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Ozet

Giiniimiizde, molekiiler genetik teknikler sayesinde genomun biyokimyasal yapist ve gosterdigi polimorfizm
ortaya konabilmektedir. Genetik polimorfizmi arastiran tekniklerden biri olan RAPD, arastirilan genom hakkinda
herhangi bir 6n dizilim bilgisine ihtiya¢ gostermeden, yiiksek oranda polimorfik bant verimi ve diisiik maliyetiyle
PCR metoduna dayali diger DNA parmak izi teknikleri arasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu derlemede; RAPD
tekniginin temel prensibi, mekanizmasi ve biyokimya alaninda kullammi hakkinda bilgi sunulmaktadr.

Anahtar sozciikler: RAPD, Rasgele ¢ogaltilmig polimorfik DNA, DNA parmak izi, Genetik polimorfizm.

RAPD Technique and It’s Usage in the Biochemistry

Summary

Recently by means of molecular genetic technics the biochemical structure and polymorphism of the genome can
be put forward. RAPD which is a molecular biologic technique that investigates genetic polymorphism reserves an
important place among other DNA fingerprint technics since it has a high proportion of polymorphic band profile
and a low cost and doesn’t feel the need for prior knowledge of the genome under investigation. This review gives
information about basic principle, mechanism and biochemical usage of the RAPD technique.
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GIRIS

DNA temeline dayali polimorfizm arastirmalari,
hayvan tiirlerinin genetik analizlerinde ilerleme kay-
dedilmesini saglamaktadir'. Hayvan populasyonlarinda
birbirini tamamlayici nitelikte olan mikrosatelit, RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) gibi
farkl1 molekiiler isaretleyiciler kullanilmakla birlikte
giiniimiizde RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) teknigi de kullanilmaktadir'~.

Bu teknigi ilk kez Williams ve ark’, rasgele ¢ogal-
tilmig polimorfik DNA olarak tanimlamis ve genetik
polimorfizmi belirleyen, yeni bir teknik olarak ortaya
koymuslardir. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
metoduna dayali olan bu teknikte; rasgele dizilimdeki
kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik
DNA iizerinde belirlenen parcaciklar cogaltilmakta
olup reaksiyonun gerceklesmesi i¢in arastirilan geno-
mun baz dizilimi hakkinda herhangi bir 6n bilgiye ih-
tiyag yoktur®.

RAPD teknigi kullanilarak belirlenen DNA poli-
morfizmi; agaroz jelde RAPD bandinin varligi veya
yoklugu ile kendini gostermekte ve genomda sekille-
nen delesyon, inzersiyon veya primerlenme bolgele-
rindeki ya da bolgeler arasindaki niikleotid dizilim far-
kini yansitmaktadir®. Rasgele primerlerin genomdaki
sayisiz bolgeyi cogaltabilme potansiyeli ve ¢ogalan
DNA parcaciklarinin genetik siniflara 6zgii tabiati
RAPD teknigini genetik uzaklik ve filogenik arastir-
malar icin tercih edilir hale getirmistir®’. Bu derleme-
de; RAPD tekni8inin temel prensibi, mekanizmasi ve
biyokimya alaninda kullanimi hakkinda bilgi sunul-
mas! amaclanmigtir. Teknigin asamalart asagidaki se-
kilde 6zetlenebilir:

1. PCR isleminde kullanilacak olan primerlerin,
niikleotid dizileri belli bir kriter olmaksizin rasgele se-
cilir ve sentezi yapilir.

2. Rasgele secilen bu primerler kullanilarak arasti-
rilan genomik DNA’da PCR uygulamasina baglanir.
PCR islemi esnasinda primerler genomik DNA’da si-
metrigi olan bdlgelere yapisir ve bu bolgeler geomet-
rik olarak cogalir.

3. Cogalan bu DNA parcaciklari, elektroforez isle-
miyle agaroz jelde yiiriitiiliir.

4. Etidyum bromid ya da radyoaktif maddelerle bo-
yanarak molekiil biiyiikliiklerine gore siralanan ve

bantlasma gosteren DNA parcaciklar degerlendirilerek
DNA iizerindeki genetik polimorfizm belirlenir** .,

RAPD’in MEKANIZMASI

Standart bir PCR*da, genellikle her biri 18-25 baz
uzunlugunda, DNA iplik¢igine spesifik primerler kul-
laniimaktadir. Primerlerdeki baz dizilis siralari, hedef
dizinin yan bolgelerindeki DNA dizi bilgisine dayali-
dir. Ayrigarak tek iplikcige dontismiis DNA kalibindaki
bu spesifik bolgelere, PCR in yapisma fazinda primer-
ler baglanirlar ve cogalacak bolgeleri tammlarlar.

RAPD tekniginin PCR asamasinda ise, rasgele di-
zilimdeki primerler kullanilmaktadir. Rasgele secilmis
olan primer, RAPD’in yapisma fazi boyunca tamamla-
yicist olan bolgelere baglanmaktadir. Eger primerler-
den ikisi karsilikli iplikciklerdeki kaliba uygun bolge-
de ve ¢ogalabilecek mesafede (yaklasik 2500 veya da-
ha az baz uzunlugu) baglanirlarsa, bu durumda farkl
bir parcacik ¢cogalabilmektedir. Her bir RAPD primeri
aym1 PCR esnasinda, farkli lokuslardan farkli sayilarda
(1-10 veya daha fazla) DNA parcaciklarini ¢ogaltma
potansiyeline sahiptir'. Diger bir ifadeyle farkli pri-
merler farkli RAPD polimofizmlerini iiretmektedir!'.
Amplifikasyon sonucunda olusan DNA iiriinii, agaroz
jel elektroforezi islemine tabi tutulur. Orneklerin hep-
sinde bulunan RAPD bantlari monomorfik olarak ka-
bul edilmektedir. Bazi bireylerde bulunmayanlar veya
degisken mobiliteye sahip olanlar ise polimorfik ola-
rak kabul edilmektedir”®. Elde edilen RAPD bantlarin-
da gozlemlenen polimorfizmlerin, genetik iliskilerin
belirlenmesinde onemli oldugu kabul edilmistir. Gen
haritalarinin ¢ikarilmasinda RAPD bantlarinin ¢ok sayi-
da olmasi arzulanmaktadir®.

RAPD polimorfizmleri, primer yapismasini 6nle-
yen bir veya her iki primerlenme bolgesindeki dizi
farkliligindan kaynaklanmaktadir. RAPD polimorfizm-
leri primer baglanma bolgesinin varlifini veya bulun-
dugu bolgeyi etkileyen ve bu bolgeler arasi kismin 6l-
cusiint degistiren mutasyonlardan kaynaklanabildigi
gibi, amplifikasyonu onleyen mutasyonlardan (deles-
yon, inzersiyon ve inversiyon gibi) da kaynaklanabil-
mektedir. Teknigin, primer ve kalip arasindaki tek baz
yanlis eslesmelerini belirlemedeki duyarliligi da kanit-
lanmigtir'. RAPD polimorfizmleri, varyasyon olusu-
munda ve nokta mutasyonlarinda oldugu gibi, primer
baglayan bolgeler arasindaki alanlarin farkliliklarindan
kaynaklanmaktadir'. Bu bolgelerdeki mutasyonlar, se-
konder yapilarin sekillenmesini saglayabilmekte veya
bozabilmekte olup, RAPD polimorfizmleri ile sonug-



lanabilmektedir'**. RAPD teknigindeki ana giicliik, so-
nugta olusan bant profillerinin reaksiyon sartlarindaki
varyasyonlara, DNA kalitesine ve PCR 1s1 profiline
cok duyarli olmasidir'®. Tablo 1’de, RAPD ile RFLP ve
mikrosatelit yontemlerinin karsilastiriimasi gosteril-
mektedir.

Tablo 1. RAPD ile RFLP ve mikrosatelit yontemlerinin kar-
stlagtirlmasi ',

Table 1. The comparison of RAPD with RFLP and microsa-
tellite techniques'.
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RAPD bantlarinin Mendel kalitim yolunu izledigi
ve cesitli tiirlerin gen haritalarinin yapilmasinda kulla-
nildigr bildirilmistir’. Amplifikasyon iiriinlerinin 6lgii
ve sayisi, primere ve kalip dizilerinin uyumuna bagli-
dir. RAPD ile belirlenen varyasyon diizeyi tiirden tiire
degismektedir. Ornegin kullanilan primerlerden; do-
mateste (Lycopersicon esculentum) %63’ii, bal arisin-
da (Apis mellifera) %20’si bireyler arasi polimorfizm
gosterirken, kizil camda 121 primerden sadece 2’si po-
limorfizm gostermektedir. RAPD polimorfizmlerinin
dogas1 heniiz tam olarak bilinmese de, en 6nde gelen
sebebin primerin baglandig1 bolgedeki niikleotid degi-
sikliklerinin ve yapisal farkliliklarin oldugu diisiiniil-
mektedir'’.

RAPD TEKNIGININ BiYOKIMYADAKI
KULLANIM ALANLARI

Genetik isaretleyiciler kullanilarak uygulanan se-
leksiyon stratejileri, babalik testi, irk akrabaligi, tiirle-
rin genetik kimliklendirilmesi ve populasyon genetigi
gibi konulardaki bilgiler her gecen giin artmakta-
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dir'**"_Bu polimorfizm arastirmalari, genetik harita-
larin olusturulmasina temel teskil etmekte ve verim
ozelliklerindeki gelismeyi hizlandirmaktadir'. Gen ha-
ritalarinin yapilmasi calismalan ilk olarak ciftlik hay-
vanlarinda®* yapilmaya baslanmis daha sonra fare®
ve insan* {izerinde yogunlasmistir. Tavuklarda yapilan
otozomal* ve Z kromozomu*' haritalarinin belirlenme-
sinde RAPD’in uygulanabilir oldugu yapilan calisma-
larla belirlenmistir. Ayrica sigir ve koyun tiirlerinde
gerceklestirilen arastirmalar neticesinde elde edilen
RAPD parmak izleri de haritalama calismalarinda kul-
lanilmis olup bu tiir calismalarin ekonomik olarak
Onem tastyan lokuslarin belirlenmesi bakimindan ciddi
katkilart vardir®®.

Genomdaki biyokimyasal polimorfizm arastirmala-
rt RAPD’in en ¢ok kullanildig1 alanlarin baginda gel-
mektedir. Tir, itk ve hatta populasyonlar arasindaki
genetik iligkiler ve tiir, irk ve cinsiyete 6zgii DNA
bantlarinin belirlenmesi ¢alismalari RAPD analizleri
ile gerceklestirilebilmektedir'>*,

Irk karakterizasyonu; populasyon i¢i ve populas-
yonlar arasinda niikleer ve mitokondriyal DNA poli-
morfizmini yansitan genetik varyasyon bilgisini ge-
rektirmektedir'. Gwakisa ve ark' sigir irklar1 arasin-
daki genetik farkliliklarin tespitinde RAPD’in olduk-
¢a kullanigh bir yontem oldugunu ileri siirmiislerdir.
Asagidaki jel fotografinda, Kars yoresinde yetistiri-
len si8ir irklarindan RAPD teknigi kullanilarak elde
edilen bazi DNA bant profilleri (Sekil 1) g6zlenmek-
tedir.

Cinsiyete 6zgii DNA bantlarinin belirlenmesi, hem
birey hem de embriyonun cinsiyet tayini acisindan
6nem arz etmektedir. RAPD teknigi kullanilarak yapi-
lan aragtirmalar sayesinde kanatlilarda® >, sigirlarda'>,
farede™ ve koyunda® cinsiyete 6zgii markirlar belirle-
nebilmistir.

DNA analiz tekniklerindeki hizli ilerleyis sayesinde
glinimiizde tiirler arasindaki genetik iliski molekiiler
diizeyde ortaya konabilmektedir. Birbirine yakin olan
tiirler arasindaki genetik iliskinin belirlenmesi hayvan-
larin verim 6zelliklerini kodlayan genleri arastiran mo-
lekiiler biyolojik calismalar bakimindan 6nem arz et-
mektedir. RAPD teknigi kullanilarak yapilan arastir-
malarla; manda, sigir, koyun ve kegi gibi ciftlik hay-
vanlarina®™ ve tavuk, ordek, hindi ve kaz gibi kiimes
hayvanlarina® ait tiire 6zgii DNA bantlari ortaya kona-
bilmektedir.



100 -
RAPD Teknigi ve Bivakimva Alamnda...

Sekil 1. Kars yoresinde yetistirilen sigir irklarindaki bazi
RAPD bant profilleri. Fotograftaki jelde, L: DNA 6l¢egi,
yaklastk 1000 bp’den baglayarak 100 bp’lik araliklarla aza-
lan bantlar gostermektedir. D: Dogu Anadolu Kirmizisi, S:
Simental, Z: Zavot ve E: Esmer irklarini, rakamlar ise bu irk-
lardaki farkl 6rnekleri simgelemektedir. a bandi tiim rklar-
da, b band1 ise Zavot hari¢ tiim irklarinda monomorfiktir®.
Figure 1. Some RAPD band profiles of the cattle breeds re-
ared in the province of Kars. In the gel photograph L: DNA
marker exhibits DNA bands which startes from 1000 bp and
reduces by 100 bp intervals. D (East Anatolian Red), S
(Simmental), Z (Zavot) and E (Turkish Brown Swiss) letters
are representing the breeds and the numbers are represen-
ting the different samples in the breeds. a is monomorphic
in the all cattle breeds and b is also monomorphic in all bre-
eds except Zavot™.
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