Atatiirk Univ.Ziraat Fak.Derg. 29 (1), 142-152, 1998

BOCEKLERE DAYANIKLILIK ISLAHINDA GENETIiK MUHENDISLIGININ KULLANIMI

Metin TOSUN  flknur AKGUN  Sevim SAGSOZ
Atattiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii, Erzurum

OZET : Zararh bocekler, dayaniksiz bitkilerin veriminde ve kalitesinde énemli diigiislere neden olurlar. Zararhlarla miicadelede
ekim nébeti, biyolojik kontrol ve pestisit kullanimi gibi degisik yontemler uygulanmaktadir. Bunlardan ekim nobeti ve biyolojik
kontrol uygulamalarindan alinan sonuglar simrlidir. Zararlilarla savasta giiniimiizde pestisitler yaygin olarak kullaniimaktadir.
Ancak, pestisitler ¢evre ve insan saghgi iizerine olumsuz etkileri yaminda ekolojik dengenin bozulmasina da neden olmaktadirlar.
Bu konuda en etkili uygulama dayanmikli ¢esitlerin elde edilmesidir. Bu amagla seleksiyon ve melezleme gibi geleneksel islah
yontemlerinin kullamimiyla basariya ulasmak zaman alici ve olduk¢a simirlidir. Giiniimiizde bir¢ok alanda kullamilan ve 1970'li
yillarda baslayan genetik miihendisliginden dayamikiilik 1slahi ¢alismalarinda da yararlaniimaktadir. Fasulye tohumlarinda
bulunan arcelin geni ve yem bériilcesi tohumlarinda bulunan tripsin inhibitor geni kullamlarak bazi zararlilara karsi dayanikiy
transgenik bitkiler elde edilmistir. Hatta; bitkilerle iliskisi olmayan farkl bir organizmadan (Bacillus thuringiensis), genetik
miihendisligi yontemleri kullanilarak crylA(b) ve crylA(c) genleri izole edilip pamuk, tiitiin ve domatese aktarilmistir. Boylece
Lepidoptera, Coleoptera ve Diptera'lara dayanikli transgenik bitkiler elde edilmistir. Bu bitkiler iizerinde yapilan laboratuar ve
tarla testlerinden olumlu sonuglar alinmistir.

THE USE OF GENETIC ENGINEERING IN BREEDING FOR INSECT RESISTANCE

SUMMARY: Harmful insect cause reductions in the yield and quality of susceptible plants. Some methods such as crop rotation,
biological control and pesticides were used for insect control. The results obtained from crop rotations and biological control are
limited. At present, pesticides are commonly used for pest control, but pesticides have negative effect on human and environment
causing deterioration in ecological balance. In this subject, the best strategy is to breed resistant plants. Conventional breeding
methods such as selection and hybridization are highly limited and take long time. At present, genetic engineering that are used in
a number of areas and started in 1970is has also been used in breeding for resistance. Resistant transgenic plants to some pests
were developed using arcelin gene in bean seeds and tripsin inhibitor gene in cowpea seeds. cryIA(b) and crylA(c) genes isolated
from different organism such as Bacillus thuringiensis that are not related to plants using methods of genetic engineering were
transferred to cotton, tobacco and tomato. In this way, resistant transgenic plants to Lepidoptera, Coleoptera and Diptera were
developed. These plants were tested in the field and laboratory and positive results were obtained.

GIRIS

Tarimda boceklerle savasta pestisitlerin kullanimi ve ekim nébeti uygulamasi gibi degisik yontemler
kullanilmaktadir. Ekim nobeti ayni bocek tiirii i¢in alternatif tiim besin kaynaklarini temin etmeyecek sekilde
uygulanmalidir. Giintimiizde, boceklerin neden oldugu kayiplar1 6nleyerek yiiksek verimin elde edilmesi biiyiik
oranda kimyasal pestisitlerin kullanimina baglidir. Ancak, bunun bazi dezavantajlar1 s6z konusudur. Bunlardan
bazilari su sekilde siralanabilir:

1. Tarmmsal ilaglamanin yapilmas: hava kosullarma baghdir. Ornegin, yagish havalarda ilaglama yapilamaz.
Ayrica, uygulanan kimyasallarin ¢ogu ya buharlagmayla veya bitki yiizeyinden yikanmayla israf edilmektedir.

2. Kok, govde veya meyvelerin i¢ kismi gibi bitkinin en hassas kisimlarindaki bocekleri kimyasal
maddelerle 6ldiirmek zor olabilir. Yine, piiskiirtilen insektisitlerin bitkinin diger yapraklari tarafindan
golgelenen alt yapraklara ulagsmasi da zordur.

3. Bocek zararini onlemek icin kimyasal maddelere harcanan para oldukg¢a fazladir  (Sekil 1). Yine,
ilaglamada kullanilacak piiskiirtme ekipmani, is¢ilik ve yakit giderlerinin genellikle ilag maliyetine esit oldugu
kaydedilmistir (Gatehouse, 1991).

4. Pestisitlerin ¢evre ve insan sagligi iizerine olumsuz etkileri bulunmaktadir. Dayanikli ¢esit kullaniminin
en onemli yarar1 ¢evre ve insan saglig1 tizerinde higbir olumsuz etkisinin olmamasidir. Dayanikli bitkilerdeki
aktif maddeler dogrudan bitki dokularinda iiretildikleri i¢in kimyasal insektisitlerde oldugu gibi yeralt1 suyunun
kirlenmesi sézkonusu degildir. Ornegin, Bacillus thuringiensis endotoksinleri ve tripsin inhibitorleri yiiksek
molekil agirligina sahip (sirasiyla 60.000 ve 13.000 kDA) dogal proteinlerdir. Bunlar, bakteriler araciligryla
zehir etkisi olmayan tiriinlere (amino asitlere) tamamen ayrigtirabilirler (Meeusen, 1990).

5. Boceklere uygulanacak kimyasal maddeler hedef organizmalara 6zgii degillerse, bu uygulamaya bagl
olarak yararli organizmalar da Olebilirler. Bitkiler kendi dogal ¢evresinde besin i¢in kendisine bagimli bocekleri
de kapsayan degisik organizmalar ile denge igerisinde yasarlar. Bu bocekler dldiiklerinde predatdr bocekler,
akarlar, kuslar, baliklar ve memeliler icin besin temin ederler. Ilaglamada sadece bitkiler dikkate alindig1 igin
pestisitlerin hedef olmayan organizmalara toksiditesi genellikle goézardi edilmektedir (Gatehouse, 1991).
Dayanikli ¢esit kullanilmasi durumunda kimyasal uygulamalarda ortaya ¢ikan bu olumsuzluklar
goriilmeyecektir.
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Sekil 1. Uriinlere gore diinyada insektisit kullanimi igin harcanan para (toplam 6075 milyon $; Gatehouse,
1991).

Boceklerin kontroliinde kimyasal pestisitlerin kullanimi yaninda alternatif uygulamalar da bulunmaktadir.
Bu amagla predatdr ve parazit boceklerin kullanimi ve feromon (bocek salgisi) tuzaklar veya kisir boceklerin
ortama birakilmasiyla fertil yetiskinler arasinda ¢iftlesmenin engellenmesi gibi biyolojik kontrol ydntemleri
uygulanabilmektedir. Bu konuda en etkili yontem ise, bocek saldirisina karsi kalitimsal olarak dayanikli
bitkilerin gelistirilmesidir (Gatehouse, 1991).

Dayaniklilik 1slahi ¢alismalarina baglarken ilk 6nce uygun geni tasiyan kaynagin bulunmasi gerekmektedir.
Bu amagla geleneksel 1slah yontemlerinde en fazla kullanilan kaynak kiiltiir ¢esitlerinin yabani akrabalaridir.
Ancak, yabani bitkilerden melezleme ile kiiltiir ¢esitlerine istenilen 6zelligi transfer etmek zaman alict ve zor
oldugu gibi, yabani bitkilerdeki istenmeyen oOzellikler de kiiltiir gesitlerine gecebilmektedir. Bu nedenle
geleneksel 1slah yontemleriyle basarili sonuglarin elde edilmesi sinirli kalabilmektedir. Diger taraftan bitki
genetik mithendisligiyle hedef tiire bitki, bakteri ve hayvanlar1 kapsayan oldukga genis bir kaynak ¢esidinden tek
bir gen transfer edilebilmektedir. Transgenik bitkiler fonksiyonel bakteriyel enzimler ve memelilerin
immunoglobilinleri gibi yabanci proteinlerin sentezi konusunda gerekli temel biyosentetik kapasiteye sahiptirler.
Boylece, genetik miithendisligi teknikleri sayesinde tiir engellerinin iistesinden gelinebilmekte ve transgenik
bitkilerin karakterleri lizerinde tam bir kontrol saglanabilmektedir. Bu yontemle gen yalnizca transfer edilmekle
kalinmaz, uygun gen promotdrleri kullanilarak genin ekspresyon zamani ve siiresi de belirlenebilmektedir (Hiatt
ve ark., 1989; Jenkins ve ark., 1997; Sachs ve ark.,1998).

Insektisidal bilesiklerin protein gibi bir gen {irinii olmalari durumunda bunlari kodlayan genin elde
edilmesinde ve aktarilmasinda teknik bir engel bulunmamaktadir (en azindan teorik olarak). Bununla birlikte,
cok asamali 6zel bir biyokimyasal yolun iriinii olan insektisidal bilesigi iireten transgenik bitkilerin elde
edilmesi bugiin i¢in miimkiin degildir. Genellikle, boyle yollar tam olarak karakterize edilememekte, her bir
asamada olusturulan enzimlerin neler olduklar1 tam olarak bilinememekte ve saflastirilamamaktadirlar. Bu
nedenle, gerekli multiple genlerin elde edilmesi zordur. Ayrica, multiple genleri transfer etmek ve fonksiyonel
biyokimyasal bir yolu olusturmak icin genler arasindaki isbirligi heniiz basarilamamistir. Bundan dolay1, bocek
saldirisina karsi yiiksek derecede dayaniklilik saglayan alkoloidler gibi bilesiklerden sorumlu genlerin
transferinde bu yontem kullanilamamaktadir (Gatehouse, 1991). Bu makalede, giiniimiizde bir¢ok alanda yaygin
olarak kullanilan genetik miihendisligi sayesinde bocege dayaniklilik konusunda elde edilmis bazi basarilar
iizerinde durulacaktir.

BOCEGE DAYANIKLILIKTA ARCELIN GENININ KULLANIMI

Arcelin isimli maddenin iiretiminden sorumlu gen kullanilarak genetik miihendisligi yontemiyle bdcege
dayanikli bitki elde edilmesine, depolanmis fasulye tohumlarinda ciddi kayiplara neden olan Zabrotes
subfascinatus 'a dayaniklilik 6rnek verilebilir. Dayaniklilik kaynagi yabani tipler olmakla birlikte bunlar kiiltiir
fasulyesi (Phaseolus vulgaris) ile melezlenebilmektedirler. Ticari ¢eside dayamklilik kazandirmak amaciyla
geleneksel 1slah yontemleri kullanilabilmekte ve bu konuda c¢alismalar yapilmaktadir. Dayamkliligi saglayan
bilesiklerin belirlenmesi i¢in dayanikli bitkilerin tohumlart SDS-poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE)
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yontemiyle analiz edildiginde dayanikli ve hassas genotipler arasinda bant desenleri yoniinden belirgin bir
farklilik oldugu goézlenmistir. Dayanikli hatlarin tamami fasiilye tohum proteininin énemli bir bileseni olan
arcelini (Mr 32.000-36.000) bulundurmalarina karsin, hassas bitkilerin higbirisi bu proteinleri igermemistir.
(Romero Andreas ve ark., 1986). Genotipler iizerinde daha ileri derecede bir arastirma yapildiginda, cografik

orijinlerindeki farkliliklara bagli olarak dort arcelin tipinin bulundugu belirlenmistir. Bunlar arcelin! ™ olarak

12,4 31

isaretlenmis ve Z. subfascinatus 'a dayanikli genotiplerde arcelin tipleri bulunmasina karsin, arcelin

bunlarda rastlanmamustir (Osborn ve ark., 1986).
Arcelin! ve arcelin® yapay olarak hazirlanmig bocek besinlerine ilave edildiginde (diyet kuru agirliginin

%7'sinden fazla) Z. subfascinatus 'un geligmekte olan larvalarina toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Arcelin?
bocek tarafindan alinan proteinin hazmalunmasini engelleyerek toksik etki gostermistir (Osborn ve ark., 1988).
Boylece, boceklerin gelisebilmeleri i¢in hayati 6neme sahip olan amino asitlerin olusumu 6nlenmektedir
(Minney ve ark., 1990).

Arcelinin etkisi Phaseolus herbivores boceginde de incelenmis ve bu maddenin etkili olabilmesi i¢in
yiiksek konsantrasyonlarda (yaklasik %10 w/w) bulunmasi gerektigi sonucuna varilmistir (normalde %2.5'dir).
Ancak, transgenik bitkilerin tohumlarinda bunu basarabilmek zor olabilir. Dayaniklilik igin yiiksek
konsantrasyonda bulunmasi gerekliligi, simdiye kadar yapilan ¢aligmalarin yalnizca bir bocek tiirii lizerinde
yiiriitiilmiis olmasindan kaynaklanabilir. Eger bu madde baska bir bitkiye transfer edilirse, yeni bitkinin bocek
populasyonlari daha dnce bu maddeye maruz kalmadiklarindan, daha diisiik seviyede bile etki gosterebilecegi
tahmin edilmektedir (Meeusen, 1990).

BITKi PROTEINAZ INHIBITOR GENININ KULLANIMI

Yem boriilcesi (Vigna unguiculata) tohumlarmda bulunan tripsin inhibitoriiniin (CpTI) yapilan biyo-
analizler sonucunda insektisidal bir bilesik oldugu belirlenmistir. Tripsin inhibitoriiniin herbivor bdceklerde
hazma miidahale ederek zarar verdigine inanilmaktadir. Bu gen (CpTI) klonlanarak CaMV 35S promotorii ile
kimerik bir gen olusturulur ve 4. tumefaciens araciligiyla yapraklardan elde edilen hiicre ekstraktina aktarilir.
Yapay bir besinde inhibitorlerin miktart artirildiginda, depolanmis yem boriilcesi tohumlarinda zararli olan
Callosobruchus maculatus 'un larva gelisimi engellenmistir. Ayn1 zamanda, bu bilesigin ekonomik yonden
onemli birgok tarla ve depo zararlisini kapsayan Coleoptera, Lepidoptera ve Orthoptera sinifindaki diger
zararlilara karsi da etkili oldugu goriilmiigtiir (Tablo 1). Gen aktarimi konusunda dikkat edilmesi gereken bir
durum, aktarilan genin olusturdugu {iirliniin insan ve diger memelilere karsi potansiyel toksiditesi olmamasidir.
Bu yoniiyle CpTI gen iiriinii olan tripsin ¢ok az bir toksiditeye sahiptir. Ciinkii bu bilesik hayvanlar tarafindan
yaygin olarak tiiketilen yem bdriilcesi tohumlarinda dogal olarak bulunmaktadir (Gatehouse, 1991).
Tripsin inhibitdr geni aktarilmig transgenik bitkiler, ilgili genin ekspresyonu bakimindan bagisiklik analizleri
yoluyla test edilmistir. CpTI geni tarafindan iiretilen protein yapraktaki toplam ¢oziinebilir proteinin yaklasik
%1'1 oraninda olmustur. Buna karsin, kontrol olarak kullanilan bitkilerde bdyle bir protein belirlenememistir. Bu
proteini en fazla iireten bir transgenik bitki vejetatif olarak klonlanmis ve elde edilen bitkilerin Heliothis
virescens 'in ilk donem larvasina karsi tepkisi incelenmistir. Yedi giinliik bir besin denemesinden sonra yapilan
biyo-analizler sonucunda CpTI geni bulunan transgenik bitkilerde bu geni igermeyen kontrol bitkilere gore
yaprak zararinda 2 kat, bocek canliliginda 2 kat, bocek populasyonunda ise 4 kat azalma oldugu goriilmiistiir.
Benzer sonuglar H. zea 'ya ve pamuk yaprak kurduna (Spodoptera littoralis) karsi da elde edilmistir. Tiitlinde
zararli olan Manduca sexta, CpTl genine sahip transgenik bitkilere ¢ok az zarar vermesine karsin, kontrol
bitkilerde oldukga zararli olmus ve bitkiler neredeyse sadece sap kalincaya kadar yenmistir. Daha sonra yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar transgenik bitkilerde kazanilan dayanikliligin stabil bir sekilde kalitsal
oldugunu gostermistir. Tripsin inhibitoriiniin yliksek miktarda iiretilmesiyle ortaya ¢ikan verim kaybi, bitkiler
stres kosullarina maruz birakildiginda bile, laboratuar kosullarinda énemsiz olmustur. Bu bitkiler ticari amagla
kullanim i¢in istenilen seviyede dayanikliliga sahip olmuslardir (Hilder ve ark., 1987).
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Tablo 1. Yem Boriilcesi Tripsin Inhibitériiniin (CpTI) Etkili Oldugu Zararh Bocekler ve Bu Boceklerin Zarar
Verdikleri Uriinler (Gatehouse, 1991).
Table 1. Insect Pests Against which Cowpea Trypsin Inhibitors (CpTI) Are Effective (Gatehouse, 1991).

Simif Zararli Bocek Zarar Verdikleri Baslica Uriinler
Tarla Zararhlari
Lepidoptera Heliothis virescens Tiitiin, pamuk
Heliothis zea Misir, pamuk, soya, tiitiin
Helicoverpa armigera Pamuk, soya, misir, sorgum
Spodoptera littoralis Mistr, geltik, pamuk, tiitiin
Chilo partellus Misir, sorgum, seker kamisi, geltik
Autographa gamma Seker pancari, marul, lahana, soya, patates
Manduca sexta Domates, tiitiin, patates
Orthoptera Locusta migratoria Yabani ve kiiltiir bugdaygilleri
Coleoptera Diabrotica undecimpunctata Misir
Costelytra zealandica Bugdaygiller, tiggiil
Anthonomus grandis Pamuk
Depo zararhlan
Coleoptera Callosobruchus maculatus Yem boriilcesi, soya
Tribolium confusum Birgok bitki tiiriiniin unlarinda

Zararli boceklere karst dayanikli bitkilerin elde edilmesinde CpTI proteini yaninda diger proteaz
inhibitorleri de kullanilmaktadir. Ornegin, patates inhibitorleri transgenik tiitiin bitkilerinde Manduca sexta
saldirisina karsi bir dereceye kadar dayaniklilik saglamislardir (Johnson ve ark., 1990).

BAKTERIYEL TOKSIN GENININ KULLANIMI

Genetik mithendisligi sayesinde her hangi bir kaynaktan alinan gen bitkilere aktarilabilmektedir. Bir toprak
bakterisi olan Bacillus thuringiensis spor {iretimi siiresince delta (8) endotoksin ve beta () eksotoksin olmak
tizere iki ¢esit bocek toksini iiretmektedir. Bunlardan -endotoksin larva tarafindan alindiktan sonra mide zehiri
seklinde etki gostererek bazi bocekleri selektif olarak oldiirmekte, ancak insanlara, hayvanlara ve bitkilere etki
etmemektedir (Whitten ve Oakeshott, 1990). Bu kristal protein endotoksin (protoksin) bagirsak sivisinda
coziinerek toksik polipeptitleri olusturmak igin proteaz enzimleri araciligryla indirgenmektedir. Endotoksin
mideye alindiktan sonra 30 dakika ile 3 giin igerisinde boceklerin dliimlerine neden olmaktadir. B. thuringiensis
'in degisik ozelliklere sahip olan 100%in {izerinde farkli ki  vardir. Bunlar boceklerde etkili olma
durumlarina gore bes gruba ayrilmustir: 1. Lepidoptera'lara 6zgii olanlar, 2. Diptera'lara kars: etkili olanlar, 3.
Coleoptera'lara ve sivri sineklere 6zgii olanlar, 4. hem Lepidoptera hem de Diptera'lara kars1 aktif olanlar ve 5.
toksidite olusturmayanlar (Dart, 1990).

B. thuringiensis 'in B. thuringiensis ssp kurstaki, B. thuringiensis ssp israelensis ve B. thuringiensis ssp
galleriae wklarinin spor preparasyonlarina benzer kimyasal formiilasyonlar ticari amagla (6rnegin pamukta
Heliothis 'le miicadelede) yaklasik 30 yildan beri kullanilmaktadir. Bu wklar yalnizca o&-endotoksin
sentezlemekte, eksotoksin iiretmemektedirler. Ancak, yiiksek maliyetten dolayr bu formiilasyonlarin tarimda
kullanimi azalmugtir (Burges, 1986). Ustelik bu toksinler tarlada ultra viyole 1gmnlar tarafindan 1-5 giin igerisinde
bozulduklar1 ve yagmurlarla yapraktan yikandiklari igin bu siire sonunda yeniden uygulanmalar1 gerekmektedir
(Whitten ve Oakeshott, 1990). Ayrica, Heliothis gibi boceklerin kimyasal insektisitlere dayanikli irklar
gelistirmeleri nedeniyle B. thuringiensis toksininin kullanimi timitvar géziikkmektedir. Bu nedenle s6z konusu
toksinin tiretiminden sorumlu genin bitkilere aktarilarak dayanikli duruma getirilmeleri amaglanmustir.

B. thuringiensis  toksin geni bir¢ok farkli bakteri izolatindan elde edilmistir. Ancak, genetik
mithendisligiyle yalnizca Lepidoptera zararlilarina karsi dayanikl bitkiler gelistirilebilmistir. Endotoksinler tek
bir genin kontroliinde olduklarindan gen transferi {izerinde yapilacak ¢aligmalar nisbeten kolaydir (Schnepf ve
Whiteley, 1981). Bu genlerin transgenik bitkilere aktarilmasi amaciyla s6zkonusu maddenin iiretiminden
sorumlu gen B. thuringiensis 'den izole edilerek E. coli 'de veya Agrobacterium 'un T-DNA'st igerisinde
klonlanir. Degisik yapilardan ibaret olan tam bir gen ya da gen pargasi, yaprak diski transformasyon yontemi
kullanilarak aktarilir. Daha sonra elde edilen rekombinant polipeptit, Lepidoptera larvalarina etkili toksin olarak
kullanilir. Ancak, bu genin ekspresyonu genellikle ¢ok diisikk oldugu icin olusan {iriin yapraktaki toplam
¢oOziinebilir proteinlerin yalnizca %0.02'si kadarmi olusturmaktadir. Bununla birlikte cesitlere gore Onemli
derecede varyasyon bulundugu belirlenmistir (Gatehouse, 1991). Bu varyasyon T-DNA'nin kromozomlara
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yerlestirildigi bolgeye gore fenotipik ifade diizeyinin degismesinden veya yiiksek toksin diizeyinin bitki
gelismesini olumsuz yonde etkilemesine bagli olarak diisiik toksin iiretimi yoniinde seleksiyon meydana gelmis
olmasindan kaynaklanabilecegi kaydedilmistir. Diisiik derecede ekspresyonuna (1 g yaprak proteininde 30 ng)
ragmen, B. thuringiensis toksin genini i¢eren transgenik bitkiler biyoanalizler yoluyla test edildiginde, M. sexta
'va ve Heliothis tirlerine karst etkili bir dayaniklilik gostermistir (Meeusen, 1990; Gatehouse, 1991). Tarla
kosullarinda yapilan bir denemede B. thuringiensis toksin genine sahip domates bitkisinin H. zea 'ya karsi
kismen, Keiferia lycopersicella 'ya karsi ise onemli derecede dayanikli oldugu belirlenmistir (Fuchs ve ark.,
1989). Boceklerde oliimlere neden olan B. thuringiensis toksin geninin ekspresyonunun yiiksek, larvalar
6lmeden 6nce yenilen yaprak miktarinin az ve Heliothis ve Spodoptera zararlilari lizerine toksik etkisi fazla olan
transgenik bitkilerin elde edilmesi yoniinde yogun ¢alismalar yapilmaktadir (Fischoff ve ark., 1987; Vaeck ve
ark., 1987; Dart, 1990) Lepidoptera'lara kars1 toleransli B. thuringiensis toksin iireten transgenik tiitiin (Sekil 2),
pamuk ve domates bitkileri elde edilmis ve bunlarin kontrollerine gore olduk¢a dayanikli olduklari
belirlenmistir.

Sekil 2. B. thuringiensis toksin genine sahip dayanikli transgenik tiitiin bitkisi (sagda) ve kontrol bitki (solda)
(Meeusen, 1990).

B. thuringiensis ssp kurstaki 'nin HD-1 ve HD-73 wklarinda sirasiyla crylA(b) ve crylA(c) genleri
bulunmaktadir (Benedict ve ark., 1993). Bu genler tarafindan kodlanan CrylA(b) ve CrylA(c) &-endotoksinleri
(insektisidal proteinler) olusturan ticari pamuk gesitleri elde edilerek sentetik insektisidlerden kaynaklanan ¢evre
kirliliginin azaltilmasi, is giivenliginin saglanmast ve yetistirici karmin artiritlmasi amaglanmistir (Gasser ve
Fraley, 1989). B. thuringiensis ssp kurstaki 'den d-endotoksinleri kodlayan geni igeren transgenik upland pamuk
(Gossypium hirsitum L.) bitkileri tizerinde ilk tarla denemesi 1989 yilinda baslamstir. Transgenik pamuk
bitkisi tizerinde yapilan ilk denemeler, genin orijinal yapisi bozulmadan aktarilmasi durumunda pamukta
bocek kontroliinde ¢ok etkili olmadigini gdstermistir. Bu nedenle ilgili gende modifikasyonlar yapilma
yoluna gidilmistir (Perlak ve ark., 1990; Jenkins ve ark., 1991). Nitekim, cryi4A(b) ve crylA(c) yapisal genlerinin
anahtar bolgesinde modifikasyonlar yapilarak pamuk bitkisinde orijinal gene gore modifiye genin
ekspresyonunda 100 kat artis saglanmistir. Modifiye edilmis genlere sahip pamukta CrylA(b) ve CrylA(c)
proteinlerinin seviyesi toplam ¢dziinebilir proteinin %0.05-0.10'u arasinda degismistir (Perlak ve ark., 1990).
Bunun sonucunda da dayaniklilikta varyasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin, CrylA insektisidal protein
genlerini ekspresleyen pamuk bitkisinde Heliothis virescens 'in davranisi, gelisimi, canlilig1 ve olusturdugu zarar
gibi 6zellikler bakimindan transgenik bitkiler arasinda farkliliklar oldugu gézlenmistir (Benedict ve ark., 1996).
Ekspresyondaki bu degisim genin kromozoma yerlestirilme pozisyonundaki farkliliklara, somaklonal
varyasyona, dogrudan kantitatif etkilere sahip olan diger genler ile interaksiyona (epistasi) ve degisen cevresel
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kosullara bagli olarak bitkiden bitkiye varyasyon ortaya ¢ikmasma yada bu faktorlerden birkaginin birlikte
etkisine baglanmistir. Bu faktorlerin cryl4 gibi yaygin olarak aktarilan genleri nasil etkiledikleri heniiz tam
olarak bilinmemektedir (Sachs ve ark., 1998).

Modifiye edilmis bu genlerin bazi zararlilara karsi etkili oldugu laboratuar testleri ile kanitlanmistir.
Omegin Jenkins ve ark. (1997), B. thuringiensis var. kurstaki nin cryIA(b) ve crylA(c) genlerini tastyan
transgenik pamuk bitkilerini H. virescens, Helicoverba zea ve Spodoptera frugiperta zararlilarma dayaniklilik
bakimindan laboratuar kosullarinda test etmislerdir. Arastiricilar, 7 giinliik bir denemeden sonra transgenik
bitkilerde H. virescens ve Helicoverba zea 'nin canli larva agirliklarinin kontrollerinin yalnizca %10-15'i kadar
oldugunu, S. frugiperta 'nin ise transgenik bitkilerde belirgin bir sekilde daha az oldugunu kaydetmislerdir. Daha
sonra yapilan tarla denemelerinde modifiye genleri tasiyan bitkilerin bu &zelliklerini tarlada da koruduklari
bildirilmistir.

Bocege dayaniklilik i¢in diger bir yaklasim B. thuringiensis 'in berliner 1715 izolatindan klonlanan Bz2
toksin geninin kullanimidir. Bu gen bazi boceklere karsi tam toksik aktiviteye sahip olup, 1155 amino asit
uzunlugunda Bz2 proteinini iiretmektedir. lgili gen tiitiin bitkilerine M. sexta 'ya kars1 dayamiklilik kazandirmak
icin kullanilmistir (Vaeck ve ark., 1987; Rohde ve ark., 1991).

Transgenik bitkiler gelistirilirken su iki agsama g6z 6niinde bulundurulmalidir. Birincisi, aktarilmig genlerin
tarimsal Ozellikler {izerine biiyilk olumsuz etkileri olmayacak sekilde transgenlerin istenilen diizeyde
ekspreslenmesini saglayacak transformasyon yontemi segilmeli. Ikincisi, transgenik bitkiler elde edildikten sonra
aktarilan genin ekspresyonu incelenmeli ve bitki tarimsal 6zellikler yoniinden degerlendirilmelidir.
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