma 1998 — 1999 yillar1 arasinda West Virginia Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki ve Toprak Bilimleri Boliimii, Bitki Stres Fizyolojisi
Laboratuvarinda yiiriitilmistiir. Denemede, EM Quince A (QA) anaci ile
Bartlet (BT=Williams) ve Beurre Hardy (BH) armut ¢esitlerinin yillik siir-
giinlerinden alman kabuk dokular1 kullanilmistir. Siirgiinlerin tizerindeki
kabuk dokusu keskin bir bistiiri yardimiyla dikkatlice ksilemden ayrilmis ve
stv1 azot igerisinde toz haline gelene kadar porselen havanlar yardimiyla
ogiitiiliip, enzim ekstraksiyonuna kadar -70°C’de muhafaza edilmistir.

Peroksidaz ekstraksiyonu: Temel olarak diger odunsu bitkilerde
kullanilan Krebs (1996) ve Santamour ve ark.’nin (1986) yontemleri dikkate
alimmis ve bunlarda bazi modifikasyonlar yapilarak, toplam ii¢ ekstraksiyon
sollisyonu denenmistir.

1) Krebs (1996) ekstraksiyon soliisyonu: 0,1 M Potasyum fosfat, pH
7.5, 30 mM Borik asit, 50 mM L-askorbik asit, 17 mM Sodyum metabisiilfit,
16 mM Diethyldithio karbomik asit, 1 mM EDTA, % 4 PVP-40, % 0.1 B-
merkaptoethanol.

Yukarida verilen, Krebs (1996) ekstraksiyonu modifiye edilerek a-
sagida bilesimi verilen ikinci soliisyon elde edilmistir.

2) Krebs (1996) ekstraksiyon soliisyonunun modifiye edilmis bile-
simi: 0.1M Potasyum fosfat, pH 7.5, 30 mM Borik asit, 50 mM L-askorbik
asit, 17 mM Sodyum metabisiilfit, 16 mM Diethyldithio karbomik asit, 1
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mM EDTA, % 4 PVP-40, % 1 Tween 20. Santamour ve ark. (1986)'nin o-
dunsu bitkilerde kullandig1 soliisyonda bazi modifikasyonlar yapilarak {igiin-
cii ekstraksiyon soliisyonu elde edilmistir.

3) Santamour ve ark. (1986) ekstraksiyon soliisyonunun modifiye
edilmis sekli: Tris-maleate (23.7 mg/100ml), Na-metabisiilfit (111
mg/100ml), Tween -20 (1 ml/100ml), PVP-40 (4 g/100ml), pH 7.0.

Nisasta Jeli Hazirlanmasi: Nisasta jelinin hazirlanmasi i¢in agagida
belirtilen 3 farkli jel ve elektrot soliisyonu sistemi denenmistir.

1. Histidine-citrate, pH 5.7 (Stuber ve ark. 1977)
2. Morpholine-citrate, pH 6.25 (Clayton ve Tretiak 1972)
3. Lithium Borate / Tris-citrate pH 8.3 (Ashton ve Braden 1961)

Ornek Hazirhig ve Elektroforez: Peroksidaz ekstraksiyonu ve or-
neklerin elektroforez i¢in hazirlanmasinda tiim asamalar Krebs (1996)’in
onerdigi sekilde 4°C’de gerceklestirilmistir. Daha 6nce toz haline getirilerek
—70°C’de muhafaza edilmekte olan dokulardan yaklasik esit miktarlar alina-
rak, seramik tabla iizerinde 0.6 ml ekstraksiyon soliisyonu ile (~ 1:10; do-
ku:soliisyon oraninda) cam bir havaneli kullanilarak iyice karigtirilmigtir.
Ornek emdirilmis Whatman # 3 filtre kagitlar1 (6x10 mm.) 6rnekler icerisine
daldirilarak, ornekler filtre kagidina emdirilmis ve kesilen jel (%11 nisasta
jeli) igerisine yerlestirilmistir. Elektroforez i¢in jele 250 V, 60 mA elektrik
akimi 4°C'de uygulanmigtir. Elektroforezin tamamlanmasiyla jel kesilerek
PRX izoenziminin gdzlenmesi i¢in 3 farkli soliisyon ile boyanmustir.

1) Wendel ve Weeden (1989) boyama yontemi: 50 mM Na-acetate
buffer pH 5.0 (100 ml), CaCl, . 2 H,O (132 mg), H,0, (% 3) — (Hydrogen
Peroxide) (0.5 ml), 3-Amino-9 ethyl carbazole (50 mg), DMF
(dimethylformamide) (4 ml)

2) Santamour ve ark. (1986) boyama ydnteminin modifiye edilmis
hali: 50 mM Na-acetate buffer pH 4.0 (100 ml), CaCl, . 2 H,O (1.47 g),
H,0; (% 3) (0.5 ml), 3-Amino-9 ethyl carbazole (50 mg), DMF (4 ml)

3) Santamour ve ark. (1986) Guaiacol boyama yontemi: 50 mM Na-
acetate buffer pH 4.0 (100 ml), H,O, (% 3) — (Hydrogen Peroxide) (0.83
ml), Guaiacol (0.6 ml)

ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

SGE yonteminde jelin anod kisminda iyi bir ¢oziiniirliik elde edilir-
ken katod kisminda net bir gorlintii elde edilememistir. Hatta bazi jellerde
hi¢ bant goriilememistir. Peroksidazlarin spesifik rolleri heniiz tam olarak
bilinmemekle beraber, anodik peroksidazlarin daha c¢ok as1 uyusmazligi
(lignin olusumu ile) ile ilgili oldugu, cesitli arastiricilar tarafindan belirtil-
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mistir (Wolter ve Gordon 1975, Lindner ve ark. 1988). Bu nedenle yapilan
calismalarda daha ¢ok anodik peroksidaz lizerinde durulmustur (Copes 1978,
Santamour ve ark. 1986, Santamour 1988a, 1988b). Bu ¢alismada da daha
cok anodik peroksidazlarda yogunlasilmistir. SGE ile peroksidaz analizi i¢in
3 farkli 6rnek ekstraksiyon yontemi, 3 farkli jel ve elektrod sistemi ve 3 fark-
l1 jel boyama yontemi olmak iizere toplam 27 farkli kombinasyon denenmis,
her bir analiz en az {i¢ yinelemeli olarak yapilmis ve benzer verilerin elde
edildigi sonuglar agagida sunulmustur.

Histidine-citrate pH 5.7 (Stuber ve ark. 1977) jel ve elektrod soliis-
yonu sisteminde elektroforezden gecirilmis ve iki farkli yonteme gore bo-
yanmig orneklerin PRX profilleri Sekil 1’de goriilmektedir. Jel fotografinda
her bir boyama yontemi igin, 3 farkli 6rnek ekstraksiyonu gruplar halinde
isaretlenmistir. Jel fotograflarinda sadece Wendel ve Weeden (1989) ve
Santamour ve ark.’nin (1986) kullandiklar1 yontemin modifiye edilerek uy-
gulandig1 boyama yontemleri gosterilmistir. Kullanilan diger boyama yon-
temi olan, Guaiacol yonteminden (Santamour ve ark. 1986) olumlu sonug
almamamistir. Bu yontemde jel {izerindeki bantlar fotografta goriilmeyecek
kadar silik bir sekilde boyanmustir.

EkstYon1 EkstYon2 EkstYon.3 EkstYon.! EkstYsn2 EkstYsn.3
17 23 1 2 3 123 123712 37123

¢« « 8 o o !

[ e—— - k.

Boyama Yén. 1 Boyama Yont. 2
1.BT, 2. BH, 3.QA

Sekil 1:
1ki armut ¢esidi ile QA ayva anacimin SGE de Histidine citrate pH. 5.7, jel
ve elektrot soliisyonundaki peroksidaz profilleri
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EkstYén.1 EkstYon2 — EkstYén3 EkstYon.1 EkstYsn2  Ekst.Yon.3
123 1T 2 3 123 12312 37123

~

P

Boyama Yon. 1 Boyama Yont. 2
1.BT, 2. BH, 3.QA

Sekil 2:
Tki armut ¢esidi ile QA ayva anacimin SGE 'de Morpholine citrate, pH.6.25,
jel ve elektrot soliisyonundaki peroksidaz profilleri

EksEYén.1 Ekst;Yén.Z Ekst.YONn.3 Ekst.AYt')n.1 Ekst.l(én.Z Ekstﬁ(én.B

~

12 3 1 2 3 17 2 3 12 3 1 2 3 1 2 3

~

Boyama Yén. 1 Boyama Yon. 2
1.BT, 2. BH, 3.QA

Sekil 3:
Iki armut ¢esidi ile QA ayva anacimin SGE 'de Lithium borate/Tris citrate
PpH.8.3, jel ve elektrot soliisyonundaki peroksidaz profilleri
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Histidine citrate pH 5.7, jel ve elektrod sisteminde (Sekil 1) iki bo-
yama yontemi arasinda ¢ok kiiciik farkliliklar goriilmesine ragmen, Wendel
ve Weeden (1989) yonteminden daha iyi sonug¢ alinmistir. Bu yontemde
bantlarin rengi daha koyu olmus ve diger sistemde jelin alt ve iist kisminda
¢ok zor goriilebilen bantlar burada daha net goriilebilmistir. Jel fotografinda
ornek ekstraksiyon yontemleri karsilastirildiginda ise her ii¢ ekstraksiyon
yonteminde de bantlar, ¢cok net bigimde ayirt edilememekte, bantlarin bula-
nik ve i¢ ice gecmis oldugu goriilmektedir. Buna ragmen Modifiye edilen
Santamour ve ark. (1986) yonteminde digerlerine gore daha belirgin ve da-
ginik olmayan (daha net) bantlar gorebilmek miimkiindiir.

Morpholine-citrate pH 6.25 (Clayton ve Tretiak 1972) jel ve elektrod
sollisyonu sisteminde elektroforezden gecirilmis ve iki farkli yonteme gore
boyanmis 6rneklerin peroksidaz profilleri Sekil 2°de verilmistir. Jel fotograf-
larindan da goriildiigii gibi bu sistemde, her iki boyama yonteminde de
izoenzim bantlar1 net degildir ve yontemler arasinda goriintii bakimindan
onemli farkliliklar bulunmamaktadir. Ayrica ekstraksiyon ve boyama yon-
temlerinin her ikisi birden goz 6niinde bulunduruldugunda da kombinasyon-
lar arasinda belirgin farkliliklar gériilmemekte ve tiim profillerde bantlarin i¢
ice girmig gibi bulanik bir gdriintiisiiniin oldugu dikkati cekmektedir.

Lithium borate/Tris citrate pH 8.3 (Ashton ve Braden 1961) jel ve
elektrod sistemi ile ilgili jel fotograflar ise Sekil 3’de verilmistir. Bu sisteme
gore boyama yontemleri karsilastirildiginda, Wendel ve Weeden (1989)
yontemi ile boyanmis, her ii¢ ekstraksiyonda da, bantlarin diger boyama
yonteminde oldugundan daha koyu ve net bir bi¢imde ortaya ¢iktigi, hatta
diger boyama ydnteminde jelin alt ve iist kisminda bazi bantlarin goriileme-
digi halde burada mevcut oldugu belirlenmistir. Bu durumda Wendel ve
Weeden (1989) boyama yontemine gore 3 ekstraksiyon yontemi karsilasti-
rildiginda ise yontemler arasinda kiiclik farklar gérmek mimkiindiir.
Modifiye edilerek kullanilan Santamour ve ark. (1986) yontemindeki (3 nolu
ekstraksiyon) peroksidaz profilinde, jelin alt ve {ist kisimlarinda goriilen bazi
bantlarin diger yontemlerde belirgin olmadigi dikkati ¢ekmektedir. Buna
gore isoperoksidazlar en iyi bu jel ve elektrod sisteminde Santamour ve
ark.’nin (1986) kullandig1 ekstraksiyon soliisyonunun modifiye edilmis sek-
line gore eksrakte edilen 6rneklerin Wendel ve Weeden (1989) yontemine
gore boyanmasi ile elde edilmistir.

Miikemmel bir jel hazirlamak ve jelin {izerinde ¢ok iyi bir izoenzim
¢oOziiniirligii elde edebilmek i¢in kullanilan malzemeler, jel hazirlama tekni-
gi, elektroforez kosullar1 vb. faktorler cok dnemlidir. Bunlarin hepsinin bir
biitiin olarak kabul edildigi bir SGE’de yine de en kritik faktor olarak, kulla-
nilan jel ve elektrod sistemleri gdsterilmektedir (Wendel ve Weeden 1989).
Bu nedenle, cok sayida jel ve elektrod sistemleri gelistirilmis, ayrica bunla-
rin pek ¢ok modifikasyonlar1 da buna eklenince bu konuda ¢ok genis bir
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havuz olusturulmus olmasina ragmen her izoenzim i¢in &nerilen bazi jel ve
elektrod sistemleri vardir. Peroksidaz izoenziminin en iyi gozlenebildigi
sistemler olarak genelde Histidine-citrate pH 5.7, Morpholine-citrate pH 6.1,
Tris-citrate pH 7.0 ve Citrate/histidine pH 7.0 gibi diisiikk veya nétre yakin
pH degerlerindeki sistemler onerilmektedir (Wendel ve Weeden 1989). Fa-
kat bu durum bitki tiirlerine gore farklilik gosterebilmektedir. Nitekim,
Santamour ve ark. (1986) yaptiklar1 calismada odunsu bitkilerin kabuk do-
kusunda, peroksidaz izoenzim analizleri i¢in yukarida Onerilen sistemlerin
disina ¢ikarak, Lithium-borate/Tris-citrate pH 8.3, jel ve elektrod sistemini
basartyla kullanmiglardir. Bizim c¢alismamizda da jel ve elektrod sistemleri
karsilastirildiginda (Sekil 1, 2 ve 3) Lithium borate/Tris citrate pH 8.3 siste-
minde (Sekil 3) en iyi izoenzim profilinin elde edildigi goriilmektedir.

Boyama yontemlerinden Guaiacol yontemi peroksidaz izoenziminin
gbzlenmesi icin ¢esitli ¢calismalarda kullanilmis, fakat bazilarinda iyi sonug
verirken bazi ¢aligmalarda yetersiz kalmistir. Santamour ve ark. (1986),
Castanea cinsine giren farkl tiirlerde PRX profilinin belirlenmesi amaciyla
Guaiacol ve 3-amino—9-ethyl-carbazole maddelerinin her ikisi ile de boyama
yapmis ve jelde net goriintii elde etmistir. Buna karsin Shimoni ve Reuveni
(1988), guaiacol ile boyama yonteminden yeterli sonu¢ alinamadigini be-
lirtmislerdir. Guaiacol ile boyanan jellerde bantlarin ¢ok silik goriindiigiinii
veya baglangicta iyi goriinse bile 24 saat i¢inde renklerini kaybederek bantla-
rin goriinmez oldugunu vurgulamiglardir. Bizim calismamizda ise, Guaiacol
ile yapilan denemelerde hi¢ bant boyanmazken, bazilarinda ¢ok silik bir
sekilde birkag¢ bant boyanmis fakat kisa siire i¢inde (24 saat) bantlarin renk-
leri solarak kaybolmustur. Bu nedenle guaiacol ile boyama yontemi armut ve
ayva bitkilerinin SGE’de peroksidaz profillerinin boyanmasinda yetersiz
kalmustir.

Kullanilan diger iki boyama yonteminden Wendel ve Weeden
(1989) yonteminde ise daha koyu ve net isoperoksidazlar elde edilmistir
(6zellikle Sekil 3’de). Bu iki yontem arasindaki en biiyiik fark, boyama so-
lisyonunda kullanilan Na-asetat soliisyonunun pH degeri ve CaCl, nin mik-
taridir. Bunlardan Na-asetat soliisyonunun pH degeri Wendel ve Weeden
(1989) yonteminde 5.0, Santamour ve ark.’nin (1986) modifiye edilen yon-
teminde 4.0’diir. Boyama soliisyonunun pH degeri peroksidaz aktivitesinin
goriilmesinde biiyiilk 6neme sahiptir. En iyi peroksidaz reaksiyonunun pH
5.0 ile 7.0 arasinda goriildiigii bildirilmektedir (Gaspar ve ark. 1982).

Calismada denenen 3 6rnek ekstraksiyon yontemi karsilastirildiginda
(Sekil 3) Krebs (1996) (1 nolu ekst.) ve modifiye edilerek kullanilan Krebs
(1996) (2 nolu ekst.) yontemlerine ait profillerin birbirine ¢ok yakin sonuglar
verdigi goriilmektedir. Ancak modifiye edilen Santamour ve ark.’nin (1986)
ekstraksiyon yontemi (3 nolu ekst.), diger iki yontemden farkli olarak, 6zel-
likle jelin alt ve {ist kisitmlarinda, diger yontemlerde goériillmeyen bazi bantla-
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rin da gorlilmesini saglamistir. Krebs (1996) ve modifiye edilen Krebs
(1996) ekstraksiyon soliisyonlarinda bulunan antioksidantlarin ve [3-
merkaptoethanol gibi proteinlerin baglanmasina ve proteinlerin yapisinda
bulunan kiikiirt (S-S) bantlarinin kirilarak aktivitelerinin kaybolmasina ne-
den olan bazi maddelerin ortamdan uzaklastirilmasiyla modifiye edilen
Santamour ve ark. (1986) soliisyonu isoperoksidazlarin daha iyi goriinmesini
saglamistir.

SGE’de peroksidaz analizlerinde kullanilacak protokoliin belirlen-
mesi i¢in yapilan deneme sonuglarina gére modifiye edilen Santamour ve
ark. (1986) yontemine gore ekstraksiyonu yapilmis orneklerin Lithium
borate/Tris citrate, pH 8.3 jel ve elektrod sisteminde elektroforezden gegiri-
lip Wendel ve Weeden (1989) yontemine gore boyandigi kombinasyon ar-
mut ve ayva bitkilerinin kabuk dokusundaki isoperoksidazlarin gézlenmesi
i¢in en iyi sonucu vermistir.
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