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RAPOR

Bu proje, Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan, Dis Destekli Projeler I¢in Ihtiya¢ Projesi kapsaminda (FDA-2013-4785
desteklenmistir. Proje biitcesi 19497,22 TL olup bunun biiyiik bir kism1 proje ¢aligmalari i¢in
gerekli olan sarf malzemeleri i¢in, geri kalani ise seyahat harcamalar1 i¢in kullanilmastir.

Projede son donemde iilkemizdeki c¢aligmalarla gelistirilmis olan ii¢ adet yeni
cekirdeksiz limon ¢esidi ile bu gesitlerin orijini olan ¢ekirdekli Kiitdiken limonu arasinda
DNA, RNA ve protein profillerinin karsilagtirllmasi ile ¢ekirdeksizligi belirleyen
markir/markirlarin - gelistirilme imkanlar1 arastirilmistir. DNA c¢alismalarinda bu konuda
onemli farklilik bulunmamistir. Bu konuda literatiirde benzer sonuglarin alindig1 ¢ok sayida
calisma mevcuttur. RNA c¢alismalar1 ile limon cesitlerindeki gen sayilari ve bunlarin
karsilagtirilmalart yapilmigtir. Bunun yaninda RNA sekans sonuglarindan elde edilen
sonuclardan yararlanilarak turunggiller i¢in yeni SSR primerleri gelistirilmis ve bazi turuncgil
cesitlerinde test edilmis ve basarili sonuglar alinmistir. Ayrica protein analizleri igin
extraksiyon islemi fenol extarksiyon metodu ile yapilmis olup, ¢esitler arasinda spot
farkliliklarin gézlenmesi 2D jel elektroforezi ile yapilmistir. Farkli bulunan spotlar alinarak
LC-MS/MS cihazinda ProteinPilot 4.5 Beta (AB SCIEX) programi kullanilarak yapilmistir.
Peptitler limon tiirline ait veritabani bulunmamamsi nedeniyle portakal veritabani ile
kiyaslanmistir. Buna ragmen, limon portakal ile yakin akraba oldugundan, elde edilen
sonuclarda bulunan “TTIGVTYNGGVVLGADSR?”, “SGSAADSQTVSDYVR”,
“TVTINSEGVSR” peptitlerinin ¢ekirdeksiz limon ¢esitlerinin, ¢ekirdekli Kiitdiken
cesidinden ayirt edilmesinde etkili bir sekilde kullanilabilecek bir markir oldugu goriilmiistiir.

Ayrica bu sonuglar sonraki benzer ¢aligmalarda kullanilabilme potansiyeline sahiptir.



TESEKKUR

Bu projeyi destekleyerek calismanin yapilabilmesini ve bu konuda yeni verilerin ortaya
konulmasmi saglayan Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimine ¢ok tesekkiir ederiz. Calismanin basarili bir sekilde devam etmesi ve

sonuclanmasina katki saglayan proje personeline tesekkiirlerimizi sunariz.
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OZET

Ozellikle son yillarda cekirdekli turuncgil ¢esitleri, tiiketici tarafindan talep
gormemekte, ¢ekirdeksiz cesitler daha fazla istenmektedir. Bu pazar talebi dogrultusunda,
yapilan ¢alismalarla iilkemizde ii¢ adet yeni ¢ekirdeksiz limon ¢esidi (Alata, Giilsen ve Uzun)
gelistirilmis ve tescil ettirilmistir. Cekirdeksiz ¢esit 1slahi, uzun yillar ve emek gerektiren
zorlu bir siirectir. Islah siiresinin kisaltilmas1 amaciyla yeni ve etkili yontemlere ihtiya¢ vardir.
Yeni gelistirilen bu ¢ekirdeksiz ¢esitlerin patent haklarinin korunmasi da iilkemiz adina son
derece kritik bir 6neme sahiptir. Bu nedenle bu projede; DNA, RNA ve protein analizleri ile
¢ekirdeksizlikle ilgili mekanizmanin anlasilmasi, bu 6zellige iliskin markir gelistirilmesi ve
patent haklarinin korunmasina yonelik araglarin gelistirilmesi amaglanmigtir. Calismada elde
edilen sonuglarda, calisilan ¢ok sayida farkli markir sistemlerine ait primerlerle DNA
diizeyinde farklilik belirlenememistir. RNA sekanslama caligmalar1 i¢in Oncelikle RNA
izolasyonlar1 yapilmis ve ardindan sekanslama islemi yapilmistir. Bu calisma sonucunda
limon ¢esitlerinin gen profilleri (sayilar1 ve genlerin gorev alanlar1 vb) ortaya konulmustur.
Ayrica RNA calismalari ile turunggillerde kullanilacak yeni SSR primerleri gelistirilmistir.
Ayrica protein analizleri ig¢in extraksiyon islemi fenol extarksiyon metodu ile yapilmis olup,
cesitler arasinda spot farkliliklarin gozlenmesi 2D jel elektroforezi ile yapilmistir. Farkli
bulunan spotlar alinarak LC-MS/MS cihazinda ProteinPilot 4.5 Beta (AB SCIEX) programi
kullanilarak yapilmistir. Peptitler limon tiirline ait veritabani bulunmamamsi nedeniyle
portakal veritabani ile kiyaslanmistir. Buna ragmen, limon portakal ile yakin akraba
oldugundan, elde edilen sonuglarda  bulunan “TTHGVTYNGGVVLGADSR?”,
“SGSAADSQTVSDYVR”, “TVTINSEGVSR” peptitlerinin ¢ekirdeksiz limon ¢esitlerinin,
cekirdekli Kiitdiken ¢esidinden ayirt edilmesinde etkili bir sekilde kullanilabilecek bir marker
oldugunu gostermektedir. Ayrica bu sonuglar sonraki benzer calismalarda kullanilabilme

potansiyeline sahiptir.

Anahtar kelimeler: Citrus limon, ¢ekirdeksizlik, proteomik analiz, turunggiller



Development of Markers Related to Seedlessness in Citrus Through Analysis of DNA,
RNA and Protein Profiles

ABSTRACT

Especially in recent years, consumers demand seedless Citrus varieties instead of
seedy varieties. In accordance with demands of this market, three new varieties of seedless
lemons (Alata, Giilsen and Uzun) has been developed and registered in our country. Breeding
process of developing seedless variety is a difficult process requiring many years and labor.
New and effective methods need to be developed for shortening the breeding periods.
Protection of patent rights for newly developed seedless varieties also has an extremely
critical importance for our country. Therefore in this project; it is intended to understand the
mechanisms related with seedlessness by analyzing DNA, RNA and proteins, and to develop
markers relevant to these features and also improve ways for protecting the patent rights. In
the current study, although many primers for a number of marker systems were used, no
difference was observed at DNA level. For RNA sequencing studies RNA’s were isolated
with great care and sequencing processes were subsequently performed. This study revealed
the gene profiles (numbers, their fields of duty, etc) of lemon varieties. In this scope, new SSR
primers to be used in citrus fruits were developed. Also for protein analysis, purification
processes were performed through phenol extraction method and different spots among
varieties were visualized by 2DGE method. Peptides of varying spots were analyzed by LC-
MS/MS using the ProteinPilot 4.5 Beta (AB SCIEX) software. The peptides were compared
with that of Citrus sinensis due to lack of database for Citrus lemon. For all that, because
lemon is close relative to orange, the results suggest that differing
“TTOIGVTYNGGVVLGADSR”, “SGSAADSQTVSDYVR”, “TVTINSEGVSR” peptides
can efficiently be used as markers for differentiating the seedless varieties from their seedy

varieties. These findings also have the potential to be used in related future studies.

Keywords: Citrus lemon, seedlessness, proteomic analysis, Citrus



GIRIS

Turunggiller diinyada en fazla tiretilen meyve grubudur. 2000 yilinda 105 milyon ton olan
diinya {iretimi 2013 yil1 itibari ile 135 milyon tonu asmis durumdadir. Tiirkiye turuncgil
tiretiminde de bu siire¢ igerisinde 6dnemli artis olmustur. 2000 yilindaki 2.2 milyon ton olan
tiretim 13 yillik siiregte % 50°den fazla artis gostererek 2013 yilinda 3.6 milyon tonu agmustir.
Turunggil meyveleri igerisinde limon tiretim miktar1 , portakal ve mandarin tiretimi ardindan
siralanmaktadir. Diinya limon iiretimi yaklasik 15 milyon ton, Tiirkiye tiretimi ise yaklasik
730 bin ton civarindadir. Tiirkiye’de iiretilen limonun yaridan fazlasi (yaklasik 410 bin ton)
thra¢ edilmekte olup, turuncgiller Tiirkiye ihracati i¢in dnemli bir lokomotif iiriin grubu
durumundadir (FAO, 2013)

Turunggil 1slah c¢alismalarinda son yillarda iizerinde Onemle durulan konulardan biri
cekirdeksiz ¢esit 1slahidir. Cekirdeksiz c¢esit 1slaht turunggillerin yaninda birgok meyve
tiriinde lizerinde durulan ve basarili sonuglarin elde edildigi bir konudur. Bugiine kadar
yapilan c¢aligsmalarda, liziim, litchi, yenidiinya, mango tiirlerinde ekonomik 6neme sahip
cekirdeksiz cesitler 1slah edilmistir (Ye ve ark., 2009). Cekirdekli turunggil meyveleri diger
ozellikleri bakimindan kaliteli dahi olsalar tiiketiciler tarafindan kolaylikla tercih
edilmemektedir. Cekirdeksizlik, pazarlama avantaji saglayan ¢ok Onemli meyve kalite
kriterlerinden biridir (Raza ve ark., 2003). Giiniimiizde diinyada sofralik olarak tiiketilen
turunggil tiir ve cesitleri ¢gogunlukla ¢ekirdeksizdir. Diinyada pazarda mevcut portakallardan
sofralik olarak en fazla talep edilen grup olan gobekli portakallar, mandarinlerden Satsuma
grubu, altintoplarin neredeyse tamami ¢ekirdeksizdir. Bunun yaninda tiim turunggil tiirlerinde
mevcut cesitlerin yaninda pazar talepleri dogrultusunda yeni c¢ekirdeksiz cesit eldesi

calismalar1 yogun bir sekilde devam etmektedir (Somsri ve ark., 2009; Sutarto ve ark., 2009).

Bu calismanin birinci amaci, iilkemizde mutasyon 1slahi ¢alismalari ile elde edilen {i¢ adet
yeni ¢ekirdeksiz limon ¢esidi ve bu cesitlerin elde edilmesinde kullanilan g¢ekirdekli olan
‘Kiitdiken’ limonu kullanilarak, cekirdeksizlikle ilgili DNA, RNA ve proteom diizeyinde
farkliliklar tespit edilerek c¢ekirdeksizligin mekanizmasi belirlenmesidir. Sundugumuz
projenin ikinci amaci ise yeni gelistirilen bu cesitlerin yakin zamanda diinyada ticareti 6nemli

olabileceginden patent ve 1slah¢1 haklarinin korunmasina yonelik araglarin gelistirilmesidir.



Aym zamanda elde edilen ¢iktilar ¢ekirdeksizlikle ilgili genin belirlenmesi, klonlanmas1 ve
transformasyon iglemleri i¢in ¢ok dnemli bir baslangi¢ noktasi olacaktir. Ayrica bu 6zellikle
yakin iligkili molekiiler markirlarin olusturulmasi da miimkiin olabilecektir. Calismada elde
edilen sonuglarda, c¢alisilan ¢ok sayida farkli markir sistemlerine ait primerlerle DNA
diizeyinde farklilik belirlenememistir. RNA sekanslama ¢alismalar1 i¢in dncelikle RNA
izolasyonlar1 yapilmis ve ardindan sekanslama islemi yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
limon cesitlerinin gen profilleri (sayilar1 ve genlerin gorev alanlar1 vb) ortaya konulmustur.
Protein ¢alismalarinda ise protein izolasyonu ardindan elektroforez ve jel islemleri yapilarak
limon ¢esitlerinin protein spotlar1 belirlenmistir. Cesitleri arasindaki spot farkliliklari
saptanmistir. Ardindan peptit analizleri yapilmig ve limon tiiriine ait tam sekans bilgisi
diinyada bulunmadigindan portakal sekans1 ile karsilagtirmalar yapilmistir. Elde edilen konu

ile ilgili caligmalarda kullanilabilecek ve yeni katkilar sunabilecek niteliktedir.
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GENEL BIiLGILER

Turunggil 1slahinda meyve Ozellikleri ile ilgili ¢alismalar 15- 25 yil gibi ¢ok uzun zaman
almakta ve yogun bir emek ve para gerektirmektedir. Bu uzun zamana ragmen her zaman
basarili sonuglarin alinmasi da miimkiin olmamaktadir. Son doénemde biyoteknolojik
yontemlerin turunggil 1slahinda kullanilmaya baslamasiyla islahta etkinlik artmis ve 1slah
stiresi kisalmaya baslamistir. Bu yontemler ayn1 zamanda klasik yontemlerle elde edilemeyen
sonuclarin elde edilmesini de beraberinde getirmistir. Genetik transformasyon c¢aligsmalari (Li
ve ark., 2002; Anathakrishna ve ark., 2007), somatik melezlemeler (Guo ve ark., 2000; Hu-
Wu ve ark., 2005; Jo Ann ve ark., 2008), genetik haritalamalar (Roose, 2000; Oliviera ve ark.,
2004; Chen ve ark., 2008; Giilsen ve ark., 2010) yogun olarak turunggil 1slahinda
kullanilmaktadir. Ancak ¢ekirdeksizligi agiklayan veya haritalayan ¢calismalar mevcut degildir.
Bu calismalarda istenen oOzelliklerle kontrol eden genleri ifade eden markirlarin ortaya
konulmasi, genlerin yerlerinin tespiti, klonlanmasi ve diger gesitlere bunlarin aktarilmasi
islemleri yapilmistir. Meyve ozellikleri ile ilgili genlerin belirlenmesi ve bunlara iliskin
molekiiler markirlarin olusturulmasi g¢esit 1slahinda ¢ok 6nemli kolayliklar saglamaktadir. Bir
meyve 0zelligi ile yakin iligkili bir molekiiler markirin gelistirilmesi, o 6zellikle ilgili 1slah
caligmalarinda, daha kiiciik fide doneminde dahi amaca uygun bitkilerin secilmesini
saglamaktadir. Molekiiler markir yardimiyla seleksiyon (marker assisted selection-MAS)
olarak adlandirilan ve c¢evresel etmenlere bagli olmayan bu yontem 1slah programlarini ¢ok
daha etkili kilmakta ve zaman, para ve emek tasarrufu saglamaktadir (Han ve ark., 1997;
Jinping ve ark., 2009). Ote yandan proteom calismalarinda transkriptomik analizler gen
expresyonu ile ilgili ¢cok net bilgiler vermesi bakimindan ¢ok etkili bir yontemdir. Proteomiks
bitki 1slahinda giiclii bir metot haline gelmistir ve protein sekansi bitkilerde ¢ok korunmus bir
yapt gostermektedir (Muccilli ve ark., 2009). Proteom analizleri diger ¢aligmalarla
belirlenemeyen farkliliklarin genlerin bir {irlinii olan protein diizeyinde belirleyebilmesi

bakimindan gii¢lii bir yontemdir.
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GEREC VE YONTEM

Calismada materyal olarak Alata Bahge Kiiltiirleri Arastirma Enstitiisiinde mutasyon 1slahi ile
‘Kiitdiken’ limonundan elde edilen (Uzun ve ark., 2008) ve asagida kisaca bazi 6zellikleri
verilen ‘Alata’, ‘Giilsen’ ve ‘Uzun’ isimli {i¢ adet ¢ekirdeksiz limon ¢esidinin yaninda, bu
cesitlerin 1slah edildigi ¢ekirdekli bir g¢esit olan ‘Kiitdiken’ limonu kontrol g¢esidi olarak
kullanilacaktir. Calismada kullanilacak olan tiim limon agaclari 9 yasinda ve saglikli
durumdadir. Morfolojik 6zellikler bakimindan ayni bitkiden mutasyonla gelistirildigi icin
biiyiik oranda Kiitdiken g¢esidiyle benzerlik tasimaktadir. Bu ii¢ ¢esidin 6zellikleri Uzun ve
ark. (2008) tarafindan tanimlanmis olup asagida da 6zetlenmistir.

Alata: Aga¢ ve meyve Ozellikleri bakimindan ‘Kiitdiken’ limonuna benzemekle birlikte,
meyveleri ‘Kiitdiken’ limonundan biraz daha kii¢lik, tamamen ¢ekirdeksiz bir gesittir.

Giilsen: Agac ve meyve ozellikleri ‘Kiitdiken’ limonu ile ayn1 olup tamamen ¢ekirdeksizdir.
Uzun: Agac ve meyve Ozellikleri ‘Kiitdiken’ limonuna benzer olup kabuk kalinliginin biraz
daha fazla olmasi ile ‘Kiitdiken’ limonundan ayrilmaktadir. Tamamen ¢ekirdeksiz bir ¢esittir.
Kiitdiken: Verim ve meyve kalitesi bakiminda diinyanin en 6nemli limonlarindan biridir.
Meyve agirhigr 125 g civarinda, kabuk kalinligr 5.76 mm ve ortalama cekirdek sayis1 10.65
adettir. Dokuz ay kadar depolanabilmesi ve ihracata uygun bir ¢esit olmasi ile lilkemiz limon
yetistirticiligi i¢in en onemli gesittir. En 6nemli problemi ugkurutan (Phoma tracheiphila)
hastalina duyarli olmasidir (Tuzcu, 1990). Materyal olarak kullanilan limon g¢esitlerine ait

resimler Sekil 1°de verilmistir.
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C D
Sekil 1. Calismada materyal olarak kullanilan limon c¢esitleri (A= Kiitdiken, B= Alata, C=
Giilsen, D= Uzun)

Yontem

DNA Calismalari

DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin materyal bitkilerin siirgiin uglar1 kullanilmigtir. Her bir materyalden iki

kez DNA izole edilmis ve bu iki DNA 06rnegi ¢aligmalarda kullanilmistir. Kontrolle beraber
dort adet materyal oldugundan toplam sekiz 6rnek caligsmalarda yer almistir. DNA izolasyonu
calismalarinda Doyle ve Doyle (1990) yonteminden modifiye edilen ve asagida agiklanan
CTAB protokolii kullanilmistir (Giilsen ve ark., 2009).

Kullanilan kimyasallar: Trizma 1M 30 g/250 ml su (pH 8.0 ayarlanmis, otoklavlanmis),
EDTA 0.5 M, 37.2 g/100 ml su (pH 8.0 ayarlanmis, otoklavlanmig), 1000 ml ektraksiyon
¢ozeltisi i¢in: 20 g CTAB : %2 (W/v) CTAB, 100 ml 1M Tris: 100 mM Tris-HCI Ph 8.0, 81.6



13

g NaCl: 1.4 M NaCl, 40 ml 0.5 M EDTA: 20 mM Na EDTA (pH 8.0) 1000 ml’ye saf suyla
tamamlanmistir. Mechapto ethanol ektraksiyon ¢ozeltisi kullanmadan hemen once %0.2
oraninda ilave edilerek karistirllmistir. Ayrica 10 M Amonyum acetate (pH 7.7) su sekilde
hazirlanmistir: 10 M ¢ozelti i¢in 100 ml iki kere distile edilmis ve otoklavlanmis suya 77 g

ammonium acetate eklenecek ve ¢6zelti 0.22 um filtreden gegirilerek sterilize edilmistir.

DNA izolasyon Protokolii:

1. 62°C de su banyosunu 6nceden hazirlanir.

2. 30 mg geng bitki dokusunu roller presin arasinda ogitiiliir ve 1.2 ml ektraksiyon bufferi
roller presin {ist tarafina verilirken sol elle tiipiin i¢ine presten damlayan ¢ozelti toplanir.

3. 62°C’de 30-60 dakika boyunca inkubasyon yapulir, ara sira ters diiz edilir.

4. Uzerine 800 ul cloroform: octanol (24:1 oraninda) ¢dzeltisi ilave edilir ve yavasca ters diiz
yaparak karistirilir.

5. 14000 rpm’de 5 dak santrifiij edilir.

6. Sulu kismi pipetle ¢cekerek temiz 1.5 ml lik bir tiibe aktarilir

7. Uzerine toplam hacmin 2/3 ii kadar (550 ul) soguk isopropanol ilave edilir (beyaz ¢okelek
halinde DNA-+diger organik bilesikler gozle goriilebilir). 30 dk veya daha fazla —20°Cde
bekletilir.

8. 14000°de 2 dak santrifiij edilir ve sivi kismi1 uzaklagtirilir.

9. Kalan beyaz ¢okeltinin iizerine 500 ul yikama ¢ozeltisi (%76 EtOH, 10 mM amonyum
asetat) ilave edilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.

10. 14000 rpm’de 3 dk santrifiij yapilir ve s1v1 kismi1 uzaklagtirilir.

11. Beyaz ¢okelti tizerine 300 ul TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilir.

12. Cokelti tamamen ¢oziinene kadar oda sicakliginda gece boyunca veya 65°C’de 60 dk
bekletilir.

13. 10 ug/ml son konsantrasyon olacak sekilde RNAse ilave edilir ve 37°C’de 30 dk inkube
edilir.

14. 200 ul TE ve 15 ul amonyum asetat (10 M, pH 7.7) ilave edilir. Son olarak ¢ozelti lizerine
2 hacim kadar soguk etanol ilave ettikten sonra 20 dak veya gece boyunca —20°C’de bekletilir.
15. 14000 rpm’de 3 dk santrifiij yapilir ve sulu kisim dikkatlice uzaklastirildiktan sonra beyaz
DNA ¢okelegi iyice kurutulur.

16. Uygun miktarda TE (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilir (100-200ul).

17. DNA konsantrasyonu spektrofotometre ve agaroz jel ile dlgiilerek PCR ¢aligsmalarinda

kullanilmak tizere 10 ng/ul olacak sekilde ayarlanir.



14

DNA Markirlar1 Calismalari

Calismada DNA markirlar1 olarak, dominant olan SRAP, RAPD ve ISSR ile kodominant olan
SSR  markirlar1  kullanilacaktir. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism)
markirlart Li ve Quiros (2001), tarafindan gelistirilmis yeni bir molekiiler markir sistemidir.
PCR temelli bir sistem olan SRAP, iki primerden olusan bir kombinasyonla ¢aligmaktadir.
SRAP markir sistemi kolay uygulanabilen, tekrarlanabilen, ucuz ve etkili bir sistem olarak
degerlendirilmis (Li ve Quiros, 2001; Wang ve ark., 2008). Ayrica bu markir sistemi
tilkemizde bu proje ekibi tarafindan turunggil ve akrabalarinda basari ile uygulanmistir (Uzun
ve ark., 2009a). RAPD markirlar1 kolay uygulanabilir, ¢oklu bant veren, ucuz bir yontem
olmasi ile turuggillerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Corazza-Nunes ve ark., 2002; Schafer
ve ark., 2004). Ulkemizde yapilan galismada ise RAPD markirlar1 seleksiyonla elde edilen
‘Kiitdiken’ limonlarmin molekiiler ayriminda kullanilmis ve polimorfizm elde edilmistir
(Uzun ve ark. 2009b). Ote yandan ¢ok fazla sayida RAPD primeri oldugundan, ¢aligmada
daha fazla sayida primerle ¢alisma olanagi bulunacaktir. ISSR markirlart turunggillerde yakin
akrabalarin ayirt edilmesinde kullanilabilecek bir sistem olarak bildirilmis (Fang ve Roose,
1997), limonlar igerisinde cesitlerin ayirt edilmesinde basarili sonuglar vermis (Capparelli ve
ark., 2004) ve iilkemizde yapilan ¢alismalarda ‘Kiitdiken’ limonu klonlarinda bu markirlarla
polimorfizm elde edilmistir (Uzun ve ark., 2009b). SSR markirlar1 yakin akraba gruplarin
ayirt edilmesinde, genetik cesitlilik c¢alismalarinda etkili bir markir sistemi olarak
bildirilmistir (Barkley ve ark., 2006).

SRAP Analizleri

SRAP analizleri i¢in Uzun ve ark. (2009a)’nin turunggillerde kullanmis oldugu ve asagida
listesi verilen 13 adet ileri ve 16 adet geri olmak iizere toplam 29 primerden olusan 208
primer kombinasyonu kullanilmistir. PCR bilesenleri ve PCR dongiisii Uzun ve ark. (2009a)
kullandiklar1 asagidaki protokole gore uygulanmistir.

PCR bilesenleri, 1.5 pl 10X PCR buffer, 1.33 mM ileri ve geri primer, 200 uM her bir ANTP
(dATP, dGTP, dCTP ve dTTP), 2 mM MgCl,, 0.8 pg/ul BSA (Bovine serum albumin), 1
tinite taq DNA polimeraz enzimi, 20 ng DNA, 5.8 pl ddH;O. Karisigm 15 pl’ye
tamamlandiktan sonra son olarak buharlasmay1 engellemek amaciyla PCR tiiplerinin {izerine
bir damla mineral yag ilave edilmistir. PCR dongiisii;

94 °C 2 dk

94 °C 1dk

35°C1 dk} 5 dongii

72°C 1 dk



94°C 1dk
50 °C 1 dk 35 dongii

72°C 1dk
4 °C

Calismada kullanilan SRAP primerleri

[leri Primerler
Primer
Mel
Me2
Me3
Me4
Me5
Me6
Me7
Me8
Me9
Mel0O
Mell
Mel2
Mel3

Geri Primerler
Primer
Eml
Em2
Em3
Em4
Emb
Em6
Em7
Em8
Em9
Em10
Emll
Em12
Em13
Em14
Em15
Em16

Baz dizini (5°-3”)

TGA GTC CAAACCGGATA
TGA GTC CAA ACC GGAGC
TGA GTC CAA ACC GGA AT
TGA GTC CAAACCGGACC
TGA GTC CAA ACC GGA AG
TGA GTC CAA ACC GGA CA
TGA GTC CAA ACC GGA CG
TGA GTC CAAACCGGACT
TGA GTC CAA ACC GGA GG
TGA GTC CAA ACC GGA AA
TGA GTC CAA ACC GGA AC
TGA GTC CAA ACC GGA GA
TGA GTC CAA ACC GGA AG

Baz dizini (5°-3°)

GAC TGC GTACGA ATT AAT
GAC TGC GTACGAATT TGC
GAC TGC GTACGA ATT GAC
GACTGC GTACGAATT TGA
GAC TGC GTACGA ATT AAC
GAC TGC GTA CGA ATT GCA
GAC TGC GTA CGA ATT CAA
GAC TGC GTACGA ATT CAC
GAC TGC GTA CGA ATT CAG
GAC TGC GTA CGA ATT CAT
GAC TGC GTACGA ATTCTA
GAC TGC GTACGAATTCTC
GAC TGC GTACGAATTCTG
GACTGC GTACGAATTCTT
GAC TGC GTA CGA ATT GAT
GAC TGC GTACGAATT GTC




16

RAPD Analizleri
Calismada, RAPD primer kitleri (Operon Tech., Alameda, CA, USA) kullanilmis ve
asagidaki kitlere ait toplam 542 adet RAPD primeri ile calisilmistir. RAPD analizlerinde
PCR bilesenleri ve PCR dongiisii Uzun ve ark. (2009b), limonda kullandiklar1 asagidaki
protokole gore yapilmustir.

Kullanilan RAPD primer kitleri

OPAH OPAV OPBF OPAL
OPAU OPAZ OPBA OPAG
OPAF OPAP OPBH OPAJ
OPAM OPAS OPATY | OPAK
OPAO OPAR OPAD OPBD
OPAX OPBC OPAE OPBE
OPAT OPBB OPAI OPBG

RAPD Protokolii: 1.5 pul 10X PCR buffer, 1.33 mM primer, 200 uM her bir ANTP (dATP,
dGTP, dCTP ve dTTP), 2.5 mM MgCl,, 0.2 pg/ul BSA (Bovine serum albumin), 1 iinite taq
DNA polimeraz enzimi, 20 ng DNA, 5.8 pl ddH0. Karisim 15 pl’ye tamamlandiktan sonra
son olarak buharlagsmay1 engellemek amaciyla PCR tiiplerinin iizerine bir damla mineral yag
ilave edilmistir.

PCR dongiist;

94 °C 2 dk

94°C 30 sn

38°C1dk 38 dongii

72°C 1.15dk

72°C 7 dk

4°C oo

ISSR Analizleri

Limon ve diger turunggillerde daha 6nceki ¢aligmalarda (Giilsen ve Roose, 2001; Capparelli
ve ark., 2004; Shahsavar ve ark. 2007; Uzun ve ark., 2009b; Giilsen ve ark., 2009) kullanilmis
olan ve agagida verilen toplam 13 adet ISSR primeri kullanilmistir.

(AG)sYT, HVH (GA);T, HVH(TCC);, VHV(GT)s, (GA)sYG, DBDA(CA); (TAA)s,
(GACA)4 (GAA)g, (GT)sYA, (CAC)s, BDB(CA)/C, (TCC)sRY.
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PCR bilesenleri RAPD markirlarinda oldugu gibi uygulanacak, PCR dongiisii ise Uzun ve ark.
(2009b)’na gore asagidaki gibi diizenlenmistir.

94 °C 2 dk

94 °C 1 dk

50°C 1 dk 38 dongi

72°C 1.15dk

72°C 7 dk

4°C oo

SSR Analizleri

SSR primerleri Golein ve ark. (2005) tarafindan limonlarda kullanilan 3 adet, Aka-Kacar ve
ark. (2009), tarafindan bildirilen 7 adet ve Mikael L. Roose tarafindan turuncggillerde test
edilmis  olan  (http://www.plantbiology.ucr.edu/faculty/SSR-Marker-Tables-Germplasm-

v5.pdf) 26 adet olmak iizere toplam 36 adet SSR primeri kullanilmistir. PCR bilesenleri ve
dongiisii Giilsen ve Roose (2001)’den modifiye edilen asagidaki protokole gore uygulanmistir.
PCR bilesenleri, 1.5 pl 10X PCR buffer, 1.33 mM ileri ve geri primer, 200 uM her bir ANTP
(dATP, dGTP, dCTP ve dTTP), 2.5 mM MgCl,, 0.2 pg/ul BSA (Bovine serum albumin), 1
tinite taq DNA polimeraz enzimi, 20 ng DNA, 4.3 pl ddH,O. Karisim 15 pl’ye
tamamlandiktan sonra son olarak buharlagmay1 engellemek amaciyla PCR tiiplerinin lizerine
bir damla mineral yag ilave edilmistir. PCR dongiisii ise;

94 °C 2 dk

94 °C 1 dk

45-55 °C 1 dk 38 dongii

72°C 1dk

72°C 7dk

4°C

olacak sekilde diizenlenmistir.

PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde 1 X TBE (89 mM Tris, 89 mM Boric acid, 2 mM EDTA)
icerisinde 110 voltta 3-4 saat siireyle elektroforez yapilmistir (Sekil 2). Tiim elektroforez
islemlerinde 100bp DNA ladder standart olarak kullanilmigtir. Daha sonra jel goriintiileme

tinitesinde jellerin resimleri ¢ekilerek bilgisayar ortamina alinmastir.


http://www.plantbiology.ucr.edu/faculty/SSR-Marker-Tables-Germplasm-v5.pdf
http://www.plantbiology.ucr.edu/faculty/SSR-Marker-Tables-Germplasm-v5.pdf
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Sekil 2. PCR fiiriinlerinin agaroz jel elektroforezine yiiklenmesi iglemi
Ayrica calismada Ongoriilmemesine ragmen, cesitler arasindaki kiigiik dizin fakliliklarimi
bulabilmek amaciyla RT PCR (Real Time)’da High Resolution Melting (HRM) ¢aligmalari
yapilmig ve SSR primerleri ¢calisilmistir.
Bu amagla LightCycler 480 High Resolution Melting Master kiti kullanilmigtir. HRM analizi
icin PCR karigimi; her primerden 0.3 pM, 10 pl kit kapsaminda gelen master karisimi, 5 ng
genomik DNA, 25-50 mM MgCl, igermektedir. Karisim gradient su ile 20 pl’ye
tamamlanmis, reaksiyonlar PCR strip tiliplerinde LightCycler® 480 Sistemi’nde (Roche)
kullanilarak analiz edilmistir. PCR ve HRM analiz protokolii soyledir;
95°C 5 dakika
95°C 10 saniye
57°C 15 saniye 45 d}ngﬁ
72°C 15 saniye
72°C 1 dakika
40°C 1 dakika
HRM Curve Analizi i¢in Ornekler 60-90°C arasinda tutularak her bir derece igin 25
degerlendirme yapilmistir.
HRM tekniginin prensibi ¢ift sarmalli DNA sarmallarmin yiiksek sicaklikta ayrilirken
olusturduklar1 erime egrisinin florasan boyalarla tespitine dayanmaktadir. Yontem PCR
karisiminda yer alan boyalarin ¢ift sarmalli DNA’ya interaksiyonu ile baslar. PCR islemi

sirasinda Ornekler 1sitildiginda DNA denature olur ve florasan renk bir erime egrisi
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olusturacak sekilde sagilir. Farkli genetik baz dizileri farkli hizlarda erime egrisi
olusturacaklari i¢in baz dizileri olusturduklari erime egrileri kiyaslanarak ayirt edilebilir. Bir
tek baz farkliigi dahi erime egrisinin seklini degistirebilmekte bu sayede SNP
belirlenebilmektedir.
RNA Calismalari:

Projede temiz ve yeterli miktarda RNA elde etmek amaci ile farkli izolasyon yontemleri

kullanilmistir. Calismalarda c¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz limonlara ait yapraklarindan ve kiigiik
meyvelerden RNA izolasyonu yapilmistir. Qiagen, Roch ve Geneaid sirketlerinin RNA
izolasyon Kitleri ayrica manuel protokoller denenmistir. Manuel metodlardan CTAB/Acid
Phenol/Silica Membrane Metodu (Johnson ve ark. 2012) sonucunda elde edilen RNA
ornekleri, NanoDrop spektrofotometrik yontemi ile Sl¢iilmiis ve c¢ok iyi sonuglar verdigi
goriilmistiir. Bu metod sonunda 500 ng degerine varan miktarda ve olduk¢a temiz RNA elde
edilmistir. Elde edilen RNA’lar TUBITAK MAM’a sekanslama amaciyla génderildiginde
maalesef Orneklerin kalite kaybina ugradigi anlasilmistir. MAM’da bioanalyzer cihazi ile
yapilan dlciimlerde RNA’larm Illimuna sisteminde sekanslamaya uygun olmadigi rapor
edilmistir. RNA Ornekleri ile yeni nesil sekanslama sistemleri ile yapilan ¢aligmalar diinyada
2005 yilinda baslamistir. Ulkemizde ise bu sistemler kullanan ve hizmet sunan laboratuvar
sayis1 oldukga azdir. En yaygin olarak Illimuna ve Roch teknolojileri kullaniimaktadir. Roch
sistemi Istanbul Universitesi Deneysel Arastirmalar Merkezinde aktif olarak calismaktadir.
[llimuna sistemi ise TUBITAK MAM’da mevcuttur. Elde edilen RNA &rneklerinin illimuna
sistemine uygun hale getirebilmek icin TAGEM/ 12 / AR-GE / 10 nolu proje kapsaminda, o
proje yiiriitiiciisii olan ve ayni zamanda bizim projemizde RNA calismalarini birlikte
yiiriittiigiimiiz Yrd. Dog. Dr. Kahraman GURCAN tarafindan kayis1 érnekleri doku kiiltiiriinde
kiiltiire alinarak TUBITAK MAM’a gotiiriilmiis ve taze yapraklardan orada RNA izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen RNA 0Orneklerinin yeni nesil sekanslama sistemine uygun oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle, temiz RNA elde etmek amaciyla limon ¢esitlerinden doku kiiltiiri
ortamina alinan gozlerden siirgiinler elde edilmis ve bunlar 4-5 yaprakli olunca (Sekil 3)

yapraktan RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu asagida aciklanan sekilde yapilmistir.
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Sekil 3. RNA izolasyonu i¢in doku kiiltiiriinde yetistirilen bitkiler

RNA izolasyonu asagida agiklanan sekilde yapilmstir (Sekil 4).
1- 14m ml’lik RNAse free santrifiij tlipleri ve spatulalar igerisinde sivi azot bulunan

strafor kutu igerisinde sogutulmustur.

2- Yine -80°C’de tiipler igerisinde bulunan bitki dokulari sivi azot igerisine
yerlestirilmistir.
3- Icerisine bir miktar s1vi azot konulmus havanlara 100 mg bitki dokular1 sogutulmus

spatula ile alinmistir.

4- Daha sonra iizerine 450 ul lysis buffer eklenmis ve {izerine 10 ul mercaptoetanol
eklenerek ceker ocak igerisinde havanda bitki dokular1 dgiitiilmiistiir.

5- Karigim hizlica bir santrifiij tiipiine alinarak 1-2 dakika siire ile vortexlenmistir.

6- Ardindan 13200 rpm’de 2 dakika santrifiij yapilmis ve istteki yaklasik 450 ul
supernatant kisim dikkatlica bagka bir RNAse free 1,5 ml’lik bir tiipe aktarilmistir.

7- Bunun igerisine yaklasik 225 ul oda sicakligindaki % 96-100’liik etanol eklenmistir.

8- Yaklagik 670 ul karnistm 2 ml’lik tliplerdeki RNAeasy mor stlinlarinin igerine
konulmus ve kapag dikkatlice kapatilmistir.

9- Karigim 10000 rpm’de 15 sn santrifiij edilmistir.

10- Tiipler igerisine 700 ul RW1 tamponu ilave edilmis ve 10000 rpm’de 15 sn santrifiij

edilmistir.
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11- Stiziintii bosaltilmis tizerine 500 ul RPE buffer eklenmis ve 10000 rpm’de 15 sn
santrifiij edilmistir ve pellet kismi uzaklastirilmistir.

12- Siiziintii bosaltilmus iizerine tekrar Uzerine 500 ul RPE buffer eklenmistir.

13- RNeasy silica-gel membranin yikanmasi igin 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

14- Stiziintii bosaltilms ve etanol kalintis1 birakmamak igin karisim 2 dakika son kez spin
edilmistir.

15-  Silika-gel membran spin tiipli yeni 1.5 ml tiiplere aktarilmig. 30 ul RNase-free su
silica-gel membranin {izerine ilave edilmis ve 1 dakika beklenmistir.

16- 10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

17-  RNA’nin bozulmasini engellemek i¢in tiipler buz iizerine alinmistir.

18-  RNA miktar1 ve konsantrasyonu NanoDrop spektrofotometrede belirlenerek RNA -
80°C’de muhafaza edilmistir.

Elde edilen ve kalite degerleri belirlenen RNA 6rneklerinde sekanslama g¢aligmalari hizmet

alim1 kapsaminda yapilmistir.
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Sekil 4. RNA izolasyonunun farkli agamalari

Protein Calismalari

Protein ekstraksiyonu i¢i limon bitkisinin yaprak, meyve ve ¢igek dokular1 4 °C’deki havanlar
igerisinde siv1 azot ile parcalanarak protein izolasyonu islemlerinde kullanilmistir. Ardindan
protein ekstraksiyon kiti, fenol ekstraksiyon yontemi ve aseton ekstraksiyon ydntemleri
kullanilarak protein miktar1 ve farkli protein sayisinin en fazla oldugu izolasyon yontemi
optimize edilmistir. Thermo P-PER Plant Protein Extraction Kit (89803) kullanilarak yapilan
calismada tiretici firmanin protokoliine gore asagidaki sekilde yapilmis olup protein sayisi
fazla olmamasia ragmen oOzellikle cekirdekli ve cekirdeksiz meyvelerden elde edilen
proteinlerin Sodyum Dodesil Siilfat Poli Akrilamid Gel Elektroforezi (SDS-PAGE) (%10)

islemi ile analiz edildiginde bir bantta farklilik gozlemlenmistir.
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1. P-PER ¢alisma solusyonu 2. Ezilmis dokulann plastik 3. p-PER solusyonunun 4, Dokunun ezilerek
ezme torbalanna eklenmesi i - . .
eklenmesi homojenize eidimesi
= organik faz
¥ ' H.- protein
S.Homajenize dokunun 6. santrifi] tapane lizat 7. Santrifuj islemi 8. Alt faz alinarak protein
alinmasi eklenmesi islemlerinde kullanilir
Islemler;
1. Calisma soliisyonu hazirlanarak kolloidal siispansiyon olusana kadar karistirilmistir.

Ardindan protein degredasyonunun olmamasi i¢in bir miktar proteaz inhibitér kokteyl
eklenmistir.

2. Dokular (80 mg) acik kismi yukari gelecek sekilde tutulan plastik fileli kaplara
eklenmistir.

3. Calisma soliisyonu (1 ml) eklenerek sert ve yuvarlak uclu bir cubukla iyice
homojenize olana kadar ezilmistir.

4. Mikropipet kullanilarak homojenat alinip eppendorf tiiplerine eklenmistir.

S. 2000-5000xg de 5 dakika santrifiij edilerek altta kalan ve protein igeren sivi yeni bir
tiipe alinarak protein elektroforezi islemlerinde kullanilmistir.

Protein ekstraksiyon islemi Kkitlerin yaninda asagidaki protokoller kullanilarak ta
gerceklestirilmis olup en yiiksek oranda protein miktar1 ve net protein bandi fenol
ekstraksiyon protokolii ile elde edilmistir. Bu nedenle 2DGE ve IEF elektroforez islemlerinde

kullanilan 6rnekler bu yontem kullanilarak yapilmastir.

Protein Ekstraksiyon Yontemi

Protein ekstraksiyonu Isaacson ve ark. (2006)’nin metoduna gore asagidaki gibi yapilmistir:

l. Taze dokuyu sivi azotta parcalanmistir. Tartarak esit hacimde kaplara eklenmistir (1-

59)

Il. Pargalamaya baslamadan dnce s1v1 azot ile havan sogutulmustur.
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Il. Doku soguk havana koyularak asitte yitkanmis kum taneleri ile karistirilmigtir
(0.5-1 g/1g taze doku) (ayrica 1-15% PVPP wt/wt eklenmesi fenolik bilesikleri elimine ederek
daha saf protein elde edilmesini saglamaktadir). Dokunun erimemesine dikkat edilmistir.
Fiberce zengin dokular icin her 1 g doku i¢in 10-15 ml ekstraksiyon tamponu eklenmis ve

homojenize edilmistir. Maximum homojenizasyon optimum sonug¢ vermektedir.

IV. Fenol Ekstraksiyonu (Sekil 5)

1. Elde edilen toz soguk fenol ekstraksiyon tamponunda (0.7M siikroz; 0.1M KCI; 0.5M
Tris-HCI, pH 7.5 ve 50 mM EDTA. Kullanmadan hemen 6nce 2% merkaptoetanol (v/v) ve
ImM PMSF eklenir) suspend edilmistir (PVPP 100mg/1g doku; ekstraksiyon tamponu
15ml/1g doku). Proteinler tamponda solubilize edilmistir. Proteaz aktivitesini minimize etmek
icin 6rnekler 4 derecede tutulmus ve islem olabildigince hizli yapilmistir.
Esit hacimde Tris HCI ile sature fenol eklenmistir (pH7.5; 8-8.5).
Karisim 4 derecede 30 dakika ¢alkalanmustir.
Ardindan 5000xg de 4°C’de 30 dakika santrifiij edilmistir.
Ust fenolik faz alinmus alt aqua faz pelletle birlikte atilmustir.
Elde edilen fenolik faza esit hacimde ekstraksiyon tamponu eklenmistir.
Asama 3-6 tekrarlanarak suda ¢6zlinen kontaminantlar uzaklastirilmistir.

Asama 3-5 tekrarlanmistir. Bu asamada fenoliin yaris1 kalmaktadir.

© © N o g b~ N

Proteinleri ¢oktiirmek i¢in 5 hacim soguk amonyum asetat (0.1M, metanolde
¢oziilmis) eklenmistir. Bir gece -20°C’de bekletilmistir. Proteinler beyaz goriiniimlidiir.

10. Ornekler 5000xg de 4 ‘C’de 30 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant pipetle
dikkatlice atilmistir.

11. Pelleti yikamak i¢in iki hacim (en son elde edilen fenolik faza gore) soguk metanol
eklenerek hafif¢e karistirilmstir.

12. Ornekler 5000xg de 4 "C’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant dikkatlice
atilmustir.

13. 11 ve 12. Asamalar tekrarlanmistir. Bu asamada amonyum asetat, fenol, lipitler ve
pigmentler uzaklastirilir.

14. 11 ve 12. Asamalar iki defa tekrarlanmistir. Bu asamada metanol yerine aseton
kullanilmistir (asetonda kuruma islemi daha hizli gergeklesir).

V. Pellet ¢eker ocakta kurutulmustur. Ideal protein rengi beyaz veya oldukca agik

renklidir. Pellet 1.5 ml lik tliplere alinmistir (proteinlerin asir1 kurutulmasi ¢ozlinmeyi
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engelleyebilir, ayrica aseton kalmtis1 da ¢dziinmeyi engelleyebilir). Ornekler -80 derecede
kiigiik hacimlerde kaplara ayrilarak saklanmistir.
VI.  Uygun denemeler igin pellet protein resiispansiyonu elde etmek amaciyla tamponda

resiispand edilmistir.

Sekil 5. Fenol extraksiyonu ¢aligmalarindan bir goriintii

Bu asamadan sonra;

a. Bir boyutlu jel elektroforezi igin: pellet SDS jel yiikleme tamponunda ¢ozdiirilmiistiir.
b. 2D i¢in: orneklerdeki tuz, SDS gibi yiiklii molekiillerin miktarmin minimum diizeyde
olmast saglanmistir. Bunlar izoelektrik fokuslamada (IEF) problem olusturmaktadir. Bu
nedenle protein solubilizasyonunda iire ve zwitteriyonik deterjanlar (CHAPS) veya non-iyonik
deterjanlar (Triton x100 gibi) kullanilmigtir.

NOT: 4 derecede inkiibasyon sonucunda iire kristalleri olusabilmektedir. Ayrica 30 "C’nin
iistiinde iire protein karbamilasyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle islemler birkag saat

icinde yapilmamustir.
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IV.  Analitik islemlerden Once yiiksek gx de santrifiij yapilarak siipernatant alinip jele
yikleme islemlerinde kullanilmistir. Boylece Orneklerde ¢o6ziinmeyen maddelerin

olmamasindan emin olunmustur.

Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Farkli dokulardan elde edilen proteinlerin konsantrasyonu asagida belirtilen protokole gore
Modifiye Bradford yontemi kullanilarak belirlenmistir (Bradford, 1976;
http://openwetware.org/images/a/a6/Modified Bradford Dye Assay Protocol.doc).

25 gComassie brillant
blue G-250

(:O\ 8 Suile 150 mlye

tamamlamir
> —_—
25 ml %685 ortofosforik

asit eklenir

12.5 ml etanol

Bradford soliisyonunun hazirlanmasi: 25 gr Comassie brillant blue 12.5 ml etanol ve 25 ml
%85’lik ortofosforik asit igerisinde iyice c¢ozdiiriilerek su ile 150 ml’ye tamamlanmistir
(Bradford, 1976). Elde edilen soliisyon Whatman No.1 kagidi ile siiziildiikten sonra protein
miktar1 6l¢iim islemlerinde Spektrofotometre ile 6l¢iilmek tizere kullanilmastir.

Olgiimlerde standart olarak Bovin serum albiimin (BSA) (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 pg/ml)
kullanilmistir.  Orneklerin spektrofotometrede 595 nm’deki dlciimleri proteinlerin Bradford
sollisyonuna gore verdikleri reaksiyona gore belirlenmistir. Asagidaki sekilde en diisiik ve en
yiiksek protein konsantrasyonundaki renk degisikligi goriilmektedir. Ol¢iim degerleri ile elde
edilen absorbanslara gore elde edilen grafik asagida belirtilmistir. R? degerinin 0.99 olarak

bulunmasi 6l¢iim degerlerinin en 1yi diizeyde oldugunu gostermektedir.



http://openwetware.org/images/a/a6/Modified_Bradford_Dye_Assay_Protocol.doc
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Sekil 6. Spektrofotometre cihazinda protein konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Kiitdiken Alata Giilsen Uzun

Absorbans degerleri 0,378 0,319 0,356 0,398
0,278 0,257 0,319 0,371

0,268 0,276 0,323 0,36

Ortalama 0,308 0,284 0,332 0,376
Konsantrasyon (pg/pl) 2,16 1,98 2,34 2,66

Asagidaki tabloya gore cesitlerin protein miktarlar1 300-350 pl igerisinde 500 pg protein
olacak sekilde ayarlanmig ve jele yiiklenerek 2D islemleri yapilmistir. Bu islem her bir

deneme i¢in yeniden hesaplanmistir.

Kiitdiken| Alata | Giilsen | Uzun
274 302 247 214 Protein (ul)

51 23 78 111 IEF soliisyonu (ul)

500 500 500 500 Toplam konsantrasyon ( pg)

Asagidaki standart grafiginden elde edilen “y = 0,1364x + 0,0132” denkleminde ¢ekirdekli ve
cekirdeksiz limon meyvelerinden elde edilen proteinlerin absorbans degerleri yazilarak

konsantrasyonlar1 belirtilmistir. SDS-PAGE protein jel elektroforezinde jel kuyucuklarina
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yilkleme yapilmadan 6nce Orneklerin protein konsantrasyonlari tampon ile ayni orana

getirilecek sekilde ayarlanmistir.

2D IEF sisteminde yapilan denemede standart protein konsantrasyonu asagidaki tabloda

belirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra dl¢limler yapilarak grafik ¢izilmistir.

Tip | Protein miktar:1 | Standart Ure karigimi | 0.1 N | dH,O (ul) | 1:3 diliie
no (ng) soliisyon (ul) | (ul) HCI (ul) B.R (ml)
Kor |- - 10 10 80 3.5
1-1 | 2 pg/ plire 0.4 9.6 10 80 3.5
1-2 | 5 pg/ plire 1 9 10 80 3.5
1-3 | 10 pg/ pltire 2 8 10 80 3.5
1-4 | 20 pg/ pl ire 4 6 10 80 3.5
1-5 | 30 pg/ plire 6 4 10 80 3.5
1-6 | 40 pg/ pl tire 8 2 10 80 3.5
1-7 | 50 pg/ pl tire 10 - 10 80 3.5
Protein konsantrasyonu
0,8
—0,7 y =0,1364x+ 0,0132
E 06
[Ty ]
B 05
@ 0,4
203
202
£
< 0,1
0
0 1 2 3 4 5 6
Eksen Baghgi

R? degerlerinin hesaplandigi standart protein grafigi (Orneklerin protein konsantrasyonlarinin

hesaplamasinda kullanilmis olup her bir deneme icin yenilenmistir)

Cekirdekli ve ¢ekirdeksiz limon meyvelerindeki protein drneklerinin miktar 6l¢timii i¢in 5 mg

protein 6rnegi ependorf tiiplere alinarak 200ul iire karisimi eklenip oda sicakliginda 15 dakika

bekletilmistir. Ardindan 12.000xg de 3 dakika santrifiij edildikten sonra asagidaki tabloya

gore karisimlar hazirlanmistir.
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Tip | Aciklama | Ure karisimda | Ure 0.1 N | dH20 1:3 diliie
¢oziilen Ornek | karisimi HCI (ul) | (ul) B.R (ml)
(ul) (ul)

Kor |- - 10 10 80 35

1-1 Cekirdekli | 10 10 10 80 35

1-2 Cekirdeksiz | 10 10 10 80 3.5

OD degerlerine gore protein miktar hesaplamalar1 asagidaki formiile gore yapilmistir;

Ornekteki protein miktar: (ug)=(6rnegin OD ’si/standart egrinin egimi)x Diliisyon faktorii

Formiilde degerler yerine koyuldugunda 2 oraninda seyreltilmis Kiitdiken, Alata, Gulsen ve

Uzun c¢esitlerinde protein miktar1 2,16; 1,98; 2,34; 2,66 pg/ul olarak bulunmustur.

IEF Soliisyonu Hazirlama

Eklenme sirasi

Kimyasal

8 M iire

2M thioiire

%0.2 amfolin

4 % CHAPS

S50 mM DTT

o O B~ W N

%0.02 bromophenol blue

Ure ve thioiire bir behere tartilarak eklenmis ve kullanilacak hacmin bir kismi ile ¢dziinmesi

saglanmistir (Ornegin 100 mL yapilacaksa 40-45 mL dH,O’da ¢oziiliir). Coziinmeyi

kolaylastirmak igin, 30 ‘C’yi gegmeyecek sicakliktaki bir su icinde bekletilebilir. Ure ve

thioiire ¢oziindiikten sonra yukaridaki geri kalan kimyasallar (bromophenol blue hari¢) sira

ile eklenir. Ampholine kullanilirken kontaminasyon riskine karst bek alevi yaninda

calisilmasina dikkat edilir. Tiim kimyasallar ¢ozliniince hacim istenilen miktara tamamlanir.

En son bir spatiil ucuyla hafifce bromphenol blue i¢ine dokundurup ¢ikarildiktan sonra

soliisyona eklenir. Renk yeterli goriillmezse biraz daha ilave edilebilir. Son olarak elde edilen

IEF siiziilerek kalintilardan temizlenir (Wu ve ark., 2013).
IEF islemleri

1. Protein miktar1 belirlenmistir (modifiye Bradford ile).

2. Ornekler 300 pl’de 500 ug protein olacak sekilde ayarlanmistir (IEF tamponunda).
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3. 300 pl ornek strip kaplarinda kuyucuklara eklenerek {lizerine strib’in ters tarafi jel alta

gelecek sekilde birakilmigtir.

4. Bos kuyucuklardan bir kagina su eklenerek kurumayi engellemek icin stre¢ film ile
kapatilmistir.

5. Bir gece 22 °‘C’de bekletilerek striplerin proteinleri almasi saglanmustir.

6. Stripler IEF kuyucuklarina yerlestirilerek (rakamli kisim pozitife koyulur-jelin iiste

gelmesi tercih edilir) ve ug kisimlarina wick (absorbant kagit) koyulmustur. (wicklerin tizerine
100-200 mikrolitre nanopure su eklenerek iki kagit arasina sikistirilip fazla su alinmistir.

7. Jelin iizeri mineral yag ile doldurulmustur (yaklasik 3.5 ml).

8. Ardindan IEF cihazinda protokol ¢alistirilmistir.

IEF Sisteminde Orneklerin Bekletilmesi

Konsantrasyonlari esitlenen protein drneklerinden 200 pl alinarak IEF striplerinin (17 cm, 3-
10 pH) iizerine eklenmis ve bir gece proteinleri absorblamasi saglanmistir. Ardindan IEF
sistemine birakilarak asagidaki programa gore yiiriitiilmiistiir: 500 V’ta 1 saat lineer, 500 V’ta
2 saat rapit, 10.000 V’ta 5 saat lineer, 10.000 V’ta 10 saat rapit ve ardindan 500 V’ta
tutulmustur. Islemler 50 pA de gerceklestirilmistir. Stripler ¢ikarildiktan sonra asagida
belirtildigi sekilde hazirlanan SDS-PAGE jele koyulmus ve 50 mA de 6 saat yiiriitiildiikten
sonra Coomassie boyasi ile boyanip asagida belirtildigi sekilde goriintiilenmistir.

SDS-PAGE Hazirlama

1. Stripler IEF sistemden alinmadan o6nce DTT ve iodoasetamid iceren denge
soliisyonlart hazirlanir (herbir strip i¢in 5-10 ml).

2. Strip kuyucuklarina stripler birakilarak (6ncesinde bir pecete iizerinde yagi emdirilir
ve kosturma tamponunda yag1 alinir) DTT’li (100mg/10ml) denge soliisyonu eklenir (5Sml) ve
15 dakika calkalanir

3. Ardindan DTT’li soliisyon dokiilerek (lavaboda egerek yapilabilir) iodoacetamid’li
(250mg/10ml) soliisyon eklenir ve 15 dakika bekletilir.

4, Bu siire igerisinde 1X kosturma tamponu hazirlanir (yaklasik 1.51) .

S. Akrilamid jel sisteme yerlestirilir (Tampon sizintisint engellemek icin Onceden

lastiklerinin takilmasina dikkat edilir).

6. Tampon iist kisma eklenerek alt kisstmdan akip akmadigi kontrol edilir.
7. Geriye kalan tampon alt tanka egdirilerek kopiik olusturmadan eklenir.
8. Dengeleme soliisyonundan alinan strip tekrar kosturma tamponunda temizlenir ve jelin

uzerine dikkatlice birakilir.



9. 50 mA de kosturulur (her bir jel i¢in 25 mA olacak sekilde ayarlanir).

10.
11.
12.

Islem sonunda su girisleri ¢ikarilarak uglarma tipa takilir ve lavaboda suyu bosaltilir.
Camlar arasindan jel ¢ikarilirken spacerler ¢ikarilir ve spatul ile agilir.

Iki tarafli agma islemi yapildiktan sonra ters gevrilerek fiksatifte bekletilir.

Sekil 7°de SDS PAGE jelde elektroforez islem goriintiisii verilmistir.

SDS-PAGE jel hazirlanmasi tabloda belirtildigi sekilde yapilmstir
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Kullanilan Yiikleme jeli (5 ml) | Kullanilan Kosturma jeli (%12,
kimyasallar kimyasallar 10ml)

Tris HCI (0.5M, pH 1.25 1.5M Tris HCI 2.6

6.8) (pH 8)

SDS (%10) 0.05 SDS (%10) 0.1
Akrilamid 0.67 Akrilamid 4

Su 2.97 Su 3.2

APS (%10) 0.05 APS (%10) 0.1

TEMED 0.005 TEMED 0.01

Jel Boyama islemi

Sekil 7. SDS PAGE jelde elektroforez islemi
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Jel boyama iglemi Syrovy ve Hondny (1991)’nin metoduna gére Coomassie brillaiant blue G-
250 ile yapilmistir. Jel elektroforez isleminden sonra 450 ml metanol, 90 ml asetik asit, 450
ml distile su, 2.5 g Coomasie brilliant blue G250 ile hazirlanan boya igerisinde 20-25°C" de 30
dakika bekletilmistir. Plastik bir kap igerisinde yikama ¢ozeltisi degistirilerek jelin yikama
islemine gece boyu devam edilmistir. Jel boyandiktan sonra ¢esme suyu ile birka¢ defa
yikanmigtir. Ardindan 450 ml metanol, 90 ml asetik asit, 450 ml H,0, karisiminin 200 ml'si
icinde 30 dakika bekletilmistir. Jel, % 10 gliserol ¢ozeltisine aktarilarak hem normal boyutuna
ulagsmasi hemde kirilganliginin azalmasi saglanmistir. Ardindan Bio-Rad ChemiDoc MP Jel

Goriintiileme Sistemi ile goriintiilenmistir (Sekil 8).

Sekil 8. Jel goriintiilerinin goriintiileme cihazinda alinmasi

LC-MS/MS analizi

Jeller Coomassie brillant blue ile boyanmis ve jel-i¢i ayrimi igin kesilmistir. Ayrimin ardindan
%3 CAN i¢inde %0.4 formik asit, %50 ve %100 CAN i¢inde %0.4 formik asit sirali yitkama
ile jel matrisinden peptitler yikanmistir. Peptitler daha sonra ZipTip C 18 (Merc Millipore) ile
tuzdan arindirilmigtir. Eksigent expert nano-LC 400 systeme (AB SCIEX) sahip AB SCIEX
TripleTOF 5600+ instrument (AB SCIEX) kullanilarak ikili spektrometrik kiitle analizleri
gerceklestirilmistir (Sekil 9). Analyst® TF v.1.6 (AB SCIEX) kullanarak MS ve MS/MS
verileri elde edilmis ve MS verileri pepdit teshisi i¢in ProteinPilot 4.5 Beta (AB SCIEX)

kullanilarak analiz edilmistir.
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BULGULAR

DNA Calismalar

DNA calismalar1 i¢in 542 RAPD, 208 SRAP, 36 SSR ve 13 adet ISSR olmak {izere toplam
799 primer kullanilmistir. Calismalar iki yinelemeli olarak siirdiiriilmistir. DNA

calismalarinda c¢esitleri net bir sekilde ayirt edebilen bir primer tespit edilememistir.

Calismada elde edilen baz1 jel goriintiileri asagidaki sekillerde verilmistir.
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Sekil 10. Calismada kullanilan bazi RAPD primerleri ile ile limon ¢esitlerinde elde edilen jel
goriintlisii (soldan saga dogru, Giilsen, Uzun, Alata, Kiitdiken)

Proje basvuru metninde olmamasina ragmen SSR primerleri ile RT-PCR cihazinda HRM
calismast da yapilmistir. RT-PCR c¢alismalarinda g¢esitler arasinda net bir farklilik
goriilmemistir. Sekil 11°’de AG 14 primerinde elde edilen RT-PCR goriintiisii verilmistir.

dFidT

65 70 75 80 85 90
Temperature (*C)

Sekil 11. Limon ¢esitlerinde RT-PCR cihazinda AG 14 primeri ile elde edilen goriintii



RNA Calismalar
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Limon yapraklarindan RNA izolasyonlar1 sonucunda cesitlere gore elde edilen kalite ve

kantite degerleri asagida verilmis olup, bu degerler sekanslama i¢in uygun bulunmustur.

Giilsen Limon Cesidi RNA Kalite ve Kantite Degerleri
(Yaprak)
Nucleic Acid Conc : 366,66 ng/uL
0D260/280 ;2,14
0D260/230 1 3,25
0D260 5,893 6,13
0D280 1,011
4,08
0D230 -0,453
0D320 -3,274
2,04
Pathlength (mm) 0,686 8
Dilution 1,000 0
2,04
220 24(] Zéll Zé[} 3[‘](] 3é(l
Wavelength(nm)
Alata Limon Cesidi RNA Kalite ve Kantite Degerleri (Yaprak)
Nucleic Acid Conc : 939,17 ng/uL
0OD260/280 : 2,22
0D260/230 1,91
0D260 20,547 20,7
OD280 7,647
15,5
0D230 9,381
0D320 2,932 / \
10,3
Pathlength (mm) 0,686 a8
Dilution 1,000 5,2
(]
220 240 260 280 300 320

Wavelength{nm)
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Uzun Limon Cesidi RNA Kalite ve Kantite Degerleri (Yaprak)

Nucleic Acid Conc : 605,81 ng/uL

0D260/280 1 2,19
0D260/230 1 2,32
0D260 14,489
13,3
0D280 6,251
0D230 5,870 /
10 ‘
0D320 0,656
Pathlength (mm) 0,686 8 67
Dilution 1,000
3,3
0
220 240 260 280 300 320

Wavelength(nm)

Kiitdiken Limon Cesidi RNA Kalite ve Kantite Degerleri (Yaprak)
Nucleic Acid Conc : 802,47 ng/uL

0D260/280 1 2,19
0D260/230 1 2,63
0D260 17,110 17,7
0D280 6,189
13,2
0D230 4,671
0D320 -2,952 88
Pathlength (mm) 0,686 8
Dilution 1,000 4,4
0

220

240

260 280
Wavelength(nm)

300

320




RNA sekanslama islemleri yerli bir firma araciligi ile Hong Kong’ta yaptirilmastir.
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Caligmada ayrica kiiciik meyvelerden de RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonlari

sonucunda ¢esitlere gore elde edilen kalite ve kantite degerleri asagida verilmis olup, bu

degerler sekanslama igin uygundur. Orneklerin tamamimin sonraki ilemler icin ‘A’ smifinda

belirlenmistir (Tablo 1). Bu durum iyi bir sekanslama i¢in ¢ok 6énemlidir.

Tablo 1: Limon ¢esitlerinin kiiciik meyvelerine ait RNA o6rneklerinin genel kalite ve kantite

degerleri.

Concen-

No.| Shmpie | Sample | Tt | ool |Vatume(u) | iy | RN | B | ubrary Type | 25
1 Uzunil 85214102932 1 403 23 9.27 9.1 1.9 | TruSeq(Transcriptome) | Level A
2 Uzun?2 85214102933 1 760 21 15.96 9.1 2.0 | TruSeq(Transcriptome) | Level A
3 Gulsenl |85214102934 1 774 21 16.25 9.1 2.0 | TruSeq(Transcriptome) | Level A
4 Gulsen? 85214102935 i 464 20 9.28 9.3 1.9 | TruSeq(Transcriptome) | Level A
5 | Kutdikenl |85214102936 1 527 21 11.07 9.1 1.9 | TruSeq(Transcriptome) | Level A
6 | Kutdiken2 [85214102937 1 588 20 11.76 8.9 1.9 | TruSeq(Transcriptome) | Level A
7 Alatal 85214102938 1 550 21 11.55 9 1.9 | TruSeq(Transcriptome) | Level A
8 Alata2 85214102939 1 574 20 11.48 9.3 1.9 | TruSeq(Transcriptome) | Level A

Asagida ¢esitler bazinda elde edilen kiiciik meyvelere ait RNA kalite ve kantite degerleri

ayrintilari verilmistir.

Uzun Limon Cesidi RNA Kalite ve Kantite Degerleri (Meyve)

Uzunt [1:0]
[FU]
300
|
\
250+
2004
1504
|
100 ‘
[
50 ‘ }
0 ~B
1 A
] 1 | I 1
25 200 500 1000 2000 4000
Overall Results for sample 3 :  Uzunl

RNA Area
RNA Concentration:
IRNA Ratio [28s / 18s]:

77

7877

403 ngfl

1.9

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Color:
Result Flagging Label:

91 (B.0207)
]

RIN:9.10




Giilsen Limon Cesidi RNA

Kalite

veE

Kantite

39

Degerleri

(Meyve)

Gulsen1 [1:1]
[FU]

250 [
200 ’
150 ]

\
100 |
501 ‘ x ]

¢

1> L

e e e e e e e e e e e e e e il i i

1 T 1

T T
25 200 500 1000 2000 4000

Overall Results for sample 9 :  Gulsenl
RNA Area: 708.7

RNA Concentration 387 nglyl

rRNA Ratio [28s / 18s]: 20

Result Flagging Color:
Result Flagging Label:

RNA Integrity Number (RIN):

91 (B.02.07)

—]

RIN:9.10

Alata Limon Cesidi RNA Kalite ve Kantite Degerleri (Meyve)

Alata2 [1:1]

Overall Results for sample 3 :  Alata2

RNA Area: 4772
RNA Concentration: 287 nglul Resuit Flagging Color:
rRNA Ratio [28s [ 18s]: 19 Result Flagging Label

RNA Integrity Number (RIN):

9.3 (8.02.07)

1]

RIN: 9.30

(nt]

[nt]
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Kiitdiken Limon Cesidi RNA Kalite ve Kantite Degerleri (Meyve)
Kutdiken1 [1:0]
[FUl4 i
|
400 :
|
3504 |
|
300 |
2504 |
200 |
|
150 |
100 |
i
50 |
|
0 B :
. v I
I T I | 1 1
25 200 500 1000 2000 4000 (nt]

Overall Results forsample 7 :  Kutdiken1

RNA Area: 1,031.1 RNA Integrity Number (RIN):
RNA Concentration: 527 ng/ul Result Flagging Color:

TRNA Ratio [28s ! 18s] 19 Result Flagging Label:

9.1 (B.02.07)

1

RIN:9.10

RNA ornekleri hizmet alimi1 kapsaminda sekanslama iglemine tabi tutulmustur. Kutdiken,

Alata ve Giilsen Orneklerinde yer alan mRNA sekanslarina iliskin anotasyon caligsmalari

gerceklestirilerek her bir okumanimn hangi genlerle iliskilendirildigi bulunmustur. Ornekler

ikiserli olarak incelendiginde hem her bir 6rnege 6zgii, hem de her bir drnek ¢iftinde birden

olan sekanslar tespit edilmistir. Calismaya konu olan tiire iligkin tiim genom calismas1 heniiz

literatiirde yer almadigindan bir referans DNA kullanilamamis, bunun yerine BLAST

yaklasimi ile okumalara benzerlik gosteren genler ile anotasyon gergeklestirilmistir. Ornekler
incelendiginde, Alata ¢esidinde 42568, Giilsen cesidinde 57032, Uzun ¢esidinde 49823 ve
Kiitdiken ¢esidinde ise 45090 adet unigen tespit edilmistir. Elde edilen unigenlerin genomdaki

gorevlerine gore yapilan gruplandirmada, bunlarin en fazla biyolojik islemlerde gorevli

olduklar goriilmektedir. Daha sonra genlerin gorev aldiklar1 alanlar sirasiyla, hiicre bilesenleri

ile ilgili konular ve molekiiler fonksiyonlar olarak siralanmaktadir (Sekil 12).
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All-Unigene GO Classification
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Sekil 12. Limonda bulunan unigenlerin genomdaki gorevlerine gore dagilimlari

Ornekler arasinda farkli diizeylerde regiile olan gen sayilari incelendiginde Kiitdiken ile

Giilsen cesitleri arasinda bu konuda c¢ok biiyilk varyasyon oldugu, Kiitdiken ile Alata ve

Imektedir (Sekil 13).

gu gori

-

Kiitdiken ile Uzun ¢esitleri arasinda daha az varyasyon oldu
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Statistics of Differentially Expressed Genes
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Sekil 13. Kiitdiken ile ¢ekirdeksiz limon ¢esitleri arasinda farkli diizeylerde ifade edilen gen
sayilari

Limonda elde edilen genlerin birbirleri ile benzerlik diizeyleri incelendiginde, genlerin %
46.5’inin % 60-80 diizeyinde, % 23’iiniin % 80-95 diizeyinde, %21,2’sinin % 40-60
diizeyinde, % 5.9’unun % 17-40 diizeyinde benzer motifleri tasidigi ortaya konulmustur.
Bunun yaninda limondaki genlerin diger tiirlerle karsilastirilmasinda, genlerin asma, kavak ve
Ricinus communis tiirleri ile daha fazla benzerlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 14).

Limon gesitlerinde belirlenen genlerin uzunluk dagilimi Sekil 15-18’de verilmistir. Buna gére
tim gesitlerde en fazla gen sayisi 100-500 bp uzunlugunda saptanmistir. Bunu 500-1000 bp
uzunlugundaki gen sayis1 takip etmistir. 2500-3000 bp uzunlugundaki genlerin sayisi ise

biitiin ¢esitlerde en az sayida bulunmustur.
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(A) E-value Distribution (B) Similarity Distribution

10.4%
71% 8.0%
= 0 = 1e-45~1e-30 ® 17%~40% 80%~95%
0~1e-100 = 1e-30~1e-15 " 40%~60% = 95%~100%
“ 1e-100~1e-60 = 1e-15~1e-5 ® 60%~80%

» 1e-60~1e-45

(C) Species Distribution

= Vitis vinifera
Ricinus communis
Populus balsamifera subsp. trichocarpa
= Amygdalus persica
Fragaria vesca subsp. vesca
= Glycine max
= Cucumis sativu
= other

14.6% 41% 31%

Sekil 14. Limonda elde edilen genlerin birbirleri ile benzerlik durumlar1 ve diger tiirlerdeki

genlerle benzeyen gen oranlari
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Sekil 15. Kiitdiken limon ¢esidinde ¢esidinde gen uzunluklarinin dagilimi
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Sekil 16. Giilsen limon ¢esidinde ¢esidinde gen uzunluklarinin dagilimi
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Sekil 17. Alata limon ¢esidinde ¢esidinde gen uzunluklarinin dagilimi
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Sekil 18. Uzun limon ¢esidinde ¢esidinde gen uzunluklarmin dagilimi

Limon ¢esitlerinde yapilan RNA sekanslama islemleri sonucunda toplam 12442 adet SSR
motifi tespit edilmistir. Bu motiflerin 4309 tanesi tek baz tekrari, 3432 tanesi ¢ift baz tekrari,
3759 tanesi tglii baz tekrari, 272 tanesi dortlii baz tekrari, 323 tanesi besli ve 347 tanesi ise
altil1 baz tekrar1 seklindedir (Sekil 19).
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Sekil 19. Limonda bulunan SSR motifleri ve bunlarda tekrarlanan baz sayilarmin dagilimi

Elde edilen SSR motifleri kullanilarak yapilan ¢alismalarda ¢ok sayida yeni SSR primeri elde
edilmistir. Bunlar arasinda tekrar dizi sayis1 fazla olan 53 tanesi belirlenerek primer dizileme
islemleri yapilmistir (Tablo 2). Bu primerlerle limon basta olmak {izere farkli turuncgil
tiirlerinde ¢aligmalar yapilmaya baglanmistir. Tiir ve ¢esitlerin ayriminda basarili bulunanlar
belirlenerek turuncggillerde genetik calismalara uygun yeni SSR primerleri bilimsel literatiire
kazandirilmig olacaktir. Gen bankalarinda yaptigimiz incelemelerde turunggillerde gelistirilen
SSR primelerinin ¢ogunlukla portakal ve mandarin tiirlerinde gelistirildikleri saptanmustir.

Calismamizda basarili sonuglar elde edilecek SSR primerleri limondan gelistirildikleri i¢in bu

konuda 6zgiin olacaklardir.

Repeated nucleotide types
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Tablo 2. Calismada elde edilen ve dizilimi yapilan SSR primerleri, tekrar motifleri, sekans

bilgileri ve bunlarin annealing sicakliklari

No
Tekrar Baz Annealing
Dizisi Sayisi ileri Primer Geri Primer Sic. (°C)

1 A(1*22) 22 AATTCCTTCAGCTTTTTACCTGG CGAAAGAAGACGAATTGAGAGAG 60
2 AAC(3*8) 24 CTTTCGCTGATTCTTGGCTATCT GGTTGTCACATGATGAACACATT 61
3 AAG(3*7) 21 TTTCAGGTGAAAAAGAAAAGGCT CTTTTGCAACGACTCTCTCATTT 61
4 AAT(3*8) 24 TAACAGCTGGTTGTGTAAATGGC TCTGACCGCTACCATTCTTACTC 61
5 AATT(4*6) 24 TGGATGCACAATAACAAGAACAG CGGCCATATACATATGTGAGCTA 60
6 AC(2*11) 22 GGAAGCTTTGAGCCTTTGATACT TCCCAGATCCTATGTCCTTCATA 60
7 ACA(3*8) 24 TATCATCTCCACCTTACCTGGTG CTTTTGAAAGATTAGATGCGGAA 60
8 AG(2*11) 22 CACCAAGAACCTATGGTGAAGTG ATAACTCGCTCCACAACTCAGTC 61
9 AGA(3*7) 21 CAGTACCAGTAGTAGCAGCAGCA AGAGAGAAACACTCCCCATTTTC 60
10 AGC(3*7) 21 GAGCAATTGATGGTTCTGAATCT GATCAGGAACAAGTTGATGGTGT 60
11 AGG(3*7) 21 AGCATGATTTTGATTTTGGCTAC ACCATCGAAGACTCCGTCAC 60
12 AT(2*10) 20 TGCTTATGAGTCAGAAATTCAGC TAACCAGGAACCAGTAATGGAGA 59
13 ATC(3*7) 21 GATTCCACCAACAGAGAAAGAGA TGAAGAAATGAAAAGCCATTGTT 60
14 ATG(3*8) 24 CGAAAAGGGTGTGAGCATTATTA CGTATGAGGAGGAGGGTTGTAG 60
15 ATT(3*8) 24 GCGCTGTATGGCCTTTTATTTAT ACAGCTGGTTGTGTAAATGGC 61
16 CAG(3*9) 27 AAACCAACACAAGAAGACGAAGA ATCTTCTTATTTCGGCAGAATCC 60
17 CAT(3*8) 24 AAAACGATCAGTATGCTTTTATGC | CCAAACAAGTAAAACTATCACGTCAG 59
18 CCG(3*7) 21 TAGAATGAGAAGAGCGGAGAAAA ACAATCAAACAAACAAAGCCACT 60
19 CCT(3*7) 21 AGCTCTCTTTCCTATGGACGTTT TTCTTCCACTCCTCTCTTCATCA 60
20 CGG(3*8) 24 CCTCCGAGATCAGTCAACACTAC ACCAATCTTCCCACTTTTCAACT 60
21 CGT(3*8) 24 GACATGTAAATATTCATGCCCTCA GTGAAATTCATTGTCAGCATCAC 60
22 CT(2*9) 18 GAGATTCTGACTTCTGATTGCGT AACTGAAGAAACTCAAATGAGCG 60
23 CTC(3*7) 21 GAGTAATTTCATCGAAACTCGGA GTTTGGAAAAGTGAGGGATTTTC 60
24 CTT(3*8) 24 CACATCCTCTTCGTTATCCTCAG ATTTGAATGGAGTCAGTGGTGTT 60
25 GA(2*10) 20 ACCTTTCAGATTAGTGCGATGAA TTTAATTAATCCGAGCATCTTGC 60
26 GAA(3*8) 24 TACGGCAGCAATTAAAACCTAGA TGCTTTCTCTGTTTCTTTAGGCA 60
27 GAG(3*7) 21 CTGTCAATAATCTCCCTCGTTTG GTCTGTTTTTGTTTGTTTTTGGC 60
28 GAT(3*7) 21 TCAAATCTAGTTCGATAGACGGC TACTCTCCTCCGATTTCCCTAAC 60
29 GCA(3*7) 21 AGTACTCAACCAACTGCCAACAT GAAGGAATATTTGTTGTTGTGGC 60
30 GCC(3*7) 21 TATCTCAATATCCATGGGAGGAA AAATCCGTGAATCTCCATTTTCT 60
31 GCG(3*7) 21 TGAAGGGGGAAGGGTAGAAG TCACATACTCCCGCCTTATCTC 60
32 GGA(3*8) 24 TACCCGTATTCAAGACTGCAAAT AACAAAACACAAAGAAAGCATCC 60
33 GGC(3*7) 21 ACAATCAAACAAACAAAGCCACT TAGAATGAGAAGAGCGGAGAAAA 60
34 GT(2*11) 22 GAGTACTGCTTGTGGTTCCAGAC ATGAGACGGCAGTTAAAGACTTG 60
35 | GTAG(4*6) 24 GGCTACAAGTATACCCTCATGACTC TGGAACAAATAACAAGAGGCAGT 59
36 GTC(3*8) 24 TTGCTTTTATGTGGGTGGTTTAT AACTTGTCTAGGCTGTCCGTGT 60
37 GTG(3*7) 21 TGGAACACCTTGACCTATATGCT ATATGCAAATGGTGCTGCTTC 60
38 GTT(3*7) 21 ACTACCTCTACGACCAAACTCGG AACTCAAATACCTAGGGCTTCCC 61

w
e}

TA(2*11)

22

ATAAAAATTGGGGAAGAAAAGGG

CTATATGCCTTACAAGCTTTGGC

61
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40 TAC(3*7) 21 TGATCCTCTGCATGGTTCTAAGT CAAAAAGCTCCAAATCCAATATG 60
41 TAG(3*7) 21 ACGGTGTTGTTACTGGTGGTATT CACTATGAGATGTTGATGATGCC 60
42 TAT(3*8) 24 GGGAAGAACAAGTTGATGAAAAA TCGCAAATCCATAGAGAAGAAGA 60
43 | TATG(4*5) 20 TATTTGGGAGAATGAAAAGTTGC CTTCTTCCATCTCAAACCTCCTT 60
44 TC(2*11) 22 GAGGGGGAAATTGTGAATTAAAC ACAGGACTACAGGGGAGAAAAAG 60
45 TCG(3*8) 24 AGGTATTCGGTTCCTAGATCCTC AAGAAGATGATGACGAGGATGAC 59
46 TCT(3*7) 21 AACTTTGTTGGCAAGATGAAAAG CCGCATCAAAAAGTCAGAATATC 60
47 TCT(3*8) 24 CTCTTCCTTCTCTGCTTCCTTTT GAAGAAGAGTCAGAAGTGCCAAG 60
48 TG(2*11) 22 ATGGAAACAAGTGTCCCTAGATG TCCATGAAACGAAGATGATAACC 59
49 TGC(3*8) 24 AAGCCTCGACCCATTGATTATTA GAGGATCATCTGCTGAGGTTG 61
50 TGT(3*8) 24 AAGCGTTTCAGTGATGGAGTAAG TTTCGCTGATTCTTGGCTATCT 60
51 TTA(3*7) 21 GTTTTATAGCTATGGCCTCTGGG ATGATGTGGATCAACGGTTCTT 60
52 TTC(3*7) 21 CTGCTCCCTTCATCATCTTCTAA CCTCAACACACAAAACATTTTCA 60
53 TTG(3*7) 21 GAGTGAGAACGATTGATGAGGTT CAAACCAAACATCACGTGTAAAA 60

Dizinlenen 53 adet SSR primeri limonla birlikte diger turunggil tiirleri ile ¢aligilarak

polimorfizm gosterenler belirlenmistir (Sekil 20). Polimorfik olanlar daha sonra turunggil ve

akraba tiirlerle c¢alisilmis olup, bu materyallerin ayirt edilmesinde basarili olduklari tespit

edilmistir (Sekil 21). Bu primerler turunggillerde genetik cesitlilik, genetik haritalama ve

karakterizasyon c¢aligsmalarinda kullanilabilecektir.

Sekil 20. Calismada RNA sekanslama islemleri sonucu gelistirilen SSR primerlerinin

turunggillerde denenmesi ve elde edilen polimorfizm
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Sekil 21. Calismada RNA sekanslama islemleri sonucu gelistirilen 8 nolu SSR primeri ile

turunggil ve akraba gruplarda elde edilen jel goriintiisii

Protein Calismalari

Calismanin protein boliimiinde, radyasyon uygulanmasi sonucu elde edilmis olan {i¢ adet
¢ekirdeksiz limon ¢esidinin (Alata, Uzun, Gililsen) c¢ekirdekli kontrol (Kiitdiken) ¢esidi ile
karsilastirilarak ¢ekirdeksizlige neden olan protein/proteinlerin belirlenmesi amaclanmistir.
Bazi cevresel faktorler disinda tohum protein igerigi genellikle genetik olarak kontrol
edilmektedir (Bolon ve ark., 2010). Arastirmada kullanilan ¢esitlerin ayni ¢evresel sartlar
altinda yetistirilmis olmas1 proteomik varyasyonlarin genetik kaynakli oldugunu ortaya
koymaktadir (Islam ve ark 2012). Bu nedenle c¢ekirdeksiz limon ¢esitlerindeki peptit
farkliliklarinin 6nemli 6l¢iide mutasyon kaynakli oldugu goriilmektedir. Bununla ilgili olarak
Gulsen ve ark. (2007) cekirdeksiz limon gelistirilmesi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada 7 krad
cobalt (*°Co) gamma radyasyonu uygulayarak olusan muhtemel mutasyonlar sonucunda aga¢
morfolojisinde degisik gozlediklerini belirtmislerdir. Meyve proteinlerinin 2D gel
elektroforezi temelli ve mass spektrometrik peptit dizilemesi ile birlikte yapilan proteomik
analizlerin gesitler arasindaki varyasyonu ortaya koymasi bakiminda giiclii bir ¢alisma oldugu
goriilmiistiir. Delta2D DECODON programi kullanilarak yaklasik 400-425 spotun 2DGE

analizi, cesitler arasindaki genel protein 6rneklerinin benzer oldugunu ortaya koymustur.
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K, G, U ve A limon gesitlerinin biitiin haldeki meyvelerinin ezilerek ekstraksiyon tamponunda
homojenize edilmesinin ardindan elde edilen proteinlerin 2-D analizi sonucunda gesitlerde 5-
150 kDa ve pH 3.0-10.0 arasinda degisen yaklasik 400-425 farkli protein spotu gozlenmistir
(Tablo 3). Cesitlerin 2D jel protein profili genel olarak 5 spesifik noktada lokalize olmustur
(Sekil 22). G ¢esidinde spot-1, 3, 4, 5 ve 6; A ¢esidinde spot 1, 2, 3, 4 ve 6; U ¢esidinde de
spot 5 ve 6’nin goriilmedigi fakat bu spotlarin ¢ekirdekli K ¢esidinde goriildiigii belirlenmistir
(Sekil 23).

Ayrica cgesitler iKili olarak birbiriyle kiyaslanmis ve g¢ekirdekli-¢ekirdeksiz ¢esitler arasinda
spot farkliliklar1 saptanmistir. Kiitdiken ve Alata gesitleri karsilastirildiginda; Sekil 24-a’da
goriildiigl tlizere isaretlenmis olan 4 adet spot sadece Kiitdiken ¢esidinde bulunurken (kirmizi
renkli) Alata ¢esidinde bulunmamaktadir. Sekildeki goriintii jelin tamami olmayip daha net
olmasi i¢in sadece farkli spotlarin oldugu boliim biiyiitiilerek verilmistir. Kiitdiken ve Giilsen
cesitleri karsilagtirlldiginda; Sekil 24-b’de goriildiigii iizere isaretlenmis olan 4 adet spot
sadece Kiitdiken ¢esidinde bulunurken (kirmizi renkli) Giilsen ¢esidinde bulunmamaktadir.
Ancak bu spotlardan sar1 renkle isaretlenen Alata ¢esidinde olan spottan farklidir. Kiitdiken ve
Uzun gesitleri karsilastirildiginda; Sekil 24-c¢’de goriildiigii izere isaretlenmis olan 1 adet spot
sadece Kiitdiken ¢esidinde bulunurken (kirmizi renkli) Uzun ¢esidinde bulunmamaktadir. Bu
spot ayn1 zamanda Kiitdiken’de olan ama Giilsen g¢esidinde olmayan spottur. Belirlenen bu
spotlarin ¢esitlerin ayirt edilmesinde kullanilabilecek niteliktedir.

Cesitlerdeki bu spot farkliliklarinin yaninda hepsinde ifade edilen bazi spotlarin (7, 8, 9, 10 ve
11’inci spotlar) ifade diizeylerinin farklilig1 belirgin sekilde goriilmekte olup, bu spotlarin LC-
MS/MS analizi sonucunda peptit farkliliklarinin oldugu da goriilmistiir. Bu farkliliklar
ozellikle asag1 dogru gen ifadesi diizenlemesi seklinde olmakla birlikte bazi proteinlerde de
yukart yonlii diizenleme seklinde gerceklesmistir (Sekil 23, 25). Sonuglar proteomik
diizeydeki kimyasallar kullanilarak yapilan tekerriirlerle teyit edilmistir. DECODON
programiyla yapilan istatistik caligmalarinda ¢ok sayida protein spotunda quantite
farkliliklarmin belirgin sekilde ortaya ¢iktigi gériilmektedir (Tablo 4). Ornegin 7°nci protein
spotunun U ve K’daki ifade seviyesi A ve G’dekine gore belirgin sekilde fazla olmustur.
Cesitler arasindaki protein spot farkliliklarinin ¢ogunlugu 4-7araligindaki izoelektrik noktada
ve yiliksek molekiiler agirlikli proteinlerde goriilmistiir (Sekil 22). Yapilan incelemelerde
cesitlerin relatif hacimce yiizde oranlarinin belirli bir alanda dagilim gosterdigi belirlenmistir

(Sekil 26).
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Tablo 3. Cesitlerin Delta 2D DECODON analiz raporu.

Group 1 (1 image)

Alata

1392 x 1040 pixels / No calibration

425 spots detected using algorithm 20060419 with parameters Local Background Region =
43, Average Spot Size = 14, Weak Spot Sensitivity = 20.0, Use Spot Models = true.

1426 cancelled spots.

1 label

Group 2 (1 image)

Kiitdiken

1392 x 1040 pixels / No calibration

408 spots detected using algorithm 20060419 with parameters Local Background Region =
43, Average Spot Size = 14, Weak Spot Sensitivity = 20.0, Use Spot Models = true.

1519 cancelled spots.

5 labels



Sekil 22. Proteinlerin izoelektrik nokta ve molekiiler agirliklarina gore lokalizasyonu

52
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¥ 7 (K, U, G,A)

2 (K, U, G)

5 (K, A)
6 (K)

8 (K, U, G, A)

Sekil 23. Kiitdiken, Alata, Giilsen ve Uzun ¢esitlerinde 2DGE protein spotlarinin
karsilastirilmasi. Spot 1, 3, 4 K ve U’da; Spot 2 K, U ve G’de; Spot 5 K ve A’da; Spot 6 K’da;
Spot 7,8,9 K, U, G, A ¢esitlerinde ifade edilmistir.

Sekil 24-a. Kiitdiken ve Alata cesitleri protein spotlar1 karsilastirilmas. Isaretli spotlar sadece

Kiitdiken c¢esidinde bulunmaktadir.
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Sekil 24-b Kiitdiken ve Giilsen gesitleri protein spotlari karsilastirilmasi. Isaretli spotlar

sadece Kiitdiken ¢esidinde bulunmaktadir.

Sekil 24-c. Kiitdiken ve Uzun gesitleri protein spotlar1 karsilastirilmasi. Isaretli spot sadece

Kiitdiken ¢esidinde bulunmaktadir.
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Sekil: 26. Cesitlerdeki spotlarin yiizde oranlarina gore dagilimi

Cesitler arasindaki protein ifadesi seviyelerinde farkliliklart belirgin sekilde goriilmektedir.
Cesitler kendi aralarinda ve kontrol ile kiyaslandiginda spot farkliliklarinin oldugu goriilmiis
ve bu spotlar analiz edilmistir. Belirtilen spotlar kesilerek proteinleri saflagtirilip Eksigent
ekspert™ nano LC 400 system ile analiz edilmis ve bilinen veri tabaninda ProteinPilot 4.5
Beta (AB SCIEX) programu ile kiyaslanmistir.

Cekirdekli limon K c¢esidi ve ¢ekirdeksiz G ¢esidindeki spotlarn LC-MS/MS analizi
sonucunda elde edilen “TTHGVTYNGGVVLGADSR”, “SGSAADSQTVSDYVR”
peptitlerinin =~ %99  oraninda, “TVTINSEGVSR” nin ise %96.5 oraninda
trlAOA067F2B5|A0A067F2B5_CITSI accession numarasi ile: Proteasome subunit beta type
OS=Citrus sinensis GN= CISIN 1g026587mg PE=3 SV=1 ile benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢esitlerde diger peptitlerdeki benzerlik oraninin diisiik veya hi¢ olmadigi
goriilmiistiir. Yesil renk ile belirtilenler biiylik benzerlik oranini, kirmizi renktekiler diigiik
benzerlik oranini, gri renktekiler ise ya ¢ok diisiik benzerlik oranm1 yada benzerlik olmadigini
belirtmektedir (Sekil 6-8). Bu sonuglara gore “TTIGVTYNGGVVLGADSR” peptidinin K, G
ve A ¢esitlerinin licliinde de bulunmasi nedeni ile birbirinden ayirt etmek icin kullanilabilmesi
zor goriinmektedir. Diger taraftan “SGSAADSQTVSDYVR” peptidinin ¢ekirdekli ¢esitte
bulunmayip (veya ¢ok diisiik benzerlik gostermesi) G ve A’da bulunmasi bu peptitlerin G ve
A c¢esitlerini K’dan ayirdedebilecek bir markir olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.
Ayrica “TVTINSEGVSR” peptidi sadece G ¢esidinde veritaban1 ile yiliksek benzerlik

gostermis olup bu cesidi digerlerinden ayirt etmek i¢in markir olarak kullanilabilecektir. Fakat
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tim bunlara ragmen, bu benzerlikler Citrus limon bitkisine ait veritabani (full sekans)
bulunmamasi nedeniyle portakal (Citrus sinensis) veritabani ile karsilastirilmis oldugu igin
Citrus limon’a ait veri tabaninin sonraki yillarda literatiire eklenmesiyle daha fazla peptit
benzerlik veya farkliliklarinin ortaya ¢ikmast muhtemel goriinmektedir.

Yukarida belirtilen peptitlerin disinda kontrolde olup ta diger ¢esitlerde bulunmayan ve
benzerlik oran1 %90’1n altinda ¢ok sayida peptit belirlenmis olmasina ragmen Citrus sinensis
ile coverage oraninin diisik olmasi nedeniyle bu asamada markir belirlemek igin
onerilmesinin yeterli olmayacagi diisiiniilmektedir. Bu peptitlerden bazilar1 asagida belirtildigi

gibi olup veri tabani ile kiyaslama sonuglarina ait detaylar EK-1-3’te verilmistir.

Giilsen cesidinde goriilen farkh peptitler ve 6zellikleri asagidaki gibidir:

ECACVIELPDLK  (trJAOA067F2B5/A0A067F2B5 CITSI  Uncharacterized  protein
OS=Citrus sinensis GN= CISIN_ 1g030119mg PE=3 SV=l1); NISVVAGIEAR
(tr|AOAOG67F2B5| AOA067F2B5_CITSI  Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis

GN=CISIN_1g030119mg PE=3 Sv=1); AEDFFFSGLGKPGNTANR
(trfAOAO67CZF3|A0A067CZF3_CITSI Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g027381mg PE=4 Sv=1); FSKSSADDLK

(RRRRRtr|AOA067H1F3|A0A067H1F3_CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g013578mg PE=4 SV=1); GVEVPLSILGAEIDR

(tr]AOA067G5J2| AOA067G5J2_CITSI Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g026476mg PE=4 Sv=l); EYQLASEGVDQAR
(tr]AOA067FQ90]A0A067FQ90_CITSI Uncharacterized protein OS= Citrus sinensis

GN=CISIN_1¢g027111mg PE=4 SV=1); PDQAKVDASAMQQP (trJAOA067H1TSE|
AOA067H1T8_CITSI REVERSED Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1¢g0249171mg PE=4 SVv=1); ELDLVPTVPQLSLAR (tr]AOA067FZH5|
AO0A067FZH5_ CITSI Ferritin (Fragment) OS= Citrus sinensis
GN=CISIN_190217032mg PE=3 Sv=l); GPVRMPTK
(tr]ACAO67FGY6|A0OA067FGY6_CITSI Uncharacterized protein (Fragment) OS= Citrus
sinensis  GN=CISIN_1g0334821mg PE=3 SVv=1); ALIVDDLVATGGTLSAAIR
(tr]AOA067GP70]A0A067GP70_CITSI Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_190249172mg PE=4 Sv=l); KGGINAPTK
(tr]AOA067G023|A0A067G023 CITSI  Uncharacterized  protein  OS=Citrus  sinensis
GN=CISIN_19034703mg PE=4 Sv=l); VAGVQSLWQERR
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(tr]AOA067G2Y2|A0A067G2Y2_CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g018850mg PE=4 SV=1); KAEMENSK (tr|AOA067H6AG|
AOA067H6A6_CITSIREVERSED  Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus  sinensis

GN=CISIN_1g012310mg PE=4 Sv=l); NISVVAGIEAR
(trlAOAO67H1T8|AOA067HLT8_CITSI Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g0249171mg PE=4 Sv=l); ISYSVGDVEFTR

(trfAOA067DYMB8JA0A067DYMS8_CITSI  Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g003209mg PE=4 SV=1).

Alata cesidinde goriilen farkh peptitler ve 6zellikleri asagidaki gibidir:

RLSNKPITLR (trJAOAO067EL98|ACA067EL98 CITSI Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1¢g017474mg PE=4 SV=1); QYEDMKIQIESATEK
(trfAOAO67EVLG| AOAO67EVL6_ CITSI  Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis

GN=CISIN_1g006553mg PE=4 Sv=1); SVPAVATTTR
(trfAOAO67DOFOJAOA067DOFO_CITSI Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g042950mg PE=4 Sv=1); LGTVLDGIPRER
tr|AOA067H1D8|AOA067H1D8_CITSI REVERSED 3-phosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g010070mg PE=3 SV=1,;
GSASLWLCYDKSGR (tr| AOA067DBS4| AOA067DBS4_CITSI REVERSED
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g047027mg PE=4
SV=1); LGGGAGDCGGVDSSR (tr|A0A067GBDO0| AOA067GBDO0_ CITSI

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_ 1g038337mg PE=4
SV=1); GAPPAAVSSVNSLPR (trf|AOA067FDM4|A0A067FDM4_CITSI Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g009095mg PE=4 Sv=l);
AAALTASQLATYDESKR (tr|AOA067H8T8|A0A067HBT8_CITSI Uncharacterized
protein OS= Citrus sinensis GN=CISIN_1¢g036113mg PE=3 Sv=1); IVWLPIVDR
(tr]AOAO67ETJ7| AOAO67ETJ7_CITSI Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g044391mg PE=4 SV=1); VAGAAENLVAAGSK (trJAOA067GWM2
AO0A067GWM2_ CITSI Uncharacterized protein OS= Citrus sinensis GN=CISIN_
19032043mg PE=4 SV=1); MDNFLRLSEEINGTR (tr]AOA067EL39]A0A067EL39_CITSI
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g016395mg PE=4 SV=1);
MDNFLRLSEEINGTR (trJAOA067EL39| AOA067EL39_CITSI REVERSED
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Uncharacterized protein OS= Citrus sinensis GN=CISIN_19016395mg PE=4 SV=1);
LVDCIPMLLPK (tr|AOA067FIN8A0A067FIN8 _CITSI REVERSED Uncharacterized
protein  OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004202mg PE=4 SV=1); FWINSSASR
(trfAOAO67E4VO|AOA067E4VO_CITSI REVERSED Uncharacterized protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g000271mg PE=4 Sv=l); GNVGLGRRTMR
(trlAOAO67FLZ6|AOA067FLZ6_CITSI  Uncharacterized protein  OS=Citrus  sinensis
GN=CISIN_1g007895mg PE=4 SV=1); NSTVDTVQNAGNVPGPEK (trJAOA067GJL1|
AOA067GJL1_ CITSIUncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_
190138152 mg PE= 4 SV=1); RYSSSILER (trJAOA067D6H6/A0A067D6H6_CITSI
REVERSED  Uncharacterized  protein  (Fragment)  OS=Citrus  sinensis
GN=CISIN_1g044993mg PE=4 Sv=l); RYVGMKSNR (trfAOA067DP51|
AOA067DP51_CITSI Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g036662mg
PE=4 SV=1); LAAIQRTARK (trlAOA067EYB3| AOA067EYB3_ CITSI Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g022457mg PE=4 SV=1); VPDKLVLAVQDKMK
(tr]AOA067F638|A0A067F638_CITSI REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g008767mg PE=4 SV=1); VPDKLVLAVQDKMK (tr|AOA067F638|
A0A067F638 CITSI REVERSED  Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus  sinensis

GN=CISIN_1g008767mg PE=4 Sv=1); SFNLTQMP
(tr]AOA067GU46|A0A067GU46_CITSI  Uncharacterized protein  OS=Citrus  sinensis
GN=CISIN_ 1g013807mg PE=4 Sv=1);
APGFLGDHIKGASMGTSALLCPASSKPSGLRMPSPK (trfAOAO67EJIDA4|
AOA067EJD4 _ CITSI Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004359mg
PE=4 Sv=1); SPTTIHAINGSTYDYLKKPENGEIAR
(trfAOAO67EDG68|AOA067EDG8_CITSI  Uncharacterized protein  OS=Citrus  sinensis
GN=CISIN_1g037268mg PE=4 Sv=l); MVVAISEENPR
(tr]AOA067D539|A0A067D539_CITSI Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN= CISIN_ 1g030650mg PE=4 Sv=1); GVLELAKEPSR
(trlAOA067DKP5|A0A067DKP5_CITSI  Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g044156mg PE=4 Sv=l); KNVTRGIAPSR

(tr]AOA067FZUBJA0A067FZU8_CITSI REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g036930mg PE=4 SV=1); RIEEAMSSST (tr|/AOAO67FEES|
AOAO067FEE6_ CITSI Uncharacterized protein 0Ss= Citrus sinensis
GN=CISIN_1g016454mg PE=4 SV=1)
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Kiitdiken cesidinde goriilen farkh peptitler ve ozellikleri asagidaki gibidir:

TDSAQVSPVAESVK (trlAOA067G907|A0A067G907_CITSI Uncharacterized protein
OS=Citrus  sinensis GN=CISIN_19018573mg PE=4 SV=l); ISYSVGDVEFTR
(trfACA067DYM8| AOA067DYMS8_CITSI Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
GN= CISIN_ 1g003209mg PE= 4 Sv=l); LSGNPSDVYQPLGDIK
(trfACA067DYMB8|A0A067DYMS8_CITSI  Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g003209mg PE=4 Sv=l); AFRDTIDLFVER
(tr]AOA067H1C8|A0A067H1C8_CITSI Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus
sinensis  GN=CISIN_1¢g0249171mg PE=4 SV=l); ALIVDDLVATGGTLSAAIR
(tr]AOA067GP70| AOA067GP70_ CITSI Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus
sinensis  GN=  CISIN_  1g0249172mg PE=4 SV=l); ISGVNYTAEMPKR
(trfAOAO67DRH5|A0A067DRH5_CITSI  Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g000290mg PE=4 Sv=l); GGFGGRGGGGFR
(trlAOA067FDC6|AO0A067FDC6_CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g005470mg PE=3 SV=1); APRLEESVAANNDR (tr|
AOA067FDT7| AOAO67FDT7_CITSI Uncharacterized protein OS= Citrus sinensis
GN=CISIN_1g001970mg PE=4 Sv=l); GAYGVVCSSINR
(tr]AOA067FUKO|AOA067FUKO_CITSI Mitogen-activated protein kinase OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g017909mg PE=3 Sv=l); AAAEQLVAMAEAVK
(trlAOAO67GYT2|A0A067GYT2_CITSI REVERSED  Polyadenylate-binding  protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g006641mg PE=3 SV=1); DGLSCQSIIGPDSTEK
(tr]AOA067GQVOJA0OA067GQVO_CITSI  REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_19001185mg PE=4 Sv=l); SLIEMESEIAAR
(trAOAO67E9WIJA0AO67E9WY_CITSI REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus
sinensis GN =CISIN_1g002103mg PE=4 Sv=l); IEGQATDVEIAR
(tr]AOAO67FOL9|ACA067FOL9_CITSI ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit

OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g022551mg PE=3 SV=1); DSLTSVPGNHGKFCR
(tr]AOAO67FYR4| AOAO67FYR4_CITSI REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus
sinensis GN= CISIN_1g010784mg PE=4 Sv=l); GEAEDEIKRDAEPK
(trlAOA067H591|A0A067H591 CITSI REVERSED Uncharacterized protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_19004536mg PE=4 Sv=l); TGSTSIALTDR
(trfAOAO67DNC5|A0A067DNC5_CITSI  REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_19017332mg PE=3 SV=l1); CSLQAMIPNSADALPTLRMR
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(trfAOA067HBNO|AOAO67HBNO_CITSI  REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus
sinensis GN =CISIN_19012334mg PE=4 SV=1); TGDATMAENDMK (trlAOA067DX48|
A0A067DX48 CITSI Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g014297mg
PE=4 Sv=l); NYAYSYSPGESSPGFTKCLGSIWTGKER (tr]AOA067GAGO|
AO0A067GAGO_ CITSI Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g005854mg
PE=4 SV=1); |IGDFRGNNFNYLPFGSGRR (trJAOA067FDIOJAOA067FDIO_CITSI

Uncharacterized protein OS= Citrus sinensis GN=CISIN 1g009821mg PE=3 SV=1);
GAVSDLPPLDLT (tr]AOA067F9V1| AOAO67FOV1 CITSI Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g006673mg PE=4 SV=1); LLFPWTKDNPLVMEESPR
(trfAOAOG7ENT9|AOAOG7ENTY_CITSI  Uncharacterized protein  OS=Citrus  sinensis
GN=CISIN_1g007521mg PE=4 Sv=l); VSELLEMAQQVK
(trfAOAO67FBX1|A0OA067FBX1_CITSI REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g029755mg PE=4 SV=1); ELNENNIPLENVR (tr[AOA067FQ90|
AOA067FQ90_CITSI Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g027111mg
PE=4 SV=1); MGHESDLSIR (trJAOA067EJ23|A0A067EJ23_CITSI REVERSED
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_19048535mg PE=3 SV=1);
WDKTYWPTYK (tr|AOAO67EKE6| AOAO67EKE6_CITSI Uncharacterized  protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g012488mg PE=4 SV=1); GNAYRGFIVSGAK
(trlAOAO67FEQ7]A0A067FEQ7_CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g031759mg PE=4 SV=1); LGGLNAYVTGSPDSK
(tr]AOA067G5J2| AOA067G5J2_CITSI Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_ 19026476mg PE=4 Sv=l); LGGLNAYVTGSPDSK
(tr]AOA067G5J2|/A0A067G5J2_CITSI  Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus  sinensis
GN=CISIN_1g026476mg PE=4 Sv=l); TGVNEPAASESAESLR
(tr|AOA067H446|A0A067H446 CITSI Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g013999mg PE=4 SV=1).
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s |
1

GN-CISIN_ 19026581mg PE<) SV-1
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A
Sekil 27. Kiitdiken (K), Giilsen (G) ve Alata (A) gesitlerinde spot analizi sonucu belirlenen

peptitlerden bazilari
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Tablo 4. Alata (yesi renkli) ve Kiitdiken (Kirmizi renkli) gesitlerindeki protein spotlarinin ayri

ayr1 ve relatif degerleri. Q: quantite, Avg: Ortalama deger; %V: hacimce yiizde oran; Label:

Spot etiketi
s A= B B A-GREYL A

Mark|| Hide ”f NorH” Norm | 3V ‘ W | .. | Avg ‘ Avg | Label | Label ‘ g | Q
=] = =] =]
[ [ 0.094 0.059 0.631 0.025 0.019 0.263  0.3%8
[ ] 00320 0.025 0.295
| [l 0.063 0.133 W 2127 0.019 0.024 0.339  0.436
[ ] 0.071 | 0.000 0.019 0.240
| [l 0.128 0,135 1054 0.025 0.022 0.445 0.497
[ [ 0.072  0.111[ 1533 0.023  0.023 0.299  0.45
[l [l 0.033 0.080 W 2411 0.019 0.032 0.130  0.288
[l [l 0.139  0.0740 0.530 0.064  0.040 0.295  0.405
[ ] 0.031 I 0.000 0.015 0.191
[ [ 0.064 0.092[0 1433 0.015 0.014 0.171  0.358
[ ] 007l @ 0.034 0.315
[l [l 0.358 0.2790 0779 0.051 0.043 0,285 0.478
| [l 0.278  0.230 0.825 0.042 0.041 0.382  0.447
[ [ 0.031 0.04207 1353 0.013 0011 0.213  0.442
[ @ 0.060 0.064 1070 0.019 0.017 0.173  0.329
[l [l 0.047 H o 0.014 0,341
O 0 0.181  0.196 1082 0.028 0.040 0.208  0.429
0 [l 0.346 0.193) 0.570 0.049  0.035 0.326 0.412
[l = 0.035 W w 0.011 0.115
[ ] 0057l 0.019 K5 0.414
[ [ 0.114  0.174[0 1523 0.032 0.035 0.189  0.328
[l [l 0.273  0.222 0.816 0.039 0042 0.336  0.558
| [l 0.900 1016 1128 0.046  0.050 0.436  0.595
[ ] 0.083 W 0.000 0.054 0.197
| [l 0.095 W 0.000 0.054 0.183
[} [l 0.064 [l o 0.037 0,387
| [l 0,334 0.403 1207  0.029  0.043 0,337 0.615
[} [l 0.388 04480 1217 0.090  0.084 0.328  0.489
[ (] 0.0s3 @ o 0.029 0.307
[l [l 0.292  0.23  0.309 0.047 0.052 0.430  0.450
O [l 0.051 0.053 1034 0.047 0.034 0.165  0.308
[ [ 0.100  0.109 1087 0.043 0.035 0.224  0.394
[l [l 0.1665 W o 0.054 0.398
[l [l 0.425 0.287) 0.675  0.083  0.051 0,293  0.426
| [l 0.183  0.191 104 0.036 0.034 0.226  0.350
[} [l 0.232 W 0000 0.050 0.342
[ ] 0,208 0.082 0.315
[ m 0.028 0.074@ 2615 0.011 0021 0.184  0.865
O 0 0.192  0.143  0.744 0.028 0.025 0.357 0.491
[ ] 0.087 | 0.000 0.013 0.217
[ ] 0.039 | 0.000 0.009 0.162
0 [l 1068 171500 1805 0.177  0.126 0.563  0.775
[ ] 0.031 | 0.000 0.017 0.180
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Tablo 4. Devamui
Markl Hide |r“N6rH|| Normlr'q_%h'—ll By | I....|||_'q:¢\'\}g—|| Avg |r“'LCé el | Label ||"“'Cj' —|| o] |
1 [

0021 0.007 0.339
[l [l 0.113 0,123 1050 0.028  0.030 0.417  0.491
[l [l 0.050 W o 0.018 0,033
[l [l 0.045 0.040 0.8%0 0.014 0.012 0.187  0.329
[l [l 0,020  0.021 1023 0011 0,012 0,169 0,336
[ [ 0.104 0.09 0921 0.031 0.028 0.351  0.455
[l [l 0.440 0.618[7 1406 0.060 0.061 0,322 0.543
il [l 0.103 0,107 1034 0031 0.031 0,320 0,434
[l [l 0.125 0.093] 0.73% 0025 0.021 0,280  0.551
[l [l 1.085 0,740 0.682 0,108  0.095 0,543  0.5868
[l [l 0.198 0,180 0,909 0.030 0.032 0,199  0.338
[l [l 0.115 0.023[] 0.202 0.022 0.017 0,203  0.278
[l [l 0.068 0,109 1.592 0.024  0.027 0,283 0,433
= ] 0,115l o 0.033 0.350
= = 0.096 | 0.000 0.033 0.198
[ [ 0.052 0.057 1101 0.013 0.014 0,317 0.416
[l [l 0,212 0.253] 1.1%  0.054 0.044 0,344 0,459
[ [ 0.145 0.322J) 2211 0.022 0.032 K2 0.257  0.895
[ ] 0095l 0.035 0.373
[l [l 0.062 00880 1415 0,025 0.027 0,128  0.315
[l [l 0,293 0,208/ 0.709 0.041  0.035 0,689 0,561
] ] 0.031 o 0.027 0.522
[ [ 1437 073500 0.511 0.087 0.061 0.688  0.759
[l 1 0,054l o 0.025 0.335
[l [l 0.174 0,169 0973 0,029 0.033 0,446 0,399
[l ] 0.083 | 0.000 0.050 0.278
[ [ 0.254 0272/ 1070 0.043 0.03% 0.303  0.414
[l = 0.102 0078 0757 0.035 0.023 0.220  0.333
[l [l 0.103 0,100 0875 0.042 0.039 0,281 0,417
[ [l 0.031 W 0.000  0.014 0,101
[l [l 0.086 0087 1012 0,024 0.021 0,222 0.344
[l [l 0.395 0,339 0.858 0.068 0.071 0,333 0.522
[l [l 0.427 07080 1658  0.042  0.057 0.473  0.532
[l 1 0.018 [ 0.000 0.016 0.141
[l [l 0.123 W 0.000  0.029 0,273
0 0 0.237 0.237 1003 0.089 0.067 0,330  0.487
[l [l 0.057 0.058 1043 0016 0.017 0,133 0.411
[l = 0.343 0250 0729 0.033 0.038 1000 0.542
[ [ 0.15%  0.507 3.194 0.028 0.044 0.314  0.451
[ [l 0.017 W o 0.013 0.007
[l [l 0,200 0.142] 0.714 0,028  0.025 0,269 0,372
0 = 0.086 0.032 0959 0.016 0.019A1 0.230 0.434
[l [l 0.268 0.232  0.857 0.086  0.055 0.319  0.528
[l [l 0.119 W o 0.033 0.421
[l [l 0,121 02080 1724 0,028 0.036 0,220 0.415
0 0 0.357 0434 1215 0.088 0.071 0,303 0.444
] ] 0.020 [ 0.000  0.009 0.164
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Mark|| Hide |||— 'qi‘if:':rﬂl Norm ||— 'q-"}‘:'.h'—" oV | W... I|— 'ﬂ';ﬁg—ll Avg |r el | Label ” 'ﬁ'-fj' —ll Q

T [ T T 0657 0. . 0081~ 0072 0.57/8  U.695
] ] 0.032 | 0.000  0.029 0.146

[l [l 0.079 0330 4174 0030  0.0% 0.172  0.325
| | 0,201 0.09307 0.464 0023 0020 0.449  0.316
| | 0.044 0.050 1129 0018 0016 0,185 0,273
[l [l 0.512 0455 0.889 0038 0.047 0.375  0.502
| | 0.081 0.055 0.680 0.033 0.033 0.171  0.333
[l [l 0,296 02250 0761 003 0031 0.555  0.566
[l [l 0.491 0469  0.954 0.057 0.050 0.587 0.654
] ] 0.139 W 0.000  0.068 0.160

| | 0.239 W 0.000  0.044 0.224

[ [ 0.095 0.04907 0.514 0.031 0.025 0.256  0.375
0 0 0.079 005 0738 0.026 0.017 0.351  0.419
| | 0.066 1l oo 0.017 0.311
| | 0.042  0.039 0922 0012 0.010 0.265  0.381
= = 0,360 0.147[7 0.408 0039 0033 0.320  0.408
| | 0.034 Ml oo 0.022 0.282
= = 0,172 02800 1630 0037 0037 0.251  0.586
] ] 0.140 | 0.000 0.035 0.143

[l [l 0.093 01130 1218 0041 0.034 0.303  0.401
| | 0.133 0.072] 0.539 0.049 0.039 0.338  0.3583
= = 1245  1.549] 1.244 0.051 0.059 0.730  0.730
[l [l n.034 o 0.028 0.325
] ] 0.146 | 0.000  0.054 0.319

| | 0,024 W 0.000  0.010 0.125

[ [ 3986 3759 0943 0.116 0.093 1.000  1.000
| | 0.033 W oo 0.025 0.287
[l [l 0046 0140 3069 0022 0031 0,173 0.320
] ] 0.062  0.113[9 1.821 0.039 0.037 0.175  0.347
] ] 0.077 W 0.000  0.033 0.152

| | 0.152 0 oa 0.035 0.464
= = 0.040 W 0000 0.033 0.148

0 0 0.033 00510 1309 0.010 0.009 0.251  0.330
| | 03110 oo 0.064 0.350
| | 0.03  0.021) 0,595 0.014 0.006 0.212  0.309
] ] 0.227 W 0.000  0.043 0.286

| | 0.080 W o000 0.019 0.223

= = 0,164 0,183 1114 0030 0.040 0.336  0.484
] ] 0111l o 0.027 K3 0.433
[l [l 0.077 0,121 1562 0025  0.028 0.197  0.338
[ [ 0.062 | 0.000 0.017 0.144

= = 0.043 0.054) 1118 0014 0012 0.209  0.327
[l [l 0.203 0,114 0,559 0039 0.039 0.251  0.338
| | 0.043 00700 1422 0012 0011 0.197  0.605
1 1 0.432 0298 0.691 0.059 0.058 0.473  0.515
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TARTISMA VE SONUC

Ozellikle tururunggillerde mutasyon orijinli materyallerin birbirinden molekiiler markirlar
(DNA) yardimiyla ayirt edilmesinin giigliigii konusunda ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Barrett ve Rhodes (1976), Citrus ve bazi akraba gruplarinda agag, yaprak, ¢icek ve meyvelere
standardize edilmis 146 adet karakteri kullanarak akrabalik diizeylerini belirleme caligsmalari
yapmiglar ve portakal, turung, limon, altintop ve laym tiirleri igerisindeki varyasyonlarin
kokeninin bir genotipe dayanan mutasyonlardan meydana geldigini bildirmislerdir. Roose
(1988), portakal, turung, altintop gibi tiirler igerisinde yer alan mutasyon orijinli gesitlerin
izoenzim markirlariyla ayirt edilemedigini bildirmistir. Buna karsin melez orijinli olan
cesitlerde daha genis bir izoenzim varyasyonu oldugunu ve bu calismalarla ayirt
edilebildiklerini belirtmistir. Luro ve ark. (1995), minisatellit markirlar1 ile yaptiklari
calismalarda 10 adet portakal ¢esidi arasinda genetik farklilik tespit edememislerdir. Fang ve
Roose (1997), turunggillerde mutasyonlarin fenotipik farkliliklar ortaya koymasina karsin
genom lizerinde ¢ok kiiciik bir bolgede meydana geldigini hatta bazen bir tek niikleotitte
olustugunu bu yilizden RFLP calismalar1 ile mutasyonlart belirlenmesinin zor oldugunu
belirtmislerdir. Arastirmacilar portakallar icerisinde diisiik diizeyde bir polimorfizm elde
etmigler ve ¢cogu portakal cesidinin kdkeninin tek bir ata oldugunu, cesitlerin mutasyon
yoluyla meydana geldigini savunmuslardir. Luro ve ark. (2000), SSR markirlar ile yaptiklari
calismada, portakallar igerisinde varyasyonlarin bir atadan meydana gelen mutasyonlarla
olustugunu ve genetik olarak birbirlerinden ayirt edilemediklerini belirtmislerdir. Oliveira ve
Radmann (2005), izoenzim markirlar ile yaptiklar1 ¢calismada, Lanelate, Navelate, Navelina
ve Salustiana portakal gesitlerinin benzerlik diizeyini 1.00 olarak tespit etmislerdir. Aym
arastirmacilarin bildirdigine gore, Novelli ve ark. (2000), aralarinda fenotipik farkliliklar olsa
bile portakal ¢esitlerini, RFLP, RAPD ve mikrosatellit markirlar1 ile ayirt etmenin ¢ok zor
oldugunu belirtmislerdir. Novelli ve ark. (2006), 41 portakal ¢cesidinde mikrosatellit markirlar
ile yaptiklar ¢calismada genetik benzerlik diizeyini 0.96 ile 1.00 arasinda saptamislar ve ¢cogu
cesit arasinda bu degeri 1.00 olarak bulmuslardir. Aragtirmacilar portakal cesitleri arasindaki
morfolojik farkliliklarin mutasyon orijinli oldugunu ve portakallarin genetik olarak dar bir
yapiya sahip oldugunu belirtmislerdir. Ayn1 arastirmacilarin bildirdigine gére, Orford ve ark.
(1995), minisatellit markirlar1 ile portakallar arasinda genetik farklilik tespit edememis ve
portakallarin molekiiler markirlarla karakterizasyonun zorlugunu vurgulamiglardir. Qing-Qin
ve ark. (2007), SSR markirlan ile yaptiklar1 ¢aligmalarda kullandiklart 19 portakal cesidi

arasinda bir farklilik tespit edememisler ve bu cesitlerin mutasyonla meydana geldigini
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bildirmiglerdir. Amar ve ark. (2011) SSR, SRAP ve CAPS-SNP markir sistemlerini kombine
ettikleri calismada turuncgiller igerisinde en yiiksek benzerlik oranint portakallarda
belirlemislerdir. Benzer sekilde, Malik ve ark. (2012), RAPD markirlar1 ile yaptiklari
calismalarda portakallar igerisinde diisiik genetik ¢esitlilik oldugunu, buna karsin yiiksek
diizeyde fenotipik varyasyon bulundugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar bu durumun
meydana gelen somatik mutasyonlara bagl oldugunu ifade etmislerdir. Ote yandan Breto ve
ark. (2001) Klemantin mandarini klonlarinda 16 ISSR primeri ile polimorfizm
belirleyememislerdir.

Limonlarla ilgili yapilan calismalarda da benzer sonuclar bulunmustur. Giilsen ve Roose
(2001), ISSR markirlar ile yaptiklar: ¢alismalarda limonlar arasindaki genetik varyasyonun
cok dar oldugunu ve bir¢ok limonun mutasyon orijinli oldugunu bildirmislerdir. Uzun ve ark.
(2009) 12 limon ¢esidinde RAPD ve ISSR markirlar1 ile yaptiklari ¢alismada limonlar
arasinda ¢ok yiiksek diizeyde benzerlik saptamislar ve bazi materyalleri ayirt edememislerdir.
Bu noktada, 6zellikle mutasyon orijinli bireylerin ayirt edilmesi i¢in daha ileri tekniklerin
kullanilmas1 yararli olacaktir.

RNA c¢alismalarinda limon ¢esitlerinde elde edilen unigenlerin genomdaki gorevlerine
gore yapilan gruplandirmada, bunlarin en fazla biyolojik islemlerde gorevli olduklar
gorilmiistiir. Daha sonra genlerin gorev aldiklart alanlar sirastyla, hiicre bilesenleri ile ilgili
konular ve molekiiler fonksiyonlar olarak siralanmistir. Benzer sekilde, Patel ve ark. (2014)
altintop meyvesinin flavedo boliimiinde yaptiklar1 sekanslama ¢alismalarinda genlerin
cogunlukla biyolojik islemlerde gorev aldiklarini ortaya koymuslardir. Daha sonra sirasiyla,
hiicre bilesenleri ve molekiiler fonksiyonlar konusundaki genler yogunlukta bulunmustur.
Yine Liang ve ark. (2015) altintopun farkli organlarindan alinan dokularla yaptiklart
calismalarda genlerin fonksiyonlar1 ile ilgili olarak ayni sonucu elde etmislerdir. Limon
cesitlerinde belirlenen genlerin uzunluk dagilimi incelendiginde, tiim cesitlerde en fazla gen
sayist 100-500 bp uzunlugunda saptanmistir. Bunu 500-1000 bp uzunlugundaki gen sayisi
takip etmistir. 2500-3000 bp uzunlugundaki genlerin sayis1 ise biitiin ¢esitlerde en az sayida
bulunmustur. Domateste yapilan benzer bir ¢calismada da, 100-500 bp uzunlugundaki genlerin
sayist en fazla bulunmustur. Yine bunu 500-1000 bp uzunlugundaki gen sayisi takip etmistir
(Sunderasan ve ark. 2016). Limon gesitlerinde yapilan RNA sekanslama islemleri sonucunda
toplam 12442 adet SSR motifi tespit edilmistir. Bu motiflerin 4309 tanesi tek baz tekrari,
3432 tanesi ¢ift baz tekrari, 3759 tanesi ti¢lii baz tekrar1, 272 tanesi dortlii baz tekrar1, 323

tanesi besli ve 347 tanesi ise altili baz tekrar1 seklindedir. Altintopta konu ile ilgili yapilan
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calismada, elde edilen SSR motifleri dagilimi ¢alismamizdan farkli olmustur. O ¢alismada en
fazla motif Giglii baz tekrarinda elde edilirken onu ikili baz tekrar sayisi takip etmistir (Liang
ve ark. 2015).

Protein ¢alismalar1 sonucunda, elde edilen spotlarda yapilan peptit analizleri sonuglar
limon bitkisinin tam sekansi diinyada bulunmadigi i¢in yakin tiir olan portakal sekansi ile
karsilastirilabilmistir. Buna gore, cesitler arasinda onemli peptit farklilklart goriilmiistiir.
Citrus limon’a ait veri tabaninin sonraki yillarda literatiire eklenmesiyle daha fazla peptit
benzerlik veya farkliliklarinin ortaya ¢ikmasi muhtemel goriinmektedir. Bu nedenle belirlenen
peptitlerin markir oldugunun net olarak belirtilebilmesi i¢in Citrus limon’a ait veri tabaninin
¢ikarilmasi gerekmektedir. Veri tabaninin olusturulmast durumunda farkli olarak ifade edilen
diger bircok peptidin de ¢ekirdeksizlik ile ilgili gesitlerin tanimlanmasinda kullanilabilecek
degerli birer markir olma potansiyeli vardir. Ayrica bu ¢alismadan yola ¢ikarak yapilabilecek
sonraki arastirmalarda cekirdek olusumu ile ilgili proteinlerin net olarak belirlenmesi
durumunda Dbiyoteknolojik yontemlerle yapilacak 1slah programlarinda kullanilabilme
potansiyeline de sahiptir.

Bu calismada iilkemizde son donemde gelistirilmis olan ii¢ adet yeni cekirdeksiz
limon ¢esidi ile bu ¢esitlerin orijini olan ¢ekirdekli Kiitdiken limonu arasinda DNA, RNA ve
protein profillerinin karsilastirilmast ile ¢ekirdeksizligi belirleyen markir/markirlarin
gelistirilme imkanlar1 arastirilmistir. DNA calismalarinda bu konuda onemli farklilik
bulunmamistir. Bu konuda literatiirde benzer sonuglarin alindigi ¢ok sayida calisma
mevcuttur. RNA ¢alismalar ile limon ¢esitlerindeki gen sayilar1 ve bunlarin karsilagtirilmalari
yapilmistir. Bunun yaninda RNA sekans sonuclarindan elde edilen sonuglardan yararlanilarak
turuncgiller i¢in yeni SSR primerleri gelistirilmis ve bazi turunggil cesitlerinde test edilmis ve
basarili sonuglar alinmistir. Protein ¢alismalarinda limonlar arasinda farklilik gosteren protein
spotlar1 tespit edilmistir. Bunun yaninda yapilan peptit analizinde elde edilen sonugclar,
limonun diinyada tam sekans bilgisi bulunmadigindan portakal sekansi ile karsilastirilmistir.
Bu calismalarda, c¢ekirdekli ve cekirdeksiz cesitler arasindaki farki ortaya koyabilecek spot
farkliliklar1 ve peptitler belirlenmistir. Limon sekans bilgisi yayinlandiktan sonra bu
peptitlerden yola ¢ikilarak ¢ekirdeksizlikle ilgili yeni primerlerin gelistirilmesi miimkiindiir.
Calismanin hedefi olan ii¢ yontemden en az biri ile ¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz cesitleri ayirt
edebilecek markirin tespiti konusu protein calismalar1 ile elde edilmis durumdadir. Bu

calisma, bu yonleriyle 6zgiin ve orijinal bir ¢alisma konumundadir.
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EK 1. Giilsen ¢esidinden alinan spotun portakal veritabani ile karsilastirilmasi

N Unused Total %Cov %Cov(50) %Cov(95) Accessions  Names
Used Annotation  Contrib Conf Sequence Modifications Cleavages
dMass Prec MW Prec m/z Theor MW Theor m/z Theor z Sc
Spectrum Specific Time PrecursorSignal PrecursorElution

1 546 5.46 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOA067FIM2|ACA067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 2 99.0000009536743
SGSAADSQTVSDYVR 0.00768552022054791
1541.70349121094 771.859 1541.69580078125 771.855163574219 2
11 1.1.1.5553.18 1 42.5894 17574.83 41.8839

1 546 5.46 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056
trJAOA067FIM2|ACAQ067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 2 99.0000009536743
TTHGVTYNGGVVLGADSR cleaved G-T@N-term

0.00109727005474269 1892.00146484375 947.008 1892.00036621094
947.007446289063 2 13 1.1.1.5747.18 1 60.2098 1646.359

60.1358
1 546 5.46 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 1.45593166351318
96.4900016784668 TVTINSEGVSR 0.00904003996402025

1161.60803222656 581.8113 1161.59899902344 581.806762695313 2
11 1.1.1.5502.11 1 37.918 657.2059 37.6043
1 546 546 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056

trfAOA067FIM2|ACAQ067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 76.1799991130829

SGSAADSQTVSDYVR 0.00768552022054791

1541.70349121094 771.859 1541.69580078125 771.855163574219 2

10 1.1.1.5550.19 1 42.3231 17574.83 41.8839
1 546 546 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056
trfAOA067FIM2|ACAQ067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
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sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 76.1799991130829
SGSAADSQTVSDYVR 0.00768552022054791
1541.70349121094 771.859 1541.69580078125 771.855163574219 2
10 1.1.1.5554.19 1 42.6839 17574.83 41.8839

1 546 546 64.410001039505 19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOA067FIM2|ACAQ67FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 76.1799991130829
SGSAADSQTVSDYVR 0.0074413800612092 1541.70324707031
771.8589 1541.69580078125 771.855163574219 2 10
1.1.1.5557.18 1 42.9517 9425.478 41.9743

1 546 5.46 64.410001039505 19.0699994564056 19.0699994564056
trfAOA067FIM2|ACAQ067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_19026587mg PE=3 SV=1 0 39.640000462532
SGSAADSQTVSDYVR 0.00768552022054791
1541.70349121094 771.859 1541.69580078125 771.855163574219 2
10 1.1.1.5551.20 1 42.4174 17574.83 41.8839

1 546 5.46 64.410001039505 19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOA067FIM2|AOCAQ067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_19026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTHGVTYNGGVVLGADSR cleaved G-T@N-term

0.00109727005474269 1892.00146484375 947.008 1892.00036621094
947.007446289063 2 13 1.1.1.5745.16 1 60.0185 1646.359

60.1358
1 546 5.46 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTIHGVTYNGGVVLGADSR cleaved G-T@N-term

0.00109727005474269 1892.00146484375 947.008 1892.00036621094
947.007446289063 2 14 1.1.15748.17 1 60.2973 1646.359

60.1358
1 546 5.46 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOAO067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
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TTHGVTYNGGVVLGADSR cleaved G-T@N-term
0.00109727005474269 1892.00146484375 947.008 1892.00036621094
947.007446289063 2 12 1.1.15749.13 1 60.3722 1649.063

60.1358
1 546 546 64.410001039505 19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOAO067FIM2|A0OA067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9 cleaved G-T@N-term -

0.000130218002595939 1892.98425292969 947.4994 1892.984375
947.499450683594 2 12 1.1.1.5751.19 1 60.58 4965.004

60.6846
1 546 5.46 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTIHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9 cleaved G-T@N-term -

0.000130218002595939 1892.98425292969 947.4994 1892.984375
947.499450683594 2 9 1.1.15752.15 1 60.6546 4965.004

60.6846
1 546 546 64.410001039505 19.0699994564056  19.0699994564056
tr|AOAO067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9 cleaved G-T@N-term -

0.000130218002595939 1892.98425292969 947.4994 1892.984375
947.499450683594 2 13 1.1.1.5754.18 1 60.8501 4965.004

60.6846
1 546 5.46 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056
trfAOA067FIM2|ACAQ067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9 cleaved G-T@N-term -

0.000130218002595939 1892.98425292969 947.4994 1892.984375
947.499450683594 2 11 1.1.15755.18 1 60.9415 4965.004
60.6846



1 546 5.46 64.410001039505
tr|AOA067FIM2|ACAQ067FIM2_CITSI

sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1
TTHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9

0.000130218002595939 1892.98425292969 947.4994
947.499450683594 2 12 1.1.1.5756.16 1
60.6846

1 546 546 64.410001039505
tr|AOAO067FIM2|A0A067FIM2_CITSI

sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1
TTIHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9

0.000130218002595939 1892.98425292969 947.4994
947.499450683594 2 10 1.1.1.5758.18 1
60.6846

1 546 5.46 64.410001039505
trfAOA067FIM2|ACAQ067FIM2_CITSI

sinensis GN=CISIN_19026587mg PE=3 SV=1
TTHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9

0.000130218002595939 1892.98425292969 947.4994
947.499450683594 2 11 1.1.1.5759.14 1
60.6846

1 546 546 64.410001039505
tr|AOAO067FIM2|A0A067FIM2_CITSI

sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1
TTIHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9

0.000130218002595939 1892.98425292969 947.4994
947.499450683594 2 12 1.1.15761.16 1
60.6846

1 546 5.46 64.410001039505
trfAOA067FIM2|A0CA067FIM2_CITSI
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1
TTHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9
0.000252288009505719 1892.98413085938  947.4993

19.0699994564056

19.0699994564056

19.0699994564056

19.0699994564056

19.0699994564056

78

19.0699994564056

Proteasome subunit beta type OS=Citrus

0 99.0000009536743
cleaved G-T@N-term -

1892.984375
61.0245 4965.004

19.0699994564056

Proteasome subunit beta type OS=Citrus

0 99.0000009536743
cleaved G-T@N-term -

1892.984375
61.2158 4965.004

19.0699994564056

Proteasome subunit beta type OS=Citrus

0 99.0000009536743
cleaved G-T@N-term -

1892.984375
61.2906 4965.004

19.0699994564056

Proteasome subunit beta type OS=Citrus

0 99.0000009536743
cleaved G-T@N-term -

1892.984375
61.4821 4965.004

19.0699994564056

Proteasome subunit beta type OS=Citrus

0 99.0000009536743
cleaved G-T@N-term -
1892.984375
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947.499450683594 2 11 1.1.15762.17 1 61.5776 5456.108

60.5933
1 546 546 64.410001039505 19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOAO067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9 cleaved G-T@N-term -

0.000252288009505719 1892.98413085938 947.4993 1892.984375
947.499450683594 2 7 1.1.1.5764.18 1 61.7646 3993.437

60.7763
1 546 5.46 64.410001039505  19.0699994564056 19.0699994564056
tr|AOA067FIM2|AOCA067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTIHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9 cleaved G-T@N-term -

0.000496428983751684 1892.98388671875 947.4992 1892.984375
947.499450683594 2 6 1.1.15768.18 1 62.1296 2469.627

61.1418
1 546 546 64.410001039505 19.0699994564056  19.0699994564056
tr|AOAO067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9 cleaved G-T@N-term -

0.000496428983751684 1892.98388671875 947.4992 1892.984375
947.499450683594 2 8 1.1.1.5772.17 1 62.4909 919.8622

61.5079
2 396 3.96 49.4500011205673 12.6399993896484 12.6399993896484
tr|AOA067F2B5|A0A067F2B5_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g030119mg PE=3 SV=1 2 99.0000009536743
ECACVIELPDLK cleaved V-E@N-term 0.0309542007744312

1331.67749023438 666.846 1331.646484375 666.830505371094 2
5 1.1.1.5709.6 1 56.7107 3228.428 55.9697
2 396 396 49.4500011205673 12.6399993896484 12.6399993896484
trJAOA067F2B5|A0A067F2B5_CITSI Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g030119mg PE=3 SV=1 1.95860815048218
99.0000009536743 NISVVAGIEAR 0.00852935016155243
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1127.63842773438 564.8265 1127.6298828125 564.822204589844 2
11 11156376 1 50.1592 98.5353 50.2267
3 1.55 155 16.5199995040894 8.03600028157234 8.03600028157234
tr|AOA067CZF3|A0A067CZF3_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g027381mg PE=4 SV=1 1.55284202098846
98.5000014305115 AEDFFFSGLGKPGNTANR -
0.00216352008283138 1926.92028808594 964.4674 1926.92248535156
964.468505859375 2 10 1.1.1.5720.13 1 57.7331 1260.765
57.7714
4 0.84 0.84 17.0499995350838 2.27300003170967 O
RRRRRtr|AOA067H1F3|ACA067H1F3_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g013578mg PE=4 SV=1
0.841637551784515 92.0300006866455 FSKSSADDLK missed K-
S@3 0.080647200345993 1096.62072753906 549.3176 1096.5400390625
549.277282714844 2 6 1.11.5708.2 1 56.6042 2281.773

56.1493
5 0.71 0.71 23.1099992990494 6.30299970507622 O
trJAOA067G5J2|A0A067G5J2_CITSI Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_19026476mg PE=4 SV=1 0.688246190547943

88.6900007724762 GVEVPLSILGAEIDR
0.00116622995119542 1566.86291503906 784.4387 1566.86169433594
784.438110351563 2 13 1.1.1.5860.5 1 70.4762 1139.203

70.4566
5 0.71 0.71 23.1099992990494 6.30299970507622 0
tr|AOA067G5J2|A0A067G5J2_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026476mg PE=4 SV=1 0 40.2599990367889
GVEVPLSILGAEIDR 0.00116622995119542

1566.86291503906  784.4387 1566.86169433594  784.438110351563 2
11 1.1.1.5859.11 1 70.41 1139.203 70.4566
5 0.71 0.71 23.1099992990494  6.30299970507622 O
trfAOA067G5J2|A0A067G5J2_CITSI Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026476mg PE=4 SV=1 0 29.3199986219406
GVEVPLSILGAEIDR 0.00116622995119542
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1566.86291503906  784.4387 1566.86169433594  784.438110351563 2
9 1.1.1.5862.7 1 70.6671 1139.203 70.4566
6 054 0.54 18.860000371933  5.70200011134148 O
tr|AOA067FQ90|A0A067FQ90_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g027111mg PE=4 SV=1 0.511449217796326
83.0099999904633 EYQLASEGVDQAR 0.000179655005922541
1464.68469238281  733.3496 1464.68444824219 733.349548339844 2
8 1.1.1.5546.16 1 41.9484 159.1033 41.8839
7 0.44 0.44 41.2200003862381 10.6899999082088 10.6899999082088
RRRRRtr|AOA067H1U5|A0A067H1US_CITSI; RRRRR
tr|AOA067H1T8|AOA067HIT8 _CITSI REVERSED Uncharacterized protein (Fragment)
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0249171mg PE=4 SV=1; REVERSED Uncharacterized
protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_190249171mg PE=4 SV=1
0.443697482347488 99.0000009536743 PDQAKVDASAMQQP
Deamidated(Q)@3 cleaved R-P@N-term; cleaved P-Q@C-term; missed K-V@5
0.0559256002306938 1485.73291015625 743.8737 1485.67700195313
743.845764160156 2 8 1.1.1.5590.10 1 45,9172 18810.65

46.0454
8 0.33 0.33 8.28699991106987 8.28699991106987 0
tr|AOA067FZH5|A0A067FZH5_CITSI Ferritin (Fragment) OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_190217032mg PE=3 SV=1 0.334419012069702

73.3500003814697 ELDLVPTVPQLSLAR
0.00103119004052132 1649.93627929688 825.9754 1649.93518066406
825.974914550781 2 12 1.1.1.5840.13 1 68.6834 581.0725
68.6304
9 0.27 0.27 21.2099999189377 8.08100029826164 0
trfAOAO67FGY6|AOA067FGY6_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0334821mg PE=3 SV=1
0.268411219120026 67.8300023078918 GPVRMPTK missed R-M@4
-0.0421747006475925 884.448059082031 443.2313 884.490234375
443.252380371094 2 5 1.1.15011.2 1 28.1773 69.1789
28.279
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9 0.27 0.27 21.2099999189377 8.08100029826164 0
tr|AOAO67FGY6|A0OA067FGY6_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)

OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0334821mg PE=3 SV=1 0
67.8300023078918 GPVRMPTK missed R-M@4 -

0.0421747006475925 884.448059082031  443.2313 884.490234375
443.252380371094 2 5 1.1.1.5012.2 1 28.2685 69.1789

28.279
10 0.14 0.14 38.1000012159348 0 0
trlAOA067GP70]A0A067GP70_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)

OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0249172mg PE=4 SV=1
0.131943628191948 48.4699994325638 ALIVDDLVATGGTLSAAIR
-0.00622578011825681 1855.03527832031  928.5249
1855.04150390625 928.528015136719 2 12 1.1.1.5876.12 1

71.9591 5274.329 719112
10 0.14 0.14 38.1000012159348 0 0
trfAOA067GP70]A0A067GP70_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1¢g0249172mg PE=4 SV=1 0

40.2599990367889 ALIVDDLVATGGTLSAAIR -
0.00622578011825681 1855.03527832031 928.5249 1855.04150390625

928.528015136719 2 11 1.1.1.5875.14 1 71.8771 5274.329
71.9112
10 0.14 0.14 38.1000012159348 0 0
trlAOA067GP70]A0A067GP70_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0249172mg PE=4 SV=1 0

40.2599990367889 ALIVDDLVATGGTLSAAIR -
0.00622578011825681 1855.03527832031  928.5249 1855.04150390625
928.528015136719 2 11 1.1.15879.11 1 72.2252 5274.329

71.9112
11 0.12 0.12 10.4699999094009 O 0
trJAOA067G023|A0A067G023_CITSI Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g034703mg PE=4 SV=1 0.12436006218195
48.7199991941452 KGGINAPTK missed K-G@1 -

0.0599332004785538 884.448059082031  443.2313 884.507995605469
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443.261260986328 2 5 1.1.15011.2 1 28.1773 69.1789

28.279
11 0.12 0.12 10.4699999094009 O 0
tr|AOA067G023|A0A067G023_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g034703mg PE=4 SV=1 0 48.7199991941452
KGGINAPTK missed K-G@1 -0.0599332004785538

884.448059082031 443.2313 884.507995605469 443.261260986328 2
5 1.1.1.5012.2 1 28.2685 69.1789 28.279
12 0.07 0.07 5.44399991631508 O 0 RRRRR
trlAOA067G2Y2|A0A067G2Y2_CITSI REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1g018850mg PE=4 SV=1 0.0680338814854622
34.060001373291 VAGVQSLWQERR missed R-R@11 -

0.0178887993097305 1427.74548339844  714.88 1427.76330566406 714.888977050781
2 7 1.1.1.58934 1 73.4652 180.3554 73.4498

13 0.06 0.06 5.36499992012978 O 0 RRRRR
tr|AOAO67H6AG6|A0A067H6AG6_CITSI REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1¢g012310mg PE=4 SV=1 0.0609802231192589
31.8500012159348 KAEMENSK Oxidation(M)@4 missed K-A@1
0.0479067005217075 951.481079101563  476.7478 951.433166503906
476.723846435547 2 4 1.1.1.55546 1 42.6298 720.4681
42.1561

14 005 2 49.3800014257431  6.79000020027161 6.79000020027161
tr|AOA067H1T8|AOA067HIT8 _CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)

OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0249171mg PE=4 SV=1 0
99.0000009536743 NISVVAGIEAR 0.00852935016155243

1127.63842773438 564.8265 1127.6298828125  564.822204589844 2
11 1.1.1.5637.6 0 50.1592 98.5353 50.2267

15 0.05 0.05 8.82000029087067 O 0
trfAOA067DYMB8JA0A067DYMS8_CITSI  Uncharacterized  protein  OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1¢g003209mg PE=4 SV=1 0.0338582694530487
21.0099995136261 ISYSVGDVEFTR 0.0044370498508215
1371.67150878906 686.843 1371.6669921875  686.8408203125 2
10 1.1.1.5678.6 1 53.8947 828.0076 53.8706
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EK 2. Alata ¢esidinden alinan spotun portakal veritabani ile karsilastirilmasi

N Unused Total %Cov %Cov(50) %Cov(95) Accessions  Names
Used Annotation  Contrib Conf Sequence Modifications Cleavages
dMass Prec MW Prec m/z Theor MW Theor m/z Theor z Sc
Spectrum Specific Time PrecursorSignal PrecursorElution

1 3.74 374 14.4099995493889 14.4099995493889 14.4099995493889
trfAOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI; tr|AOAO67FI14|/AOAQC67FII4_CITSI
Proteasome subunit beta type OS=Citrus sinensis GN=CISIN 1g026587mg PE=3

SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1

2 99.0000009536743 SGSAADSQTVSDYVR
0.013056599535048 1541.70886230469 771.8617 1541.69580078125
771.855163574219 2 5 1.1.1.7083.2 1 42.4715 64.1223

42.3801
1 3.74 3.74 14.4099995493889 14.4099995493889 14.4099995493889
tr/AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI; tr|AOAO67F114/AOA067FII4_CITSI

Proteasome subunit beta type OS=Citrus sinensis GN=CISIN 1g026587mg PE=3
SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1
1.74472737312317  99.0000009536743
TTHGVTYNGGVVLGADSR Deamidated(N)@9 cleaved G-T@N-term
0.00694986013695598 1892.99133300781  947.5029 1892.984375
947.499450683594 2 8 1.1.1.7787.2 1 60.9268 81.6199

60.8997
2 2 2 2.69499998539686  2.69499998539686  2.69499998539686
tr|AOAO67EL98|AOA067EL98_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g017474mg PE=4 SV=1 2 99.0000009536743
RLSNKPITLR missed R-L@1 -0.0671536028385162

1196.66821289063 599.3414 1196.7353515625  599.374938964844 2
4 1.1.1.7376.2 1 49.3267 20.148 49.3316
3 0.85 0.85 2.33999993652105 2.33999993652105 O
trfAOAO67EVL6|AOAO67EVLG_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g006553mg PE=4 SV=1 0.850780963897705
93.2900011539459 QYEDMKIQIESATEK GIn->pyro-Glu@N-term
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missed K-1@6 -0.014172799885273 1794.82043457031 898.4175
1794.83459472656  898.424560546875 2 6 1.1.1.7760.4 1
58.6519 416.2756 57.9902

4 06 0.6 4.63000014424324 4.63000014424324 O

tr|AOA067DOFOJA0OA067DOF0_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1g042950mg PE=4 SV=1 0.603800654411316
81.9800019264221 SVPAVATTTR -0.00493112998083234
1001.54565429688 501.7801 1001.55053710938 501.782562255859 2
5 1.1.1.7717.2 1 55.2424 635.5706 54.9764

5 0.52 0.52 2.31199990957975 2.31199990957975 2.31199990957975
RRRRRtrJ/AOA067HD33|A0A067HD33_CITSI;
RRRRRtr|AOA067H4F9|A0A067H4F9_CITSI;
RRRRRtr/AOA067H1T3|A0A067HIT3_CITSI;
RRRRRtr|AOA067H1D8|A0CA067H1DS8_CITSI REVERSED  3-phosphoshikimate  1-
carboxyvinyltransferase OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g010070mg PE=3 SV=1,
REVERSED  3-phosphoshikimate  1-carboxyvinyltransferase ~ OS=Citrus  sinensis
GN=CISIN_1¢g010070mg PE=3 SV=1; REVERSED  3-phosphoshikimate  1-
carboxyvinyltransferase OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g010070mg PE=3 SV=1,
REVERSED  3-phosphoshikimate  1-carboxyvinyltransferase =~ OS=Citrus  sinensis
GN=CISIN_1g010070mg PE=3 SV=1 0.522878706455231
98.9700019359589 LGTVLDGIPRER  Oxidation(P)@9 missed R-E@10
-0.0574018992483616 1340.68383789063 671.3492 1340.7412109375
671.377868652344 2 6 1.1.1.7252.3 1 45,7527 55.0424
45.6965
6 0.34 0.34 2.02300008386374 2.02300008386374 0
RRRRRtr|AOA067DBS4|A0A067DBS4_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g047027mg PE=4 SV=1
0.340083777904511 69.9400007724762 GSASLWLCYDKSGR
missed K-S@11 -0.0208264999091625 1541.70886230469 771.8617
1541.72961425781 771.872131347656 2 4 1.1.1.7084.2 1
42.5623 64.1223 42.3801
6 0.34 0.34 2.02300008386374 2.02300008386374 0
RRRRRtr/AOA067DBS4|A0A067DBS4_CITSI REVERSED Uncharacterized
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protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g047027mg PE=4 SV=1

0 54.4799983501434 GSASLWLCYDKSGR missed K-S@11
-0.0208264999091625 1541.70886230469 771.8617 1541.72961425781
771.872131347656 2 4 1.1.1.7083.2 0 42.4715 64.1223
42.3801

7 0.2 0.2  8.38000029325485 8.38000029325485 0
trfAOA067GBDO|A0OA067GBDO0_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)

OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g038337mg PE=4 SV=1
0.199970632791519 59.2000007629395 LGGGAGDCGGVDSSR
0.0824446976184845 1306.6396484375  654.3271 1306.55712890625
654.285888671875 2 5 1.1.1.5569.2 1 314711 99.724
31.4761

8 0.1 021 2.75699999183416 0 0
tr|AOA0O67FDM4|ACA067FDM4_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1g009095mg PE=4 SV=1 0.101823523640633
42.8099989891052 GAPPAAVSSVNSLPR -

0.0948567986488342 1421.66784667969 711.8412 1421.7626953125
711.888610839844 2 4 11157212 1 32.641 49.0193
32.646

8 0.1 01  2.75699999183416 0 0
tr|AOA067FDM4|A0A067FDM4_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1g009095mg PE=4 SV=1 0 20.0000002980232
GAPPAAVSSVNSLPR -0.0948567986488342
1421.66784667969  711.8412 1421.7626953125  711.888610839844 2
4 1.1.157222 1 32.7313 49.0193 32.646

9 0.07 0.07 5.36300018429756 O 0

tr|AOAO67H8T8|AOA067H8T8_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g036113mg PE=3 SV=1 0.0695604085922241
36.7599993944168 AAALTASQLATYDESKR missed K-R@16 -

0.090783603489399 1794.82043457031 898.4175 1794.9111328125
898.462890625 2 5 1.1.1.7760.4 1 58.6519 416.2756
57.9902



10 005 005 1.01600000634789 0
tr/AOA067HGPS|AOA067HGPS_CITSI:;

tr/AOAO67HGE7|AOA067HGET_CITSI;
tr|AOA067H5J0]A0A067H5J0_CITSI;

Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g005591mg PE=4

Uncharacterized protein  OS=Citrus
Uncharacterized protein  OS=Citrus
Uncharacterized protein  OS=Citrus

Uncharacterized protein  OS=Citrus

sinensis
sinensis
sinensis

sinensis

0
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tr/AOA067HGF3|AOA067THGF3_CITSI;
tr/AOA067H840JAOA067H840_CITSI;
tr/AOA067H543JA0A067H543_CITSI

GN=CISIN_1g005591mg PE=4
GN=CISIN_1g005591mg PE=4
GN=CISIN_1g005591mg PE=4
GN=CISIN_1g005591mg PE=4

Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g005591mg PE=4 SV=1
0.0510982386767864 31.7799985408783 SAFFPYR

0.0863158032298088 886.520080566406 444.2673

444.224151611328 2 4
31.9592

886.433715820313

Sv=1,
Sv=1;
Sv=1,;
Sv=l;
Sv=1;

1.1.15626.2 1 31.9542 14.9573

10 005 005 1.01600000634789 0
tr/AOA067HGPS|AOA067HGPS_CITSI:;

trlAOAO67HGE7|AOA067HGET_CITSI;
tr|AOA067H5J0]A0A067H5J0_CITSI;

Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis

Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis

0

tr|AOA067HGF3|A0A067HGF3_CITSI;
tr|AOA067H840|A0A067H840_CITSI,

tr/AOA067H543|A0A067H543_CITSI
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_19005591mg PE=4 SV=1,

GN=CISIN_1g005591mg PE=4
GN=CISIN_19005591mg PE=4
GN=CISIN_1g005591mg PE=4
GN=CISIN_19005591mg PE=4

Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g005591mg PE=4 SV=1
0 31.7799985408783 SAFFPYR

0.089123398065567 886.522888183594  444.2687

444.224151611328 2 4
32.008

886.433715820313

sv=l1;
Sv=1,;
Ssv=l1;
Sv=1,;

1.1.15636.2 1 32.0937 14.7532
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EK 3. Kiitdiken ¢esidinden alinan spotun portakal veritabani ile karsilastirilmasi

N Unused Total %Cov %Cov(50) %Cov(95) Accessions  Names
Used Annotation  Contrib Conf Sequence Modifications Cleavages
dMass Prec MW Prec m/z Theor MW Theor m/z Theor z Sc
Spectrum Specific Time PrecursorSignal PrecursorElution

1 225 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007
tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 2 99.0000009536743
TTIHGVTYNGGVVLGADSR cleaved G-T@N-term -

0.00207654992118478 1891.99829101563 947.0064 1892.00036621094
947.007446289063 2 13 1.1.1.5937.19 1 60.6123 1998.838

60.8082
1 225 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007
tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0.147520005702972

28.8300007581711 SGSAADSQTVSDYVR
0.0074413800612092 1541.70324707031  771.8589 1541.69580078125
771.855163574219 2 10 1.1.15744.19 1 43.1001 14475.94

42.1185
1 2.25 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007
tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0.0385789051651955

28.4299999475479 TVTINSEGVSR Deamidated(N)@5
0.0134277995675802 1162.59643554688 582.3055 1162.5830078125
582.298767089844 2 10 1.1.1.5694.10 1 38.5272 125.3322

38.2951
1 225 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007
tr|AOA067FIM2|A0CA067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0 28.8300007581711
SGSAADSQTVSDYVR 0.00780759006738663

1541.70361328125 771.8591 1541.69580078125 771.855163574219 2
13 1.1.1.5738.20 1 42.5627 15311.06 42.1185
1 225 225 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007

tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0 28.5600006580353
SGSAADSQTVSDYVR 0.00548824993893504

1541.70129394531 771.8579 1541.69580078125 771.855163574219 2
7 1.1.15751.17 1 43.7268 943.9158 42.7522
1 225 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007

trfAOA067FIM2|ACAQ067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 28.5100013017654
SGSAADSQTVSDYVR 0.00780759006738663

1541.70361328125 771.8591 1541.69580078125 771.855163574219 2
10 1.1.1.5736.18 1 42.3729 15311.06 42.1185
1 2.25 225 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007
trfAOA067FIM2|ACAQ67FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g026587mg PE=3 SV=1 0 28.2900005578995
SGSAADSQTVSDYVR 0.00780759006738663



89

1541.70361328125 771.8591 1541.69580078125 771.855163574219 2
9 1.1.15739.19 1 42.6487 15311.06 42.1185
1 225 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007

tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0 27.4300009012222
SGSAADSQTVSDYVR 0.00524410977959633

1541.70104980469 771.8578 1541.69580078125 771.855163574219 2
7 1.1.1.5748.20 1 43.4665 1738.927 42.4817
1 2.25 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007

tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0 27.2700011730194
SGSAADSQTVSDYVR 0.00780759006738663

1541.70361328125 771.8591 1541.69580078125 771.855163574219 2
8 1.1.1.5741.20 1 42.8332 15311.06 42.1185
1 225 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007

tr|AOA067FIM2|AOCA067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0 99.0000009536743
TTHGVTYNGGVVLGADSR cleaved G-T@N-term -

0.00207654992118478 1891.99829101563 947.0064 1892.00036621094
947.007446289063 2 14 1.1.1.5940.17 1 60.8781 1998.838

60.8082
1 2.25 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007
tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0 85.7299983501434
TTHGVTYNGGVVLGADSR cleaved G-T@N-term -

0.00207654992118478 1891.99829101563 947.0064 1892.00036621094
947.007446289063 2 11 1.1.1.5939.19 1 60.7949 1998.838

60.8082
1 225 2.25 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007
tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0 28.4000009298325
TVTINSEGVSR Deamidated(N)@5 0.0134277995675802

1162.59643554688 582.3055 1162.5830078125  582.298767089844 2
10 1.1.1.5693.10 1 38.4246 125.3322 38.2951
1 225 225 53.3900022506714 8.05099979043007 8.05099979043007

tr|AOA067FIM2|A0A067FIM2_CITSI Proteasome subunit beta type OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026587mg PE=3 SV=1 0 27.4300009012222
TVTINSEGVSR 0.00891796965152025 1161.60791015625

581.8112 1161.59899902344  581.806762695313 2 9
1.1.15689.9 1 38.0684 631.8396 37.8456
2 2 2 28.2499998807907  3.95499989390373  3.95499989390373

trJAOA067G907|A0A067G907_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g018573mg PE=4 SV=1 2 99.0000009536743
TDSAQVSPVAESVK cleaved N-T@N-term 0.0643830001354218

1416.77404785156  709.3943 1416.70959472656  709.362121582031 2
8 1.1.1.5905.7 1 57.6511 493.0209 57.7144
3 0.19 0.19 8.82000029087067 O 0
trfAOA067DYMB8JA0A067DYMS8_CITSI  Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g003209mg PE=4 SV=1 0.115204632282257
27.6800006628037 ISYSVGDVEFTR 0.00480325985699892
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1371.671875 686.8432 1371.6669921875  686.8408203125 2 8
1.1.1.5870.11 1 54.4976 1291.814 54.2716
3 0.19 0.19 8.82000029087067 0 0
trfAOA067DYMB8JA0A067DYM8_CITSI  Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g003209mg PE=4 SV=1 0.0788339450955391
19.9699997901917 LSGNPSDVYQPLGDIK -
9.19090016395785E-05 1701.85729980469 851.9359 1701.857421875
851.935974121094 2 7 1.1.1.5872.17 1 54.7044 810.4251

54.6351
4 0.15 0.15 36.4199995994568 0 0
tr|AOAO67H1T8|AOA067HIT8_CITSI; trlAOA067H1C8|A0OA067H1IC8_CITSI

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0249171mg
PE=4 Sv=l; Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_190249171mg PE=4 SV=1 0.118045032024384
28.5899996757507 AFRDTIDLFVER missed R-D@3
0.00219882000237703 1480.76965332031  741.3921 1480.76745605469
741.390991210938 2 9 1.1.1.5947.12 1 61.4969 1233.187

61.3569
4 0.15 0.15 36.4199995994568 0 0
tr|AOAO67H1T8|AOA067HIT8_CITSI; tr|AOAO67H1C8|A0A067H1C8_CITSI

Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0249171mg
PE=4 Sv=l; Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g0249171mg PE=4 SV=1 0 26.7800003290176
AFRDTIDLFVER missed R-D@3 0.00219882000237703
1480.76965332031  741.3921 1480.76745605469 741.390991210938 2
9 1.1.1.5945.10 1 61.3061 1233.187 61.3569
5 0.14 0.15 59.5200002193451 O 0
trfAOA067GP70]A0A067GP70_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1¢g0249172mg PE=4 SV=1
0.143875554203987 33.9599996805191 ALIVDDLVATGGTLSAAIR
0.000366018008207902 1855.04187011719 928.5282
1855.04150390625 928.528015136719 2 12 1.1.1.6066.12 1
72.3475 2849.017 72.2095
5 0.14 0.15 59.5200002193451 O 0
trlAOA067GP70]A0A067GP70_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1¢g0249172mg PE=4 SV=1 0
33.9599996805191 ALIVDDLVATGGTLSAAIR
0.000366018008207902 1855.04187011719 928.5282 1855.04150390625
928.528015136719 2 13 1.1.1.6063.10 1 72.0675 2849.017
72.2095
6 0.11 0.11 11.5299999713898 0 0
trAOA067DVM7|A0A067DVMT7_CITSI, trAOA067DRH5|A0A067DRH5_CITSI
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g000290mg PE=4 SV=1,
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g000290mg PE=4 SV=1
0.11069829761982  28.2099992036819 ISGVNYTAEMPKR
Oxidation(M)@10  missed K-R@12 0.0352135002613068 1480.76965332031
741.3921 1480.734375 741.37451171875 2 8 1.1.1.5944.11 1
61.2189 1233.187 61.3569
7 0.11 0.11 14.2599999904633 0 0
RRRRRtr|AOA067FPGO|AOAO067FPGO_CITSI;
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RRRRRtr|A0A067FDC6|A0A067FDC6_CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g005470mg PE=3 SV=1; REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g005470mg PE=3 SV=1
0.106238231062889 27.4599999189377 GGFGGRGGGGFR missed R-
G@6 0.00977692008018494 1080.53112792969 541.2728 1080.52136230469
541.267944335938 2 9 1.1.1.5764.7 1 44.8666 7823.573

44,7491
8 0.11 0.11 11.1299999058247 0 0
trfAOAO067FDT7|A0OA067FDT7_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g001970mg PE=4 SV=1 0.11069829761982
28.6900013685226 APRLEESVAANNDR missed R-L@3

0.0246485993266106 1540.78405761719  771.3993 1540.75939941406
771.386962890625 2 5 1.1.1.5864.16 1 53.9719 124.2454
53.9064

9 0.11 0.11 11.540000140667 O 0
tr|AOA067FUKO|AOA067FUKO_CITSI Mitogen-activated protein Kinase

OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g017909mg PE=3 SV=1
0.105130344629288 27.7300000190735 GAYGVVCSSINR
0.0296934992074966 1224.62182617188 613.3182 1224.59216308594
613.303344726563 2 4 1.1.1.5683.10 1 37.5376 543.8414
37.3961

10 0.11 0.11 18.2099997997284 0 0
RRRRRtr/AOA067GYT2|A0A067GYT2_CITSI REVERSED Polyadenylate-

binding protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN 1g006641mg PE=3 SV=1
0.106238231062889 28.1599998474121 AAAEQLVAMAEAVK
Oxidation(M)@9 0.0457560010254383 1416.77404785156  709.3943
1416.72827148438 709.371398925781 2 7 1.1.1.5905.7 0
57.6511 493.0209 57.7144

11 0.11 0.11 6.54899999499321 O 0
RRRRRtr|A0A067GQVOJA0A067GQVO_CITSI  REVERSED Uncharacterized

protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN 1g001185mg PE=4 SV=1
0.1056839376688  28.3199995756149 DGLSCQSIIGPDSTEK
0.016389599069953 1648.77783203125 825.3962 1648.76147460938
825.388000488281 2 4 1.1.1.5696.21 1 38.7417 40.4579
38.656

12 0.11 0.11 8.89900028705597 0 0
RRRRRtr|AOA067EM33|A0A067EM33_CITSI;

RRRRRtr|AOA067ELC5]A0A067ELCS5_CITSI;

RRRRRtr|AOA067ELCOJAOAQ67ELCO_CITSI;

RRRRRtr|AOA067E9W9I|A0A067E9WY_CITSI REVERSED Uncharacterized protein

OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g002103mg PE=4 SV=1; REVERSED Uncharacterized

protein  OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g002103mg PE=4 SV=1; REVERSED

Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g002103mg PE=4 SV=1,;

REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g002103mg PE=4

Sv=1 0.106238231062889 28.6399990320206 SLIEMESEIAAR

-0.0364094004034996 1347.63403320313 674.8243

1347.67041015625 674.842468261719 2 6 1.1.1.5730.14 1
41.8102 57.1168 41.753

13 0.11 0.11 17.509999871254 0 0
trfAOAO67F1F3|A0OA067F1F3_CITSI, tr|AOA067FOM4|A0A067FOM4_CITSI;
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tr|AOA067FOL9|AOAQ067FOL9_CITSI ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1¢g022551mg PE=3 SV=1; ATP-dependent Clp protease
proteolytic subunit OS=Citrus sinensis GN=CISIN_19022551mg PE=3 SV=1; ATP-
dependent Clp protease proteolytic subunit OS=Citrus sinensis GN=CISIN_19022551mg
PE=3 SV=1 0.105130344629288 28.7499994039536 IEGQATDVEIAR
0.00650251982733607 1300.66882324219 651.3417
1300.66235351563 651.338439941406 2 10 1.1.1.5720.10 1
40.8849 157.3434 40.9316
14 0.1 0.11 19.0699994564056 O 0
tr|AOA067DXX7|A0A067DXX7_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0022652mg PE=4 SV=1
0.0969100147485733 27.1299988031387 DYNMDK
0.0945148020982742 784.400695800781  393.2076 784.30615234375
393.160339355469 2 3 11157514 1 43.6726 263.2021
43.7484
15 0.1 0.11 13.9699995517731 O 0
RRRRRtr|AOA067FYR4|A0A067FYR4_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN 1g010784mg PE=4 SV=1
0.0969100147485733 27.4100005626678 DSLTSVPGNHGKFCR
missed K-F@12 0.0191635992377996 1616.79211425781  809.4033
1616.77294921875 809.393737792969 2 7 1.1.1.5745.20 1
43.1948 931.8778 43.1135
16 0.1 0.11 14.6999999880791 O 0
tr|AOA067GWUSB|A0A067GWUSB_CITSI; tr|AOA067GM97|A0A067GMI7_CITSI
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_19013125mg PE=3 SV=1,
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g013125mg PE=3 SV=1
0.0958256274461746 27.3499995470047 VMPMRTDK missed R-
T@5 0.0478161014616489 976.53125  489.2729 976.4833984375
489.248992919922 2 4 11157154 1 40.4118 84.9782
40.4751
17 0.1 0.11 9.9200002849102 O 0
RRRRRtr|AOA067HGH2|A0A067HGH2_CITSI;
RRRRRtrJAOA067HG75|A0A067HG75_CITSI;
RRRRRtr|AOA067H591|A0A067H591 CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004536mg PE=4 SV=1; REVERSED Uncharacterized
protein  OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004536mg PE=4 SV=1; REVERSED
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004536mg PE=4 SV=1
0.0996328666806221 28.4799993038177 GEAEDEIKRDAEPK
missed K-R@8; missed R-D@9 0.0287034008651972 1585.787109375
793.9008 1585.75842285156  793.886474609375 2 7
1.1.1.5805.20 1 48.6174 2177.616 48.3535
17 0.1 0.11 9.9200002849102 O 0
RRRRRtr|AOA067HGH2|A0A067HGH2_CITSI;
RRRRRtr|AOA067HG75|A0A067HG75_CITSI;
RRRRRtr|AOA067H591|A0A067H591 CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004536mg PE=4 SV=1, REVERSED Uncharacterized
protein  OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004536mg PE=4 SV=1; REVERSED
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004536mg PE=4 SV=1
0 27.5400012731552 GEAEDEIKRDAEPK missed K-
R@8; missed R-D@9 0.0287034008651972 1585.787109375 793.9008
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1585.75842285156  793.886474609375 2 8 1.1.1.5808.19 1
48.8864 900.1209 48.8997
17 0.1 011 9.9200002849102 0 0
RRRRRtr|AOA067HGH2JAOA067THGH2_CITSI;
RRRRRtr|AOA067HG75|A0A067HG75_CITSI,
RRRRRtr|AOA067H591|A0A067H591 CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004536mg PE=4 SV=1; REVERSED Uncharacterized
protein  OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004536mg PE=4 SV=1; REVERSED
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g004536mg PE=4 SV=1
0 26.2899994850159 GEAEDEIKRDAEPK missed K-
R@8; missed R-D@9 0.0287034008651972 1585.787109375 793.9008
1585.75842285156  793.886474609375 2 6 1.1.1.5809.19 1
48.9775 900.1209 48.8997
18 0.1 0.1 8.57900008559227 0 0
RRRRRtr/AOA067DNC5|A0A067DNC5_CITSI  REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN 1g017332mg PE=3 SV=1
0.0958256274461746 28.3699989318848 TGSTSIALTDR
0.00482743000611663 1120.57727050781 561.2959 1120.57238769531
561.29345703125 2 7 1.1.1.58059 1 48.5716 164.1813
48.5357
19 0.1 0.1 11.9000002741814 0 0
RRRRRtr|/AOA067HBNOJAOA067HBNO_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_ 1g012334mg PE=4 SV=1
0.0952844545245171 28.5299986600876 CSLQAMIPNSADALPTLRMR
missed R-M@18 -0.0512313991785049 2187.04541015625 1094.53
2187.09619140625 1094.55541992188 2 8 1.1.1.594521 1
61.3519 445.0482 61.2655
19 0.1 0.1 11.9000002741814 0 0
RRRRRtr|AOA067HBNOJAOA067HBNO_CITSI  REVERSED Uncharacterized

protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_ 1g012334mg PE=4 SV=1 0
28.0299991369247 CSLQAMIPNSADALPTLRMR missed R-M@18
-0.0512313991785049 2187.04541015625 1094.53 2187.09619140625
1094.55541992188 2 8 1.1.1.5942.20 1 61.0734 445.0482
61.2655

20 0.09 0.11 10.3000000119209 O 0
tr|AOA067DX48|A0A067DX48 CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g014297mg PE=4 SV=1 0.0867160931229591
26.9699990749359 TGDATMAENDMK 0.0947159007191658
1282.61169433594  642.3131 1282.51696777344  642.265747070313 2
4 11157849 1 46.6731 1565.108 46.4583
21 0.09 0.11 15.7499998807907 O 0
trfAOA067GAGO|A0OA067GAGO_CITSI Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g005854mg PE=4 SV=1 0.0867160931229591
27.2399991750717 NYAYSYSPGESSPGFTKCLGSIWTGKER
missed K-C@17; missed K-E@26 -0.0902135968208313 3084.33813476563
1029.12 3084.4287109375  1029.15014648438 3 8
1.1.1.5926.20 1 59.6118 291.0314 59.5296
22 0.09 0.11 10.9999999403954 0 0
trfAOA067DJ78|A0A067DJ78_CITSI Beta-hexosaminidase OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g007722mg PE=3 SV=1 0.0851281806826591
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27.1299988031387 TYQVFK -0.0112709002569318
784.400695800781 393.2076 784.411926269531 393.213256835938 2
3 1.1.15751.4 1 43.6726 263.2021 43.7484
23 0.09 0.11 6.48899972438812 0 0
tr|AOA067FPM2|A0A067FPM2_CITSI; tr|AOAO67FGY1|JA0OA067FGYL1 _CITSI;
tr|AOA067FDIOJAOA067FDIO_CITSIUncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1¢g009821mg PE=3 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1¢g009821mg PE=3 SV=1; Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1g036874mg PE=3 SV=1 0.0856568440794945
27.5700002908707 IGDFRGNNFNYLPFGSGRR missed R-G@5;
missed R-R@18 -0.0119316997006536 2186.0654296875  1094.04

2186.07690429688 1094.04577636719 2 7 1.1.1.5929.18 1
59.8771 242.5246 59.8035
24 0.09 0.11 4.53599989414215 O 0

trlAOA067F9V1JA0A067FIV1 _CITSI Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g006673mg PE=4 SV=1 0.0861861482262611
28.0000001192093 GAVSDLPPLDLT cleaved T-N@C-term -

0.002674609888345 1196.62622070313 599.3204 1196.62890625
599.321716308594 2 4 1.1.15822.8 1 50.1186 36.0814
49.9948

25 0.09 0.11 7.99999982118607 0 0
RRRRRtr|/AOA067ENTIJAOAO067ENT9_CITSI REVERSED Uncharacterized

protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g007521mg PE=4 SV=1
0.0851281806826591 28.0499994754791 LLFPWTKDNPLVMEESPR
Oxidation(M)@13  missed K-D@7 -0.0584084987640381
2187.04541015625 1094.53 2187.103515625 1094.55895996094 2
8 1.1.1.5943.20 1 61.1649 445.0482 61.2655

26 0.09 0.11 6.38300031423569 0 0
RRRRRtr|/AOA067FBX1|A0A067FBX1_CITSI REVERSED Uncharacterized

protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g029755mg PE=4 SV=1
0.0861861482262611 28.7999987602234 VSELLEMAQQVK
0.0499828010797501 1373.7724609375  687.8935 1373.72241210938
687.868530273438 2 6 1.1.1.5864.13 1 53.9594 3673.6

52.9941
27 0.08 0.11 15.4499992728233 0 0
tr|AOA067H5E8|AO0A067H5E8_CITSI 60S ribosomal protein L36 OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g033850mg PE=3 SVV=1 0.0788339450955391
27.1299988031387 RVHFVK missed R-V@1 -

0.070123203098774 784.400695800781 393.2076 784.470764160156
393.24267578125 2 3 11157514 1 43.6726 263.2021

43.7484
28 0.08 0.11 11.4000000059605 O 0
trfAOA067FQ90]A0A067FQ90_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g027111mg PE=4 SV=1 0.0772745460271835
27.0300000905991 ELNENNIPLENVR 0.00413515977561474

1552.78869628906  777.4016 1552.78454589844  777.399536132813 2
6 1.1.1.5830.21 1 50.9024 238.2163 50.8172
29 0.08 0.11 7.82399997115135 0 0
RRRRRtr/AOA067EJ23|A0A067EJ23_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g048535mg PE=3 SV=1
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0.0783135294914246 27.6199996471405 MGHESDLSIR
0.0617858991026878 1143.59606933594 572.8053 1143.53430175781
572.7744140625 2 3 1.1.1.5692.10 1 38.3342 945.1697
37.8456
30 0.08 0.11 2.16499995440245 0 0
tr|AOAO67TEKEG|AOAO67EKEG_CITSI Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g012488mg PE=4 SV=1 0.0783135294914246
27.8899997472763 WDKTYWPTYK missed K-T@3
0.0986573025584221 1386.75952148438 694.387 1386.66088867188
694.337707519531 2 5 1.1.1.5827.12 1 50.5921 142.6021
50.6346
31 0.08 0.11 8.55299979448318 0 0
RRRRRtr/AOA067FN49]A0A067FN49_CITSI;
RRRRRtr|AOA067FEQ7|A0A067FEQ7_CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g031759mg PE=4 SV=1; REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN 1g031759mg PE=4 SV=1
0.075203999876976 27.3000001907349 GNAYRGFIVSGAK missed R-
G@5 0.0174634996801615 1338.72192382813 670.3682 1338.70446777344
670.359497070313 2 4 1.1.1.5862.3 1 53.7351 73.482
53.7241
32 0.07 0.1  18.0999994277954 0 0
RRRRRtr/AOA067FRQ4|A0A067FRQ4_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_ 1g008986mg PE=4 SV=1
0.0721165910363197 26.7300009727478 HIAAFVK -
0.0588897988200188 784.400695800781 393.2076 784.459533691406
393.237060546875 2 3 11157514 1 43.6726 263.2021

43.7484
33 0.07 0.1  19.3299993872643 0 0
tr|AOA067G5J2|A0A067G5J2_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026476mg PE=4 SV=1 0.0716041475534439

26.9199997186661 LGGLNAYVTGSPDSK
0.00601512985303998 1477.74731445313  739.8809 1477.74133300781
739.8779296875 2 8 1.1.1.5810.18 1 49.0643 498.1208

49.0818
33 0.07 0.1  19.3299993872643 0 0
tr|AOA067G5J2|A0A067G5J2_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g026476mg PE=4 SV=1 0 19.4700002670288
LGGLNAYVTGSPDSK 0.00601512985303998

1477.74731445313  739.8809 1477.74133300781  739.8779296875 2
6 1.1.1.5811.16 1 49.1472 498.1208 49.0818
34 0.07 0.1  22.4199995398521 O 0
RRRRRtr|AOA067F501|A0A067F501_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN 19020162mg PE=4 SV=1
0.0690509676933289 26.7300009727478 YAGTVFK -
0.0112709002569318 784.400695800781 393.2076 784.411926269531
393.213256835938 2 3 11157514 1 43.6726 263.2021
43.7484
35 0.07 0.1  4.6339999884367 O 0
RRRRRtr|A0A067GV88|A0A067GV88_CITSI;
RRRRRtr/AOA067GSJ7|A0A067GSJ7_CITSI REVERSED Uncharacterized protein



96

OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g015255mg PE=4 SV=1; REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g015255mg PE=4 SV=1
0.0685421302914619 26.8599987030029 ESKSRQAP cleaved P-M@C-
term; missed K-S@3; missed R-Q@5 -0.0184720996767282 901.443298339844
451.7289 901.461730957031 451.738159179688 2 4
1.1.157416 1 42.7749 542.2385 42.4817
36 0.07 0.1  2.08700001239777 O 0
tr|AOAO67EVI9|AOAQ67EVI9_CITSI Uncharacterized  protein  (Fragment)
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0418212mg PE=4 SV=1
0.0670191794633865 26.8099993467331 AELLDTGNLVLK -
0.0394905991852283 1284.689453125 643.352 1284.72888183594
643.371765136719 2 4 1.1.1.5831.17 1 50.9759 557.1862
50.8172
37 0.07 0.09 21.5200006961823 0 0
RRRRRtr|AOA067EKE2|A0OA067EKE2_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g040033mg PE=4 SV=1
0.0655015483498573 26.5899986028671 CTTQNTT cleaved T-P@C-
term  0.0938891991972923 767.405883789063 384.7102 767.311950683594
384.663269042969 2 4 1.1.1.5686.3 1 37.7656 10851.1
37.1268
38 0.06 0.09 11.8299998342991 0 0
RRRRRtr|AOA067D9C2|A0A067D9C2_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_190418671mg PE=4 SV=1
0.0644927322864532 26.6400009393692 FNNNSIDLMGLR  Oxidation(M)@9
0.0605017989873886 1408.73742675781 705.376 1408.67687988281
705.345703125 2 4 1.1.15811.13 1 49.1347 507.666

48.8997
39 0.06 0.08 17.739999294281 O 0
tr|AOA067H2G5|A0A067H2G5_CITSI; tr|AOA067GSTI|AOA067GSTI_CITSI

Importin subunit alpha OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g009184mg PE=3 SV=1;
Importin subunit alpha OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g009184mg PE=3 SV=1
0.0619809031486511 26.2600004673004 VAVDADEGRRR missed R-
R@9; missed R-R@10 0.0923068001866341 1242.73522949219 622.3749
1242.64294433594 622.328735351563 2 5 1.1.1.5747.10 1
43.3342 346.9941 43.2943
40 0.06 0.08 13.5900005698204 0 0
tr|AOA067GYG4|A0A067GYG4_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g004971mg PE=4 SV=1 0.0604807436466217
26.0399997234344 LTQNSFEDGTPAWGPR
0.00173504999838769 1774.82922363281 888.4219 1774.82751464844
888.421020507813 2 7 1.1.1.5852.20 1 52.8938 282.1992
52.903
41 0.06 0.08 5.24099990725517 O 0
trfAOA067GHU5|A0A067GHUS_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g000515mg PE=4 SV=1 0.0594835169613361
26.0899990797043 VSNSGRGQSVVER missed R-G@6
0.0716613009572029 1373.77282714844  687.8937 1373.701171875
687.857849121094 2 5 1.1.1.5823.12 1 50.2268 569.8966
50.1778
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42 0.06 0.08 11.4799998700619 O 0
tr|AOAO067EVBO|AOAOC67EVBO_CITSI Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1¢g008899mg PE=4 SV=1 0.0599818415939808
26.5300005674362 TTLCYDKDGETYR missed K-D@7
0.000317013007588685 1563.68786621094  782.8512 1563.6875
782.851013183594 2 6 1.1.1.5734.19 1 42.1955 340.848
42.1185
43 0.06 0.08 4.5159999281168 0 0
trfAOA067GTEOJAOA067GTEQ_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g004074mg PE=4 SV=1 0.057991947978735
26.3099998235703 LGITSSRAALTER missed R-A@7
0.0101236999034882 1373.77282714844  687.8937 1373.7626953125
687.888610839844 2 4 1.1.1.5824.10 1 50.3098 569.8966
50.1778
44 0.06 0.08 2.86400001496077 O 0
RRRRRtr/AOA067EFS8|AOA067EFS8_CITSI;
RRRRRtr/AOA067EEYOJAOAO67EEYO0_CITSI,;
RRRRRtr|AOA067E7C3JA0A067E7C3_CITSI;
RRRRRtr|AOA067E3Y5/A0A067E3Y5_CITSI REVERSED Uncharacterized protein
OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1¢g013352mg PE=4 SV=1; REVERSED Uncharacterized
protein  OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1¢g013352mg PE=4 SV=1; REVERSED
Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN 1g013352mg PE=4 SV=1;
REVERSED Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1¢g013352mg PE=4
Sv=1 0.056505486369133 26.1500000953674 LGTGLVIVDYEE
cleaved E-D@C-term 0.0212149005383253 1306.68688964844  654.3507
1306.66564941406 654.340087890625 2 4 1.1.1.5858.13 1
53.412 129.838 53.3591
45 0.06 0.07 9.17399972677231 0 0
tr|AOA067GL45|/A0A067GL45_CITSI; tr|AOA067G971|A0A067G971_CITSI
Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0002122mg
PE=4 Sv=l; Uncharacterized protein (Fragment) OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g0002122mg PE=4 SV=1 0.0550240911543369
26.010000705719  VADRAKKKRFR missed R-A@4; missed K-K@6;
missed K-K@7; missed K-R@8; missed R-F@9  -0.0639847964048386
1373.77282714844  687.8937 1373.83679199219 687.925659179688 2
4 1.1.1.5824.10 1 50.3098 569.8966 50.1778

46 0.05 0.07 25.3500014543533 0 0
tr|AOA067FZG4|A0A067FZG4_CITSI, tr|AOAO67FYT4|ACA067FYT4_CITSI,
tr|AOA067FML4|A0A067FML4_CITSI Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g006162mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g006162mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g006162mg PE=4 SV=1 0.0515870377421379
24.9799996614456 LGPKIDEEHSPAK missed K-1@4 -
0.0403853990137577 1419.69543457031  710.855 1419.73583984375
710.875183105469 2 3 1.1.1.5748.15 1 43.4456 304.14
43.3849
47 0.05 0.07 21.3100001215935 O 0
trfAOAO067THAA3|A0OA067HAA3_CITSI Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g005888mg PE=4 SV=1 0.0525662787258625
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25.7499992847443 GASMQLGAESAK 0.0696635022759438
1148.61926269531 575.3169 1148.54956054688 575.282043457031 2
5 1.1.1.5828.12 1 50.6838 127.5588 50.6346

48 0.05 0.07 11.7600001394749 0 0
tr|AOAO67TECN4|AOA067ECN4_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1¢g010459mg PE=4 SV=1 0.0496351458132267
24.9799996614456 GIDSVVREMESAK missed R-E@7 -

0.00737076997756958 1419.69543457031  710.855 1419.70275878906
710.858642578125 2 3 1.1.1.5748.15 1 43.4456 304.14
43.3849

49 0.05 0.07 18.7700003385544 0 0
tr|AOAO67ETI8|/AOA067ETI8_CITSI, tr|AOAO67ESF2|AOA067ESF2_CITSI;

tr|AOAO67ESE6|AOA067ESE6_CITSI,; tr|AOAO67EJS2|AOA067EIS2_CITSI;

tr|AOAO67EJR7|AOAO67EJRT_CITSI; tr|AOAO067EGB9JA0OA067EGBY_CITSI;

tr|AOAO067EG27|A0A067EG27_CITSI Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis

GN=CISIN_1¢g012534mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1¢g012534mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1¢g012534mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1¢g012534mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1¢g012534mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1¢g012534mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g012534mg PE=4 SV=1 0.0506099946796894
25.9200006723404 YFSKVASAHGKTDNELSK missed K-V@4; missed
K-T@11 0.0782421976327896 1981.06872558594  661.3635 1980.99047851563
661.337463378906 3 7 1.1.1.5815.10 1 49.4872 290.3502
49.0818
50 0.05 0.07 20.8499997854233 0 0
RRRRRtr/AOA067DPQ1|A0A067DPQ1_CITSI REVERSED Uncharacterized
protein (Fragment) OS=Citrus sinensis GN=CISIN_1g0381501mg PE=4 SV=1
0.0481769628822804 25.33999979496 LAELLLQNDENK -
0.0329709984362125 1398.70251464844  700.3585 1398.73547363281  700.375
2 7 1.1.1.5823.13 1 50.231 277.282 50.0863
51 0.05 0.07 15.1999995112419 0 0
tr|AOA067DW67|A0A067DW67_CITSI Uncharacterized  protein ~ OS=Citrus

sinensis GN=CISIN_1g022042mg PE=3 SV=1 0.0481769628822804
25.670000910759  YSPPETDEIAAR 0.00334697007201612
1347.63403320313 674.8243 1347.63061523438 674.822631835938 2
5 1.1.15730.14 1 41.8102 57.1168 41.753

52 0.05 0.07 10.9999999403954 0 0
trfAOA0O67TDMA7|A0OA067DMAT_CITSI  Uncharacterized  protein  OS=Citrus
sinensis GN=CISIN_1g035534mg PE=4 SV=1 0.0476919896900654
25.9799987077713 AGTGTAMFSMGELGEK
0.0754538998007774 1585.787109375 793.9008 1585.71166992188

793.863098144531 2 6 1.1.1.5809.19 1 48.9775 900.1209
48.8997
53 0.05 0.07 5.07900007069111 O 0
tr|AOAO67H766|A0A067H766_CITSI, tr|AOA067H4K8|AOA067H4AKS8_CITSI;
tr|AOA067H446|A0A067H446_CITSI Uncharacterized protein  OS=Citrus sinensis

GN=CISIN_1g013999mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis
GN=CISIN_1g013999mg PE=4 SV=1; Uncharacterized protein OS=Citrus sinensis



GN=CISIN_1g013999mg PE=4 SV=1 0.0457574911415577

25.5800008773804 TGVNEPAASESAESLR
0.0245987009257078 1616.78881835938  809.4017
809.389343261719 2 7 1.1.15771.13 1
45.4705

1616.76416015625
45.547 528.6757
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