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ÖZET 

Bu çalışma, armut çeşitleri ile ayva anaçlarında çeşitli amaçlarla 
kullanılabilecek peroksidaz (PRX) izoenzim analizleri için en uygun nişasta 
jel elektroforez (SGE) yönteminin belirlenmesi üzerine kurulmuştur. Dene-
mede, Bartlett (BT= Williams) ve Beurre Hardy (BH) armut çeşitleri ile QA 
ayva anacının yıllık sürgünlerinden alınan kabuk dokusu örnekleri kullanıl-
mıştır. SGE için Krebs (1996), modifiye edilmiş Krebs (1996) ve modifiye 
edilmiş Santamour ve ark (1986) olmak üzere 3 farklı ekstraksiyon solüsyo-
nu; Histidine-citrate, pH 5.7, Morpholine-citrate pH 6.25 ve Lithium 
Borate/Tris-citrate pH 8.3 olmak üzere 3 farklı jel ve elektrot sistemi ve 
Wendel ve Weeden (1989), modifiye edilen Santamour ve ark. (1986) ve 
Santamour ve ark (1986) Guaiacol yöntemi olmak üzere 3 farklı boyama 
sistemi denenmiştir. Sonuç olarak, armut ve ayvada SGE ile peroksidaz 
izoenzim analizlerinde Santamour ve ark. (1986) yöntemine göre ekstrakte 
edilen örneklerin Lithium borate/Tris citrate pH 8.3 jel ve elektrot sistemine 
göre elektroforezden geçirilip Wendel ve Weeden (1989) yöntemine göre 
boyandığı kombinasyon en iyi sonucu vermiştir. 

Anahtar Sözcükler: Armut, ayva, peroksidaz, nişasta jel elektro-
forezi. 
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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. 

GİRİŞ 

Armut üretiminde, hem meyve kalitesinin iyi olması, hem de bakım 
işlemlerinin istenilen şekilde yerine getirilebilmesi ve hasadın da kolay yapı-
labilmesi için, yüksek boylu ağaçlar oluşturan armudun çöğür anaçları yeri-
ne, alçak boylu taç oluşturan ayva anaçlarının kullanılması önerilmektedir. 
Bu nedenle modern armut üretimi ayva aançları ile birlikte düşünülmektedir. 
Armutlara anaç olarak kullanılan değişik ayva çeşitleri gelişme kuvvetleri, 
kurağa, kirece dayanıklılıkları ve armut çeşitleriyle uyuşma durumları yö-
nünden farklılık göstermektedirler (Özçağıran 1982). Belirtilen bu karakter-
lerden özellikle de anacın gelişme kuvvetinin ve aşı uyuşma durumunun 
belirlenmesi uzun yıllar süren çalışmaları gerektirmekte idi. Oysaki günü-
müzde izoenzim analizleri ile bu özellikler laboratuvar koşullarında birkaç 
ay gibi kısa sürelerde belirlenebilmektedir. 

İzoenzimler, aynı bireyde bulunan benzer veya aynı göreve sahip 
aynı enzimin farklı varyantları olarak belirlenip tanımlanmıştır (Markert ve 
Moller 1959). Organizmaların izoenzim parmak izlerinde gösterdikleri ben-
zerlik veya farklılık bu materyallerin taksanomik ve metabolik benzerlikleri 
ile ilgili bilgi verebilmektedir. İzoenzimlerdeki bu farklılıklar elektroforez 
tekniği sayesinde nitelik ve/veya nicelik yönünden belirlenebilmektedir. 
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Peroksidaz, izoenzimlerin çok geniş bir grubunu oluşturmakta ve 
çok sayıdaki fizyolojik olayda doğrudan veya dolaylı olarak görev almakta-
dır. Bu fizyolojik olaylar yaşlanma ve ölüm, ligninleşme, tepe tomurcuğu 
baskınlığı, soğuk toleransı, dinlenme, meyve gelişimi ve olgunlaşması, çim-
lenme, büyüme ve gelişme, yumru oluşumu, cinsiyet oluşumu şeklinde özet-
lenebilmektedir (Gaspar ve ark. 1982, Walter 1992). Peroksidaz 
izoenziminin meyvecilik yönünden aşı uyuşmazlığı ve erken anaç 
seleksiyonunda kullanımı Prunus avium/P. cerasus aşı kombinasyonlarında 
(Gebhardt ve Feucht 1982); çeşitli Prunus türlerinde (Quessada ve Macheix 
1984) ve çeşitli orman ağaçları ile Çin kestanesinde (Santamour ve ark. 
1986, Santamour 1988a, 1988b) yoğun olarak görülmektedir. Hudina ve ark. 
(1996) ise armut ve ayva bitkilerinin esteraz ve malat dehidrogenaz izoenzim 
parmak izlerini poliakrilamid jel elektroforez tekniğine göre çıkartmışlardır. 

Bu çalışmada ise ilerideki erken anaç seleksiyonu ve aşı uyuşmazlığı 
gibi çalışmalarımızda kullanılmak üzere armut ve ayva bitkilerinin 
peroksidaz izoenzim parmak izlerinin SGE tekniğine göre belirlenebilmesi 
için en uygun yöntemin saptanması hedeflenmiştir. 

MATERYAL ve YÖNTEM 

Bu çalışma 1998 – 1999 yılları arasında West Virginia Üniversitesi, 
Ziraat Fakültesi, Bitki ve Toprak Bilimleri Bölümü, Bitki Stres Fizyolojisi 
Laboratuvarında yürütülmüştür. Denemede, EM Quince A (QA) anacı ile 
Bartlet (BT=Williams) ve Beurre Hardy (BH) armut çeşitlerinin yıllık sür-
günlerinden alınan kabuk dokuları kullanılmıştır. Sürgünlerin üzerindeki 
kabuk dokusu keskin bir bistüri yardımıyla dikkatlice ksilemden ayrılmış ve 
sıvı azot içerisinde toz haline gelene kadar porselen havanlar yardımıyla 
öğütülüp, enzim ekstraksiyonuna kadar -70°C’de muhafaza edilmiştir. 

Peroksidaz ekstraksiyonu: Temel olarak diğer odunsu bitkilerde 
kullanılan Krebs (1996) ve Santamour ve ark.’nın (1986) yöntemleri dikkate 
alınmış ve bunlarda bazı modifikasyonlar yapılarak, toplam üç ekstraksiyon 
solüsyonu denenmiştir. 

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

Yukarıda verilen, Krebs (1996) ekstraksiyonu modifiye edilerek a-
şağıda bileşimi verilen ikinci solüsyon elde edilmiştir.  

2) Krebs (1996) ekstraksiyon solüsyonunun modifiye edilmiş bile-
şimi: 0.1M Potasyum fosfat, pH 7.5, 30 mM Borik asit, 50 mM L-askorbik 
asit, 17 mM Sodyum metabisülfit, 16 mM Diethyldithio karbomik asit, 1 
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mM EDTA, % 4 PVP-40, % 1 Tween 20. Santamour ve ark. (1986)'nın o-
dunsu bitkilerde kullandığı solüsyonda bazı modifikasyonlar yapılarak üçün-
cü ekstraksiyon solüsyonu elde edilmiştir.  

3) Santamour ve ark. (1986) ekstraksiyon solüsyonunun modifiye 
edilmiş şekli: Tris-maleate (23.7 mg/100ml), Na-metabisülfit (111 
mg/100ml), Tween -20 (1 ml/100ml), PVP-40 (4 g/100ml), pH 7.0. 

Nişasta Jeli Hazırlanması: Nişasta jelinin hazırlanması için aşağıda 
belirtilen 3 farklı jel ve elektrot solüsyonu sistemi denenmiştir. 

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) 
Örnek Hazırlığı ve Elektroforez: Peroksidaz ekstraksiyonu ve ör-

neklerin elektroforez için hazırlanmasında tüm aşamalar Krebs (1996)’in 
önerdiği şekilde 4°C’de gerçekleştirilmiştir. Daha önce toz haline getirilerek 
–70°C’de muhafaza edilmekte olan dokulardan yaklaşık eşit miktarlar alına-
rak, seramik tabla üzerinde 0.6 ml ekstraksiyon solüsyonu ile (~ 1:10; do-
ku:solüsyon oranında) cam bir havaneli kullanılarak iyice karıştırılmıştır. 
Örnek emdirilmiş Whatman ≠ 3 filtre kağıtları (6x10 mm.) örnekler içerisine 
daldırılarak, örnekler filtre kağıdına emdirilmiş ve kesilen jel (%11 nişasta 
jeli) içerisine yerleştirilmiştir. Elektroforez için jele 250 V, 60 mA elektrik 
akımı 4oC'de uygulanmıştır. Elektroforezin tamamlanmasıyla jel kesilerek 
PRX izoenziminin gözlenmesi için 3 farklı solüsyon ile boyanmıştır. 

1) Wendel ve Weeden (1989) boyama yöntemi: 50 mM Na-acetate 
buffer pH 5.0 (100 ml), CaCl2 . 2 H2O (132 mg), H2O2 (% 3) – (Hydrogen 
Peroxide) (0.5 ml), 3-Amino-9 ethyl carbazole (50 mg), DMF 
(dimethylformamide) (4 ml) 

2) Santamour ve ark. (1986) boyama yönteminin modifiye edilmiş 
hali: 50 mM Na-acetate buffer pH 4.0 (100 ml), CaCl2 . 2 H2O (1.47 g), 
H2O2 (% 3) (0.5 ml), 3-Amino-9 ethyl carbazole (50 mg), DMF (4 ml) 

3) Santamour ve ark. (1986) Guaiacol boyama yöntemi: 50 mM Na-
acetate buffer pH 4.0 (100 ml), H2O2 (% 3) – (Hydrogen Peroxide) (0.83 
ml), Guaiacol (0.6 ml) 

ARAŞTIRMA SONUÇLARI ve TARTIŞMA 

SGE yönteminde jelin anod kısmında iyi bir çözünürlük elde edilir-
ken katod kısmında net bir görüntü elde edilememiştir. Hatta bazı jellerde 
hiç bant görülememiştir. Peroksidazların spesifik rolleri henüz tam olarak 
bilinmemekle beraber, anodik peroksidazların daha çok aşı uyuşmazlığı 
(lignin oluşumu ile) ile ilgili olduğu, çeşitli araştırıcılar tarafından belirtil-
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miştir (Wolter ve Gordon 1975, Lindner ve ark. 1988). Bu nedenle yapılan 
çalışmalarda daha çok anodik peroksidaz üzerinde durulmuştur (Copes 1978, 
Santamour ve ark. 1986, Santamour 1988a, 1988b). Bu çalışmada da daha 
çok anodik peroksidazlarda yoğunlaşılmıştır. SGE ile peroksidaz analizi için 
3 farklı örnek ekstraksiyon yöntemi, 3 farklı jel ve elektrod sistemi ve 3 fark-
lı jel boyama yöntemi olmak üzere toplam 27 farklı kombinasyon denenmiş, 
her bir analiz en az üç yinelemeli olarak yapılmış ve benzer verilerin elde 
edildiği sonuçlar aşağıda sunulmuştur.  

Histidine-citrate pH 5.7 (Stuber ve ark. 1977) jel ve elektrod solüs-
yonu sisteminde elektroforezden geçirilmiş ve iki farklı yönteme göre bo-
yanmış örneklerin PRX profilleri Şekil 1’de görülmektedir. Jel fotoğrafında 
her bir boyama yöntemi için, 3 farklı örnek ekstraksiyonu gruplar halinde 
işaretlenmiştir. Jel fotoğraflarında sadece Wendel ve Weeden (1989) ve 
Santamour ve ark.’nın (1986) kullandıkları yöntemin modifiye edilerek uy-
gulandığı boyama yöntemleri gösterilmiştir. Kullanılan diğer boyama yön-
temi olan, Guaiacol yönteminden (Santamour ve ark. 1986) olumlu sonuç 
alınamamıştır. Bu yöntemde jel üzerindeki bantlar fotoğrafta görülmeyecek 
kadar silik bir şekilde boyanmıştır.  

 

Şekil 1: 
İki armut çeşidi ile QA ayva anacının SGE’de Histidine citrate pH. 5.7, jel 

ve elektrot solüsyonundaki peroksidaz profilleri 
 
 
 

 Ekst.Yön.1 Ekst.Yön.2 Ekst.Yön.3 Ekst.Yön.1 Ekst.Yön.2 Ekst.Yön.3 
   1      2     3       1     2      3        1     2     3       1     2     3       1     2      3   1    2   3 

 

 Boyama Yön. 1 Boyama Yönt. 2 
1.BT, 2. BH, 3.QA 



 

 196

 

 
Şekil 2: 

İki armut çeşidi ile QA ayva anacının SGE’de Morpholine citrate, pH.6.25, 
jel ve elektrot solüsyonundaki peroksidaz profilleri 

 

 
Şekil 3: 

İki armut çeşidi ile QA ayva anacının SGE’de Lithium borate/Tris citrate 
pH.8.3, jel ve elektrot solüsyonundaki peroksidaz profilleri 

 

 Ekst.Yön.1 Ekst.Yön.2 Ekst.Yön.3 Ekst.Yön.1   Ekst.Yön.2 Ekst.Yön.3 
  1    2    3     1     2      3  1    2     3   1     2     3 1     2    3 1    2    3 
 

 Boyama Yön. 1 Boyama Yönt. 2 
1.BT, 2. BH, 3.QA 

   Ekst.Yön.1 Ekst.Yön.2 Ekst.Yön.3 Ekst.Yön.1 Ekst.Yön.2 Ekst.Yön.3 
  1     2     3      1     2     3      1     2     3    1     2     3       1     2      3      1     2       3 

 Boyama Yön. 1 Boyama Yön. 2 
1.BT, 2. BH, 3.QA 
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Histidine citrate pH 5.7, jel ve elektrod sisteminde (Şekil 1) iki bo-
yama yöntemi arasında çok küçük farklılıklar görülmesine rağmen, Wendel 
ve Weeden (1989) yönteminden daha iyi sonuç alınmıştır. Bu yöntemde 
bantların rengi daha koyu olmuş ve diğer sistemde jelin alt ve üst kısmında 
çok zor görülebilen bantlar burada daha net görülebilmiştir. Jel fotoğrafında 
örnek ekstraksiyon yöntemleri karşılaştırıldığında ise her üç ekstraksiyon 
yönteminde de bantlar, çok net biçimde ayırt edilememekte, bantların bula-
nık ve iç içe geçmiş olduğu görülmektedir. Buna rağmen Modifiye edilen 
Santamour ve ark. (1986) yönteminde diğerlerine göre daha belirgin ve da-
ğınık olmayan (daha net) bantlar görebilmek mümkündür. 

Morpholine-citrate pH 6.25 (Clayton ve Tretiak 1972) jel ve elektrod 
solüsyonu sisteminde elektroforezden geçirilmiş ve iki farklı yönteme göre 
boyanmış örneklerin peroksidaz profilleri Şekil 2’de verilmiştir. Jel fotoğraf-
larından da görüldüğü gibi bu sistemde, her iki boyama yönteminde de 
izoenzim bantları net değildir ve yöntemler arasında görüntü bakımından 
önemli farklılıklar bulunmamaktadır. Ayrıca ekstraksiyon ve boyama yön-
temlerinin her ikisi birden göz önünde bulundurulduğunda da kombinasyon-
lar arasında belirgin farklılıklar görülmemekte ve tüm profillerde bantların iç 
içe girmiş gibi bulanık bir görüntüsünün olduğu dikkati çekmektedir. 

Lithium borate/Tris citrate pH 8.3 (Ashton ve Braden 1961) jel ve 
elektrod sistemi ile ilgili jel fotoğrafları ise Şekil 3’de verilmiştir. Bu sisteme 
göre boyama yöntemleri karşılaştırıldığında, Wendel ve Weeden (1989) 
yöntemi ile boyanmış, her üç ekstraksiyonda da, bantların diğer boyama 
yönteminde olduğundan daha koyu ve net bir biçimde ortaya çıktığı, hatta 
diğer boyama yönteminde jelin alt ve üst kısmında bazı bantların görüleme-
diği halde burada mevcut olduğu belirlenmiştir. Bu durumda Wendel ve 
Weeden (1989) boyama yöntemine göre 3 ekstraksiyon yöntemi karşılaştı-
rıldığında ise yöntemler arasında küçük farklar görmek mümkündür. 
Modifiye edilerek kullanılan Santamour ve ark. (1986) yöntemindeki (3 nolu 
ekstraksiyon) peroksidaz profilinde, jelin alt ve üst kısımlarında görülen bazı 
bantların diğer yöntemlerde belirgin olmadığı dikkati çekmektedir. Buna 
göre isoperoksidazlar en iyi bu jel ve elektrod sisteminde Santamour ve 
ark.’nın (1986) kullandığı ekstraksiyon solüsyonunun modifiye edilmiş şek-
line göre eksrakte edilen örneklerin Wendel ve Weeden (1989) yöntemine 
göre boyanması ile elde edilmiştir. 

Mükemmel bir jel hazırlamak ve jelin üzerinde çok iyi bir izoenzim 
çözünürlüğü elde edebilmek için kullanılan malzemeler, jel hazırlama tekni-
ği, elektroforez koşulları vb. faktörler çok önemlidir. Bunların hepsinin bir 
bütün olarak kabul edildiği bir SGE’de yine de en kritik faktör olarak, kulla-
nılan jel ve elektrod sistemleri gösterilmektedir (Wendel ve Weeden 1989). 
Bu nedenle, çok sayıda jel ve elektrod sistemleri geliştirilmiş, ayrıca bunla-
rın pek çok modifikasyonları da buna eklenince bu konuda çok geniş bir 
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havuz oluşturulmuş olmasına rağmen her izoenzim için önerilen bazı jel ve 
elektrod sistemleri vardır. Peroksidaz izoenziminin en iyi gözlenebildiği 
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 düşük veya nötre yakın 
pH değerlerindeki sistemler önerilmektedir (Wendel ve Weeden 1989). Fa-
kat bu durum bitki türlerine göre farklılık gösterebilmektedir. Nitekim, 
Santamour ve ark. (1986) yaptıkları çalışmada odunsu bitkilerin kabuk do-
kusunda, peroksidaz izoenzim analizleri için yukarıda önerilen sistemlerin 
dışına çıkarak, Lithium-borate/Tris-citrate pH 8.3, jel ve elektrod sistemini 
başarıyla kullanmışlardır. Bizim çalışmamızda da jel ve elektrod sistemleri 
karşılaştırıldığında (Şekil 1, 2 ve 3) Lithium borate/Tris citrate pH 8.3 siste-
minde (Şekil 3) en iyi izoenzim profilinin elde edildiği görülmektedir. 

Boyama yöntemlerinden Guaiacol yöntemi peroksidaz izoenziminin 
gözlenmesi için çeşitli çalışmalarda kullanılmış, fakat bazılarında iyi sonuç 
verirken bazı çalışmalarda yetersiz kalmıştır. Santamour ve ark. (1986), 
Castanea cinsine giren farklı türlerde PRX profilinin belirlenmesi amacıyla 
Guaiacol ve 3-amino–9-ethyl-carbazole maddelerinin her ikisi ile de boyama 
yapmış ve jelde net görüntü elde etmiştir. Buna karşın Shimoni ve Reuveni 
(1988), guaiacol ile boyama yönteminden yeterli sonuç alınamadığını be-
lirtmişlerdir. Guaiacol ile boyanan jellerde bantların çok silik göründüğünü 
veya başlangıçta iyi görünse bile 24 saat içinde renklerini kaybederek bantla-
rın görünmez olduğunu vurgulamışlardır. Bizim çalışmamızda ise, Guaiacol 
ile yapılan denemelerde hiç bant boyanmazken, bazılarında çok silik bir 
şekilde birkaç bant boyanmış fakat kısa süre içinde (24 saat) bantların renk-
leri solarak kaybolmuştur. Bu nedenle guaiacol ile boyama yöntemi armut ve 
ayva bitkilerinin SGE’de peroksidaz profillerinin boyanmasında yetersiz 
kalmıştır. 

Kullanılan diğer iki boyama yönteminden Wendel ve Weeden 
(1989) yönteminde ise daha koyu ve net isoperoksidazlar elde edilmiştir 
(özellikle Şekil 3’de). Bu iki yöntem arasındaki en büyük fark, boyama so-
lüsyonunda kullanılan Na-asetat solüsyonunun pH değeri ve CaCl2’nin mik-
tarıdır. Bunlardan Na-asetat solüsyonunun pH değeri Wendel ve Weeden 
(1989) yönteminde 5.0, Santamour ve ark.’nın (1986) modifiye edilen yön-
teminde 4.0’dür. Boyama solüsyonunun pH değeri peroksidaz aktivitesinin 
görülmesinde büyük öneme sahiptir. En iyi peroksidaz reaksiyonunun pH 
5.0 ile 7.0 arasında görüldüğü bildirilmektedir (Gaspar ve ark. 1982). 

Çalışmada denenen 3 örnek ekstraksiyon yöntemi karşılaştırıldığında 
(Şekil 3) Krebs (1996) (1 nolu ekst.) ve modifiye edilerek kullanılan Krebs 
(1996) (2 nolu ekst.) yöntemlerine ait profillerin birbirine çok yakın sonuçlar 
verdiği görülmektedir. Ancak modifiye edilen Santamour ve ark.’nın (1986) 
ekstraksiyon yöntemi (3 nolu ekst.), diğer iki yöntemden farklı olarak, özel-
likle jelin alt ve üst kısımlarında, diğer yöntemlerde görülmeyen bazı bantla-
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rın da görülmesini sağlamıştır. Krebs (1996) ve modifiye edilen Krebs 
(1996) ekstraksiyon solüsyonlarında bulunan antioksidantların ve β-
merkaptoethanol gibi proteinlerin bağlanmasına ve proteinlerin yapısında 
bulunan kükürt (S-S) bantlarının kırılarak aktivitelerinin kaybolmasına ne-
den olan bazı maddelerin ortamdan uzaklaştırılmasıyla modifiye edilen 
Santamour ve ark. (1986) solüsyonu isoperoksidazların daha iyi görünmesini 
sağlamıştır. 

SGE’de peroksidaz analizlerinde kullanılacak protokolün belirlen-
mesi için yapılan deneme sonuçlarına göre modifiye edilen Santamour ve 
ark. (1986) yöntemine göre ekstraksiyonu yapılmış örneklerin Lithium 
borate/Tris citrate, pH 8.3 jel ve elektrod sisteminde elektroforezden geçiri-
lip Wendel ve Weeden (1989) yöntemine göre boyandığı kombinasyon ar-
mut ve ayva bitkilerinin kabuk dokusundaki isoperoksidazların gözlenmesi 
için en iyi sonucu vermiştir. 
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