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KANATlı HAYVAN ETLERiNDE ET ORiJiNiNiN RANDOM AMPLlFIED

POLYMORPHIC DNA (RAPO) YÖNTEMiYLE TESPiTi

Ali Arslan 1@ O. [rtan Ilhak1 Ö. Peli n Bozkurt" Pınar Şeker1

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

Özet: Bu çalışmada, 2 farklı, 10 bazlık oligonükleolid primer (primer 1· CM TCG CCG T, Primer 2- CCACAG CAG 1) kul
lanılarak, Random Amplitied Polymorphic DNA(RAPO) yôfılemiyle 8 'aıklı lür kanatlı hayvan elinde (tavuk, hindi, martı , de
vekuşu , ördek, kaz, bıldmnn , keklik) türtespiti yapıldı. PCR işlem i 94 °C'de 45 sn, 36 °C'de 45 sn,72 °C'de 60 sn olmak üzere
toplam 45 siklusta gerçekleştirildi. Sonuç olarak, RAPO yöntemi ile kanatlı hayvan etlerinde lur tespitinin yapılabileceğ i, böy
lece et tür1erinin orijini tespit edilerek tüketicinin aldatılması engellenecaği gibi toplumun tükelmediği hayvan etlerinin daha
kolay, hızlı vegüvenilir birşekilde saptanabileceği tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Kanatlı Etleri, TürTayini, RAPO

Summary : Inthisstudy, meats of 8 poultry soeces (chicken, turkey, gull, oslrich, duck, goose, quail, partridge)wereidenlitied
by rarıdom amplilied po/ymorplı ic DNA(RAPO) method lISing mo different primers 0110 nucleolides each (primer 1· CM
TCG CCGT, primer2- CCA CAG CAG T). A 45-cyc1lIS PCR (each cycle; 45 s al 94°C, 45 s at36°C, and60 s at 72"C) was
pertermed for idenlilicalion of poutlry tıesh. Results concluded thal RAPO is a practical, rapid, and reliable method thal can
be used lar identification ol poultıy meats in control of adulteralion ol consumers from exposure to Ihe llestı Ihal the society
nonnallydoes not consume.
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Gırış

Özellikle az gelişmi ş veya gelişmekte olan ül
kelerde hayva nsal protein yetersizfiğine ba{ılı ola
rak et ve ürünleri yüksek fiyatla satılmaktadır.

Buna bağlı olarak gelir düzeyi düşük tüketicllerin
ucuz et ve ürünlerine olan taleple ri artmaktadır.

Bazı işletmecile r bunu bir fırsat bilip daha çok eko·
nomik kazanç elde etme k amacıyla çok ucuz bir
şekilde sağlad ı kla rı toplumun tüketmediği hayvan
etle rini doğruda n veya et ürünlerine kanşurarak

satışa sunabilmektedirler (llhak ve Arslan, 2003;
[lhak, 2004; Girish ve ark., 2004) . Toplumun tü
ketmediği hayvan etreri kullan ılarak hileli üretimler
yap ı l makta, buna bağlı olarak gıda kontrol hiz
metleri zo rlaşmakta ve halk sağlığı önemli ölçüde
tehdit edilmektedir. Ülkemizde de boyutları belli 01
mamakla birlikte böyle euertn doğrudan veya
ürüne dönüştü rülerek sat ı şa s unuld uğ u zama n
zaman görsel ve yaz ılı basında vurgulanmaktadır

(Kamber, 1993 ; llhak, 2004 ). Buna bağlı olarak
türe özgü zoonoz ve zoo noz olmayan bi r çok has-

talık yayılmakta , tüketici sa{ılığı riske edilmekte, tü
ketic inin dini inançları hiçe sayılmakta ve ekonomik
açıdan da önemli kayıplar olmaktadır (Koh ve
ark. ,1998; Verkaar ve ark., 2002; [Ihak ve Arsla n,
2003) .

Kırmızı ellerde tür tayininde duyusal ni
teliklere, anatomik farklılıklara, kılın histolojik fark
lılığına , doku yağlarının özelliklerine ve etlerd eki gli
kojen miktarına dayanan yöntemlerin yanısı ra

imrnunolojk. elektrotoretik ve DNA hibrid izasyon
yöntemleri de kullanılm ı ştı r (Wintero ve ark., 1990;
Ebbehoj ve Thomsen, 1991a,1991 b; Della ve
ark.,1997; Buntjer ve Lens tra , 1998 ; Zhang ve
ark .,1999 ; Brodmann ve Moor, 2003; Saez ve ark.,
2004). Ancak immunoloj ik yöntemlerle kanat l ı et
lerinde tür tay ininin güvenilir olmadığı bel i rt ilmiş ti r

(Hird ve ark , 2003). Bunun la birlikte kanat lı et
lerinde morlolojik özelliklere ve duyusal farklı l ı k lara

bakarak tür tayinin yapılabi lmes i neredeyse im
ka nsızdır. Bu yöntemlerde karşı laş ı lan güçlük ler ve
bazı dezavantajlar nedeniyle kanatlı et ve et ürün
lerinin orij ininin tespit edilme si için doğ ru sonuç
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veren, basit ve hızlı yöntemlerin gelişt i ri lmes i zo
runlu hale gelmiştir (Rodriquez ve ark., 2003).

Moleküler biyolojide son yıllarda kaydedilen
hızlı gelişmeler, özellikle DNA'nın in vitro olarak
çok kısa sürede çoğaltılmasını sağlayan Polimeraz
Zincir Reaksiyonunun (Polymerase Chain Re
action::::PCR) geliştirilmesi bitki, bakteri ve hayvan
türlerinin orijininin tespit edilmesinde büyük ko
laylık sağlamış ve başarıyla kullanılmıştır (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
likçikleri, dört temel bazın (Adenin, Timin, Guanin,
Sitozin) değişik sırada yan yana ve karşılıklı di
zilmesinden oluşur, bunlar canlılar için çok önemli
olan genetik bilgileri taşırlar ve bu bilgiler bazların

diziliş sırası ile yakından ilgilidir. Farklı türlerin
DNA'ları birbirine uymaz. Bu durum türler arasında

genetik farklılıkları oluşturur (Arda, 1995). PCR
tekniğinde DNA'nın bu özelliklerinden ya
rarlanı larak tür ayırımı yapılmaktadır. Bu amaçla
PCR ile PCR taban lı olan Random Amplified Poly
morphic DNA (RAPD) ve Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) yöntemleriyle et
türlerinin tespiti yapılmıştır (Meyer ve ark., 1994;
Appa Rao ve ark.,1996; Matsunaga ve ark., 1999;
~ockley ve Bardsıey, 2002; Sawyer ve ark., 2003;
IIhak ve Arslan, 2003; Sasazaki ve ark., 2004).
Hopwood ve ark. (1999) , PCR yöntemi ile 80, 100
ve 120 oC' de 30 dakika ısı! işlem uygulanmış ka
nallı ellerinde tür tespitini yapmışlardır. Başka bir
çalı~mada (Weder ve ark., 2001), yine PCR yön
temıyle 26 farklı balık ve 17 farklı hayvan türü tes
pit edilmiştir.

RAPD, kullanılan kısa oligonükleotid pri
merlerin hedef DNA dizisinde birden fazla yere
bağlanarak bu bölgeleri çoğaltması ve çoğaltılan

DNA segmenllerinin jel elektroforezde yürütülmesi
i ş l em id i r . Jel elektroforezde oluşan DNA banliarı

karşılaştırılarak türlerin ayırım ı yapılmaktadır. Bu
yöntem bitki, bakteri ve hayvan türlerinin tes
pitinde başarıyla kullanılmaktadır (Welsh ve
McClelland 1990; Çetinkaya,1998).

Bu çalışmada, iki farklı 10 bazlık oli
gonükleotid primer kullanılarak RAPD yöntemi ile
kan~t~1 eller inde tür tespiti yapıldı. RAPD yön
temının toplumun tükettiği ve tüketmediği kanallı

ellerinin tür tespitinde rutin bir analiz yöntemi ola
rak kullanılmasının avantaj ve dezavantajları tespit
edildi.
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Materyal ve Metot

Çal ı şmada tavuk, hindi, bıldı rcın, keklik, kaz,
ördek, devekuşu ve martı eti kullanılmıştır. Etler
DNA ekstraksiyonu yap ı l ıncaya kadar -20°C'de
muhafaza edilmiştir.

DNA Ekstraksiyonu

Et örneklerinden Koh ve ark. (1998)'nın bil
dirdiği ekstraksiyon yöntemi modifiye edilerek
DNA izole edildi. Örneklerden yaklaşık 1 g alınarak

15 ml'lik polypropilen tüplere konuldu ve üzerine 4
ml TNES solusyonu (20 mM Tris pH 8,150 mM
NaCI,10 mM EDTA, %0.2 SDS) eklenerek ho
rnojenlze edildi. Homojenizasyondan sonra 750 III
alınara~. 1,5 ml'lik ayrı bir eppendorf tüpüne ak
tarıldı. Uzerine 10 III proteinaz K (200 mg/ml) ve
50 III %10 SDS ilave edilerek kuwetlice çalkalandı

ve 56°C'ye ayarlı çalkalamalı benmaride 1 gece
bekletildi. Daha sonra süspansiyona 6 M NaCl'den
250 LLL ilave edilerek 12.000 rpm'de 5 dakika sant
rifüj yapıidr. Santrifüj sonunda üst sıvıdan 500 III
ayrı bir eppendorf tüpüne aktarılarak üzerine 300
LLL tenol + kloroform + izoamilalkol (25:24:1) ilave
edilerek kuwetlice karıştırıldı ve 12.000 rpm'de 5
dakika santrifüj edildi. Üst sıvıdan 400 III alınarak

üzerine 400 LLL kloroform eklendi, karıştırma iş

leminden sonra tekrar santrifüj edildi. Üst sıvıdan

300 LLL ayrı bir eppendorf tüpüne alındı üzerine 
20°C'lik absolut ethanoldan 300 III ve 30 III sod
yum asetat ilave edilerek vortekslendi, DNA'nın

çökmesi için 2 saat -80°C'de bekletildi. 13.000
rpm'de 10 dakika santrifüj edilerek üst sıvı alınd ı.

Peletin üzerine 300 LLL %70'lik alkol eklendi ve
13.000 rpm'de 5 dakika santrifüj edilerek yıkama

işlemi gerçekleştirildi . Sonra alkol boşaltılarak, pe
letin kuruması için tüpün ağzı 30 dakika açık bek
letildi. Dipte kalan kuru pelet 200 LLL steril distile su
ile sulandırılarak PCR için hedef DNA olarak kul
lanıldı .

PCR

PCR işlemi, PCR Sprint (ThermoHybaid , Eng
land) cihazı ile yapıldı. Toplam hacmi 50 LLLolacak
şekilde eppendorf tüpe 5 III 10xPCR buffer (Fer
mentas,Hanover,USA), 7.5 III 25 mM MgCI2' 250
mM deoksinükleotidtrifosfat (dNTP's), 2 U Tag
DNA polimeraz (Promega,Madison,USA), 2.5 III
20-25 pmol primer ve 5 LLL hedef DNA konuldu. Ça
lışmada CAA TCG CCG T (primer 1) ve CCA CAG
CAG T (primer 2) oligonükleotid dizilişine sahip
primerler (Integrated DNA Technologies,lnc.) kul
lanıIdr. Hazırlanan eppendorf tüpleri thermocycler
cihazına yerleştirilip, 94°C'de 45 sn, 36°C'de 45
sn, n OC'de 60 sn olmak üzere toplam 45 siklusta
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Şekil 1. Primer 1 ile çoğaıt ılan kanatlı hayvan DNA' larından elde edilen RAPO profillerinin agaroz jel elektroforezdeki gö
rünümleri.
M·marker, 1- tavuk, 2- hindi, 3- martı, 4- devekuşu, 5- ördek, 6- kaz, 7- b ı ld ı rc ı n , 8- keklik

!,

Şekil 2. Primer 2 ile çoğaltılan kanatlı hayvan DNA'larından elde edilen RAPO profillerinin agaroz jel elektroforezdeki gö
rünümleri.
M-marker, 1- tavuk, 2- hindi, 3- mart ı , 4- devekuşu , 5- ördek, 6- kaz, 7- bıldırcın , 8· keklik

PCR i şlemi gerçekleştirild i. Çoğaıtılan DNA seg
menUeri %1.5'lik agaroz jele (Sigma) yüklenerek 2
saat 100 voltta elektroforez i ş lemi ne tabi tutuldu.
Elektroforez işleminden sonra agaroz jel ethidium
bromide (0.5 ı.ıg/ml) ile boyanarak UV tran
silluminator'de gözlendi ve fotağraf ı çekildi (Po
loroid 322 Kamera ve T667 film).
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Bulgular

Çalışmada kullanılan kanatlı hayvanlara ait
DNA'Iarın primer 1 kullanılarak elde edilen PCR
ürünlerinin agaroz jel elektroforezdeki görünümleri
şekil 1'de, primer 2 kullanılarak elde edilen PCR
ürünlerinin agaroz jel elektroforezdeki görünümleri
ise şekil 2'de verilmektedir. Primer 1 ile elde edi-



len bantlar (RAPO profili) birbirler iyle kar
ş ı laşt ı rı ldığ ında 8 farklı tür kanatl ı hayvana ait
RAPO profillerinin birbirlerinden farklı olduğu ve
profillere bakarak etlerin kolaylıkla birbirlerinden
ayı rt edilebild iğ i görülmektedir (Şekil 1). Primer
2'nin ise kanatl ı hayvanlardan tavuk ve kaz için
RAPO profili vermediği , hindi, martı , devekuşu,

ördek, bı ld ı rc ı n ve keklikte oluşan RAPO profiller i
incelendiğinde ise her hayvana ait oluşan RAPO
profillerinin birbirinden farklı olduğu ve böylelikle
bu hayvanlara ait etlerin ayırt edilebild iğ i gö
rülmektedir (şek il 2).

Tartışma ve Sonuç

Bu araştı rmada, 10 bazlık 2 fark lı primer (pri
mer 1-CAA TCG CCG T, primer 2- CCA CAG
CAG T) ve tek bir PCR program ı ku llanılarak ka
natlı hayvan etlerinde tür tespiti yapı lmışt ı r.

RAPO yönteminde kullanı lan primere göre,
gerek tür içinde gerekse türler arasında farklı

bantlar elde edileceği için bu yöntemde çok çeşit l i

sonuçlar alı nmaktad ır (Koh ve ark, 1998). Elde
edilecek ONA bantlarının sayıs ı kullan ılan primere
göre değişir. Hatta ku llan ı lan bazı primerlerle hiç
bir ONA bandı elde edilmeyebilir. Farklı lık pri
merdeki baz diziliminden kaynaklan ı r. Oeğ iş ik baz
dizilişlerine sahip primerle rle hedef ONA'n ın de
ğiş ik kısımları çoğaltılarak tamamen fa rk l ı RAPO
profil sonuçları alındığı belirtilmiştir (Lee ve Chang,
1994; Iciar ve Ingrid, 1998; Koh ve ark., 1998). Bu
y üzden ] her hayvan türünde ayrı bir primer kul
lanılması halinde farklı sonuçlar alınmaktadır. Bu
nedenle, kullanılacak primer, orijini saptanacak et
lerde sonuç verebilecek baz dizilimine sahip ol
malı ve analize alınan bütün hayvan türlerinde de
aynı primer kullanılmalıdır (Koh ve ark., 1998).

Türlerin tespitinde daha net bir sonuç ala
bilmek için az miktarda veya tek bir DNA bandı

oluşturan primerlerin kullanılması önerilmektedir
(Iciar ve Ingrid, 1998). Nitekim, Koh ve ark.
(1998), RAPO yöntemiyle hayvan türlerin in ayırımı

üzerine yaptıkları çalışmada, 29 farklı 10 bazlık

oligonükleotid primer kullanarak en uygun primeri
bulmaya çalışmışlardır. Çalışmada bazı primerlerin
RAPO yöntemi için uygun olmadığı ortaya çık

mıştır.

RAPO yönteminin başl ıca avantajları, spesifik
PCR ve RFLP yöntemlerindeki gibi her hayvan
türü için tür-spesittk primerin kullanılmasına ve her
hayvan türü için ayrı bir PCR işlemine gerek du
yulmamasıdır. Ayrıca türlerin ONA dizilişlerinin bi
linmesine de gerek yoktur. Rasgele seçilmiş, kısa
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oligonükleotid primerler ile ortaya çıkan RAPO
profilleri incelenerek, türler arasındak i fark l ıl ık la r

ortaya konulabilir ve bu sayede et türlerinin orijini
tespit edilebilir. Bu avantajlar sayesinde RAPO
yöntemiyle et türlerinin tespiti daha kısa sürede ve
daha ucuz olarak yapı lmaktadır (Iciar ve Ingrid,
1998). Dezavantaj i ise, kullan ı lacak her fark lı pri
mer ile farklı bir sonuç alınacağından RAPO yön
temin in standardize edilmesi gerekmektedir (Koh
ve ark., 1998).

Çalışmada kullan ılan , 10 bazlık 2 farklı pri
merin RAPO profil sonuçları incelendiğinde, pri
mer 1'in çalışmada kullanılan kanatl ı hayvanların

tümünde tür tayinini ve ayrımın ı yaptığ ı , primer
2'nin ise tavuk ve kaz etinde tür tespitini ya
pamadığ ı , fakat hindi, martı, devekuşu , ördek, bıl

d ırc ın ve keklik etlerinde hem tür tespitini, hem de
türler arasındak i RAPO profil farklılıklarını ortaya
koyduğu tespit edildi. Oeney sonuçla rı diğer araş

t ırıcı larla (Lee ve Chang, 1994; Koh ve ark., 1998;
Iciar ve Ingrid, 1998) karş ı laş t ı rıld ı ğında RAPO
yönteminin yorumlanması açısından bir farklı l ı k

görülmedi. Bu çalışmada da kullanılan 2 farklı pri
mer ile 2 fark lı RAPO profili elde edildi. Oeney so
nuçları değe rlend i rild iğ inde , RAPO yöntemi ile ka
natl ı etlerinde, etlerin orijini tespit edilirken her
zaman ayn ı primerlerin kullanılmasının zorunlu ol
duğu , fark lı primerler ile yap ı lan analizler so
nucunda ortaya çıkan RAPO profillerine bakarak
tür tespitinin yap ı lmasın ı n imkansız olacağı be
!irtilebilir.

Sonuç olarak, RAPO yönteminin ekonomik,
pratik olması, aynı anda çok sayıda örneğin analiz
edilmesi, kısa sürede sonuç vermesi gibi ne
denlerden dolayı kanatlı etlerinde tür tespitinde
kullanılabileceği belirtilebilir. Böylece, iş gücü,
zaman ve maddi açıdan da tasarruf sağlanmakla

birlikte tüketicinin de aldatılması önlenmiş ola
caktır. Gelişmekte olan bir ülke olarak hızlı, duyarlı

ve ekonomik olan bu yöntemin gıda la
boratuarlarında yaygınlaştırılarak, et türlerinin ori
jininin tespitinde kullanılmasının daha doğru ola
cağı vurgulanabilir.
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