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Bitki  1slahinda  kullanilabilecek  olan  gen  kaynaklarmm  genetik
karakterizasyonunun yapilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bugday 1slah1 agisindan 6nemli
gen kaynaklarindan olan yerel cesitlerin genetik tanimlamalarmin yapilmasi da 1slahdaki
kullanimlarin1 kolaylastirmaktadir. Bitkilerin genetik yapilarinin tanimlanmasmda protein
markorleri, morfolojik markorler ve DNA markdrleri gibi molekiiler markdrler
kullanilmaktadir. Son yillarda bugdayda yapilan molekiiler tanimlama ¢aligmalarinda,
diger markor sistemlerine gore avantajli olmasi nedeniyle g¢ogunlukla mikrosatelit
markorleri (SSR) tercih edilmektedir.

Bu ¢aligmada, Tiirkiye’nin farkli bdlgelerinden toplanan 20 adet yerel ekmeklik
bugday ¢esidinin molekiiler tanimlamalarmin yapilmasi amac¢lanmistir. Bu amagla 6nceden
gelistirilmis mikrosatelit lokusundan en fazla polimorfik olan 7 tanesi kullanilmistir. 20
adet yerel ekmeklik bugday cesidinin 10’ar adet aksesyonunun DNA’lar1 izole edilmis ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) islemiyle mikrosatelit belirleyicileri kullanilarak
spesifik DNA bolgelerinin ¢ogaltilmast saglanmistir. Reaksiyon sonucu elde edilen PZR
tiriinleri % 8lik acrylamide jelde goriintiilenmistir. Uretilen bantlar arasimdaki polimorfizm
iliskileri Vilber Lourmat, Bio 1D, 11.04 programi kullanilarak ve ayn1 zamanda ¢iplak
gozle skorlanarak belirlenmistir. Bant biiytikliikleri baz alinarak olusturulan verilerin
dendogrami NTSY Spc 2.1 programi ile yapilmustir.

Elde edilen dendograma gore ¢alismada kullanilan yerel g¢esitler iki ana gruba
ayrilirken, bu ana gruplar da kendi aralarinda alt gruplara ayrilmistir. Hesaplanan matriks
degerlerine gore yerel cesitlerin arasindaki iligkiler degerlendirildiginde, genetik olarak
birbirine en yakin akraba g¢esitler Balikesir’den alman Ak bugday olarak isimlendirilen
63445 hatt1 ile Bursa’dan alman Sar1 bugday olarak isimlendirilen 63886 hatt1 olurken,
Sinop’tan alman Mengen olarak isimlendirilen 37179 hatt1 ile Izmir’den alman 3608 hatt1
en uzak akraba ¢esitler olarak belirlenmistir.

Yapilan analizler sonucunda hem yerel ¢esitler arasinda hem de yerel ¢esitlerin
aksesyonlar1 arasinda oldukea fazla genetik farklilik saptanmistir. Sonuglar, yerel ekmeklik
bugday cesitlerinin genetik tanimlamalarinin  yapilmasinda mikrosatelit DNA
markdrlerinin basaril sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikrosatelit Markorleri, Yerel Cesitler, Hexaploid Bugday,
Genetik Cesitlilik
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It is highly important to genetically characterize gene sources which can be used in
plant breeding. Genetic characterization of landraces which are one of the most important
gene sources in wheat breeding facilitates their usages in breeding. Morphological, protein
and molecular markers such as DNA markers have been used to characterize plant
genomes. In recent years, mostly microsatellite markers (SSRs) have been chosen in
molecular characterization of wheat due to their advantages over other marker systems.

In this study, molecular characterization of 20 landraces of bread wheat collected
from different regions of Turkey was aimed. SSR primers were screened and seven most
polymorphic primers were employed in characterization. DNA of 10 accessions from each
landraces were isolated and specific DNA regions were amplified by PCR using each SSR
primer. PCR products were run in 8 % Polyacrylamide gels. Polymorphism evaluations
were done by naked eye as well as by using Vilber Lourmat, Bio 1D 11.04 software.
Dendograms of data were drawn based on band sizes of the PCR products.

According to the dendogram, landraces were grouped into two main sections, and
these main sections were separated into several sub-groups. Based on matrix values, the
closest genotypes of landraces were Ak bugday (#63445) collected from Balikesir and Sar1
bugday (#63886) collected from Bursa. On the ofter hand, the most genetically different
genotypes were Mengen (#37179) collected from Sinop and the line #3608 collected from
[zmir.

Genetical differences among landraces were determined in the end of this study.
These results indicate that SSR markers could be successfuly used in genetic
characterization of bread wheat landraces.

Keywords: Microsatellite Markers, Bread Wheat, Landraces, Genetic Diversity
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1. GIRIS

Insanlarin besin maddesi olarak faydalandigi 3000 bitki tiiriinden 20 tanesi insan
beslenmesi i¢in gerekli kalori ve proteinin biiylik cogunlugunu karsilamaktadir (Hatipoglu,
2002). Insanlarin giinliik almasi gereken kalorinin % 75’inden fazlasimni, proteinin ise %
50’sini karsilayan tahillar, Diinya’da ve Tiirkiye’de tarim alanlarmnin (nadas alanlar1 da
dahil) yarisindan fazlasmi olusturmaktadir. Tahillarin bu kadar ¢ok yetistirilmesinin en
onemli sebepleri; kiiltiir bitkileri icerisinde adaptasyon yeteneginin ¢ok yiiksek olmasi,
insan beslenmesinde temel gida maddesi olarak kullanilmasi, insanoglu tarafindan ilk
kiiltiire alinmig bitkiler olmalari, yetistirilmesi ve tasmmmasmin kolay, depolamaya ve

bekletmeye elverisli olmasi ve hayvan beslenmesinde de kullanilmasi olarak siralanabilir.

Tahillar igerisinde yer alan ve insanlar tarafindan tanesi dogrudan tiiketilen bugday,
insan beslenmesinde diinyada en ¢ok kullanilan kiiltiir bitkisidir. 2005 yil1 verilerine gore
bugday ekim alanimiz 9,3 milyon hektar, liretimi ise 22,5 milyon ton civarindadir. Giderek
artan ililke niifusunun yaninda tarim alanlarmin azalmasi, bugdayda birim alandan alinan

verimi artirma gereksinimini kagimilmaz kilmaistir.

Bugdaylar genom yapilarina goére diploid (kaplica), tetraploid (makarnalik) ve
hexaploid (ekmeklik) olmak {iizere ii¢ grup altinda toplanmaktadir. Diinyada bugday
tiretiminin yapildig1 alanlarin % 90’ninda, Tiirkiye’de ise % 85’inde ekmeklik bugday;
geriye kalan alanlarda ise makarnalik bugday yetistirilmektedir. Tiirkiye’de insan
beslenmesinde en biiyiilk pay en fazla ekim alanmma ve iretim miktarma sahip olan

ekmeklik bugdaya aittir.

Islah caligmalarinin ¢ok masrafli, yogun emek gerektiren ve zaman alic1 olmasi
islah  programlarinin  dogru planlanmasim1  ve hedeflerin isabetli se¢ilmesini
gerektirmektedir. Islah kombinasyonuna girecek olan bitkilerin genetik yapilarini, genetik
yapilarindaki olumlu karakterleriyle bunlar1i ddllere aktarabilme yeteneginin Onceden

bilinmesi sonuca ulagsmada ¢ok dnemlidir.



Islah caligsmalarinda temel amag, bitkilerin genetik yapilarinda olusturulan farklilik
ile ortaya ¢ikan varyasyondan faydalanilarak seleksiyon yoluyla mevcut cesitlere gore
verim ve kalite bakimindan iistiin, hastalik ve zararlhilara dayanikli ve adaptasyon yetenegi
yiiksek bitkiler elde etmektir. Bugdayda belirli karakterlere gére uzun yillardir yapilan
seleksiyon sonucu genetik varyasyonda daralma s6z konusudur. Yogun seleksiyon sonucu
daralan genetik varyabilite, bugday islah1 agisindan biiylik bir sorun olarak karsimiza

cikmaktadir.

Gelistirilen yeni c¢esitlerin genetik tabanlar1 olduk¢a dardir. Cesitlerdeki bu
daralmay1 ortadan kaldirmak amaciyla, giinlimiizde yayginlagsan “Siirdiiriilebilir Tarim
Sistemleri’nin gelistirilmesini amaglayan, daha az girdi gerektiren, girdileri daha etkin
kullanan, belirli bir bélgede uzun yillar seleksiyona ugramig olmalar1 nedeniyle ¢evreye iyi
uyum saglayan, stres faktorlerine (besin elementi noksanligi, kuraklik, kis, soguk,

hastaliklar vb.) kars1 dayaniklilik gdsteren yerel ¢esitler kullanilabilir.

Yerel cesitlerin genetik tanimlamalar1 yapilarak bitki 1slahinda kullanimi
kolaylastirilmaktadir. Bu amagla c¢esit gelistirme c¢aligmalarinda bilinen klasik 1slah
caligmalarinin yaninda bu ¢aligmalar1 hizlandiracak, basar1 sansini arttiracak ve onlar1 daha
etkin kilacak molekiiler tekniklerin kullanilmasi biiylik 6nem tasimaktadir. Genetik
yapilarinin tanimlanmasinda protein markdrleri, morfolojik markorler ve DNA markdrleri

gibi molekiiler markorler kullanilmaktadir.

Bu caligma yiiksek oranda polimorfik olan, bitkilerde olduk¢a fazla bilgi verici
ozellik ile bitki generasyonlarinda tliniform bir dagilim gosteren mikrosatelitler (SSR)
kullanilarak, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanmis yerel ekmeklik bugday ¢esitlerinin
genetik tanimlamalarin1 yapmak, akrabalik derecelerini belirlemek, aralarmdaki farklilik ve

benzerlikleri saptamak amactyla yiiriitiilmiistir.



2. LITERATUR OZETLERI

Diinya’nin en 6nemli kiiltiir bitkisi olan bugday, yeryliziinde marjinal alanlara
yayilmas1 insanlarin beslenmesinde temel gida maddesi olmasi, besinlerden alinan toplam
kalorinin % 20’sini tek basina karsilamasi gibi 6zelliklerinden dolay1 1slah ¢caligmalarinda
ilk siralarda yer almaktadir. Ozellikle temel besin maddesinin ekmek olmasi nedeniyle
ekmeklik bugdayin 1slah1 ¢ok daha biiyiikk &nem tagimaktadir. insan beslenmesinin esas
kaynagi olan ekmeklik bugday, Tiirkiye’de en fazla ekim alanina ve iiretime sahip olan
kiiltiir bitkisidir. Tirkiye’nin toplam 27 milyon ha olan tarim arazisinin % 34’iinii
olusturan 9,3 milyon ha alanda bugday ekilmekte olup, yillik toplam 22,5 milyon ton tane
iriinii elde edilmektedir (FAO, 2005). Tiirkiye’de ortalama verim 210 kg/da olup, diinya
ortalamasimin (240-260 kg/da) altindadir (FAO, 2005).

Hizla artan diinya niifusuna karsin erozyon, tuzlulasma, asitlesme, yogun tarim
uygulamalari, kentlesme, sanayilesme gibi nedenlerle tarim alanlar1 giderek daralmaktadir.
Niifus artigina bagli olarak {iriin talebinin de artmasi1 ekonomik ve ¢evresel bir ¢ok sorunu
da beraberinde getirmektedir. Tarim alanlarmin azalmasi insan beslenmesi i¢in diinyada en
cok kullanilan kiiltiir bitkilerinin birim alandan alinan verimini arttirmay1 kaginilmaz hale
getirmektedir. Verimi arttrmada en 6nemli faktor yiiksek verimli, adaptasyon kabiliyeti
yiiksek ve istenen dzelliklere sahip ¢esitlerin gelistirilmesi ve kullanilmasidir. Bu gesitlerin
gelistirilmesi ancak genis bir genetik varyasyonun olmasi halinde miimkiindiir. Bu yonden
yapilacak caligmalarda islah¢min en biiyiik yardimecisi “Bitkisel Gen Kaynaklarr”’dir
(Sehirali ve Ozgen, 1987).

Bitkisel zenginligin devam ettirilmesinde Onemli genleri tasiyan bitkisel gen
kaynaklari; yerel cesitler (kdy populasyonlar1), tiirlerin yabani akrabalari, tretimi
yapilmayan eski ¢esitler, kullanilmakta olan modern ¢esitler, 6zel genetik stoklar ve ¢esitli

mutagenlerle elde edilmis mutantlardan olugmaktadir.

Yerel ¢esit veya koy ¢esidi ad1 verilen ve uzun yillar boyunca {ireticiler tarafindan

secilerek korunan genotipler bugday islahi acisindan olduk¢a 6nemlidir. Bunlar belirli bir



biitiinliikten dolayr morfolojik olarak birbirinin benzeri ancak genetik olarak birbirinden
farkli ve aktif populasyonlardir (Harlan, 1975). Homozigot genetik yapiya sahip olmalarina
ragmen heterojen 6zellikli olduklarindan adaptasyon yetenekleri kiiltiir ¢esitlerine nazaran
daha tist seviyededir. Yerel bir ¢esidin kendi i¢inde dahi genetik varyasyona sahip olmas1
beklenmedik dis olaylara karst yerel cesitlere stiinliilk saglamakta, bu istiinliigiin yerel
cesitte yer alan genotiplerin birbirlerinin eksikliklerini tamamlamasi ve etkilesimleri

sonucu ortaya ¢iktig1 belirtilmektedir (Allard and Bradshaw, 1964).

Yetistikleri bolgelerin sicaklik, yagis, kuraklik, tuzluluk, hastalik ve zararlilar gibi
cesitli ¢evresel kosullarina yiizyillardan beri uyum saglamis tiirlerden olusan yerel gen
kaynaklari, gen cesitliligi bakimindan olduk¢a zengindir (Hart, 2001). Bugdaym yabani
akrabalar1 da bugdaymn gelistirilmesi agisindan zengin bir kaynak olup, bircok yararl
ozelliklerin bugdaya aktarilmasinda kullanilmaktadir (Friebe et al., 1991).

Son yiizyilda ¢ogu tahil bitkilerinin geleneksel yerel ¢esitleri modern veya yiiksek
verimli tahil varyeteleriyle yer degistirmistir. Genitorlerdeki varyete gelisimi ve sadece
istenen karakterler i¢cin uzun yillar boyunca yapilan yogun seleksiyonlar, ¢esitler arasinda
genetik varyasyonun daralmasina neden olmaktadir (Zencirci et al., 1994, Tanksley and
McCouch, 1997). Yerel ¢esitler ve yabani akrabalarda yeni gen kaynaklarinin saptanarak
bunlarm melezlemelerle modern bugday cesitlerine aktarilmasmnin genetik tabandaki

daralmay1 azaltabilecegi ifade edilmektedir (Feldman ve Sears, 1981).

Genetik varyasyonun Onemli bir kaynagmi olusturan bugday yerel cesitlerinde,
sicaklik gibi abiyotik stres faktorleri (Skovmand et al., 2001) ile Rus bugday afiti, yaprak
past (P. recondita sp. tritici), govde pasi1 (Puccinia graminis sp. tritici) gibi hastalik ve
zararhlara dayaniklilik (Skovmand et al., 1994) bakimindan konuyla ilgili yapilan

caligmalarda biiyiik bir genetik varyasyon bulunmustur.

Su stresi altinda yerel ¢esitlerin bayrak yaprak stoma direncglerini 6lgen Barutgular
ve ark. (1993), yerel ¢esitlerin kiiltlir ¢esitlerine gore kurak sartlara olan tepkilerinin daha

yavas ancak sartlarin iyilesmesi durumunda da daha temkinli olduklarini tespit etmislerdir.



Tiirkiye’nin jeomorfolojik ve topografik yapisi yaninda c¢ok degisik ekolojik
kosullara sahip olmasi; bitki tiirlerinin icerdikleri gesitliligin yogun oldugu ve bu tiirlerin
anavatani olarak belirlenen 8 gen merkezi (Yakin Dogu, Akdeniz, Orta Asya, Giiney Bati
Asya, Hindistan, Orta Amerika, Giiney Amerika, Etiyopya) icinde iki Onemli gen
merkezinin kesistigi noktada (Yakin Dogu ve Akdeniz) yer almasi, bitkisel gen kaynaklar1
yoniinden iilkemizin diinya ilizerindeki yerinin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir
(Vavilov, 1951). Bu nedenle iilkemizde genetik materyallerin korunup kullanilmasi
amactyla yapilan ¢aligmalar bilyiik &nem tasimaktadwr. Ulkemizdeki bitki genetik
kaynaklar1 (6zellikle bugday) ile ilgili ¢alismalar Vavilov (1926) ve Zhukovsky (1933)
tarafindan baglatilmig, Gokgol (1939) tarafindan ilk toplama ve varyasyon tespiti
¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Ulkemizde bugiine kadar yerel genetik kaynak materyallerinin
karakterizasyonu yeterince yapilamamistir (Kiin et al., 2005). Bu da genetik kaynaklarin
koruma altina alinmalarin1 zorlagtirmaktadir. Bununla birlikte gen kaynaklariin yurtdisina
gotiirlilerek bagka {ilkeler adma tescil edilmeleri ve Tiirkiye’de 1slah amacgh
kullanilamamalar1  gen  kaynaklarinin ~ ekonomik  faydaya  doniistliriilmelerini

engellemektedir (Anonim, 2004).

Yerel gesitler arasinda ve yerel cesitler i¢inde genetik gesitliligin belirlenmesi,
herhangi bir tiirlin genetik kaynaklarinin korunmasi ve kullanimi agisindan en 6nemli
islemdir. Ulkemizde yerel ¢esitleri de icine alan gen kaynaklarmnin tanimlanmalarinda
genellikle morfolojik karakterler kullanilmigtir. Ancak, morfolojik karakterlerin g¢evre
faktorlerinden oldukga fazla etkilenmeleri, her tiir icin morfolojik varyasyonun yeterli
diizeyde olmayisi, calisilan karakterlerin az sayida lokusla sinirli olusu ve bazi
karakterlerin ortaya ¢ikmasi i¢in generatif doneme kadar beklenmesi bu tanimlamalarin
giivenilirliligini azaltmaktadir. Bu nedenle genotip tanimlamalari i¢in daha giivenilir ve her
kosulda tekrarlanabilir olan molekiiller DNA belirleyicileri gelistirilmisti. DNA
belirleyicilerinin son yillarda yaygin kullaniglarinin nedenleri ¢evreden etkilenmeyisleri,
bitkilerin gelisme devrelerinin her asamasinda kullanilabilmeleri, genis bir varyasyon

gostermeleri ve kolayca tekrarlanabilmeleri seklinde 6zetlenebilir (Akar, 2002).



Bir bitki tiiriinde genetik farklilik bilgisi, ¢esit gelistirmek icin temel ilkedir. Bitki
islahinda ilerlemek genis bir genetik taban gerektirir. Zengin ve farkli germplazm
koleksiyonu yeni cesit gelistirme programlarinin en biiyiikk destegidir. Tiirler icinde
varyetelerin genetik benzerlik veya farklilik degeri, morfolojik ve biyokimyasal genetik
markorlere, kantitatif karakterlere veya pedigri analizine dayali olabilmektedir (El-
Kassaby, 1982; Rodgers et al., 1983). Bu amagla ¢ogu iilkede morfolojik, biyokimyasal ve
DNA markorleri kullanarak ulusal bugday gen bankalarinda genetik farkliligi
degerlendirmek icin karsilastirmali genetik ¢aligmalar yapilmistir (Ahmad, 2002; Maric et
al., 2004).

Molekiiler markorler, farkliligt DNA diizeyinde Olgen ve arastirilan genotiplerde
istenen bir geni izlemek i¢in kullanilabilen markdrlerdir. DNA markorleri 1slah
caligmalarinda bitki materyallerinin seleksiyonu ve degerlendirme verimi i¢in en iyi aragtir
(Ovesna et al, 2002). Dokuya veya cevresel etmenlere bagli olmadigindan ve bol
miktarda bulunduklarindan dolayr morfolojik ve fizyolojik belirlemeler icin yararli

tanimlayicilardir (Y1ildirim ve Kandemir, 2001).

Molekiiler DNA markdrlerinden en oOnemlilerini hibridizasyona dayali olan
restriksiyon parca uzunlugu polimorfizmi (RFLP) (Bolstein et al.,, 1980) markdrleri ile
Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PZR) dayali olan rastgele cogaltilmig polimorfik DNA
(RAPD) (Welsh and McClelland, 1990), basit dizilim DNA tekrarlar1 (SSR) (Hamada et
al., 1982), cogaltilmis parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP) (Vos et al., 1995) gibi
markorler olusturmaktadir. Son 10 yilda bu molekiiler markorlerin ¢cogu bitki gelistirme
programlari ile biitiinlesmistir. Molekiiler markorler; kontrollii tozlanmis melezlerin
soylarin1 saptamak (Neale et al.,1992), c¢ok Onemli genotiplerin en iyi sekilde
etiketlenmesini saglamak (Adams et al.,1988), bitki yetistiriciligi i¢in genetik kaynaklar1
kullanmak, aksesyonlar arasinda ve iginde genetik farklili§1 degerlendirmek (Melchinger,
1999) i¢in bitki 1slah¢ilarna imkan saglar. Ayni zamanda bu markdrler elit
germplazmlarda yeni genetik materyalin tanimlanmasi (Dale and Chaparro, 1996) ve 1slah

programlarinda Onemli kalitatif ve kantitatif karakter bolgelerinin (QTLs) genetik



haritalariin yapilmasi (Gardiner et al., 1996; Cadalen et al., 1997; Kandemir et al., 2004)

icin de kullanilmistir.

Ekmeklik bugdayda da molekiiler markorler, molekiiler haritalarin yapimi, farklilik
analizi ve kantitatif karakter bolge analizini iceren gen etiketlemesi, markor yardimiyla
seleksiyon (MAS) ve gen piramitlerinin olusturulmas: g¢aliymalarinda yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Somers et al., 2004; Yildirim et al., 2004 a ve b; Yildirim, 2005; Goyal
et al., 2005).

Ekmeklik bugday tarimsal agidan Onemli karakterleri icermesi ve en Onemli
yiyecek maddesi olmasi nedeniyle ¢ok fazla molekiiler haritalama c¢aligmalarina tabi
tutulmus ve bu haritalarin ¢ogunlugu yabani ve interspesifik melezlerden gelistirilmistir
(Messmer et al., 1999). Genetik olarak haritalanan bolgelerin olduk¢a biiylik bir kismini
kapsayan tiim 21 kromozom i¢in fiziksel haritalar da mevcuttur (Varshney et al., 2001).
Mikrosatelit veya SSR haritalarinin hazirlanmasi ¢ok zor olmasma ragmen, Rdder et al.
(1998 b) 279, Pestsova et al. (2000 a) da 55 mikrosatelit bolgesini Almanya’da;
Stephenson et al. (1998) 50 mikrosatelit bolgesini Ingiltere’de haritalamustir. Fransa’da 337
(Sourdille et al., 2001), Avustralya’da 144 (Harker et al., 2001) haritalanmig bolgeyi i¢eren

mikrosatelit bolgeleri yaymlanmustir ve hala yaymlanmamig ¢aligmalar da vardir.

Ekmeklik bugday, [Triticum aestivum L. 2n=6x=42 (AABBDD)] Sekil 2.1°de
gosterildigi gibi her biri farkli atadan elde edilen ii¢ genomu (A, B ve D) igeren
allohekzaploid bir bitkidir (Poehlman, 1987). Sahip oldugu 16x10° bp’lik genomunun
(Bennet and Leitch, 1995) % 80’ninden fazlasi defalarca tekrarlanmis DNA sekanslari
icerir (Smith and Flavell, 1975).



Diploidler
(2n=2x=14)
Einkorn bugday1 Kec¢i otu
Triticum monococcum X  Tr. speltoides Tr. tauschii
(AA) (BB) (DD)

v
Tetraploidler __, X ____, Hekzaploidler

2n=4x=28 2n=6x=42
Emmer (77. dicoccoides) Ekmeklik bugdaylar
ve (Tr. aestivum)
Makarnalik (7r. durum) (AABBDD)
Bugdaylar
(AABB)

Sekil 2.1: Kiiltiire alinan bugday tiplerinin orjini. Kaynak: Hancock (1994)

Ekmeklik bugdaymm genomlar: allopoliploid 6zelliginden dolay1 birka¢ diploid ve
tetraploid yabani tiir ile yiiksek bir homoloji gosterir (Kimber, 1993). Hekzaploid bugdayin
D genom dondrii, Triticum tauschii Cross (=Aegilops squarrosa L) olarak tanimlamistir
(Zohary, 1970). Genellikle D genomu en az markor kapsamina sahiptir (Chalmers et al.,
2001).

Ekmeklik bugdayda ii¢ nedenden dolayt DNA markdrlerinin gelistirilmesi oldukga
zordur: Birincisi, bugdaym genom biiyiikligii (16x10%) birkag markdr tekniginin
kullanimim zorlastirr. ikincisi, {i¢ bant setini iceren bugdaym hexaploid 6zelligi ¢ogu
markor denemelerinde karmasikliga neden olur. Uciinciisii, diger tahil iiriinleri ile akraba

olan bugdayda polimorfizm oran1 genellikle diigiiktiir (Melchinger, 2004).

Mikrosatelitler her biri 1-10 bp uzunluktaki (TG), veya (AAT), gibi arka arkaya
gelen belirli bir lokusun tekrar iinitelerinden olusur (Bruford and Wayne, 1993). Okaryotik
genomlarda defalarca tekrarlanan DNA sekanslar1 olan mikrosatelitler (Tautz and Renz,

1984) genomlara bastan basa dagilirlar. Simdiye kadar incelenen biitiin yiiksek




organizmalarin kodlanan veya kodlanmayan bdlgelerinde bulunabilen (Gupta et al., 1996)
SSR’lar, kodlanmamis DNA’nin oldukca biiyiik bir kismin1 olusturur ve protein kodlayan
(eukromatin) bolgelerde oldukca seyrek, perisentromerik bolgelerinde bol miktarda

bulunur (Areshchenkova and Ganal 1999; Li et al., 2002).

SSR’lar genomlar i¢inde bol olmasi yaninda, farkli bireylerin tekrar sayilarinda
yiiksek derecede bir degiskenlige de sahiptirler. Genellikle memelilerde her 6kb uzunlukta,
bitki genomlarinda ise her 33kb uzunlukta, 20 bp’den daha az bir diniikleotid tekrar1
hesaplanirken, insanlarda hayvanlardan daha az miktarda mikrosatelit bulundugu tespit

edilmistir (Wang et al., 1994).

Basit dizi tekrart DNA markdrlerinin (SSR) varligi ilk kez Akkaya et al. (1992)
tarafindan soya fasulyesinde ispatlanmistir. Daha sonra ¢ogu farkli bitki tiirlerinin genom
analizinde mikrosatelitlerin izolasyonlar1 ve uygulamalar1 hizla ¢ogalmistir. SSR
markorleri piring (Temnykh et al, 2001), soya fasulyesi (Akkaya et al, 1992), arpa
(Ramsay et al., 2000), ekmeklik bugday (Rdder et al., 1998 b), makarnalik bugday
(Nachit et al., 2001), aycicegi (Yu et al., 2003), lahana (Lagercantz et al., 1993) ve misirda
(Sharopova et al., 2002) genetik haritalama i¢in; arpada genetik analiz (Hernandez et al.,
2002) icin; bugday (Song et al., 2002), seker kamis1 (Corderio et al., 2000) ve ¢avdarda
(Saal and Wricke, 1999) karakterizasyon ve parmak izi analizi i¢in kullanilmistir. Ayrica
bugdayda mikrosatelitler, farkli varyetelerin akrabalik ve orijinlerini bulmak i¢in ve
fenotipik olarak arzu edilen karakterler i¢in genom haritalama deneylerinde kullanilmigtir

(Pestsova et al., 2000 a, b; Worland et al., 2001).

Bazi arastiricilar soya, piring ve Arabidopsis’te SSR’larin RFLP markorlerinden

daha polimorfik oldugunu belirtmislerdir (Bell and Ecker 1994).

Otomatiklestirilen sistemleri kullanarak analiz edebilme yetenekleri ile yiiksek
giivenilirlik ve tekrarlanabilirlik gosteren mikrosatelitler, son derece polimorfik markor
sistemleridir (Akkaya et al.,, 1992; Wu and Tanksley, 1993). DNA markdrleri arasinda

SSR’lar genoma spesifik olmalari, genomun her yerinde oldukca {iniform bir dagilim



10

gostermeleri, genotip ve primer basma diisiik maliyeti, yliksek derecede ¢ogalabilirligi,
kodominant kalitimlari, multiallelik olmalari, bol miktarda bulunmalari, yiiksek derecede
polimorfizm gostermeleri, kolayca skorlanmalar1 ve kullanim kolayligindan dolay1
bugdayda agronomik olarak 6dnemli genlerin etiketlenip haritalanmasi ve DNA parmak izi
analizi i¢in (Korzun et al., 1998; Russell et al., 2000; Parker et al., 2002), ekmeklik bugday
ve akraba tiirlerinin genetik farklilik ¢aligmalar1 i¢in (Roder et al., 2002; Dreisigacker et
al., 2004), bir tiirlin hatlar1 arasinda genetik akrabalik ¢alismalar1 i¢in (Rdder et al., 1995),
biyofarklilik caligmalar1 i¢in (Virk et al., 1999), populasyon genetik caligmalar1 i¢in
(Luikhart and England, 1999), sitogenetik stoklarin teshisinin dogrulanmasi i¢in (Korzun et
al., 1997), dayaniklilik genleri (Borner et al., 2000 b) ve QTL’lerin saptanmasi i¢in (Parker
et al., 1998), bugdayda markor destekli seleksiyon i¢in (Yildirim et al., 2004 a ve b), gen
bankasi aksesyonlarmin genetik kararlilik ve giivenilirliginin kanitlanabilmesi (Borner et
al., 2000 a) i¢in ve seleksiyonun sebep oldugu genetik cesitlilik (Stachel et al., 2000) icin
basarili sekilde kullanilan ¢ok elverigli genetik markorlerdir. Bu markorler ekmeklik
bugday cesitlerinde oldugu gibi ekmeklik bugdayin diploid tiirleri arasinda (Hammer et
al., 2000) ve tetraploid yabani bugday Triticum dicoccoides’in aksesyonlarinda da (Fahima

et al., 2002) polimorfizm gostermistir.

Bugdayda genetik farkliligin hesaplanmasi i¢cin AFLP (Grunberg et al., 2001),
RAPD (Joshi and Nguyen, 1993), RFLP (Paull et al, 1998), STS (Burghamer, et al.,
1998), ISSR (Nagaoka and Ogihara, 1997) ve mikrosatelitler veya basit dizi tekrarlar1
(Roder et al., 2002; Stachel et al., 2000; Ben Amer et al., 2001; Ahmad, 2002; Huang et al.,
2002; Alamerew et al., 2004) gibi molekiiler markor sistemleri kullanilmistir. RFLP, AFLP
ve RAPD markor sistemleri ekmeklik bugdayda intraspesifik polimorfizmin sadece diigiik
miktarmi belirlemistir (Hazen et al., 2002). Bunlar ile karsilastirildiginda, mikrosatelit
markorlerinin yliksek derecede polimorfik, kolayca gdzlenebilir, stabil ve kodominant

oldugu bulunmustur (Song et al., 2004).

Avantajlar1 yaninda SSR markdrleri bazi dezavantajlara da sahiptir. Birincisi,
genomik SSR markoérleri ¢cogunlukla gen fonksiyonu olmayan intergenik bolgelerden

cogaltilmaktadir. Ikincisi gelistirilen bu markérler i¢in ydntemler komplekstir, sonradan
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tasarlanan SSR motiflerini igeren klonlar1 sekanslamay1 ve izole etmeyi kapsar (Gao et al.,
2004). Mikrosatelitleri kullanmada kisitlayic faktor, lokusa 6zgiin primerlerin tasarimi i¢in

DNA dizilimlerinin bilinmesi gerekliligidir.

Bugdayda son yillarda yapilan calismalar, su an mevcut yaklagik 315 markor ile
(AG/TC), ve (AC/TG), tekrarlarina dayali markorleri gelistirmek i¢in yapilmistir (Korzun
et al., 1997 b; Pestsova et al., 2000 a, b, c). (AG/TC), tekrarlarini karsilastirmada, az
miktarda bilgi igeren triniikleotid mikrosatelitlerden birkac1 bugdayda gelistirilmis ve ayni1
sekilde bugdayda triniikleotid mikrosatelitlerin sik olmadigi rapor edilmistir. Trintikleotid
tekrarlar1 iceren mikrosatelitlerin yiiksek derecede polimorfik oldugu ispat edilmis ve insan
genomunda stabil olarak aktarilmistir (Gastier et al, 1995; Sheffield et al., 1995).
Triniikleotid mikrosatelitleri sik sik az miktarda “tekrar bantlar1” verdiklerinden dolay1
genellikle diniikleotid mikrosatelit markorlerinden daha kullanighdirlar (Diwan and

Cregan, 1997).

SSR’larin bugday, cavdar, triticale (Kuleung et al., 2004) ve Aegilops ile Triticum
tiirleri (Sourdille et al, 2001) arasinda ve Glycine (Peakall et al, 1998), Prunus
(Dirlewanger et al., 2002) tiirlerini iceren ¢ogu cinslerin arasinda transfer edilebilecegi

basarili 6rnekleriyle gosterilmistir.

Kuleung et al. (2004), ekmeklik bugday, cavdar ve tritikale arasinda SSR
markorlerinin transfer edilebilirligini arastirmak i¢in bugday, cavdar ve tritikalenin 5
hattindan extrakte edilen genomik DNA’lar1 148 bugday ve 28 cavdar SSR markorii
kullanarak c¢ogaltmiglardir. Arastiricilar bugday SSR markorlerinin ¢avdara transfer
edilebilirligi % 17, tritikale’ye transfer edilebilirligi % 58 olarak bulunurken; cavdar
markorlerinin bugdaya transfer edilebilirligi % 25, tritikaleye transfer edilebilirligi % 39
olarak bulmuslardir. Ayrica bugday markdrlerinin bugday, cavdar ve tritikalede polimorfik
bantlar verdigini buna karsilik ¢avdar markdrlerinin ¢avdarda monomorfik bant verdigini,
bugday ve tritikalede hi¢ bant vermedigini saptamiglardir. Bununla birlikte bu transfer
edilebilir markorlerin daha ¢ok genetik ve yetistiricilik calismalar1 i¢in kullanilabilecegini

belirtmiglerdir.
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Cuadrado and Schwarzacher (1998), Triticeae familyasina ait yakin akraba
tiirlerden ¢avdar ve ekmeklik bugdayin genomlarinda di, tri ve tetra niikleotit motifi igeren
10 basit dizi tekrarinin (SSR) kromozomlar iizerine fiziksel olarak dagilimini karakterize
etmeyi amaglayan ¢aligmalarinda SSR’larin bugday ve ¢avdarda dikkat ¢ekecek derecede

benzer dagilim gosterdigini tespit etmislerdir.

Milbourne et al. (1998), arpa ve patateste yaptiklari ¢alismada SSR’larin en yiiksek
(arpada % 100, patateste % 90.8), AFLP’lerin en diisiik (arpada % 46, patateste % 41.7),
RAPD’lerin ise orta seviyede polimorfizm gdsterdigini (arpada % 66.3, patateste % 65.8)

saptamiglardir.

Struss and Plieske (1998) yabani formlari, yerel ve kiiltiir ¢esitlerini igeren 163 arpa
genotipinde genetik farkliligi hesaplamak, genotipleri ayirmak, genom analizi yapmak,
genetik varyabiliteyi saptamak amaciyla; Dograr et al. (2000) ise 4 yerel seleksiyon, 5
cesit, 7 son zamanlarda gelistirilen hatlardan olusan farkli 16 kislik Anadolu durum bugday
varyetesini ayirmak amactyla mikrosatelit markorlerini kullanmiglardir. Her iki ¢alismada
da arastiricilar farkli arpa ve bugday genotiplerini aywrip teshis etmede mikrosatelit
markorlerinin hizli ve etkin oldugunu bulmuslardir. Ayrica mikrosatelitler ile elde edilen
yiiksek polimorfizmin yeni g¢esitlerin yetistirilmesi i¢in ebeveyn seleksiyonlarina yardimci
olabilecegini ve mikrosatelit markdrlerinin genotip analizi ile DNA parmak izi analizi i¢in

cok yararli olacagini ispat etmislerdir.

Bohn et al. (1999) and Parker et al. (2002), sirayla 11 ve 124 melez bugday
varyetesini RAPD, RFLP, AFLP ve SSR markor sistemleri ile karsilastrmiglar ve elde
ettikleri polimorfizmlerde AFLP ve SSR markorlerinin en etkili markor sistemleri
oldugunu saptamiglardir. Bununla birlikte AFLP’lerin baglant1 haritalarinin sinirls,
kullanimlarinin karmasik ve pahali olmasindan dolayr SSR’larin bugdayda en popiiler

markor sistemi oldugunu belirtmislerdir.

Borner et al. (2000 a), bugday mikrosatelit markorlerini kullanarak Gatersleben gen

bankasinda korunan ve 24 kez islah edilen 8 ekmeklik bugday aksesyonunun genetik
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tanimlanmasini yaptiklar1 ¢aliymada, gen bankasi aksesyonlarinin genetik kararliligi ve
giivenilirliginin dogrulanmasi i¢in mikrosatelitlerin tek ve giivenilir bir markdr sistemi

olarak kullanilabildigini gostermislerdir.

Stachel et al. (2000), 60 ekmeklik bugday c¢esidinin kullaniom amaci1 ve
adaptasyonunda seleksiyonun sebep oldugu genetik farklilik caligmalari icin 3 bugday
genom Ornegi ve 42 mikrosatelit allel sikligin1 analiz etmislerdir. Benzer sekilde Pestsova
et al. (2000 c) da IPK gen bankasi koleksiyonlarindan alinan Aegilops tauschii’nin 113
aksesyonu arasinda genetik akrabaligin hesaplanmasi ve germplazm analizi i¢in yaptiklar1
calismada 18 mikrosatelit markdriinii kullanmiglardir. Her iki arastirmanin sonuglart da
tim mikrosatelit markorlerinin yiiksek bir polimorfizm gdsterdigini, farkli kullanim
amagclar1 i¢in ve spesifik ¢evresel sartlar altinda yetistirmekten ortaya c¢ikan g¢eside ait

farklilikta, mikrosatelitlerin miikemmel ¢6ziim giiciinii ispatlamistir.

Manifesto et al. (2001), Arjantin’de gelistirilen 105 ekmeklik bugday (7riticum
aestivum L.) ¢esidini cogaltilan parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP) ve basit dizi
tekrarlart (SSR) markdrleri kullanarak karakterize etmislerdir. Sonugta arastiricilar
SSR’larm bugday genotiplerini belirlemede son derece yararli markorler oldugunu

belirtmiglerdir.

Hakki et al. (2001), Orta Anadolu yerel ¢esitlerinden segilen ve makarnalik bugday
varyetelerinden gelistirilen doubled haploid hatlarin i¢inde ve arasinda genetik akrabaligi
degerlendirmek ve genetik analizlerini yapmak i¢in 10 yiiksek derecede polimorfik
mikrosatelit markorii kullanmiglardir. Ayni sekilde Huang et al. (2002) 998 hexaploid
bugday aksesyonunu karakterize etmek i¢in 24 mikrosatelit markorii kullanmislardir.

Sonugta SSR’larin yiiksek derecede polimorfizm miktar1 gosterdigini saptamislardir.

Song et al. (2002), ekmeklik bugdayda en bol ve en ¢ok polimorfik olan
triniikleotid motiflerini belirlemek amaciyla yaptiklari calismada bugdayda triniikleotid
mikrosatelit markorlerinin  en polimorfik ve en bol kaynagint (TAA/ATT),

mikrosatelitlerinin sagladigini bulmuslardir.
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Ahmad (2002), farkli orjinli 13 bugday (7riticum aestivum L.)  genotipinin
genomik farkliligini incelemek i¢in iiniform ve maximum genom igerigi veren 43 SSR
markorii kullanirken, Landjeval et al. (2006) da eski ve modern Bulgaristan kislik
ekmeklik bugday varyeteleri icinde genetik farklilik caligmalar1 i¢in basit dizi tekrarlarmi
(SSRs) kullanmistir. Sonugta arastiricilar genotipler arasinda oldukga biiylik genomik

farkliliklar tespit etmislerdir.

Gupta et al. (2002), 10 IWMN (International Wheat Microsatellites Mapping
Network) ile ekmeklik bugdaymn genisletilmis SSR genetik haritasini yapmiglar ve
calismada WMC (Wheat Microsatellite Consortium) mikrosatelit primer ¢ifti arasinda test
edilen 176 primer ciftinden 58’ini, ITMI (International Triticeae Mapping Initiative)
ebeveynleri arasinda polimorfik olarak bulmuslardir. RFLP haritalarinin yapiminda da
yararlanilan ITMI populasyonunu kullanarak ekmeklik bugdayda mevcut olan 384
mikrosatelit bolgesine sonradan eklenen 66 mikrosatelit bolgesini 20 kromozomda

haritalamiglardur.

Hernandez et al. (2002), 36 bugday ve 35 arpa basit dizi tekrar1 (SSR) markoriinii
kullanarak Hordeum chilense ve H. tritordeum’un genetik analizini yaptiklar1 ¢alismanin
sonuclar1 bugday ve arpa SSR markdrlerinin Hordeum chilense, H. tritordeum ve tiiretilen
introgression hatlarmin genetik karakterizasyonu i¢in ¢ok degerli kaynak sagladigini
gostermistir. Benzer sekilde McLauchlan et al. (2001) da yabani bugday akrabalar1 ve
hexaploid bugdayda yaptiklar1 mikrosatelit analizinde, mikrosatelit markorlerinin bugday
ebeveynleri arasinda ve icinde genetik akrabalik ve farklilik miktarini hesaplamada ¢ok

yararl araglar oldugunu belirtmislerdir.

Paillard et al. (2003), iki kislik bugday (7riticum aestivum L.) varyetesi arasinda
179 basit dizi tekrar1 (SSR) primer ¢ifti ve 112 restriksiyon parca uzunlugu polimorfizmi
(RFLP) kullanarak melezlemeye dayali biitlinleyici bir genetik baglanti haritasini
yapmuglardir.
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Strelchenko et al. (2004), 22 iilkeden orjinlenen 78 bugday yerel ¢esidi arasinda
genetik farklihigi ve akrabaliklar1 arastirmak icin yaptiklari calismada 20 bugday
mikrosatelit markorii kullanmislar, elde edilen polimorfizmi de daha sonra AFLP ve RAPD
metotlar1 kullanilarak yerel cesitlerin genetik farkliligi ve akrabaliklarmni inceleyen bir
calismanin sonuglar1 ile karsilastrmiglardir. Sonugta mikrosatelit markorlerinin - bugday
yerel cesitlerinin genetik farkliligin1 karakterize etmek ve genotipleri belirlemek icin

AFLP’ler ve RAPD’lerden daha etkili olduklarin1 belirtmislerdir.

Khlestkina et al. (2004), Sibirya’da kiiltiire alman modern ekmeklik bugday
cesitleriyle eski ekmeklik bugday cesitleri arasinda genetik farkliligi analiz etmek icin
mikrosatelit markdrlerini  kullanmiglardir.  Arastirma  sonuglart modern bugday
yetistiriciliginde genetik farklilik i¢in eski bugday varyetelerinin iyi bir potansiyel kaynak

oldugunu gostermistir.

Mahmood et al. (2004), 3A kromozomunda meydana gelen varyasyona bagli olarak
kishik ekmeklik bugday hatlar1 arasinda genetik benzerligi incelemek amaciyla 12 grup
arpa basit dizi tekrar1 (SSR) primer ¢iftini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada 106 polimorfik
bant elde etmislerdir. Caligma sonunda, arpa mikrosatelit markdrlerinin bugdaya transfer
edilebilirliligini % 73 olarak bulmuslardir. Ayrica tarimsal agidan Onemli kantitatif
karakter bolgeleri (QTL) ile ilgili SSR markorlerinin  genetik benzerligi belirlemede ve

cesit gelistirmede yararh oldugunu belirtmiglerdir.

Reif et al. (2004), ekmeklik bugdaym kiiltiire alinmasi, geleneksel yerel ¢esitlerin
yerine modern ¢esitlerin gegmesi ve yetistiricilik esnasinda meydana gelen genetik farklilik
kaybini incelemek amaciyla yaptiklar1 ¢aligmada, 253 adet modern bugday cesidi, yerel
cesitler ve Triticum tauschii aksesyonlar1 ile 90 adet tiim bugday genomlarini kapsayan
SSR markérlerini  kullanmiglardir.  Arastrma sonuglart yerel c¢esitler ve Triticum
tauschii’nin her ikisinin, elit bugday germplazmlarmin genetik tabanini genisletmek icin

yararl kaynaklar oldugunu gostermistir.
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Alamerew et al. (2004), 22 bugday mikrosatelit markoriinii kullanarak 7. aestivum
L. (69 aksesyon), T. aethiopicum Jacubz. (54 aksesyon) ve 7. durum Desf. (12
aksesyon)’dan olugsan 135 aksesyonun genetik farkliligini incelemislerdir. Biitiin
aksesyonlar1 iki biiylik grupta kiimeleyip aywrmuslardir. 7. aestivum’un farkli bir grup
olusturdugunu tespit ederken 7. durum ve T. aethiopicum tetraploid tiirlerinin arasinda

acik bir farklilik elde etmediklerini belirtmislerdir.

Roussel et al. (2005), 39 SSR markorii kullanarak 480 Avrupa ekmeklik bugday
cesidinin allelik farklilik degisimini analiz etmislerdir. Sonucta Avrupa bugday cesitlerinde
farkliligin rasgele dagilmadigini, bunun ancak farkli iilkelerdeki tarim politikalar1 ve

yetistiricilik uygulamalar1 ile maddi ve cografi degisime bagli olabildigini belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. BITKi MATERYALI

Arastirmada, bitki materyali olarak Tarim, Orman ve Koy Isleri Bakanlhigi Ege
Tarimsal Arastirma Enstitlisii (ETAE) tarafindan farkl bolgelerden toplanmis olan 20 adet
yerel ekmeklik bugday cesidi ve standart bant biiyiikliigiinii saptamada kontrol olarak
Opata bugday cesidi kullanilmistir (Cizelge 3.1). Yerel ekmeklik bugday cesitlerinin
Tiirkiye’de toplandiklar1 bolgeler ve sehirler Resim 3.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1: Arastirmada kullanilan yerel ekmeklik bugday gesitleri ve toplandigi iller

Sira No Kayit No Botanik Ismi Lokasyon
1 TR 3608 Triticum aestivum [zmir
2 TR 14851 Triticum aestivum Samsun
3 TR 32034 Triticum aestivum Kayseri
4 TR 37179 Triticum aestivum Sinop
5 TR 38899 Triticum aestivum Bolu
6 TR 38902 Triticum aestivum Trabzon
7 TR 38917 Triticum aestivum Manisa
8 TR 40964 Triticum aestivum Diyarbakir
9 TR 44424 Triticum aestivum Tokat
10 TR 45308 Triticum aestivum Yozgat
11 TR 46797 Triticum aestivum Icel
12 TR 46804 Triticum aestivum Hatay
13 TR 50416 Triticum aestivum Sanlwrfa
14 TR 50460 Triticum aestivum Adiyaman
15 TR 53296 Triticum aestivum Sivas
16 TR 57999 Triticum aestivum Eskisehir
17 TR 63445 Triticum aestivum Balikesir
18 TR 63525 Triticum aestivum Antalya
19 TR 63833 Triticum aestivum Ankara
20 TR 63886 Triticum aestivum Bursa
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Resim 3.1: Yerel ekmeklik bugday cesitlerinin Tiirkiye’de toplandiklari bdlgeler ve sehirler

Her bir gesitten rasgele alman 10’ar adet tohum ¢imlendirilmek iizere otoklavda
steril edilmis kurutma kagitlar1 konulmus petri kaplarina yerlestirilmistir. Tohumlarin
cimlenmesi i¢in kurutma kagitlar1 az miktarda su ile 1slatilmis ve nem kaybini engellemek
amaciyla petri kaplarmin kenarlar1 parafilm ile kapatimigtir. Tohumlarin daha iiniform
¢imlenmesi i¢in petriler +4 °C’de buzdolabinda 4-5 giin bekletildikten sonra disar:
cikarilmig ve petriler tohumlardan ilk yapraklar olusuncaya kadar laboratuvarda muhafaza
edilmistir. Cimlenmeyen cesitlerin eksiklerini tamamlamak i¢in petrilere tekrar tohum
konulup ayni islemler tekrarlanmustir. Ik yaprak ¢iktiktan sonra bitkiler 3 kisim bahge
topragi + 2 kisim ahir giibresi +1 kisim kum ile hazirlanan karigimin bulundugu viyollere
sasirtilmis ve her bitki plastik etiket ile etiketlenmistir. 3 giin oda sicakliginda bekletilen
viyoldeki bitkilerin vernalizasyon ihtiyaglarmm karsilanmasi amaciyla, +4 °C sicakliga ve

12 saat 1g1klanma siiresine sahip iklim odasinda 6-8 hafta muhafaza edilmistir.

Birka¢ yaprak olusturan bitkiler 3 kisim bahge topragi + 2 kisim ahir giibresi ile

hazirlanan karigimm bulundugu saksilara sasirtilmis ve her saksi plastik etiket ile
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etiketlenmistir. Saksilara alman bitkiler iklim kontrollii tam otomatik arastirma serasina

konularak her tiirlii bakim ve kontrol iglemleri diizenli olarak yapilmigtir (Resim 3.2).

Resim 3.2: Saksilara sasirtilan bitkilerin seradaki goriiniimii

3.2. DNA iZOLASYONU

Fide donemine gelmis bitkilerin gen¢ yapraklarindan alman bitki 6rneklerinin
genomik DNA’larinin izolasyonu i¢in Plaschke et al. (1995) tarafindan tanimlanan metot
laboratuvar kosullarimizda standardize edilerek kullanilmistir. Yapilan ¢esitli denemelerde
en uygun yaprak bilylkligi 1,5 cm, degisik Ogiitme yOntemleri (sivi azotta, DNA
extraksiyon buffer’mmda, kumda 6gilitme vs.) arasinda da en uygun 6gilitme ydnteminin

DNA extraksiyon buffer’inda oldugu saptanmustir.

DNA extraksiyonu {li¢ agamada gergeklestirilmistir:
1. asamada niikleazlar inhibe edilmistir.
2. agamada proteinler uzaklastirilmistir.

3. asamada niikleik asitler diger hiicre bilesenlerinden fiziksel olarak ayrilmistir.
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Sapa kalkma doneminde bitkilerin en geng yapraklarindan yaprak drnekleri alinarak
her bir g¢esit i¢in ayr1 ayrt DNA izolasyonu yapilmistir. Calismada kullanilan DNA

extraksiyon yontemi su sekilde 6zetlenebilir:

1) 1,5 cm boyunda bir yaprak ependorf tiipte dnce 50 pl buffer i¢inde ogiitiiliir ve
daha sonra her tiipe 450 pl daha buffer ilave edilir. Sonug olarak her bir 6rnek i¢in 500 pl
buffer kullanilir.
e 100 ml buffer hazirlamak i¢in
65 ml dH,O
10 ml 1 M Tris (,H: 7,5)
14 ml 5 M NaCl
10 ml 0,5 M EDTA (,H: 8,0) = 65 °C’de 1sitilarak karistirilir. Daha sonra;
1 gr CTAB
1 ml 14 M Beta MerkaptoEtanol (BME) eklenir.

YV V V V V V¥V

2) Bir iinite Proteinaz K eklendikten sonra (1 iinite 5 pl konsantrasyon) vortekste

karistirlir.

3) 40 pl % 20 SDS (veya 80 pul % 10 SDS) eklenir. Alt iist ederek dikkatlice
karistirtlir. 65 °C’deki su banyosunda 1 saat tutulur ve 15 dakikada bir alt iist ederek

karistirlir.

4) Su banyosundan ¢ikarilan tiipler 5 dakika oda sicaklifinda bekletilir. 2/3 hacim
(400 pl) kloroform : isoamil alkol (24:1) eklenir ve 10-15 dakika yavasca alt {ist edilerek

tyice karigtirilir.

5) 10,000 g’de 15 dakika santriftij edilir.

6) Stipernatant’a 2/3 hacim 400 pl 2-propanol eklenir. 1-2 dakika alt tist edilerek DNA

gdzle goriiliir hale getirilir.
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7) 15 dakika 10,000 g’de santriftij edilir.

8) Stv1 dikkatli bir sekilde dokiiliir. Pelet kuruduktan sonra 400 pl 1 x TE eklenir. +4
9C’de bir gece bekletilir.

9) DNA 60 °C’deki su banyosunda 15 dakikada bir karistirilarak 3 saat eritilir.

10) 10 mg/ml RNase ¢ozeltisinden 1 pl eklenir ve su banyosunda 1 saat bekletilir.

11) 400 pl kloroform : isoamil alkol (24:1) eklenir. Tiipler 10-15 dakika alt-iist edilerek

extraksiyon yapilir.

12) 15 dakika 10,000 g’de santrifiij edilir.

13)  Siipernatant 100 pl 1,2 NaCl (veya 26 ul 5 M NacCl) iceren yeni bir tiipe alinir ve
hafifce karistirilir.

14) 800 pul % 96 soguk etil alkol ilave edilir. Alt iist edip karistirilarak DNA ¢okeltilir.

15) 10,000 g’de 20 dakika santrifiij edilir ve s1v1 dikkatli bir sekilde dokiiliir.

16) Pelet % 70 soguk etil alkol ile dikkatlice yikanir. Ters cevrilmis halde 2 saat

kurutulur.

17)  Kuruyan pelet 100 pl 1 x TE’de ¢oziiliir. Bir gece +4 °C’de tutulur. Sonra su
banyosunda 65 °C’de 3-4 saat eritilir. Sonugcta toplam 20 pg civarinda DNA elde edilebilir.

Izole edilen DNA’lar % 1’lik agaroz jelde kosularak DNA miktar1 ve kalitesi
belirlenmistir (Resim 3.3). Ayrica izole edilen DNA’lar “Biomate’ ™3 Spectrophotometer”

marka spektrofotometrede kontrol edilerek kalite Ozellikleri tam olarak belirlenmistir.
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DNA’s1 olmayan, yetersiz goriilen veya kalitesi diisiik olan aksesyonlarda izolasyon islemi

tekrarlanarak eksikler tamamlanmaistir.

Resim 3.3: DNA'larin % 1'lik agaroz jelde goriintiilenmesi

3.3. POLIMERAZ ZiNCIiR REAKSIYONU (PZR)

Cesitlerin DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra Roder et al. (2002)’a gore PZR
reaksiyonlara baslanmistir. PZR reaksiyonlar1 “Thermo ve Bio Plus” marka sicaklik
dongii aletlerinde yapilmigtir (Resim 3.4). PZR’de her bir reaksiyon karigimi, 250 nM
primer, 0,2 mM deoksiniikleotidlerin her birinden (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,5 mM
MgCl, 0,5 ul Tag-polimeraz enzimi ve 50-100 ng kalip DNA’dan olusmaktadir. Her bir
PZR karisimi 94 °C’de 5 dakika bekletme isleminden sonra arka arkaya birbirini takip
eden 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, primere bagl olarak 50-60 °C arasinda 1 dakika
yapistrma ve 72 °C’de 1 dakika uzatma islemlerini igeren 32 sirkiilasyondan sonra 72
°C’de 5 dakika son uzatma sathasindan olusmaktadir. Her bir 6rnek i¢in ve biitiin primerler
acisindan bu islem yiiriitilmiis ve boylece asgari 7 primer x 200 DNA = 1 400 PCR

reaksiyonu gerceklestirilmistir. Reaksiyonda kullanilan kimyasallarin kontaminasyonuna
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veya jel sisteminde karsilagilan sorunlara bagli olarak reaksiyonlar tekrarlanmis ve

reaksiyon sayisi artmistir.

Resim 3.4: PZR’de kullanilan termocycle

Roder et al. (1998 b) tarafindan gelistirilen, Avrupa bugday c¢esitlerini tanimlamada

kullanilan ve mikrosatelit lokuslarin1 (Xgwm) amplifiye eden primerler Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3. 2: Mikrosatelit DNA belirleyicilerinin ozellikleri

Uriin biiyiikligii
Mikrosatelit Lokusu | Kromozom Tekrar Tiiri (Opata yerel cesidine gore) (bp)
Xgwm 95 2A (CA)6 115-134
Xgwm 18 1B (CA)17GA(TA)4 178-194
Xgwm 458 1D (CA)13 109-115
Xgwm 261 2D (CT)x 160-209
Xgwm 190 5D (CT)2 198-214
Xgwm 325 6D (CT)i6 133-149
Xgwm 295 7D (GA)2s 254-258
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3.4. JEL SISTEMi

Farkli primerler kullanilarak elde edilen PZR f{iriinleri polimorfizm gdsteren
bantlarin daha iyi ayrilmasi i¢in agaroz jellere oranla yiiksek rezoliisyona sahip olan
acrylamide jel sisteminde kosulmustur. Jel sisteminin optimizasyonu icin % 6, 8, 10 ve
12°1ik acrylamide jel konsantrasyonlari denenmis % 8’lik acrylamide jelde diger
konsantrasyonlarda gézlenemeyen polimorfizmler saptanmistir. Bu ylizden yerel ¢esitlerin
taranmasinda % 8’lik acrylamide jel kullanilmistir. Jelde meydana gelecek dalgalarin

Oniline ge¢mek i¢in jelin ist kismina ayri stakin jel hazirlanmastur.

60 ml % 8’lik acrylamide jel hazirlamak i¢in:
» 18 ml acrylamide: bisacrylamide (29: 1 % 40°lik stoktan)
12 ml 5x TBE buffer
30 ml dH,O
210 pl % 25 APS (amonyum persiilfat)
20 ul TEMED kullanilmastir.

YV V V VY

15 ml stakin jel hazirlamak igin:
» 4,5 ml acrylamide: bisacrylamide (29: 1 % 40’lik stoktan)
3 ml 5x TBE buffer
7,5 ml dH,O
52,5 ul % 25 APS (amonyum persiilfat)
15 pl TEMED kullanilmastir.

YV V VYV VY

Her bir PCR reaksiyonu 2,7 ul yiikkleme buffer1 (5 mg/ml dextran mavisi igeren
deionize edilmig formamid) ile hazirlanan jelde yaklasik 6-7 saat 350 V, 155 mA
ve 40 W’lik elektrik akiminda kosulmustur (Resim 3.5).
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Resim 3.5: Jellerin elektroforezi

Kosulan jeller ethidium bromid (200 ml dH,O, 10 pl ethidium bromid) ¢dzeltisine
konulup 20-25 dakika karistiricida yavasga g¢alkalanarak boyanmistir. Boyanan jeller 5
dakika saf su ile durulandiktan sonra jel imaj sisteminde (Vilber Lourmat, Bio 1D, 11.04)

polimorfizm 6zellikleri belirlenmistir.

Resim 3.6: Jel imaj sisteminde % 8'lik acrylamide jelin goriintiisii

Jel imaj sisteminde goriintiilenen jel fotograflarinin bant biiytiklikleri Vilber

Lourmat, Bio 1D, 11.04 programi kullanilarak hesaplanmistir. Bio 1D programi agildiktan
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sonra kuyucuklar (lane) otomatik olarak isaretlenmistir. Ladder’in bulundugu kuyucuk
numarasi ve bant biiyiikliikleri girildikten sonra “Detection” imgesi ile bantlar otomatik

olarak isaretlenmistir.

Ji_H_ E B = =H OE B E i

Resim 3.7: BiolD programinda jellerin isaretlenmesi

Programin “Results” imgesi secilerek isaretlenen bantlarin gruplanmis tablosu

otomatik olarak elde edilmistir.

REN A L2 LE 2} L5 L6 L7 A = L O A I A O A E T S N N A
30C.000 300.000
250000 240,000
20C.000 200.000
15C.000 160.000
T4LAE3 T4LBEG] 142883] 1£0833) 140.383) <0283
1IEM3 T4540| 135.843] 120.843) 1348400 133843
132840 IR RERR TN
122060 TZEBE0( 127,800 128.872) 120.372) 288611 128372 123560
22080 120103 121.03) 122060 "2103
1" (¥
= 12520} 114530) 1724700 115336
17227 36 3R
1"LAz8{ 11233 110048 IRIE7| 123167 043 10048
102254 105.23¢| 108.234] 108.23¢
T0C.000 100.000
.00 000l

Resim 3.8: Gruplandirilmig bant biiyiikliikleri
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3.5. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Tiim primerlerin bantlarimi igeren tabloya bant biiytikliikleri yazildiktan sonra her
bir Ornekten elde edilecek olan graphogramlarin genotip analizi yapilmistir. Tablo
hazirlanirken olan bant biiylikliikleri yerine 1, olmayan bant biiyiikliikleri yerine 0
yazilmistr.  UPGMA dendogramlarinin  olusturulmasinda Sayisal Taksonomi ve
Multivaryete Analiz Sistemi Yazilimi (NTSPYS, 2.1 versiyonu) kullanilmistir (Rohlf,
1992). Yerel cesitler arasindaki genetik uzakliklar RST-22 programi (Goodman, 1997)
kullanilarak hesaplanmistir. Genetik uzakliklarin hesaplanmasinda ayrica allel sikliklarma

gore islem yapan ‘Nei72’ algoritmasindan da yararlanilmistir (Rohlf, 1992).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Yerel ¢esitler arasindaki genetik iliskinin saptanmasi amactyla polimorfik olan 7
SSR lokusu kullanilmistir. Elde edilen PZR iiriinleri % 8’lik acrylamide jelde kosulmustur.

Goriintiilenen jellerin bazilar1 6rnek olarak Resim 4.1- 4.7°de verilmistir.

Resim 4.1: Xgwm 261°in % 8'lik acrylamide jel goriintiisii

Resim 4.1°de goriildiigii gibi Xgwm 261 primeri ile Tokat’tan toplanan 44424
cesidinin aksesyonlar1 arasinda farklilik bulunamazken, Sivas’tan toplanan 53296 ¢esidinin
aksesyonlar1 arasinda oldukg¢a fazla farkliliklar bulunmustur.. Hatlar arasinda meydana
gelen bu polimorfizm farklilig1 Ek 2°de verilen Xgwm 261 primerine ait dendogramda da

goriilmektedir.
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Resim 4.2: Xgwm 295’in % 8'lik acrylamide jel goriintiisii

Resim 4.2°ye bakildiginda Xgwm 295 primeri ile Sinop’tan toplanan 37179 ¢esidi
ile Manisa’dan toplanan 38917 c¢esidi arasinda hi¢bir farklilik bulunamamistir. Hem Ek
1’de verilen Xgwm 295 primerinden elde edilen bant biiyiikliiklerini gosteren tabloda hem

de Ek 2’de verilen Xgwm 295 primerine ait dendogramda bu benzerlik goriilmektedir.

Resim 4.3: Xgwm 325’in % 8'lik acrylamide jel goriintiisii
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Xgwm 325 primeri ile Kayseri’den toplanan 32034 ¢esidinin aksesyonlarinda
farklilik goriilmemesine ragmen Sinop’tan toplanan 37179 ¢esidinin aksesyonlarinda

farklilik saptanmigtir (Resim 4.3).

BT T TIW ETIE Y R T e

Resim 4.4: Xgwm 95’in % 8'lik acrylamide jel goriintiisii

Resim 4.4’te de goriildigi gibi 20 yerel ¢esit igin Xgwm 95 primeri ¢ok fazla

miktarda farklilik gostermistir.

w
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Resim 4.5: Xgwm 458’in % 8'lik acrylamide jel goriintiisii
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Xgwm 458 primeri ile Antalya’dan toplanan 63525 ¢esidi ve Ankara’dan toplanan
63833 ¢esidi arasinda az miktarda farklilik bulunmustur (Resim 4.5).
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Resim 4.6: Xgwm 190°nm % 8'lik acrylamide jel goriintiisii

Resim 4.6’ya gore Xgwm 190 primeri ile Hatay’dan toplanan 46804 cesidi ve
Bolu’dan toplanan 63833 ¢esidi arasinda az da olsa farklilik bulunmustur.
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Resim 4.7: Xgwm 18’in % 8'lik acrylamide jel goriintiisii
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Resim 4.7°de goriildiigii gibi tiim yerel cesitlerde Xgwm 18 primeri ile farkliliklar

bulunmustur.

Jel goriintiileme sisteminde goriintiilenen jeller BiolD programinda skorlanmistir.

Her bir primerden elde edilen bant biiyiikliikleri Ek 1°de verilmistir.

Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi primerlerin PZR reaksiyonu sonucunda olusan
amplifikasyon iiriinlerinin acrylamide jelde elde edilen allel sayilar1 7-11 arasinda
degismektedir. En fazla allel Xgwm 95 ve Xgwm 295 primerlerinde goriilmiistiir.
Primerlerin amplifikasyon {irlinleri incelendiginde, en az allel olusturan Xgwm 18
primerinin yerel ¢esitler ve onlarin aksesyonlari i¢inde elde edilen bant biiytikliigii 180-210
baz arasinda degisirken, en fazla allel olusturan Xgwm 95 ve Xgwm 295 primerlerinin bant
biiyiikliikleri sirayla 105-136 baz ve 195-250 baz arasinda degismektedir. Bununla birlikte
sekiz allel olusturan Xgwm 190 ve Xgwm 458 primerlerinin bant biiyiikliigiiniin sirayla
205-235 baz ve 103-129 baz arasinda degistigi belirlenmistir. Xgwm 261 ve Xgwm 325
primerlerinde de dokuz allel saptanirken bu primerlerden sirasiyla 160-196 baz ve 132-

149 baz arasinda degisen bant biiyiikliikleri elde edilmistir.

Cizelge 4.1: Kullanilan mikrosatelit markérlerin allel sayisi ve allel bityiikligi

Mikrosatelit Kromozom Allel sayis1 Allel biiyiikliik | Opata iiriin
lokusu arahg (bp) | biiyiikliigii (bp)
Xgwm 18 1B 7 180-210 189
Xgwm 95 2A 11 105-136 130
Xgwm 190 5D 8 205-235 220
Xgwm 261 2D 9 160-196 166
Xgwm 295 7D 11 195-250 235
Xgwm 325 6D 9 132-149 136
Xgwm 458 1D 8 103-129 114
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Yedi primer kullanilarak 20 yerel ekmeklik bugday cesidinden elde edilen
polimorfik bantlarin olugturdugu dendograma gore yerel cesitler oncelikle iki ana gruba
ayrilmistir (Resim 4.8). 32034, 53296 ve 37179 yerel cgesitleri bir grubu olustururken,
kalan 17 cesit (3608, 14851, 38899, 38902, 38917, 40964, 44424, 45308, 46797, 46804,
50416, 50460, 57999, 63445, 63525, 63833 ve 63886) diger grubu olusturmustur.

Olusan iki ana grupta kendi i¢inde iki alt gruba ayrilmistir. Birinci ana grupta;
37179 ayri bir alt grubu olustururken, 32034 ve 53296 farkli bir alt grubu olusturmustur.
Ikinci ana grupta ise 46804 ayr1 bir alt grupta bulunurken, diger 16 cesit baska bir alt
grupta bulunmustur. 16 ¢esidin olusturdugu alt grup da kendi arasinda iki kiigiik alt gruba
ayrilmistir. Bu kiiclik alt grubun birinci boliimiinii 63525 tek basina olustururken, geriye

kalan 15 gesit alt grubun ikinci bdliimiinii olusturmaktadir.

15 ¢esidin olusturdugu alt grup kendi arasinda ikiye ayrilmistir. Birinci grubu
olusturan 3608 ve 14851 bu grubun birinci kisminda yer alirken, 45308 ikinci kisminda yer
almustir. Ikinci grup ise dncelikle iki biiyiik gruba daha sonrada kendi aralarinda 4 alt

gruba ayrilmistir.

Dendograma gore 63445, 63886 ve 63833 cesitlerinin birbirleri ile yakin akraba
oldugu goriilmektedir. Ayn1 sekilde 38902, 50460 ve 57999 cesitleri de birbirleri ile yakin
akrabadir. Bununla birlikte 32034 ile 53296 ve 3608 ile 14851 cesitleri de yakin akrabadir.
Genetik olarak birbirine en yakin akraba gesitler 63445 ile 63886 olurken en uzak akraba
cesitler 37179 ile 3608 olmustur.
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Resim 4.8: Tiim primerler i¢in yerel ¢esitler arasindaki genetik iliski dendogrami

Yapilan analizler sonucunda yerel ¢esitler arasinda oldukga fazla genetik farklilik
saptanmustir. Yerel ¢esitlerin toplandig1 bolgesel farkliligin, genetik farkliliga da yansidig:
goriilmektedir. Bu durum farkli bdlge ciftcilerinin seleksiyon kriterlerinin  farkl
olmasindan kaynaklanmig olabilir. Ayrica bdlgelere ait farkli ekolojik kosullar, hastalik ve
zararli populasyonlarinin benzer olmamasi gibi etmenler de cesitlerin genetik farkliligi
iizerinde etkili olmus olabilir. Ornegin bir bolgede kiilleme hastaliginm varlig1 o hastaliga
dayanikl cesitlerin yayginlagsmasi ile sonuglanirken, hastaligin goriilmedigi bolgelerde bu
yonde bir seleksiyon s0z konusu degildir. Bununla birlikte gerek tiim primerlerin
olusturdugu dendograma gerekse her bir primerin ayr1 ayri olusturdugu dendogramlara
bakilacak olursa ayni1 bolgeden alinan cesitlerin genetik olarak birbirleri ile akraba oldugu
goriilmektedir. Strelchenko et al. (2002), SSR markorlerini kullanarak yerel ekmeklik
bugday cesitleri arasindaki genetik farkliligi inceledikleri ¢aligmada ayni cografik

bdlgeden orjinlenen gesitlerin ayni gruba girdigini saptamislardir. Bunun yaninda farkli
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bdlgelerden alinan gesitlerin birbirleriyle yakin akraba olduklar1 veya ayni bolgeden alinan
cesitlerin birbirleriyle uzak akraba olduklar1 da goriilmektedir. Bu durum yerel ¢esitlerin

genetik tabaninin genisliginin bir géstergesidir.

Ek 1°de her bir primer i¢in ayr1 ayr1 verilen ¢izelgelere bakildiginda yerel ¢esitlerin
aksesyonlarinda dahi genetik varyasyon goriildiigii dikkat ¢ekmektedir. Primerlere ait allel
sayilar1 ve dendogramlar da bu farklilig1 agikca gostermektedir. Bu durum yerel ¢esitlerin
homozigot genetik yapiya sahip olmalarina ragmen heterojen 6zellik gdstermesinin en
giizel Ornegidir. Yerel bir c¢esidin kendi i¢inde dahi genetik varyasyona sahip olmasi
beklenmedik dis olaylara karsi yerel cesitlere tistiinlik saglamaktadir (Allard and
Bradshaw, 1964). Ulkemiz yerel cesitler iginde goriilen bu genetik varyasyon ile bitki
genetik kaynaklar1 bakimindan diinyada essiz bir yere sahiptir (Zohary, 1970).

Elde edilen sonuglara gore yerel ekmeklik bugday genotiplerinin tanimlama ve
smiflandirmalarinin yapilabilmesi i¢in SSR markoérlerinin kullanilmasinin oldukga yararh
ve kullanigh oldugu saptanmistir. Ayn1 sekilde McLauchlan et al. (2001) da yabani bugday
akrabalar1 ve hexaploid bugdayda yaptiklar1 mikrosatelit analizinde, mikrosatelit
markorlerinin bugday ebeveynleri arasmda ve iginde genetik akrabalik ve farklilik
miktarini hesaplamada ¢ok yararli araglar oldugunu belirtmislerdir. Yine birgok arastirici
tarafindan farkli materyallerle yapilan ¢alismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir

(Struss and Plieske, 1998; Mahmood et al., 2004).
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5. SONUC

Bu caligma bugdayin daralan genetik varyasyonu sorununa ¢dziim olabilecek yerel
cesitlerin se¢iminin kolaylagmasi ve bu yerel cesitler ile ileride yapilacak bazi 1slah

calismalari i¢in temel teskil etmesi bakimindan 6nemlidir.

Yerel ¢gesitlerin bitki 1slah1 programlarinda etkili bir sekilde kullanilmasi, dncelikle
materyalde gerekli genetik varyasyonun varolup olmadiginin belirlenmesine (Akkaya ve
Biiytikiinal, 2004), bu varyasyon i¢inden istenen genlerin bulunmasi ve ticari cesitlere
basarili bir sekilde, kisa siirede ve nispeten diisiik maliyetle aktarilmasma (Yildirim ve
ark., 2004 a) baghdir. Dolayisiyla bu ¢aligma bitki 1slah1 programlarinin temelini tegkil
etmektedir. Daha sonra yapilacak olan belirli karakterlere yonelik gen taramalar1 bitki
islahinda kullanim imkanlarini artiracak ve gen aktarimlarinda DNA markor destekli

seleksiyona (MAS) olanak taniyacaktir.

Ulkemizdeki gen kaynaklarinin tanimlanip, tescil edilmemis olmasi, bunlarm
korunmalarini zorlagtirmakta, yurtdisina gotiiriilerek baska iilkeler adina tescil edilmeleri,
Tiirkiye’de 1slah amagli kullanilamamalar1 bunlarin ekonomik faydaya doniistiiriilmelerini
engellemektedir (Kiin ve ark., 2005). Dolayisiyla bu ¢aligma ayni1 zamanda, i¢inde dnemli
genleri barindirma ihtimali bulunan ve iilkemiz gen kaynaklarmin bugday 1slahi agisindan
en onemlilerinden olan yerel ¢esitlerimizin DNA parmak izlerinin belirlenmesi anlamina
da gelmektedir. Bu g¢alismanin devaminda yapilacak olan belirli 6zelliklere ve genlere
yonelik ¢aligmalar, elde edilen sonuglarin bugday islahinda kullanilma olanagmi da

saglayacaktur.
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Ek 1: Primerlerden elde edilen bant biiyiikliikleri

Cizelge 1: Xgwm 190’dan elde edilen bant biiyiikliikleri

ORNEKLER
YEREL
CESITLER | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 225 | 225 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 210 | 210
2 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220
3 220 | 220 | 220 | 210 | 210 | 218 | 218 | 218 | 218 | 220
4 235 | 235 | 235 | 235 | 235 | 230 | 235 | 235 | 230 | 230
5 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 218 | 218 | 218 | 218
6 215 | 218 | 218 | 218 | 220 | 220 | 225 | 225 | 220 | 220
7 230 | 230 | 220 | 225 | 220 | 230 | 225 | 215 | 220 | 215
8 215 | 215 | 215 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210
9 230 | 230 | 230 | 225 | 225 | 225 | 225 | 220 | 220 | 220
10 205 | 205 | 210 | 210 | 205 | 205 | 205 | 205 | 205 | 210
11 218 | 218 | 218 | 218 | 218 | 218 | 218 | 218 | 218 | 215
12 215 | 218 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220
13 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215
14 220 | 220 | 220 | 220 | 215 | 218 | 220 | 220 | 220 | 220
15 230 | 230 | 230 | 235 | 230 | 225 | 230 | 230 | 230 | 225
16 218 | 218 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 220 | 225
17 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210
18 220 | 220 | 220 | 220 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215 | 215
19 215 | 220 | 220 | 220 | 215 | 220 | 225 | 225 | 215 | 220
20 210 | 210 | 210 | 215 | 210 | 210 | 215 | 215 | 215 | 215
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Cizelge 2: Xgwm 325’den elde edilen bant biiyiikliikleri

ORNEKLER
YEREL
CESITLER| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 138 | 138 | 138 | 138 | 137 | 138 | 137 | 138 | 134 | 134
2 — — — — — — — — — —
3 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136
4 139 | 139 | 136 | 132 | 136 | 136 | 132 | 132 | 136 | 139
5 139 | 139 | 139 | 136 | 139 | 139 | 139 | 139 | 139 | 139
6 139 | 139 | 139 | 139 | 139 | 139 | 139 | 139 | 139 | 139
7 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143
8 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 139 | 139 | 139 | 139
9 139 | 139 | 143 | 139 | 139 | 139 | 139 | 143 | 143 | 143
10 136 | 139 | 139 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143
1 143 | 143 | 143 | 143 | 139 | 139 | 139 | 139 | 139 | 139
12 136 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143 | 143
13 145 | 145 | 145 | 145 | 145 | 149 | 149 | 149 | 149 | 145
14 136 | 132 | 132 | 132 | 139 | 136 | 136 | 136 | 136 | 139
15 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136
16 139 | 139 | 139 | 136 | 136 | 136 | 139 | 136 | 136 | 136
17 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136
18 |
19 o T —
20 o
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Cizelge 3: Xgwm 18’den elde edilen bant biiyiiklikleri

ORNEKLER
YEREL
CESITLER| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 190 | 190 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195
2 205 | 190 | 190 | 195 | 195 | 195 | 200 | 200 | 205 | 205
3 195 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190
4 190 | 180 | 190 | 185 | 185 | 185 | 180 | 185 | 180 | 180
5 — — — — — — — — — —
6 —_— —_— —_—— —_—— —_—— —_—— — — — —
7 200 | 200 | 205 | 205 | 195 | 195 | 205 | 200 | 205 | 200
8 — — — — — — — — — —
9 —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_— —_—
10 195 | 195 | 195 | 195 | 190 | 190 | 190 | 195 | 195 | 195
11 195 | 195 | 195 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190
12 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | 185 | 185 | 185 | 185 | 185
13 — — — | — — — — — —
14 — — — — — — — — — —
15 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195
16 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195 | 195
17 200 | 200 | 200 | 195 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190
18 200 | 200 | 200 | 205 | 205 | 205 | 205 | 210 | 210 | 210
19 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190 | 190
20 200 | 200 | 200 | 195 | 195 | 190 | 195 | 190 | 190 | 190
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Cizelge 4: Xgwm 261°den elde edilen bant biiyiikliikleri

ORNEKLER

YEREL
CESITLER

5

6

10

1

2

175

175

175

175

175

160

166

175

170

170

180

180

180

180

180

180

180

170

186

180

6 — — — — — — — — — —
7 — — — — — — — — — —
8 — — — — — — — — — —

175

175

175

175

180

175

180

180

180

180

10

11

190

190

190

190

190

190

190

190

196

196

12

14

15

170

170

170

170

170

166

160

160

160

160

16

17

18

175

170

173

173

170

173

173

166

170

166

19

20
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Cizelge 5: Xgwm 458’den elde edilen bant biiyiikliikleri

ORNEKLER
YEREL
CESITLER| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 121 | 121 | 121 | 121 | 121 | 121 | 121 | 126 | 126 | 126
2 118 | 118 | 118 | 118 | 118 | 118 | 118 | 121 | 126 | 126
3 M1 111 | 111 ] 11 11 1M1 11 ] 11 ] 111 ] 11
4 111 | 111 | 111 | 108 | 108 | 108 | 115 | 115 | 103 | 103
5 M1 | 111 | 111 | 111 | 111 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115
6 121 | 121 | 115 | 121 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115
7 M1 ] 111 | 111 ] 111 11 11 11 ] 111 ] 115 ] 11
8 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 121 | 121 | 121 | 121 | 121
9 129 | 129 | 129 | 121 | 121 | 121 | 118 | 118 | 115 | 115
10 129 | 129 | 129 | 121 | 121 | 121 | 121 | 121 | 121 | 121
11 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 111 | 111 | 111
12 18 | 111 | 111 | 111 | 111 | 111 | 111 | 111 | 111 | 111
13 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108 | 108
14 115 | 115 | 115 | 118 | 118 | 118 | 118 | 118 | 118 | 118
15 M1 | 111 | 111 | 111 | 111 | 115 | 115 | 115 | 111 | 111
16 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 118 | 118 | 121 | 121
17 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115
18 108 | 108 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 118 | 115 | 115
19 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 115 | 118 | 118
20 M1 ] 1M1 | 111 ] 1M1 11 11 11 11 ] 111 ] 1
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Cizelge 6: Xgwm 95°den elde edilen bant biiyiikliikleri

ORNEKLER
YEREL
CESITLER| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 127 | 127 | 127 | 127 | 127 | 127 | 127 | 127 | 124 | 124
2 127 | 127 | 124 | 121 | 121 | 121 | 121 | 124 | 124 | 127
3 17 | 111 | 111 | 111 | 111 | 111 | 111 | 111 | 105 | 111
4 105 | 105 | 105 | 105 | 105 | 111 | 117 | 111 | 111 117
5 17 | 111 | 111 111 | 11 1 | 11 111 | 1 111
6 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136 | 136
7 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134
8 131 | 131 | 124 | 124 | 124 | 127 | 127 | 127 | 127 | 131
9 127 | 127 | 127 | 127 | 127 | 127 | 127 | 127 | 131 127
10 127 | 127 | 121 | 121 | 121 | 127 | 121 | 121 | 121 118
11 127 | 127 | 127 | 134 | 124 | 134 | 124 | 124 | 134 | 134
12 17 | 117 | 127 | 117 | 117 | 127 | 124 | 124 | 124 | 134
13 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129
14 131 | 131 | 131 | 131 | 134 | 134 | 134 | 131 | 134 | 134
15 131 | 131 | 131 | 131 | 131 | 131 | 131 | 131 | 131 131
16 129 | 129 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134
17 131 | 134 | 134 | 131 | 131 | 131 | 131 | 131 | 134 | 134
18 131 | 131 | 131 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134 | 134
19 131 | 131 | 131 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129
20 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 129 | 131 | 131 134

Cizelge 7: Xgwm 295’den elde edilen bant biiyiikliikleri

ORNEKLER
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YEREL
CESITLER| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 205 | 205
2 230 | 226 | 226 | 226 | 226 | 226 | 226 | 226 | 226 | 230
3 236 | 236 | 241 | 241 | 241 | 241 | 241 | 241 | 241 | 241
4 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236
5 241 | 241 | 241 | 241 | 241 | 245 | 241 | 241 | 250 | 241
6 226 | 226 | 226 | 226 | 226 | 226 | 226 | 226 | 226 | 226
7 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236
8 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236
9 241 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 241
10 210 | 210 | 205 | 205 | 205 | 205 | 205 | 205 | 205 | 195
11 233 | 233 | 233 | 236 | 230 | 236 | 230 | 230 | 236 | 236
12 223 | 223 | 236 | 226 | 226 | 236 | 230 | 230 | 230 | 241
13 233 | 233 | 233 | 233 | 233 | 233 | 233 | 233 | 233 | 233
14 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236
15 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236
16 236 | 236 | 233 | 233 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 233
17 230 | 233 | 233 | 230 | 230 | 230 | 230 | 230 | 233 | 233
18 233 | 233 | 233 | 233 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236 | 236
19 233 | 233 | 233 | 230 | 230 | 230 | 230 | 230 | 230 | 230
20 230 | 230 | 230 | 230 | 230 | 230 | 230 | 230 | 233 | 233

Ek 2: Her primer i¢in yerel ¢esitler arasindaki iligkiyi gdsteren dendogram
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Resim 2: Xgwm 325 primeri i¢in yerel ¢esitler arasindaki iliskiyi gosteren dendogram
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Resim 3: Xgwm 261 primeri i¢in yerel ¢esitler arasindaki iliskiyi gosteren dendogram
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Resim 4: Xgwm 458 primeri i¢in yerel ¢esitler arasindaki iliskiyi gosteren dendogram
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Resim 5: Xgwm 95 primeri igin yerel ¢esitler arasindaki iliskiyi gosteren dendogram
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Resim 6: Xgwm 295 primeri i¢in yerel ¢esitler arasindaki iliskiyi gosteren dendogram
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Resim 7: Xgwm 18 primeri igin yerel ¢esitler arasindaki iliskiyi gosteren dendogram
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NTSYSpc 2.11 programimdan elde edilen genetik benzerlik ve

m

ler

Um prime

uzaklik matrisi

Ek 3: T

Matrix: G:\TEZIMW~1\DENDOG~1.NTS
Type: Symmetzic (similarity)
With 20 rows and 20 columns

2 B 2 GO G0 =1 Oy U s L DD
o

[
= 0

TR O IO T
O @~ oy Ut

383
f=1

10
11
12
13
14
15
16
1
18

1

20

15
16
17
18
19
20

1
1.00000000000000E+000
8.36734693877551E-001
6.12244897959184E-001
4.48979591836735E-001
5.91836734693878E-001
6.93877551020408E-001
6.73469367755102E~-001
7.14285714285714E-001
6.12244897959184E-001
7.75510204081633E-001
5.91836734693878E-001
4.89795918367347E-001
6.32653061224490E-001
5.71428571428571E-001
5.91836734693878E-001
6.53061224489796E-001
6.53061224489796E-001
5.51020408163265E-001
6.73469387755102E-001
6.53061224489796E-001
8
1.00000000000000E+000
7.34693877551020E-001
7.75510204081633E-001
7.55102040816326E-001
6.53061224489796E-001
7.14285714285714E-001
6.16326530612245E-001
7.14285714285714E-001
7.34693877551020E-001
7.75510204081633E-001
6.73469387755102E-001
7.14285714285714E-001
6.93877551020408E-001
15
1.00000000000000E+000
6.93877551020408E-001
7.34693877552020E-001
€.32653061224490E-001
7.14285714285714E-C01
6.93877551020408E-C01

2
8.36734693877551E-001
1.00000900000000E+000
5,71428571428571E~001
4,89795918367347E-001
5.91836734693878E-001
65.93877551020408E-001
7.14285714285714E-001
6.73469387755102E-001
6.53061224489796E-001
7.75510204081633E-001
6.32653061224490E-001
6.12244897959184E-001
6.32653061224490E-001
6.12244897959184E-001
5.91836734693878E-001
6.53061224489796E-001
6.93877551020408E-001
5.91836734693878E-001
7.14285714285714E-001
6.93877551020408E-001
9
7.34693877551020E-001
1,00000000000000E+000
7.14285714285714E-001
6.53061224489796E-001
6.73469387755102E-001
6,12244897959184E-001
7.14285714285714E-001
6.53061224489796E-001
7.55102040816326E-001
5.91836734693878E-001
6.12244897959184E-001
7.75510204081633E-001
5.91836734693878E-001
16
6.93877551020408E-001
1.00000000000000E+000
7.14285714285714E-001
6.53061224489796E-001
7,75510204081633E-001
6.73469387755102E-001

3
6.12244897959164E-001
5.71428571428571E-001
1.00000000000000E+000
6.32653061224490E-001
7,34693877551020E-001
6.32653061224490E-001
6.12244897959184E-001
6.12244897959184E~001
5.51020408163265E-001
6.32653061224490E-001
5.71428571428571E-001
6.32653061224490E-001
5,71428571428571E-001
6.32653061224490E-001
7.34693877551020E-001
6.326530612244908-001
6.32653061224490E-001
6.122448579591845-001
5.,71428571428571E-C01
6.326530612244905-001
10
7.75510204081633E-001
7.14285714285714E-001
1,00000000000000E+000
6.53061224489796E-001
5.51020408163265E-001
6.93877551020408E-001
6.73469387755102E-001
6.12244897959184E-001
7.55102040816326E-001
7.14285714285714E-001
5.71428571428571E~001
6.93877551020408E-001
7.14285714285714E-001
17
7.34693877551020E-001
7.14285714285714E-001
1.00000000000000E+000
7.34693877551020E-001
8.16326530612245E-001
9.18367346938776E~001

4
4.48979591836735E-(01
4,89795918367347E~(01
6.326530612244908-001
1.000000000000002+000
6.53061224489796E-001
5.91836734693878E-001
5,714285714285718-001
6.12244897959184E-001
5.51020408163265E~001
5,51020408163265E-001
6.12244897959184E-001
5.91836734693878E-001
5.71428571428571E-001
6.32653061224490E-001
6.93877551020408E-001
5.51020408163263E-001
5,91836734693878E-001
4,89795918367347E-001
5.71428571428571E-001
5.51020408163265E-001
11
7.55102040816326E-001
6.53061224489796E-001
6.53061224489796E-001
1.0000C000000000E+000
6.53061224489796E-001
6.73469387755102E-001
7.34693877551020E-001
6.3265306122449CE-001
6.93877551020408E~001
7.34693877551020E-001
5.91836734693878E-001
7.14285714285714E-001
7.34693877551020E-001
18
6.3265306122449CE-001
6.53061224489796E-001
7.34693877551020E-001
1.00000000000000E+000
7.14285714285714E-001
6.93877551020408E-001

]
5.91836734693878E-001
5.91836734693878E-001
7.34693877551020E~001
6.530612244897968-001
1.00000000000000E+000
£.16326530612245E-001
6.73469387755102E-001
7.14285714285714E-001
6.530612244897965-001
6.53061224489796E-001
6.73469387755102E-001
6.938775510204088-001
6.73469387755102E-001
7.755102040816338-001
6.734693877551028-001
7.346938775510208-001
6.53061224489796E-001
5.510204081632658-001
6.73469387755102E-001
6.12244897959184E-001
12
6.53061224489796E-001
6.73469387755102E-001
5.51020408163265E-001
6.53061224489796E-001
1.00000000000000E+000
5.71428571428571E-001
7.14285714285714E-001
6.12244897959184E-001
5.91836734693878E-001
5.91836734693878E-001
5.30612244897959E-001
6.53061224489796E-001
5.91836734693878E-001
19
7.14285714285714E-001
7.75510204081633E-001
8.163265306122458-001
7.14285714285714E-001
1.00000000000000E+000
8.16326530612243E-001

oy oy

.93877551020408E-001
6.93877551020408E-001
6.32653061224490E-001
5.91836734693878E-001
8.16326530612245E-001
1.00000000000000E+000
7.34693877551020E-001
8.16326530612245E~-001
7.14285714285714E-001
7.14285714285714E-001
6.93877551020408E-001
6.73469387755102E-001
7.34693877551020E-001
8.367346938775518-001
€.93877551020408E-001
8.36734693877551E-001
7.14285714285714E-001
6.12244897959184E~001
7.755102040816338-001
6.32653061224490E-001
13

7.14285714285714E-001
6.12244897959184E-001
6.93877551020408E-001
6.73469387755102E-001
5.71428571428571E-001
1.00000000000000E+000
6.93877551020408E-001
6.32653061224490E-001
6.93877551020408E-001
7.34693877551020E-001
6.73469387755102E-001
7.95918367346939E-001
7.75510204081633E-001
20

6.93877551020408E-001
6.73469387755102E-001
9.18367346938776E-001
6.93877551020408E-001
8.16326530612245E-001
1.00000000000000E+000

7
6.73£69387755102E-001
7.14285714285714E-001
6.12244897959184E-001
5.71428571428571E-001
6.73469387755102E-001
7.34693877551020E-001
1.00000000000000E+000
6.73469387755102E-001
6.93877551020408E-001
6.53061224489796E-001
7.55102040816326E-001
6.53061224489796E-001
6.734693877551028-001
7.346938775510202-001
7.551020408163265-001
7.346938775510208~001
7.75510204081633E-001
7.142857142857148-001
7.55102040816326E~001
7.75510204081633E-001
14
8.16326530612245E-001
7.14285714285714E-001
6.73469387755102E-001
7.34693877551020E-001
7.14285714285714E-001
6.93877551020408E-001
1.00000000000000E+000
6.93877551020408E-001
8.36734693877551E-001
7.55102040816326E-001
7.34693877551020E-001
7.75510204081633E~001
6.73469387755102E-001
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t NTSYSpc 2.11 programindan elde edilen genetik benzerlik ve

: Her primere ai

Ek 4

11

uzaklik matr

datrix: G:\TEZIMW~1\WMS458~1.NTS
Type: Symmetric {similarity)
#ith 20 rows and 20 columns

S 8 -1 ST s W
[s=}

-
—

b b g
(S B S IS |

1
1.00000000000000E+0Q0
6.66666666666667E-001
0.000000000CCC00E+000
0.000000000C00C0E+000
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
2,00000000000000E~001
3.333333333333338-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+0C0
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
£.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
8
1.00000000000000E+000
5.000000000C0000E-001
3.33333333333333E-001
3.333333333333338-001
0.000000600000000E+000
0.00000000000000E+000
3.333333333333338-001
3.33333333333333E-001
6.66666666666667E-001
5.00600000000000E-001
2.50000000000000E-001
3.33333333333333E-001
(.00000000000000E+000
15
1.000000000000C0E+000
2,500000000000008-001
5.00000000000000E-001
2.500000000C0000E-001
3.33333333333333E-001
5.00000000000000E-001

2
6.66666666666667E~001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+C00
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2,50000000000000E-001
0.0C000000000000E+000
2.50000000000000E-001
4,00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
0,00000000000000E+000
9
5.00000000C00000E-0C1
1.00000C00000000E+0C0
5.00000000000000E-001
2.00000000000000E-001
2.00000000000000E-001
0.C0000000000000E+000
5.00000000000000E-001
2.00000000000000£-001
7.50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
4.000000000000008-001
5.00000000000000E-001
0.,00000000Q00000E+000
16
2.50000000000000E-001
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
5.00000000000000%~-001
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+0CC

3
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000060000E+000
2.50000000000000E-001
5,00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5,00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+600
0,00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
0.000000C0000000E+000
0.00000000000000E+000
5,00000000000000E-C01
0.00000000000000E+600
0,0C000000000000E+C6C
£.000G0D0000000OE+0CO
0.00000000000000E+000
1.00000000000600E+000
10
3,33333333333333E-001
5,000000000000008-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.,0000000000000CE+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
0,00000000000000E+000
0,00000000C00000E+000
0.0000000C000000E+000
0.00000000000000E+000
17
5,00000000000000E~001
3.33333333333333E-001
1,00000000000000E+000
3.333333333333336-001
5,00000000000000E-C01
0.00000000000000E+000

4
0.00000000000000E+C00
0.00000000000000E+000
2,50000000000000E-001
1.00000000000000E+000
5,00000000000000E-001
2.000000000000008-001
5.000000000000002-001
2.00000000000000E~001
1.42857142857143E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
2.000000000000008-901
2.500000000000008-001
2.000000000000008-001
3.00000000000000E-001
1.66666666666667E-001
2.50000000000000E-001
4,00000000000000E-001
2.00000000000000E-001
2.500000000000008-001
11
3,33333333333333E-001
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.333333333333332~001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
1.00600000000000E+000
2.50000000000000E-001
5,00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
3.33333333333333E-C01
5.00000000000000E-001
18
2,50020000000000%~001
5.00000000000000E-001
3.333333333333338-001
1.00000000060000E+000
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000

=

5
0.00000000000000E+000
0.0000C000000000E+000
5.00000C00000000E~001
5.00000000000000E-001
1,00000600000000E+000
3.333333333333338-001
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
2.000000000000008-001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000£+000
3,33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
1.00000008000000E+000
2.50000000000000E-001
5.00000000000000E~001
2.50000000000000E-001
3,33333333333333E-001
5.00000000000000E~001
12
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E~-001
0.00000000000000E+000
3,333333333333335-001
1.00000000000000%+000
0.00000000000000E+000
3.333333333333338-001
3.333333333333336-001
2.500000000000C0E-001
0.000000000000C0Z+000
2.500000000C00005-001
3.333333333333338-001
5.000000C0000000E~001
19
3,333333333333338~001
6.66666666666667E-001
5,00000000000000E-001
6.666666666666675-001
1,00C00000000000E+000
0.00000000000000£+000

0
3.333333333333338~001
2.50000000000000E-001
0.00000000000C00E+000
2.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E~001
0.00000000C00000E+000
0.00000000C00000E+000
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E~001
6.66666666666667E-0CL
5.00000000000000E-001
2,50000000000000E-001
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
13
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000060000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+C00
0.00000000000000%+000
0.0000000G000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
20
5.00000000000000E~001
£.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00030000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000

7
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
9.00000000000000E~-001
1.00000000000000E+000
3.333333333333338-001
1.000000C0000000E+000
3.33333333333333E-001
2.00000000000000E~001
0.0000000000000GE+000
1.00000000000000E+0C0
3.33333333333333E~001
0.00000000000000E+000
3.333333333333332~001
1.000000000000002+000
2.50000000000000E-001
5.00000000000000E~001
2.50000000000000E-001
3.33333333333333E-001
5,00000000000000E-001
14

3.333333333333338-001
5.,00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E-001
0.00006000000000E+000
1.00006000000000E+000
3.33333333333333E-001
6.66666666666667E~001
5.00000000000000E~001
6.66666666666667E-001
1.00000000000000E4000
0.00000030000000E+0C0
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Matrix: G:\TEZIMW~1\WMS295~1.NTS
Type: Symmetric (similarity)
With 20 rows and 20 columns

QO ~1 O UF s W N =

1
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.000000000000C0E+000
0.00000000000000E+000
8
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E-000
1.000000000C0000E-000
1.000000000C0000E+Q00
5.,000000000C0000E-001
0.00000000000000E+000
5.000006000000000E-001
0.00003000000000E+000
0.00000000000000E+000
15
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000

2
0.000000000000C0E+000
1.00000000000000E+000
0.000000000000002+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000C00006000E+00C
0.00000000000000E+000
0.00000000C00000E+000
2.50000000000000E-001
4,00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000C00E+000
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-0C1
3.33333333333333E-001
9
5.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
4.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5.000000000000002-001
5,00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
16
5.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E~-001

3
0.00000000000000E+000
0.000000000000C0E+000
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
1.0000000000000CE+000
0.0000000000000CE+000
2.50000000000000E-001
4.00000000000000E-001
0.00000000000000E+C00
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
0.00000000000C00E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
€.00000000000000E+000
10
0.00000000000000E+00Q
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00003000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.0000000000000CE+000
0.0000000000000CE+000
0.00000000000000E+000
0,00000000000000E+000
17
0.00000000000000E+C0D
3.33333333333333E-C01
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000

4
0.00000000000000E+000
0.00000000000000Z+000
5.00000000000000=%~001
1.000000000000002+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
5.00000000000030E-001
0.00000000000000E+C00
3.33333333333333E-001
2.00000000000000E~001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E~001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
11
3.33333333333333E~001
2.500000000000002-001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E-001
6.66666656666667E-001
6.66666656666667E-001
6.606666666666667E-001
6.6666€666666667E-001
6.66666666666667E-001
18
5.00000000000000E-001
1.000060000000000E+000
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
3.333333333333338-001

5
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
1.000000000000002+000
0.000000000000C0%+000
0.00000000000000£+000
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.42857142857143E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000060000000E+000
0.00000000000000E+600
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
12
2,00000000000000%-0C1
4.000000000000002-001
0.000000000000008+000
3.333333333333338-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E~-001
2.00000000000000E-001
1.66666666666667E-001
1.66666666666667E-001
1.66666666666667E-001
1.66666666666667E-001
1.66666666666667E-001
19
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
3.333333333333338-001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+0C0

6
0.0000000000000CE+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.600C00C0000000E+C00
0.000000C0000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.0C000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.0000000000000CE+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000C00E+000
0.00000000000000E+000
13
0.00000000000000E+000
0.000000C0000000E+000
0.00000000000000E+000
3.333333333333338-001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E~001
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
5.00000000C00000E~002
20
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
3.333333333333338~001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000

q
0.00000600000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
1.000060000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
5.000000000000008~001
0.00000000000000E+0C0
3.333333333333332-001
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
14

1.000000C0000000E+000
5.000000000C0000E-001
0.30000000000000E+000
3.33333333333333E-001
2.00000000000000E-001
0.0C000000000000E+000
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.0000000000C000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000C00000E+000
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datrix: G:\TEZIMW~1\WMS190~1.NTS
fype: Symmetric (similarity)
qith 20 rows and 20 columns

WL U U As gy .

\

1
1.00¢00000000000E+000
3.33333333333333E-001
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
2,50000000000000E-001
4.000000000000C0E-001
4,00000000000000E-001
2,500000000000008-C01
5.00000000000000E-C01L
2.50000000000000E-COL
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E~001
0.00000000000000E+000
2.00000000008000E~001
2.0000600000C000E-001
5,00000000006000=-001
2,50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
5.00000000000003E-001
2.50000000000000E-001
8
1.00000000000000E+000
0.00C00000000000E+C00
3.33333333333333E~001
3.33333333333333E-001
2.500000000000008-001
5.00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
0.000C0000000000E+000
0.00000000000000E+C00
1.00000000000000£+000
3.33333333333333E-001
2.500000000000008-001
1.00000000000090E+000
15
1.00000000000000E+000
2,00000000000000E-001
0.00009000000000E+000
0,00000000000000%5+000
2.00000000000000£-001
0.00000000000000E+000

2
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.£0000000000000£+000
5.00000000000000E~001
2,50000006000000E-001
2,50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.0000C000000000E+000
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000C00000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E~C01
0.00000000000000E+000
9
0.00000000030000E+000
1,00000000000000E+000
0.00000000020000E+000
0.00006000000000E+000
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
2,00000000000000E-001
5.0000000000000GE-001
5.00000000000000E-0C1
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E~001
5.00000000006000E-001
0.0000000000C000E+000
16
2,00000000000000E-001
1,00000000000000E+000
0.00000000C00000E+000
2.50000000C00000E~001
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000

3
5.000000000000C0E-001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
4.00000000000000E-G01
1,66666666666667E-C01
2.50000000000000E-C01
2.00000000900000E-001
2,50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
5.00000000060000E-001
0.00000000000000E+000
5.00000060000000E-001
0.0000000000000CE+C00
5.0000000000000CE-0C1
2.50000000000000E-001
2,50000000000000E-001
2.00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
10
3.33333333333333E-001
0.00030000000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000003000E+000
£.00000000000000E4000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+00C
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-00:
17
0.00000000G00000E+000
0.00000000C00000E+000
1.00000000000000E+000
3.333333333333338~001
2.50000000000000E-C01
1,00000000300000E+000

4
0.000000000000Q0E+000
0,00000000000000E+000
0.0000C000000000E+000
1.0000C0000000C0E+000
0.0000C000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+0600
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
0.000000000C0000E+000
0.000000000C0000E+000
0.000000000C0000E+000
0.000000000C0000E+000
0.000000000G00Q0E+000
11
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
5.00000000000000E~001
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E~001
2.5000000000000CE~001
3.33333333333333E-001
18
0.000000000000002+000
2.50000000000000E~001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
3.333333333333335-001

5
2.,50000000000000E~001
5.000000000000008-001
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
2,00000000000000E~001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E~001
6.66666666666667E~001
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
2.50000000000000E~001
0.00006000000000E+000
12
2.50000000000000E-001
2.00000000000000E~001
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E~001
1.00000000003000E+000
3.33333333333333g~001
1.£0000000003000E+000
0.00000000000000£+000
5.00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
6.66666666666¢67E-001
5.00000000000000E-001
2,50000000000000E-001
19
2,000000000000008-001
5.00000000000000E-001
2.,500000000000008~001
6.666666666666675-001
1.000000000009005+00C
2.500000000000002-001

6
4,00000000000000E~G01
2,50000000000000E-001
4.00000000000000E-001
0.00000000000600E+000
5,00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
6.00000000000000E-001
2,00000000000000E-001
4.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5.00000C00000000E~001
7.50000000000000E-001
2.500000000000008~-001
7.50006000000000E-001
1.66666666666667E-001
7.50000000000000E~-001
2.00000000000000E-001
5.00000600000000E-001
7.50000000000000E~001
2.000000000C0000E-001
13
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.000000000600C0E+000
5.000000000C0000E~001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
5.00000000000000E~001
20
0.00000000C00000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
2.50000000000000E-0C1
1.00000000000000E+0C0

9
4.C0000000000000E-001
2.50000000000000E-001
1.66666666666667E-001
2,00000000000000E-001
2.00000000000000E-001
6.00000000000000E-001
1.000000000C0000E+000
2.00000000000000E-001
7.500000000000008~001
0.000000000000C0E+000
2.00000000000000E-001
4,00000000000000E~001
2.50000000000000E~001
4.00000000000000E~001
4.00000000000000E-001
4,00000000000000E~001
2.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
7.50080000000060E-001
2,000000000000C0E-001
14

2.500000000000608-001
2,00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
1.000000C0000000E+000
3.333333333333338-001
1.000000C0000000E+000
0.000300C0000000E+000
5.00000000000000E-001
2.500000000000008-001
£.66666666666667E-001
5.00030000000000E-001
2.50000000000000E~001
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Matrix: G:\TEZIMW~1\WMS95D~1.NTS
Type: Symmetric (similarity)
With 20 rows and 20 columns

0o U W

15
16
17
18
19
20

1
1.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
3.33333333333333E-001
2.50000000000000E-001
6.66666666666667E-001
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
8
1.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
2.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
4.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001
15
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001

2
6.66666666666667E-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0,00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
5.00000000000000E~-001
5.,00000000000000E-001
4.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0,00000000000000E+000
0.000000000C0000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
9
6.66666666666667E-001
1.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
2.00000000000000E~001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
16
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E~001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
6.66666666666667E~-001

3
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.66666666666667E~001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
10
2.00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
1.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001
1.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
17
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
6.66666666666667E-001

4
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.66666666666667E~001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
*0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
11
5.00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
2.00000000000000E~001
1.00000000000000E+000
7.50000000000000E~001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E~001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E~001
2.50000000000000E~001
2.50000000000000E-001
2.50000000000000£-001
2.00000000000000E-001
18
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
6.66666666666667E-001

5
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
6.66666666666667E~001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.000000000600000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
12
4,00000000000000E-001
2.000000000000008-001
1.66666666666667E-001
7.50000000000000E-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001
2.00000000000000E-001
2.00000000000000E-001
2.00000000000000E-001
1.66666666666667E-001
19
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001

6
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
18
-0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000C00E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
20
3.33333333333333E-001
6.66666666666667E-001
6.66666666666667E-001
6.66666666666667E~001
6.66666666666667E-001
1.00000000000000E+000

7
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E~001
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
14
2.50000000000000E-001
3.33333333333333-001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E-+000
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
6.66666666666667E-001
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Matrix: G:\TEZIMK~1\WMS325~1.NT8
Type: Symmetric (similarity)
With 16 rows and 16 columns

W~ oy UT o o

1
1,00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.0C000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.0C000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.000000000000C0E+000
0.000000000000€C0E+0Q0
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.000000000000C0E+000
9
1.000000000000C0E+000
6.66666666666667E-001
1.0000000G0000C0OE+000
3.33333333333333E~001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
16
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001

3
0.0000000000G000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E~001
5.00000000000000%-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000%~001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
5.,000000000000005~001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
5,000000000000005-001
1.00000000000000%+000
10
6.66660666656667E-001
1.00000000000000£+000
6.666666666666675~001
6.66666666666667E~001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E~001
3,33333333333333E-001
6.66666666666667E-001
3.333333333333338-001
17
5.000000000000008-001
1.00000000000000£+000

4
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E~001
1.00000000000000E+000
6.606666066656667E-001
3.333333333333338-001
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
2.50000000000000E-001
5,00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.333333333333338-001
6.66666666666667E-001
3.333333333333338-001
i1
1.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
1,00000000000000E+C0)
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+C00
2.50000000000000E-C01
0.00000000000000E+C0D
3.33333333333333E-C01
0.00000000000000E+00D

3
0.000000000000008+000
5.00000000000000E~001
6.66666666666667E~001
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000Q00000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
6.666666666666675-001
3.333333333333338-001
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
5.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
12
3.33333333333333E-001
6.66666666666667E-001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E~001
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
5.00000000000000E-001

6
0.00009000000000E+000
0.00000000000000£+000
3.33333333333333E-001
5.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.000000000000008-001
5.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
5.00000000000000£-001
0.00000000006000E+000
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000£-001
0.00000000000000E+000
13
0.00000000000000E+000
0.00000000000000£+000
0.00000000000000£+000
0.00000090000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000£+000
0.0000Q000000200E+000
0.0000Q0Q0000900E+000

7
0.00000600000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.Q0000000000000E~001
3.33333333333333E~001
5.00000000000000E-001
5,00000000000000E~001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
14
2.50000000000000E~001
5,00000000000000E~001
2.50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
¢.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
6.66666666666687E~001
3.33333333333333E-001

8
0.00000000000000E+000
5.0000000000CQ00E~001
6.66666666666667E-001
1.000000000000002+000
5.000000000000008~001
0.00000000000000E+0C0
1.00000000000000E+0C0
3.333333333333338-001
6.66666666666667E~001
3.33333333333333E~001
3.33333333333333E~001
0.00000000000000E+000
6.66666666666667E-001
5,00000000000000E~001
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
15
0.00000000000000E+000
3.333333333333335-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.333333333333338-001
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
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Matrix: c“/mmecbbb/wmecbmzp/ewHeHozH/emNszzH/emN<mmzH/émpw/mbewwwap/meCﬁvcﬁ.zem
Type: Symmetric (similarity)
With 14 rows and 14 columns

1
1.00000000000000E+000
5.00000060000000E~001
1.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E~001
6.66666666666667E-001
12
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.000000060000000E+000

2
5.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E~001
1.66666666666667E-001
7.50000000000000E-001
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E~-001
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
2,50000000000000E-001
7.50000000000000E-001
4.00000000000000E-001
2.50000000000000E-001
7.50000000000000E-001
15
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001

3
1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
2.50000000000000E~001
2.50000000000000%-001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
6.66666666666667E~001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
6.66666666666667E-001
16
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001

4
2.50000000000000E-001
1.66666666666667E-001
2.50000000000000E-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
2.00000000000000E~001
17
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E~001
1.00000000000000£+000
2.00000000000000E-001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000

7
2.50000000000000E~-001
7.50000000000000E~001
2.50000000000000E~001
0.00000000000000E-+000
1.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E-001
5.00000000000000E~001
5.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E~001
18
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
2.00000000000000E-001

10

1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
2.50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E-001
6.66666666666667E-001
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
6.66666666666667E-001
19

0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001

11

1.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
2,50000000000000E-001
2.50000000000000E-001
1.00000000000000E+000
1.00000000000000£+000
0.00000000000000E+000
5.00000000000000E-001
5.00000000000000E~001
6.66666666666667E-001
0.,000000000000005+000
5.00000000000000E-001
6.66666666666667E-001
20

0.00000000000000E+000
3.33333333333333E-001
3.33333333333333E-001
1,00000000000000E+000
2,00000000000000E~001
3.33333333333333E-001
1.00000000000000E+000
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Matrix: G:\TEZIMW~1\WMS261~1.NTS
Type: Symmetric (similarity)
With 6 rows and 6 columns

WO

12

18

3 4

1.00000000000000E+000 1,66666666666667E~001
1.666666666666675~001 1.00000000000000E+000
2.00000000000000E~001 2.50000000000000E~001
0.00000000000000E+000 ¢.00000000000000E+000
7.50000000000000E-001 2.00000000000000E-001
€.00000000000000E~001 1.66666666666667E~001

9

2.00000000000000E~001
2.,50000000000000E-001
1,00000000000000E+000
0,00000000000000E+000
0,000000000C0000E+000
2.00000000000000E-001

11

0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.00000600000000E+000
1.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
0.000000000C0000E+000

15

7.50000000000000E-001
2.0D000000000000E-001
0.00000000000000E+000
0.00000000000000E+000
1.00000000000000E+000
4.00000000000000E-001

18

6.00000000000000E-001
1.66666666666667E-001
2.00000000000000E-001
0.00000000000000E+000
4.00000000000000E-001
1.00000000000000E+000
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