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Gen transferi ile boceklere karg1 dayamkl
bitki elde etme caligmalari

Osman ECEVIT * Celal TUNCER *

Summary

Studies about the resistant plants to insects by gen transfer

Insects are important pests for agricultural crop production. Conventional methods of
insect control, specially chemical control, have occured various problems. Recently mo-
lecular biologists have developed new method to insect pest control, new genetic engi-
neering of crops that produce insecticidal or antifeedant proteins continuously in the field.
There are a few literature of success with this approach. The recombinant genes, which
coding insecticidal or antifeedant proteins, were transmitted to progeny and resistance to
insects was maintained. First genetically products will be expected to reach the market by
the mid-1990's.

Girig

Niifus artigina paralel olarak aragtrmacilar besin {iretimini artrmak amaciyla cesitli
yontemler ve yenilikler gelistirirken bir taraftan da iirettiklerini degigik zararl ve has-
taliklardan korumak zorundadirlar. Her tiirlii miicadele ytnteminin uygulanmasina rag-
men iiretilen besinlerin yaklagik olarak %48'i muhtelif zararhilar (bécekler, patojenler,
yabanci otlar, memeliler v.s.) nedeniyle kaybedilmekte (Pimentel, 1977) ve bu zararlilar
arasmda boicekler Snemli bir yer isgal etmektedir.

Son yillarda genetik miihendisligindeki gelismeler, tarimdaki zararh miicadelesinde
etkin ve degigik bir metotun kullanilma olanaklarini ortaya ¢ikarmigtir. Herbisitlere daya-
niklt bitkilerin geligtirilmesi (Hatzios 1989; Mazur and Falco, 1989) ve biceklere karg:
mikrobiyal etmenlerin etkinliklerinin artirilmas: (Ozbek, 1987) iizerinde ¢aligmalar ya-
pilmaktadir, Bunlara ilave olarak gen transferi ile bceklere dayamikli bitkiler elde edilme-
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si yolunda bagarili caligmalar yapilmigtir. Sadece bir gen ekleme yolu ile yapilan trans-

formasyon daha ileri ¢alismalar iin {imit kaynag: olmakta; fungus, bakteri, viriis, miko-
plazma, nematod ve b&cekler gibi zararh organizmalara kargt dayanikh bitki kazandira-
bilme imkanlari vermesi biiyiik bir bulug olarak ortaya ¢ikmaktadir (Bachrach, 1983’ a
atfen Logan et al., 1987). Simdiye kadar bu metotla boceklere kargt bagarili sonuglarin
‘elde edildifini gosteren aragtirmalar (Barton et al., 1987 ; Fischhoff et al., 1987; Hilder
et al., 1987; Vaeck et al., 1987) literatiire gegcmis bulunmaktadir.

Gen transferi teknolojisi

Gen transferi ¢aligmalarinin temelini kendi DNA'sinin bir kismini enfekte ettigi
bitki hiicresine nakletme yetenefinde olan Agrobacterium tumefaciens'in bu 6zel-
ligi tegkil etmektedir. 1980'lerin ilk yillarinda ABD ve Avrupa'daki bazi aragtirmacilar bu
bakteriyi kullanarak, bitki hiicrelerine gen nakli ile gen transferinin: yapildig: bu
hiicrelerden bitki elde etmenin yolarim kegfetmiglerdir. Elde edilen bitkiler kendi genom-
larmna nakledilen genleri almiglar ve boylece yeni stabil ve kalitimsal 6zellikler ka-
zanmiglardir (Meeusen and Warren, 1989). -

A. tumefaciens enfekte ettigi bitkilerde tiimér olusumuna neden olan bir patojen
bakteridir. Bitki hiicresiyle temasa geldiinde bakterinin Ti-plasmid kismi bitki hiicresine
nakledilir. Ti-plasmidin 6zel bir kism1 olan T-DNA bitki hiicresinin ¢ekirdegine transfer
edilir ve bitki genomunun bir pargas: haline gelir.

T-DNA bolgesindeki genlerin gegitli gorevleri vardir. T-DNA'nin sag ve sol
sturindaki 25 baz ¢iftini iceren kisman bitki genomuna transferde etkin olduu zannedil-
mektedir. Bu kismin ayrilmasi: T-DNA'nin transferini engellemektedir. diger kisimlarin
bu transferde 6nemli bir rolii olmadif1 saptanmigtir. Bakteri, hayvan veya bitki geninin
T-DNA'ya yerlestirilen kisminin bir diger bitkiye aktariimas: gergeklestirilmigtir. Bu T-
DNA'nmn transferini saglayan bolgeye dokunmaksizin, tiimér olusturan genetik bélgenin
T-DNA'dan ayrilmasi yoluyla bagariimigtir.

Istenilen &zelliklere sahip olan genler T-DNA'mn transferi saglayan sag ve sol
sinirlan arasina bir plasmid yardimiyla yerlestirilmektedir. Bu bakteri bitkileri enfekte
ettifinde, T-DNA'min transferi saglayan sinirlan arasindaki DNA'nn tamamini bitkinin
genetik materyaline transfer etmektedir (Agrios, 1988). Bu teknifin basarilt bir gekilde
kullanilmasindan sonra b&ceklere kargi dayaniklilik sajlayabilecek dzellikleri idare eden

_genlerin bitkilere nakledilme diisiincesi dogmustur. Bu konuda dikkat ¢eken ilk genler,
uzun zamandan beri btceklerle miicadelede bagariyla kullamlan B. thuringiensis'in
genleri olmugtur, Buriu baz bitkilerde dogal olarak bulunan ve difier baz: bitkilerde yara-
‘lanmalar sonucu sentezi artan protein inhibit6rleri izlemigtir.

Bacillus thuringiensis toksinleri ve gen transferi

B. thuringiensis boceklere kargi miicadelede uzun yillardan beri basariyla kul-
laniimakta olan bir bakteridir. Bu bakteri sporulasyon sirasinda protein yapisinda toksik
bir kristal (protoxin) iiretir ve depolar. Bécek tarafindan alinan kristaller, hassas bcegin

midesinde proteazlar tarafindan aktif toksinlere doniigmek iizere aynigirlar ve bu toksinler
mideyi pargalarlar. Bu toksin &-endotoksin olarak isimlendirilir (Falcon, 1971).
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Bu bakterinin farkli wrklar deisik bocek takimlarna kargi etkili olan toksinler
iiretirler. Ornegin B. thuringiensis var. israiliensis daha ¢ok Diptera takim tiirle-
rine, var. kurstaki ve var. berliner Lepidoptera'ya, var. fenebrionis ve var. san
diego Coleoptera tiirlerine karsi etkilidir (Shields, 1987).

Gen transferi ¢aligmalarinda B. thuringiensis'in secilmesinin nedeni bu bakteri-
nin baz: avantajlara sahip olmasindan dolayidir. Bunlar;

a) B. thuringiensis endotoksin ABD'de 1960'den beri emniyetli bir sekilde kul-
lamlmaktadir.

b) Emniyetli olusu, ayrigma ve selektif olma &zelligi ¢evre konusunda duyarl: uy-
gulamalardaki kullamm igin bu bakterinin tercih edilmesine neden olmugtur.

c) B. thuringiensis endotoksinin iiretimini tek bir gen tarafmdan idare edilmek-
tedir ve bu gen izole edilmigtir.

d) Endotoksin muhtemelen biitiin Diinya'da en zararli b6cekler, Lepidopter tiirle-
rinin larvalarma kars: etkili olarak bilinmektedir. Insektisit etkiye sahip bu proteinin em-
niyetli olmasi, etkinlifi ve nisbeten basit olmast gibi 6zellikleri, onu genetik miihen-
disligi ile bdceklere dayanikd: bitki elde etme caligmalar igin en uygun aday -, apmugtir
(Meeusen and Warren, 1989).

Bu yontemin kullanilmasiyla basarih sonuglarin elde edildigi ilk caligma 1987'de
Belgika'da yapilmigtir. Bu ¢alismada B. thuringiensis'in toksin sentezleyen genlerini
tiitiin bitkisine nakletmek igin Agrobacterium yoluyla T-DNA transferi yontemi kul-
lamlmagtir,

B. thuringiensis §-endotoksini kodlayan genin bitkilere nakledilmesinde B.
thuringiensis'in berliner 1715 k1 (Vaeck et al., 1987) ve B. thuringiensis var.
kurstaki (Fischhoff et al., 1987; Barton et al., 1987) kullamilmugtir. B. thuringien-
sis berliner 1715'den elde edilen bt 2 geninin kodladif: protein Bt 2 olarak adlandirilir ve
1115 amino asit uzunlugundadir. Bt 2 bir protoksindir ve tamamen toksik yaprya sahip
Mr 60K'lik daha kiiciik polipeptid pargalara sahiptir. Bt 2'nin tamamen toksik etkiye sa-
hip en kiigiik pargas: proteinin NH» u¢ kisminda 29-607 amino asitler arasinda yer al-
maktadir. Transformasyon ¢aligmalarinda bir kismi1 kesilmig genler yaninda bt 2 geninin
tamamini kodlayan chimaeric genler de kullanilmigtir. Bu ¢alismada T-DNA yapilarimin
bir kismm bitkilerde fenotipik 6zellik meydana getiren bir chimaeric neomycin phospho-
transferase geni (neo) igermektedir. Difer yapilar neo geni ve bt 2 parcalari arasinda mey-
dana getirilen kombinasyonlan tagimakta ve neo genin 5'sonuna birlegmeler bakteri ve
bitkilerde kanamycin'e dayamkliligi saflamaktadir. pLB 884 plasmidi bt 884 gen
pargasini tagir ve Bt-2 'nin NH5 u¢ kismindan 610 aminoasit pozisyonuna kadar olan
kisnm kodlamaktadir. Bu parca Escherichia coli’ de bocek-larvalarina tamamen tok-
sik olan bir polipeptid iiretmektedir. pLBKm 860 ve pLBKm 23 plasmidleri sirastyla Bt-
2'nin NH» u¢ kismindan 683 ve 724 aminoasit pozisyonuna kadar olan kism kodlayan
bt:neo860 ve bi:neo23 fiizyon genleri igermektedir. Bu plasmidleri tagiyan E. coli
hiicreleri kanamycin'e dayanikli olmakta ve sirastyla Mr 106 K degerlerine sahip olan
Bt:NPT860 ve Bt:NPT23 fiizyon proteinlerini iiretmektedir (Vaeck et al., 1987).
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Tiim ve degistirilmig B. thuringiensis toksin genleri, bitkiye transferi saglayan
vektorlerin (bt2 ve bt 884 icin pGSH 160; bt:neo860 ve btineo23 icin pGSH 150)
T-DNA smurlan arasma yerlegtirilmigtir, Farkli yapidaki genlerin bitkilere transferi
yapildiktan sonra, 4 tip B. thuringiensis genini iceren transgenik bitkilerin yaprak-
lar, toksin diizeylerinin insektisit etki saflayip saflayamayacafm belirlemek iizere
Manduca sexta larvalanina yedirilmiglerdir. Transgenik bitkilerinin yapraklarna 6 giin
beslenmeden sonra §liim oranlan belirlenmigtir. Daha uzun fiizyon protein Bu:NPT 23
tagiyan bitkilerin yaklagik olarak 1/4'ii ve daha kisa fiizyon protein B:NPT 860
tagiyanlann yaklagik 2/3'1 larvalarda %75-100 oraninda 6liim meydana getirmiglerdir.
Boylece Bt:NPT II kombinasyonlan insektisit etki gostermeye yetecek diizeyde toksin
tagtyan transformant bitkilerin elde edilmesini saglamiglardir. Ikinci olarak fiizyon pro-
teinlerce meydana getirilen toksisitenin transformant bitkilerin kanamycin'e dayanikliligis
ile dogrudan ilgili oldugu goriilmiigtiir. bt 2 geninin bir kisminin kesilmesi ile elde edi-
len bt884 genini tagiyan bitkilerin 2/3'tiniin larvalarda %75'den fazla 6liim meydana ge-
tirdigi saptanmgtir. bt 2 geninin tiim{iniin nakledildigi transformant bitkilerinin higbiri,
NPT 1I tagtyan kontrol bitkilerde goriilen diizeylerin iizerinde Oldiiriicii etki goster-
memigtir. Bunun nedeni bugiin icin bilinmemektedir.

Transformant bitkilerin bcek zararindan etkili bir korunma meydana getirip getir-
medigine dair incelemelerde, bitkilerin bir kismina birakilan larvalar 6nce normal olarak
beslenirken 18 saat i¢inde beslenmeyi durdurmuglar ve tamamu 3 giin i¢inde 6lmiigtiir,
bir tek larvanm yapu1 zarar ise 1-2 mm? ile siirh kalmigtir. Diger bir kisim bitkiler
biraz daha fazla zarar gdrmiigler, fakat larvalarin.tamamu 6 giin i¢inde 6lmiigtiir. Kontrol

‘bitkiler ise 4-6 giin i¢inde giddetli bir zarara uframig ve 12 giin icinde tamamen

titketilmiglerdir. Transgenik bitkilerdeki insektisit etki ile Bacillus protein miktar:
arasinda da bir iligki tesbit edilmigtir. Bir kismu kesilmig bt 2 geni veya fiizyon yapilar:
tagiyan bitkilerinin bt 2 geninin tamamini tagiyan bitkilerden asag1 yukar: 10 kat fazla
Bacillus proteini tagidif: goriilmiistiir. Proteinlerinin %0.004'linden fazlasin: toksin
olarak tireten bitkiler 6 giin i¢inde larvalarda %100 6liime neden olmugtur. Calismalarda
elde edilen baz: bitkiler bu diizeyden 3-5 kat fazla toksin iiretebilmektedirler. Bu bitkile-
rin bdcek zararindan iyi bir gekilde korundugu gozlenmigtir. Toksik madde tagima
diizeyleri bt 2 serisine eklenen neo geni tarafindan 6nemli oranda etkilenmemisgtir; bu
etki daha ziyade bt 2 parcasmin nzunluguna baghdir. Bu tip ek genler yiiksek kanamycin
dayanikliligs meydana getirmelerinden dolays, giiclii insektisit etkiye sahip transformant
bitkilerin se¢ilmesinde kullanilabilirler (Vaeck et al., 1987).

Birgok lepidopter tiiri bu toksinlere hassas olmakla birlikte, Heliothis ve Spo-
doptera cinsine bagh tiirler gibi ¢nemli bir kisim zararhilar B. thuringiensis ber-
liner'inde dahil oldugu genel B. thuringiensis wklarina daha az hassastir. Bitkileri
bu bdceklerden korumak icin daha yiiksek diizeyde taginmaya ihtiyag olacaktir. Bu daha
giiclii spesifik bitki promoter'leri i¢eren chimaeric Bacillus genleri kullanilarak baga-
rilabilir. Omegin CaMV (Cauliflower mosaic virus)'in 35 S promoteri bitkilerde T-DNA
promoter'den 10-50 kat daha fazla taginma saglamaktadir. Onemli bocek tiirlerine kargt
daha yiiksek spesifik aktiviteye sahip chimaeric toksin genlerinin yapiya ilavesi de bu
soruna alternatif olabilir (Vaeck et al., 1987). Bu ¢aligmay1 domateste (Fischhoff et al.,
1987) ve tiitiinde (Barton et al., 1987) elde edilen basarili sonuglar izlemistir. Fischhoff
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et al. (1987), Bacillus thuringiensis kurstaki genlerini domates bitkisine naklet-
miglerdir. Bu varyetede endotoksini kodlayan gen hemen tamamen berliner varyetesin-
deki gen ile benzer yapidadir. Endotoksini kodlayan gen iizerinde yapilan ¢aligmalarda,
proteinin N u¢ kisminin letal etki i¢in esas oldugu, C u¢ kisminin gerekli olmadif sap-
tanmugtur. Ilk 646 amino asiti igeren protein toksik etkiyi saglarken, ilk 565 amino asi-
tin bu etkiyi saglamadify, yine ilk 125 amino asidin ¢ikarilmasi halinde letal etkinin or-
tadan kalktiga goriilmiigtiir. Onceki denemede yapildigi gibi, endotoksini kodlayan gen
biitiin olarak veya belirli amino asit simrlarindan kesilmis pargalar olarak domatese nak-
ledilmiglerdir. Bu calisma sonunda kesilmig pargalarin nakledildigi transformant bitkile-
rin digerinden daha toksik etki gostermesi iizerine galigmalar, kesilmis gen pargalarinin
nakli iizerinde yogunlagtirilmistir. B. thuringiensis toksin geninin 1-725 amino asit
kismin igeren pMON9711 ve 1-646 amino asit pargasim igeren pMON9714 plasmidleri-
ni tasiyan Agrobacterium uklar1 domates bitkilerinin transformasyonunda kullanil-
mugtir. M. sexta ile yapilan beslenme denemelerinde, 10 adet birinci donem larva kont-
rol bitkisinden alinan bir yaprag1 4 giin i¢inde tamamen titketirken, larvalarda 6liim go-
riilmemig ve 5 kat biiylime saptanmigtir. pMON9711 transgenik bitki yapraginda besle-
nen larvalar 48 saat icinde tamamen 6lmiigler ve yaprakta ¢ok az beslenme goriilmiigtiir.
Biitiin bir domates bitkisi tizerinde yapilan beslenme denemesi de benzer sonug vermistir.
Kanamycin'e dayanikhilik gbsteren 17 pMON9711 transgenik bitkisinden 10 tanesi larva-
lara yiiksek oranda letal etki (% 90-100) gostermis; 2 bitki daha diisiik (% 20-50) ve 5 ta-
nesi hi¢ etki gostermemigtir. pMON9713 trangenik bitkilerden 4/5 'i yiiksek oranda etki
gostermistir. Bu transgenik bitkilerin diger lepidopter (Heliothis zea, H. virescens)
larvalan iizerine etkileri de incelenmigtir. Transgenik bitkilerin bir kismi H. virescens
larvalarinin %100'in# &ldiriirken, digerleri tamamen etkisiz bulunmugtor. Ancak 61-
meyen larvalarin kontrole oranla biiyiimesi siddetli bir gekilde engellenmigtir. H. zea
icin sadece bir bitki denenmig ve bir dereceye kadar H. virescens 'ten daha az &lim
goriilmiigtiir. Bu larvalarda da bilyiime giddetle engellenmigtir. Bu ¢aligmada domates
meyvesinde bir miktar B. thuringiensis kurstaki faaliyetinin oldufuna dair ilk de-
lillerde gozlenmigtir.

Barton et al. (1987), B. thuringiensis kurstakinin 8- endotoksini kodlayan
genini tiitiin bitkisine transfer etmislerdir. Birbirinden farkl: 100 transformant bitki iize-
rinde yapilan denemede bitkilerin yaklagik olarak %25'inde beslenen M. sexta larva-
larinin tamamumn 4 giin icinde 6ldiigi gozlenmistir. Daha dayamkh bitkilerde deneme-
nin ilk birkac saatinde larva beslenmesinin ¢ok az oldugu. goriilmiigtiir. Toksik etki .
tagimadigt sonucuna varilan difer birgok bitki kontrol bitkilerine oranla larvalarm
biiyiime oranlarini ve beslenmesini azaltmiglardir. Bu bitkiler H. zea, H. virescens
ve Spodoptera exiqua larvalariyla denemeye alindiklarinda kontrol bitkilerine nisbe-
ten larvalarn 6liim oranlarinda artis ve beslenmelerinde azalma saptanmugtir.

Pamuk, misir ve sebze gibi dier iiriinlerde zararh lepidopter tiirlerine kargi buna
benzer sonuglarin elde edilmest i¢in youn ¢abalar sarfedilmektedir. Halihazirda boceklere
dayanikh bitkilerin tarla denemeleri domateste bir, tiitiinde 2 yildir siirmektedir. Gen
transferi ile boceklere dayamklr ilk bitki tohumlarinin 1992-1995 yillar1 arasinda piya-
saya ¢cikmasi beklenmektedir (Meeusen and Warren, 1989).
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Proteinase inhibitér geni ve gen transferi

Bitkilerde biceklere karg1 dayaniklilik olugturulmasinda kullanilan genler sadece B.
thuringiensis genleri degildir. Boceklere karsi dayaniklilik saglayan birgok genel me-
kanizma bitkilerde dogal olarak mevcuttur. Bu dayamklilik yapisal (6rnegin, bitki yiize-
yinde boceklerin yakalanmasin: saglayan yapigkan madde salgilayan killar veya zehirli
etki gosteren antibiyotikler) veya bbcegin beslenme ve yumurta koymasini engelleyen
bitkinin sckbnder kompleks bilegiklerine bagli olabilir. Bu tip dayaniklihik muhtemelen
poligenik karakterdedir ve klasik 1slah metodlar1 i¢in daha uygun 6zelliklerdir. Bunlarla
birlikte, bitkileri bécek zararindan korumada, tek bagina klonlanabilir genlerin teshisinde
dnemli gayrétler sarfedilmektedir. Bu konuda iimit vadeden gen gruplarindan birisi bitki-
lerde yaralanmayla birlikte artan "protease inhibitér"lerdir. Baz: bitkiler mekanik olarak

~ veya bir bocegin saldirisi ile yaralandifinda "protease inhibitriinii artiran faktor" (PIIF)

salgilar ve bu durum birka¢ protein protease inhibitoriiniin sistemik sentezini artirir

(Shields, 1987). Yaralanma; hem yaralanmug yapraklarda hiem de uzaktaki yaralanmamig
yaprakliarda proteinase inhibitor proteinlerini kodlayan genlerin faaliyetlerinin artmasmna
neden olur (Bowles, 1990). Bu inhibitdrler mikrobiyal protease’lere ve béceklere karst
yoneltilir ve onlar bécek midesindeki sindirimi bozarak saldirtya kars: bitkilerin korun-

. masim saglayabilirler. Bu protease inhibittrlerinin bir kismini kodlayan genler elde edil-

mig ve diger bitkilere nakledilmistir. Patates proteinase inhibitor II'yi kodlayan genin
tiitiine transfer edildigi denemelerde, tiitiin yaralandiginda veya koparilan yapraklar PIIF
ile muamele edildiginde tiitiinde proteinase inhibitér gene homolog herhangi bir gen ol-
mamasina ragmen, nakledilen gen proteinase inhibit6riin ortaya ¢ikigimu tegvik etmigtir
{Thomnberg et al., 1987'ye atfen Shields, 1987).

Bériilcede bulunan boriilce tripsin inhitibérleri (Cpll)'de boyle bir mekanizmay:
icermektedir. Boriilce tohumlarindaki Cpll'min diizeyi biriilcenin bashca zararlis: Calla-
sobruchus maculatus'a kars: tarla dayamkhihfiyla ilgilidir. Daha da 6nemlisi, CpIl
ile beslenme denemeleri bu inhibitérlerin Heliothis, Spodoptera, Diabrotica ve
Tribolium cinsleri gibi Snemli zararlilan i¢ine alan bir¢cok bocege kargi antimetabolik
etkiye sahip oldugunu ortaya koymugtur. Tripsin inhibitér geni tiitiine nakledildikten

_ sonra, bu bitki i¢in Snemli bir zararh olan H. virescens'in yeni ¢ikmug larvalariyla

bulagtmlmlgm Sonugta kontrol bitkilere oranla transforme edilmig bitkilerin bcek
yagami ve zararim azalttif tesbit edilmigtir. Bécekteki geligmenin gerilemesinin bitki
yapraklarindaki inhibitér miktariyla acik bir iligkiye sahip oldugu goriilmiistiir. H. vi-
rescens larvalart kontrol bitkilerinde geligip onlart tamamen tiiketirken, gen nakli
yapilan bitkiler iizerindeki larvalar ¢ok az beslenerek, ¢ok sinirli oranda zarar vermekle
birlikte daha sonra ya 6lmiigler ya da gelismelerini tamamlayamamiglardir. Aragtirma

- sonuglar bir proteinase inhibitoriiniin tek bagina bécek saldirisint 6nemli Slgiide azal-

tabilecegini gostermektedir (Hilder et al., 1987).
Dayamkhhgm kalitimi

B. thurzgzensts genleri. nakledllen tiitiin’ bitkilerinin serada yet1§t1nlm651 sonu-
cu, bitkilerin tamami normal olarak buyumu§ ve biiylime giicii ile morfolojik agidan
kontrol bltkllennden aylrdedﬂememlslerdlr Bir kxsxm transgenik bitkilerden elde edilen
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F, doli bitkiler etkinin kaliimini test etmek igin denenmig ve insektisit etkisinin ebe-
veyn bitkilerde gzlenene benzer oldufu saptanmigtir. Yapilan beslenme denemelerinde
F; dolii bitkiler 6 giin icinde M. sexta larvalarinda %100 6lime neden olmugtur (Vaeck
et al., 1987).

Tripsin inhibit6r geninin nakledildii tiitiin bitkileri normal gelisme gostermigtir.
Endotoksin genlerinde oldugu gibi bu yeni ¢zelligin hem stabil hem de kalitsal oldugu
tesbit edilmigtir (Hilder et al., 1987). Yapilan diger caligmalarda da (Fischhoff et al.,
1987; Barton et al., 1987) insektisit etkinin bitkilerin sonraki dollerine basgariyla ak-
tanldig g6zlenmigtir. '

Gen transferi ile boceklere dayamkh bitki elde etme
imkanlan

Elde edilen bagarih sonuglara ragmen gen nakli ile dayanmikh bitki varyetelerinin
boceklerle miicadeledeki kullanilma durumu iizerinde tartigmalar baglamigtir. Bu y6ntemi
savunanlar (cogunlukia molekiiler biyoloji ¢aliganlar). geligtirilen bitkilerin geleneksel
insektisit kullammimn yerini alacagim diisiinmektedirler. Buna karsi olanlar ise (cogun-
lukla agro-kimya endiistri ¢ahiganlan), 1slahcilarin béceklere dayamklihik saglamak icin
bitkilerin genetigi ile fazlaca oynadiim ve ¢arpici birgok baganya ragmen kimyasal in-
sekfisitlere olan ihtiyacin 6nceki gibi zorunlu olacagm diigiinmektedirler. Bu )}Gntemin
gelecekte kabul gormesi klasik miicadele yontemlerine olan iistiinliiklerine baghdir. Bu
teknoloji, etkinlik ve uygulama maliyeti, gelistirme maliyeti ve ¢evre agisindan avantaj-
lara sahiptir. Bununla birlikte boceklerin dayamklikhik gelistirmesi, hukuki engeller ve
patent hakkinm korunmasi gibi belirsizlikler bu metodun uygulanabilirligini etkileye-
cektir. Bu husustaki problemlerin asilmasi i¢in B. thuringiensis endotoksin genlerini
igeren iiriinlerin test edilmesi ve uygun degerlendirmeleri gerekmektedir (Meeusen and
Warren, 1989).

Potansiyel avantajlar '
1. Etkinlik ve uygulama maliyeti

B. thurungiensis endotoksini iireten bitki varyeteleriyle zararlilara karsi miicade-
lenin yetigtirici agisindan geleneksel yontemlere nisbeten 4 istiin yonii bulunmaktadr.
Birincisi; yetistiriciler hava gartlarina bagli olmaktan kurtulacaklardir. Iklim sartlan in-
sektisitin uygulanmasna izin vermedigi veya tarlalarin ilaglama aletlerinin girmesine en- -
gel olacak kadar ¢amurlu oldufu zamanlarda yetigtiricinin iiriinii korunmug olacaktir.
Ikincisi; kokler, golgede kalan alt yapraklar ve insektisit uygulamalar arasindaki siirede
cikan yeni organlar gibi insektisitlerin ulagmasinin zor oldugu kisimlarin korunmasidur.
Ukiincii avantaj; kontrolii saglayan unsur tarlada daima hazirdir ve boylece uygun ilagla-
ma zamamnt tesbit etmek igin yetigtiricinin tarlasini kontrol etmesine gerek yoktur. Ay-
rica zararlt yumurtalarin birakilma ve agilma zamam gibi kavramlar 6nemini yitirecektir,
Endotoksinin bitki dokularinda her zaman mevcut olmasindan dolay: b6cekler beslenme-
ye baglar baglamaz etkisini g6stermektedir. Bu an zararhmn endotoksine en hassas oldu-
$u zamandir. Son olarak, pamuk gibi yogun insektisit kullanilan ériinlerde maliyetkim-
yasal madde masraflartyla yakindan ilgilidir. Dayanikli bir bitki tarafindan saglanan
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miicadele sadece insektisit masraflarim ortadan kaldirmakla kallﬁaz,'aym zamanda
yetigtiricinin ilaglama aletleri giderini, igglicii kaybim ve yakit masrafim azalar (Meeu-
sen and Warren, 1989).

2. Gelistirme maliyeti

Bugiin i¢in yeni bir kimyasal insektisitin sentezi, gelistirilmesi, lisans ve iiretim
maliyetleri 25 milyon dolarm {izerindedir (Metcalf, 1980) ve yeni bir tesis gerekiyorsa bu
miktar daha da artmaktadir. Buna kargilik yeni bir bitkisel varyetenin geligtirilme maliye-
ti 1 milyon dolarin altindadir. Genetik miihendisligindeki pahal: molekiiler aragtirmalar
icin birka¢ milyon dolarlik ilave masraf olsa bile, maliyet klmyasal madde {iretiminden
. oldukga azdir (Meeusen and Warren, 1989). -

3. Ce_vre ve kullanim acisindan avantajlar

Cevre ve insan saglif1 agisindan bu bitkiler cezbedici faydalar sunmaktadir. Aktif
maddenin dogrudan bitki dokusunda tiretilmesinden dolay1, etkili maddenin havaya ve ye-
ralt1 suyuna kanigmas: 6nlenmektedir. Caligmalarda kullamlari iki dayaniklilik faktrii

_ olan Bt endotoksin ve tripsin inhibitoriintin her ikisi de yiiksek molekiiler agirhiga (60 ve
30 kd) sahip dogal proteinlerdir. Béylece tainamen toksik olmayan {iriinlere parcalanabi-
lirler. Tarlada aktif maddenin belirli dozunu alacak tek organizma, {irlin iizerinde beslenen
bocek olacagindan diger organizmalar zehirli etkiden kurtulacaklardr (Meeusen and War-
ren, 1989).

Tlave maddeler zamanla tamamen ayrngacagindan insan ve hayvan tiiketiminde em-
niyet saglamig olacaktir. Kimyasal insektisitlerin kullanimindan dogan riskler, pahali
kalinti analizi ve toksikolojik denemeleri gerektirmektedir. Buna karsilik yeni bir genin
bir b1tk1ye nakledilmesinden 6nce, yapisal olarak ne getirecegi tamamen belirlenebilir.
Sayet ortaya sorun ¢iksa bile bunlarin daha az siklikta-olugmasi beklenecektir. Bu meto-
dun klasik 1slah y6ntemlerinden daha emniyetli olacag diigtiniilmektedir. Klasik 1slahta
dayaniklilik genlerinin bitkide iirettifi insektisit etkinin ne oldugu bilinmeden kul-
lanilmaktadir. Gen transferi yapilan bitkilerde bu tip bilgi eksikligi yoktur (Meeusen and

" Warren, 1989). :

Muhtemel dezavantajlar

Bu teknolojinin gelecékte b&cek miicadele ydntemlerinin $nemli bir parcas: haline
gelecegi yoniindeki ikna edici goriiglere ragmen, kullanimin simirlayabilecek teknik ve
hukuki belirsizlikleri de unutmamak gerekir.

1. Dayamklxhk

Bagarih bir yontem olmasina ragmen, hedef alinan b6cek popiilasyonlarinda daya-
~~jiikhilik meydana getirebilecegine dair endigeler vardir. Bt endotoksin igeren triinler igin,

gegmis deneyimlere gore dayanikhiligin hizli bir sekilde olusmayacajf1 iizerine baz belir-
tiler bulunmaktadxr Endotoksine dayah preparatlar ceyrek yiizyildan beri 6nemli bir da-
yaniklihik olugtuBu bxldmlmeksxzm kullamlmaktac‘hrb Bununla birlikte bu sonuglar bo-
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cek popiilasyonunun iliglarla belirli araliklarla kargi kargiya geldifi uygulamalardan elde
edilmiglerdir (Meeusen and Warren, 1989). Ticari olarak kullanilan B. thuringiensis,
preparatlar 8-endotoksin ve B- endotoksin igeren bakteri sporlaninin kompleks karigim-
lanidir ve uygulamadan sonra nisbeten bir yan dmiire sahiptir. Bu faktérlerin higbirisi za-
rarhilarda dayamkhlik olugmast igin uygun degildir. Fakat yopun seleksiyon altinda
(6rnegin, toksinlerin uygulandi@s depolanmuis tiriinlerde) dayaniklilik ¢ok hizli olugabilir
(Mc Gaughey, 1985).

Endotoksinin besinde stirekli olarak mevcut oldugu durumlar dayaniklilik agisindan
bir soru olarak kalmaktadir. Gergekten bir B. thuringiensis preparatina dayamklilik
olugtugunu bildiren tek sonug, boyle bir siirekli maruz kalmanin sonunda elde edilmigtir.
Daha sonraki ¢aligmalar diger bir tiir icin bu sonucu dogrulamigtr, Fakat dayanikliligm
biiyiik oranda endotoksinin kendine degil, onu igeren bakteriye kargt oldugu ileri
siiriilmiigtiir. Bu sebepten dolay1, muhtemelen endotoksin igeren bitkilere dayamklilik
preparatlara olandan daha hizli gelismeyecektir. Zararhlarin dayaniklilik kazanmasi bu
firtinlerin émriinii belirleyebilir ve ¢ok kisa bir 6miir bu teknigin kullanimmi ciddi bir
sekilde engelleyebilir (Meusen and Warren, 1987).

Tek bir genin kontrolunda olan dayaniklifa sahip bitkilerin genis ¢~pta kul-
lanmminin béceklerde dayaniklilik olusturup, olugturmayacag: giiphesinin cevab: ayn1 bit-
kiye birkag dayaniklilik genini nakletmek olabilir (Shields, 1987).

2. Hukuki diizenlemeler

Gen transferi ile béceklere dayanikls bitki elde etme galigmalarinin heniiz ok yeni
olmast ve degisik bir durum ortaya koymas: nedeniyle hukuki bazi agamalardan gegme-
sini gerektirmektedir. Ayrica bu asamalarin neler olacag konusu da heniiz agikliga
kavugmug degildir.

Dokularinda Bt endotoksin tireten bir bitki, kurumlar i¢in hukuki zorluklar meyda-
na getirmektedir. ABD'de Federal pestisit kanunlarindaki tanimiamalara girmesinden do-
lay1, gevre koruma kurulusu (EPA)'min bitkinin bir pestisit olarak tescilini istemesi ihti-
mal dahilindedir. Bu tescil istenmese dahi, Besin ve Ilag Bakanlipa (FDA) mevcut
kanunlara gore besin katk: maddeleri sinifina dahil edilebilir. Ayrica, Tarim Orgiitii
(USDA), Federal zararh otlar ve bitki zararlilar1 kanununa gbre, tarim icin zararh olma
ihtimali bulunan bitkiler izerindeki diizenleyici giiciinii kullanmak isteyecektir. Bdylece
gen transferi yapilmig bitki bir kurulug igin pestisit, bir digeri i¢in besin katki maddesi
ve bir tigiinciisii igin zararl bir bitki konumunda olacaktir (Meeusen and Warren, 1989).

Bu tip diizenlemeler geligtirme maliyeti 1 milyon dolarin altinda olan varyeteler
icin tescil iglemlerinde g¢ok daha fazla masraf gerektirmesi gibi zorluklari meydana
¢ikarmaktadir. Boyle bir bitki varyetesinin tescili i¢in 7-10 milyon dolar harcama yap-
mak; bu yontemin ekonomi, gevre ve iireticiye olan olumlu katkilarina ragmen benim-
senmesine engel olabilecektir. Kurumlar kanunlan yaparken Bt endotoksinin halen tescil-
li bir pestisit olmasindan dolay: yanhiglifa diigmekten gekineceklerdir. Bu yénde
sarfedilen c¢abalara ragmen heniiz birgok belirsizlikler vardir (Meeusen and Warren,
1989).
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3. Patent hakki:

Bu ydntemin masraflari, kimyasal insektisitin geligtirilme masraflarindan daha az
olmakla birlikte, klasik 1slahtan daha pahalidir. Bu yiizden bu bitkilerin gelecegini etki-
leyen son biiyiik sorun, yatinmcilarin buluglarim koruyabilme ile karlilik durumudur.
Sayet diger firmalar yeni tohumdan bir miktar alip, yeni geni melezlemeyle kendi varye-
telerine nakletme hakkina sahip olur ve bunun i¢in higbir 6demede bulunmazlarsa, hi¢cbir
firma bu yeni teknolojiye yatirim yapmayacaktir (Meeusen and Warren, 1989).

ABD'deki bitki varyetelerini koruma kanunu son zamanlara kadar islahcilar igin
sadece ilmi miilkiyet hakkini saflamakta, fakat bu kanun diger islahcilara yeni varye-
teler geligtirmek i¢in tescilli varyetelerin serbest¢e kullanimlarina izin veren bir
aragtirma muafiyeti de tammaktadir. Yarg: organlarinca 1985'te alinan kararlar, genetik
yol ile elde edilen yeni bitkilere patent hakk: verebilecegi yolunda iimit verici kararlar
almig olmasina ragmen pratikte halen 6nemli sorunlar vardir. Patent hakki Bt endotoksin
iceren biitiin bitkileri kapasayacakmidir, yoksa her yeni bitki i¢in ayn patent mi verile-
cektir? Patent hakki endotoksin genini elde edene mi, endotoksin igeren bitkiyi
geligtirene mi, yoksa her ikisine mi verilecektir? Patent sahibi tohumu kendi tarlasindan
elde eden yetigtiricileri kontrol edebilecek midir? Eski kanuna gore germplasm't 1slah
amaciyla serbestce - kullanmaya aligmig 1slahgilar, yeni uygulamalar kabul edecekler
midir? Bu drtinleri 1990 ortalarinda pazara ¢ikacagi ve konuyla ilgili davalar ve iist mah-
keme kararlarimin birkag yil alacap farzedilirse, biitiin bu sorunlarin cevabinin bu
yiizyilin sonundan 6nce agikliga kavugmasi beklenmemelidir (Meeusen and Warren,
1989).

Sonug

Gen transferi konusudaki ¢aligmalar geliserek devam etmektedir. Bu ydntem ile
boceklere dayanikl bitkiler elde edilmis ve bu bitkilerin tohumlannin yakinda piyasaya
¢ikmasi beklenmektedir. Bu metodun diger miicadele metodlarina nisbeten bazi énemli
iistiinliikleri olmakla birlikte heniiz ¢oziilmesi gereken bazi bilimsel, teknik ve kanuni
sorunlar ¢oziim beklemektedir.

Ozet

Bitkisel iiretimde zararhlar 6nemli kayiplara neden olmakta ve bunlara karsi uygula-
nan geleneksel miicadele yontemleri arasinda &zellikle kimyasal miicadelenin ortaya
cikardif sorunlar aragtirmacilar yeni miicadele yontemlerinin gelistirilmesine zorlamak-
tadir. Son yillarda genetik mithendisligi alamindaki gelismeler canlilar arasindaki gen
transferini miimkiin kilmig ve bu bulug zararhilara dayanikli bitki elde edilmesinde yeni bir
agama olarak ortaya ¢ikmagtir.

Bacillus thuringiensis’ de endotoksini kodlayan gen ile bazi bitkilerde yaralan-
ma sonucu salgilayan proteaz inhibitérlerini kodlayan ‘genlerin bitkilere nakledilmesi
yoluyla béceklere karsi dayamkli bitki elde edilmesinin baganli drnekleri bulunmaktadir.
Bu mukavemet karakterlerini bitkilerin d6llerine aktardif1 tesbit edilmistir. Bu metod ile
elde edilen dayamkli bitki tohumlarmin birkag yila kadar piyasaya ¢ikmasi da beklenmek-
tedir. ’
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