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ÖZET
Pseudomonas syringae pv. savastanoi zeytin yetiştirilen bölgelerde “dal-kanseri” hastalığını yaparak verim kayıplarına neden 
olmaktadır. Bu hastalığın gelişimine ilişkin hücresel ve moleküler mekanizmalar iyi bilinmemektedir. Diğer yandan, bazı bitki-
patojeni bakterilerde enfeksiyonun quorum-sensing’e (QS)  bağlı olarak başladığı gösterilmiştir.  Bu çalışmada Akdeniz bölge-
sinden elde edilen P.  syringae pv. savastanoi izolatlarında quorum-sensing’den sorumlu Açil-homoserin lakton (AHL) molekü-
lü biyosensör ırklar ve HPLC ile incelenmiştir. Bakterinin sentezlediği bu molekülün bir N-(3-okzo-hekzanoil)-L-homoserin 
lakton (OHHL) olduğu saptanmıştır. Pseudomonas syringae pv. savastanoi bakterileri kendi populasyon yoğunluklarını algıla-
mada ve –belkide- enfeksiyonu başlatmada bu molekülü kullanıyor olabilir. 
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SUMMARY
Pseudomonas syringae pv. savastanoi causes yield loss by “olive-knot” disease in the olive breeding locations. Th ere are no 
suff icient information related to cellular and molecular mechanisms of disease development. Th e 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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GİRİŞ 
Zeytin (Olea europeae L.) yağı nedeniyle özellikle 
Akdeniz ülkelerinde yüksek ekonomik değeri olan 
bir bitkidir. Bu bitkide hastalık yapan en önemli pa-
tojenlerden biri Gram (-) bakteri  Pseudomonas syrin-
gae pv. savastanoi’dir. Bu bakterinin kontrolü yaygın 
olduğu İtalya ve İspanya’da büyük önem taşımakta 
ve daha çok zirai mücadele yöntemleriyle yapılabil-
mektedir. P. syringae pv. savastanoi’nin dal, gövde ve 

sürgünlerde epifitik olarak çoğalan populasyonları 
özel çevresel koşullarda “dal kanseri” oluşturabilirler 
(Şekil 1A).  Hastalığın gelişimi bakterideki 3-indol 
asetik asit (IAA) ve sitokinin hormonlarının senteziy-
le eşlik etmektedir (1). Son yıllarda bakteri-bakteri 
etkileşiminin (quorum-sensing:QS) patojen bakte-
rilerin kontrolünde potansiyel olarak kullanılabile-
ceği anlaşılmaktadır. Özellikle, QS  inhibitörleri bak-
terilere karşı antimikrobiyal ilaç geliştirilmesinde 
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umut vaat etmektedir. Bir diğer yaklaşım, bitkilerde 
QS’den sorumlu olan bakteriyel Açil-homoserin-
lakton (AHL) moleküllerini ürettirerek enfeksiyonun 
kontrol edilebilmesidir (2). 

QS mekanizması temel olarak bakteri hücrelerinin 
çevrelerindeki populasyon yoğunluğunu algılama 
özelliğidir. Bu süreç  “otoindükleyici” adı verilen çeşitli 
tipte moleküllerin  üretimine bağlıdır (3). Bu mole-
küllerin konsantrasyonu belli bir eşik değerine ulaştı-
ğında populasyon gen anlatımında değişikliğe gider. 
Patojen bakterilerde bu genlerin kodladığı işlevler 
arasında virülans faktörlerin üretimi, biyofilm oluş-
turulması, konjugasyon, sporulasyon ve biyolümine-
sans bulunur. Gram (-) bakterilerde QS’den sorumlu 
sinyal  grubu  Açil-homoserin-lakton (AHL)’lardır. AHL 
moleküllerinin belirlenmesinde kromatografik yön-
temlerin yanı sıra belirli  AHL tiplerini üretemeyen 
mutant ırklarda kullanılabilir (4). Bu biyosensör ırklar 
ve tanıdıkları AHL molekülleri Tablo 1’de gösterilmiş-
tir. C. violaceum, mor renkli violasein üretimi sonucu 
pigmentasyonla, E. coli ırkları ise biyolüminesans fe-
notipiyle doğrudan gözlenebilmektedir.   

Bu çalışmada,  Akdeniz bölgesindeki zeytin ağaç-
larından izole edilen Pseudomonas syringae pv. sa-
vastanoi izolatlarında QS’den sorumlu sinyal mole-
külünün tanımlanması amaçlanmıştır. 

GEREÇ ve YÖNTEM
P.  syringae pv. savastanoi’nin patojenik ırkları (Ps14 
ve Ps19)Prof. Dr. Kemal Benlioğlu (Adnan Menderes 
Üniversitesi, Ziraat Fakültesi) tarafından sağlanmış-
tır. Kültürler King B (20g/L Proteaz pepton N3, 1.5g/L 

K2HPO4, 1.5g/L MgSO4.7H2O, 15ml/L Gliserol) ve se-
çici besiyeri olan PVF-I  (30g/L Sukroz, 10ml/L Glise-
rol, 2.5g/L Difco-kazaminoasitler, 1.96g/L K2HPO4, 

0.4g/L MgSO4.7H2O, 0.4g/L SDS)’de 28oC’de 2 gün sü-
reyle üretilmişlerdir. Moleküler tanı için  ptz ve  iaaL 
genlerine özgü primerlerle koloni PCR yapılmıştır. 
P. syringae pv. savastanoi tarafından üretilen olası 
AHL molekülünün izolasyonu için bir ayırma huni-
si yardımı ile %100(v/v) etil asetat kullanılarak eks-
traksiyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Bu ekstraksiyon 
hem bakteri kültürlerine hem de, AHL üretiminden 
sorumlu olan LuxI homolog dizisini taşıyan  (E. coli 
DH5a+pBluescript KS+2-70) kültürlerine uygulan-
mıştır. Ekstraksiyon işlemi sonlandırıldıktan sonra 
organik faz ayrılarak alçak baskıda 30º de kuruluğa 
dek yoğunlaştırılmış elde edilen kuru ekstre 300μl 
metanolde çözülerek +4oC’de saklanmıştır.

Çalışmada Tablo 1’de gösterilen biyosensör bak-
teri ırkları kullanılmıştır. E. coli’nin 3 farklı plazmid 
taşıyan JM109 ırkları  LB+amfisilinde üretilmiş; 2. 
gün OD600  absorbans değeri 0.2-0.3 olana dek  LB 
besiyeri ile sulandırılmıştır. Bu bakteri kültürü 7000 

   

Şekil 1. A. Pseudomonas syringae pv. savastanoi tarafından oluşturulan zeytin dal kanseri. B. Bakterinin PVF-1 seçici 
besiyerindeki üremesi.

Tablo 1. Açil-homoserin laktonların tipini belirlemede 
kullanılan biyosensör bakteri ırkları.  

Biyosensörler Tanıdığı AHL  sinyali

Chromobacterium violaceum 
(CV026)

C6-homoserin lakton

E. coli JM109 pSB401 3-okzo-C6- homoserin lakton

E. coli JM109 pSB536 C4-homoserin lakton

E. coli JM109 pSB1075 3-okzo-C12-homoserin lakton
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rpm.de 5 dak. (+4oC) santrifüj edilmiş ve pelet ste-
ril distile su ile yıkanmıştır. Pellet daha sonra 30ml 
LB’de sulandırılmıştır. Belirleme için 80μl biyosen-
sör ile 5, 10 ve 20 μl  bakteri ekstreleri 96 kuyucuk-
lu steril bir kabın kuyularına eklenmiştir.  Oda ısı-
sında yaklaşık 1 saat bekletilerek biyolüminesans 
saptanmış ve fotoğraf filmi üzerine yansıtılmıştır. 
Chromobacterium belirlemesi için Chromobacte-
rium violaceum CV60 ve Pseudomonas ırkı (Ps19) 

TSA besiyerinde çizgi ekim yapılarak  28oC’de inkü-
be edilmiştir. 12 saat sonra renk oluşumu kontrol 
bakteriyle (Erwinia herbicola, Ehg 824-1) karşılaştı-
rılarak kontrol edilmiştir. 

Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi (HPLC) için 
SCL-10A Shimadzu (ECV-10 ALVP pompa, SIL-10 ADVP 
enjektör, SPD-M 10AVP dedektör) sistemi kullanıl-
mıştır. Önceden bakteri kültürlerinden hazırlanan 
metanol ekstresi 0,20μm por genişliğindeki filtreler-
den süzülerek, örnek C18-Nukleosil, 250 x 4.6 mm, 
5-μm partikül büyüklüğüne sahip kolona enjekte 
edilmiştir. Analiz çalışmalarında gradient bir çalışma 
programı izlenmiştir. Buna göre asetonitril oranın-
daki artış; 0-8 dak. %15, 10-20 dak. %35, 22-30 dak. 
%60 olarak uygulanmıştır. Akış hızı 1ml/dak. olarak 
belirlenmiş ve spektrum 210 nm’de izlenmiştir. 

BULGULAR 
Bitki tümörlerinden izole edilen Pseudomonas syrin-
gae pv. savastanoi bakterileri zengin besiyerinin yanı 
sıra sadece bu patovara özgü seçicilikte olan PVF-
1’de iki gün sonunda koloni oluşturmuşlardır (Şekil 
1B). Bu kolonilerden yapılan PCR sonucu beklenen 
DNA bandları (ptz genine özgü 684bç ve iaaL geni-
ne özgü 454 bç.) saptanmıştır. Kolonilerden bakteri 
kültürleri hazırlanarak  Tablo 1’de açıklanan biyosen-
sör ırklar ile test edilmiştir. C. violaceum hücreleri ile 
yapılan denemede, kontrol bakteriyle (E. herbicola) 
pigment oluşumu gözlenmesine rağmen, P. syringae 
pv savastanoi hücrelerinde renklenme oluşmamıştır 
(Şekil 2A). E. coli’nin farklı karbon yan zinciri uzun-
luğundaki sinyalleri tanıyan mutant ırklarıyla biyo-
lüminesans verme özelliği test edildiğinde sadece 
JM109 pSB 401 hücrelerinde biyolüminesans var-
lığı gözlenmiştir (Şekil 2B).  Bu nedenle bakteriden 
salgılanan molekülün 6 karbonlu yan zinciri olan  
N-(3-okzo-hekzanoil)-L-homoserin lakton (OHHL) 
olduğu saptanmıştır. Bakteri kültürlerinin etil asetat 
ile ekstraksiyona tabi tutularak hazırlanan ekstrenin 
HPLC’ye uygulanması sonucu elde edilen kromatog-
ramda majör bileşen olan OHHL’ye ait pikin retansi-
yon zamanı 5.7 dakika olarak belirlenmiştir. 

TARTIŞMA
Quorum-sensing’e dair ilk bilgiler biyolümine-
sans özelliği gösteren deniz bakterilerinde  ortaya 
çıkmıştır (5). Vibrio fi scheri,  QS moleküllerini üre-

Şekil 2. A. C. violaceum mutant ırkıyla yapılan belirleme-
de E. herbicola (C6-homoserin lakton üretimi) (sağda) ve 
P. syringe patovarında (solda) gözlenen fenotip. B. E. coli 
JM109 ırklarıyla yapılan testde Ps14 ve Ps19 (P. syringe 
pv. savastanoi) kolonilerinde biyolüminesansın varlığı (C: 
kontrol). C. HPLC analizi sonucu gözlenen kromatogram. 
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terek bakteri-bakteri iletişimini sağlamakta ve pop-
ulasyon boyutu  mililitrede yaklaşık 1011 hücrenin 
üzerine çıktığında biyolüminesansı aktive etmekte-
dirler. Açil-Homoserin Lakton türevi olan N-(3-okzo-
hekzanoil)-homoserin lakton (3-okzo-C6-HSL) ilk 
kez bu bakteriden izole edilerek tanımlanmıştır (6). 
Temel olarak, AHL molekülleri LuxI geninin kodladığı 
bir enzim aracılığıyla üretilir ve hücreden difüze olur.  
Bu sentezin gen anlatımına yansıması LuxR adı ver-
ilen bir transkripsiyon faktörü aracılığıyla  sağlanır. 
Önemli bitki patojenlerinde genomda bitişik bulu-
nan luxI ve luxR genlerinin homologları dizilenmiştir.   

Bitkilerde hastalık oluşturan bir çok Gram (-) 
bakteride virülans faktörlerin ve konak hücreleri 
yıkıcı enzimlerin sentezi quorum-sensing’e bağlı 
gen anlatım yolağıyla ilişkilidir. Bir toprak bakterisi 
olan ve çeşitli bitkilerde hastalık yapan Pseudomo-
nas syringae’nin farklı patovarlarında üretilen QS 
molekülleri çoğunlukla  AHL grubundandır (7). Ül-
kemizde  zeytin üretiminde verim kaybına neden 
olan P. syringae  patovarı (Pseudomonas syringae 
pv. savastanoi)’nda enfeksiyonun mekanizması ve 
quorum-sensing sürecine ilişkin bilgiler yetersiz-
dir. Özellikle AHL senteziyle virulans gen anlatımı 
bağlantısının çözümlenmesi gerekir. Bu nedenle, 
laboratuvarımızda daha önce bu bakterinin genom 
kitaplığı kurularak (8), AHL sentezinden sorumlu 
olduğu düşünülen bir gen dizisi klonlanmıştır. Bu 
çalışmada biyosensörlerle yapılan belirlemelerde 
bakteri kültürlerinin yanı sıra, bu gen dizisini taşıyan 
E. coli ırkları da kullanılmış ve paralel sonuçlar elde 
edilmiştir. Biyosensör kullanımı AHL molekülleri-
ni tanımlamada en güvenilir yollardan biridir.  Bazı 
patojen bakterilerde birden fazla tipte AHL’nin sen-
tezlenebildiği biliniyorsa da, Pseudomonas syringae 
pv. savastanoi ‘de ağırlıklı üretilen sinyalin N-(3-oxo-
hexanoyl)-L-homoserin lakton (OHHL) olduğu söy-
lenebilir. OHHL molekülleri, verimli bir üreme gös-
teren bakteri kültürlerinin üst sıvısında bol miktarda 
bulunmaktadır.  Bu sonuç, Pseudomonas’ın bitki ve 
toprak kökenli izolatlarında yapılan çalışmalarla pa-
ralellik gösterir.  Elasri ve ark. (7) zeytin, zakkum ve 

Fraxinus türleriyle ilişkili toplam 13 Pseudomonas 
syringae ırkında biyosensör ve ince tabaka kroma-
tografisi kullanarak AHL moleküllerinin HHL ya da 
OHHL tipinde olduğunu belirlemişlerdir. Ayrıca AHL 
üretimi bitki ilişkili izolatlarda toprak kökenli olanla-
ra oranla daha fazla bulunmuştur. 

Bu çalışmada Pseudomonas syringae pv. savas-
tanoi ‘deki  QS sürecinin önemli bir bileşeni olan 
OHHL molekülleri HPLC ile biyokimyasal olarak ta-
nımlanmıştır. Özellikle,  zeytin dal kanserinin gelişi-
mini açıklamada AHL üretimine bağlı olarak hangi 
genlerin anlatımının düzenlendiği bir sonraki adım 
olabilir. Bu çalışma süreci aynı zamanda yakın pato-
varlarca oluşturulan enfeksiyonların aydınlatılması-
na da katkı sağlayabilecektir. 
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