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RAPD (RASTGELE ARTTIRILMIŞ POLİMOFİK DNA) 
BELİRLEYİCİLERİ VE BİTKİ SİSTEMATİĞİ 

 

S. ÖZ AYDIN 

 

 
                                               ÖZET 

RAPD (Rastgele Arttırılmış Polimofik DNA) genetik polimorfizmi 
belirleyen PCR temelli bir tekniktir. Tekniğin en büyük avantajları genom 
dizisi hakkında ön bilgiye, yüksek saflıktaki DNA’dan çok miktarlara, 
Southern blot veya radyoaktiv kimyasallara ihtiyaç duymamasıdır. Ayrıca 
hızlı ve düşük maliyetlidir. RAPD tekniği pek çok alanda olduğu gibi değişik 
bitki türlerinin genetik değişkenliğinin belirlenmesinde yaygın bir şekilde 
başarıyla uygulanmaktadır. 

 

Giriş 
 
M.Ö.3. yüzyılda Aristo ile başlayan sistematik temel olarak büyük ölçüde 
morfolojik karakter temeline dayanmaktadır. Bu geleneksel yaklaşımlar bazı 
değişimlerle günümüzde de halen kullanılmaktadır. Ancak tür sınırlarının 
tanımlanmasında sadece morfolojik verilerin yeterli olmadığı değişik durumlar 
mevcuttur [1,2]. Bu durumdaki sorunları ve sistematik problemleri çözmek 
amacıyla çeşitli çalışmalar yapılmaktadır. Bu çalışmalar sitogenetik çalışmalar, 
kimyasal içerik çalışmaları ve farklı biyokimyasal belirteçlerin kullanıldığı izozim 
çalışmalarıdır [1,3-7]. Sistematik problemlerin çözümündeki en son gelişmeler ise 
farklı DNA temelli belirteç sistemleriyle genotipin doğrudan yada dolaylı olarak 
belirlenmesi üzerinde olmuştur. Bu DNA temelli farklı analizler, pek çok sorunun 
çözümünde umut verici görülmektedir [8,9]. PZR(Polimeraz Zincir Reaksiyonu, 
PCR: Polymerase Chain Reaction) bu analizlerin temelini oluşturmaktadır [10]. 
RAPD (Rastgele Arttırılmış Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic 
DNA) tekniği de PCR temelli bir DNA tekniğidir [10-12]. Dünyada son yıllarda 
RAPD tekniği pek çok bitki türünün sistematik probleminin çözümünde başarıyla 
kullanılmaktadır [1,4,8]. 

RAPD-PCR Tekniğinin Prensipleri 
RAPD (Rastgele Arttırılmış Polimorfik DNA, Randomly Amplified Polimorphic 
DNAs) ilk defa 1990’ da rastgele seçilmiş primerlerin kullanıldığı ve Polimeraz 
Zincir Reksiyonu’ nu (PCR) temel alan bir teknik olarak ortaya çıkmıştır [11]. Aynı 
yıllarda diğer bir çalışma grubu tarafından uygulanmış ve AP-PCR (Arbitrarily 

Anahtar Kelimeler: RAPD-PCR, Bitki Sistematiği
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Primed PCR ) olarak isimlendirmiştir [12]. 1991 tarihinde ise bu metodla aynı 
temele dayanan fakat farklı olarak 10 nükleotitden daha kısa primerlerle daha 
kompleks DNA parmakizi profili elde edilen DAF (DNA Amplification 
Fingerprinting) olarak isimlendirilen diğer benzer bir metod yayınlanmıştır [13].  

 

 

Şekil 1. RAPD Reaksiyonunun şematik gösterimi [14] 
(RAPD-1, RAPD-2 Reaksiyoları bir tane primer ve iki tane farklı kalıp DNA kullanılmıştır. 
a) Oklar reaksiyona katılmış olan aynı diziye sahip primerin kopyalarıdır 
b) Okların yönü DNA sentez yönünü belirlemektedir 

RAPD Reaksiyonu 1 
       1                                                  2                                                3 
 
 
                                                 4                          5                                                            6 
 
Kalıp DNA-1 
 
                                                                                      PCR Reaksiyonu 
 
 
 
                                                               Ürün  A                                              Ürün  B 
 
 

RAPD Reaksiyonu 2 
                                                    4                         5                                                          6 
 
 
        1                                            2                                                        3 
 
Kalıp DNA-2 
 
                                                                                      PCR Reaksiyonu 
 
 
 
                                                                                                                      Ürün  B 
 
RAPD Reaksiyonu 1 ve RAPD Reaksiyonu 2’nin agaroz jel görüntüsü 
 
       1      2     3     4     5    
 
 
 
 
 
 
                                                          Ürün  B 
 
                                                          Ürün  A 
 
 
 1- DNA Standardı 
 2- RAPD Reaksiyonu 1 
 3- RAPD Reaksiyonu 2 
 4 ve 5  örnek yüklenmemiş kuyular
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c) Sayılar kalıp DNA’da primerlerin bağlanma bölgelerini göstermektedir 
1.RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarına bağlanan primerler arasındaki DNA dizisinin 

çoğaltılmasıyla ürün A, 3 ve 6 pozisyonlarına bağlanan primerler arasındaki DNA dizisinin 
çoğaltılmasıyla ürün B oluşmaktadır. 

2.RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonları arsındaki bölgedeki DNA dizisinin 
çoğaltılmasıyla ürün B oluşmaktadır. 

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

RAPD yönteminin temel prensibi ilgili olan türe ait genomik DNA üzerinde 
rastgele seçilmiş, tek bir 9-10 bp oligonükleotidin, düşük bağlanma sıcaklığında 
tesadüfi olarak bağlanarak PCR ile çoğaltma yapmasıdır. Tekniğin devamında elde 
edilen çoğaltma ürünü radyoaktif olmayan standart jel elektroforezinde yürütülür ve 
çoğaltma ürünleri bantlar halinde gözlemlenerek incelenir. Bantların varlığı veya 
yokluğuyla sonuçlar değerlendirilmektedir [11,12]. Şekil 1’de şematik olarak bu 
teknik gösterilmiştir. Şekil-2’ de RAPD bant profillerini gösteren örnek bir agaroz 
jel fotoğrafı verilmiştir. 

 

                         M    1     2      3     4      5     6     7     8 

                         
 

Şekil-2:Farklı Satureja türlerine ait UBC-208 Primerinin RAPD-PZR jel fotoğrafı M:DNA Standardı 
[15]. 

 

RAPD Tekniğinin Değişkenleri 
 
RAPD metodunun güvenilirliğini ve tekrarlanabilirliğini etkileyen pek çok farklı 
çoğaltma değişkeni vardır [11,12,16-20]. En önemli değişkenlerden birisi  hedef 
DNA'dır [21-27]. MgCl2 konsantrasyonu [24,28], Taq DNA polimeraz 
konsantrasyonu [16,18,24], primer konsantrasyonu [16,18,24], dNTP 
konsantrasyonu [24], primer bağlanması [22], başlangıç denaturasyon [25], primer 
karışımları [29,30] RAPD tekniğini etkileyen diğer temel değişkenlerdir. Ayrıca 
PCR’ da oluşan çelişkili sonuçlardan, yabancı DNA tarafından oluşturulan 
kontaminasyona ek olarak DNA izolasyon tekniğindeki varyasyonlar, kullanılan 
doku kaynağı, PCR koşulları ve PCR cihazının tipi sorumlu olabilmektedir [31-33]. 
RAPD çalışmalarında her farklı tür için reaksiyon koşullarının optimizasyonu 
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şarttır. Bunun amacı özgünlüğü ve tekrarlanabilirliği kontrol etmektir. Bu 
parametrelerin çoğu birbirine bağlı olduğundan bir RAPD tekniğini optimize etmek 
oldukça zor olabilmektedir [21]. 
Moleküler sistematik çalışmalarında organizmalardan öncelikle DNA’nın 
izolasyonu gereklidir. Bitkilerde DNA’nın izolasyonunun başarıyla uygulanmasını 
sağlayan değişik yöntemler vardır [34-40]. Ancak her yöntem her bitki için saf 
DNA eldesi açısından uygun olmamaktadır [41]. RAPD reaksiyonlarında, DNA' 
nın kalitesi çok önemli olduğundan bu yöntemlere ek olarak farklı yoğun kimyasal 
içeriğe sahip bitkiler için yeni yöntemler geliştirilmiştir [15,41-44]. Bu metodta 
kullanılan primerler 9-10 bp uzunluğundadır.  Kullanılan primerlerin, PCR’ da 
kullanılan diğer primerlerde olduğu gibi herhangi bir palindromik dizi içermemesi, 
%50-80 oranında G+C oranına sahip olması gerekir [11,12]. RAPD tekniğinde 
çoğaltma, kullanılan pirimerin uzunluğuna, primerin GC içeriğine ve primer 
dizisindeki tek bir nükleotitin yerine duyarlıdır [45]. Bu teknikte MgCl2, dNTP ve 
Taq DNA polimeraz konsatrasyonlarının çalışılan bitkilere özgü optimum 
koşullarının belirlenmesi reaksiyonun tekrarlanabilirliği açısından gereklidir 
[11,12,16,18,24,28].  
 

RAPD Yönteminin Avantaj ve Sınırlılıkları 

 
Moleküler sistematikte kullanılan DNA temeline dayalı diğer bazı temel teknikler; 
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) [46], Çoğaltılmış Parça 
Polimorfizm (AFLP) [47-48], Basit Dizi Tekrarı, Mikrosatellit  (SSR) [49] Basit 
Dizi Tekrarları Arası (ISSR) [50], Tek Zincir Konformasyonel Polimorfizm (SSCP) 
[51], Denatüre Gradient Jel Elektroforezi (DGGE)[52], Kesilmiş Amplifiye 
Polimorfik Dizi (CAPs) ve Amplifiye Edilmiş Karakterize Dizi Bölgesi (SCARs 
)’dir [53-54]. 
 
Genel olarak bu tekniklerle karşılaştırıldığında RAPD tekniğinin en büyük avantajı 
ilgilenilen taksonun genleriyle ilgili herhangi bir ön bilgi gerektirmemesidir 
[11,12,1,4]. Çoğaltmada tüm organizmalar için aynı oligonükleotid primer seti 
kullanılabilmektedir ve bu oligonükleotid özgün bölgelere rastgele bağlanarak 
çoğaltma yapmaktadır [1,11,12,17]. Bir primerle, farklı bitkilerin genomik DNA’ 
ları farklı olacağından oluşacak RAPD belirteçler farklı olacaktır [55]. Bu farklılık 
organizmaların karşılaştırılmasını sağlamaktadır. Ayrıca radyoaktiviteye, Southern 
transferlere veya DNA hibridizasyonuna gerek duyulmamaktadır. RAPD 
karakterlerinin sayısı ihtimal olarak sınırsızdır. Kullanılan primer sayısı arttırıldıkça 
elde edilen bant sayısı da artacaktır. Bu açıdan yakın türleri ayırmada izozimden 
daha duyarlıdır [18]. Farklı araştırıcılar tarafından kodominant veriler 
gerektirmeyen sistematik problemlerin çözümünde RAPD belirteçlerin kullanımı 
güçlü bir şekilde savunulmaktadır [16,19].  
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Bununla beraber metodun sınırlılıkları da vardır. RAPD kullanım açısından kolay 
olmasına karşılık, belirteçleri dominanttır ve heterezigotları teşhis etmek zordur 
[18]. Çalışmalar sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirliği, reaksiyona 
giren tüm değişkenlere bağlı olduğundan düşük olabilmektedir. Bunun için diğer 
karşılaştırmalı analizlere girmeden evvel yöntemin optimize edilmesi oldukça 
önemlidir [20,21]. 
 

RAPD Tekniğinin Uygulama Alanları 
 

RAPD belirteç sistemi avantajları nedeniyle prokaryotik ve ökaryotik türler gibi 
pek çok farklı yapının genotipinin belirlenmesi, genom yapısının araştırılması, 
çeşitli taksonomik çalışmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, bireysel, 
kültür ve ırk belirlenmesinde, ebeveyn belirleme, genetik varyasyonun 
belirlenmesi, bağlantı haritalarının oluşturulması, özgün bir gen lokusunun 
belirlenmesi adli tıp, klinikal teşhis, prenatal tanı, salgınlar ve ekoloji alanlarında 
yoğun bir şekilde kullanılmaktadır. Bu teknikle yapılan çalışmaların çokluğu 
nedeniyle burada sadece farklı türlerdeki bitkilere ait sistematik açıdan önemi olan 
çalışmalar üzerinde durulacaktır. Bu tür çalışmalar direk sistematik problemleri 
çözmeye yönelik olabileceği gibi bu sonuçlar bazen farklı alanlarda da 
kullanılabilmektedir.  Örneğin burada bahsedilen çalışmalar bitki türlerinin genetik 
akrabalıklarının belirlenmesi, sistematik tür problemlerinin çözümlenmesi, 
hibritlerin belirlenmesi, populasyonlar arası ve populasyon içi genetik çeşitliliğin 
belirlenmesi ve buna benzer diğer durumları kapsamaktadır. 
Değişik familyalara ait ve farklı özelliklere sahip bir çok bitki türünün genetik 
akrabalığının ve türlerinin belirlenmesi amacıyla yapılan bir çok başarılı RAPD 
çalışması vardır. Örneğin Labiatae familyasına ait farklı Mentha türlerinin, türler 
arası farklılıklarını belirlemek için RAPD tekniğinin uygun olduğu ve türlerin bu 
teknikle açıkça belirlenebildiği açıklanmıştır [56]. Yine Labiatae familyasına ait 
tıbbi Scutellaria bitkilerinin 3 türünü ayırmak oldukça zordur. Scutellaria bitkisinin 
üç türünün üyelerinin hızlı bir şekilde belirlenebilmesi için RAPD belirteçlerin 
kullanılabileceği belirtilmiştir [57,58]. Doğal bir populasyon olan Ilex 
paraguariensis A.St.-Hill türünün 4 farklı populasyonunun genetik çeşitliliği, 
RAPD tekniği kullanılarak karakterize edilmiştir [59]. Doğal populasyonlara sahip 
Flax genotiplerinin ve Eucalyptus argutifolia’nın polimorfizminin belirlenmesinde 
de RAPD tekniği kullanılmıştır [60,61]. Skepner ve arkadaşları tarafından Acer 
nigrum ve A. saccharum gibi iki farklı türün genetik benzerliğini RAPD belirteçler 
ile ortaya çıkarılmıştır [62]. Nadir görülen klonal bir bitki olan Ranunculus 
reptans’ın (Ranunculaceae) geniş ve dar populasyonlarının içinde ve bu 
populasyonlar arasındaki varyasyon, genetik uzaklık ve coğrafik uzaklığın bağıntısı 
belirlenmiştir RAPD belirteçler sayesinde belirlenmiştir [63]. Pinus halepensis ve 
P. brutia Akdeniz bölgesinin önemli çam türlerinden iki tanesidir. Bu türlerden 
oluşan bir doğal hibrit populasyonu RAPD belirteçler kullanılarak analiz edilmiştir 
[64]. Türkiye için önemli kültür bitkilerinden olan Vitis vinifera genomları da 
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RAPD tekniğiyle başarıyla belirlenmiştir [65]. Labiatae familyasına ait ve 
İspanya’nın endemik türlerinden olan Rosmarinus tomentosus Huber-Morath and 
Maire insan etkisiyle yaşam alanları zarar görmüştür. Bu nedenle tür tehdit altında 
bulunmaktadır. Bu bitkide zonlar arası, populasyonlar arası ve bireyler arası genetik 
varyasyonun ilk değerlendirilmesi RAPD belirteçler kullanılarak yapılmıştır.  Bu 
çalışma ile tehlike altındaki türün korunması için yapılması gerekenleri belirlemede 
RAPD analizi sonuçları temel alınmıştır [66]. RAPD belirteç sistemi, özellikle bitki 
moleküler biyolojisinde BSA (Bulked Segregant Analysis) gibi uygulamalarda da 
geniş kullanım alanı bulmuştur [45]. Harfouche ve ark. Cupressus sempervirens 
türünde RAPD belirteçleri teşhis etmek için BSA (Bulked Segregant Analysis) 
kullanılmıştır. Analiz sonucunda formlar ve onların atası olan bireyler için farklılık 
belirlenmiştir ve gen ile ilgili bilgilere ulaşılmıştır. Bunların yanı sıra bu tekniğin 
ormancılık açısından fidanlıktaki formların erken belirlenmesine izin vermesi 
nedeniyle büyük önemi vardır [67].  
 
Son yıllarda yapılan çalışmalarda türlerin genetik akrabalığını belirlemek ve 
bağlantı haritalarını oluşturmak için RAPD belirleyicileri ile RFLP belirleyicileri 
birlikte kullanılmıştır [19,30,68].  Diğer bazı çalışmalarda da RAPD, Mikrosatellit, 
CAPS, SCAR ve AFLP teknikleri birlikte kullanılarak amaçlar doğrultusunda daha 
kesin sonuçlara ulaşılmaya çalışılmıştır [69-71]. Bazı çalışmalarda RAPD ve diğer 
PCR temelli çalışmalar ile morfolojik ve kimyasal karakterlerin analizleri değişik 
amaçlar için birlikte değerlendirilmektedir. Persson ve arkadaşları Vaccinium vitis-
ideae L. türünde yaptıkları çalışmada RAPD ve yaprak şekil analizleriyle türün 
genetik çeşitliliği ve klonun büyüklüğü ortaya çıkarılmıştır [72]. Siyah Meksika 
tatlı mısır populasyonunda kromozom çalışmalarıyla gösterilen B kromozomları, 
RAPD tekniği ile elde edilen polimorfik bantlar sayesinde de belirlenmiştir [73]. 
Bir diğer çalışmada Atractylodes bitkilerinin RAPD analizleri ile uçucu yağlarının 
değişkenlikleri karşılaştırılmıştır. RAPD analizi ile bitki türlerinin genetik 
farklılıkları belirlenmiştir. Bu sonuçlarla bir türe ait olduğu düşünülen iki farklı 
soydan bir tanesinin aslında farklı bir tür olduğuna karar verilmiştir [74]. Allium 
cepa bitkisinde seksüel ve aseksüel formlar arasındaki genetik ilişkinin 
belirlenmesinde RAPD belirteçler ve morfolojik özellikler yine birlikte 
kullanılmıştır [75]. Diğer bir çalışmada RAPD belirteçler kullanılarak Dendroseris 
(Asteraceae) türleri arasında divergens ve bunlar arasındaki çeşitlilik belirlenmiştir. 
RAPD sonuçları allozim, kloroplast DNA, morfoloji ve nüklear ribozomal DNA 
(ITS) sonuçlarıyla karşılaştırılarak sonuçların geçerliliği daha arttırılmıştır [76]. 
Türkiye Satureja cinsine (Labiatae) ait bazı türleri sistematik problemler 
içermektedir. Bu sistematik problemlerin çözümünde RAPD tekniği kullanılmıştır. 
Bu tekniğin sonuçları, sitogenetik, polen analizi ve morfolojik analizlerin 
sonuçlarıyla desteklenmiştir [15]. 

 
Adli tıpta PZR temelli teknikler giderek artan bir şekilde kullanılmaktadır. Bir suç 
vakasında DNA parmakizinin kullanıldığı en ilginç durumlardan biri, Palo verde 
vakasının RAPD tekniğiyle çözümlenmiş olmasıdır.  Cinayeti araştıranlar 
şüphelinin kamyonunda ve cesedin bırakıldığı yerde bulunan Polo verde 
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(Cercidium floridum) bitkisinin tohumlarını bulmuşlardır.  Ancak bu tohumların 
cesedin bulunduğu yerin yakınlarındaki Polo verde ağacına ait olup olmadığı 
bilinmiyordu. Yapılan RAPD çalışması sonunda Phoenix civarından gelişigüzel 
toplanmış 18 ayrı ağacın arasında DNA profilleri açısından belirgin bir fark 
bulunmuştur.  Ağaçlar arasında böyle bir farkın bulunması büyük bir şanstır.  Bu 
durumla tohumlarn hangi ağaca ait olduğu tesbit edilebilmiştir.  Bu bilgi 
mahkemeye önemli bir kanıt olarak sunulmuştur. Dava bu kanıt doğrultusunda 
sonuca ulaşmıştır [77]. 
 
SONUÇ 
 
Gelişen moleküler teknikler sayesinde kalıtımın temeli olan DNA ve DNA ürünü 
olan proteinlerin analizleri mümkün olmuştur. Taksonomide kullanılan 
karakterlerin tutarlı,güvenilir, her koşula göre değişmeyen özellikte olması istenir 
[2-4,78,79]. Bu nedenle bir çok durumda kullanılması en uygun karakter kalıtım 
materyalinin kendisi olan DNA molekülüdür. Bitki sistematiğinde kullanılan 
değişik DNA tabanlı analiz metodları bulunmaktadır [1,3,4,8]. RAPD-PZR tekniği 
de moleküler sistematik tekniklerin DNA temelli tekniklerinden biridir. Bitki 
sistematiği amaçlı yapılan çalışmalarda elde edilen verilerin filogenetik analizi 
farklı metodların kullanıldığı, değişik bilgisayar programlarıyla 
değerlendirilmektedir. Örneğin, bu çalışmalarda sıklıkla kullanılan PAUP 
(Phylogenetic Analysis Using Parsimony) 4.Od65(25) Macintosh Power PC 7600 
programı ile Parsimoni [80], UPGMA (Unweighted Pair Group Method With 
Aritmetic Means) [81-83], ve NJ (Neighbor-Joining) [84-85], analizleri kullanılarak 
filogenetik analizler yapılabilmektedir. 
 
Bu derlemede bazı bitkilerdeki sistematik uygulamalarına örnekler verilen RAPD-
PZR tekniği çalışılan genom hakkında ön bilgi gerektirmemesi, hızlı, ucuz, daha az 
laboratuvar aletleri ile gerçekleştirilebilmesi, etkili bir teknik olması ve verilerinin 
sistematikte kullanılabilirliği sayesinde birçok alanda olduğu gibi bitki sistematiği 
alanında geniş kullanım alanı bulmuştur. Bu teknik uygulanırken öncelikle her bitki 
taksonu için optimizasyonunun yapılması şarttır. Son yıllardaki çalışmalarda 
olduğu gibi, sistematik veya farklı amaçlarla yapılan çalışmalarda birden fazla 
moleküler teknik kullanılması, bitkinin tüm dizi analizinin mümkün olmadığı 
durumlarda daha anlamlıdır. Ayrıca çalışma, türlerin belirlenmesi amaçlı 
olduğunda bu karakterlerle morfolojik karakterlerin karşılaştırmalı analizlerine 
gidilmesi daha değerli sonuçlar vermektedir. 
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RAPD (RANDOM AMPLIFIED 
POLYMORPHIC DNA) MARKERS AND 

PLANT SYSTEMATICS 
 
 
 

S. ÖZ 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. 
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