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Eisenia andrei tiirii solucanlar, hem ¢evresel hem de ekonomik agidan faydali olmalart
sebebiyle ¢ok onemli ve organik atiklarin yonetimi igin siklikla kullanilan organizmalardir.
Ekotoksikoloji, fizyoloji, genetik c¢aligmalardaki yaygin kullanimlari nedeniyle bu tez
calismasinda da biyobelirteg olarak secilmistir. Gergeklestirilen bu tez kapsaminda kadmiyum
ve bakir agir metallerinin ti¢ farkli konsantrasyonda (LCsq degerlerinin yarisi, iki kat1 ve LCs
degerine yakin olacak sekilde ayarlanmis), 14 giin siireyle Eisenia andrei tiiriine uygulanmasi
ve etkilerinin gen diizeyinde incelenmesi hedeflenmistir. Bu kapsamda OECD’ nin uygun
gordiigii test topragi hazirlanmis ve 10 adet plastik kutuya boliinerek ardindan agir metaller
ortama eklenmistir. Uzun siireli karistirildiktan sonra homojen hale getirilen toprak humuneleri
toprak analizine MTA Genel Miidirliigii’ ne gonderilmis ve ardindan solucanlar ortama
almmustir. Topraktaki ayarlanan agir metal konsantrasyonlari; kontrol, 500, 1000, 2000 ppm Cd,
250, 500, 1000 Cu, 500 ppm Cd +250 ppm Cu, 1000 ppm Cd +500 ppm Cu, 2000ppm Cd+
1000 ppm Cu seklindedir. Her diizenekten 24 saat ve 14 giinlin sonunda 6rneklem alinmis, agir
metal uygulamasindan Once ve sonra solucanlar tartilmistir. Daha sonra RNA izolasyon
basamagina gecilmis, agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. izole edilen RNA’ lardan
cDNA sentezlenmis, sentezin sonrasinda Real-Time PCR ile Metallothionein geninin
ekspresyon profiline bakilip, veriler analiz edilmistir. Bu gen, agir metal detoksifikasyonunda
¢ok onemli role sahiptir. Yapilan agirlik 6lgtimleri analizleri sonucunda, agir metal uygulamasi
yapilan topraklardaki solucanlarda genel manada anlamli azalma goriilmiistiir. Hayatta kalma
oranlar1 ise % 76 ile % 0 sifir arasinda dagilim gostermistir. Real-Time PCR sonuglarina
bakilacak olursa, Metallothionein geninin ekspresyon seviyesinde, agir metal oranlar1 sabitken,
zaman fakt6rii ile 6nemli derecede artis goriilmiistiir. Zaman sabit tutuldugunda ise, sadece Cd
uygulamasinda, artan konsantrasyonlarla dogru orantili olarak anlamli seviyede azalma
goriilmiistiir. Cu uygulamasinda ise 1 giin i¢in, 250 ppm ’den 1000 ppm ’e ¢ikildiginda yaklagik
95 kat artis goriilirken, 14 giinde yaklasik 2 kat artis goriilmiistiir. iki metal birlikte
uygulandiginda ise 1 giin i¢in profil, sadece Cd uygulandigindaki gibidir. 14 giin maruz kalanlar
icin ise sablon sadece Cu uygulamasindaki gibidir ve anlamli bir artiy sz konusudur. Bu
calisma, Eisenia andrei tirti organizmaya, Cd ve Cu’ un birlikte, LCsodegerlerinin yaklasik 2
kati dozun uygulandigi, bu dozlara maruz kalan solucanlarin gen ekspresyon profilinin
gosterildigi ilk caligmadir.
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Eisenia andrei is very important species used for the management of organic wastes because it
is both environmentally and economically beneficial. It was chosen as a biomarker in this thesis
project because of its widespread use in ecotoxicology, physiology and genetic studies. In this
study, it was aimed to apply cadmium and copper heavy metals to Eisenia andrei in three
different concentrations (adjusted to be close to half, twice the LCs, value and LCs, value) for
14 days and to examine their effects at the gene level. In this context, the test soil deemed
appropriate by the OECD was prepared and divided into 10 plastic boxes and then heavy metals
were added to the environment. In this context, the test soil prepared appropriately by the OECD
approved standart and divided into 10 plastic boxes and then heavy metals were added to the
environment. Soil samples, which were homogenized after long-term mixing, were sent to MTA
for the soil analysing and then worms were taken to the test environment. The heavy metal
concentrations set in the soil are control, 500, 1000, 2000 ppm Cd, 250, 500, 1000 Cu, 500 ppm
Cd 250 ppm Cu, 1000 ppm Cd 500 ppm Cu, 2000ppm Cd 1000 ppm Cu. Samples were taken
from each setup at the end of 24 hours and 14 days and worms were weighed before and after
heavy metal application. Then, RNA isolation step was fallowed and the integrity and quality
was checked by agarose gel electrophoresis. From the isolated RNAs, cDNA was synthesized,
the expression profile of the Metallothionein gene was examined by Real-Time PCR and the
data were evaluated. This gene has a very important role in heavy metal detoxification. As a
result of the weight measurements analysis of the worms, a significant decrease was observed in
the worms in the soil which the heavy metals were applied. Also their survival rates ranged
from 76% to 0% zero. Considering Real-Time PCR results, Metallothionein gene expression
level increased significantly with time factor while heavy metal ratios were constant. When the
time was kept constant, a significant decrease was observed in Cd application only in direct
proportion with increasing concentration. In Cu application, when it is increased from 250 ppm
to 1000 ppm for one day, approximately 95 times increase was observed in expression, while in
14 days it increased approximately two times. When the two metals are applied together, the
profile is for one day, revealed the same result with Cd application. For those who are exposed
to 14 days, the pattern is just like Cu application and there is a significant increase. This study is
the first study in which approximately twice the dose of Cd and Cu is applied to the Eisenia
andrei and LCspvalues and the metallothionein gene expression profiles are displayed in worms
exposed to these doses.

May 2020, 38 Pages
Anahtar Kelimeler: Eisenia andrei, Eisenia fetida, RT-PCR, in vivo, UV
spectrophotometer, Metallothionein, Copper, Cadmium
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1. GIRIS

Solucanlar hem ¢evresel hem de ekonomik agidan faydali olmalari dolayisiyla ¢ok
onemli organizmalardir. En onemli toprak ekosistem miihendisleri olarak taninirlar.
Eski Misir’ da, Kleopatra doneminde (M.O 69-30), toprak solucanlar1 kutsal hayvan
ilan edilmistir. O donemde toprak solucanlarinin, diinya tarihi boyunca diger

hayvanlardan daha fazla rol oynadigi belirtilmistir (Sehar vd. 2016).

Toprak solucanlarinin topraktaki aktivitelerinin, toprak ekosisteminin igleyisinin yani
sira mikro-flora ve mikro-fauna tiirleri ve sayilar1 iizerinde derin bir etkisi oldugu
gosterilmistir. Bugiine kadar tanimlanmis yaklasik 4000-6000 toprak solucani tiirii
vardir, ancak bu sayr muhtemelen grubun diinyadaki ¢esitliliginin yarisini temsil eder.
Eudrillus eugeniae, Eisenia fetida ve Eisenia andrei, iilkelerin ¢ogunda solucan
giibresinde kullanilan toprak solucanlarindan birkagidir (Sehar vd. 2016). Taksonomik

siniflandirmasi su sekildedir:

Regnum: Animalia
Phylum: Annelida
1.S1mnif Polychaeta

2. Smuf: Oligochaeta

1. Familya: Lumbricidae
1. Cins: Lumbricus spp.
2. Cins: Eisenia spp.

(Kaygorodova ve Sherbakov 2006)

Eisenia cinsine mensup bireyler kirmizimsi renkli, epilobouslar1 prostomium, birbirine
yakin ¢ift seklinde setalara sahip, ilk 5 segmentin yaklasik 4’ inde dorsal gézenek, 10.
da kesesiz kalsifer bezi, 9-12 segmentler aras1 dort ¢ift vezikiil, 9/10 ya da 10/11" de iki
cift sperm kesesi, gériinmeyen nefroporlar ve diizensiz degisen mesanelere sahiptir

(Jadwiga vd. 2015).



Eisenia andrei, organik atiklarin yonetimi i¢in en yaygin kullanilan solucanlardan
biridir. Aym1 zamanda ekotoksikoloji, fizyoloji, genetik ¢alismalarda kullanilan,
Ozellikle diinya ¢apinda genis dagilim gosteren, yasam dongiileri kisa, genis sicaklik ve
nem tolerans araligina sahip canlilardir. Haploid durumda (n=11) 11 adet kromozomlar1
vardur. {1k olarak Eisenia fetida’ nin farkli bir morfotipi olarak kabul edilse de, isimleri
Eiseni foetida foetida ve Eiseni foetida unicolour olarak kabul edilmistir ancak su an
literatiirde iki ayr tiir olarak kabul gérmektedirler. Eisenia andrei tekdiize kirmizi renge
sahiptir. Sintopik tiir olmasindan dolay1 giibre ve kompostlarda karisik kolonilerde

yasarlar (Dominguez vd. 2005).

Tiirkiye’ de de solucan giibresi tiretiminde kullanilan solucanlarin basinda gelir. Daha
once yapilan galismalarda, Eisenia andrei’ den elde edilen giibrenin, bitki verimini
arttirdigl gézlemlenmistir. Yapilan deneylerde bitkinin, bu tiir solucanin kullanildigi
topraktan, kullanilmayana kiyasla daha c¢ok mineral aldigt ve daha hizli gelisim

gosterdigi gegmis literatiir bilgisinde yer almaktadir (Bellitlirk 2018).

Sekil 1.1 Eisenia andrei tiirii solucanin anatomisi (Hong vd. 2001’den uyarlanmustir)

Uzunluk: 48-95 mm
Cap: 2,8-4,0 mm

Govde: Kesikli silindirik
Segment: 75-98



Seta: Cift halinde birbirine ¢ok yakin
Prostomium: Epilobus
Viicut Pigmentasyonu: Koyu kirmizimsi kahverengi

Dorsal Pore: 11k 4/5 veya 5/6 pigmentte (Hong vd. 2001).

Ozellikle metaliirjik olan insan aktiviteleri, toprakta metal elementlerin birikmesine
neden olur. Agir metallerin toprakta birikimi, insan sagligi i¢in bir tehdittir. Daha 6nce
yiiksek kadmiyum konsantrasyonundan kaynakli kanser vakalari tanimlanmistir. Ek
olarak metal eser elementlerin yiiksek miktarda bulunmasi, hayvanlarin lireme ve
bagisiklik sistemlerinde strese yol agarak bozulmalara neden olur. Metal elementler,
toprakta maruz kalan canlilar iizerinde bir stres olusturabilir. Metallerin neden oldugu
detoksifikasyon mekanizmalarini ve fizyolojik degisiklikleri daha iyi anlamak i¢in kirli
toprakla temas halinde olan bitkiler ve hayvanlar iizerinde g¢alismalar yapilmistir.
Molekiiler biyolojik tekniklerin ekotoksikolojiye uygulanmasi ile birlikte, canl
organizmalarda kirletici maddelerin etki mekanizmalari daha iyi anlasilmistir. Cevresel
stresorler ve genom arasindaki ilk entegrasyon, gen ekspresyon profilleridir.
Organizmalar, digsal degisikliklere tepkisini protein sentez yoluyla gosterirler. Bu
nedenle, giiclii bir ara¢ olan gen ifadesindeki degisikliklerin analizi, bir popiilasyonda
bir stresin varligini teshis etmek ve bu strese karsi verilecek olan cevabi mekanik

kurallara gore analiz etmek i¢in kullanilir (Brulle vd. 2008b).

Biyolojik sistemlerde iz metallerin eldesi; bliylime, solunum, i¢ sinyal ve diger gerekli
faaliyetler i¢in esastir. Ancak, bu kokli bagimliligin sonucu olarak, asir1 derecede
yiiksek reaktif ve potansiyel olarak tehlikeli temel metallerin yani1 sira, temel
elementlerin analoglar1 olarak dokulara giren toksik metallerin zarar vermesinden
kaginmalar1 gerekir. Bunlardan biri olan kadmiyum, baslica metal kaplamalarda ve
nikel-kadmiyum bataryalarda kullanilir. Ayrica kadmiyum; madenlerin eritilmesi, fosil
yakitlarin kullanilmasi, ¢6p yakma, kentsel trafik ve fosfatli giibre kullanimi gibi

faaliyetlerle atmosfere ve topraga siirekli salinmaktadir (Wang vd. 2010).



Agir metaller iglevsel olarak iki ayr1 gruba ayrilir: demir (Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn)
gibi temel metaller; civa (Hg), kursun (Pb), kadmiyum (Cd) gibi temel olmayan
elementler. Temel metaller, ¢esitli biyolojik siireclerin diizenlenmesinde rol oynayan
kofaktorler olarak bazi enzimlerde ve elektron transfer proteinlerinde katalitik gorevler
tstlenirler. Tim agir metaller, oranlarina ve oksidatif strese neden olmalarina bagh
olarak reaktif oksijen tiirlerininin olusumuna katilirlar. Ayrica temel olmayan
elementler, biyomolekiillerle dogrudan etkilesime girerek ya da biyomolekiillerle yer
degistirerek ¢esitli biyolojik stirecleri inhibe edebilirler. Dolayisiyla canlilar igin
oldukca zararlidirlar. Giiniimiizde sanayi faaliyetleri, madencilik, atiklarin serbest
birakilmasi, kanalizasyon sulari, tarimda agir metal i¢eren pestisit kullanimi ve dengesiz

mineral igeren gilibre kullanim1 gibi etkenler agir metal kirliligine neden olmaktadir

(Brulle vd. 2008b).

Uygulanacak bir diger metal Bakir (Cu)’ dir. Bakir, canlilar icin gerekli ve hayati
Ooneme sahip metallerden biridir. Elektron transfer reaksiyonu gibi pek ¢ok Onemli
reaksiyonlarin gergeklesmesinde gorev alir (Sitokrom oksidaz, katalaz, siiperoksit
dismutaz gibi). Memeli canlilarda Cu®*, oksijen tagmmasinda gorevli, alyuvarlarin
yapiminda da pay1 olan bir elementtir. Bitkilerde ise bakir, klorofilin yapisinda yer alir
ve enzimlerin dogru c¢alismasi igin iz miktarlarda bulunmasi gerekir. Bakir
omurgasizlarda ise, hemosiyaninin (kanda oksijen tagiyan pigment) yapisina girer, bu
yizden omurgasizlarin kani yesil-mavidir. Metabolizmada fazla miktarda bulunmasi
toksik etkiye sebep olur. Etki ettigi canlinin yapisina, boyutuna, bakirin kimyasal
formuna, doza ve maruz kalma siiresine gore canlilar iizerinde olusturdugu negatif
etkiler degisiklik gosterir. Bu nedenle kompleks ve biiyiik yapidaki organizmalarda
viicutta bulundugu oran elzemken, kiiciik ve basit yapili canlilarda ayn1 miktar 6liimciil
etki yaratir. Dogada birikmesi, 6zellikle sanayi atiklarinin suya karigmasi ve pestisit

kullanimi ile gergeklesir (Ustaoglu vd. 2015).

Toprakta metal birikimi canlilar i¢in her zaman tehdit olusturmustur. Bu kirlilik, bir
hiicreli mikroorganizmalardan en yliksek yapili canlilara kadar biitiin yagsam formlarini
etkilemektedir. Evrimsel siirecte canlilar, agir metalleri detoksifiye etmede birgok

yontem gelistirmislerdir. En 6nemlilerinden biri genetik olarak verilen cevaptir. Genetik



cevap icin bu caligmada inceleme yapilacak olan gen Metallotiyonin’ dir (Homa vd.
2015).

Ekotoksikolojide = molekiiler biyolojik  tekniklerin uygulanmaya baslanmasi,
organizmalarda Kkirletici maddelerin etki mekanizmalarmin daha iyi anlasilmasin
saglamistir (Wang vd. 2010). Toprak solucanlari, toprak biyokiitlesinin ana bilesenleri
arasindadir ve topragin yapisini, verimliligini korumada major Oneme sahiptirler
(Peijnenburg vd. 1999). Annelida, Oligochaeta grubu, en ¢ok incelenen faunistik
gruplardan biridir. Cogu kita ekosisteminde 6nemli rol oynayan bu hayvanlar; toprak
mikrofaunasinin ciddi bir bolimiinii temsil etmekte, yapinin korunmasi ve topragin
verimliliginin siirdiiriilmesinde gérev almaktadir. Annelidler, metal kirliliginden biiyiik
oranda etkilenirler. Topragin metalik kirlenmesi; cinsel olgunlagmay1 geciktirebilir,
enzimatik aktiviteyi degistirebilir, biiyiimeyi yavaslatabilir ve gen ekspresyonunu

diizenler (Brulle vd. 2008b).

Uzun yilar boyunca gen ekspresyon profillerinin analizleri sayesinde Oligochaeta’daki
biyobelirte¢ adaylari tanimlanmigtir. Bunlardan en iyi bilineni Metallotiyonin’ dir (MT).
Sistein bakimindan zengin (yaklasik % 30), diisiik molekiil agirligina sahip (6000-8000
Da) bu protein, kadmiyum gibi metallerin detoksifikasyonunda ve ¢inko gibi temel eser
elementlerin homeostazisinde gorev alir. Metallotiyonin (MT), metal maruziyetinin iyi
bir biyomarker: olarak kabul edilir ¢ilinkii solucanlarda metallere maruz kalindiginda
MT’ yi kodlayan transkriptlerin ve proteinlerin, doz ve zamana bagli artis1 gdzlenir
(Brulle vd. 2008b). Metallothioninler, sitotoksisiteye karsi hiicreyi metal iyonlarindan
koruyan, selat bakimindan zengin protein/peptit ailesidir. Cogu hayvanda, agir metallere
tolerans, aromatik amino asitlerin yoklugu ve at MT' sine sinirli homoloji ile karakterize
edilen, Metallotiyonin indiiksiyonuna baglidir. Genomik olarak kodlanmis Sinif I MT'
lerin transkript seviyelerini dlgcerek metallerin toprak makro omurgasizlar tizerindeki
etkisini tahmin etmek, oligochaete solucanlart olan Lumbricus rubellus ve Eisenia
fetida, nematod Caenorhabditis elegans ve bahar kuyrugu Orchesella cincta dahil

olmak {izere bir dizi karasal tiirde gergeklestirilmistir (Brulle vd. 2008a).



Toprak solucanlarindaki biyobelirteg¢ ¢alismalarinin ge¢misi IWEE I' in (International

Workshop on Environmental Engineering) ¢ok 6tesine uzanir. Stenersen ve arkadaglari
(1979), glutatyon-S-transferaz (GST) ve asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu gibi bir

dizi 1iyi yapilandirilmis biyobelirte¢ oldugunu ve solucanlara uygulanabilecegini

gostermistir. Bu oncii ¢alismadan bu yana, yararl biyobelirteglerin sayisi biiyiik 6l¢iide

artmistir. Bu biyobelirtecler dort ana tipte kategorize edilebilir:

1)

2)

3)

4)

Hiicresel fonksiyon ve biitiinliigiin etkilerini 6lgmek i¢in hiicresel bazli analizler:
Bunlar, n6tr kirmizi  birikim deneyi kullanilarak lizozomal membran
stabilitesinin dl¢iilmesini; organik kirleticiler ve metallerin etkilerini 6lgmek i¢in
bagisiklik aktivitesi analizleri; genotoksinlere maruz kaldiktan sonra DNA iplik
kopmasinin 6lgiilmesi ve sperm sayisi, morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in

DNA komet analizidir.

Detoksifikasyon enzimleri ve proteinlerinin aktivitesinin Ol¢iilmesi: Bu
calismalar iginde, faz 1 sitokrom P450 enzimlerinin, GST' ler gibi faz 2
enzimlerinin Olglimlerini; siiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi
antioksidanlarin aktivitesi ve metallothioninlerin ekspresyon Ol¢limleri 6rnek

verilebilir.

Molekiiler yanitlar, dogrudan detoksifikasyon mekanizmalarindan ziyade
maruziyetin etkilerine baglidir. Sitokrom C oksidaz ve mitokondriyal biiyiik alt
birim gen, lizozomal membrana bagli genler ve metal iceren enzimler gibi
mitokondriyal genlerin  regiilasyonunun artmasma (MRNA seviyesinde)
ragmen, en iyi bilinen protein saperonlaridir. Bu alandaki en son galigmada,
onemli bir yasam dongiisii 6zelligi olan, lireme ile olas1 bir baglant1 gdsteren

molekiiler belirtecler tanmmlanmustir.

Son biyobelirteg grubu, bireysel yanitlara odaklanmak yerine, tam veya kismi
transkriptom, proteom veya metabolom icindeki yaniti kaydeder. Kapsamli

metabolik profil olusturma (NMR spektroskopisi kullanilarak); bakira,



tarlalardaki metal karisimlara ve florlu organik bilesiklere maruz kalan
solucanlardaki spesifik diisiik molekiiler agirlikli metabolit degisiklikleri
tanimlamak ic¢in kullanilmistir. Son zamanlarda, kimyasal savas ajanlarina
konsantrasyon tepkilerini degerlendirmek igin protein imza kaliplar

kullanilmistir.

IWEE III, potansiyel biyobelirte¢ yanitlarinin mekanik temelinin daha ileri analizlerini
onermistir. Ongoriilen ¢alisma tipine bir 6rnek Stiirzenbaum Metallothionein'dir.
Stiirzenbaum ve arkadaglari, MT-2 kadmiyum tarafindan daha giiclii bir sekilde
diizenlenmis olmasina ragmen, solucanlarda iki ana metallothionein (MT-1 ve MT-2)
izoformunu tanimlamiglardir. MT-2' nin biyokimyasal ¢alismalari, rekombinant
proteinin molekiil bagina 6 kadmiyum atomuna baglandigin1 gdstermistir. Amino asit
sekansinin analizi, proteinin hiicre i¢i organellere entegrasyonunu kolaylastirmak i¢in
translasyon sonras1t modifiye edilebildigini gostermistir. Bu boliimlendirme daha once
solucanlarda bulunmustur ve immiinositokimya ile, MT-2' nin bagirsaklari ¢evreleyen

hiicreler igindeki vezikiillerde konsantre oldugu tespit edilmistir (Spurgeon vd.).

Projede bakir (Cu) ve kadmiyum (Cd) agir metalleri, belirli oranlarda, toprak ortaminda
solucanlara in vivo olarak uygulanmigtir. Uygulama bu iki metal i¢in hem ayr1 ayri, hem

de birlikte olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Deneyler, Eisenia andrei tiirii solucanla, OECD tarafindan belirlenen toprakta ve

kosullarda gergeklestirilmistir ve deney kosullar1 su sekilde planlanmaistir:

Toprak Tiiri Sicaklik Nem pH

% 70 Kuvars Kum 22°C % 60 sabit nem 7.0+0.1
% 20 Kaolinit Kili
% 10 Sfagnum

(Brulle vd. 2007).



Bu arastirmanin amaci Eisenia andrei tiirii solucanda Metallotiyonin geninin bakir ve
kadmiyum agir metallerine bir ve on dort giin sonunda verdigi cevabi gen ekspresyon
diizeyinde incelemektir. Boylece solucanin topraktaki agir metalleri absorbe ettigi,

genetik cevap olusturdugu ve topragi temizledigi gosterilmis olacaktir.

Calismada farkli olarak, bu iki agir metal LCsp degerlerinin iistiinde ve ilaveten birlikte
uygulandiginda nasil bir profil olustugu degerlendirilecektir. Ayrica solucanlarin
agirliklar1 deneyin basinda ve sonunda oOlciilerek degisimler izlenecektir. Son olarak
solucanlarin sayilarma bakilarak hayatta kalma oranlarinin nasil etkilendigi

anlasilacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

Daha 6nce yapilan birgok arastirmada agir metallerle birlikte, toprak solucanlarinda bazi
genlerin ifadesinin arttifi ve strese cevap olarak proteinlerin seviyesinin yiikseldigi

gosterilmistir. Bunlarin bazilarina deginilecek olursa,

Ma (1982), Lumbricid toprak solucanlarinda, ilk trofik seviyede metal davranisi iizerine
yaptig1 arastirmada; biyoakiimiilasyon potansiyelinin, kirlenme derecesine ve topragin

metal baglama kapasitesine bagli oldugunu gostermistir (Ma 1982).

Brusseau (1997) yaptigi calismada, diger toksik agir metallerle benzer sekilde ve zararh
organik bilesiklerin aksine, Cd’ un toprakta biriktigini, Kirlenmesinin uzun yillar
boyunca siirdiigiinii ve edafik fauna tizerindeki etkilerinin devam ettigini gdstermistir

(Brusseau 1997).

Vivian Hsiu-Chuan vd. (1998)’ nin yaptiklar1 ¢alismada Caenorhabditis elegans tiirii
solucanda Cd maruziyeti ile degisen 49 adet cDNA tanimlanmistir. Caenorhabditis
elegans’ ta, kadmiyum maruziyetinden sonra ifadeleri degisen bir grup gen bulunmustur
(Vivian Hsiu-Chuan vd. 1998).

Brulle vd. (2007), 80 mg/kg Cd ihtiva eden toprak igerisinde E. fetida iizerinde
yaptiklar1 ¢aligmada, metallothionein geni ekspresyon diizeyi i¢in 14 giine kadar 6nemli
derecede siirekli artis gézlemlemislerdir. Cd oran1 800 mg/kg konsantrasyona ¢iktiginda
ise erken indiiklenme ile birlikte 2 giinde 85 kat artis, daha sonra bir diisiis, ardindan
tekrar 80 kata kadar bir yiikselis gozlemlemislerdir. Cu maruziyetinde ise, 40 mg/kg
orandaki toprak i¢in Metallothionein mRNA seviyesinde, kontrolle arasinda énemli bir
fark goézlenmemistir. 120 mg/kg Cu maruziyetinde, 14 saat i¢in anlamli artis
gozlenmistir. Toprakta 400 mg/kg bakira maruz kalan hayvanlarda ise artig sekli
oldukg¢a benzer goriilmiistiir, bu genin dnemli bir indiiksiyonu, 1 gilinliik maruziyete

kadar artmis, sonra dalgali bir grafik ortaya ¢ikmustir (Brulle vd. 2007).



Homa vd. (2015)’nin yaptiklar1 ¢aligmada, Eisenia andrei tiirii solucana 3 giin ve 7 giin
Cd, Cu uygulanmis, coelomocytes 6rnekleri alinmistir. Deney sonuglari, 3 ve 7 giiniin
sonunda, Mt gen ekspresyon diizeyinin uygulanan Cd molaritesi ile ayn1 oranda arttigini
gostermistir. Cu uygulamasinda ise 3 giin i¢in once yiikselmis, sonra diismustiir fakat 7

giiniin sonunda siirekli olarak dogru oranli artig goriilmiistiir (Homa vd. 2015).

Maity vd. (2018), Eisenia fetida ve Eutyphoeus waltoni tiirii solucanlar {izerine
yaptiklar1 calismada, 28 giinliik 30, 60 ve 120mg/kg oranlardaki maruziyet i¢in, artan
doz ve stirede Cd birikiminin arttigin1 gostermislerdir. Ayrica her iki tiirde, 28 giinliik
maruziyetin sonunda, artan Cd oraniyla birlikte lipid peroksidasyonu harig

detoksifikasyon enzimlerinin azaldigi gézlemlenmistir (Maity vd. 2018)

Neuhauser vd. (1984) yaptiklari ¢alismada Cu igin LCso degerini 643 ug/g olarak
bulmuslardir (Neuhauser vd. 1984).

Van Gestel ve Van Dis (1988)’ in Eisenia andrei ile yaptiklari ¢alismada, Cd i¢in LCs
degerini > 1000 mg/kg bulmuslardir (Van Gestel and Van Dis 1988). Neuhauser vd.
(1984) ise 1843 mg/kg bulmustur. Spurgeon vd.(1994), yaptigi calismada, Eisenia
fetida i¢in LCsp degerini 683 mg/kg bulmustur (Neuhauser vd. 1984).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Solucanlar

Deneyde kullanilan solucanlar EpiGen Biyoteknoloji Ltd. Sti. tarafindan saglanmistir.
Saklama kabina koyulan solucanlar Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Bitki Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ na ulastirilmistir. Gelen solucanlar kontrollii
kosullarda steril su ve kendi yemi olan, organik besince zengin hayansal giibre ile

beslenmistir.

3.1.2 Topraklar

Tez calismas1 kapsaminda kullanilacak toprak tiirleri; kuvars kum, kaolinit kili ve
sfagnumdur ve EpiGen Biyoteknoloji Ltd. Sti. tarafindan temin edilmistir. Bu ii¢liniin
karisimidan olusan toprak, agir metal uygulamalarinda solucanin yasam alani olarak

kullanilmistir.

3.1.3 Kitler

Tez kapsaminda kullanilan Kitler ve {iriin kodlar1 Cizelge 3.1’ de yer almaktadr.

Cizelge 3.1 Caligmada kullanilan kitler, kodlar1 ve firmalar

KIiT ADI KODU FIRMA
MRNA Isolation Kit R2070 ZYMO Research
cDNA Synthesis Kit BI10-65053 Bioline
Power SYBR™ Green PCR Master | BIO-92005 Bioline
Mix
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3.2 Yontem

3.2.1 Solucanlarin temini ve tanimlanmasi

Solucanlar, karton kutu igerisinde, humuslu toprak ortaminda laboratuvara getirilmistir.
John M. Walker’ m (1985) Fenol-Kloroform Yoéntemi ile DNA izolasyonu yapilip
Sanger Dizileme Yontemi ile COI geni dizilenmistir. Dizileme Hacettepe Universitesi
Biyoloji Bolimii’ nde, The Applied Biosystems™ 3500 Series Genetic Analyzer cihazi

kullanilarak yapilmistir. Elde edilen dizi BioEdit programi ile analiz edilmistir.

% Biokdit Sequence Alignment Editor - [ABI Chromatogram: EABILIMSOLUCARASOLZ 2018-03-12-03-16-11-316isenia andrei.ab1]
% File Edit view Zoom Horizontal Scale File AccesoryApplication RNA Window Help NEE

=h)

r—ﬁ Selected nong | S2mple: RCLCOIR |File: EABYLYMSOLUCANSOL2 2018-03-12-03-16-11-316(Eisenia andei 2b1

|

n 130 140 170 3 150
CO AAGCCCACTTCACCOTATGTTAATAACTGOTAGTAATG AAGTTAATTGCCCCTAAAATTO AGGAGBGCACCTG CTAAATGG AGGG AAAAAAT AGCCAGGTCCACTG

1980, 5979

Sekil 3.1 Elde edilen dizinin analiz gdsterimi

Analiz edildikten sonra dizi https://www.nchi.nlm.nih.gov/ sitesi kullanilarak BLAST

araci ile alignment yapilmustir, gelen solucan tiiriiniin Eisenia andrei oldugu % 99,73

eslesme ile kanitlanmistir.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

& G & blastncbinim.nihgov/Blastcgi B

Graphic summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~  Manage Columns ~  Show @
selectall 100sequences selected GenBank Graphics Distancetree of results
Max  Total Query E Per.
i} 1 Al

e Score Score Cover walue  Ident Fression
Eisenia andrei isolate CE26535 cytochrome c oxidase subunit | (CON gene, partial cds; mitochondrial BBE B85 100% OO0 9973% NMHA7SRRS 1
Eisenia andrel isolate CE26534 cytochrome c oxidase subunit | (CON) gene, partial cds; mitochondrial BBE B85 100% OO0 9973% MHA7ERET 1
Eisenia andrei isolate CE25872 cytochrome c oxidase subunit | (CON) gene, partial cds; mitochondrial BBE B85 100% OO0 9973% NMHA7ERRS 1
Eisenia andrei isolate CE16556 cytochrome c oxidase subunit | (CON) gene, partial cds; mitochondrial BBE B85 100% OO0 9973% MHA7ERRT 1
Eisenia andrei isolate CE16542 cytochrome c oxidase subunit | (CON) gene, partial cds; mitochondrial GBE BB 100% OO0 9973% MHA7SERD1
Eisenia andrei isolate CE16540 cytochrome c oxidase subunit | (CON) gene, partial cds; mitochondrial GBE BB 100% OO0 9973% NMHA7SE581
Eisenia andrei isolate CE13612 cytochrome c oxidase subunit | (CON) gene, partial cds; mitochondrial BBE B35 100% 00 9973% NMHA7SE4E 1
Eisenia andrei isolate CE13558 cytochrome c oxidase subunit | (CON) gene, partial cds; mitochondrial GBE BB 100% OO0 9973% NMHA7EE45 1
Eisenia andrel islate K_Ea5h cytochrome oxidase subunit | (CON) yene, parial cds; mitochondral GBE  BEE 100% OO0 9973% JOFEI3E00
Eisenia andrei isolate P_Ead9 cytochrome oxidase subunit | (CON) yene, parial cds; mitochondral GBE  BE 100% OO0 9973% LOFEIATO0

Sekil 3.2 Dizinin alignment sonuglari
&« (& & blastnchinim.nih.gov/Blast cgi#alnHdr_1583995908

100 sequences selected 0

& Download v GenBank Graphics ¥ Mext

Eisenia andrei isolate CE26535 cytochrome ¢ oxidase subunit | (COl) gene, partial cds; mitochondrial
Sequence ID: MH475668.1 Length: 588 Number of Matches: 1

Range 1: 128 to 501 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
£86 bits(371) 0.0 374/375(99%) 1/375(0%) Plus/Minus

Query 1 GGAAGAGAT AAAAGT AGT AACACCACGGT AAT AACTACAGCTCAT ACAAAT AGGGGGGAT 68

Sbjct 561 AGATABBAGT BGTAACACCACGGT AATAACTACAGCTCAT ACAAAT AGGGGG - AT 443
e mm|Tﬂ??ﬁ‘ﬁ‘??ﬁﬁ‘?ﬂ?’iﬁﬂﬂ?ﬂTTWTTF?TT?FTWWTTT\u o
Shjct 442 CTAGTCGAAGCCCACTTCACCGT ATGTTAAT AACTGTAGT AATGAAGTTARTTGL 383

Query 121 CCCTARRATTGAGGAGGCACCTGCT AAATGGAGGGAARARAT AGCCAGGT CCACTGAGGG 188

Sbjct 382 CCCTAABATTGAGGAGGCACCTGCTARATGGAGGGAAAAAAT AGCCAGGTCCACTGAGGG 323

Query 181 CCCCGCGTGCGCTARGTTACTGGAT AGGGGLGGAT ARACTGTCCACCCTGTTCCAGCACE 248G

Shjct 322 CCCCGCGTGCGCT AAGTTACTGGAT AGGGGCGGGT ARACTGTCCACCCTGTTCCAGCACE 263
Query 241 CTTTTCCACTGCAGCAGAGGAT ACT AGGAGARTT AGGGARGGGGGCAGARGT CARRATCT 3@

Sbjct 262 CTTTTCCACTGCAGCAGAGGA T AGGGANGGECECAGARGT CAARATCT 283

Query 301 TATGTTGTTGAGACGTGGAMMGGCTATGTCTGGAGCTCC 360
\III\\II\\III\\II\\II\\III\\II\\III\\IIHIIHIIIHIIHIIIHI

Shjct 202 TATGTTGTTGAGACGTGGAAAGGCTATGTCTGGAGCTCC 143

T
_n Sbjct 142 GTTTCCABATCCACC 128

Sekil 3.3 En yiiksek skorlu alignment sonucu

3.2.2 Solucanlara agir metal uygulanmasi ve 6rneklem alinmasi

Uygulama OECD’ nin belirledigi test topraginda yapilmistir. Toprak karigimi % 70
kuvars kum, % 20 kaolinit kili, % 10 sfagnumdan olugmaktadir. Deneyde kullanilmak
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tizere hazirlanan 50 kg toprak i¢in 35 kg kuvars kum, 10kg kaolinit, 5 kg sfagnum
dikkatlice karistirilmistir. Karistirilan topraktan 2 adet 1 kg numune alinmis ve analiz
icin MTA Genel Miidirligii’ ne gonderilmistir. Analizin sonuglar1 Sekil 4.1° de

gosterilmistir.

Bir diger asamaya ge¢meden Once stok yuvadan alinan 50 solucan tartilmis,
agirliklarinin ortalamasi alinmistir. Uygulamanin sonunda da kalan bireylerin agirlik

Olctimleri elde edilmis, veriler analiz edilmistir.

MTA Genel Midiirliigii’ nden analiz sonuglar geldikten sonra karigimdan, dlgiileri 42,5
cm 28,5 cm 14,5 cm olan 10 It lik 10 adet plastik kaba 5’ er kg dagitilmistir. Dagitma
isleminden sonra kontrol seti disinda, her bir uygulama topragi i¢in konsantrasyon
degerleri hesaplanmistir. Hesaplamalar 5 kg kuru toprak agirligina gore yapilmistir.
Hassas terazi kullanilarak 3CdS04.8H20 ve CuSO4.5H20 bilesikleri gerekli 6lgiilerde
tartilmustir ve 500 ml suda ¢dziilmiistiir. Iyice ¢dziindiikten sonra uygulama topraklarina

eklenmistir.
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Sekil 3.4 Test topragi

Deney diizenegi asagidaki sekildeki gibidir:
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3CdS0,4.8H,0

4,5‘64/g/$HOmI 9,127 ﬁiimml 255 g/500ml

Kontrol 500 ppm 1000 ppm 2000 ppm

CuS04.5H20

3,929 g/500ml 7,858&;/500m| 15,716 g/500ml

250 ppm 500 ppm 1000 ppm

3CdS04.8H20 + CuS0O,4.5H,0

4,564 g+3,929 g /500 9,127 g+7,858 g /500ml 55 g+15,716 g /500ml

500 ppm+250 ppm 1000 ppm+500 ppm 2000ppm+1000 ppm

Agir metal eklendikten sonra deney ortaminin sicaklik, nem ve pH kontrolii yapilmistir.
Olgiimler 22° C ortam sicakligini, % 60 sabit nemi ve pH 6,5 degerini gdstermistir. Bu
veriler elde edildikten sonra kontrol kabina 40 birey, digerlerine 60 birey eklenmistir.
Deney siiresi boyunca her iki glinde bir uygulama yapilan topraklar kontrol edilmis,
degerler sabit tutulmaya ¢alisilmistir fakat pH 2,5 ile 4 arasina diismiistiir. Geri kalan
siire boyunca pH, bu aralikta gidisat gostermistir.
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Orneklem 24 saat ve 14 giinde alimmistir. Her &rneklem saatinde, biitiin deney setinden
2 birey alinmis, ependorflara aktarilmis ve sivi azot kullanilarak soguk zincir
bozulmadan — 80° C ’ye koyulmustur. 14 giiniin sonunda, tiim o&rneklemin elde

edilmesinin ardindan total RNA ekstraksiyon asamasina gecilmistir.

3.2.3 RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu, ZYMO Reseach izolasyon Kkiti (ZYMO Reseach,USA)
kullanilarak yapilmistir. — 80° C ’den ¢ikarilan solucanlar, 6nce homojenizatorde
parcalanmis, sonra kitin prosediirii uygulanarak soguk zincirin siirdiiriilmesi suretiyle

RNA izole edilmistir.

3.2.4 Total RNA orneklerinin jel elektroforezi

Izole RNA’ lar, UV 15181 altinda jel elektroforezi ydntemi ile goriintiilenmistir. Bunun
icin % 1,6’ lik agaroz jel dokiilmiistiir. Hassas terazi kullanilarak agarozdan 1,6 gram
tartilmis, cam erlene eklenmistir. Ustiine 100 ml TBE buffer eklenmis ve mikro dalga
firinda, agaroz c¢oziinene kadar isitilmistir. Ardindan 5 pL Etidyum Bromiir ilave
edilmis, iyice karistirildiktan sonra iki tarakli elektroforez kalibina yavasca
dokiilmiistiir. 20 dk kuruduktan sonra ornekler sirayla yiiklenmistir. Yiikleme igin

kullanilan malzemelerin 6l¢timleri sunlardir:
- 5 uL RNA 06rnegi
- 2 uL Loading Dye

Yiikleme gerceklestikten sonra 120 V’ ta 20 dk yiiriitilmiistiir. Yiiriitme isleminin

ardindan jel, UV 15181 altinda goriintiilenmistir.

3.2.5 cDNA sentezi

RNA sentezini takiben Real Time PCR ydntemini gergeklestirmek igin ¢ift zincirli

DNA sentezlenmesi gerekmektedir. Bunun igin tek zincirli RNA’ nin Reverse
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Transkriptaz enzimi ile ¢ift zinzirli oligoniikleotite doniismesi zorunludur. Bunun igin
Bioline cDNA sentez kiti kullanilmigtir. Uygun safliga sahip RNA’ larin
konsantrasyonlarina bakilarak, reaksiyonda 1000 ng olacak sekilde ayarlanmis ve

cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Reaksiyonun hacmi ve kosullar1 su sekildedir:

- RNA 1000 ng olacak kadar
- 2 uL 5x Trans AMP Buffer
- 0,5 uL Reverse Transkriptaz (Enzim)

- Son hacim 10 uL olacak kadar su

25°C 10dk
42°C 15dk
85°C 5dk
4°C oo

3.2.6 Real time PCR

Agir metale maruz kalan solucanlarda, gen ekspresyon diizeyindeki degisiklige bakmak
icin Real-Time PCR metodu kullanilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda 1 genin mRNA
seviyesindeki degisikligi incelenmis, housekeeping gen olarak da B-aktin segilmistir.
Incelenen gen, agir metal detoksifikasyon mekanizmalarinda rol oynadigi bilinen
Metallothioneins (MTs)’ dir. Bu genlere ait PCR igin kullanilan primer dizileri

asagidaki gibidir:

Metallothionein (mt):
Forward 5’-AAAGTGAGTGCTTGCC-3’
Reverse  5’-ACTGATGACAGAGTTCCG-3’
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B-actin:
Forward 5’-GAGTACGACGAGTCCG-3’
Reverse 5’-AGCATGTGTGAGTCCT-3’

PCR reaksiyonu, DNA’ y1 boyama mantigina dayanan SYBR Green (Bioline,UK)
kullanilarak yapilmistir. Reaksiyon hacmi asagida gosterildigi gibidir:

Cizelge 3.2 Real-Time PCR ’da kullanilan kimyasallar ve miktarlari

KIMYASAL ADI MIKTARI REAKSIYONDAKI
KONSANTRASYON

SYBR Green(2x) 5uL 1x

Forward Primer(10 uM) 0,4 uL 400 nM

Reverse Primer(10 uM) 0,4 uL 400 nM

cDNA(1000 ng) 1ul 100 ng

Su 3,2 ul

Reaksiyon kosullart:

95° C 120 sn

95°C 5sn

55°C 10sn 40 Dongii
72°C 15sn

55°C 20 sn

4°C

Reaksiyon sonucu Cq degerleri elde edilmistir. Veriler Delta-Delta Ct metodu ile analiz

edilmistir.

3.2.7 istatistiksel analiz

Istatiksel hesaplamalar i¢in 6nce Excel programina veriler girilmistir. Aralarinda fark
olup olmadigini ortaya koymak icin F Testi (ANOVA, Analysis of Variance)

uygulanmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Topraklarin Hazirlanmasi ve Agir Metal Konsantrasyonu

Materyal-metot kisminda belirtildigi {izere topraklar hazirlandiktan sonra iki numune
MTA Genel Midiirliigli’ ne toprak agir metal analizi i¢in gonderilmistir. Analiz

sonuglari, deneye baslamak icin agir metal oraninin uygun oldugunu gostermistir.
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ENERJI VE TABIl KAYNAKLAR BAKANLIGI A
MADEN TETKIK VE ARAMA GENEL MUDUORLUGU
Maden Analizleri ve Teknolojisi Dairesi Bagkanlig: MAT:12005749
Oniversiteler Manalles! Dumiupinar Buivan No' 139 06800 Gankaya/ANKARA
Tel: 0312201 1000pbx  Faks 0312 287 54 09 29/08/2019
nip fwaw mia gov.ie numuneE mia.gov.ir
ANALYSIS/TEST REPORT
T ANALIZITEST SONUCLARI B ST
L ANALYSIS/TESTRESULTS

Analiz/Test Kodu  : 35-30-AJ-58

Analiz/Test Metodu :

N'"“‘:: Kayn Numwune l5areti (nﬁi) Nu""";": Koyt Numune lgaret (‘gf‘“

19.H-005751 vecd1 | <01 19-H.005752 ozcd 2 <01
Analiz/Test Kodu : 35-30-AJ-11
Analiz/Test Metodu :

Barkod Numune [sareti Ag As ai Co Cu No Ni Pb Sb v n
pom | pom | ppm [ _ppm | pom | ppm | ppen | ppm | pom | pom | pom |
19-H-005751 oecd-1 <1 a <5 <5 6 9 2 <5 <5 17 3
19.H.005752 cecd-2 <« | 9 <5 <5 6 (3 7 < < 16 3
L -,

Sekil 4.1 Agir metal eklenmeden Onceki test topragi analiz sonuglari

9 adet test topragi, agir metal uygulandiktan sonra tekrar analize gonderilmistir. Bu

topraklarin numaralandirmasi asagidaki gibidir:
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Cizelge 4.1 Analize gonderilen toprak numunelerinin numaralari

NUMARA

TOPRAKTAKI AGIR METAL ORANI

500 ppm Cd

1000 ppm Cd

2000 ppm Cd

250 ppm Cu

500 ppm Cu

1000 ppm Cu

500 ppm Cd + 250 ppm Cu

1000 ppm Cd + 500ppm Cu

©O| O N O O | W N P~

2000ppm Cd +1000 ppm Cu

Analiz sonuglar1 asagidaki gibidir:

| ANAW-Q%@M 1
Analiz/Test Kodu  : 35-30-AJ-58
Analiz/Test Metodu :
[ B T
NMN; Kayt |\ mune Isaret wcr!:jn ’ Num-.sz Kayt | o mune Isarwt wf‘;ln ) Nuru'r}: Keyit |\ mune {yared lp(;?n ¢ N..mua: Kayd Numuna lyaret mg?n :
18-H-00899 1 1 4800 | 19-H4008992 11400 | 19-H-008393 3 24500 | 19:H.0089%4 4 25
19.H.008995 5 11 .19.%:!995 35 19-H-008997 7 5250 | 19008908 | 8 8450
| 19008385 F] 14200 o
Analiz/Tast Kodu : 35-30-AJ-11
Analiz/Test Metodu :
—B—a!ﬂod - Numune lgaral n?;:j“m p?:n n:tﬂ | p;cn _pi‘riw_ ;:; p_M& _g’;:n j;l )p;'n__ gzg:n
19-H-008991 ) <t [ <5 | <« 8 15 8 < <5 14 4
19-H-008962 2 <) 10 <5 <5 8 16 8 <5 5 1 4
1941008593 | <t 10 | 5 14 7 <5 <5 12 3
194008984 | 4 < 9 <5 <5 ":m 17 ] <5 <5 14 3
19-4-008995 5 < 10 5 <5 251 16 ] 5 <5 13 3
19-H-008996 ' s_ < 1 <5 <5 1208 15 7. | < <5 12 3
19-H-006997 7 < 0 <5 <5 nﬁ 1 8 | < <5 13 3
19-H-008998 L «f 9 <5 <5 491 18 8 <5 <5 13 3
19-H.008995 8 < 10 <5 <5 724 .15 | s <5 < 13 3

Sekil 4.2 Agir metal eklendikten sonraki toprak numunelerinin analiz sonuglari
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Raporda goriildiigii tizere konsantrasyon degerleri, 500 ppm Cu numunesi haricinde
hedeflenilen degerlere yakindir. Bu sebeple 500 ppm Cu parametresi degerlendirmeye

alinmamustir.

4.2 Solucan Orneklerinin Agirhk Degisimi ve Hayatta Kalma Oranlar

4.2.1 Solucan orneklerinin alinmasi

Deney diizenegine aktarilmadan once rastgele 50 adet solucan segilmis ve tartilmistir.
Daha sonra deney kaplarinin her birine, tartilan 50 solucan da dahil 60 adet solucan
eklenmistir. Calismada planlanan son zaman parametresi olan 2 haftanin sonunda kalan
solucanlar tartilmis ve agirlik ortalamalar1 alinmistir. Cizelge 4.2° de agir metal

uygulamasindan onceki tartimlar ve agirlik ortalamalar1 verilmistir
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Cizelge 4.2 Uygulamadan 6nce tartilan 50 solucanin agirliklart

O©Coo~No ol wWN P

50.
Ortalama

. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey

. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
. Birey
Birey

0,71
0,675
0,615
0,81
0,743
0,752
0,757
0,438
0,633
0,515
0,515
0,562
0,532
0,635
0,6
0,824
0,843
0,577
0,539
0,551
0,626
0,982
0,684
0,725
0,629
0,824
0,696
0,728
0,69
0,71
0,46
0,431
0,503
0,353
0,819
0,436
0,567
0,674
0,561
0,688
0,746
0,594
0,435
0,534
1,012
0,603
0,542
0,926
0,589
0,543
0,64272



Cizelge 4.3’ te 2 haftanin sonunda kalan solucanlar, agirliklari ve ortalamalar

verilmigtir.

Cizelge 4.3 Agir metal uygulamasindan sonra yasayan birey sayisi, agirliklar1 ve ortalamalari

YASAYAN BIiREY | AGIRLIKLARI | ORTALAMALARI
. SAYISI+SON

DENEY SETI ORNEKLEM

SAYISI
Kontrol 34+3 26,159 0,707
500 ppm Cd 20+3 16,085 0,6993478
1000 ppm Cd 44+3 24,851 0,5287447
2000 ppm Cd 26+3 15,68 0,5406897
250 ppm Cu 19+3 12,641 0,5745909
1000 ppm Cu 15+3 10,047 0,5581667
500 ppm Cd + 250 ppm Cu 31+3 17,403 0,5118529
1000 ppm Cd + 500 ppm Cu 9+3 6,357 0,52975
2000 ppm Cd + 1000 ppm Cu X X X

Agir metal uygulama Oncesi ve sonrasi elde edilen solucan agirliklarinin ortalamalari
karsilastirmali olarak Cizelge 4.4.’te gosterilmistir. Sekil 4.3 e gore kontrol ve 1
numarali topraktaki bireylerin agirliklarinda artis gozlenirken, 9 numarali toprak harig
diger topraklardaki bireylerin agirliklarinda bir azalma goriilmiistiir fakat bu degisimler
istatistiksel anlamda belli belirsiz seyretmistir. Bireysel olarak solucanlarin
agirhiklarinim degisimlerini inceleyecek olursak kontrol % 10 artmistir. Istisna olarak
500 ppm Cd ihtiva eden 1 numarali topraktaki solucanlarin agirliklarinda yaklasik % 9
artig goriliirken, Cd iceren diger 2 topraktaki solucanlarda ortalama yaklasik % 17
civart bir azalis goriilmiistiir. Sadece Cu olanlarda ise yaklasik % 12’ lik bir azalma
gozlenmistir. 9 numarali toprakta deney sonunda hi¢ canli bulunmadigr i¢in agirlig1 0
kabul edilmistir. Diger Cd ve Cu agir metallerinin birlikte bulundugu topraklardaki
solucanlarda ise % 19’ luk bir azalma goriilmistir. Homa vd. (2015) tarafindan bu
calismadaki agir metallerin denendigi bir baska calismada solucan agirliklarindaki
degisimin sadece bakir ve ¢inko agir metallerine maruz kalinmasi durumunda ¢ok az
oldugu goriilmiistiir. Ancak bu tez ¢alismasinda Cd uygulamasini takiben de topraktaki

bireylerin agirliklarinda farklilik goézlenmistir.
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Cizelge 4.4 Her bir test topragindaki solucanlarin baslangi¢ ve 2. hafta agirlik ortalamalari

Baslangi¢ 2 Hafta
Kontrol Ortalama 0,64272 0,707
500ppmCd Ortalama 0,64272 0,6993478
1000ppmCd Ortalama 0,64272 0,5287447
2000ppmCd Ortalama 0,64272 0,5406897
250ppmCu Ortalama 0,64272 0,5745909
1000ppmCu Ortalama 0,64272 0,5581667
500ppmCd+250ppmCu Ortalama 0,64272 0,5118529
1000ppmCd+500ppmCu Ortalama 0,64272 0,52975
2000ppmCd+1000ppmCu Ortalama 0,64272 0

AGIRLIK DEGiSiMi (BASLANGIC VE SON
GUN)

IT
1

LO 000000000
NRoORNWRUON® O

M Baslangic M2 Hafta

Sekil 4.3 Agirlik degisimlerinin grafiksel gosterimi

4.2.2 Hayatta kalma oranlar:

Solucanlarin test topragina aktarimi esnasinda ergin bireyler secilmistir. 14 giliniin
sonunda hayatta kalan bireyler tekrar sayilmistir. Test topraklarindaki solucanlarin
hayatta kalma oranlar1 Cizelge 4.5 te verilmistir. Kontrol topragindaki bireylerin yasam
oraninin % 76 oldugu goriilmiistiir. Ancak agir metal uygulamasi yapilan topraklardaki

solucanlarin yasam oranlarinin % 50 ve altinda oldugu belirlenmistir. Istisna olarak
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1000 ppm Cd ve 500 ppm Cd+250 ppm Cu olan topraklardaki bireylerin yasam
oranlarinin ikisinin de % 67 oldugu tespit edilmistir. Daha 6nceki yapilan ¢alismalara
gore bu iki degerin daha diisik olmasi; 1,4,ve 7 (LCsy degerinde diisiik) nolu
topraklardaki hayatta kalma oranlarinin %50 ’den yiiksek olmasi, agir metal orani
arttikca yasam yiizdesinin diismesi beklenmistir. Elde edilen bu sonuglarin nedenleri
arasinda topraklarin asiditesinin degisken ve diisiik olmasi, bazi yerlerinde fazla, bazi
yerlerinde az miktarda metal olmasi, alinan solucanlarin hayatta kalma agisindan metal

dayanikliliginin sus temelli farkli olmasi s6z konusudur.

Cizelge 4.5 Solucanlarin hayatta kalma orani

14. GUN ORNEK iCiN OLEN

BASLANG BIiREY ALINA BIiREY BiREY YASAM OLUM

IC SAYISI SAYISI SAYISI SAYISI ORANI ORANI
KONTROL 60 34 15 11 76% 24%
500ppmCd 60 20 15 25 44% 56%
1000ppmCd 60 30 15 15 67% 33%
2000ppmCd 60 26 15 19 58% 42%
250ppmCu 60 19 15 26 42% 48%
1000ppmCu 60 15 14 31 33% 7%
500ppmCd+
250ppmCu 60 31 14 15 67% 33%
1000ppmCd
+500ppmCu 60 9 12 39 19% 81%
2000ppmCd
+1000ppmC
u 60 X 5 85 0% 100%

4.3 RNA lizolasyon Sonuclar

Total RNA izolasyonu, kit ile yapildiktan sonra numaralandirilmis, ardindan Nanodrop
cihaz1 ile spektrofotometrik olarak olciilmiistiir. Olgiilen degerler Cizelge 4.6’ da
gosterilmistir. Elde edilen saflik oranlarmin ve konsantrasyonlarm uygun oldugu
goriilmiis, uygun olmayan bireylerin yerine ayni deney setinden yeniden izolasyon
yapilmistir. Beklenilen saflik oranlar1 1.8 ile 2 arasindadir. Incelenen  A260/A2s0
degeridir. DNA ve RNA c¢ozeltilerinin ultraviyole 15181 emdigi maksimum deger 260
nm, proteinlerin ise 280 nm’ dir (Sambrook vd. 1989). Bu bilgiler baz alinarak

A260/A280 orani, bize elde edilen RNA’ nin kirliligi hakkinda bilgi verecektir. Bu saflik
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oranlar1 ve konsantrasyonlar bir sonraki asamaya ge¢mek i¢in uygun goriilmiis ve

elektroforez agamasina gegilmistir.

Cizelge 4.6 Solucanlarin numaralari, RNA ’ larinin saflik oranlar1 ve konsantrasyonlari

SAFLIK ORANI KONSANTRASYON(n

SOLUCANLAR (260/280) g/pL)
24 SAAT

24 Saat Kontrol 1. Birey 1,8 836,4
24 Saat Kontrol 2. Birey 1,93 921,5
24 Saat 500 ppm Cd 1. Birey 1,98 1168,9
24 Saat 500 ppm Cd 2. Birey 1,92 1144
24 Saat 1000 ppm Cd 1. Birey 1,92 786,1
24 Saat 1000 ppm Cd 3. Birey 1,91 255,6
24 Saat 2000 ppm Cd 1. Birey 1,88 2256,2
24 Saat 2000 ppm Cd 2. Birey 1,81 638,7
24 Saat 250 ppm Cu 1. Birey 1,79 374,7
24 Saat 250 ppm Cu 2. Birey 1,89 1396,6
24 Saat 1000 ppm Cu 1. Birey 1,96 206,1
24 Saat 1000 ppm Cu 2. Birey 1,94 240,5

24 Saat 500 ppm Cd + 250 ppm Cu 1.

Birey 1,89 384,1
24 Saat 500 ppm Cd + 250 ppm Cu 2.
Birey 1,86 514,4

24 Saat 1000 ppm Cd + 500 ppm Cu

1. Birey 1,8 406,4
24 Saat 1000 ppm Cd + 500 ppm Cu
2. Birey 1,89 2227,1

24 Saat 2000 ppm Cd + 1000 ppm Cu

1. Birey 1,88 1094,3
24 Saat 2000 ppm Cd + 1000 ppm Cu
2. Birey 1,88 659,3
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Cizelge 4.6 Solucanlarin numaralari, RNA ’ larinin saflik oranlar1 ve konsantrasyonlari

(devam)
2 HAFTA
2 Hafta Kontrol 1. Birey 1,83 306,3
2 Hafta Kontrol 2. Birey 1,85 465,6
2 Hafta 500 ppm Cd 1. Birey 1,8 917,6
2 Hafta 500 ppm Cd 2. Birey 1,98 1195
2 Hafta 1000 ppm Cd 1. Birey 1,75 220,5
2 Hafta 1000 ppm Cd 2. Birey 1,98 1910
2 Hafta 2000 ppm Cd 1. Birey 1,81 453,4
2 Hafta 2000 ppm Cd 2. Birey 1,9 487,2
2 Hafta 250 ppm Cu 1. Birey 1,72 2247,6
2 Hafta 250 ppm Cu 2. Birey 1,73 306,8
2 Hafta 1000 ppm Cu 1. Birey 1,94 624,1
2 Hafta 1000 ppm Cu 2. Birey 1,95 691,3
2 Hafta 500 ppm Cd + 250 ppm Cu 1. Birey 1,92 775,4
2 Hafta 500 ppm Cd + 250 ppm Cu 2. Birey 1,82 258,8
2 Hafta 1000 ppm Cd + 500 ppm Cu 2. Birey 1,76 598,9
2 Hafta 1000 ppm Cd + 500 ppm Cu 3. Birey- 1,96 509
2 Hafta 2000 ppm Cd + 1000 ppm Cu 1. Birey X X
2 Hafta 2000 ppm Cd + 1000 ppm Cu 2. Birey X X

4.4 RNA ’larin Jel Elektroforezde Goriintiillenmesi

Total RNA izole edildikten sonra % 1,6 lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Okaryotlarda
ribozomal RNA, ii¢ alt birimden olusur, bunlar 5.8S, 18S ve 28S’ tir. Jelde goriineler ise
ribozomal RNA’ nin biiyiik alt birimi 28S ve kii¢iik alt birimi 18S’ tir (Brimacombe vd.
1985).
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Alttaki sekilde de goriildiigii izere biiyiik ve kiigiik alt birim, UV 1s1ginda iki bant
seklinde net olarak goriilmiistiir. Her bir kuyucukta farkli bireylerden izole edilmis
RNA o6rnekleri olan bu jel goriintiisiinde, kiigiik olan 18S daha hizl1 yliriimistiir. Biiyiik
alt birim 28S ise boyutundan dolay1 daha yavas yiiriidigii i¢in yukaridadir ve iki bant da
yanindakilerle ayni hizadadir. Altlarda goriinen silik bantlar ise kirlilikten kaynaklanan

Oonemsiz bantlardir. Bu sonuca dayanak daha sonraki asamalara geg¢ilmistir.

==L

S —
—

Sekil 4.4 RNA ’larin jel elektroforez gosterimi

4.5 Real-Time PCR Sonuglari

cDNA sentezlendikten sonra Real-Time PCR yapilmus, biitiin 6rnekler 2 gen agisindan
taranmistir. Elde edilen Cq degerleri bir tablo haline getirilmistir. Tablo degerleri

grafige doniistliriilmiis, azalma ve artis seviyesine bakilmistir.

Sekil 4.2°de goriildiigii lizere 500 ppm Cu olmasi istenen topraktaki bireyler
alimmamustir ¢linkii analiz sonuglari, topraktaki bakirin 500 ppm degerinin ¢ok altinda
oldugunu gostermistir. Bu degerler, analiz sonuglarini etkileyecegi icin cikarilmastir.
Ayrica 14 gilinlin sonunda, 2000 ppm Cd + 1000 ppmCu eklenen toprakta hi¢ canli

birey kalmadig1 i¢in ekspresyon seviyesi 0 kabul edilmistir.
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Analizler, Livak ve Schmittgen’ in 2724°T

metoduna gore normalize edilmistir (Livak ve
Schmittgen 2001). Metallothionein geni i¢in en son elde edilen Delta-Delta Ct degerleri,
kontrol bireylerine goére birbirlerine oranlanmis ve verilerin son hali elde edilmistir
(Cizelge 4.7). Veriler incelendiginde, kadmiyum i¢in aymi zaman diliminde oran
artarken Metallothionein geninin ekpresyon seviyesinde en az 1,5 kat bir azalis
goriilmiistiir. 1 nolu toprakta 24 saat icin ekspresyon kat sayis1 427 iken 2 nolu toprakta
oran 46’ ya, 3 nolu toprakta ise 10’ a diigsmiistiir. Baska bir deyisle Cd miktar1 iki katina
ciktiginda gen ifadesi yaklasik % 89 azalmis, 4 katina ¢iktifinda ise yaklasik % 98
azalmistir. 2 hafta i¢in 1,2 ve 3 nolu topraktaki ekspresyon katsayilari sirast ile 1210,
420 ve 210’ dur. Burada Cd miktar1 500 mg/kg iken katsay1r 1210 a ¢ikmis, agir
metalin 2 kat arttig1 toprakta ise 1 nolu topraga gore yaklasik % 65 azalmis, 4 kat

oldugunda ise % 83 azalmistir.

Cizelge 4.7 Metallothionein gen ifadesinin analiz sonuglari

Metallothionein 24 Saat 2 Hafta

Kontrol 1 1

Cd 500 (1 nolu toprak) 427,805346312738 1209,92046720124
Cd 1000 (2 nolu toprak) 46,7126740176669 420,194164455425
Cd 2000 (3 nolu toprak) 10,2242532506177 209,850806819103
Cu 250 (4 nolu toprak) 0,249579714604066 2,20264409197747
Cu 1000 (6 nolu toprak) 19,1387535656864 4,10695927026594
Cd 500+Cu 250(7 nolu 61,0826392911829 98,1361395015168
toprak)

Cd 1000+Cu 500(8 nolu 30,2690596765727 110,103615942136
toprak)

Cd 2000+Cu 1000(9 nolu 14,2728394343604 X

toprak)

Sadece bakir uygulanan topraklar incelendiginde ekspresyon seviyesinde ciddi bir artig
goriilmiistiir. 24 saat icin 4 nolu topraktaki Mt ekspresyon katsayisi 0,25 iken, agir
metal oranm1 4 kat arttiginda ise bu katsay1 yaklasik 19 olmus, 76 kat artmistir. 2 hafta
sonundaki uygulamada, bu katsay1 2.2° den 4,1 ’e ¢ikmis, 1,86 kat artmistir.
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Iki metalin birlikte uygulandig1 bireylerde; 24 saatte agir metal konsantrasyonlar: 2 kat
arttiginda Mt ekspresyon seviyesinde % oraninda azalis, 4 kat arttiginda ise yaklasik Y4
oraninda azalis goriilmiistiir. 2 hafta i¢in incelersek, 7 nolu toprakta ekpresyon katsayisi
98 iken, agir metaller 2 katina ¢iktiginda 110 olmus, yaklasik 1.12 oraninda artis
goriilmiistiir. Bu sablon 24 saat i¢in sadece Cd uygulandiginda goriilen profille aynidir.
2 haftada ise bakirda goriilen durum seyretmistir. Sematik olarak Homa vd. 2015 ’te
yaptigi c¢alisma ile ortismemektedir. Cd i¢in metal oran1 artik¢a, ekspresyon
seviyesinde giderek artis goriilmektedir fakat bu calismada tam tersi bir durum so6z
konusudur. Bu durum Cd’ un toksik etkisinin ¢ok yiiksek olmasi, uygulanan yiiksek
oranlarin hiicresel faaliyetleri bozmasi ve dokulara Oldiiriicii derecede zarar
vermesinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Rorat vd. 2017). Cu’ da ise temel metal
olmasindan kaynakli, farkli durum goriilmistiir. Bakirin kadmiyuma nazaran, Mt
proteininin biyosentezini daha diisiik oranda indiikledigi belirtilmistir (Homa vd. 2015).
Buradan yola c¢ikarak bakirdaki katsayilarin kadmiyumdan daha diisilk olusu bu
aciklanabilir. Ikisi birlikte uygulandiginda ise 24 saat igin, gen ifade profilinin Cd gibi
olmasi, 2 haftada Cu olmast muhtemeldir. Kadmiyumun toksik etkisi 6n plana ¢ikmis,
zaman gegtikce Cu etkisini gostermistir. Ayrica kadmiyumun diger metallerle sinerjistik
etki yaptigi, birlikte uygulandiginda Mt ekspresyonunu daha fazla arttirdigi gézlenmistir
(Demuynck vd. 2007). Marifio ve arkadaslari, Cu'nun sadece Cd iyonlar1 olan diger
ajanlarin varliginda metallotiyoninlerle baglanabilecegini 6ne siirmiiglerdir (Marifio vd.

1998).

Agir metal oranlar1 sabit tutulup, kendi i¢inde zaman agisinda gen ekspresyon degisimi
degerlendirilecek olursa; kadmiyuma maruz kalan bireylerde, 24 saatten 2 haftaya
gegiste, 1 nolu toprakta Metallothionein gen ifadesinn yaklasik 3 kat arttig1 goriilmiistiir.

2. toprakta 9, 3. toprakta ise 21 kat artis gézlenmistir.

Bakira maruz kalanlarda ise 4 nolu topraktaki bireylerde 8.8 oraninda bir artis, 6.
toprakta ise 4.66° lik bir azalis goriilmektedir. Bu durum Brulle vd. 2008(a)’ de yaptig1
calisma ile uyumludur. 1 haftadan sonra yiiksek Cu konsantrasyonlarinda, Mt geni i¢in

ekspresyon seviyesindeki azalma s6z konusudur.
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Cd ve Cu birlikte uygulandiginda ise, sadece Cd uygulandigindaki sablon goriilmiistiir.
7 nolu toprakta yaklasik 1,6 oraninda bir artis goriiliirken, 8 nolu toprakta 3.67’ lik bir
artis s0z konusudur. 9 nolu toprakta deney sonunda hi¢ canli birey kalmadigi i¢in gen
ekspresyon degisimi agisindan degerlendirme yapilamamistir. Bu  durumun,
kadmiyumun hiicreye verebilecegi zararli etkinin bakira gére daha baskin gelmesinden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Mt Degisimi

2048
1024
512
256
128

n dJ T

0,5 Kontrol  Cd500 Cd 1000 Cd 2000 Cu 1000 Cd 500+
0,25 Cu 250 1000+Cu 2000+Cu
0125 500 1000

N B

M 24 Saat M 2 Hafta

Sekil 4.5 Metallothionein gen ekspresyon degisiminin grafiksel gosterimi
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5. SONUC

Bu calismada toprak solucanina (Eisenia andrei) 2 agir metal ayr1 ayr1 ve birlikte
uygulanmis, uygulama Oncesi ve sonrasi i¢in agirlik degisimine, hayatta kalma oranina,

son olarak gen ekspresyon profili degerlendirilmistir.

Sonug olarak, genel anlamda kontrol solucanlarinin agirlik ortalamalar1 artarken, agir
metal uygulanan solucanlarin agirlik ortalamalar1 anlamli bir sekilde azalmistir. Ayrica
agir metaller toprak solucanlarinin hayatta kalma oranlarini ciddi sekilde dugiirmiis,
yasamsal faaliyetlerini etkilemistir. Iki agir metal, LCso dozlarmin yaklasik iki kati
kadar birlikte uygulandiginda ise 14 giin sonunda hig¢ canli birey kalmamistir. Bununla
beraber Cd ’un asir1 toksik etkisine karsin Eisenia andrei tiirii direng gostermeyi
basarmig, iki metal birlikte uygulandiginda LCsy dozlarma yakin oranlarda gen

ekspresyon profilini degistirerek hayatta kalmay1 basarmistir

Metallothionein geni igin agir metal uygulamasinda biyobelirte¢ oldugu bir kez daha
gosterilmistir. Agir metalin oranina gore solucanlarda, bu genin ekspresyon seviyesi
degismis, zararli etkisini daha da azaltmaya yonelik cevap olusturmustur. Ayrica bu
cevap agir metalin tliriine, uygulama siiresine ve metallerin birlikte uygulama durumuna
gore de degismistir. i1k defa Cd ve Cu, LCsy degerlerinin yaklasik iki kat: kadar oranda
birlikte uygulandiginda, nasil bir profil olustugu goriilmiistiir. Toksik metal iz metale

gore cevap olusturmada Ustiinliik saglamis, gen ifade sablonu ona gore sekil almistir

Solucanlarin topragi agir metal agisindan temizledigi ve strese cevap olusturdugu bir
kez daha gosterilmistir. Bu ¢alismanin devami olarak daha fazla metalle birlikte daha
fazla gen incelenebilir ve uygulama siireleri uzatilabilir. Metal sayist degistirilerek
cesitli kombinasyonlar yapilip, RNA-Seq yontemi ile total gen ekspresyon profili
incelenebilir. Boylece biitiin iliskili genler belirlenip, agir metal maruziyetinde nasil bir
degisim profili olustugu anlasilabilir. Ayrica mRNA seviyesindeki degisime ilaveten
gen iriinii olan proteinler calisilabilir. Iliskili genlerin son iiriinii olan proteinlerin
degisimi farkli metotlarla incelenebilir. Ornegin ileriki asamalarda Western-Blot

yontemi kullanilarak iligkili proteinlerin biiytlikliigli, strese ugramamis solucanlardan
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elde edilen proteinlerle kiyaslanabilir; konsantrasyon degisimleri, farkli gruplar
arasindaki  konsantrasyonlarinin  karsilastirilmas:  gibi  calismalar  yapilabilir.
Biyoinformatik araglar kullanilarak ii¢ boyutlu yapilar1 incelenebilir. Bu arastirmalar
bize proteinlerin konformasyonlarinda nasil degisiklikler oldugu, RNA’ larin % kacinin
proteine doniistiigi hakkinda bilgi verebilir. Ayrica molekiiler incelemenin yani sira
agir metallerin solucanlar iizerinde nasil bir fiziksel degisime yol actig1 incelenmelidir.
Boy, agirlik, renk, tireme kapasitesi gibi 6zellikler stresin derecesi hakkinda bize fikir

verecektir.

Yukaridaki bilgilere ek olarak farkli solucanlarla g¢alisilip hangisinin daha direngli
oldugu belirlenebilir.  Ileride topragi  solucanlarla temizleme ydnteminin
gelistirilmesinde bu caligmalar bize rehber olacaktir fakat buradaki sorun solucanlarin
topraktan nasil arindirilacagl ve yontemin nasil gerceklestirilecegidir. Belki ilk asamada
biiyiik kara parcalarinda yapmak gii¢ olabilir ama kiigiik seralarda etkin bir rol oynayan

sistemler gelistirilebilir.

Son olarak, giiniimiizde toprak kirliligi ve kuraklik ciddi bir sorundur. Kiiresel
1sinmanin etkisi ve bilingsiz sanayilesmeyle daha da tehlikeli boyutlara gelmesi olasidir.
Bu sartlar diistiniildigiinde topragin hangi konsantrasyonlarda, hangi agir metaller ile en
verimli sekilde arindirilacagini 6grenmeye yonelik caligmalar, baska canlilarla da
yapilabilir. Boylece yasadigimiz gezegenin en dnemli canlilarindan olan bitkilere daha
uygun sartlar birakilmis olur, dolayisiyla onlarla beslenen hayvanlara da, yeryiiziindeki

biitiin canlilara da daha optimal kosullar birakmak s6z konusu olabilir.
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