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Kayseri Sehir Merkezinde Kasap ve Marketlerde Satiga Sunulan Sigir Etlerinde PCR Yoéntemi ile
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Ozet: Et biiyiime ve gelismenin tamamlanabilmesi igin gerekli temel protein kaynagidir. Et tiirleri iginde sigir eti tilketimi (ilke-
mizde Onemli bir yere sahiptir. Ette kalite standartlarindan biri disi ve erkek sigir etinin ayinmidir. Erkek sigirlardan elde edilen
etler disilerden elde edilenlere gore daha kaliteli ve satis fiyatlari daha yliksektir. Bu da kasaplik olarak satisa sunulan etlerde
cinsiyet tayinini dnemli kilmaktadir. Cinsiyetin belirlenebilmesi icin farkli laboratuvar ydntemleri gelistiriimistir. Bu calismada
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Y kromozomuna 6zgli genleri ayirt eden iki farkli primer seti kullanilarak, kasaplik olarak
satisa sunulan sigir etlerinde cinsiyet tayininin arastiriimasi amaglanmistir. Yapilan ¢alismada elde edilen sonuglara gore
kullanilan 30 adet et 6rneginden 15’inin disi 15'inin erkek cinsiyete ait bant goruntileri verdigi saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Cinsiyet, PCR, sigir eti

Determination of Gender by using PCR Method on Cattle Meats Sold in Butcher’s and Markets in Kayseri City
Center

Summary: Meat is an essential protein source required by the body for growth and development. Cattle meat has an im-
portant area in our country. Determination of gender is one of the quality standards for meat. The quality of meat obtained
from male cattles is hingher than that of female ones so the prices of male cattle meat is higher than female cattle meat. A
number of methods have been developed for gender determination on meat. In this study, Y chromosome-specific genes that
distinguish two different primer sets on the availability of gender determination in cattle meat was aimed to investigate with
the polymerase chain reaction (PCR). PCR results were obtained on meat samples (30); 15 female, 15 male genders were

determined through gel-electrophoresis images.
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Giris

Et, vicutta blyime ve gelismenin devamliligi ve
metabolizmanin dizenlenmesi igin gereken prote-
inleri, aminoasitleri, vitamin ve mineralleri igcerdigi
icin cok degerli bir besin kaynagidir. insan bes-
lenmesinde ihtiyag duyulan proteinin %40-50’si-
nin hayvansal kokenli gidalardan saglanmasi ge-
reklidir. Gelismis Ulkelerde glnlik protein ihtiyaci
¢ogunlukla et ve et Grlnlerinden kargilanmaktadir
(12). Bu durum et ve iglenmig et Urlnlerinin tike-
timinde devamli bir artisa neden olmaktadir. Et
drtnlerinin gesitliliginde ve tliketiminde gorilen ar-
tis kullanilan etlerde kalite standartlarinin gelisme-
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sine sebep olmustur (12, 13). Gida Tarim Orgiiti
istatistik Bélimi (Statistics Division of Food and
Agriculture Organization, FAOSTAT) 2009 yih ve-
rilerine gbre Turkiye’'de tiketime sunulan yillik Kigi
basina disen et miktari kg bazinda 4,5 kg buyuk-
bas (sigir-manda) eti, 4.2 kg klglkbas (koyun-ke-
¢i) eti, 16.6 kanath (tavuk-hindi) eti ve 1.2 kg balik
etidir (9). FAOSTAT tarafindan bildirilen son kesim
verilerine gore Ulkemizde 2012 yilinda yaklasik
799.344 ton sigir eti elde edilmis ve tuketime su-
nulmustur (9).

Sigir etleri, elde edildigi hayvanin cinsiyeti ve yasi
g6z 6nline alinarak siniflandiriimaktadir. Disi sigir
etleri erkek sigir etlerine gore 6zellikle karkas agir-
g1, mermerlesme ve yaglanma skoru gibi kalite
standartlarinda daha disuk kalitededir (23). Digi
hayvanlar 6ncelikli olarak Greme ve sit Uretimi he-
defi ile yetistiriimekte bu nedenle yaglandiklarinda
veya damizlik disi birakildiklarinda kesime sevk
edilmektedir. Yasa bagh olarak kas liflerinin uzun-
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luk ve sertligi artmakta buna paralel olarak kollajen
dizeyindeki artis disi hayvanlardan elde edilen etin
kalitesini disurmektedir. Bu nedenle, genel olarak
et kalitesi standartlarina gore erkek sigir eti, inek
veya dlve etine gore daha kaliteli kabul edilmek-
te dolayisiyla yiiksek fiyatta satisa sunulmaktadir
(24). Bu da kasaplarda satilan veya paketlenmis et
ve et Urlnlerinde erkek sigir eti etiketi altinda disi
sigir eti kullanilarak tiketicinin aldatiimasi riskini
ortaya gikarmaktadir (5).

Kasaplik olarak satilan etlerde ve islenmis et trln-
lerinde kullanilan etin elde edildigi hayvanlarin
cinsiyetini belirlemek i¢in enzime bagl immuno-
sorbent deneyi (ELISA) (20), kromatografi, ylk-
sek performans-atmosferik basing ve kimsayasal
iyonizasyon kullanilarak yapilan sivi kromotografi
(LC-APCI-MS-MS) (6) ve gaz kromatografi-kutle
spektrometrisi (GC-MS) (14) gibi hormon analizine
dayanan immunokimyasal metodlar kullaniimis ve
kullaniimaktadir.

Ancak DNA kullanilarak yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yonteminin gelistiriimesi ile son
yillarda et ve et Grlinlerinde cinsiyet tayini igin kolay
ve ucuz olmasi nedeniyle PCR tabanh molekuler
tani testlerinden faydalaniimaktadir (1, 18, 21). Ge-
nomik DNA kullanilarak yapilan PCR temelli ¢alis-
malar, X ve Y kromozomlarinda bulunan amelogen
(AMELX ve AMELY) (4, 8, 10, 24) ve zinc finger
genlerinin (ZFX and ZFY) varliklarinin ortaya kon-
masi prensibine dayanmaktadir (15, 25). Bunun
yaninda gercek zamanh PCR, SYBR Green (3) ve
TagMan (17) teknolojisinin de sigir cinsiyet tayinin-
de kullanilabilecegi belirtilmigstir.

Yapilan calismada Kayseri sehir merkezinde ka-
saplik et olarak satisa sunulan sigir etlerinde PCR
yontemi ile etlerin elde edildigi hayvanlarin cinsi-
yetlerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem
Orneklerin Toplanmasi ve DNA Ekstraksiyonu

Calismanin materyalini olusturan 30 farkli sigir
eti 6rnegi Kayseri sehir merkezindeki farkl kasap
ve marketlerden temin edilmistir. Cinsiyeti bilinen
bir digi, bir erkek sigir DNA'sI pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Toplanan et érneklerinden 10 mg’lik
parcalar alinarak uygun pargalama tamponu ile
muamele edilmis ve DNA izolasyonu gergeklestiril-
mistir. Calismada kullanilan DNA’lar Sambrook ve
ark. (19) tarafindan bildirilen fenol-kloroform eks-
traksiyon yontemi ile izole edilmistir.

PCR Reaksiyonu

PCR reaksiyonu icin sigir Y kromozomuna 6zgu iki
primer seti kullanilmistir. Primelerden birisi Kami-
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mura ve ark. (14) tarafindan dnerilen ve galisma
ekibi tarafindan Male-l olarak adlandirilan Y- kro-
mozomuna 6zgu No. AC234853.4 accession nu-
marali primer setidir. Male-l primer seti forward
olarak 5-TGG ACA TTG CCA CAA CCA TT-3’ ve
reverse olarak ise 5-GCT GAA TGC ACT GAG
AGA GA-3’ seklinde baz dizisine sahiptir. Her iki
cinsiyet icinde ortak olan primer seti forward 5'-
GCC CAA GTT GCT AAG CAC TC-3’ ve reverse
5’-GCA GAA CTA GAC TTC GGA GC-3’ seklinde
baz dizisine sahiptir.

Calismada kullanilan ikinci primer seti ise Lopes
ve ark. (16) tarafindan Onerilen, Y kromozomuna
0zgl ve No. AC247032.3 accession numaral ve
calisma ekibi tarafindan Male-Il olarak adlandirilan
primer seti kullaniimistir. Male-II primer seti forward
5’-GAT CAC TAT ACA TAC ACC ACT-3’ ve reverse
5-GCT ATGC TAA CAC AAA TTC TG-3' seklinde
baz dizisine sahipken, yine bu primer seti ile birlikte
her iki cinsiyet igin ortak olan baz dizisi forward 5'-
TGG AAG CAA AGA ACC CCG CT-3 ve reverse
5-TCG TCAGAAACC GCA CAC TG-3' primer set-
leridir. Kurulan PCR reaksiyonlarinda; 1.5 ul DNA,
2 U Taq polimeraz, 50 yM dNTP Mix ve 0.2 yM hem
Y kromozomuna 6zgl hem de her iki cinsiyet igin
ortak primerler ilave edilerek toplam hacmi 37 ul
olacak sekilde PCR karigsimi hazirlanmistir. Male-I
primer seti kullanilarak yapilan PCR iglemi 94°C’de
5 dakika baslangi¢ denaturasyonunu takiben her
bir dongusi; 94°C’de 1 dakika, 60°C’de 1 dakika,
72°C’de 1 dakika olacak sekilde 50 dénglyu taki-
ben 6rneklerin 72°C’de 10 dakika tutulmasindan
sonra PCR islemi tamamlanmistir.

Male-Il primer seti kullanilarak yapilan PCR islemi
ise 95°C’de 5 dakika baslangi¢ denaturasyon asa-
masindan sonra her bir dongisu; 95°C’de 30 sani-
ye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 30 saniye olacak
sekilde 33 dongu yapilmig ve son dénguyu takiben
ornekler 72°C’de 7 dakika bekletilerek reaksiyon
tamamlanmigtir. Calismada kullanilan et drnekleri-
nin cinsiyetleri, Male-I ve Male-Il primerleri ile elde
edilen PCR runlerinin %2’lik agaroz jel elektrofo-
rezi islemi sonucunda belirlenmigtir.

Bulgular

Male-I primeri kullanilarak yapilan PCR islemi so-
nucu elde edilen jel-elektroforez goérintisiinde
disi cinsiyeti temsil eden 102 bp uzunlugunda tek
bant, erkek cinsiyeti temsil eden 102 bp ve 226 bp
uzunlugunda iki bant goértlmustir (Sekil 1). Male-lI
primeri kullanilarak yapilan PCR islemi sonucunda
ise disi cinsiyeti temsil eden 216 bp uzunlugunda
tek bant, erkek cinsiyeti temsil eden 141 bp ve 216
bp uzunlugunda iki bant gértlmustir (Sekil 2).
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Sekil 1. Male-l Primeri ile yapilan agaroz jel elektroforez gorintlsi: A:102 bp (), B:102, 226 bp (3); 1,
2,4, 5 ve 8 Q cinsiyete sahip oldugunu saptanilan érneklerin PCR goriintiisi; 3, 6 ve 7 & cinsiyetine sahip
oldugunu saptanilan érneklerin PCR gorintiisi; 9: (+) kontrol & PCR gorlntiist; 10: (+) kontrol ¢ PCR

goruntusu; M: 100 bp’lik DNA ladder (O’'Gene Ruler, Fermentas).

Sekil 2. Male-I Primeri ile yapilan agaroz jel elektroforez goriintiisi: A:141 bp (Q), B:141, 216 bp (&); 1, 2,
4, 5 ve 8 Q cinsiyete sahip oldugunu saptanilan érneklerin PCR goriintlisi; 3, 6 ve 7 & cinsiyetine sahip
oldugunu saptanilan 6rneklerin PCR goriintisi; 9: (+) kontrol & PCR goriintisi; 10: (+) kontrol ¢ PCR
gOruntusu; M: 100 bp’lik DNA ladder (O’Gene Ruler, Fermentas).

Farkl primer setleri kullanilarak yapilan PCR ig-
lemlerinden elde edilen Urinler ayri ayri agaroz jel
elektroforezi yontemi kullanilarak gorintilenmigtir.
Her iki islemden elde edilen sonuglarin birbirini des-
tekledigi gbézlenmigstir. Buna goére galismada kulla-
nilan 30 adet sigir eti numunesi pozitif kontroller ile
karsilastiriimis ve érneklerin 15’inin disi, 15’inin ise
erkek cinsiyeti temsil eden bant gérintisiu verdigi
belirlenmistir.

Tartigsma ve Sonug

Kesim sonrasi karkaslarda cinsiyet tayininin mor-
folojik muayene ile kesin sonuglar veremeyece-

gi ve satig sirasinda hileler yapilarak tiketicinin
hem ekonomik hem de kalite bakimindan zarara
ugratilabilecegi dusunulmektedir (5). Market ve
kasaplarda satilan etlerin cinsiyet tayininin tespiti
icin birtakim metotlar gelistiriimis ve bunlarinda en
hizlh ve en glvenilir olaninin PCR teknigi oldugu
bildirilmistir (24). Disi sigir etleri st Gretimi igin ye-
tistirilen yasli inekler ve damizlik degerini kaybet-
mis ineklerden elde edildigi icin erkek sigir etinden
daha dusuk kaliteli olarak degerlendirilir (21). Tar-
kiye'de Uretilen sigir etlerinin Et ve St Kurumu’nun
(7) kalite siniflandirmasi ve alim fiyatlari (kaynak)
incelendiginde alimi yapilan etlerde I. kalite (erkek
cinsiyete sahip hayvanlar) etlerin Ill. kalite (disi cin-
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siyete sahip sigir etleri dahil) etlere gére % 19'luk
bir fiyat farkiyla daha yiksek fiyatta alima sunul-
dugu goriilmektedir. Ulkemizde TUIK 2009 verile-
rine goére % 30 oraninda disi sigir eti (dive, inek)
tiketime sunulmaktadir (22). Dolayisiyla alim son-
rasi satilan kasaplik etlerin elde edildigi hayvanla-
rin cinsiyetlerinin belirlenmesinin; haksiz kazancin
Oonlne gegilmesi ve tiketiciye kalite standartlarina
uygun drdnlerin sunulmasi agisindan 6nemsenme-
si gerektigi distunUlmektedir. Tuketime sunulan et
drtinlerinde kullanilan etin elde edildigi hayvanlarin
cinsiyetlerini belirlemek igin bugtine kadar yiiksek
duyarhlik ve hassasiyete sahip hormon bazli im-
munokimyasal metotlar kullaniimis ancak, yiksek
maliyet ve teknik kisittamalar sebebiyle kasaplik et-
lerde cinsiyet tayininde bu yontemlerin rutin olarak
kullanilmasi sinirh kalmistir.

Et ve et Urlnlerinde kullanilan etlerin kaynaginin ve
cinsiyetlerin belirlenmesinde PCR tabanli moleki-
ler genetik metotlarin kullaniminin; kolayhgi, siresi
ve maliyeti nedeniyle son yillarda artis gosterdigi
bildiriimektedir (1, 21). Ballin ve ark. (3) tarafindan
yapilan bir galismada X ve Y kromozomuna ait se-
kanslara spesifik bdlgeleri taniyan amelogenin lo-
kusunun real-time PCR (RT-PCR) metodu ile sigir
etlerinde cinsiyet tayini arastirnimis ve basarili so-
nuglar elde edilmistir. Son yillarda kullanimi gittikce
yayginlagsan RT-PCR teknigini uygulamak uzman-
ik ve teknik alt yapi gerektirmekte, ayrica ekono-
mik agidan yaptigimiz bu ¢alismaya kiyasla daha
pahali oldugu distnllmektedir. Bai ve ark. (2) Y
kromozomunda bulunan SRY geni i¢in Uretilmis
farkh primer setini ilkel bir sigir tirG olan Yak’larda
kullanmis ve cinsiyet tayininde basarili olmuglardir.
Diger taraftan Gokulakrishnan ve ark. (11), Ame-
logenin ve SRY genlerinin incelendidi dubleks PCR
metodunu kullanarak bu iki gene ait primerlerden
yapilan PCR sonuglarinin birbirini destekledigini
bildirmiglerdir.

Sunulan ¢alismada PCR teknigi kullanilarak Kay-
seri ilinde satisa sunulan kasaplik et érneklerinde
cinsiyet tayini icin PCR tabanli hizli, givenilir ve
basit bir molekiler protokoliin uygulanabilirligi ile
bu molekiler protokolde kullanilabilecegi bildirilen
iki farkli primer setinin sonuglarinin karsilastiril-
masi hedeflenmis ve PCR analizinde kullanilan iki
primer setinin sonuglarinin da birbiriyle ve pozitif
kontroller ile 6rtlstigu ortaya konmustur. Yapilan
¢alismadan elde edilen sonuglar, cinsiyet tayininde
PCR teknolojisinin kisa zamanda sonug veren eko-
nomik bir ydontem oldugu dislincesini desteklemis
ve PCR isleminde kullanilan iki primer setinin de
et drneklerinde cinsiyetlerin belilenmesinde kulla-
nilabilir olabilecegi kanisini olusturmustur. Ozellikle
Avrupa birligine uyum silirecinde gerek Tirkiye'de
satisa sunulan et gerekse ithal edilen paketli et
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dranlerinde kalite standartlarini yikseltmek ve eko-
nomik agidan tiketicileri tuzaga dusurtcu bir takim
egilimlerin 6nline gecilmesi hususunda PCR yon-
teminin ucuz, uygulanabilir ve kisa sirede sonug
alinabilir bir ¢dzim olabilecegi dislnulmektedir.
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