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Genrik mihentsii ve iyl okt

Hikmet OZBEK*

Summary
Génetic engineering and biological insecticides

Bacteria, fungi, and viruses that sre pathogenic to insects have great potential
in pest managément. Some of these microorganizms have been used in the field
as biological conirol agents, and a few of them have been developed successfully
as @ commercia] insectides on a.large scale in various countries. Widespread
commercial production of microbial insecticides ewaits further studies of the
‘biology, ecology, and pathogenicty of the agents. The virulance of these microor-
ganizms can be increased, their host range broadened, and manitfacturing
processes improved by using genetic enginesring techniques.

Girls

Kiiltiir bitkilerinde zararh olan bbceklerle miicadelede, degisik kimyasal
yap1l ve formiilasyonlara sahip genis spektrumlu kimyasallarin ozellikle II.
Diinya Savasi'mi jzleyen yillardan baglayarak giderek artan oranda kulla-
mlmalari, ¢evre kirliligi ve daha birgok sorunlar: da birlikte getirmis, bu
sahadaki caligmalari, ilich savag disinda degisik yontemlerin arastiriima-
sina veya var olanlarin geligtirilmesine yoneltmistir. Bununla ilgili olarak
son 10-15 yildan buyana «biyolojik insektisits adi verilen bazm bakteri,
fungus ve virtis gibi mikrobial patojenlerin biceklerle miicadelede kullaml-
masinda biiyllk asamalar kaydedilmistir. Biyolojik insektisitlerin = spesifik
. oluslari, hicbir toksk kalnti birakmamalari, dogada bir defa yerlegiikten
sonra ¢ok kez kendiliklerinden ¢ogalma ve yayilma imkénina sahip olmalary,
kimyésallara olan iistiinliiklerinin en Gnemli yanlaridir. Ancak bunlarmn yay-
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‘gm bir sekilde kullamilmalarim engelleyen bazi 6nemli faktdrler vardir.
Funguslar disindakiler, bdcekle temas haline geldiklerinde hemen faaliyet
gostermemekte, bunlarin bocegin yiyecekleri ile birlikte sindirim sistemine
ulagmalar: gerekmektedir. Ayrica uygulama zamani ve yerinin de ¢ok iyi
ayarlanmasi gerekmekte, bocek her ddneminde ve her yerde aymi hassasi-
yeti gostermemektedir (Miller et al., 1983).

Genlerin yap1 ve fonksiyonlarinin daha iyi anlasilmasinda son 10 yilda
biiylik ilerlemeler kaydedilmis, molekiiler biyolojide yeni bir ddnem basla-
mgtir. Nathans (1979), bu donemi «Yeni Genetiky olarak tanimlammstir. Bu
yenj bilim dalinin esasi rekombinant DNA teknigidir. DNA molekiiliiniin is-
lenmesi, bir hiicreye aktarilabilmesi miimkiin olabilmektedir. Altmush yilla-
rin sonunda gerceklestivilen cok degerli bazi c¢aligmalar yeni teknolojinin
kaynagini tegkil etmis; kendi yapisinda bulunmayan igerikteki DNA’yv1 kabul
edilen DNA’nin da hiicrede faaliyet gbstermesine olanak taniyan mutasyonla
elde edilm’s Escherichiag coli irklarimmin gelistirilmesi bu konudaki en énemli
.agamayl olusturmaktadir (Abelson, 1983).

Genetik mithendisligin biyolojik insektisitlere uygulanmasindaki basari-
da; bu insektisitlerin genetik ve molekiiler seviyede etki mekanizmalarmm
cok iyi bilinmesi, biyolojik tiriin veya patojen DNA tekniklerinin rekombinas-
yon veya klasik yolla meydana gelen genetik maniplasyonun g¢ok iyi uyum
gostermesi gerekmektedir, Organizmanin genetik yapisimin iyi incelenmesi;
DNA’nin sabit ve biyolojik olarak aktif formda organizmaya etkili bir se-
kilde uygulama yontemlerinin iyi bilinmesi veya bu yointemlerin gelistiril-
mesi zorunludur. Diger taraftan, spesifik olarak organizmamm kiicitk bir
ortamda cok miktarda ve hizhh bir sekilde liretilebilmesi gerekmektedir
(Kirschbaum, 1985).

Miller et al. (1983), bdcek &ldiirme potansiyeline sahip dogal olarak bu-
lunan yaklasik 1500 kadar mikroorganizma veya mikrobial iriiniin tesbit
edildigini belirtmekted’'r. Mikrobial insektisitlerin temelini bakteri, wviriis
ve funguslar olusturmaktadir.

Balkteriler

Bacilliacae, Micrococcaceae, Lactobacillaceae  ve Pseudomonadaceae
familyalarina ait 100°den fazla bakter; tiiriiniin entomopathogenik oldugu tes-
"bit edilmistir. Bacillus thuringiensis, B.t.israelensis, B. sphaericus, B.
lentimorbus ve B. popilliaz biyolojik miicadele etmeni olarak biiylik tnem.
arz etmekte ve B. thuringiensis’in bircok alttiir ve wrklarinin endiistriyel ima-
lat1 yapilmakta ve diinya ¢apinda kullaniimaktadir (Miller et al., 1983).

248



B. thuringiznsis spor olusturmaya bagladigi zaman c¢ozlinmeyen giicli
‘kristal toksin iiretir. Bu kristal veya delta - endotoksin sporulasyon halind=ki
hiicrelerde faz - kontras altinda goriilebilir ve hiicre agirhginin % 20 - 30’unu
olusturur. Keza, B. thuringiensis, insektisit etkiye sahip, suda eriyen, isidan
etkilenmeyen adenine niikleotid tiirevi beta - exotoksin iiretir. Bu madde
" agiz yoluyla kuslara hafif toksiktir (Burges, 1982). Bakteriler ticari amagla
insektisit olarak hazirlanirken fermantasyona tabi tutulur ve stabilize edil-
mis emulsiyon, 1slanabilir toz veya toz olarak formiile edilirler. Bunlar spor
karisumi, toksin kristalleri ve dolgu maddesi ihtiva ederler. Sporlarin ¢im-
lenmelerini, fungus ve diger bakterilerin bulasmasmni onlemek i¢in sivi for-
miilasyonlara % 3 -4 oraninda ksilen ildve edilir. Ruhsat almmg bu gekildeki
ilaclar Lepidoptera larvalarina karsi basarili bir gekilde kullamimaktadir
(Miller et al., 1983). Beta - exotoksinden armndirilmmg insektisitlerin insan ve
diger omurgalilara, bitkilere ve faydall faunaya toksik veya allerjik etki
yapmadiklan tesbit edilmistir (Burges, 1982). Diger taraftan bhiceklerde bun-
lara kars: herhangi bir direnc meydana gelmedigi gibi, kimyasal insektisit-
lere yiiksek mukavemet olusturan biceklerde de capraz d'ren¢ goriillmedigi
belirtilmektedir (Burges, 1982).

Biyolojik insektisit igerisindeki endotoksin genetik miihendisliginin  bu
sahadaki temel calisma alam olmaktadir. Clinkii bu toksin tek bir glycopro-
teinden meydana gelmistir ve temel yapis1 bir gen tarafindan idare ed'Imek-
tedir. Tek genler kolay izole edilebilmekte, bunlarm yapsal ve diizenleyiei
bblgeler'nin niikleotid dizilisleri rutin tekniklerle belirlenebilmektedir
(Kirschbaum, 1985). Niikleotid dizilis siralar1 ister sansa bagl, ister belirli
bir yere ozgii olacak sekilde modifiye edilip genetik varyant familyalar: mey-
dana getirilebilmektedir. Bu genetik varyant, mikrobial konukcuya biyolojik
- akt'f bir sekilde yerlestirilebilmektedir (Kirschbaum, 1985).

Kirschbaum’a gére genetik mithendisligin devreye sokulmast ile toksinin
etkisi artirilabilmekte, daha genis spektrumlu olmasi saglanmakta ve iiretim
maliyet; diisiirillebilmektedir. B. thuringiensis’in etk'sini azaltan faktorler
arasinda organizmanin arazide kisa siire kalabilme giiciine sah’p olmas: yer
almaktadir,

Kristal toksinin yar1 8mrii havasiz kontrollii kosullarda 8 saat olmakta-
dir. Simdilik buna genetik bir ¢oziim getirilmemekle birlikte, ticari iirtinlerin
formiilasyonu ile ilgili temel cahsmalarin yakin bir gelecekte ¢dziim vaad-
ettigi belirtilmektedir (Kirschbaum, 1985).

B. thuringiensis’in farkh alttiirleri degisik biyolojik aktivite gbstermek-
tedir. Ornegin B. t. kurstaki'nin kristal toksini baz Lepidoptera’ya toksik ol-
masina karsm Diptera’ya etkisiz iken B. t. israelensis Diptera’ya etkili, fakat
Lepidoptera’ya etkisizdir (Burges, 1982; Miller et al., 1983). Her iki durumda
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da kristal toksin ayni nisbi molekiil agirhginda glycoprotein protoksin’i- mey-
dana getirecek gekilde ¢oziinebil'r hale getirilebilirler. Bu protoksin'ler peptik
yapisi, amino asit kompozisyonu, immunolojik cross - reaktivite ve karbon-
hidrat icerigi bakimindan farkhdirlar (Miller et al., 1983). Boylece insektisit
etkiye sahip bu iki kristal arasindaki konukcu kapsami ve toksisite farkimin
benzer biiyiikliikkte ve aymi orijinli protoksinlerin vapisal farkhiliklarindan
ileri geldigi anlasiimaktadir. Protoksin geninin uygun sekilde genetik mod:-
fkasyonu, bu genin kodladig: iiriiniin insektisit etkisini yeterli diizeyde arti-
rabilmektedir (Kirschbaum, 1985).

Kristal toksinin etki mekanizmasi simdilik tam olarak agiklanamamz.s
“olmakla birlikte, kristal orta bagirsakta coziilebilir hale geldkten sonra,
¢oziinebilir glycoprotein protoksine doniigmekte, bunun da proteolytic ayris-
ma ile aktive edilerek daha kiiclik toksin molekiillerini meydana getirdigine
- inanilmaktadir (Burges, 1982; Miller, 1983). Aktif toksinin bilyiikligli kesin
-bilinmemektedir. Baz1 kosullarda, coziinmils kristaller kendiliginden yava§¢a
-bir degigmeye ugrayarak degisik liriinler meydana getirmektedir. Esas {irlin
protoksin veya kristalin toksisitesini olugturan 6-7x10* dalton’luk protemdlr
Benzer sekilde, tripsin veya bocegin orta barsak salgisi ile saflastirilmg
protoksin de ayni ebatta aktif toksin meydana getirmektedir (Burges, 1982;
‘Kronstad et al., '1983). D'ger in vitro calismalari, muayyen kosullar -seti
“altinda’ kristalin coziinebilir hale gelerek yaklasik: 1x103 dalton’luk bir .son
“firiin meydana getirdigini ve bu {iriiniin baslangictaki materyalin toks’k 6zel-
ligini korudugunu goéstrmektedir (Kirschbaum, 1985). N'hai toksin, biiyiiklii-
gline bakilmaksizin orta barsak epitel hiicreleri yiizeyinde faaliyet gostere-
‘rek hiicre uclarimin sismesine ve bbceg’n beslenmesinin durmasina. neden
olmakta, daha sonra da epitel hiicreler parcalandigi icin kristalin alinma-
sindan itibaren birkac giin icersinde bcek dlmektedir (Burges, 1982). Bar-
_sak epitel hiicrelerj veya hemositlerin primer kiiltiirlerini kullanarak yapilan
“in vitro gallsmalarmda aktif hale geétirilen toksinin test kiiltlirine katilma-
sindan itibaren birkac daklka 1ger1smde onemli morfolojik deglslkl 'kler mey-
dana gelmektedr (K rschbaum, 1985). ‘

Daha etkili ve daha genis spektrumlu toksin’in gelistirilmesinde ilk adim,
protoksin gen'nin jzole edilmesidir. B. t. kurstaki, B. t. berline ve B. ‘sphaeri-
cus'a protoksin genleri asilanmis, ayrica bazi durumlar icin genin 5 ucunu
da iceren st klsminda nitkleik asid dizisi tesb't edildigi blldlrllmektedlr
(Wong et al., 1983). Bundan sonraki asama daha bilylik protoksm genj ice-
rlsmde asﬂ aktlf toksm 1cm dzmln yerlm tesb1t etmek olacaktlr Tam
-lekiil agirligt g'bi bllgﬂere 1ht1yac vardir. Nihai toksmm ebad: ile ilgili su
‘andakj durum kesin olmadig: icin mesele biraz daha komplike gorulmektedn'
(Kirschbaum, 1985).
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~ Swmirlayier enz'mler ve exonuclease, protoksin genini bircok DNA par-
calarina bolmede kullanmilmaktadir. Ayrica her genetik agilanmig DNA par-
casini tagiyan vektdr ile yapisi degistirilmis bakteriden alman ekstraklar
bioassay yardumi ile toksisite yOniinden test ed:lebilmektedir. Daha kiiciik
diziye kodlanmus protoksine indirgenen bir genin tekabiil ettigi kargilikll
daha kiiciilk parcalara bollinen proteinlerde toksmm glicii artmaktadir
(Ku'schbaum 1985).

Toks'nde. yap: - fonksiyon iligkilerinin  belirlenmesi, molekiiliin genetik
olarak yeniden diizenlenmesini miimkiin kilmakta ve bu sayede toksinin op-
timum performans: saglanmis olmaktadir. Degisik konukculari. olan
B. thuringiensis’den genetik agilanan cesitli toksinlerin. niikleotid dizili-
sinin tesbiti ve sonuclanan amino asid dizilisinin incelenmesi, sabit ve de-
gisken bolgelerin varligim gdstermekiedir. Defisken bélge, biyolojik aktivite
farkliliklarmdan kaynaklanabilir. Niikleotid ve am'no asid diziliginde farkl
olan peptid bolgeleri, yitklenme ve amino asitlerin sekonder ve tersier yapi-
lisin1 gosterme eyiliminde benzerlik arz etmektedirler (Kalser and Kezdy,
1984). ‘

B}r basgka yaklasun da, sakhi (sabit) ve degisken bolgeleri gecici olarak
tamimlamak icin yogun genasilamasi ve gen siralamasi yerine, niikleikk asit’
hlbr1d1zasy011u kullanmaktn Bir kere hir gen, gene’mk ‘olarak asilandi ve
bitis noktasi bsl’ rlendikten sonra bir serj bitisik genj boydan boya kat edén.
ic test edicler hazirlanip farklh B. thzmngzenszs wrklarindan, total plasmid:
DNA’ya kars:t hibritlestirmede kullanilab’lir, zira protoksin genleri cogun-
lukla plasmid c¢ikishdirlar (Burges, 1982) Her test edici icin hibridizasyonun
s'ddetini degistirerek farkli toksin genleri arasinda. hangi’ bblgenin sabit
oldugu hakkmda temel bﬂglhl elde etmek mumkun olabilir. Kronstad et al.,
(1983) yaotzklau calismada B. 1. kurstalki protoksin geninin 5’ ucundan tek
bir 732 - bp siirly parcasmi, B, thungzenszs in 9 alttlirlind. temsll eden m-
sektisit Gzellige sahip iwkin hibridizasyon test edicisi olarak kullanmmlardlr
Bu calismada Lepidoptera’ya toksik olan irklarm DNA’s: ile test ed'ci,
hibritlestigi halde Diptera’ya toksik olanlarinki ile hibritlesemedigi be-
lirtilmektedir, o

Toks'n molekiiliiniin hangi’ kisinmn biyolojik aktivite icin dnemli oldu-
gunu, anlamak icin toksin grup spesifik ajanlarla yeniden reak51yona soku--
larak bicassay yapimakta,: bu yeni- aJanlar sadece amino as1dler1 kovalant
olarak ‘modifiye -eden klasik a}anlar olmayip monoclonal antlbodllem de 1ger-
mekted'r: (Klrschbaum, 1985). - TR S S

Protein Ve nuklelk asid sira” anahzlerl ‘coksmm gucunu ve spektrumunu
artirmada ne gibi- genetik degis kliklerin: gerektlgl ‘haklinda . b;lgl vermek-

tedir. Belh blr- yere yonlendirilmig: mutagene51s tekn kler, genm sp‘=31f1k '
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noktalarinda yapilacak degisiklikler ic:n kullanilabilmektedir. Keza farkl:
toksin genlerin kismmlari birlestirilerek bir toksinden daha fazla Ozell kieri
bir araya getiren hibrit genler olusturulabildigi gibi, beklenmeyen diizeyde
fevkalede arzu edilen Ozelliklere sahip yeni bir molekiil meydana getirilebl-
mektedir (Kirschbaum, 1985).

Arzu edilen ticari ozelliklere sahip toksin elde edildikten sonra yeni
proteinin formiile dilip iiretilmesi gerekmektedir. Genetik miihendisliginin
bu asamada da devreye girmesi beklenmektedir. Ancak imalatta teorik ola-
rak iki engel ortaya cikmakta; birincisi, kristal toksin sentez. sadece spor-
lagma baslangicinda oldugundan fermantasyon esnasinda kullanilan zamanin
yalmiz bir kismi driin sentezine ayrilmaktadir, ik'neisi, sporlagma tamam-
landiginda hiicrenin igerigi bosanmakta ve {iriin sentezj durmaktadir. Toksin
genin etkis'nin sporlagmanin kontroliinden cikarilma islemi, yapisal gen
siralamasmin gliclii yapisal gelistiriciler ile birlestirilerek saglanabilmekte-
d'r. Bu gekildeki hiicreler fermantasyonun biitiin safhalari boyunca biyiik
miktarda toksin iiretmektedirler (Kirschbaum, 1985). Ayrica eger yapisit de-
gistirilmis olan konukgu sporlanmayan B. thuringiensis veya sporlanmayan
ve bilylik fermantasyon tanklarinda yiiksek hiicre yogunlugunda biiyiiyeblen
bir bagka mikrobial mutant ise, siirekli kiiltiir fermantasyonu ile toksin {ire-
timi miimkiin olabilmektedir. Boylece bir sistemde halihazir uygulanan kiitle
fermantasyona oranla birim iinite bagina verimlilik daha fazla clmakta ve
maliyet daha diisiik olmaktadir (Kirschbaum, 1985).

Bitki genetik miihendisligi teknolojisindeki gelismeler, genet’k olarak
diizenlenmis B. thuringiensis toksin geninin bitkj icerisine yerlestirilebilmesi
caligmalar siirdiiriilmekte, boylece bitkiyi boceklere karsi genetik yapi iti-
bariyle diren¢li yapmaya cahsilmaktadir. Ancak bu tip cahgmalarda bitkiye
nakledilen genih tezahiiriinlin o diizeyde olmasi gerekli ki, bitki {izerinde
beslenen zararli bicek, bitkiye zarar verecek seviyede beslenmeden oldiiriicii
toksin dozunu alabilsin (Kirs¢hbaum, 1985).

Yirisler

Bicek viriisleri gen sayilarimn az ve molekiiler biyolojilerinin oldukca
basit olmalar: nedeniyle genetik miihendislifi c¢ahsmalar icin temel hedef
olusturmaktadirlar, Niikleer polyhedrosis viriisleri (NPVs) - Lepidoptera
talumina mensup kimj zararl biceklerle miicadelede biiyiik 6nem tasidiklar:
icin bunlardan ii¢c tanesi, ticari pestisid olarak tescil edilmistir (Miller et al.,
1982). NPVs degisik sekillerde formule edil:p uygulanabilmektedir.

‘Viriisle’r bieegin biinyesine girdikten sonra aktif hale gecer ve nastahifin:
- llerlemesine paralel olarak cogalrlar. Hastalk sonucu &len . lepidopter. lar--
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valar virlislerin yaprak ylizeyine ve topraga yayilmasina neden olur ve biy-
lece etki uzun siire devam eder. Ancak bu durum daha c¢ok topraga gecmis
olan viriisler i¢cin daha c¢ok Snemlidir. Yaprak ylizeyindekiler giinesin etkisi
ile aktivitelerini daha cabuk kaybederler (Peyne, 1982). Bu nedenle ticari
viriis preparatlar1 hazirlanirken formiilasyonlarina ultraviole ignlarmi ab-
sorbe edecek ajanlar katilmaktadir. Ticari viriisler elde edilirken larvalar
kiitle halinde iiretilmekte, bunlar yapay olarak viriisle enfekte edilmektedir-
ler. Bu yiizden iscilik ve zaman istemekte, ayrica kiitle halinde larva iire-
timini saglayacak olanaklara ihtiyag duyulmaktadir (Payne, 1982).

- Molekiiler diizeyde ilizerinde en fazla calisilan baculoviriis, Autographa
californica niliklear polyhedosis virlisi (AcNPV)'diir. AcNPV, silindirik
nitkleckapsid icers’ne paketlenmis yaklagik 128 kb ciftinde kovalant olarak
¢ift kollu kapali dairesel DNA genoma sahiptir (Miller et al., 1983). Bazen
aberrant, yayilmis kapsid yapilari hiicre kiiltiiriinde bulunmakta, bu durum,
paketleme baskisimm niikleokapsid igersinde birlestirilebilen DNA miktarm
sinirlamadigin giistex_‘mektedir. Cesitli nlikleckapsid’ler.tek bir kristal protein
mafrix'i icerisine. gbmiilmekie ve viriisiin bu occluded formlari, biocekler
arasindatasinmada ve sindirim sistemine alindiktan sonra 6n mideden arka
barsaga gecmesinde sorumlu olmaktadir (Miller et al., 1983). Bu occluded
hiicre kiiltlirlinde infeksiyon yapabilmeleri ig¢in dnce alkalide yarilmalar:
gerekmektedir, Protein kristaline gomiilmemis tek niikleokapsid de mevcut-
tur. Bu sekildeki occluded olmayan biicek icersinde viral enfeksiyonu yap-
maktadirlar. Bunlar, hiicre kiiltiiriinde veya hemocoel’e enjekte edildiklerin-
de yiiksek diizeyde infeksiyon gosterirler (Miller et al., 1983). Bicek occluded
formdaki viriisii sindirim sistemine aldig1 zaman, viriis orta barsaga gelmek-
te, burada alkali pH ve muhtemelen protease enzimi yardimi ile aktive edil-
mekte ve niikleckapsid’ler serbest birakiimaktadir (Payne, 1982; Miller et
ai., 1983). Bu serbest birakilan virionlar, orta barsak epitel hiicrelerine tu-
funur ve birlegirler. Cytoplasma ve gekirdek zarmdan gecerek cekirdege
alasir ve burada kaplanmamis (uncoated) hale gelirler. Viral DNA'min co-
Falmas: baglar, yeni olugan virlisler plasma zarmmdan gecerek hemolymph’e
ulagir, yag dokusu, hemocyt’ler ve hypodermis’te sekonder infeksiyon mey-
dana getirirler. Burada larvanin kuru agirhgmmin % 30’una kadar ulasacak
diizeyde inclusion cisimcikleri olusur. Bocek genellikle enfeksiyondan iti-
baren 2-5 giinde oliir. Olit larvalarin parcalanmalar: ile bitki yiizeyine ve
topraga bol miktarda viriis dagihir (Payne, 1982; Miller et al., 1983).

Hiicre kiiltiiriinde enfeksiyonu takiben viral DNA sentezi 5 saat iger-
sinde baglamakta, 6 -8 saat sonra occluded olmayan viral antijenler, yak-
fagstk 10 sadt sonra da occluded olmayan viriisler belirmektedir. Ondort
saate kadar-inclusion cisimciklerj goriiliit. Occluded olmayan viriislerin
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uretm oram .azalir, yaklasitk 48 saat sonra jise cytolos1s meydana gelir
(Kirschbaum, 1985)..

AcNPV genom’unun smirlayic: endonucleas enzimleri yardimi ile haritas:
cikarilmis occlusion cisimciklerinin matrix’ini gekillendiren polyhedrin du-
sinda 19dan fazla gen driniin fzikj harita iizerinde yerleri bel'rlenmigtir
(Vlak and Smith, 1932).

AeNPV'nin genetik olarak diizenlenmesi ile ilg’li ilk basarilh calisma bir

viriisiin polyhedrin geninin ‘cikariimasi (deletion) seklinde olmustur (Sm'th
et al., 1983). Bu islem asilanmis polyhedrin geninde in vitro olarak yapil-
migtir.- Bunun i¢in de’ kiiltlirdeki hiicreler, degistirilmis geni igceren bir si-
nirlayict parca (restriction ‘fragment)  ile degistirilmem’s viral genom’u
co - transfecte edilmistir. In vivo homolog rekombinasyon’un neden oldugu
allel deg1§1m1 polyhedrin gendeln bir deletion sonucu viral mutant meydana
getxrmektedw Polyhedrin gen, agilama ve yabanm DNA'min kendini ' gos-
terme51 baklmmdan uygun bir yer ‘olusturmaktadir. Bu genin fonksiyonu
hiicre’ kiiltiiriinde hucre dig1 viriis iiretimi icin gerekli degild’r. Ayrica bu
gen 1gerlsmde yapﬂacak herhangi b'r ekleme plaque morfolojileri ile mey-
dana’ cikarilabilen occlusion - negatif - viriislerin olusmasim saglamaktadir.
Keza polyhedrln ganinin tannm kuvveth br promoter kontrolii altinda olmak-
tadir. Aglrhk olarak occluded virlistin yaklagik % 95'i polyhedrinden olug-

makta ve decluded virils bocegin kuru ag1r11g1mn % 30 una kadar ulasa,bﬂ-:

mektedu (M 11e1 et al 1983)

AcNPV amklama sisteminin fayda51 insan:-beta - mterferon icin.. gen

kullamlarak gosterilmistir. Interferon gen, dnce polyhedrin promoter kont-

rolii- altinda genetik asilanmig: polyhedrin geni-tasiyan bakteriye yerlestiril-

mistir. Bu yapr daha sonra in vivo.allel degis'mj suretiyle AcNPV genom’una

- nakledilmigtir. ‘Se¢ilen rekombinantlarin tahmin edilen yapisr smirlaiia’ ha-

i

ritalamas: ile-teyid .edilmist'r. . Modifiye edilmis' AcNPV in-vitro- enfekte:

edilmis Spodopiera frugiperda hiicreleri 10 mikrogram interferon/10® hiicre

tiretm stir. Ayrica glycosylate edilmis {iriiniin % 95’den:fazlastnin’ biiyiime
ortamina olgunlasmis-interferon . olarak salgilandifi gorillmiistiir. E...col¥

beta - galactosidase’yi-kodlayan genin - biiyiik  bir kism: .A¢NPV polyhedrin
geninin 5’ ucu-ile birlest rilerek" rs'kombmat v1rusler elde edllﬁbxlmektedlr

(Kirschbaum, 1985)e L Sl L T e

Rieceklere lkarm zararh ve oldurucu olan protem veya peptldlerl kodlayanL '

tek genler ya yuksek seviyede yapici vnal _prometerlere veya .inieksiyonun
baslanglcmda gen liriiniin snntezmden sorumlu p1 ometer lerle b1r1est1r11eb11

mektechr Bu yapllar bu‘bu' na ekleneblhr Veya .v1.ra1 genon un zorunlu 01-‘

olan polyhedrm gen butun olarak bu'akllmlg olur Occluded viriis olugumu "
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‘¢in tam polyhedrin gen gereklidir. Occluded viriisler arazide viriisiin infekte
eden formunu olusturmaktadir. ‘Degisik etki mekanizmasina- sahip toksik
protein veya polypeptid’ler icin genler tasiyan bir virlis vektorii, bu unsur-
lar: bocek icerisinde degisik hedeflere dagitmada kullamilabilir, Cok yonlii
etkiye sahip viral insektisid’ler gercekte onem arz etmektedir. Ornggin, bir
virlis diiglintilebilir ki, bu viriis orta barsak epitel hiicreler'nde sentezledigi
bir tiriinle sadece btcegin beslenmesini durdurmakla kalmaz, hemolymph ice-
.r'sine sinir zehiri. etkisine sahip bir toksin salgilar. Hemolymph igerisindeki
toksin konsantrasyonu 6ldiriicli diizeye cikincaya kadar bbcegin beslenmesi
-engellenmis olur ve daha sonra bicek &liir (Kirschbaum, 1985).

© Funguslar =~

Béceklerde hastaltk yapan (entomogenous) 500°den fazla fungus tiriiniin
var oldugu ve Snemli bdcek takimlarmin tlimiinde bu funguslara duyarl olan
tirlerin bulundugu bel'rtilmektedir (Miller et al., 1983). Bunlarin ¢ogunun
boceklerde infeksiyon yapabilmeleri i¢in bdcek sindirim sistem'ne alinmala-
rina gerek olmamaktadir (Hall and:Papierok, 1982). Bécek viicuduna tutunan
con'dia veya zoosporlar, iklim kosullari elverish oldugunda cimlenmekte,
¢im tipi veya appressorlum "dan. cikan mfek51yon ayagi ile kutlkula’dan giris
yaparak hemocosl’e ulagmaktadirlar.’ Hemocoel’de maya benzer hiicreler
meydana getirmekte, toksik maddeler salgllayarak veya mekanik olarak ta-
c.z ederek konukcunun flimiine- neden olmaktadirlar (Miller et ‘al., 1983).
Daha sonra bu funguslar spor olusturur, cevreye gecer ve yeni bulasmalara
neden olurlar. Degisik fungus tlirleri deg151k bbtcek gruplarmda 1nfek51yon
yaparlar Tiirlere bagh olarak bazx tur1e1 S1V1 bilyiitme ortaminda spor veya
comdla meydana getlr rler kimj’ tiirler. 1se cok ‘kompleks ve oldukca pahah
bir ortama ger@ksnvm duyarlar (Mﬂler et al 1983) o

Funguslar, boceklerle miicadelede Onemii bir potansiyel arz etmelerine
karsin t'cari preparatlar olarak dinyada kullanimlar:i gimdilik smarlidir,
Bunlar arasinda en yaygin olanlar; BeGuveria bassianag’nin conidia sporla-
rindan hazirlanan Bowverin, Rusya'da patates bocefine karsi kullanilirken
aym fungus Cin’de musir kurdu miicadelesinde kullanilmakta; Metarhizium
antsopliae, Metaguino ticari adiyla Brezilya’da Mahanarva posticata (Cer-
copidae : Hom.) hicegine, Nomuraz riley; ise kimi yorelerde Trichoplusia ni
(Noctu'dae : Lep.)’ye kars: uygulanmaktacir. Verticilium lecanii Ingiltere’de
ticarj olarak iiretilip basta aphidler olmak {izere birgcok ser’a zararhlarmin
miicadelesinde genis capta kullanilmaktadir (Miller et al., 1983).

.. Funguslarin insektisit olarak kullamlmalarinda en biiyiik engel depolamaya
elverislj olmamalar1 ve etkinliklerini gostermede iklim kosullarma cok fazla
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bagli kalmalaridir. Bu nedenle ticari formiilasyonlar oda sicaklifinda yete-
rince depo edilememekte; ya imalattan sonra hemen sevk edilmeleri veya
donma diizeyinde depolanmalar: gerekmektedir (Hall and Papierok, 1982).
Bu da imalatei, tasiyict ve kullamieillar icin stratejik ve ekonomik yiik getir-
mektedir. Diger taraftan, bu insektisitlerin etkinligi sporlarin ¢imlenmelerine
baghdir. Bu da optimum sicaklik ve rutubette (en az % 80) olmaktadir. Bu
kogullar ise ancak bazi tropikal bblgelerde ve seralarda saglanabilmektedir
(Hall and Papierok, 1982; Miller et al., 1983). Narenciye kirmizi Griimcegine
kars1 kullamimakta olan Hirsutella thompsonii'nin bu yiizden piyasadan ce-
kild:gi bildirilmektedir (Kirschbaum, 1985). Kirschbaum, conidia sporlarimn
acilmalar1 veya spor cimlenmesinin ihtiya¢ duyduBu rutubet ve sicakhigmn
‘saglanmas1 yaninda, depolama problemlerinin de halledildikten sonra mole-
kiiller seviyede genetik caligmalarin baglatilmasinin gerektigini  belirtmek-
tedir.

Hzet

Boceklerle miicadelede II. Diinya Savasindan itibaren giderek artan oranda,
kullanilan kimyasallarmm olumsuz etkilerinin belirgin bir gekilde ortaya g¢ikma-
smmdan sonra, kimyasal savas dismdaki miicadele ydénteml-ri gelistirilmeye gali-
silirken, ézellikle son 10 yildan bu yane bdceklerde hastalik yapan bazi bakteri,.
‘fungus ve viriisler insektisit olarak kullanmilmaya baglamigtir. Bunlarin ¢ok bilyiik
avantajlarma karsm, etki alanlarmin sinirli olmalar, tretimlerinin zor olusu ve
daha baska nedenlerle arzu edilen diizeyde lretilip yaygmn bir gekilde kullamla-.
mamaktadirlar, Ancak son ' yillarda genetik mithendisliginin bircok biyolojik
alanlara girmesinden sonra, bu sahada da yararlanilmaga baslanmis, bk'iylece:
“bivolojik insektisitlerin kullamim alanlari1 ve olanaklarmin arttirilmasi ¢aligmala-.
rng girisilmigtir,
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