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Identification of Cattle, Sheep, Goat and Wild Pig Meats by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Technique

Summary

Development of methods for determining the species of origin in fresh and processed meat preduct that are
simpler, faster and more accurate has become a necessity due to difficulties and some disadvantages of the
existing methods used for this purpose (anatomical differences, sensory analysis, chemical properties of fat
tissue, histological differences, protein based-tests, serological tests). Polymerase Chain Reaction (PCR) is one
of the most significant developments occurate in molecular biology in recent years. This tecnique enables
amplification of DNA in vitro in a short period of time facilitating determination of species of plant, bacteria or

animals.

.. e present study, a PCR-based Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) technique was used a 10-base
primer (CGCCCTGGTC). Origin of meats from cattle, sheep, goat and wild swine was determined accurately by
this method using a PCR procedure of 45 cycles, each of which was programmed as 1 min at 94°C, 1 min at

37°C. ..d 2 min at 72°C.
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Ozet

Et ve et iiriinlerinin orijininin tespit edilmesinde kullantlan ydntemlerde (anatomik farkliliklar, duyusal analizler,
doku yaglarinin kimyasal 6zellikleri, histolojik farkliliklar, proteine dayali testler ve scrolojik testler) kargilagilan
giicliikler ve bazi dezavantajlar nedeniyle dogru sonug veren, basit ve izl yontemlerin geligtirilmesi zorunluluk
arz etmektedir. Son yillarda molckiiler biyolojide meydana gelen hizl geligmeler, ézellikle DNA’nin in vitro
olarak kisa siirede ¢ogaltilmasini saglayan Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR) yonteminin gelistirilmesiyle bitki,
bakleri ve hayvan tiirlerinin orijini kesin olarak saptanmaktadur.

Bu ¢aligmada, PZR tabanli Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) yontemiyle CGCCCTGGTC
dizilimine sahip 10 bazhk primer kullamlmistir. PZR islemi 94°C’de | dakika, 37°C’de 1 dakika, 72°C’de 2
dakika olmak iizere toplam 45 siklusta gergeklestirilerek sigir, koyun, kegi ve yabani domuz eti ayirt edilmistir.

Anahtar Kelimeler: RAPD, et tiirleri, ayirimi

Giris

Toplumun tiiketmedigi hayvan etleri veya
tiriinlerinin tliketime sunulmasiyla asagidaki sorunlar
giindeme gelmektedir (2,14).

s Bu etler, kaliteli ve eti tiiketilen hayvan etleri

Et biyolojik degeri, vitaminler, fosfor ve demir
bakimindan insan beslenmesinde on sirada yer alan
bir besin maddesidir (9,12,13). Artan diinya
niifusunun  aksine  hayvansal  kékenli  protein

yetersizligi giderek artmaktadir. Hayvansal protein
yetersizligine bagh olarak et ve et driinleri yiiksek
fiyatla sanlmaktadir. Buna baglh olarak gelir dizeyi
disiik tiketicilerin ucuz et ve drinlerine olan
istemleri artmaktadir. Bazi kisiler bunu firsat bilip
daha cok para kazanmak amaciyla ¢ok ucuz bir
sckilde sagladiklan toplumun tiiketmedigi hayvan
etlerini dogrudan veya et diiriinlerine karigtirarak
satisa sunarlar (2).

adh altinda satisa sunularak tiketici aldatilmaktadur.

¢ Din ve etik diisiinceler esas alinmadan degisik
tir hayvan etlerinin tiketime sunulmasi ve
tiketicinin aldatilmast.

e Bazi ctler veya iiriinlerinin bazi insanlarda
alerjik reaksiyonlara neden olmasi.

o Toplumun etini tikketmedigi hayvanlar kagak
kesildikleri igin  bu etlerle ¢esitli  hastahklar
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vavilmakta, hatta kesimi yapan Kkisilere tiire ozgl
hastaliklar bulasmaktadir.

Et ve tlrlerinin aynminda duyusal niteliklere,
anatomik farkhliklara, kilin histolojik farkliligina,
doku yaglanmin 6zelliklerine ve etlerdeki glikojen
miktarina dayanan yontemlerin yanisira
immunolojik,  elektroforetik  ve hibridizasyon
vontemlert de kullanilmaktadir (3.4,7).

Kong'ethe ve Ganthuma (4), 1s1ya dayamklh kas
antjenlert i¢in antiserum kullanarak otoklavlanmig
ctlerde  tir  aynmim  tespit etmislerdir.  Ancak
arasturmacilar bu yontemde bazi kross reaksiyonlarin
oldugunu belirtmislerdir.

Yansmah ve indirek ELISA teknikleriyle ¢1g ve
tatsulennug etlerde tiir tespitinin miimkiin olabildigi
fakat pisirilmis et iirinlerinde bu yontemlerin
duyarhliklaninin azaldigi ve 115°C’nin iizerinde 1s1
i5lenu g8y etlerde sonug alinamadig) ifade edilmistir
(14). Yine tirlere 6zgii protein izolasyonundaki
giclikler ELISA ve SDS-PAGE (sodyum dodesil
sulfat, poliakrilamid jel elektroforez)’in yaygin
olarak kullanilmasina engel teskil etmektedir (7).

Cig etlerde tiir aynimi, elektroforetik metodla
yapilabilmigtir, pratikte bu metodun kullamlmas:
ucuz ve uygulamas: kolaydir (3). Fakat yiiksek 1si
tislemi uygulanmig et tirlerinin ayirt edilmesinde
kesin sonug vermedigi belirtilmistir (19).

[zoelektrofokusing hizh ve ucuz bir yéntem olup
bu yontemde birbirleriyle yakin tiirlerin igerdikleri
protein kompozisyonundaki farkliliklarin (6rnegin,
koyun ve keginin kas proteinleri arasindaki fark)
bilinmesi gerekir. Ayrica bu yontemde serum ve
beyin proteinleri ile elektroforez yapildiginda, ayn
tir icinde ayn bireylerde de farklihklarin olabilecegi
bildirilmigtir (15).

Elektroforetik tekniklerin kullaniminda,
laboratuvarda biitiin hayvan tiirlerine ait referans
protein veya enzim bulundurulmas: zorunlulugu,

birden fazla ve %2’den disik diizeyde et
kansunlmig  dmeklerde  uygulanamamasi, et
ekstraktinin  hazirlanmasinin ~ gli¢  olmasi, hizh

olmamas: ve aym hayvan tiirliniin degisik kaslarinda
farkh elektroferogramlarin ¢ikmasi gibi
dezavantajlarinin oldugu belirtilmigtir (14).

DNA  hibridizasyon  yonteminde,  etlerin
icerdikleri DNA esas alindigy igin immunolojik ve
elektroforetik  yontemlerden ¢ok daha duyarhdir
(7.8). Bu ybntem ¢ig et ve et drlnlerinde oldugu
kadar, 120°C’de 10 dakika 1s1 iglemi uygulanmis ct
ve et lriinlerinde de tirlerin ayirt edilmesinde
kullamlmistir (7). Ancak hibridizasyon teknikleriyle,
genetik olarak birbirine yakin, 6rncgin birbirine
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karistirlmis sigir ve bufalo etlerinin tespit ;dllmeS|
igin kullamilan problarin spesifitesiyle ilgili olarak
bazi problemlerin ortaya giktig (7,20), ayni zamanda
bu teknigin ¢ok pahali, karmasik ve zaman alict
oldugu ileri stirtilmastiir (18,19).

Bu yontemlerde karsilagilan glglitkler ve I?agl
dezavantajlar nedeniyle et ve et iiriinlerinin orijininin
tespit edilmesi igin dogru sonug veren, basit ve hizl
yéntemlerin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir (18).

Molekiiler biyolojide son yillarda kaydedilen hizh
gelismeler, dzellikle DNA min in vitro olarak ¢ok
kisa siirede ¢ogaltiimasinmi saglayan Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun (Polymerase Chain Reaction=PCR)
gelistirilmesi  bitki, bakteri ve hayvan tlirlerinin
orijininin tespit edilmesinde biiyiik kolaylik saglamis
ve basariyla kullamilmistir  (5,6,16,21). DNA
iplikgikleri, dort temel bazin (Adenin, Timin,
Guanin, Sitozin) degigik sirada yan yana ve karsilikli
dizilmesinden olusur, bunlar canlilar i¢in ¢ok énemli
olan genetik bilgileri tagirlar ve bu bilgiler bazlarin
dizilig siras1 ile yakindan ilgilidir. Ayni tiiriin DNA
kompozisyonu  birbirinin  aymidir, sabittir  ve
degismez. Farkl tiirlerin DNA’lan birbirine uymaz.
Bu durum tiirler arasinda genetik  farkliliklar
olugturur (1,10). PZR tekniginde, DNA’nin bu
ozelliklerinden yararlanilarak tir ayirimi
yapilmaktadir. Bu amagla PZR ile PZR tabanl; olan
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ve
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

yontemleriyle et tiirlerinin - ayiim;  ya mugt
(15,16,18,19,20,22), yaprmshr

RAPD, kullanilan kisa oligoniikleotid primerlerin
hedef DNA dizisinde birden fazla yere baglanarak by
bolgeleri ¢ogaltmast ve cogaltilan segmentlerin jel
elektroforezde yuriitilmesi islemidir. gel
elektroforezde olusan DNA bantlar karsilagtirilarak
tirlerin ayiwnmi  yapilmaktadir, Bu ydntem l;itki

bakteri ve hayvan tiirlerinin tespiti
nde basar
kullaniimaktadir (24). ’ EEyla

DNA molekiilleri 1s1] islem, tiitsiileme
kurutulmus vb. gibi islemlere tabj
iriinlerinde énemli Veya Onemsiz or
daha kii¢iik boyutlara parcalanirlar, Ry ibi
durumlarda etin tiiriinii tespit etmek'igin k"gl--!
pargalara ayrilms DNA’y1 kullanmak gerekir Bl'l'qulk
durumlarda RAPD'nip spesifik PZR’ye vdl:e (({Jye
elverisli oldugu vurgulanmistir (17) = ha

» salamurg,
tulmus et ve

anda genellik]e

Yi:l[)llﬂn literatiir taramalarinda konuyla ileili
yeterli sayida ¢alismaya rasllamlmamlstlry}( ]l e
arlk._ (15), RAPD yontemiyle 10 farkly ti';r hm My
etint ayirt etmislerdir. Iciar ve Ingrid (17). a?'v;m
10 bazlik primer kullanara » U5 farkl
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gcyigi, kuzu, kegi ve kanguru ctlerinde tiir ayrimi
uzerinde calismiglardir. Meyer ve ark.(20), RFLP
yontemiyle et iiriinlcrinde  tiir tayinini, aym
arastirmacilar  (19), Polimeraz Zincir Reaksiyon
(PZR) yontemiyle de 121°C’de 10 dakika 1sitilnus et
tirtinlerinde domuz ctinj tespit etmiglerdir. Partis ve
ark. (22), RFLP yéntemiyle 22 farkl: tiir hayvan etini
saptamuslardir,

. Yine PZR ile 80, 100 ve 120°C’de 30 dakika 1s1]
islem uygulanms kanatli etlerinde (11), 100 ve
120°C’de 30 dakika 1sil islem uygulanmig sigr,
domuz, koyun, kegi, tavuk ve at etlerinde tiir layini
yapilmustir (18).

Bu calisma, RAPD olarak bilinen rastgele
¢ogaltulmis DNA yontemi ile sigir, koyun, kegi ve
yabani domuz ctinde tir ayirimin tespit etmek
amactyla yapilmistir.

Materyal ve Metot

Calismada kullanilan koyun, kegi ve sigir etleri
Elaz13 Giinet mezbahanesinden; yabani domuz eti ise
Elazig ili Palu ilgesinde avcilar tarafindan vurulan
yabani domuzdan saglanarak DNA ekstraksiyonu
igin —20°C'de muhafaza edilmistir. Yabani domuz
etinin sec¢ilmesinin nedeni, bdlgede son yillarda
sayilanmin artmasi ve etlerinin zaman zaman pazara
sunulmasina  dair  duyumlanin  alinmasindan

kaynaklanmaktadir.

DNA Ekstraksiyonu

Et 6meklerinden Koh ve ark. (15)’nm bildirdigi
ekstraksiyon yontemi modifiye edilerek DNA izole
edildi. Omecklerden yaklasik 1 g alnarak 15 mlI'lik
polypropilen tiiplere konuldu ve iizerine 4 ml TNES
solusyonu (20 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 10 mM
EDTA, %0.2 SDS) eklenerek homojenize edildi.
Homojenizasyondan sonra 750 pl alms}_rak 1.5 ml’lik
ayn bir eppendorf tiipiinc aktarildi. Uzerine 10 pl
proteinaz K (200 mg/ml) ve 50 ul %10 SDS ilave
edilerek kuvvetlice calkalandi ve 356°C’ye ayarh
calkalamali benmaride | gece bekletildi. Daha sonra
siispansiyona 6 M NaCl’den 250 ul ilave edile.re.l.(
11.000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapildi. Santriftj
sonunda iist sividan 500 pl ayr bir eppendorf tiipiine
aktanlarak iizerine 300 pl fenol+kloroform+izoamilalkol
(25:24:1) ilave edilerek kuvvetlice karigtnldi ve
12.000 rpm’de 12 dakika santriftij edildi. Us SIV]daE]
400 pl alinarak iizerine 400 pl klorofor_n] _ekle_nd!,
karigtirma isleminden sonra tckrar santriftij edildi.
Ust sividan 300 pl ayn bir eppendorf tiipiine alinds
iizerine —20°C’lik absolut ethanoldan 300 pl ve 30 ul
sodyum asetat ilave edilerek vortekslenqh -DNA'nm
cokmesi igin 2 saat -80°C’de bekletildi. 13.000

.,
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rpm’de 10 dakika santriftij cdilerek st sivi alinda,
Tortunun iizerine 300 pl %70’lik alkol eklendi ve
13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij cdilerck yikama
islemi gergeklestirildi.  Sonra  alkol bosalularak,
tortunun kurumasi igin tipiin agzi 30 dakika acik
bekletildi. Dipte kalan kuru tortu yeteri miktarda
steril distile su ile sulandirilarak PZR icin hedcf
DNA olarak kullanildh,

PZR

PZR islemi, touchdown thermocycler (Hybaid,
Middlesex, England) cihazi ile yapildi. Toplam
hacmi 50 ul olacak sckilde cppendorf tiipiine 5 pl
10xPCR buffer (10 mM Tris-HCI, pH 9.0, 50 mM
KCI, %0.1 Triton®X-100), 5 ul 25 mM MgCl,, 250
UM deoksiniikleotidtrifosfat (dNTP), 2 U Tag DNA
polimeraz (Promega, Madison, USA), 1 uM primer
ve 5 pul hedef DNA konuldu. Cahsmada
CGCCCTGGTC (Integrated DNA Technologies,
Inc.) dizilisine sahip 10 bazlik primer kullamldi (15).
Hazirlanan eppendorf tiipleri thermocycler cihazina
yerlestirilip, 95°C’de 5 dakika denaturasyonu
miitcakip siwrasiyla 94°C’de 1 dakika, 37°C’de 1
dakika, 72°C’de 2 dakika bekletilerek toplam 45
siklusta PZR islemi gerceklestirildi.

Cogaltilan DNA segmentleri %1.5" lik agaroz jele
(Sigma) yiiklenerek 2 saat 100 voltta elektroforez
islemine tabi tutuldu. Elektroforez islemini takiben
jel ethidium bromide (0.5 pg/ml) ile boyanarak UV
transilluminator’de gozlendi ve fotografi gekildi.

Bulgular

10 bazlik oligoniikleotid primer kulanilarak elde
edilen bantlar birbirleriyle karsilagtinldiginda siur,
koyun, kegi ve yabani domuz eti arasindaki RAPD
profillerinin birbirlerinden farkli oldugu ve ayirt
edilebildigi gorilmistr (Sekil 1).

Tartisma
Bu aragtirmada, 10 bazhik primer
(CGCCCTGGTC) ve tek bir PZR programi

kullanilarak sigir, koyun, kegi ve yabani domuz eti
ayirt edilmigtir (Sekil 1).

RAPD yonteminde kullanilan primere gore, gerek
tir icinde gerekse tiirler arasinda farkl bantlar elde
edilecegi i¢in bu yontemde g¢ok gesitli sonuglar
alinmaktacir (15). Farkhlik primerdeki baz diziliminden
kaynaklamr. Degisik baz dizilisleriyle (primerler)
hedef DNA'nin  degisik kisimlan gogaltlarak
tamamen farkli RAPD profil sonuglari almdlg_l
belirtilmigtir (15,25). Her hayvan tiirinde ayr bir
primer  kullamlmasi  halinde farkh sonu_c,r!m.'
alinmaktadir. Bu nedenle kullamilacak primer, orjini

6l
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ILHAK | ve ARSLAN A, R

supFunacuk etlerde sonug verebilecek baz dizilimine
sahip olmali ve biitiin hayvan tirlerinde de ayni

primer kullamlmalidir (15). Kullanilan ortak primer

ile aymt cdilmek istenen hayvan tirlerinin genetik
farkliliklari rahathikla ortaya konulmaktadir.

Sckil 1. Et tiirlerinin jel elektroforezdeki RA‘PD sonuglari
(M-marker, 1-2 kegi, 3-4 koyun, 5-6 yabani domuz, 7-8
s13ir)

Elde edilecek DNA bantlarinin sayisi kullanilacak

primere  gdre degisir. Halla kullamlan bazi
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