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Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA Yontemiyle Kanath
Etlerinde Tur Tayini

Bu galismada, 9 adet kanatli etinde (tavuk, hindi, marti, devekusu, 6rdek, kaz, bildircin, keklik ve
karga) Rastgele Cogaltiimis Polimorfik DNA yontemi kullanilarak tur tayini yapildi.

Calismada, Guanin-Sitozin oranlari %50 ile %80 arasinda degisen, 12 adet 10 bazlik primer
kullanildi. Kanatli tirleri, Rastgele ¢cogaltiimis polimorfik DNA profilleri karsilastirilarak ayirt edildi.

Sonug olarak, kullanilan bazi primerlerin kanatli etlerinde tir tayini igin uygun oldugu bazilarinin ise
uygun olmadigd tespit edildi. Calismanin sonuglari, Rastgele ¢ogaltiimis polimorfik DNA y&ntemiyle
kanatli etlerinde tir tayini i¢in uygun primerlerin kullaniimasi gerektigini gésterdi.

Anahtar Kelimeler: Rastgele cogaltiimis DNA, Kanatl etleri, Ttir tespiti.

Identification Of Poultry Meat Species By Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
Technique

In this study, meats of 9 poultry species (chicken, turkey, gull, ostrich, duck, goose, quail, partridge,
and crow) were identified by random amplified polymorphic DNA (RAPD) method using 12 different

10 bp-nucleotide primers with guanine and cytosine (GC) contents, ranging from 50-80%. In
general, the species were differentiated by comparing RAPD fingerprinting of the species.

However, some primers used were not suitable for identification of poultry meats while the some
primers were suitable. Therefore, the results indicated that identification of poultry meat species by
RAPD technique requires use of suitable primers.

Key Words: RAPD, Poultry meats, Identification

Giris

Artan dinya nlfusunun aksine hayvansal kokenli protein yetersizligi giderek
artmaktadir. Hayvansal protein yetersizligine bagl olarak et ve et Urinleri ylksek fiyatla
satiimaktadir. Buna bagh olarak gelir dliizeyi dusuk tiketicilerin ucuz et ve urlnlerine
olan istemleri artmaktadir. Bazi kisiler bunu firsat bilip daha c¢ok para kazanmak
amaclyla ¢ok ucuz bir sekilde sagladiklari toplumun tiuketmedigi hayvan etlerini
dogrudan veya et Uruinlerine karistirarak satisa sunarlar (1).

Kirmizi et tirlerinin ayriminda duyusal niteliklere, anatomik farkliliklara, kilin
histolojik farkhligina, doku yaglarinin 6zelliklerine ve etlerdeki glikojen miktarina
dayanan ydntemlerin yani sira immunolojik, elektroforetik ve DNA hibridizasyon
yontemleri de kullaniimaktadir (2-5). Ancak, morfolojik ve duyusal 6zelliklere gore,
kanath etlerinde tir ayriminin yapilmasinin gok gli¢ oldugu belirtmislerdir (6). Bunun
yani sira, immunolojik, elektroforetik ve DNA hibridizasyon yéntemlerinde karsilasilan
glglukler ve bazi dezavantajlar nedeniyle de, kanath et ve et trlinlerinin orijininin tespit
edilmesi icin dogru sonug veren, basit ve hizli ydntemlerin gelistiriimesinin zorunlu hale
geldigini vurgulamislardir.

Son yillarda, Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) yonteminin geligtiriimesi bitki, bakteri
ve hayvan tirlerinin orijininin tespit edilmesinde biyilk kolaylik sadlamis ve basariyla
kullaniimistir (7-10). PZR ile PZR tabanli olan Rastgele Cogaltiimig Polimorfik DNA
(Random Amplified Polymorphic DNA =RAPD) ve Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) yéntemleriyle et tirlerinin ayirimi yapilmistir (11-13).

Bu calismada, RAPD ydntemiyle, farkli GC oranlarina sahip primerler kullanilarak
kanath etlerinde tir tespiti yapildi. Ayrica, RAPD ydnteminin rutin bir analiz yontemi
olarak, kanatli etlerinde tir tespiti icin kullanilabilme durumu degerlendirildi.
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Gereg ve Yontem

Et Ornekleri: Calismada tavuk, hindi, marti, deve
kusu, 6rdek, kaz, bildircin, keklik ve karga kas dokusu
kullanildi. DNA Ekstraksiyonu: Kas dokularindan DNA
ekstraksiyonu Arslan ve ark. (14) bildirdigi yontemle
gerceklestirildi.

Primerler: Calismada Tablo 1'de verilen primerler
kullanildi. Primerler Integrated DNA Technologies, Inc,
(Coralville, USA) firmasindan temin edildi. M- 100 bp
DNA markers (Fermentas), 1- tavuk, 2- hindi, 3- marti, 4-
deve kusu, 5- 6rdek, 6- kaz, 7- bildircin, 8- keklik, 9-
karga.

Tablo 1. Kanath et tiirlerinin RAPD analizi
kullanilan primerler.

icin

Primer GC icerigi (%)  Sekans (5' - 3")

1 50 ATC TGA GGA G
2 50 GGATGTTACC
3 60 CCATCGACGT
4 60 AGG GAACGA G
5 60 CCACAGCAGT
6 60 AGC GTCACTG
7 70 ACG ACCCACG
8 70 GAG ATC CGC G
9 70 GCG ATCCCCA
10 70 AGT CGG GTG G
11 80 CGCCCTGGTC
12 80 TGA CCC GCCC

RAPD-PZR ve Agaroz Jel Elektroforezi: RAPD-PZR
islemi, touchdown thermocycler (Hybaid, Middlesex,
England) cihazi ile yapildi. Toplam hacmi 50 pl olacak
sekilde eppendorf tiipe 5 ul 10xPCR buffer (10 mM Tris-
HCl,pH 9.0,50 mM KCI,%0.1 TritonuX-100), 7.5 ul 25
mM MgCI2, 250 uM deoksinukleotidtrifosfat (ANTP), 2 U
Tag DNA polimeraz (Promega,Madison,USA), 2.5 ul 20-
25 pmol 10 nt-primer ve 5 pl hedef DNA konuldu.
Hazirlanan eppendorf tipleri thermocycler cihazina
yerlestirilip 94°C’de 1 dakika, 36°C’'de 1 dakika, 72°C’de
2 dakika bekletilerek toplam 45 siklusta PZR islemi
gergeklestirildi.

Rastgele Cogaltiimis Polimorfik DNA Ydntemiyle Kanatli Etlerinde Tur Tayini

F.U. Sag. Bil. Derg.

Cogaltilan DNA segmentleri %1.5’ lik agaroz jele
(Sigma) yuklenerek 2 saat 100 voltta elektroforez
islemine tabi tutuldu. Elektroforez islemini takiben jel
ethidium bromide (0.5 pg/ml) ile boyanarak UV
transilluminator'de goézlendi ve fotagrafi ¢ekildi. Calisma
3 kez tekrar edildi.

RAPD Profillerinin Degerlendirilmesi: Her tur igin elde
edilen RAPD profillerinin degerlendiriimesi Koh ve ark.
(8) bildirdigi sekilde yapildi. Her bir tir icin en az 2 adet
DNA bandi olusturan primerler pozitif (+), 2 adetten az
DNA bandi olugturan primerler negatif (-) olarak
degderlendirildi (tablo 2).
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Sekil 1. Kanath etlerinde primer 8 (%70 GC) ile elde
edilen RAPD profili

Tablo 2: Kullanilan primerlerin kanath et tiirlerine gére uygunluklari.

Meat species

Primer no
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+ = En az 2 adet, belirgin DNA bandi olusturan
- = 2 adetten daha az DNA bandi olusturan
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M1234 5678 9

Sekil 2. Kanath etlerinde primer 9 (%70 GC) ile elde
edilen RAPD profili

Bulgular

Her tir icin elde edilen RAPD profillerinden bazi
ornekler gosterildi. Primerlerin degerlendiriimesi Tablo
2'de verildi. Genel olarak %50, %60 ve %70 GC iceren
primerler %80 GC iceren primerlerden daha iyi sonuglar
verdi.

GC orani %50 olan primer 1 (Sekil 5) ve primer 2
(Tablo 2) tim kanath tlrlerinde birbirinden farki RAPD
profilleri gésterdi.

GC orani %60 olan primerlerden primer 3 harig, diger
primerler (primer 4, 5 ve 6) ¢alismada kullanilan kanatl
etlerinde nispeten ayirt edici RAPD profilleri gdsterdiler.
Primer 3 sadece deve kusu ve karga’nin DNA’sinda
RAPD profili olusturdu, diger tiir kanatlilarin DNA’sindan
RAPD profili olusturmadi (Tablo 2). Primer 4 deve
kusunda sadece 1 bant RAPD profili olusturdu, bunun
yani sira hindi ve marti eti i¢in olusturdugu RAPD profili
incelendiginde, 2 tir arasinda ayirt edici bir farkhlik
olugturmadigi géraldu (Sekil 3). Primer 5 tavuk ve kaz
DNA’sinda RAPD profili olugturmadi (Tablo 2). Primer 6
ise calismada kullanilan tim kanath tdrleri igin birbirinden
farkli RAPD profilleri olugturdu (Sekil 4).

GC orani %70 olan primerler (primer 7, 8, 9 ve10)
tim kanatl tirlerinde RAPD profili olusturdu ( Sekil 1 ve
2). Fakat primer 8 (Sekil 1) ve 10, ordek ile kaz eti
arasinda belirgin bir farkhlik olugturmadi.

Rastgele Cogaltiimis Polimorfik DNA Ydntemiyle Kanatli Etlerinde Tur Tayini

Eylil 2007

M1234567889

Sekil 3. Kanath etlerinde primer 4 (%60 GC) ile elde
edilen RAPD profili M- 100 bp DNA markers
(Fermentas), 1- tavuk, 2- hindi, 3- marti, 4- deve kusu,
5- 6rdek, 6- kaz, 7- bildircin, 8- keklik, 9- karga.

s |

Sekil 4. Kanath etlerinde primer 6 (%60 GC) ile elde
edilen RAPD profili

M- 100 bp DNA markers (Fermentas), 1- tavuk, 2-
hindi, 3- marti, 4- deve kusu, 5- ordek, 6- kaz, 7-
bildircin, 8- keklik, 9- karga.
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GC orani %80 olan primer 11 kaz eti hari¢ calismada
kullanilan diger tirler icin RAPD profili olusturmadi
(Table 2). Primer 12 ise hindi, marti, deve kusu ve
bildircin eti icin RAPD profili olusturdu. Fakat hindi ve
bildircin icin olusturdugu RAPD profilleri arasinda belirgin
bir farklilik ortaya koymadi.

M1 2345677889

Sekil 5. Kanath etlerinde primer 1 (%50 GC) ile elde
edilen RAPD profili

M- 100 bp DNA markers (Fermentas), 1- tavuk, 2-
hindi, 3- marti, 4- deve kusu, 5- o6rdek, 6- kaz, 7-
bildircin, 8- keklik, 9- karga.

Tartigsma

Koh ve ark. (8), RAPD ydntemiyle alinan sonuclarin
kullanilan  primere gbére c¢ok cesitli olacagini
bildirmislerdir. Bazi primerlerin, genomda farkliliklarin
bulundugu bélgeleri ¢ogaltamamasindan dolayi, biri
birine yakin tirler arasinda ayni RAPD profillerini
verebilecegi, bazi primerlerin ise genoma uygunluk
gOsterememesinden dolayi RAPD profili
olusturmayacagini belirtmiglerdir. Bazi arastirmacilar da
(7,12,15), primerde bulunan bir bazin degistiriimesinin,
hedef DNA’da farkli bdlgelerin cogaltiimasina, dolayisiyla
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