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Eisenia andrei türü solucanlar, hem çevresel hem de ekonomik açıdan faydalı olmaları 

sebebiyle çok önemli ve organik atıkların yönetimi için sıklıkla kullanılan organizmalardır. 

Ekotoksikoloji, fizyoloji, genetik çalıĢmalardaki yaygın kullanımları nedeniyle bu tez 

çalıĢmasında da biyobelirteç olarak seçilmiĢtir. GerçekleĢtirilen bu tez kapsamında kadmiyum 

ve bakır ağır metallerinin üç farklı konsantrasyonda (LC50 değerlerinin yarısı, iki katı ve  LC50 

değerine yakın olacak Ģekilde ayarlanmıĢ), 14 gün süreyle Eisenia andrei türüne uygulanması 

ve etkilerinin gen düzeyinde incelenmesi hedeflenmiĢtir. Bu kapsamda OECD’ nin uygun 

gördüğü test toprağı hazırlanmıĢ ve 10 adet plastik kutuya bölünerek ardından ağır metaller 

ortama eklenmiĢtir. Uzun süreli karıĢtırıldıktan sonra homojen hale getirilen toprak numuneleri 

toprak analizine MTA Genel Müdürlüğü’ ne gönderilmiĢ ve ardından solucanlar ortama 

alınmıĢtır. Topraktaki ayarlanan ağır metal konsantrasyonları; 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 Ģeklindedir. Her düzenekten 24 saat ve 14 günün sonunda örneklem alınmıĢ, ağır 

metal uygulamasından önce ve sonra solucanlar tartılmıĢtır. Daha sonra RNA izolasyon 

basamağına geçilmiĢ, agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmiĢtir. Ġzole edilen RNA’ lardan 

cDNA sentezlenmiĢ, sentezin sonrasında Real-Time PCR ile Metallothionein geninin 

ekspresyon profiline bakılıp, veriler analiz edilmiĢtir. Bu gen, ağır metal detoksifikasyonunda 

çok önemli role sahiptir. Yapılan ağırlık ölçümleri analizleri sonucunda, ağır metal uygulaması 

yapılan topraklardaki solucanlarda genel manada anlamlı azalma görülmüĢtür. Hayatta kalma 

oranları ise % 76 ile % 0 sıfır arasında dağılım göstermiĢtir. Real-Time PCR sonuçlarına 

bakılacak olursa, Metallothionein geninin ekspresyon seviyesinde, ağır metal oranları sabitken, 

zaman faktörü ile önemli derecede artıĢ görülmüĢtür. Zaman sabit tutulduğunda ise, sadece Cd 

uygulamasında, artan konsantrasyonlarla doğru orantılı olarak anlamlı seviyede azalma 

görülmüĢtür. Cu uygulamasında ise 1 gün için, 250 ppm ’den 1000 ppm ’e çıkıldığında yaklaĢık 

95 kat artıĢ görülürken, 14 günde yaklaĢık 2 kat artıĢ görülmüĢtür. Ġki metal birlikte 

uygulandığında ise 1 gün için profil, sadece Cd uygulandığındaki gibidir. 14 gün maruz kalanlar 

için ise Ģablon sadece Cu uygulamasındaki gibidir ve anlamlı bir artıĢ söz konusudur. Bu 

çalıĢma, Eisenia andrei türü organizmaya, Cd ve Cu’ un birlikte, LC50değerlerinin yaklaĢık 2 

katı dozun uygulandığı, bu dozlara maruz kalan solucanların gen ekspresyon profilinin 

gösterildiği ilk çalıĢmadır.  

Mayıs 2020, 38 Sayfa 

Anahtar Kelimeler: Eisenia andrei, Eisenia fetida, LC50, RT-PCR, in vivo, UV 

spektrofotomeetri, Metallotiyonin, Bakır, Kadmiyum 
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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 LC50 value and LC50 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 LC50values 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. GĠRĠġ 

Solucanlar hem çevresel hem de ekonomik açıdan faydalı olmaları dolayısıyla çok 

önemli organizmalardır. En önemli toprak ekosistem mühendisleri olarak tanınırlar. 

Eski Mısır’ da, Kleopatra döneminde (M.Ö 69-30), toprak solucanları kutsal hayvan 

ilan edilmiĢtir. O dönemde toprak solucanlarının, dünya tarihi boyunca diğer 

hayvanlardan daha fazla rol oynadığı belirtilmiĢtir (Sehar vd. 2016). 

Toprak solucanlarının topraktaki aktivitelerinin, toprak ekosisteminin iĢleyiĢinin yanı 

sıra mikro-flora ve mikro-fauna türleri ve sayıları üzerinde derin bir etkisi olduğu 

gösterilmiĢtir. Bugüne kadar tanımlanmıĢ yaklaĢık 4000-6000 toprak solucanı türü 

vardır, ancak bu sayı muhtemelen grubun dünyadaki çeĢitliliğinin yarısını temsil eder. 

Eudrillus eugeniae, Eisenia fetida ve Eisenia andrei, ülkelerin çoğunda solucan 

gübresinde kullanılan toprak solucanlarından birkaçıdır (Sehar vd. 2016). Taksonomik 

sınıflandırması Ģu Ģekildedir: 

 

Regnum: Animalia 

Phylum: Annelida 

1.Sınıf Polychaeta  

2. Sınıf: Oligochaeta  

1. Familya: Lumbricidae 

1. Cins: Lumbricus spp. 

2. Cins: Eisenia spp. 

(Kaygorodova ve Sherbakov 2006) 

 

Eisenia cinsine mensup bireyler kırmızımsı renkli, epilobousları prostomium, birbirine 

yakın çift Ģeklinde setalara sahip, ilk 5 segmentin yaklaĢık 4’ ünde dorsal gözenek, 10.’ 

da kesesiz kalsifer bezi, 9-12 segmentler arası dört çift vezikül, 9/10 ya da 10/11' de iki 

çift sperm kesesi, görünmeyen nefroporlar ve düzensiz değiĢen mesanelere sahiptir 

(Jadwiga vd. 2015). 
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Eisenia andrei, organik atıkların yönetimi için en yaygın kullanılan solucanlardan 

biridir. Aynı zamanda ekotoksikoloji, fizyoloji, genetik çalıĢmalarda kullanılan, 

özellikle dünya çapında geniĢ dağılım gösteren, yaĢam döngüleri kısa, geniĢ sıcaklık ve 

nem tolerans aralığına sahip canlılardır. Haploid durumda (n=11) 11 adet kromozomları 

vardır. Ġlk olarak Eisenia fetida’ nın farklı bir morfotipi olarak kabul edilse de, isimleri 

Eiseni foetida foetida ve Eiseni foetida unicolour olarak kabul edilmiĢtir ancak Ģu an 

literatürde iki ayrı tür olarak kabul görmektedirler. Eisenia andrei tekdüze kırmızı renge 

sahiptir. Sintopik tür olmasından dolayı gübre ve kompostlarda karıĢık kolonilerde 

yaĢarlar (Domînguez vd. 2005). 

   

Türkiye’ de de solucan gübresi üretiminde kullanılan solucanların baĢında gelir. Daha 

önce yapılan çalıĢmalarda, Eisenia andrei’ den elde edilen gübrenin, bitki verimini 

arttırdığı gözlemlenmiĢtir. Yapılan deneylerde bitkinin, bu tür solucanın kullanıldığı 

topraktan, kullanılmayana kıyasla daha çok mineral aldığı ve daha hızlı geliĢim 

gösterdiği geçmiĢ literatür bilgisinde yer almaktadır (Bellitürk 2018). 

 

 

ġekil 1.1 Eisenia andrei türü solucanın anatomisi (Hong vd. 2001’den uyarlanmıĢtır) 

 

Uzunluk: 48-95 mm 

Çap: 2,8-4,0 mm 

Gövde: Kesikli silindirik 

Segment: 75-98 
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Seta: Çift halinde birbirine çok yakın 

Prostomium: Epilobus 

Vücut Pigmentasyonu: Koyu kırmızımsı kahverengi 

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

 

Özellikle metalürjik olan insan aktiviteleri, toprakta metal elementlerin birikmesine 

neden olur. Ağır metallerin toprakta birikimi, insan sağlığı için bir tehdittir. Daha önce 

yüksek kadmiyum konsantrasyonundan kaynaklı kanser vakaları tanımlanmıĢtır. Ek 

olarak metal eser elementlerin yüksek miktarda bulunması, hayvanların üreme ve 

bağıĢıklık sistemlerinde strese yol açarak bozulmalara neden olur. Metal elementler, 

toprakta maruz kalan canlılar üzerinde bir stres oluĢturabilir. Metallerin neden olduğu 

detoksifikasyon mekanizmalarını ve fizyolojik değiĢiklikleri daha iyi anlamak için kirli 

toprakla temas halinde olan bitkiler ve hayvanlar üzerinde çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

Moleküler biyolojik tekniklerin ekotoksikolojiye uygulanması ile birlikte, canlı 

organizmalarda kirletici maddelerin etki mekanizmaları daha iyi anlaĢılmıĢtır. Çevresel 

stresörler ve genom arasındaki ilk entegrasyon, gen ekspresyon profilleridir. 

Organizmalar, dıĢsal değiĢikliklere tepkisini protein sentez yoluyla gösterirler. Bu 

nedenle, güçlü bir araç olan gen ifadesindeki değiĢikliklerin analizi, bir popülasyonda 

bir stresin varlığını teĢhis etmek ve bu strese karĢı verilecek olan cevabı mekanik 

kurallara göre analiz etmek için kullanılır (Brulle vd. 2008b). 

Biyolojik sistemlerde iz metallerin eldesi; büyüme, solunum, iç sinyal ve diğer gerekli 

faaliyetler için esastır. Ancak, bu köklü bağımlılığın sonucu olarak, aĢırı derecede 

yüksek reaktif ve potansiyel olarak tehlikeli temel metallerin yanı sıra, temel 

elementlerin analogları olarak dokulara giren toksik metallerin zarar vermesinden 

kaçınmaları gerekir. Bunlardan biri olan kadmiyum, baĢlıca metal kaplamalarda ve 

nikel-kadmiyum bataryalarda kullanılır. Ayrıca kadmiyum; madenlerin eritilmesi, fosil 

yakıtların kullanılması, çöp yakma, kentsel trafik ve fosfatlı gübre kullanımı gibi 

faaliyetlerle atmosfere ve toprağa sürekli salınmaktadır (Wang vd. 2010). 
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Ağır metaller iĢlevsel olarak iki ayrı gruba ayrılır: demir (Fe), bakır (Cu),  çinko (Zn) 

gibi temel metaller; civa (Hg), kurĢun (Pb), kadmiyum (Cd) gibi temel olmayan 

elementler. Temel metaller, çeĢitli biyolojik süreçlerin düzenlenmesinde rol oynayan 

kofaktörler olarak bazı enzimlerde ve elektron transfer proteinlerinde katalitik görevler 

üstlenirler. Tüm ağır metaller, oranlarına ve oksidatif strese neden olmalarına bağlı 

olarak reaktif oksijen türlerininin oluĢumuna katılırlar. Ayrıca temel olmayan 

elementler, biyomoleküllerle doğrudan etkileĢime girerek ya da biyomoleküllerle yer 

değiĢtirerek çeĢitli biyolojik süreçleri inhibe edebilirler. Dolayısıyla canlılar için 

oldukça zararlıdırlar. Günümüzde sanayi faaliyetleri, madencilik, atıkların serbest 

bırakılması, kanalizasyon suları, tarımda ağır metal içeren pestisit kullanımı ve dengesiz 

mineral içeren gübre kullanımı gibi etkenler ağır metal kirliliğine neden olmaktadır 

(Brulle vd. 2008b). 

 

Uygulanacak bir diğer metal Bakır (Cu)’ dır. Bakır, canlılar için gerekli ve hayati 

öneme sahip metallerden biridir. Elektron transfer reaksiyonu gibi pek çok önemli 

reaksiyonların gerçekleĢmesinde görev alır (Sitokrom oksidaz, katalaz, süperoksit 

dismutaz gibi). Memeli canlılarda Cu
2+

, oksijen taĢınmasında görevli, alyuvarların 

yapımında da payı olan bir elementtir. Bitkilerde ise bakır, klorofilin yapısında yer alır 

ve enzimlerin doğru çalıĢması için iz miktarlarda bulunması gerekir. Bakır 

omurgasızlarda ise, hemosiyaninin (kanda oksijen taĢıyan pigment) yapısına girer, bu 

yüzden omurgasızların kanı yeĢil-mavidir. Metabolizmada fazla miktarda bulunması 

toksik etkiye sebep olur. Etki ettiği canlının  yapısına, boyutuna, bakırın kimyasal 

formuna, doza ve maruz kalma süresine göre canlılar üzerinde oluĢturduğu negatif 

etkiler değiĢiklik gösterir. Bu nedenle kompleks ve büyük yapıdaki organizmalarda 

vücutta bulunduğu oran elzemken, küçük ve basit yapılı canlılarda aynı miktar ölümcül 

etki yaratır. Doğada birikmesi, özellikle sanayi atıklarının suya karıĢması ve pestisit 

kullanımı ile gerçekleĢir (Ustaoğlu vd. 2015).  

 

Toprakta metal birikimi canlılar için her zaman tehdit oluĢturmuĢtur. Bu kirlilik, bir 

hücreli mikroorganizmalardan en yüksek yapılı canlılara kadar bütün yaĢam formlarını 

etkilemektedir. Evrimsel süreçte canlılar, ağır metalleri detoksifiye etmede birçok 

yöntem geliĢtirmiĢlerdir. En önemlilerinden biri genetik olarak verilen cevaptır. Genetik 
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cevap için bu çalıĢmada inceleme yapılacak olan gen Metallotiyonin’ dir (Homa  vd. 

2015). 

 

Ekotoksikolojide moleküler biyolojik tekniklerin uygulanmaya baĢlanması, 

organizmalarda kirletici maddelerin etki mekanizmalarının daha iyi anlaĢılmasını 

sağlamıĢtır (Wang vd. 2010). Toprak solucanları, toprak biyokütlesinin ana bileĢenleri 

arasındadır ve toprağın yapısını, verimliliğini korumada major öneme sahiptirler 

(Peijnenburg vd. 1999). Annelida, Oligochaeta grubu, en çok incelenen faunistik 

gruplardan biridir. Çoğu kıta ekosisteminde önemli rol oynayan bu hayvanlar; toprak 

mikrofaunasının ciddi bir bölümünü temsil etmekte, yapının korunması ve toprağın 

verimliliğinin sürdürülmesinde görev almaktadır. Annelidler, metal kirliliğinden büyük 

oranda etkilenirler. Toprağın metalik kirlenmesi; cinsel olgunlaĢmayı geciktirebilir, 

enzimatik aktiviteyi değiĢtirebilir, büyümeyi yavaĢlatabilir ve gen ekspresyonunu 

düzenler (Brulle vd. 2008b). 

 

Uzun yılar boyunca gen ekspresyon profillerinin analizleri sayesinde Oligochaeta’daki 

biyobelirteç adayları tanımlanmıĢtır. Bunlardan en iyi bilineni Metallotiyonin’ dir (MT). 

Sistein bakımından zengin (yaklaĢık % 30), düĢük molekül ağırlığına sahip (6000-8000 

Da) bu protein, kadmiyum gibi metallerin detoksifikasyonunda ve çinko gibi temel eser 

elementlerin homeostazisinde görev alır. Metallotiyonin (MT), metal maruziyetinin iyi 

bir biyomarkerı olarak kabul edilir çünkü solucanlarda metallere maruz kalındığında 

MT’ yi kodlayan transkriptlerin ve proteinlerin, doz ve zamana bağlı artıĢı gözlenir 

(Brulle vd. 2008b). Metallothioninler, sitotoksisiteye karĢı hücreyi metal iyonlarından 

koruyan, Ģelat bakımından zengin protein/peptit ailesidir. Çoğu hayvanda, ağır metallere 

tolerans, aromatik amino asitlerin yokluğu ve at MT' sine sınırlı homoloji ile karakterize 

edilen, Metallotiyonin indüksiyonuna bağlıdır. Genomik olarak kodlanmıĢ Sınıf II MT' 

lerin transkript seviyelerini ölçerek metallerin toprak makro omurgasızları üzerindeki 

etkisini tahmin etmek, oligochaete solucanları olan Lumbricus rubellus ve Eisenia 

fetida, nematod Caenorhabditis elegans ve bahar kuyruğu Orchesella cincta dahil 

olmak üzere bir dizi karasal türde gerçekleĢtirilmiĢtir (Brulle vd. 2008a). 
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Toprak solucanlarındaki biyobelirteç çalıĢmalarının geçmiĢi IWEE I' in (International 

Workshop on Environmental Engineering) çok ötesine uzanır. Stenersen ve arkadaĢları 

(1979), glutatyon-S-transferaz (GST) ve asetilkolinesteraz (AChE) inhibisyonu gibi bir 

dizi iyi yapılandırılmıĢ biyobelirteç olduğunu ve solucanlara uygulanabileceğini 

göstermiĢtir. Bu öncü çalıĢmadan bu yana, yararlı biyobelirteçlerin sayısı büyük ölçüde 

artmıĢtır. Bu biyobelirteçler dört ana tipte kategorize edilebilir: 

 

1) Hücresel fonksiyon ve bütünlüğün etkilerini ölçmek için hücresel bazlı analizler: 

Bunlar, nötr kırmızı birikim deneyi kullanılarak lizozomal membran 

stabilitesinin ölçülmesini; organik kirleticiler ve metallerin etkilerini ölçmek için 

bağıĢıklık aktivitesi analizleri; genotoksinlere maruz kaldıktan sonra DNA iplik 

kopmasının ölçülmesi ve sperm sayısı, morfolojisinin değerlendirilmesi için 

DNA komet analizidir. 

 

2) Detoksifikasyon enzimleri ve proteinlerinin aktivitesinin ölçülmesi: Bu 

çalıĢmalar içinde, faz 1 sitokrom P450 enzimlerinin, GST' ler gibi faz 2 

enzimlerinin ölçümlerini; süperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi 

antioksidanların aktivitesi ve metallothioninlerin ekspresyon ölçümleri örnek 

verilebilir. 

 

3) Moleküler yanıtlar, doğrudan detoksifikasyon mekanizmalarından ziyade 

maruziyetin etkilerine bağlıdır. Sitokrom C oksidaz ve mitokondriyal büyük alt 

birim gen, lizozomal membrana bağlı genler ve metal içeren enzimler gibi 

mitokondriyal genlerin  regülasyonunun artmasına (mRNA seviyesinde) 

rağmen, en iyi bilinen protein Ģaperonlarıdır. Bu alandaki en son çalıĢmada, 

önemli bir yaĢam döngüsü özelliği olan, üreme ile olası bir bağlantı gösteren 

moleküler belirteçler tanımlanmıĢtır. 

 

4) Son biyobelirteç grubu, bireysel yanıtlara odaklanmak yerine, tam veya kısmi 

transkriptom, proteom veya metabolom içindeki yanıtı kaydeder. Kapsamlı 

metabolik profil oluĢturma (NMR spektroskopisi kullanılarak); bakıra, 
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tarlalardaki metal karıĢımlara ve florlu organik bileĢiklere maruz kalan 

solucanlardaki spesifik düĢük moleküler ağırlıklı metabolit değiĢiklikleri 

tanımlamak için kullanılmıĢtır. Son zamanlarda, kimyasal savaĢ ajanlarına 

konsantrasyon tepkilerini değerlendirmek için protein imza kalıpları 

kullanılmıĢtır. 

 

IWEE III, potansiyel biyobelirteç yanıtlarının mekanik temelinin daha ileri analizlerini 

önermiĢtir. Öngörülen çalıĢma tipine bir örnek Stürzenbaum Metallothionein'dir. 

Stürzenbaum ve arkadaĢları, MT-2 kadmiyum tarafından daha güçlü bir Ģekilde 

düzenlenmiĢ olmasına rağmen, solucanlarda iki ana metallothionein (MT-1 ve MT-2) 

izoformunu tanımlamıĢlardır. MT-2' nin biyokimyasal çalıĢmaları, rekombinant 

proteinin molekül baĢına 6 kadmiyum atomuna bağlandığını göstermiĢtir. Amino asit 

sekansının analizi, proteinin hücre içi organellere entegrasyonunu kolaylaĢtırmak için 

translasyon sonrası modifiye edilebildiğini göstermiĢtir. Bu bölümlendirme daha önce 

solucanlarda bulunmuĢtur ve immünositokimya ile, MT-2' nin bağırsakları çevreleyen 

hücreler içindeki veziküllerde konsantre olduğu tespit edilmiĢtir (Spurgeon vd.). 

 

Projede bakır (Cu) ve kadmiyum (Cd) ağır metalleri, belirli oranlarda, toprak ortamında 

solucanlara in vivo olarak uygulanmıĢtır. Uygulama bu iki metal için hem ayrı ayrı, hem 

de birlikte olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

  Deneyler, Eisenia andrei türü solucanla, OECD tarafından belirlenen toprakta ve 

koĢullarda gerçekleĢtirilmiĢtir ve deney koĢulları Ģu Ģekilde planlanmıĢtır: 

     Toprak Türü                      Sıcaklık                             Nem                                 pH 

% 70 Kuvars Kum                   22° C                        % 60 sabit nem                    7.0 ± 0.1     

 % 20 Kaolinit Kili 

  % 10 Sfagnum 

(Brulle vd. 2007). 
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Bu araĢtırmanın amacı Eisenia andrei türü solucanda Metallotiyonin geninin bakır ve 

kadmiyum ağır metallerine bir ve on dört gün sonunda verdiği cevabı gen ekspresyon 

düzeyinde incelemektir. Böylece solucanın topraktaki ağır metalleri absorbe ettiği, 

genetik cevap oluĢturduğu ve toprağı temizlediği gösterilmiĢ olacaktır.  

 

ÇalıĢmada farklı olarak, bu iki ağır metal LC50 değerlerinin üstünde ve ilaveten birlikte 

uygulandığında nasıl bir profil oluĢtuğu değerlendirilecektir. Ayrıca solucanların 

ağırlıkları deneyin baĢında ve sonunda ölçülerek değiĢimler izlenecektir. Son olarak 

solucanların sayılarına bakılarak hayatta kalma oranlarının nasıl etkilendiği 

anlaĢılacaktır. 
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ÖZETLERĠ 

 

Daha önce yapılan birçok araĢtırmada ağır metallerle birlikte, toprak solucanlarında bazı 

genlerin ifadesinin arttığı ve strese cevap olarak proteinlerin seviyesinin yükseldiği 

gösterilmiĢtir. Bunların bazılarına değinilecek olursa,  

 

Ma (1982), Lumbricid toprak solucanlarında, ilk trofik seviyede metal davranıĢı üzerine 

yaptığı araĢtırmada; biyoakümülasyon potansiyelinin, kirlenme derecesine ve toprağın 

metal bağlama kapasitesine bağlı olduğunu göstermiĢtir (Ma 1982). 

 

Brusseau (1997) yaptığı çalıĢmada, diğer toksik ağır metallerle benzer Ģekilde ve zararlı 

organik bileĢiklerin aksine, Cd’ un toprakta biriktiğini, kirlenmesinin uzun yıllar 

boyunca sürdüğünü ve edafik fauna üzerindeki etkilerinin devam ettiğini göstermiĢtir 

(Brusseau 1997). 

 

Vivian Hsiu-Chuan vd. (1998)’ nin yaptıkları çalıĢmada Caenorhabditis elegans türü 

solucanda Cd maruziyeti ile değiĢen 49 adet cDNA tanımlanmıĢtır. Caenorhabditis 

elegans’ ta, kadmiyum maruziyetinden sonra ifadeleri değiĢen bir grup gen bulunmuĢtur 

(Vivian Hsiu-Chuan vd. 1998). 

 

Brulle vd. (2007), 80 mg/kg Cd ihtiva eden toprak içerisinde E. fetida üzerinde 

yaptıkları çalıĢmada, metallothionein geni ekspresyon düzeyi için 14 güne kadar önemli 

derecede sürekli artıĢ gözlemlemiĢlerdir. Cd oranı 800 mg/kg konsantrasyona çıktığında 

ise erken indüklenme ile birlikte 2 günde 85 kat artıĢ, daha sonra bir düĢüĢ, ardından 

tekrar 80 kata kadar bir yükseliĢ gözlemlemiĢlerdir. Cu maruziyetinde ise, 40 mg/kg 

orandaki toprak için Metallothionein mRNA seviyesinde, kontrolle arasında önemli bir 

fark gözlenmemiĢtir. 120 mg/kg Cu maruziyetinde, 14 saat için anlamlı artıĢ 

gözlenmiĢtir. Toprakta 400 mg/kg bakıra maruz kalan hayvanlarda ise artıĢ Ģekli 

oldukça benzer görülmüĢtür, bu genin önemli bir indüksiyonu, 1 günlük maruziyete 

kadar artmıĢ, sonra dalgalı bir grafik ortaya çıkmıĢtır (Brulle vd. 2007). 



 
 
 

10 
 

Homa vd. (2015)’nin yaptıkları çalıĢmada, Eisenia andrei türü solucana 3 gün ve 7 gün 

Cd, Cu uygulanmıĢ, coelomocytes örnekleri alınmıĢtır. Deney sonuçları, 3 ve 7 günün 

sonunda, Mt gen ekspresyon düzeyinin uygulanan Cd molaritesi ile aynı oranda arttığını 

göstermiĢtir. Cu uygulamasında ise 3 gün için önce yükselmiĢ, sonra düĢmüĢtür fakat 7 

günün sonunda sürekli olarak doğru oranlı artıĢ görülmüĢtür (Homa vd. 2015). 

 

Maity vd. (2018), Eisenia fetida ve Eutyphoeus waltoni türü solucanlar üzerine 

yaptıkları çalıĢmada, 28 günlük 30, 60 ve 120mg/kg oranlardaki maruziyet için, artan 

doz ve sürede Cd birikiminin arttığını göstermiĢlerdir. Ayrıca her iki türde, 28 günlük 

maruziyetin sonunda, artan Cd oranıyla birlikte lipid peroksidasyonu hariç 

detoksifikasyon enzimlerinin azaldığı gözlemlenmiĢtir (Maity vd. 2018) 

 

Neuhauser vd. (1984) yaptıkları çalıĢmada Cu için LC50  değerini 643 μg/g olarak 

bulmuĢlardır (Neuhauser vd. 1984). 

 

Van Gestel ve Van Dis (1988)’ in Eisenia andrei ile yaptıkları çalıĢmada, Cd için LC50  

değerini > 1000 mg/kg bulmuĢlardır (Van Gestel and Van Dis 1988). Neuhauser vd. 

(1984) ise 1843 mg/kg bulmuĢtur. Spurgeon vd.(1994), yaptığı çalıĢmada, Eisenia 

fetida için LC50  değerini 683 mg/kg bulmuĢtur (Neuhauser vd. 1984). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Materyal 

 

3.1.1 Solucanlar 

 

Deneyde kullanılan solucanlar EpiGen Biyoteknoloji Ltd. ġti. tarafından sağlanmıĢtır. 

Saklama kabına koyulan solucanlar Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü 

Bitki Moleküler Biyoloji Laboratuvarı’ na ulaĢtırılmıĢtır. Gelen solucanlar kontrollü 

koĢullarda steril su ve kendi yemi olan, organik besince zengin hayansal gübre ile 

beslenmiĢtir. 

 

3.1.2 Topraklar 

 

Tez çalıĢması kapsamında kullanılacak toprak türleri; kuvars kum, kaolinit kili ve 

sfagnumdur ve EpiGen Biyoteknoloji Ltd. ġti. tarafından temin edilmiĢtir. Bu üçünün 

karıĢımından oluĢan toprak, ağır metal uygulamalarında solucanın yaĢam alanı olarak 

kullanılmıĢtır. 

 

3.1.3 Kitler 

 

Tez kapsamında kullanılan kitler ve ürün kodları Çizelge 3.1’ de yer almaktadır. 

Çizelge 3.1 ÇalıĢmada kullanılan kitler, kodları ve firmalar  

          KĠT ADI        KODU             FĠRMA 

mRNA Isolation Kit  R2070 ZYMO Research 

cDNA Synthesis Kit BIO-65053 Bioline 

Power SYBR™ Green PCR Master 

Mix 

BIO-92005 Bioline 
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3.2 Yöntem 

 

3.2.1 Solucanların temini ve tanımlanması 

 

Solucanlar, karton kutu içerisinde, humuslu toprak ortamında laboratuvara getirilmiĢtir. 

John M. Walker’ ın (1985) Fenol-Kloroform Yöntemi ile DNA izolasyonu yapılıp 

Sanger Dizileme Yöntemi ile COI geni dizilenmiĢtir. Dizileme Hacettepe Üniversitesi 

Biyoloji Bölümü’ nde, The Applied Biosystems™ 3500 Series Genetic Analyzer cihazı 

kullanılarak yapılmıĢtır. Elde edilen dizi BioEdit programı ile analiz edilmiĢtir. 

  

 

ġekil 3.1 Elde edilen dizinin analiz gösterimi 

 

Analiz edildikten sonra dizi  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ sitesi kullanılarak BLAST 

aracı ile alignment yapılmıĢtır, gelen solucan türünün Eisenia andrei olduğu % 99,73 

eĢleĢme ile kanıtlanmıĢtır. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ġekil 3.2 Dizinin alignment sonuçları 

 

 

ġekil 3.3 En yüksek skorlu alignment sonucu 

 

3.2.2 Solucanlara ağır  metal uygulanması ve örneklem alınması 

 

Uygulama OECD’ nin belirlediği test toprağında yapılmıĢtır. Toprak karıĢımı % 70 

kuvars kum, % 20 kaolinit kili, % 10 sfagnumdan oluĢmaktadır. Deneyde kullanılmak 
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üzere hazırlanan 50 kg toprak için 35 kg kuvars kum, 10kg kaolinit, 5 kg sfagnum 

dikkatlice karıĢtırılmıĢtır. KarıĢtırılan topraktan 2 adet 1 kg numune alınmıĢ ve analiz 

için MTA Genel Müdürlüğü’ ne gönderilmiĢtir. Analizin sonuçları ġekil 4.1’ de 

gösterilmiĢtir. 

 

Bir diğer aĢamaya geçmeden önce stok yuvadan alınan 50 solucan tartılmıĢ, 

ağırlıklarının ortalaması alınmıĢtır. Uygulamanın sonunda da kalan bireylerin ağırlık 

ölçümleri elde edilmiĢ, veriler analiz edilmiĢtir. 

 

MTA Genel Müdürlüğü’ nden analiz sonuçları geldikten sonra karıĢımdan, ölçüleri 42,5 

cm 28,5 cm 14,5 cm olan 10 lt lik 10 adet plastik kaba 5’ er kg dağıtılmıĢtır. Dağıtma 

iĢleminden sonra kontrol seti dıĢında, her bir uygulama toprağı için konsantrasyon 

değerleri hesaplanmıĢtır. Hesaplamalar 5 kg kuru toprak  ağırlığına göre yapılmıĢtır. 

Hassas terazi kullanılarak 3CdSO4.8H2O ve CuSO4.5H2O bileĢikleri gerekli ölçülerde 

tartılmıĢtır ve 500 ml suda çözülmüĢtür. Ġyice çözündükten sonra uygulama topraklarına 

eklenmiĢtir. 
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ġekil 3.4 Test toprağı 

 

Deney düzeneği aĢağıdaki Ģekildeki gibidir: 
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                                                                        3CdSO4.8H2O 

                                        4,564 g/500ml       9,127 g/500ml     18,255 g/500ml 

  

                                                  

             Kontrol                        500 ppm                      1000 ppm                  2000 ppm 

 

                                                            CuSO4.5H2O 

                   3,929 g/500ml                 7,858 g/500ml                15,716 g/500ml             

 

                                                            

               250 ppm                                   500 ppm                                     1000 ppm 

 

                                          3CdSO4.8H2O +  CuSO4.5H2O 

4,564 g+3,929 g /500ml          9,127 g+7,858 g /500ml           18,255 g+15,716 g /500ml                

 

                                                                 

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

 

Ağır metal eklendikten sonra deney ortamının sıcaklık, nem ve pH kontrolü yapılmıĢtır. 

Ölçümler 22° C ortam sıcaklığını, % 60 sabit nemi ve pH 6,5 değerini göstermiĢtir. Bu 

veriler elde edildikten sonra kontrol kabına 40 birey, diğerlerine 60 birey eklenmiĢtir. 

Deney süresi boyunca her iki günde bir uygulama yapılan topraklar kontrol edilmiĢ, 

değerler sabit tutulmaya çalıĢılmıĢtır fakat pH 2,5 ile 4 arasına düĢmüĢtür. Geri kalan 

süre boyunca pH, bu aralıkta gidiĢat göstermiĢtir.  
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Örneklem 24 saat ve 14 günde alınmıĢtır. Her örneklem saatinde, bütün deney setinden 

2 birey alınmıĢ, ependorflara aktarılmıĢ ve sıvı azot kullanılarak soğuk zincir 

bozulmadan – 80° C ’ye koyulmuĢtur. 14 günün sonunda, tüm örneklemin elde 

edilmesinin ardından total RNA ekstraksiyon aĢamasına geçilmiĢtir. 

 

3.2.3 RNA izolasyonu 

 

Total RNA izolasyonu, ZYMO Reseach izolasyon kiti (ZYMO Reseach,USA)  

kullanılarak yapılmıĢtır.  – 80° C ’den çıkarılan solucanlar, önce homojenizatörde 

parçalanmıĢ, sonra kitin prosedürü uygulanarak soğuk zincirin sürdürülmesi suretiyle 

RNA izole edilmiĢtir. 

 

3.2.4 Total RNA örneklerinin jel elektroforezi 

 

Ġzole RNA’ lar, UV ıĢığı altında jel elektroforezi yöntemi ile görüntülenmiĢtir. Bunun 

için % 1,6’ lık agaroz jel dökülmüĢtür. Hassas terazi kullanılarak agarozdan 1,6 gram 

tartılmıĢ, cam erlene eklenmiĢtir. Üstüne 100 ml TBE buffer eklenmiĢ ve mikro dalga 

fırında, agaroz çözünene kadar ısıtılmıĢtır. Ardından 5 μL Etidyum Bromür ilave 

edilmiĢ, iyice karıĢtırıldıktan sonra iki taraklı elektroforez kalıbına yavaĢça 

dökülmüĢtür. 20 dk kuruduktan sonra örnekler sırayla yüklenmiĢtir. Yükleme için 

kullanılan malzemelerin ölçümleri Ģunlardır: 

- 5 μL RNA örneği 

- 2 μL Loading Dye 

  Yükleme gerçekleĢtikten sonra 120 V’ ta 20 dk yürütülmüĢtür. Yürütme iĢleminin 

ardından jel, UV ıĢığı altında görüntülenmiĢtir. 

 

3.2.5 cDNA sentezi 

 

RNA sentezini takiben Real Time PCR yöntemini gerçekleĢtirmek için çift zincirli 

DNA sentezlenmesi gerekmektedir. Bunun için tek zincirli RNA’ nın Reverse 
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Transkriptaz enzimi ile çift zinzirli oligonükleotite dönüĢmesi zorunludur. Bunun için 

Bioline cDNA sentez kiti kullanılmıĢtır. Uygun saflığa sahip RNA’ ların 

konsantrasyonlarına bakılarak, reaksiyonda 1000 ng olacak Ģekilde ayarlanmıĢ ve 

cDNA sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir. Reaksiyonun hacmi ve koĢulları Ģu Ģekildedir:  

 

- RNA 1000 ng olacak kadar 

- 2 μL 5x Trans AMP  Buffer  

- 0,5 μL Reverse Transkriptaz (Enzim) 

- Son hacim 10 μL olacak kadar su 

 

25° C   10 dk 

42° C   15 dk 

85° C   5 dk 

4° C     ∞ 

 

3.2.6 Real time PCR 

 

Ağır metale maruz kalan solucanlarda, gen ekspresyon düzeyindeki değiĢikliğe bakmak 

için Real-Time PCR metodu kullanılmıĢtır. Bu çalıĢma kapsamında 1 genin mRNA 

seviyesindeki değiĢikliği incelenmiĢ, housekeeping gen olarak da B-aktin seçilmiĢtir. 

Ġncelenen gen, ağır metal detoksifikasyon mekanizmalarında rol oynadığı bilinen 

Metallothioneins (MTs)’ dir. Bu genlere ait PCR için kullanılan primer dizileri 

aĢağıdaki 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’ yı boyama mantığına dayanan SYBR Green (Bioline,UK) 

kullanılarak yapılmıĢtır. Reaksiyon hacmi aĢağıda gösterildiği gibidir: 

 

Çizelge 3.2 Real-Time PCR ’da kullanılan kimyasallar ve miktarları 

                       

KĠMYASAL ADI 

  

  MĠKTARI 

 

REAKSĠYONDAKĠ 

KONSANTRASYON 

SYBR Green(2x) 5 μL 1x 

Forward Primer(10 uM) 0,4 μL 400 nM 

Reverse Primer(10 uM) 0,4 μL 400 nM 

cDNA(1000 ng) 1 μL 100 ng 

Su 3,2 μL  

 

Reaksiyon koĢulları: 

95° C  120 sn  

95° C  5 sn 

55° C  10 sn               40 Döngü 

72° C  15 sn 

55° C  20 sn 

4° C     ∞ 

 

Reaksiyon sonucu Cq değerleri elde edilmiĢtir. Veriler  Delta-Delta Ct metodu ile analiz 

edilmiĢtir. 

3.2.7 Ġstatistiksel analiz   

Ġstatiksel hesaplamalar için önce Excel programına veriler girilmiĢtir. Aralarında fark 

olup olmadığını ortaya koymak için F Testi (ANOVA, Analysis of Variance) 

uygulanmıĢtır. 
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4. BULGULAR VE TARTIġMA 

 

4.1 Toprakların Hazırlanması ve Ağır Metal Konsantrasyonu 

 

Materyal-metot kısmında belirtildiği üzere topraklar hazırlandıktan sonra iki numune 

MTA Genel Müdürlüğü’ ne toprak ağır metal analizi için gönderilmiĢtir. Analiz 

sonuçları, deneye baĢlamak için ağır metal oranının uygun olduğunu göstermiĢtir. 

 

 

ġekil 4.1 Ağır metal eklenmeden önceki test toprağı analiz sonuçları 

 

9 adet test toprağı, ağır metal uygulandıktan sonra tekrar analize gönderilmiĢtir. Bu 

toprakların numaralandırması aĢağıdaki gibidir: 
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Çizelge 4.1 Analize gönderilen toprak numunelerinin numaraları 

     NUMARA TOPRAKTAKĠ AĞIR METAL ORANI 

1 500 ppm Cd 

2 1000 ppm Cd 

3 2000 ppm Cd 

4 250 ppm Cu 

5 500 ppm Cu 

6 1000 ppm Cu 

7 500 ppm Cd + 250 ppm Cu 

8 1000 ppm Cd + 500ppm Cu 

9 2000ppm Cd +1000 ppm Cu 

 

 

  Analiz sonuçları aĢağıdaki gibidir: 

 

 

ġekil 4.2 Ağır metal eklendikten sonraki toprak numunelerinin analiz sonuçları 
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Raporda görüldüğü üzere konsantrasyon değerleri, 500 ppm Cu numunesi haricinde 

hedeflenilen değerlere yakındır.  Bu sebeple 500 ppm Cu parametresi değerlendirmeye 

alınmamıĢtır. 

 

4.2 Solucan Örneklerinin Ağırlık DeğiĢimi ve Hayatta Kalma Oranları 

 

4.2.1 Solucan örneklerinin alınması 

 

Deney düzeneğine aktarılmadan önce rastgele 50 adet solucan seçilmiĢ ve tartılmıĢtır. 

Daha sonra deney kaplarının her birine, tartılan 50 solucan da dahil 60 adet solucan 

eklenmiĢtir. ÇalıĢmada planlanan son zaman parametresi olan 2 haftanın sonunda kalan 

solucanlar tartılmıĢ ve ağırlık ortalamaları alınmıĢtır. Çizelge 4.2’ de ağır metal 

uygulamasından önceki tartımlar ve ağırlık ortalamaları verilmiĢtir 
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                   Çizelge 4.2 Uygulamadan önce tartılan 50 solucanın ağırlıkları 

SOLUCAN UYGULAMADAN ÖNCE SOLUCAN 

AĞIRLIKLARI (gr) 
1. Birey 

2. Birey 

3. Birey 

4. Birey 

5. Birey 

6. Birey 

7. Birey 

8. Birey 

9. Birey 

10. Birey 

11. Birey 

12. Birey 

13. Birey 

14. Birey 

15. Birey 

16. Birey 

17. Birey 

18. Birey 

19. Birey 

20. Birey 

21. Birey 

22. Birey 

23. Birey 

24. Birey 

25. Birey 

26. Birey 

27. Birey 

28. Birey 

29. Birey 

30. Birey 

31. Birey 

32. Birey 

33. Birey 

34. Birey 

35. Birey 

36. Birey 

37. Birey 

38. Birey 

39. Birey 

40. Birey 

41. Birey 

42. Birey 

43. Birey 

44. Birey 

45. Birey 

46. Birey 

47. Birey 

48. Birey 

49. Birey 

50. Birey 

Ortalama 

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 
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Çizelge 4.3’ te 2 haftanın sonunda kalan solucanlar, ağırlıkları ve ortalamaları 

verilmiĢtir. 

Çizelge 4.3 Ağır metal uygulamasından sonra yaĢayan birey sayısı, ağırlıkları ve ortalamaları 

 

 

 

DENEY SETĠ 

 

YAġAYAN BĠREY 

SAYISI+SON 

ÖRNEKLEM 

SAYISI 

 

AĞIRLIKLARI 

 

ORTALAMALARI 

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 

 

Ağır metal uygulama öncesi ve sonrası elde edilen solucan ağırlıklarının ortalamaları 

karĢılaĢtırmalı olarak Çizelge 4.4.’te gösterilmiĢtir. ġekil 4.3’ e göre kontrol ve 1 

numaralı topraktaki bireylerin ağırlıklarında artıĢ gözlenirken, 9 numaralı toprak hariç 

diğer topraklardaki bireylerin ağırlıklarında bir azalma görülmüĢtür fakat bu değiĢimler 

istatistiksel anlamda belli belirsiz seyretmiĢtir. Bireysel olarak solucanların 

ağırlıklarının değiĢimlerini inceleyecek olursak kontrol % 10 artmıĢtır. Ġstisna olarak 

500 ppm Cd ihtiva eden 1 numaralı topraktaki solucanların ağırlıklarında yaklaĢık % 9 

artıĢ görülürken, Cd içeren diğer 2 topraktaki solucanlarda ortalama yaklaĢık % 17 

civarı bir azalıĢ görülmüĢtür. Sadece Cu olanlarda ise yaklaĢık % 12’ lik bir azalma 

gözlenmiĢtir. 9 numaralı toprakta deney sonunda hiç canlı bulunmadığı için ağırlığı 0 

kabul edilmiĢtir. Diğer Cd ve Cu ağır metallerinin birlikte bulunduğu topraklardaki 

solucanlarda ise % 19’ luk bir azalma görülmüĢtür. Homa vd. (2015) tarafından bu 

çalıĢmadaki ağır metallerin denendiği bir baĢka çalıĢmada solucan ağırlıklarındaki 

değiĢimin sadece bakır ve çinko ağır metallerine maruz kalınması durumunda çok az 

olduğu görülmüĢtür. Ancak bu tez çalıĢmasında Cd uygulamasını takiben de topraktaki 

bireylerin ağırlıklarında farklılık gözlenmiĢtir. 
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Çizelge 4.4 Her bir test toprağındaki solucanların baĢlangıç ve 2. hafta ağırlık ortalamaları 

 BaĢlangıç 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 

 

 

 

ġekil 4.3 Ağırlık değiĢimlerinin grafiksel gösterimi 

 

4.2.2 Hayatta kalma oranları 

 

Solucanların test toprağına aktarımı esnasında ergin bireyler seçilmiĢtir. 14 günün 

sonunda hayatta kalan bireyler tekrar sayılmıĢtır. Test topraklarındaki solucanların 

hayatta kalma oranları Çizelge 4.5’ te verilmiĢtir. Kontrol toprağındaki bireylerin yaĢam 

oranının % 76 olduğu görülmüĢtür. Ancak ağır metal uygulaması yapılan topraklardaki 

solucanların yaĢam oranlarının % 50 ve altında olduğu belirlenmiĢtir. Ġstisna olarak 

-0,2
-0,1

0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9

AĞIRLIK DEĞİŞİMİ (BAŞLANGIÇ VE SON 
GÜN) 

Başlangıç 2 Hafta
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1000 ppm Cd ve 500 ppm Cd+250 ppm Cu olan topraklardaki bireylerin yaĢam 

oranlarının ikisinin de  % 67 olduğu tespit edilmiĢtir. Daha önceki yapılan çalıĢmalara 

göre bu iki değerin daha düĢük olması; 1,4,ve 7 (LC50 değerinde düĢük) nolu 

topraklardaki hayatta kalma oranlarının %50 ’den yüksek olması, ağır metal oranı 

arttıkça yaĢam yüzdesinin düĢmesi beklenmiĢtir. Elde edilen bu sonuçların nedenleri 

arasında toprakların asiditesinin değiĢken ve düĢük olması, bazı yerlerinde fazla, bazı 

yerlerinde az miktarda metal olması, alınan solucanların hayatta kalma açısından metal 

dayanıklılığının suĢ temelli  farklı olması söz konusudur. 

 

Çizelge 4.5 Solucanların hayatta kalma oranı 

 

 

4.3  RNA Ġzolasyon Sonuçları 

 

Total RNA izolasyonu, kit ile yapıldıktan sonra numaralandırılmıĢ, ardından Nanodrop 

cihazı ile spektrofotometrik olarak ölçülmüĢtür. Ölçülen değerler Çizelge 4.6’ da 

gösterilmiĢtir. Elde edilen saflık oranlarının ve konsantrasyonların uygun olduğu 

görülmüĢ, uygun olmayan bireylerin yerine aynı deney setinden yeniden izolasyon 

yapılmıĢtır. Beklenilen saflık oranları 1.8 ile 2 arasındadır. Ġncelenen  A260/A280  

değeridir. DNA ve RNA çözeltilerinin ultraviyole ıĢığı emdiği maksimum değer 260 

nm, proteinlerin ise 280 nm’ dir (Sambrook vd. 1989). Bu bilgiler baz  alınarak 

A260/A280  oranı, bize elde edilen RNA’ nın kirliliği hakkında bilgi verecektir. Bu saflık 

  

BAġLANG

IÇ SAYISI 

14. GÜN 

BĠREY 

SAYISI 

ÖRNEK ĠÇĠN 

ALINA BĠREY 

SAYISI 

ÖLEN 

BĠREY 

SAYISI 

YAġAM 

ORANI 

ÖLÜM 

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% 77% 

 

500ppmCd+

250ppmCu 60 31 14 15 67% 33% 

 

1000ppmCd

+500ppmCu 60 9 12 39 19% 81% 

 

2000ppmCd

+1000ppmC

u 60 

                                                

X 5 55 0% 100% 
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oranları ve konsantrasyonlar bir sonraki aĢamaya geçmek için uygun görülmüĢ ve 

elektroforez aĢamasına geçilmiĢtir. 

 

Çizelge 4.6 Solucanların numaraları, RNA ’ larının saflık oranları ve konsantrasyonları 

SOLUCANLAR 

SAFLIK ORANI 

(260/280) 

KONSANTRASYON(n

g/µL) 

   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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Çizelge 4.6 Solucanların numaraları, RNA ’ larının saflık oranları ve konsantrasyonları 

(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 ’ların Jel Elektroforezde Görüntülenmesi 

 

Total RNA izole edildikten sonra % 1,6’ lık agaroz jelde yürütülmüĢtür. Ökaryotlarda 

ribozomal RNA, üç alt birimden oluĢur, bunlar 5.8S, 18S ve 28S’ tir. Jelde görüneler ise 

ribozomal RNA’ nın büyük alt birimi 28S ve küçük alt birimi 18S’ tir (Brimacombe vd. 

1985).  
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Alttaki Ģekilde de görüldüğü üzere büyük ve küçük alt birim, UV ıĢığında iki bant 

Ģeklinde net olarak görülmüĢtür. Her bir kuyucukta farklı bireylerden izole edilmiĢ 

RNA örnekleri olan bu jel görüntüsünde, küçük olan 18S daha hızlı yürümüĢtür. Büyük 

alt birim 28S ise boyutundan dolayı daha yavaĢ yürüdüğü için yukarıdadır ve iki bant da 

yanındakilerle aynı hizadadır. Altlarda görünen silik bantlar ise kirlilikten kaynaklanan 

önemsiz bantlardır. Bu sonuca dayanak daha sonraki aĢamalara geçilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.4  RNA ’ların jel elektroforez gösterimi 

 

4.5  Real-Time PCR Sonuçları 

cDNA sentezlendikten sonra Real-Time PCR yapılmıĢ, bütün örnekler 2 gen açısından 

taranmıĢtır. Elde edilen Cq değerleri bir tablo haline getirilmiĢtir. Tablo değerleri 

grafiğe dönüĢtürülmüĢ, azalma ve artıĢ seviyesine bakılmıĢtır.  

ġekil 4.2’de görüldüğü üzere 500 ppm Cu olması istenen topraktaki bireyler 

alınmamıĢtır çünkü analiz sonuçları, topraktaki bakırın 500 ppm değerinin çok altında 

olduğunu göstermiĢtir. Bu değerler, analiz sonuçlarını etkileyeceği için çıkarılmıĢtır. 

Ayrıca 14 günün sonunda, 2000 ppm Cd + 1000 ppmCu eklenen  toprakta hiç canlı 

birey kalmadığı için ekspresyon seviyesi 0 kabul edilmiĢtir. 
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Analizler, Livak ve Schmittgen’ in 2-ΔΔCT metoduna göre normalize edilmiĢtir (Livak ve 

Schmittgen 2001). Metallothionein geni için en son elde edilen Delta-Delta Ct değerleri, 

kontrol bireylerine göre birbirlerine oranlanmıĢ ve verilerin son hali elde edilmiĢtir 

(Çizelge 4.7). Veriler incelendiğinde, kadmiyum için aynı zaman diliminde oran 

artarken Metallothionein geninin ekpresyon seviyesinde en az 1,5 kat bir azalıĢ 

görülmüĢtür. 1 nolu toprakta 24 saat için ekspresyon kat sayısı 427 iken 2 nolu toprakta 

oran 46’ ya, 3 nolu toprakta ise 10’ a düĢmüĢtür. BaĢka bir deyiĢle Cd miktarı iki katına 

çıktığında gen ifadesi yaklaĢık % 89 azalmıĢ, 4 katına çıktığında ise yaklaĢık % 98 

azalmıĢtır. 2 hafta için 1,2 ve 3 nolu topraktaki ekspresyon katsayıları sırası ile 1210, 

420 ve 210’ dur. Burada  Cd miktarı 500 mg/kg iken katsayı 1210’ a çıkmıĢ, ağır 

metalin 2 kat arttığı toprakta ise 1 nolu toprağa göre yaklaĢık % 65 azalmıĢ, 4 kat 

olduğunda ise % 83 azalmıĢtır. 

Çizelge 4.7 Metallothionein gen ifadesinin analiz sonuçları 

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 

toprak) 

61,0826392911829 98,1361395015168 

Cd 1000+Cu 500(8 nolu 

toprak) 

30,2690596765727 110,103615942136 

Cd 2000+Cu 1000(9 nolu 

toprak) 

14,2728394343604 x 

 

 

Sadece bakır uygulanan topraklar incelendiğinde ekspresyon seviyesinde ciddi bir artıĢ 

görülmüĢtür. 24 saat için 4 nolu topraktaki Mt ekspresyon katsayısı 0,25 iken, ağır 

metal oranı 4 kat arttığında ise bu katsayı yaklaĢık 19 olmuĢ, 76 kat artmıĢtır. 2 hafta 

sonundaki uygulamada, bu katsayı 2.2’ den 4,1 ’e çıkmıĢ, 1,86 kat artmıĢtır. 
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Ġki metalin birlikte uygulandığı bireylerde; 24 saatte ağır metal konsantrasyonları 2 kat 

arttığında Mt ekspresyon seviyesinde ½ oranında azalıĢ, 4 kat arttığında ise yaklaĢık ¼ 

oranında azalıĢ görülmüĢtür. 2 hafta için incelersek, 7 nolu toprakta ekpresyon katsayısı 

98 iken, ağır metaller 2 katına çıktığında 110 olmuĢ, yaklaĢık 1.12 oranında artıĢ 

görülmüĢtür. Bu Ģablon 24 saat için sadece Cd uygulandığında görülen profille aynıdır. 

2 haftada ise bakırda görülen durum seyretmiĢtir. ġematik olarak Homa vd. 2015 ’te 

yaptığı çalıĢma ile örtüĢmemektedir. Cd için metal oranı artıkça, ekspresyon 

seviyesinde giderek artıĢ görülmektedir fakat bu çalıĢmada tam tersi bir durum söz 

konusudur. Bu durum Cd’ un toksik etkisinin çok yüksek olması, uygulanan yüksek 

oranların hücresel faaliyetleri bozması ve dokulara öldürücü derecede zarar 

vermesinden kaynaklandığı düĢünülmektedir (Rorat vd. 2017). Cu’ da ise temel metal 

olmasından kaynaklı, farklı durum görülmüĢtür. Bakırın kadmiyuma nazaran, Mt 

proteininin biyosentezini daha düĢük oranda indüklediği belirtilmiĢtir (Homa vd. 2015). 

Buradan yola çıkarak bakırdaki katsayıların kadmiyumdan daha düĢük oluĢu bu 

açıklanabilir. Ġkisi birlikte uygulandığında ise 24 saat için, gen ifade profilinin Cd gibi 

olması, 2 haftada Cu olması muhtemeldir. Kadmiyumun toksik etkisi ön plana çıkmıĢ, 

zaman geçtikçe Cu etkisini göstermiĢtir. Ayrıca kadmiyumun diğer metallerle sinerjistik 

etki yaptığı, birlikte uygulandığında Mt ekspresyonunu daha fazla arttırdığı gözlenmiĢtir 

(Demuynck vd. 2007). Mariño ve arkadaĢları, Cu'nun sadece Cd iyonları olan diğer 

ajanların varlığında metallotiyoninlerle bağlanabileceğini öne sürmüĢlerdir (Mariño vd. 

1998). 

 

Ağır metal oranları sabit tutulup, kendi içinde zaman açısında gen ekspresyon değiĢimi 

değerlendirilecek olursa; kadmiyuma maruz kalan bireylerde, 24 saatten 2 haftaya  

geçiĢte, 1 nolu toprakta Metallothionein gen ifadesinn yaklaĢık 3 kat arttığı görülmüĢtür. 

2. toprakta 9, 3. toprakta ise 21 kat artıĢ gözlenmiĢtir. 

 

Bakıra maruz kalanlarda ise 4 nolu topraktaki bireylerde 8.8 oranında bir artıĢ, 6. 

toprakta ise 4.66’ lık bir azalıĢ görülmektedir. Bu durum Brulle vd. 2008(a)’ de yaptığı 

çalıĢma ile uyumludur. 1 haftadan sonra yüksek Cu konsantrasyonlarında, Mt geni için 

ekspresyon seviyesindeki azalma söz konusudur. 
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Cd ve Cu birlikte uygulandığında ise, sadece Cd uygulandığındaki Ģablon görülmüĢtür. 

7 nolu toprakta yaklaĢık 1,6 oranında bir artıĢ görülürken, 8 nolu toprakta 3.67’ lik bir 

artıĢ söz konusudur. 9 nolu toprakta deney sonunda hiç canlı birey kalmadığı için gen 

ekspresyon değiĢimi açısından değerlendirme yapılamamıĢtır. Bu durumun, 

kadmiyumun hücreye verebileceği zararlı etkinin bakıra göre daha baskın gelmesinden 

kaynaklanabileceği düĢünülmektedir. 

 

 

ġekil 4.5 Metallothionein gen ekspresyon değiĢiminin grafiksel gösterimi 
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5. SONUÇ 

 

Bu çalıĢmada toprak solucanına (Eisenia andrei) 2 ağır metal ayrı ayrı ve birlikte 

uygulanmıĢ, uygulama öncesi ve sonrası için ağırlık değiĢimine, hayatta kalma oranına, 

son olarak gen ekspresyon profili değerlendirilmiĢtir. 

 

Sonuç olarak, genel anlamda kontrol solucanlarının ağırlık ortalamaları artarken, ağır 

metal uygulanan solucanların ağırlık ortalamaları anlamlı bir Ģekilde azalmıĢtır. Ayrıca 

ağır metaller toprak solucanlarının hayatta kalma oranlarını ciddi Ģekilde düĢürmüĢ, 

yaĢamsal faaliyetlerini etkilemiĢtir. Ġki ağır metal, LC50 dozlarının yaklaĢık iki katı 

kadar birlikte uygulandığında ise 14 gün sonunda hiç canlı birey kalmamıĢtır. Bununla 

beraber Cd ’un aĢırı toksik etkisine karĢın Eisenia andrei türü direnç göstermeyi 

baĢarmıĢ, iki metal birlikte uygulandığında LC50 dozlarına yakın oranlarda gen 

ekspresyon profilini değiĢtirerek hayatta kalmayı baĢarmıĢtır 

 

Metallothionein geni için ağır metal uygulamasında biyobelirteç olduğu bir kez daha 

gösterilmiĢtir. Ağır metalin oranına göre solucanlarda, bu genin ekspresyon seviyesi 

değiĢmiĢ, zararlı etkisini daha da azaltmaya yönelik cevap oluĢturmuĢtur.  Ayrıca bu 

cevap ağır metalin türüne, uygulama süresine ve metallerin birlikte uygulama durumuna 

göre de değiĢmiĢtir. Ġlk defa Cd ve Cu, LC50 değerlerinin yaklaĢık iki katı kadar oranda 

birlikte uygulandığında, nasıl bir profil oluĢtuğu görülmüĢtür. Toksik metal iz metale 

göre cevap oluĢturmada üstünlük sağlamıĢ, gen ifade Ģablonu ona göre Ģekil almıĢtır 

 

Solucanların toprağı ağır metal açısından temizlediği ve strese cevap oluĢturduğu bir 

kez daha gösterilmiĢtir. Bu çalıĢmanın devamı olarak daha fazla metalle birlikte daha 

fazla gen incelenebilir ve uygulama süreleri uzatılabilir. Metal sayısı değiĢtirilerek 

çeĢitli kombinasyonlar yapılıp, RNA-Seq yöntemi ile total gen ekspresyon profili 

incelenebilir. Böylece bütün iliĢkili genler belirlenip, ağır metal maruziyetinde nasıl bir 

değiĢim profili oluĢtuğu anlaĢılabilir. Ayrıca mRNA seviyesindeki değiĢime ilaveten 

gen ürünü olan proteinler çalıĢılabilir. ĠliĢkili genlerin son ürünü olan proteinlerin 

değiĢimi farklı metotlarla incelenebilir. Örneğin ileriki aĢamalarda Western-Blot 

yöntemi kullanılarak iliĢkili proteinlerin büyüklüğü, strese uğramamıĢ solucanlardan 
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elde edilen proteinlerle kıyaslanabilir; konsantrasyon değiĢimleri, farklı gruplar 

arasındaki konsantrasyonlarının karĢılaĢtırılması gibi çalıĢmalar yapılabilir. 

Biyoinformatik araçlar kullanılarak üç boyutlu yapıları incelenebilir. Bu araĢtırmalar 

bize proteinlerin konformasyonlarında nasıl değiĢiklikler olduğu, RNA’ ların % kaçının 

proteine dönüĢtüğü hakkında bilgi verebilir. Ayrıca moleküler incelemenin yanı sıra 

ağır metallerin solucanlar üzerinde nasıl bir fiziksel değiĢime yol açtığı incelenmelidir. 

Boy, ağırlık, renk, üreme kapasitesi gibi özellikler stresin derecesi hakkında bize fikir 

verecektir. 

  

Yukarıdaki bilgilere ek olarak farklı solucanlarla çalıĢılıp hangisinin daha dirençli 

olduğu belirlenebilir. Ġleride toprağı solucanlarla temizleme yönteminin 

geliĢtirilmesinde bu çalıĢmalar bize rehber olacaktır fakat buradaki sorun solucanların 

topraktan nasıl arındırılacağı ve yöntemin nasıl gerçekleĢtirileceğidir. Belki ilk aĢamada 

büyük kara parçalarında yapmak güç olabilir ama küçük seralarda etkin bir rol oynayan 

sistemler geliĢtirilebilir. 

 

Son olarak, günümüzde toprak kirliliği ve kuraklık ciddi bir sorundur. Küresel 

ısınmanın etkisi ve bilinçsiz sanayileĢmeyle daha da tehlikeli boyutlara gelmesi olasıdır. 

Bu Ģartlar düĢünüldüğünde toprağın hangi konsantrasyonlarda, hangi ağır metaller ile en 

verimli Ģekilde arındırılacağını öğrenmeye yönelik çalıĢmalar, baĢka canlılarla da 

yapılabilir. Böylece yaĢadığımız gezegenin en önemli canlılarından olan bitkilere daha 

uygun Ģartlar bırakılmıĢ olur, dolayısıyla onlarla beslenen hayvanlara da, yeryüzündeki 

bütün canlılara da daha optimal koĢullar bırakmak söz konusu olabilir. 
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