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BELIiRLEYICILERI VE BiTKi SISTEMATIGI
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OZET

RAPD (Rastgele Arttirllmis Polimofik DNA) genetik polimorfizmi
belirleyen PCR temelli bir tekniktir. Teknigin en bilyiik avantajlari genom
dizisi hakkinda 6n bilgiye, yiiksek safliktaki DNA’dan ¢ok miktarlara,
Southern blot veya radyoaktiv kimyasallara ihtiya¢ duymamasidir. Ayrica
hizli ve diisiik maliyetlidir. RAPD teknigi pek ¢ok alanda oldugu gibi degisik
bitki tiirlerinin genetik degiskenliginin belirlenmesinde yaygimn bir sekilde
basariyla uygulanmaktadir.

Giris

M.0.3. yiizyilda Aristo ile baslayan sistematik temel olarak biiyiik &lgiide
morfolojik karakter temeline dayanmaktadir. Bu geleneksel yaklasimlar bazi
degisimlerle giiniimiizde de halen kullanilmaktadir. Ancak tlir sinirlarmin
tanimlanmasinda sadece morfolojik verilerin yeterli olmadigi degisik durumlar
mevcuttur [1,2]. Bu durumdaki sorunlari ve sistematik problemleri ¢6zmek
amaciyla cesitli caligmalar yapilmaktadir. Bu calismalar sitogenetik caligmalar,
kimyasal igerik ¢aligmalar1 ve farkli biyokimyasal belirteglerin kullanildig1 izozim
caligmalaridir [1,3-7]. Sistematik problemlerin ¢dziimiindeki en son geligsmeler ise
farkli DNA temelli belirte¢ sistemleriyle genotipin dogrudan yada dolayli olarak
belirlenmesi iizerinde olmustur. Bu DNA temelli farkli analizler, pek ¢ok sorunun
¢ozliimiinde umut verici goriilmektedir [8,9]. PZR(Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
PCR: Polymerase Chain Reaction) bu analizlerin temelini olusturmaktadir [10].
RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic
DNA) teknigi de PCR temelli bir DNA teknigidir [10-12]. Diinyada son yillarda
RAPD teknigi pek cok bitki tiiriiniin sistematik probleminin ¢dziimiinde basariyla
kullanilmaktadir [1,4,8].

RAPD-PCR Tekniginin Prensipleri

RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic
DNAs) ilk defa 1990° da rastgele secilmis primerlerin kullanildigi ve Polimeraz
Zincir Reksiyonu’ nu (PCR) temel alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmustir [11]. Ayn1
yillarda diger bir ¢alisma grubu tarafindan uygulanmis ve AP-PCR (Arbitrarily
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Primed PCR ) olarak isimlendirmistir [12]. 1991 tarihinde ise bu metodla ayni
temele dayanan fakat farkli olarak 10 niikleotitden daha kisa primerlerle daha
kompleks DNA parmakizi profili elde edilen DAF (DNA Amplification
Fingerprinting) olarak isimlendirilen diger benzer bir metod yayinlanmustir [13].
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4 ve 5 ornek yiiklenmemis kuyular

Sekil 1. RAPD Reaksiyonunun sematik gosterimi [14]

(RAPD-1, RAPD-2 Reaksiyolari bir tane primer ve iki tane farkli kalip DNA kullanilmistir.
a) Oklar reaksiyona katilmis olan ayni diziye sahip primerin kopyalaridir
b) Oklarin yonii DNA sentez yoniinii belirlemektedir
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c) Sayilar kalip DNA’da primerlerin baglanma bolgelerini gostermektedir

1.RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki DNA dizisinin
cogaltilmasiyla iriin A, 3 ve 6 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki DNA dizisinin
¢ogaltilmasiyla iiriin B olugmaktadir.

2.RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonlar1 arsindaki bolgedeki DNA dizisinin
cogaltilmasiyla tiriin B olugmaktadir.

Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2’ ye eklenen primerlerin tiimiinden PCR sonucu bant elde
edilemez. Elde edilebilen bantlar agaroz jelde goriintiilenmektedir .)

RAPD yonteminin temel prensibi ilgili olan tiire ait genomik DNA iizerinde
rastgele secilmis, tek bir 9-10 bp oligoniikleotidin, diisiik baglanma sicakliginda
tesadiifi olarak baglanarak PCR ile ¢ogaltma yapmasidir. Teknigin devaminda elde
edilen ¢ogaltma {iriinii radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yiiriitiiliir ve
¢ogaltma iiriinleri bantlar halinde gdzlemlenerek incelenir. Bantlarin varligi veya
yokluguyla sonuclar degerlendirilmektedir [11,12]. Sekil 1’de sematik olarak bu
teknik gosterilmistir. Sekil-2’ de RAPD bant profillerini gdosteren drnek bir agaroz
jel fotografi verilmistir.

500 —

Sekil-2:Farkli Satureja tiirlerine ait UBC-208 Primerinin RAPD-PZR jel fotografi M:DNA Standardi
[15].

RAPD Tekniginin Degiskenleri

RAPD metodunun giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek ¢ok farkli
¢ogaltma degiskeni vardir [11,12,16-20]. En 6nemli degiskenlerden birisi hedef
DNA'dir [21-27]. MgCl, konsantrasyonu [24,28], Taq DNA polimeraz
konsantrasyonu  [16,18,24], primer konsantrasyonu [16,18,24], dNTP
konsantrasyonu [24], primer baglanmasi [22], baslangi¢ denaturasyon [25], primer
karigimlar [29,30] RAPD teknigini etkileyen diger temel degiskenlerdir. Ayrica
PCR’ da olusan c¢eliskili sonuglardan, yabanct DNA tarafindan olusturulan
kontaminasyona ek olarak DNA izolasyon teknigindeki varyasyonlar, kullanilan
doku kaynagi, PCR kosullar1 ve PCR cihazinin tipi sorumlu olabilmektedir [31-33].
RAPD calismalarinda her farkli tiir igin reaksiyon kosullarmin optimizasyonu
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sarttir. Bunun amaci ozgiinligii ve tekrarlanabilirligi kontrol etmektir. Bu
parametrelerin ¢ogu birbirine bagli oldugundan bir RAPD teknigini optimize etmek
oldukea zor olabilmektedir [21].

Molekiiler sistematik caligmalarinda organizmalardan Oncelikle DNA’nin
izolasyonu gereklidir. Bitkilerde DNA’nin izolasyonunun basariyla uygulanmasini
saglayan degisik yontemler vardir [34-40]. Ancak her yontem her bitki icin saf
DNA eldesi agisindan uygun olmamaktadir [41]. RAPD reaksiyonlarinda, DNA'
nin kalitesi ¢ok 6nemli oldugundan bu yontemlere ek olarak farkli yogun kimyasal
icerige sahip bitkiler i¢in yeni yontemler gelistirilmistir [15,41-44]. Bu metodta
kullanilan primerler 9-10 bp uzunlugundadir. Kullanilan primerlerin, PCR’ da
kullanilan diger primerlerde oldugu gibi herhangi bir palindromik dizi igermemesi,
%50-80 oraninda G+C oranma sahip olmasi gerekir [11,12]. RAPD tekniginde
cogaltma, kullanilan pirimerin uzunluguna, primerin GC igerigine ve primer
dizisindeki tek bir niikleotitin yerine duyarlidir [45]. Bu teknikte MgCl,, ANTP ve
Tag DNA polimeraz konsatrasyonlarinin ¢alisilan bitkilere 6zgii optimum
kosullarinin  belirlenmesi reaksiyonun tekrarlanabilirligi agisindan gereklidir
[11,12,16,18,24,28].

RAPD Yonteminin Avantaj ve Simirhhiklar:

Molekiiler sistematikte kullanilan DNA temeline dayali diger bazi temel teknikler;
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) [46], Cogaltilmig Parga
Polimorfizm (AFLP) [47-48], Basit Dizi Tekrari, Mikrosatellit (SSR) [49] Basit
Dizi Tekrarlar1 Arasi (ISSR) [50], Tek Zincir Konformasyonel Polimorfizm (SSCP)
[51], Denatiire Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)[52], Kesilmis Amplifiye
Polimorfik Dizi (CAPs) ve Amplifiye Edilmis Karakterize Dizi Bolgesi (SCARs
)’dir [53-54].

Genel olarak bu tekniklerle karsilastirildiginda RAPD tekniginin en biiyiik avantaji
ilgilenilen taksonun genleriyle ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir
[11,12,1,4]. Cogaltmada tiim organizmalar i¢in aym oligoniikleotid primer seti
kullanilabilmektedir ve bu oligoniikleotid 6zgiin bdlgelere rastgele baglanarak
cogaltma yapmaktadir [1,11,12,17]. Bir primerle, farkli bitkilerin genomik DNA’
lar1 farkli olacagindan olusacak RAPD belirtecler farkli olacaktir [55]. Bu farklilik
organizmalarin karsilagtirilmasimi saglamaktadir. Ayrica radyoaktiviteye, Southern
transferlere veya DNA hibridizasyonuna gerek duyulmamaktadir. RAPD
karakterlerinin sayis1 ihtimal olarak sinirsizdir. Kullanilan primer sayisi arttirildikga
elde edilen bant sayis1 da artacaktir. Bu agidan yakin tiirleri ayirmada izozimden
daha duyarlidir [18]. Farkli aragtiricilar tarafindan kodominant veriler
gerektirmeyen sistematik problemlerin ¢éziimiinde RAPD belirteglerin kullanimi
giiclii bir sekilde savunulmaktadir [16,19].
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Bununla beraber metodun smirliliklart da vardir. RAPD kullanim agisindan kolay
olmasima karsilik, belirtecleri dominanttir ve heterezigotlar1 teshis etmek zordur
[18]. Calismalar sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona
giren tiim degiskenlere bagli oldugundan diisiik olabilmektedir. Bunun i¢in diger
karsilastirmali analizlere girmeden evvel yontemin optimize edilmesi oldukca
o6nemlidir [20,21].

RAPD Tekniginin Uygulama Alanlari

RAPD belirteg sistemi avantajlari nedeniyle prokaryotik ve Okaryotik tiirler gibi
pek ¢ok farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi,
cesitli taksonomik caligmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, bireysel,
kiiltir ve 1k belirlenmesinde, ebeveyn belirleme, genetik varyasyonun
belirlenmesi, baglanti haritalarmin olusturulmasi, o6zgiin bir gen lokusunun
belirlenmesi adli tip, klinikal teshis, prenatal tani, salginlar ve ekoloji alanlarinda
yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Bu teknikle yapilan g¢aligmalarin g¢oklugu
nedeniyle burada sadece farkl: tiirlerdeki bitkilere ait sistematik agidan dnemi olan
calismalar {izerinde durulacaktir. Bu tiir ¢aligmalar direk sistematik problemleri
¢ozmeye yonelik olabilecegi gibi bu sonuglar bazen farkli alanlarda da
kullanilabilmektedir. Ornegin burada bahsedilen ¢aligmalar bitki tiirlerinin genetik
akrabaliklarmin  belirlenmesi, sistematik tlir problemlerinin  ¢dziimlenmesi,
hibritlerin belirlenmesi, populasyonlar arasi ve populasyon i¢i genetik ¢esitliligin
belirlenmesi ve buna benzer diger durumlart kapsamaktadir.

Degisik familyalara ait ve farkli 6zelliklere sahip bir ¢ok bitki tiirliniin genetik
akrabaliginin ve tiirlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢ok basarili RAPD
calismasi vardir. Ornegin Labiatae familyasma ait farkli Mentha tiirlerinin, tiirler
arasi farkliliklarini belirlemek igin RAPD tekniginin uygun oldugu ve tiirlerin bu
teknikle agik¢a belirlenebildigi agiklanmistir [56]. Yine Labiatae familyasmna ait
tibbi Scutellaria bitkilerinin 3 tiiriinii ayirmak olduk¢a zordur. Scutellaria bitkisinin
ii¢ tlrlinlin tyelerinin hizli bir sekilde belirlenebilmesi i¢cin RAPD belirteglerin
kullanilabilecegi belirtilmistir  [57,58]. Dogal bir populasyon olan [llex
paraguariensis A.St.-Hill tlirliniin 4 farkli populasyonunun genetik cesitliligi,
RAPD teknigi kullanilarak karakterize edilmistir [59]. Dogal populasyonlara sahip
Flax genotiplerinin ve Eucalyptus argutifolia’nin polimorfizminin belirlenmesinde
de RAPD teknigi kullanilmistir [60,61]. Skepner ve arkadaslari tarafindan Acer
nigrum ve A. saccharum gibi iki farkl: tiiriin genetik benzerligini RAPD belirtegler
ile ortaya g¢ikarilmistir [62]. Nadir goriilen klonal bir bitki olan Ranunculus
reptans’in  (Ranunculaceae) genis ve dar populasyonlarinin i¢inde ve bu
populasyonlar arasindaki varyasyon, genetik uzaklik ve cografik uzakligin bagmtisi
belirlenmistir RAPD belirtegler sayesinde belirlenmistir [63]. Pinus halepensis ve
P. brutia Akdeniz bolgesinin 6nemli ¢am tiirlerinden iki tanesidir. Bu tiirlerden
olusan bir dogal hibrit populasyonu RAPD belirtegler kullanilarak analiz edilmistir
[64]. Tirkiye icin onemli kiltiir bitkilerinden olan Vitis vinifera genomlar1 da
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RAPD teknigiyle basartyla belirlenmistir [65]. Labiatae familyasina ait ve
Ispanya’nin endemik tiirlerinden olan Rosmarinus tomentosus Huber-Morath and
Maire insan etkisiyle yasam alanlar1 zarar gérmiistiir. Bu nedenle tiir tehdit altinda
bulunmaktadir. Bu bitkide zonlar arasi, populasyonlar arasi ve bireyler arasi genetik
varyasyonun ilk degerlendirilmesi RAPD belirtecler kullanilarak yapilmistir. Bu
caligma ile tehlike altindaki tiirlin korunmasi i¢in yapilmasi gerekenleri belirlemede
RAPD analizi sonuglari temel alinmistir [66]. RAPD belirteg sistemi, 6zellikle bitki
molekiiler biyolojisinde BSA (Bulked Segregant Analysis) gibi uygulamalarda da
genis kullanim alani bulmustur [45]. Harfouche ve ark. Cupressus sempervirens
tirinde RAPD belirtegleri teshis etmek igin BSA (Bulked Segregant Analysis)
kullanilmustir. Analiz sonucunda formlar ve onlarin atasi olan bireyler i¢in farklilik
belirlenmistir ve gen ile ilgili bilgilere ulagilmistir. Bunlarin yan1 sira bu teknigin
ormancilik agisindan fidanliktaki formlarin erken belirlenmesine izin vermesi
nedeniyle biiyiik 6nemi vardir [67].

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda tiirlerin genetik akrabaligini belirlemek ve
baglant1 haritalarini olusturmak i¢cin RAPD belirleyicileri ile RFLP belirleyicileri
birlikte kullanilmstir [19,30,68]. Diger bazi ¢alismalarda da RAPD, Mikrosatellit,
CAPS, SCAR ve AFLP teknikleri birlikte kullanilarak amaglar dogrultusunda daha
kesin sonuglara ulasilmaya g¢aligilmistir [69-71]. Bazi ¢alismalarda RAPD ve diger
PCR temelli ¢alismalar ile morfolojik ve kimyasal karakterlerin analizleri degisik
amaglar i¢in birlikte degerlendirilmektedir. Persson ve arkadaslart Vaccinium vitis-
ideae L. tiirinde yaptiklar1 ¢alismada RAPD ve yaprak sekil analizleriyle tiiriin
genetik cesitliligi ve klonun biiyiikliigii ortaya c¢ikartlmistir [72]. Siyah Meksika
tatli misir populasyonunda kromozom c¢aligmalariyla gosterilen B kromozomlari,
RAPD teknigi ile elde edilen polimorfik bantlar sayesinde de belirlenmigtir [73].
Bir diger ¢alismada Atractylodes bitkilerinin RAPD analizleri ile ugucu yaglarinin
degiskenlikleri karsilagtirilmistir.  RAPD analizi ile bitki tiirlerinin genetik
farkliliklar1 belirlenmigtir. Bu sonuglarla bir tiire ait oldugu diisiiniilen iki farkli
soydan bir tanesinin aslinda farkli bir tiir olduguna karar verilmistir [74]. Allium
cepa bitkisinde seksliel ve aseksiiel formlar arasindaki genetik iliskinin
belirlenmesinde RAPD belirtecler ve morfolojik o&zellikler yine birlikte
kullanilmustir [75]. Diger bir ¢alismada RAPD belirtegler kullanilarak Dendroseris
(Asteraceae) tiirleri arasinda divergens ve bunlar arasindaki ¢esitlilik belirlenmistir.
RAPD sonuglart allozim, kloroplast DNA, morfoloji ve niiklear ribozomal DNA
(ITS) sonuglartyla karsilastirilarak sonuglarin gegerliligi daha arttirilmistir [76].
Tiirkiye Satureja cinsine (Labiatae) ait bazi tlrleri sistematik problemler
icermektedir. Bu sistematik problemlerin ¢éziimiinde RAPD teknigi kullanilmistir.
Bu teknigin sonuglari, sitogenetik, polen analizi ve morfolojik analizlerin
sonuclartyla desteklenmistir [15].

Adli tipta PZR temelli teknikler giderek artan bir sekilde kullanilmaktadir. Bir sug
vakasinda DNA parmakizinin kullanildig1 en ilging durumlardan biri, Palo verde
vakasinin RAPD teknigiyle c¢ozlimlenmis olmasidir.  Cinayeti arastiranlar
siiphelinin kamyonunda ve cesedin birakildigi yerde bulunan Polo verde
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(Cercidium floridum) bitkisinin tohumlarin1 bulmuglardir. Ancak bu tohumlarin
cesedin bulundugu yerin yakinlarindaki Polo verde agacma ait olup olmadigi
bilinmiyordu. Yapilan RAPD c¢alismas1 sonunda Phoenix civarindan gelisigiizel
toplanmis 18 ayr1 agacin arasinda DNA profilleri acisindan belirgin bir fark
bulunmustur. Agaglar arasinda bdyle bir farkin bulunmasi biiyiik bir sanstir. Bu
durumla tohumlarn hangi agaca ait oldugu tesbit edilebilmistir. Bu bilgi
mahkemeye onemli bir kanit olarak sunulmustur. Dava bu kanit dogrultusunda
sonuca ulagmustir [77].

SONUC

Gelisen molekiiler teknikler sayesinde kalitimin temeli olan DNA ve DNA {iriinii
olan proteinlerin analizleri miimkiin olmustur. Taksonomide kullanilan
karakterlerin tutarli,giivenilir, her kosula gore degismeyen ozellikte olmasi istenir
[2-4,78,79]. Bu nedenle bir ¢ok durumda kullanilmast en uygun karakter kalitim
materyalinin kendisi olan DNA molekiiliidiir. Bitki sistematiginde kullanilan
degisik DNA tabanli analiz metodlar1 bulunmaktadir [1,3,4,8]. RAPD-PZR teknigi
de molekiiler sistematik tekniklerin DNA temelli tekniklerinden biridir. Bitki
sistematigi amagl yapilan c¢alismalarda elde edilen verilerin filogenetik analizi
farkli metodlarin kullanildigi, degisik bilgisayar programlariyla
degerlendirilmektedir. Ornegin, bu ¢alismalarda sikhikla kullanilan PAUP
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) 4.0d65(25) Macintosh Power PC 7600
programi ile Parsimoni [80], UPGMA (Unweighted Pair Group Method With
Aritmetic Means) [81-83], ve NJ (Neighbor-Joining) [84-85], analizleri kullanilarak
filogenetik analizler yapilabilmektedir.

Bu derlemede bazi bitkilerdeki sistematik uygulamalarina 6rnekler verilen RAPD-
PZR teknigi ¢alisilan genom hakkinda 6n bilgi gerektirmemesi, hizli, ucuz, daha az
laboratuvar aletleri ile gerceklestirilebilmesi, etkili bir teknik olmasi ve verilerinin
sistematikte kullanilabilirligi sayesinde bir¢ok alanda oldugu gibi bitki sistematigi
alaninda genis kullanim alan1 bulmustur. Bu teknik uygulanirken dncelikle her bitki
taksonu i¢in optimizasyonunun yapilmast sarttir. Son yillardaki c¢aligmalarda
oldugu gibi, sistematik veya farkli amaclarla yapilan c¢aligmalarda birden fazla
molekiiler teknik kullanilmasi, bitkinin tiim dizi analizinin miimkiin olmadig1
durumlarda daha anlamlidir. Ayrica ¢alisma, tiirlerin belirlenmesi amaclh
oldugunda bu karakterlerle morfolojik karakterlerin kargilagtirmali analizlerine
gidilmesi daha degerli sonuclar vermektedir.
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RAPD (RANDOM AMPLIFIED
POLYMORPHIC DNA) MARKERS AND
PLANT SYSTEMATICS

S. OZ AYDIN

Abstract. RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA)is a PCR
based method to detect genetic polymorphism. The major advantages
of RAPD include: no need for prior knowledge of genom sequence in
polymophism studies, large amount of DNA of high purity, Southern
blot or radioactive chemicals. Furthermore, the technique is speed and
low cost. RAPD technique is being succesfully used widely for the
estimation of genetic variability in various plant species.

Keywords: RAPD-PCR, Plant Systematics
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