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KANATLI HAYVAN ETLERINDE ET ORIJINININ RANDOM AMPLIFIED
POLYMORPHIC DNA (RAPD) YONTEMIYLE TESPITI

O. Pelin Bozkurt! Pinar Seker?

Ali Arslan1@ O. irfan ilhak!

Identification of Poultry Meat Using Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
Technique

Ozet : Bu galigmada, 2 farkli, 10 bazlik oligoniikleotid primer (primer 1- CAA TCG CCG T, Primer 2- CCA CAG CAG T) kul-
lanilarak, Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ydntemiyle 8 farkh tar kanath hayvan elinde (tavuk, hindi, marti, de-
vekusu, ordek, kaz, bildirein, keklik) tir tespiti yapildi. PCR islemi 94 °C'de 45 sn, 36 °C'de 45 sn, 72 °C'de 60 sn olmak {izere
toplam 45 siklusta gergeklestirildi. Sonug olarak, RAPD ydntemi ile kanatll hayvan etlerinde {0r taspitinin yapilabilecedi, béy-
lece et \Urlerinin onjini tespit edilerek tiiketicinin aldatimasi engellenecegi gibi toplumun tiketmedidi hayvan eflerinin .daha
kolay, hizh ve glvenilir bir sekilde saptanabilecedt tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Kanatl Etleri, TOr Tayini, RAPD

Summary : In this sludy, meats of 8 poultry speciss (chicken, turkey, gull, ostrich, duck, goose, quall, partridge) wers identified
by random amplified polymorphic DNA (RAPD) method using two different primers of 10 nucleolides each {pimer 1- CAA
TCG CCG T, primer 2- CCA CAG CAG T). A 45-cyclus PCR (each cycle; 45 s at 94°C, 45 s at 36°C, and 60 s at 72°C) was
performed for identification of poullry flesh. Resulis concluded that RAPD is a practical, rapid, and reliable method that can
be used for identification of poultry meats in control of adulteration of consumers from exposure o the flesh that the society

normally does not consume.
Key Words: Poultry Meat, Identification, RAPD

Giris

Ozellikle az gelismis veya gelismekte olan 0I-
kelerde hayvansal protein yetersizligine bagii ola-
rak et ve drdnlert ylksek fiyatla satiimaktadir.
Buna bagh olarak gelir dlizeyi disdk tOketicilerin
ucuz el ve Ur(nlerine olan taiepleri artmaktadir.
Bazi igletmeciler bunu bir firsai bilip daha ¢ok eko-
nomik kazang elde etmek amaciyla ¢ok ucuz bir
sekilde sadladiklan toplumun tiketmedidi hayvan
etlerini  dogrudan veya et Urdnlerine kanstirarak
satisa sunabilmektedirler (ilhak ve Arslan, 2003;
Dhak, 2004; Girish ve ark., 2004). Toplumun ti-
ketmedigi hayvan etleri kullanilarak hileli Gretimler
yaplimakta, buna bagl olarak gida kontrol hiz-
metleri zorlagmakta ve halk saghd 6énemli 6lgide
tehdit edilmektedir. Ulkemizde de boyutlar belli oi-
mamakla Dbirlikte bdyle etlerin dogrudan veya
uriine donustirilerek satisa sunuldugu zaman
zaman goérsel ve yazih basinda vurgulanmaktadir
(Kamber, 1993; llhak, 2004). Buna bagh olarak
thre 6zgl zoonoz ve zoonoz olmayan bir ¢ok has-

talik yayilmakta, taketici saghgi riske edilmekte, tu-
keticinin dini inanglar hige sayilmakia ve ekonomik
acidan da onemli kayplar olmaktadir (Koh ve
ark.,1998; Verkaar ve ark., 2002; llhak ve Arsian,
2003).

Kirmizi etlerde tur tayininde duyusal ni-
teliklere, anatomik farkliliklara, kilin histolojik fark-
lihgina, doku yaglarinin dzelliklerine ve etlerdeki gli-
kojen miktarina dayanan ydntemlerin yanisira
immunolojik, elektroforetik ve DNA hibridizasyon
yonternlerl de kullamitmistir (Wintero ve ark., 1990;
Ebbehoj ve Thomsen, 1891a,1991b; Della ve
ark.,1997; Buntjer ve Lenstra, 1998; Zhang ve
ark.,1999: Brodmann ve Moor, 2003; Saez ve ark.,
2004). Ancak immunolojik ydntemlerle kanath et-
lerinde 0r tayininin gOvenilir olmadid belirtiimistir
(Hird ve ark, 2003). Bununla birlikte kanatli el-
lerinde morfolojik 6zelliklere ve duyusal farkliliklara
bakarak tur tayinin yapilabilmesi neredeyse im-
kansizdir. Bu yéntemlerde karsilagilan guglokler ve
bazl dezavantajlar nedeniyle kanatl et ve et Orin-
lerinin orfjininin tespit edilmesi i¢in dogru sonu¢
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veren, basit ve hizli yontemlerin gelistiriimesi zo-
runiu hale gelmistir (Rodriquez ve ark., 2003).

Molekller biyolojide son yillarda kaydedilen
hizhh gelismeler, 6zellikle DNA'nin in vitro olarak
¢ok kisa surede ¢ogaltilmasini saglayan Polimeraz
Zincir Reaksiyonunun (Polymerase Chain Re-
action=PCR) gelistiriimesi bitki, bakteri ve hayvan
thrlerinin orijininin tespit edilmesinde buylk ko-
laylik saglamis ve basariyla kullaniimigtir (Lee ve
Chang, 1994; Meyer ve ark.,1995; Fach ve ark.,
1999; Lin ve Tsen, 1999; Partis ve ark., 2000,
Aguado ve ark., 2001; Fabio ve ark., 2002; Ver-
kaar ve ark., 2002; Alves ve ark., 2002). DNA ip-
likgikleri, dort temel bazin (Adenin, Timin, Guanin,
Sitozin) degisik sirada yan yana ve kargilikh di-
zilmesinden olusur, bunlar canhiar igin gok dnemli
olan genetik bilgiteri tasirlar ve bu bilgiler bazlarin
dizilis sirasi ile yakindan ilgilidir. Farkli trlerin
DNA'lan birbirine uymaz. Bu durum tirler arasinda
genetik farklihklar olusturur (Arda, 1995). PCR
tekniginde DNA'nin  bu dzelliklerinden vya-
rarlanitlarak tir ayinmi yapiimaktadir. Bu amagla
PCR ile PCR tabanli olan Random Amplified Poly-
morphic DNA (RAPD) ve Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) y6ntemleriyle et
tirlerinin tespiti yapilmistir (Meyer ve ark., 1994;
Appa Rao ve ark.,1996; Matsunaga ve ark., 1999;
Lockley ve Bardsley, 2002; Sawyer ve ark., 2003;
ilhak ve Arslan, 2003; Sasazaki ve ark., 2004).
Hopwood ve ark. (1999), PCR yontemi ile 80, 100
ve 120 °C' de 30 dakika isil islem uygulanmis ka-
natli etlerinde tur tespitini yapmislardir. Bagka bir
calismada (Weder ve ark., 2001), yine PCR yo6n-
temiyle 26 farkli balik ve 17 farkli hayvan tur( tes-
pit edilmistir.

RAPD, kullanilan kisa oligonukleotid pri-
merlerin hedef DNA dizisinde birden fazla yere
baglanarak bu bélgeleri ¢ogaltmasi ve ¢ogaltilan
DNA segmentlerinin jel elektroforezde yurltiimesi
islemidir. Jel elektroforezde olugan DNA bantiari
karsilagtinlarak tdrlerin ayinm yapiimaktadir. Bu
yontem bitki, bakteri ve hayvan tarlerinin tes-

pitinde basariyla kullaniimaktadir (Welsh ve
McClelland 1990; Cetinkaya,1998).
Bu calismada, iki farkh 10 bazhk oli-

gonukleotid primer kullanilarak RAPD ydntemi ile
kanatli etlerinde tir tespiti yapildi. RAPD yon-
teminin toplumun tikettigi ve tuketmedigi kanath
etlerinin tir tespitinde rutin bir analiz ydntemi ola-
rak kullaniimasinin avantaj ve dezavantajlan tespit
edildi.
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Materyal ve Metot

Calgmada tavuk, hindi, bildircin, keklik, kaz,
érdek, devekugu ve marti eti kullaniimistir. Etler
DNA ekstraksiyonu yaptlincaya kadar —20°C'de
muhafaza edilmigtir.

DNA Ekstraksiyonu

Et &rneklerinden Koh ve ark. (1998)'nin bil-
dirdigi ekstraksiyon yoéntemi modifiye edilerek
DNA izole edildi. Orneklerden yaklagik 1 g alinarak
15 ml'lik polypropilen tiplere konuldu ve Uzerine 4
ml TNES solusyonu (20 mM Tris pH 8,150 mM
NaCl,10 mM EDTA, %0.2 SDS) eklenerek ho-
mojenize edildi. Homojenizasyondan sonra 750 ul
alinarak 1,5 ml'lik ayri bir eppendorf tipiine ak-
tarildi. Uzerine 10 pl proteinaz K (200 mg/ml) ve
50 ul %10 SDS ilave edilerek kuvvetlice ¢alkalandi
ve 56°C’ye ayarit ¢alkalamali benmaride 1 gece
bekletildi. Daha sonra siispansiyona 6 M NaCl'den
250 ul ilave edilerek 12.000 rpm'de 5 dakika sant-
rif(j yapildi. Santrifdj sonunda (st sividan 500 ul
ayn bir eppendorf tlpiline aktarlarak Uzerine 300
ul fenol + kioroform + izoamilalkol (25:24:1) ilave
edilerek kuvvetlice kanstiriidi ve 12.000 rpm'de 5
dakika santriftj edildi. Ust sividan 400 pl alinarak
Uzerine 400 pl kloroform eklendi, kanstirma ig-
leminden sonra tekrar santriflj edildi. Ust sividan
300 pl ayr bir eppendort tipine alindi Ozerine —
20°C'lik absolut ethanoldan 300 pl ve 30 ul sod-
yum asetat ilave edilerek vortekslendi, DNA'nin
gokmesi i¢in 2 saat —80°C'de bekletildi. 13.000
rom'de 10 dakika santrifuj edilerek Gst sivi alindi.
Peletin (izerine 300 ul %70Q’lik alkol eklendi ve
13.000 rpm'de 5 dakika santrifj edilerek yikama
islemi gergeklestirildi. Sonra alkol bosaltilarak, pe-
letin kurumasi i¢in tipin agzi 30 dakika agik bek-
letildi. Dipte kalan kuru pelet 200 pl steril distile su
ile sulandirilarak PCR igin hedef DNA olarak kul-
lanildi.

PCR

PCR iglemi, PCR Sprint (ThermoHybaid, Eng-
land) cihaz! ile yapildi. Toplam hacmi 50 pl olacak
sekilde eppendorf tipe 5 pul 10xPCR buffer (Fer-
mentas,Hanover,USA), 7.5 pl 25 mM MgCl,, 250
mM deoksinlkleotidtrifosfat (dNTP's), 2 U Tag
DNA polimeraz (Promega,Madison,USA), 2.5 pl
20-25 pmol primer ve 5 ul hedef DNA konuldu. Ca-
lismada CAA TCG CCG T (primer 1) ve CCA CAG
CAG T (primer 2) oligonukleotid dizilisine sahip
primerler (Integrated DNA Technologies,Inc.) kul-
lanildi. Hazirlanan eppendorf tlpleri thermocycler
cihazina yerlestirilip, 94°C'de 45 sn, 36°C'de 45
sn, 72°C’de 60 sn olmak (zere toplam 45 siklusta
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Sekil 1. Primer 1 ile gogaltilan kanathi hayvan DNA'larindan elde edilen BAPD profillerinin agaroz jel elektroforezdeki gb-

rinimleri.

M-marker, 1- tavuk, 2- hindi, 3- marti, 4- devekusu, 5- 6rdek, 6- kaz, 7- bildircin, 8- keklik

M12345678

Sekil 2. Primer 2 ile ¢cogaltilan kanathi hayvan DNA'larindan elde edilen RAPD profillerinin agaroz jel elektroforezdeki go-

rinumileri.

M-marker, 1- tavuk, 2- hindi, 3- mart, 4- devekusu, 5- érdek, 6- kaz, 7- bildircin, 8- keklik

PCR iglemi gergeklestirildi. Cogaltilan DNA seg-
mentleri %1.5'lik agaroz jele {Sigma) yiklenerek 2
saat 100 voltta elektroforez iglemine tabi tutuldu.
Elektroforez isleminden sonra agaroz jel ethidium
bromide (0.5 upg/ml) ile boyanarak UV tran-
silluminator'de gézlendi ve fotagrafi gekildi (Po-
loroid 322 Kamera ve T667 film).
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Bulgular

Galigmada kullanilan kanatli hayvanlara ait
DNA'larin primer 1 kullanilarak elde edilen PCR
artnlerinin agaroz jel elektroforezdeki géraniimleri
sekil 1'de, primer 2 kullanilarak elde edilen PCR
aranlerinin agaroz je! elektroforezdeki gérinimileri
ise gekil 2'de verilmektedir. Primer 1 ile elde edi-



len bantlar (RAPD profili) birbirleriyle kar-
stlastinidiginda 8 farkli tir kanatll hayvana ait
RAPD profillerinin birbirlerinden farkli oldugu ve
profillere bakarak etlerin kolaylikla birbirlerinden
ayirt edilebildigi géralmektedir (Sekil 1). Primer
2'nin ise kanatl hayvanlardan tavuk ve kaz igin
RAPD profili vermedigi, hindi, mari, devekusu,
6rdek, bildircin ve keklikte olusan RAPD profilleri
incelendiginde ise her hayvana ait olusan RAPD
profillerinin birbirinden farkh oldugu ve béylelikle
bu hayvanlara ait etlerin ayirt edilebildigi go-
rilmektedir (sekil 2).

Tartigma ve Sonug

Bu arastirmada, 10 bazlik 2 farkli primer (pri-
mer 1-CAA TCG CCG T, primer 2- CCA CAG
CAG T) ve tek bir PCR programi kullanilarak ka-
natli hayvan etlerinde tar tespiti yapiimistir.

RAPD yoénteminde kullanilan primere gore,
gerek tdr iginde gerekse tlrler arasinda farkl
bantlar elde edilecegi igin bu yontemde gok ¢esitli
sonuglar alinmaktadir (Koh ve ark, 1998). Elde
edilecek DNA bantlaninin sayisi kullantlan primere
gore degisir. Hatta kullanilan bazi primerierie hig
bir DNA bandi elde ediimeyebilir. Farklilik pri-
merdeki baz diziliminden kaynaklanir. Degisik baz
dizilislerine sahip primerlerle hedef DNA'nin de-
gisik kisimlari ¢ogaltilarak tamamen farkli RAPD
profil sonuglari alindigi belirtiimigtir (Lee ve Chang,
1994; Iciar ve Ingrid, 1998; Koh ve ark., 1998). Bu
ylzden her hayvan tir(inde ayn bir primer kul-
laniimasi halinde farkli sonuglar alinmaktadir. Bu
nedenle, kullanilacak primer, orijini saptanacak et-
lerde sonu¢ verebilecek baz dizilimine sahip ol-
mall ve analize alinan batin hayvan tirlerinde de
ayni primer kullaniimaldir (Koh ve ark., 1998).

Tdrlerin tespitinde daha net bir sonug ala-
bilmek igin az miktarda veya tek bir DNA bandi
olugturan primerlerin kullaniimas! énerilmektedir
(Iciar ve Ingrid, 1998). Nitekim, Koh ve ark.
(1998), RAPD yéntemiyle hayvan tarlerinin ayirimi
Uzerine yaptiklan g¢alismada, 29 farkli 10 bazlik
oligoniikleotid primer kullanarak en uygun primeri
bulmaya galigmiglardir. Calismada bazi primerlerin
RAPD y0ntemi igin uygun olmadigl ortaya ¢ik-
misgtir,

RAPD yoénteminin baslica avantajlari, spesifik
PCR ve RFLP yéntemlerindeki gibi her hayvan
turu igin tur-spesifik primerin kullaniimasina ve her
hayvan t0rt igin ayn bir PCR islemine gerek du-
yulmamasidir. Ayrica tirlerin DNA diziliglerinin bi-
linmesine de gerek yoktur. Rasgele segilmis, kisa

oligonukleotid primerler ile ortaya ¢ikan RAPD
profilleri incelenerek, turler arasindaki farkhlikiar
ortaya konulabilir ve bu sayede et tarlerinin orijini
tespit edilebilir. Bu avantajlar sayesinde RAPD
yoéntemiyle et turlerinin tespiti daha kisa surede ve
daha ucuz olarak yapilmaktadir (Iciar ve Ingrid,
1998). Dezavantaji ise, kullanilacak her farki pri-
mer ile farkl bir sonug¢ alinacagindan RAPD yon-
teminin standardize edilmesi gerekmektedir (Koh
ve ark., 1998).

Calismada kullanilan, 10 bazlik 2 farkl pri-
merin RAPD profil sonuglan incelendiginde, pri-
mer 1'in ¢alismada kullanilan kanath hayvanlann
timande tar tayinini ve ayrimini yaptidi, primer
2'nin ise tavuk ve kaz etinde tur tespitini ya-
pamadidi, fakat hindi, marti, devekusu, érdek, bil-
dircin ve keklik etlerinde hem tur tespitini, hem de
turler arasindaki RAPD profil farkliliklanini ortaya
koydugu tespit edildi. Deney sonuglan diger aras-
tiricilarla (Lee ve Chang, 1994; Koh ve ark., 1998;
iciar ve Ingrid, 1998) karsilastinldiginda RAPD
yénteminin yorumlanmasi agisindan bir farkhlik
gérulmedi. Bu ¢aligmada da kullanilan 2 farklt pri-
mer ile 2 farkli RAPD profili elde edildi. Deney so-
nuglar degerlendirildidinde, RAPD yéntemi ile ka-
natli etlerinde, etlerin orijini tespit edilirken her
zaman ayni primerlerin kullaniimasinin zorunlu ol-
dugu, farkli primerler ile yapilan analizler so-
nucunda ortaya gikan RAPD profillerine bakarak
tir tespitinin yapilmasinin imkansiz olacagl be-
lirtilebilir,

Sonug olarak, RAPD ydnteminin ekonomik,
pratik olmasi, ayni anda ¢ok sayida érnegin analiz
edilmesi, kisa slrede sonu¢ vermesi gibi ne-
denlerden dolayl kanatlt etlerinde tlr tespitinde
kullanilabilecedi belirtilebilir. Béylece, is glicl,
zaman ve maddi agidan da tasarruf saglanmakla
birlikte tiketicinin de aldatiimas) &nlenmis ola-
caktir. Geligmekte olan bir Glke olarak hizli, duyarii
ve ekonomik olan bu ydntemin gida la-
boratuarlarinda yayginlastirilarak, et trlerinin ori-
jininin tespitinde kullaniimasinin daha dogru ola-
cagt vurgulanabilir.
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