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OZET

Pseudomonas syringae pv. savastanoi zeytin yetistirilen bolgelerde “dal-kanseri” hastaligini yaparak verim kayiplarina neden
olmaktadir. Bu hastaligin gelisimine iligkin hiicresel ve molekiiler mekanizmalar iyi bilinmemektedir. Diger yandan, bazi bitki-
patojeni bakterilerde enfeksiyonun quorum-sensinge (QS) bagli olarak basladig1 gosterilmistir. Bu ¢aligmada Akdeniz bolge-
sinden elde edilen P. syringae pv. savastanoi izolatlarinda quorum-sensingden sorumlu A¢il-homoserin lakton (AHL) molekii-
lii biyosensor irklar ve HPLC ile incelenmistir. Bakterinin sentezledigi bu molekiiliin bir N-(3-okzo-hekzanoil)-L-homoserin
lakton (OHHL) oldugu saptanmustir. Pseudomonas syringae pv. savastanoi bakterileri kendi populasyon yogunluklarini algila-
mada ve -belkide- enfeksiyonu baslatmada bu molekiilii kullaniyor olabilir.

Anahtar kelimeler: quorum-sensing, Pseudomonas syringae, OHHL

SUMMARY

Pseudomonas syringae pv. savastanoi causes yield loss by “olive-knot” disease in the olive breeding locations. There are no
sufficient information related to cellular and molecular mechanisms of disease development. The role of quorum-sensing in
pathogenecity has been demonstrated in several plant pathogenic bacteria. In this work, Acyl-homoserine lactone (AHL)
molecules responsible for quorum-sensing were investigated by using biosensor strains and HPLC in P. syringae pv. savastanoi
isolates originated from Mediterranean region. As a result, synthesis of N-(3-oxo-hexanoyl)-L-homoserine lactone (OHHL)
was demonstrated in bacterial cultures. P. syringae pv. savastanoi cells may use this molecule for sensing the population density

which probably leads to the infection process.
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GIRIS

Zeytin (Olea europeae L.) yagi nedeniyle 6zellikle
Akdeniz ulkelerinde yuksek ekonomik degeri olan
bir bitkidir. Bu bitkide hastalik yapan en 6nemli pa-
tojenlerden biri Gram (-) bakteri Pseudomonas syrin-
gae pv. savastanoi’dir. Bu bakterinin kontrolu yaygin
oldugu Italya ve ispanya'da biyiik énem tasimakta
ve daha c¢ok zirai miicadele yontemleriyle yapilabil-
mektedir. P. syringae pv. savastanoi'nin dal, gévde ve

stirglinlerde epifitik olarak ¢ogalan populasyonlari
Ozel cevresel kosullarda “dal kanseri” olusturabilirler
(Sekil 1A). Hastahgin gelisimi bakterideki 3-indol
asetik asit (IAA) ve sitokinin hormonlarinin senteziy-
le eslik etmektedir (1). Son yillarda bakteri-bakteri
etkilesiminin (quorum-sensing:QS) patojen bakte-
rilerin kontroliinde potansiyel olarak kullanilabile-
cegi anlasilmaktadir. Ozellikle, QS inhibitorleri bak-
terilere karsi antimikrobiyal ila¢ gelistirilmesinde

-58 -



Pseudomonas syringae Pv. savastanoi'de “Quorum-Sensing™den Sorumlu N-(3-Okzo-Hekzanoil)- L-Homoserin Lakton (OHHL) Uretimi

.I 5

Sekil 1. A. Pseudomonas syringae pv. savastanoi tarafindan olusturulan zeytin dal kanseri. B. Bakterinin PVF-1 segici

besiyerindeki iiremesi.

umut vaat etmektedir. Bir diger yaklasim, bitkilerde
QSden sorumlu olan bakteriyel Agil-homoserin-
lakton (AHL) molekdllerini Urettirerek enfeksiyonun
kontrol edilebilmesidir (2).

QS mekanizmasi temel olarak bakteri hiicrelerinin
cevrelerindeki populasyon yogunlugunu algilama
ozelligidir. Bu slire¢ “otoindikleyici” adi verilen gesitli
tipte molekillerin Uretimine baghdir (3). Bu mole-
killerin konsantrasyonu belli bir esik degerine ulasti-
ginda populasyon gen anlatiminda degisiklige gider.
Patojen bakterilerde bu genlerin kodladigi islevler
arasinda virllans faktorlerin Uretimi, biyofilm olus-
turulmasi, konjugasyon, sporulasyon ve biyoliimine-
sans bulunur. Gram (-) bakterilerde QS'den sorumlu
sinyal grubu Acil-homoserin-lakton (AHL)'lardir. AHL
molekdllerinin belirlenmesinde kromatografik yon-
temlerin yani sira belirli AHL tiplerini tGretemeyen
mutant irklarda kullanilabilir (4). Bu biyosensor irklar
ve tanidiklart AHL molekuilleri Tablo 1'de gosterilmis-
tir. C. violaceum, mor renkli violasein Uretimi sonucu
pigmentasyonla, E. coli irklari ise biyoliiminesans fe-
notipiyle dogrudan gozlenebilmektedir.

Bu calismada, Akdeniz bélgesindeki zeytin agac-
larindan izole edilen Pseudomonas syringae pv. sa-
vastanoi izolatlarinda QS'den sorumlu sinyal mole-
kiiltindn tanimlanmasi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

P. syringae pv. savastanoi’'nin patojenik irklari (Ps14
ve Ps19)Prof. Dr. Kemal Benlioglu (Adnan Menderes
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi) tarafindan saglanmis-
tir. Kiltrler King B (20g/L Proteaz pepton N3, 1.5g/L

K,HPO,, 1.5g9/L MgSO,.7H,O, 15ml/L Gliserol) ve se-
cici besiyeri olan PVF-I (30g/L Sukroz, 10ml/L Glise-
rol, 2.5g/L Difco-kazaminoasitler, 1.96g/L K,HPO,
0.49/L MgS0,.7H,0 0.4g/L SDS)'de 28°C'de 2 guin su-
reyle Uretilmiglerdir. Molekiler tani icin ptz ve iaal
genlerine 6zgu primerlerle koloni PCR yapilmistir.
P. syringae pv. savastanoi tarafindan Uretilen olasi
AHL molekilinin izolasyonu icin bir ayirma huni-
si yardimi ile %100(v/v) etil asetat kullanilarak eks-
traksiyon islemi gerceklestirilmistir. Bu ekstraksiyon
hem bakteri kltirlerine hem de, AHL {iretiminden
sorumlu olan Luxl homolog dizisini tasiyan (E. coli
DH5a+pBluescript KS+2-70) kdltirlerine uygulan-
mistir. Ekstraksiyon islemi sonlandirldiktan sonra
organik faz ayrilarak alcak baskida 30° de kuruluga
dek yogunlastiriimis elde edilen kuru ekstre 300ul
metanolde ¢oziilerek +4°C'de saklanmistir.
Calismada Tablo 1'de gosterilen biyosensor bak-
teri irklari kullanilmistir. E. coli'nin 3 farkli plazmid
tastyan JM109 irklari  LB+amfisilinde Gretilmis; 2.
gun OD,  absorbans degeri 0.2-0.3 olana dek LB
besiyeri ile sulandiriimistir. Bu bakteri kiltird 7000

Tablo 1. Acil-homoserin laktonlarin tipini belirlemede
kullanilan biyosensor bakteri irklar1.

Chromobacterium violaceum
(CV026)

C,-homoserin lakton

E. coli J]M109 pSB401 3-okzo-C - homoserin lakton

E. coli JM109 pSB536 C,-homoserin lakton

E. coli JM109 pSB1075

3-o0kzo-C ,-homoserin lakton
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Sekil 2. A. C. violaceurn mutant irkiyla yapilan belirleme-
de E. herbicola (C -homoserin lakton iiretimi) (sagda) ve
P syringe patovarinda (solda) gozlenen fenotip. B. E. coli
JM109 1irklariyla yapilan testde Ps14 ve Ps19 (P syringe
pv. savastanoi) kolonilerinde biyoliiminesansin varlig: (C:
kontrol). C. HPLC analizi sonucu gozlenen kromatogram.

rpm.de 5 dak. (+4°C) santriflij edilmis ve pelet ste-
ril distile su ile yikanmistir. Pellet daha sonra 30ml
LB'de sulandirilmistir. Belirleme icin 80ul biyosen-
sorile 5,10 ve 20 pl bakteri ekstreleri 96 kuyucuk-
lu steril bir kabin kuyularina eklenmistir. Oda 1sI-
sinda yaklasik 1 saat bekletilerek biyoliiminesans
saptanmis ve fotograf filmi Gzerine yansitilmistir.
Chromobacterium belirlemesi icin Chromobacte-
rium violaceum CV60 ve Pseudomonas irki (Ps19)

Filiz GUREL, Tuba SERBETCi

TSA besiyerinde ¢izgi ekim yapilarak 28°C'de ink-
be edilmistir. 12 saat sonra renk olusumu kontrol
bakteriyle (Erwinia herbicola, Ehg 824-1) karsilasti-
rilarak kontrol edilmistir.

Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) icin
SCL-10A Shimadzu (ECV-10 AL , pompa, SIL-10 AD
enjektér, SPD-M 10A , dedektdr) sistemi kullanil-
mistir. Onceden bakteri kilttrlerinden hazirlanan
metanol ekstresi 0,20um por genisligindeki filtreler-
den suzilerek, ornek C18-Nukleosil, 250 x 4.6 mm,
5-um partikdl buyukligine sahip kolona enjekte
edilmistir. Analiz calismalarinda gradient bir ¢calisma
programi izlenmistir. Buna gore asetonitril oranin-
daki artis; 0-8 dak. %15, 10-20 dak. %35, 22-30 dak.
%60 olarak uygulanmistir. Akis hizi Tml/dak. olarak
belirlenmis ve spektrum 210 nm'de izlenmistir.

BULGULAR

Bitki tumorlerinden izole edilen Pseudomonas syrin-
gae pv. savastanoi bakterileri zengin besiyerinin yani
sira sadece bu patovara 6zgu secicilikte olan PVF-
1'de iki glin sonunda koloni olusturmusglardir (Sekil
1B). Bu kolonilerden yapilan PCR sonucu beklenen
DNA bandlar (ptz genine 6zgii 684bc ve iaal geni-
ne 6zgli 454 bg.) saptanmistir. Kolonilerden bakteri
kiltirleri hazirlanarak Tablo 1'de agiklanan biyosen-
sor irklar ile test edilmistir. C. violaceum hiicreleri ile
yapilan denemede, kontrol bakteriyle (E. herbicola)
pigment olusumu gézlenmesine ragmen, P. syringae
pv savastanoi hiicrelerinde renklenme olusmamistir
(Sekil 2A). E. coli'nin farkh karbon yan zinciri uzun-
lugundaki sinyalleri taniyan mutant irklariyla biyo-
[iminesans verme ozelligi test edildiginde sadece
JM109 pSB 401 hiicrelerinde biyoliiminesans var-
hgr gozlenmistir (Sekil 2B). Bu nedenle bakteriden
salgilanan molekiiliin 6 karbonlu yan zinciri olan
N-(3-okzo-hekzanoil)-L-homoserin lakton (OHHL)
oldugu saptanmistir. Bakteri kultirlerinin etil asetat
ile ekstraksiyona tabi tutularak hazirlanan ekstrenin
HPLC'ye uygulanmasi sonucu elde edilen kromatog-
ramda major bilesen olan OHHLye ait pikin retansi-
yon zamani 5.7 dakika olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Quorum-sensing’e dair ilk bilgiler biyolimine-
sans ozelligi gosteren deniz bakterilerinde ortaya
cikmistir (5). Vibrio fischeri, QS molekdllerini Gre-
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terek bakteri-bakteri iletisimini saglamakta ve pop-
ulasyon boyutu mililitrede yaklasik 10" hiicrenin
Uzerine ciktiginda biyoliiminesansi aktive etmekte-
dirler. Acil-Homoserin Lakton tiirevi olan N-(3-okzo-
hekzanoil)-homoserin lakton (3-okzo-C6-HSL) ilk
kez bu bakteriden izole edilerek tanimlanmistir (6).
Temel olarak, AHL molekiilleri Lux/ geninin kodladigi
bir enzim araciligiyla uretilir ve hiicreden difiize olur.
Bu sentezin gen anlatimina yansimasi LuxR adi ver-
ilen bir transkripsiyon faktora aracihgiyla saglanir.
Onemli bitki patojenlerinde genomda bitisik bulu-
nan luxl ve luxR genlerinin homologlar dizilenmistir.

Bitkilerde hastalik olusturan bir ¢ok Gram (-)
bakteride virtlans faktorlerin ve konak hucreleri
yikicl enzimlerin sentezi quorum-sensing’e bagli
gen anlatim yolagiyla iliskilidir. Bir toprak bakterisi
olan ve cesitli bitkilerde hastalik yapan Pseudomo-
nas syringae'nin farkh patovarlarinda tretilen QS
molekiilleri cogunlukla AHL grubundandir (7). Ul-
kemizde zeytin Uretiminde verim kaybina neden
olan P. syringae patovari (Pseudomonas syringae
pv. savastanoi)’nda enfeksiyonun mekanizmasi ve
guorum-sensing surecine iliskin bilgiler yetersiz-
dir. Ozellikle AHL senteziyle virulans gen anlatimi
baglantisinin ¢éziimlenmesi gerekir. Bu nedenle,
laboratuvarimizda daha 6nce bu bakterinin genom
kitaplig1 kurularak (8), AHL sentezinden sorumlu
oldugu disiinllen bir gen dizisi klonlanmistir. Bu
calismada biyosensorlerle yapilan belirlemelerde
bakteri kilturlerinin yani sira, bu gen dizisini tasiyan
E. coli irklari da kullanilmis ve paralel sonuclar elde
edilmistir. Biyosensor kullanimi AHL molekiilleri-
ni tanimlamada en givenilir yollardan biridir. Bazi
patojen bakterilerde birden fazla tipte AHLnin sen-
tezlenebildigi biliniyorsa da, Pseudomonas syringae
pv. savastanoi‘de agirlikli Gretilen sinyalin N-(3-oxo-
hexanoyl)-L-homoserin lakton (OHHL) oldugu séy-
lenebilir. OHHL molekdilleri, verimli bir Greme g0s-
teren bakteri kiltirlerinin st sivisinda bol miktarda
bulunmaktadir. Bu sonug, Pseudomonas’in bitki ve
toprak kokenli izolatlarinda yapilan calismalarla pa-
ralellik gosterir. Elasri ve ark. (7) zeytin, zakkum ve

Fraxinus turleriyle iliskili toplam 13 Pseudomonas
syringae irkinda biyosensor ve ince tabaka kroma-
tografisi kullanarak AHL molekiillerinin HHL ya da
OHHL tipinde oldugunu belirlemislerdir. Ayrica AHL
Uretimi bitki iliskili izolatlarda toprak kdkenli olanla-
ra oranla daha fazla bulunmustur.

Bu calismada Pseudomonas syringae pv. savas-
tanoi ‘deki QS sirecinin 6nemli bir bileseni olan
OHHL molekiilleri HPLC ile biyokimyasal olarak ta-
nimlanmistir. Ozellikle, zeytin dal kanserinin gelisi-
mini aciklamada AHL Uretimine bagl olarak hangi
genlerin anlatiminin diizenlendidi bir sonraki adim
olabilir. Bu ¢alisma streci ayni zamanda yakin pato-
varlarca olusturulan enfeksiyonlarin aydinlatiimasi-
na da katki saglayabilecektir.
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