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OZET

SERT CEKIiRDEKLI MEYVELERDE BAKTERIYEL KANSER ETMENI
Pseudomonas syringae PATOVARLARININ BAKIR TOLERANSININ
BELIiRLENMESI

HUSSEINI Ahmad
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki koruma Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dr. Ogr. Uyesi Ahmet AKKOPRU
Temmuz 2019, 54 sayfa

Diinyada sert ¢ekirdekli meyvelerdeki onemli bakteriyel hastaliklardan biri olan
bakteriyel kanser hastaliginin miicadelesinde uzun siireden beri yogun olarak bakirl
preparatlarin kullanimi direng problemini dogurmustur. Bu calismada, sert ¢ekirdekli
meyve Yetistiriciliginde pestisit kullaniminin diisiik diizeyde oldugu Van Golii Havzasi
ve yiiksek diizeyde oldugu Izmir ili ve civarindan elde edilen Pseudomonas syringae
patovarlarinin (syringae ve morsprunorum) bakir toleransi diizeylerinin in-vitro ve
molekiiler olarak belirlenmesi ve olasi1 diren¢ mekanizmalarinin tespiti amaglanmistir.
In-vitro ¢aligmalarda, Metanol-glutamin agar ortaminda (MGY) bakir siilfat ve 4 farkli
bakirli pestisitin izolatlarin  gelisimi {izerine etkisleri Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonunu (MIC) ve % 50 Oldiiriicii doz (LDsp) olarsak degerlendirilmistir.
Direngle ilgili genleri copA ve cusA'nin varligi PCR ile arastirilmis, dizi analizleri
yapilarak izolasyon bolgeleri ve izolatlar arasindaki iligki filogenetik agaci olusturularak
incelenmistir. Direng seviyelerinin izolatlar ve kullanilan bakir formulasyonuna gore
farlilik gosterdigi belirlenmistir. Mancozeb ve Bordo karisiminin birlikte oldugu
formulasyonu en basarili pestisit olur iken, yalnizca bakir etkili formulasyonlarda ise
bakir oksikloriir en basarili pestisit olmustur. Tiim izolatlar i¢inde maksimum MIC
degeri 2 mM olarak belirlenmistir. izolatlarm % 79 unun MIC degeri 1 mM ve altinda
kalmistir. Izolatlarm yanlhzca 4’iinde COpA geni belirlenmis ve bunlarm iicii Izmir
bolgesinden izole edilmistir. COpA geninin dizileri patovarlara gore farklilik
gostermemesine ragmen, izolatlar iki grup altinda toplanmistir. Higbir izolatin CusA
genine sahip olmadigi tespit edilmistir. Direng genine sahip olmayan izolatlardaki
direng diizeyi farkliliginin Chalkophore iiretimi ile ilgili olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakir direnci, Bakteriyel kanser, Chalkophore, copA, cusA,

MIC, Pseudomonas syringae, Siderofor,






ABSTRACT

DETERMINATION OF COPPER RESISTANCE OF BACTERIAL CANKER
CAUSED BY Pseudomonas syringae PATHOVARS IZOLATED FROM STONE
FRUIT TREES

HUSSEINI Ahmad
M. Sc. Thesis, Plant Protection Sciences
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Ahmet AKKOPRU
July 2019, 54 pages

To control Bacterial canker, one of the most important diseases on stone-fruit
trees in the world, copper-based pesticides has been used for a long time. However, the
pathogens have developed resistance to copper. The aim of this study was to detect the
copper tolerance rates and their related tolerance mechanisms in strains of Pseudomonas
syringae pv. syringae and morsprunorum isolated from Lake Van Basin where the
usage of copper pesticides is low and Ege region where that usage is high In-vitro and
molecularly. In-vitro works included growing the isolates on Methanol-glutamine agar
(MGY) medium with different copper sulfate concentrations along with 4 commercial
copper-based pesticide and Minimum inhibition concentrating (MIC) was showed. The
existence of the related resistance genes copA and cusA in the tolerance strains were
studied by PCR and after the sequence analysis was created, the relationship between
the isolation areas and the isolates was studied by creating a phylogenetic tree. The
resistance level was different according to the isolates and the used copper formulation.
Between the pesticides Bordeaux mixture with Mancozeb was the best but when
looking at only copper effect, copper oxychloride showed the best results between the
pesticide. The maximum MIC value in all isolates was 2 mM and 79 % of it was 1 mM
and below. The gene copA was found in only 4 isolates and 3 of them where isolated
from Izmir. Althogh, there was no differences in the copA gene sequences between the
pathovars, the isolates were separated into two groups. cusA gene was not found in any
isolate. It was shown that the different resistant rates in the isolates with no resistance

genes could be related to the strains ability to produce Chalkophores.

Keywords: Bacterial Canker, Chalkophore, copA, Copper resistance, CUsA,

MIC, Pseudomonas syringae, Siderophores.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalart ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

bp Base pair

Cu Bakir

dk Dakika

Fe Demir

g gram

kb Kilo base

L Litre

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

mM Milimol

ug Mikrogram

°c Santigrat derece
Kisaltmalar Aciklama

CYE Casitone-yeast extract
E.coli Escherichia coli

MGY Metanol-glutamin agar
MIC Minimum inhibisyon konsantrasyonunu
NA Nutrient agar

Psa Pseudomonas syringae pv. actinidiae

Psm Pseudomonas syringae pv. morsprunorum

Xiit



Kisaltmalar Aciklama

Ps Pseudomonas syringae
Pss Pseudomonas syringae pv. syringae
Pst Psedomonas syringae pv. tomato

Xiv



1. GIRIS

Sert-gekirdekli meyve terimi, Prunus tiirlerinden seftali, nektarin, erik, Kiraz,
visne ve kayist gibi meyveler icin kullanilmistir. Sert c¢ekirdekli meyveler taze,
konserve, dondurulmus, meyve suyu, recel ve kuru olarak tiiketilebilir. Igerisinde
bulunan aminoasitler ve vitaminler nedeniyle saglik acgisindan biiyiilk bir Oneme
sahiptirler. Ornek olarak, kayist meyvesi Demirin (Fe) yam sira yiiksek miktarda A, C,
K ve B kompleks vitaminler icerir. Bu ve benzer yapilar onlara anti-alerjik, anti-timor
ve anti-mikrobiyal birgok fonksiyonel 6zellik katar (Ali ve ark., 2015). Sert ¢ekirdekli
meyveler bu ozelliklerine paralel olarak iilkemiz ve diinyada 6nemli bir ekonomik
triindiir.  Sert gekirdeklilerin yillik diinya capinda tiretimi 38-42 milyon tondur ve bu
iiretimin 2.4 milyon tonu ile en biiyiik iireticilerinden birisi iilkemizdir. Ornegin
Ulkemizin 2016-2017 arasindaki kays1 iiretimi 857.500 ton civarindadir ve bu diinya
kays1 liretiminin % 23’iinlinii olusturmaktadir (FAO, 2017). Sert-cekirdekli meyve
{iretimi Izmir ilinin katkis1 2018 y1li verilerine gore 145.849 tona ulasilmistir (Anonim,
2019a). Van Golu Havzast ise her gegen giin sert cekirdekli meyve iretimin
arttirmaktadir (Anonim, 2017a).

Sert ¢ekirdekli meyveler ¢ok sayida fungus, bakteri ve viriis tarafindan saldiriya
ugrayabilir. Fungus hastaliklar1 arasinda en Onemlileri; seftali yaprak kivircikligi,
kahverengi ciiriikliik, kiilleme, pas, yaprak lekesi hastaliklari, seftali kara leke, geriye
dogru oliim, solgunluk ve kok clriikliigii hastaliklar1 sayilabilir (Ram ve Bhardwaj,
2007). Bunun ile birlikte Betaflexiviridae, Bromoviridae, Closteroviridae ve
Potyviridae gibi farkli ailelere ait olan birgok viriis sert ¢ekirdekli meyveleri enfekte
edebilir (Barba ve ark., 2015). Ayrica bir¢ok bakteriyel hastalik etmeni 6nemli iiriin
kayiplarina neden olmaktadirlar. Fakat Agrobacterium tumefaciens’in neden oldugu kok
uru ve kanseri, Xanthomonas arboricola pv. pruni nin neden oldugu bakteriyel leke ve
Pseudomonas syringae patovarlarinin neden oldugu bakteriyel kanser hastalig1 diinyada
en yaygin gorillen hastaliklardir (Ivanovi¢ ve ark., 2017). Aslinda, Pseudomonas
syringae, ¢ok cesitli konukgularda (diinya c¢apinda yaklasik olarak 180 bitki tiirii)
hastalik olusturma yetenegi bakimindan benzersizdir (Bultreys ve Kaluzna, 2010).

Ornegin, P. syringae pv. syringae suslarinin neden oldugu mango bakteriyel apikal
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nekrozu (BAN), Akdeniz bolgesi ve kuzeybati Avustralya gibi diger subtropikal
bolgelerde, mango yetistiriciliginde en zararl hastaliklardan biridir (Gutiérrez ve ark.,
2013). 1980'lerin sonlarindan beri, Amerika Birlesik Devletleri'nde, Pseudomonas
tirlerinden kaynakli hastaliklarin yillik kayiplar1 yalnizca siis bitkileri i¢in 8 milyon
dolar diizeyinde oldugu tahmin edilmektedir (Scheck ve Pscheidt, 1998). Tiirkiye’nin
Izmir ilinde yetistirilen seftali agaglarmin yaklasik % 10'unda P. syringae'nin neden
oldugu hastaliklar ile bulasik oldugu belirlenmistir (Ozaktan ve ark., 2008).

Ulkemizde sert cekirdekli meyveler iizerinde en yaygi goriilen bakteriyel
hastalik Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) ve pv. morsprunorum (Psm)’un
neden oldugu bakteriyel kanser hastaligidir (Akkoprii, 2016). Genel olarak Pss, sert
cekirdekliler ve bir¢ok bitkiyi enfekte ederken, Psm ise sadece kiraz, erik ve kayisiyi
enfekte ettigi bildirilmistir (Bultreys ve Kaluzna, 2010). Pseudomonas syringae gram
negatif, cubuk seklinde ve polar kamgili bakterilerdir. PSm coronatine ve yersinibactin
tipte siderforu, Pss ise syringomycin ve syringopeptit ve benzeri birgok toksin iireterek
hastalik belirtilerini olustururlar (Bultreys ve Kaluzna, 2010). Sadece Tirkiye’de degil,
diinya capinda da bakteriyel kanserin kontrolii zordur ve énemli ekonomik kayiplarla
neden olur (Donmez ve ark., 2010). Ornek olarak, Almanya’daki erik agaci dliimlerinin
% 30’u bu grup bakteriden kaynaklandigi belirlenmistir (Kennelly, 2014). Tiirkiye de
ise Malatya bolgesinde kayist agaclarinin % 20’sinde PS patovarlarinin neden oldugu
hastalik tespit edilmistir. Benzer olarak sert ¢ekirdekli meyvelerde bu hastalik Izmir
(Ertimurtas, 2015), Erzurum, Erzincan, Artvin (Donmez ve ark., 2009), Tekirdag
(Biilbiil, 2014) ve Van Golii Havzasinda (Akkoprii, 2016) yiiriitiilen caligmalar ile tespit
edilmistir.

Hastalik kontrolii icin dayamikli ¢esit kullanma, budama, bitki ekolojik
isteklerini karsilama veya hastaliga karsi predispose olmasini engellemek ve koruyucu
kimyasallar kullanmak gibi bir¢ok metot uygulanabilir (Agrios, 2005). Fakat dayanikli
cesitlerin sinirli olasi, patojenlerin konukcu sayisinin c¢oklugu, yiiksek adaptasyon
ozellikleri ve genis bir ekolojik aralikta etkin olabilmeleri kimyasal kullanimini zorunlu
hale getirmektedir (Kennelly ve ark., 2014).  Antibiyotik kullaniminin tilkemiz ve
birgok iilkede yasak olmasi, kimyasal miicadelede diger bir alternatif olan bakirh

preparatlar1 en yaygin kullanilan pestisit haline getirmistir. Fakat ¢ok yer engelleyici bir
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kimyasal olan bakirin yogun olarak kullanilmasi sonucu patojenlerin diren¢ kazandigi
belirlenmistir (Bender ve Cooksey, 1985).

Dogada farkli formlarda bulunan bakir bitkiler ve bakteriler i¢in hayati bir
elementtir. Bitkide bazi enzimlerin aktivasyonunda, solunumda, fotosentezde,
karbonhidratlarin ve proteinlerin metabolizmasinda gorev alir. Bakterilerde ise katekol
gibi farkli substratlardan elektron alinmasi, Sitokrom C oksidaz gibi proteinler i¢in
kofaktdr ve bazi virlilens proteinlerinin aktivasyonunda ihtiya¢ duyulur (Uchida, 2000;
Argiiello ve ark., 2013; Ladomersky ve Petris, 2015). Bu nedenle bakteriler bakir
alimimini diizenleyen bircok komplex mekanizmaya sahiptir. Fakat tarimsal sistemlerde
bakirin yogun kullanimi bakterilerin diren¢ mekanizmalar1 gelistirilmesine veya direncli
suslarin yayilmasina neden olmustur.

Bakteriler, hiicredeki bakir konsantrasyonunu belirli bir diizeyin altinda ve
dengede tutabilmek i¢in birgok mekanizma kullanmaktadirlar. Bunun ile birlikte akis
(Efflux) ve akin (influx) sistemleri ile ilgili temel olarak iki mekanizma 6n plana
cikmaktadir; hiicre i¢i ve dis1 sekestrasyonu (Zararh bir maddeyi giivenli tutacak sekilde
ayirma ve saklama islemidir (Anonim, 2019b) ve enzimatik detoksifikasyondur. Influx
mekanizmasi, Escherichia coli’de pcoABCDE veya Pseudomonas syringae ise
COpABCDE adiyla tanimlanan akin (influx) sistemidir. Akis (efflux) mekanizma ise,
CUSABCF sistemi yoluyla fazla bakirin iyonlarini hiicre disina taginimini saglayan
sistemdir. Sekestrasyonun o6rneginin, sitoplazmada periplazmik oksidaz CueO
tarafindan desteklenen CopA gibi bazi Cu-saperonlar1 bakir iyonlarinin periplazmik
bosluga veya hiicrenin digmna atilmasinda rol oynanmaktir. Ayrica, periplazma ve
sitoplazma i¢inde bulunan bakiri; CusF, PcoC, SenC, CueP, CopZ ve diger bakir ile
ilgili chaperonlar, hiicrede istenmeyen reaksiyonlara girmesini engellemek i¢in bakir
iyonlarina baglanmakta gdrev alirlar veya disar1 atma sistemlerini (Efflux sistemi ve
CUsABCF sistemi) kullanarak hiicrenin digina aktarirlar. Detoksifikasyonun 6rneginin,
oksidasyon adlilan Cu (I)’dan daha az toksik formu olan Cu (II)’e transformasyonunu
saglamaktadir. Bahsedilen mekanizmalardan sorumlu genlerin ¢alismasini aktive etmek
veya devre disi birakmak i¢in dort ana sinifa ayrilmis olan diizenleyici sistem;
Transkripsiyonel baskilayict olan Csor, CopY ve ArsR ve bir transkripsiyonal aktivator

olan MerR ilgli genlerin ¢aligmasini diizenleyerek bakir dengesinin kontrol altinda
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tutulmasina saglarlar (Argiiello ve ark., 2013; Bondarczuk ve Seget, 2013; Colombi ve
ark., 2016).

Bakirli preparatlarin yogun ve uygunsuz sekilde kullanimina paralel olarak
bakteriler yukarida bahsettigimiz mekanizmalar ile direng gelistirebilmektedirler. Bunun
sonucu olarak bakirli pestisitlerin etkinliginin her gegen giin azaldigi goriilmektedir
(Marco, 1983; Bender ve Cooksey 1985; Sundin, 1989). Etkin ve basarili bir miicadele
icin bu durumun g6z ardi edilmemesi gerekmektedir. Bakira dayanikliligin
belirlenmesinin yani sira diizeyinin ve mekanizmasinin belirlenmesi etkin miicadele
stratejisinin ~ olusturulmasmna  dnemli  katki  saglayacaktir. Ulkemizde bakir
dayanmkliliginin belirlenmesi igin bazi calismalar yiiriitiilmiistiir. Ornegin, Adana,
Osmaniye (Mirik ve ark., 2007), Bati Akdeniz Bolgesi (Bastas, 2013), Izmir, Aydin,
Bursa, Bayindir, Yalova, Manisa ve Canakkale’de (Egerci, 2015) bakira direng gosteren
bakteri suslar1 bir¢ok iiriinde tespit edilmistir. Fakat bu c¢alismalar in-vitro testler
diizeyindedir ve dayaniklilik mekanizmas1 iizerinde durulmamastir.

Bakir direngli genlere ek olarak, bakir direng seviyesi birgok faktére gore
degisebilir. Bu faktorlerden biri, demir gibi gelisim ortamindaki diger eser elementlerin
varligidir. Bu metal hemen hemen tiim canli organizmalarin biiyiimesi ve gelismesi i¢in
hayatidir. Demir, oksijen metabolizmasi, elektron transferi ve niikleik asit sentezi ve en
temel enzimatik islemlerin bazilarinda katalizor gorevi gérmektedir. Ortamda zaten ¢ok
diisiik konsantrasyonlara sahip olan (107-10%* M), serbest demir icin
mikroorganizmalar arasinda yiiksek rekabete neden olmaktadir. Bakteriler tarafindan
demir alimin1 kolaylastiran, sideroforlar adinda diisiik molekiiler agirliga (200—-2000
Da) sahip bir tiir selat iiretilmektedir. Bu sideroforlar bakteri i¢cin gerekli olan Fe’i
organik maddelerden temin etmenin yani sira bir virulens faktorii olarakta hareket
edebilirler (J. Schalk ve ark., 2011). Pyoverdine ve pyochelin, Pseudomonas aeruginosa
tarafindan iretilen iki ana siderofor grubu olarak bilinmektedir ve bakir dahil 16 farkl
metali selatlayabilmektedirler. Ayni1 zamanda, bu metallerin varligi, konsantrasyonlarina
bagh olarak, siderofor iiretimini aktive etmekte veya onleyebilmektedir (Braud ve ark.,
2009). Bakira kars1 yiiksek afiniteye sahip olan spesifik sideroforlar Chalkophore olarak
adlandirilir ve metanotroflar tarafindan yiiksek konsantrasyonlarda {iretilebilirler
(Yoon., 2010; Yoon ve ark., 2011; Argiiello ve ark., 2013; Patel ve ark., 2018). Toksik

metaller difiizyon yoluyla Gram negatif bakterilerin periplazmalarina ulasmaktadirlar.
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Sideroforlar hiicre dis1 ortamda metallerle baglanir ve bu baglanma sonucunda serbest
metallerin konsantrasyon seviyesini diisiirerek difiizyonu etkiler, boylece toksisite
azalmasina neden olurlar. (J. Schalk ve ark., 2011).

Yiiriitiilen bu yiiksek lisans ¢alismasinda; tilkemizin sert ¢ekirdekli iiretiminin
yapildig1 ve yogun olarak bakirli preparatlarm kullanildig1 Izmir ili ve civari ile, smirl
diizeyde bakir kullanilan Van Golii Havzasindaki sert ¢ekirdekli meyve agaglarindan
izole edilen Pseudomonas syringae patovarlarindaki bakira diren¢ durumunun tespiti,
direng diizeyinin belirlenmesi ve mekanizmasinin biyokimyasal ve molekiiler metotlarla

ortaya konmas1 amaglanmustir.






2. KAYNAK BILDIRISLERI

Millardet 1882°de, baglarinda kiilleme hastaliginin kontrolii i¢in hazirladig
bakirli karigimi  kullanmistir. Bordeaux karisimi olarak adlanrilan bu pestisit
kesfedildikten sonra birgok bitki hastaliginin kontrolii i¢in kullanilmistir (Agrios, 2005).
Bakir yiiz yildan fazla (Rensing ve Grass, 2003), bitki patojenlerine kars1 yiiksek etkili,
nispeten ucuz maliyetli olmasi ve memelilere karsi diislik toksisiteye sahip olmasi
nedeni ile halen tercih edilmektedir (Marco, 1983; Cha ve Cooksey, 1991). Ne yazik ki,
1980'lerin ortalarindan beri, bakira karsi bir¢ok bakterinin direng kazandigi tespit
edilmigtir (Marco, 1983; Bender ve Cooksey 1985; Sundin, 1989). Bakir
konsantrasyonunu arttirarak bu direng asilabilir ancak bu bitki, ¢evre ve memeliler igin
toksik diizeye ulasmasina neden olabilir. Bu probleme uygun ¢oéziimler iiretmek i¢in
bakir direncinin mekanizmasi ve diizeylerinin belirlenmesi hayati dnem tagimaktadir.

Bu kapsamda yapilan bazi in-vitro ¢alismalarda kullanilan besiyerlerin eser
miktarda bakir icerdigi ve ¢alisma sonucunun etkiledigi belirlenmis, bu nedenle farkl
besi yerleri gelistirilmeye ¢alisiimistir. Bu ¢ercevede Cooksey ve ark. (1991), domates
bitkilerinden Pseudomonas cichorii, Pseudomonas putida ve P. fluorscens ve diger
Pseudomonas spp’nin bakira direngli tiirlerini izole etmistir. Izolatlarin, minimum
inhibisyon konsantrasyonunu (MIC) belirlemek i¢in farkli konsantrasyonda bakir siilfat
iceren MGY besiyerinde gelistirerek direng diizeylerini basarili bir sekilde tespit
etmistir. Calismada bazi suslarm, MIC digerlerinin 3.2 mM diizeyine ulagtigin
belirlenmistir. Diger bir ¢alismada, Mango agaclar1 {izerinde bakteriyel u¢ nekrozuna
(BAN) neden olan 71 Pseudomonas syringae pv. syringae susu izole edilmistir.
Izolatlar 0.3-2 mM arasinda degisen bakir siilfat katkii MGY ortamina ekilmistir.
Bakira kars1 duyarli suslar tespit edilmis, bunun ile birlikte 44 sus’un (% 62) yiiksek
direng (MIC degerleri 2.6-3.2 mM), 16 sus’un (% 22.5) direngli (MIC 1.8-2.4 mM) ve
11 susta (% 15.5) bakir siilfata diisiik direng (1.0-1.6 mM) oldugu sonucuna varilmistir
(Aiello ve ark., 2015).

Yumusak ¢ekirdeklilerden izole edilen Pseudomonas syringae tiirleri, bir ortam
olarak “Luria agar” ve minimum bir ortam olarak “Ceria 132" iizerinde gelistirilmis ve

burada direngli tiirleri belirlemek i¢cin 500 mg/litre bakir siilfat ilave edilmistir. Ancak,
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21 1izolatin sekizi, bakir siilfat ile desteklenmis minimal ortamda gelisebilmistir
(Vanneste ve Voyle, 2003). Florida'da, bakirli (Bakir siilfat) ve bakirsiz glikoz ve CYE
(casitone-yeast extract) katkili Nutrient Agar (NA) besi yerleri Pseudomonas syringae
pv. phaseolicola (Psp)’nin iiremesine etkilerinin belirlenmesi i¢in kullanilmustir.
Izolatlarmin % 80'inin bakira direng gosterdigi ve iki besin ortamindaki sonuglarin
benzer oldugu gorilmiistiir. Ayrica CYE agarinin Psp popiilasyonlarindaki bakir
direncinin hizli degerlendirilmesine imkan tanidig1 ortaya konmustur (Zhang ve ark.,
2017).

Japonya'daki kivi meyve bahcgelerinden 1984, 1987 ve 1988 yillarinda izole
edilen 28 Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) izolatlarinin bakir siilfata direng
diizeyleri test edilmistir. 1984 yilinda izole edilen tiim suslarin, 0.75 mM MIC ile bakira
duyarli oldugu belirlenmistir. Buna karsilik 1987 ve 1988'de bakirli bakterisitlerin rutin
olarak uygulandigi meyve bahgelerinden izole edilen suslarin, 1.75-3.0 mM arasinda
MIC degerlerine sahip oldugu belirlenmistir (Nakajima ve ark., 2002).

Teknolojik gelismeler ile bakir direncinden sorumlu gen ve mekanizmalari
belirlemek igin molekiiler arastirmalar hiz kazanmistir. Bakteriler ana kromozoma ek
olarak, sitoplazma icinde plazmit denilen konuk¢unun ana kromozomal DNA'sindan
bagimsiz olarak kopyalanan kiiciik dairesel DNA yapilarina sahiptirler (Addgene,
2017). Bakterilerinde bakir direncinden sorumlu genler plazmitler ve\veya kromozom
iizerinde bulunabilir (Behlau ve ark., 2016). Yapilan oncli calismalar ile bakirla
desteklenmis bir diyetle beslenen domuzlardan elde edilen Escherichia coli’deki bakir
direncinden sorumlu olan konjiigatif plazmit “pRJ1004” tespit edilmistir (Tetaz ve
Luke, 1983). Bitki bakterilerinde bakir direng kaynagi olarak tespit edilen ilk
plasmidlerden biri Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’dan izole edilen ve diger
bakterilere aktarilabilecegi belirlenmistir(konjugatif) (Stall ve ark., 1986) . Ayn1 yil P.
syringae pv. tomato PT23’ten izole edilen pPT23D plazmiti tanilanmistir (Cooksey,
1986). Ug yil sonra pPSI1 adi verilen ve Pseudomonas syringae’den izole edilen
plazmitin fiziksel haritasi belirlenmistir (Cooksey, 1989). Son yillarda, diger ¢alismalar
ile bir¢ok bakteri grubunda bakir direncinin plazmit kaynakli olabilecegini gostermistir.
Yumusak c¢ekirdeklilerden izole edilen Pseudomonas syringae tiirlerindeki bakir
direncin plazmit kaynakli ve ilgili bolgenin de 1.3 kb biiyiikliiglinde bir bdlge oldugu

spesifik primerler kullanilarak tespit edilmistir. (Vanneste ve Voyle, 2003). Benzer
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sekilde Italya'da mango’dan izole edilen Pss izolatlarinin direnginin plazmit kaynakli
oldugu belirlenmistir (Gutiérrez ve ark., 2013). Behlau ve ark. (2016), Xanthomonas
campestris pv campestris BrA1l izolatinda konjiigatif olmayan 160- 180 kilo baz (kb)
biiytikliigiinde plazmite sahip oldugunu belirlenmistir.

Xanthomonas campestris (Cervantes ve Corona, 1993) ve E.coli’de (Nies ve
Herzberg, 2013) ve oldugu gibi bakteri plasmidinde birgok direng geni bulunmasina
ragmen direng Ozelliginin bakteriyel kromozom {izerinde bulunana genlerden de
kaynaklanabilecegini belirlenmistir. Behlau ve ark. (2016), Xanthomonas campestris pv
campestris'in  farkli tiirlerinde diren¢ genlerinin kromozom iizerinde oldugunu
gostermistir. Smurh sayidaki P. syringae pv. syringae tiirlerinde ise CopJ adli direng
operonu kromozom lizerinde yer aldig1 belirlenmistir (Cazorla ve ark., 2002).

Bitki bakterilerinde bakir direncinin nasil olustugunu anlamak igin, arastirmalar
bakir mekanizmalarinin aktivasyonundan sorumlu genleri belirlemeye yonelmistir.
Bakterilerde bakir direncinin ilk karakterize edilmis genetik belirleyicisi pPcoOABCDRSE
sistemidir. E.coli'de, 7 gen pcoABCDRSE'den olusan pco sistemi ilk olarak, bir
konjiigatif plazmit olan pRJ1004 iizerinde belirlenmistir (Brown, 1997). P.syringae ise
bu sistem copABCDRS olarak adlandirilmistir ve plazmit pPT23D iizerinde tespit
edilmistir. PcoB/CopB ve PcoD/CopD, sirasiyla dis ve i¢ membranlarinda bulunan
membran proteinlerinin iiretiminden sorumludur ve bu proteinler bakirin taginmasina
katilirlar. PcoA/CopA ve PcoC/CopC periplazmik bosluktaki Cut+ baglama goérevini
iistlenen proteinleridir (Argiiello ve ark., 2013). Baz1 ¢alismalar PcoA ve PcoC'nin E.
coli'deki Pco sistemi igin kritik proteinler oldugunu gostermistir (Bondarczuk ve Seget,
2013). Ote yandan Argiiello ve ark. (2013), copA ve copB'nin kismi bakir direnci
kazandirdigi, buna karsilik copC ve copD genlerinin P. syringae pv. tomato'nun tam
direnci igin gerekli oldugunu belirtmistir. Ornegin, COPABCDRS tasiyan plazmit, Kivi
meyve bahgelerinden ve yagmur sularindan izole edilen farkli Pss izolatlarinda
belirlenmistir (Petriccione ve ark., 2017). Nakajima ve ark. (2002), Pseudomonas
syringae pv. actinidiae (Psa)’nin tasidigi copABCDRS bakir direng genlerini bulmak
icin Psedomonas syringae pv. tomato’dan (Pst) tasarlanan spesifik primerler
kullanmiglardir. Yirmi sekiz Psa izolatindan pPaCuCl adli plazmit bulunmus ve bu
plazmit homolog bdlgeyi igerdigi belirlenmstir. Bu bélgenin Pst'in copA, copB, copR ve

copS genleri ile benzer oldugu tespit edilmistir. Homolog bdlgenin DNA dizi analizi,
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ayni yonde yonlendirilmis dort acik okuma cergevesinin (ORF A, B, R ve S) varligim
ortaya koymaktadir. ORF A, B, R ve S'nin tahmin edilen amino asit dizileri, Pst'in
CopA, B, R ve S ile sirastyla % 80, 70, 97 ve 95 6zdeslige sahip oldugu belirlenmistir.

Proteobakterilerde en ¢ok calisilan diger bir bakir diren¢ mekanizmasi CUSCFBA
cikis (efflux) sistemidir. Argiliello ve ark. (2013)'a gore bu sistem li¢ temel proteinden
olusmaktadir; CusA adi verilen bir plazma membran enerji verme kanali (proton-
substrat tastyici), dis membran pasaj CusC ve CusB, CusA ve CusC'yi birbirine
baglayan periplazmik bir proteindir. Ayrica, Franke ve ark. (2003), E. coli'deki CusCBA
efflux kompleksiyle etkilesime giren baska bir bakir baglayic1 protein olan CusF'yi
saflastirmis ve karakterize etmistir. CusCFBA sistemi; regiilator CusSR tarafindan
kontrol edilmektedir. Genellikle, Cu(l) iyon konsantrasyonu yiiksek oldugunda
CusCFBA kiimesini harekete gegiren diizenleyici CusR'yi aktive ederek periplazmadaki
CusS’1 faaliyete gecirmekte bdylece Cu(I) iyonlarinin hiicre disina aktarilmasi saglanir.
Bu sistemin genleri, farkli ¢ok sayida arastirma ile incelenmistir. E.coli'de Franke ve
ark. (2003), tarafindan efflux Cus sistemini spesifik primerleri kullanarak arastirilmais,
bakir direnci i¢in CusA ve CusB'nin varliginin 6nemli oldugunu ve CusC ve CusF'nin
tam direng i¢in gerekli oldugunu kanmitlamiglardir. Ayrica, Aiello ve ark. (2015),
calismalarinda, Sicilya'daki Mango agacglarindaki 28 Pss susunda cusCBA genlerinin
rep-PCR ile varligimi arastirmislar ve en yiliksek bakir diren¢ diizeyine sahip olan (2.8-
3.2 mM) sadece 3 susta CUSCBA'nin varligini belirlemislerdir. Gutierréz-Barranquero ve
ark., (2013) farkli bitkilerden izole edilen P. syringae tiirlerinde CuSCBA genleri iceren
bakir direng plasmidi tanimlanmigtir. Calisma da cusCBA genleri, 1.8 mM diizeyinde
CuS04'e direng ile iligkilendirilirken, diisik MIC degerlerinde (0.8-1.2 mM) bakir
direnglinden sorumlu bu genlerin bulunmadigini belirlemislerdir.

Baz1 calismalarda, siilfat formundaki bakir’in, hidroksit, oksikloriir veya
amonyakli bakir siilfat formundan daha etkili oldugunu vurgulamigtir (Paulin ve
Lachaud, 1984). Ote yandan Bordeaux karisiminda kullanilan bakir hidroksit veya
kloriiriin etkisinin birbirinden farkli olmadigi belirlenmistir (Burr ve Norelli, 1984). Bu
da bakirin formu ve {riiniin formiilasyonunun pestisitin bakteriler iirerine etkisini
degistirebilecegini gostermektedir (Burr ve Norelli, 1984). Scheck ve Pscheidt. (1998),
arastirmalarinda on dort farkli formiilasyondaki bakirlt bakterisiti PSS {izerinde direng

diizeyini belirlemislerdir. Elde edilen sonuglara gore, sadece bakir hidroksit ile
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mancozeb veya ferrik kloriir karistmindan olusan formiilasyonlar bakir direngli tiirlerin
popiilasyonunu azaltabilmistir. Buna karsilik bakira kars1 direng¢li olmayan izolatlarin
tiim bakir bazli bakterisitlerden etkilenmistir.

Bakira direngli bakteriler, toprak ve su kaynaklar1 gibi farkli ortamlarda da
bulunabilirler. Agir metaller tarafindan kirlenen, 6zellikle maden artig1 alanlaria yakin
yerlerde veya endiistriyel faaliyetlerin yiiriitildigii topraklarda bakir kirliligi
gozlenebilir (Badar ve ark., 2014). Ayrica, Suda, tatli su veya deniz tortularinda da bakir
kirliligi mevcut oldugu tespit edilmistir (Besaury ve ark., 2013). Pakistan'da petrol ve
petroliin bulastigi alanlardan Enterobacter sp. tiirlerinin bakir direnci incelenmis ve
PcoABCDRSE operonunun CMG457 adli plazmit iizerinde bulundugu tespit edilmistir
(Badar ve ark., 2014). Sili'deki deniz tortularinda, bakir direng genleri CUSA ve COpA'nin
yayginligr ve cesitliligi bakterilerde incelenmis ve COpPA ve CUSA genlerinin sayisinin
bulasik alanlarda daha yiiksek oldugunu tespit edilmistir (Besaury ve ark., 2013).

Bakterilerde bakir direnci, biiyiime ortamindaki demirin mevcudiyeti ve
bakterilerin siderofor ve chalkophore iiretme kabiliyeti gibi baska faktorlerden de
etkilenebilir (Yoon ve ark., 2010, 2011; Argiiello ve ark., 2013; Patel ve ark., 2018).
Calismalarinda, Teitzel ve ark. (2006), yiiksek diizeyde bakir (Cu+2) varliginda
gelistirilen P. aeruginosa’in demir selati siderofor pyochelin’in taginmasini kodlayan
genlerin asagi yonde regiile edilirken, baska bir siderofor pyoverdin'in {irettimini
kodlayan genlerin yukar1 yonde regiile edildigini belirlemistirler. Bakirin ortamdaki
varligi, pyoverdin {iretimini indiikler iken, pyoverdin-Fe tasiyicisini indiiklemez,
boylece metal hiicre dis1 ortamda baglansa dahi hiicre i¢ine tasinmaz. Ayrica Braud ve
ark. (2010), pyoverdin ve pyochelin iiretme kabiliyetine sahip P. aeruginosa suslarinin,
metal toksisitesine siderofor fiiretmeyen bir susa gore daha direngli oldugunu
belirlemistir. Enterobactin olarak adlandirilan bir baska siderofor, E. coli'yi bakir
indirgeyici olarak hareket etme kabiliyetinde oldugu ve duyarliigi arttirdig:
belirlenmigtir (Ladomersky ve Petris, 2015). Diger taraftan E. coli iirettigi
yersiniabactin’in enfeksiyon sirasinda bakir1 bagladig: boylece hiicreyi bakir iyonlarinin
toksisitesinden koruyabildigi belirlenmistir (Chaturvedi ve ark., 2012).

Tiirkiye'de pek ¢ok calisma ile pek ¢ok fliriinde bakir direngli bakterilerin
varligina isaret etmektedir. Adana ve Osmaniye’de, bitkilerinden izole edilen 67

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’nin bakir siilfata direngli oldugu tespit
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edilmistir (Mirik ve ark., 2007). Bat1 Akdeniz Bolgesi'nde 25 Pseudomonas syringae pv.
tomato izolatinin bakir direnci, ii¢ farkli ortamda (CYE, MGY ve NA) bakir siilfat ve
bakir oksikloriir dozlar1 kullanilarak test edilmistir (Bastas, 2013). Ayrica Izmir, Aydin,
Bursa, Bayindir, Yalova, Manisa ve Canakkale'de bakir siilfatin yan1 sira bakirin farkl
formilasyonlarin farkli genuslara ait bakterilere olan etkileri belirlenmistir. Bu
caligmada bakir formiilasyonuna gore direncin de degistigi belirlenmis ve en duyarl
formulasyonun ise siv1 bakir siilfat ve nano-bakira oldugu sonucuna varilmistir (Egerci,
2015). Mineral formdaki Bakir siilfat ise MIC ve LDsp’ye bagli olarak en yiiksek direng
gosterilen formulasyon olarak belirlenmistir (Egerci, 2015).

Ulkemizde farkli bélgelerde birgok grup iizerine bakterilerde bakir direnci ile
ilgili birgok calisma yapilmistir. Bununla birlikte, bu ¢alismalarin ¢ogu in-vitro olarak
yuritilmustir. Ayrica aym1  grubun farkli  boélgelerdeki diren¢  durumu
karsilastirilmamistir. Calismamizda yetistiricilikte diisiik miktarda bakir kullanilan Van
Golii Havzasi ve yogun olarak bakir kullamlan Izmir ili ve civarinda bulunan sert-
¢ekirdekli meyve agaglarindan izole edilen Pseudomonas syringae pv. syringae ve Ps.
pv. morsprunorum izolatlarin bakir diren¢ diizeylerinin ve olast mekanizmalarin

belirlenmesi amaglanmustir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bakteri izolatlar

Onceki calismalar ile Van Goli Havzasi (Akkoprii 2015) ve izmir ili ve
civarindaki sert ¢ekirdekli meyve agaclarindan izole edilen ve tanimlanan toplam 24
Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss) ve Pseudomonas syringae pv. morsprunorum
(Psm) izolati calismada bakteriyel materyal olarak kullanilmistir. Izolatlarmn, 10’u
kayisidan (7 Pss ve 3 Psm), 6’s1 seftaliden (3 Pss ve 3 Psm), 7’si kirazdan (5 Pss ve 2
Psm) ve 1’i ise bademden (Pss) izole edilmistir (Cizelge 3.1). Izmir izolatlar1 Ege
iiniversitesi, Ziraat fakiiltesi, Bitki koruma boliimii, bakteriyoloji laboratuvarindan Prof.

Dr. Hatice Ozaktan’dan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan Pseudomonas syringae pathovarlari, kodlari, Konukgulari ve
izole edildigi yerleri

Konukgu

izolatno  Izolatin kodu P. s pathovar Izole edildigi bitki kismi Izole edildigi yer
1 S16S syringae Kayist Meyve Bahgelievler mah. Gevas/Van
2 S23Y syringae Kay1st Yaprak Muradiye- Ercis yolu/Van
3 S25M syringae Kayist Meyve Catakdibi Mah., Ercig/Van
4 S25S syringae Kayist Siirgiin Van
5 S43S syringae Seftali Siirgiin Adilcevaz- Ahlat, Bitlis
6 S45S syringae Seftali Siirgiin Anhlat/Bitlis
7 S46S syringae Kayist Siirgiin Ahlat/Bitlis
8 S49S morsprunorum Kayist Siirgiin Ahlat/Bitlis
9 S50m2 syringae Kayist Meyve Uludere koyii, Ahlat, Bitlis
10 S53S morsprunorum Kiraz Stirglin Golli koyli/Van
11 55481 morsprunorum Seftali Stirglin Golli kdyli/Van
12 S5452 morsprunorum Kayist Stirglin Golli koyl/Van
13 S59S 1 morsprunorum Kiraz Siirgiin Ayanis kdyii/Van

14 S59S 2 morsprunorum Seftali Siirgiin Ayanis kdyii/Van
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Cizelge 3.1. Kullanilan Pseudomonas syringae pathovarlari, kodlari, Konukgulart ve
izole edildigi yerleri (devam)

fzolatno  izolatin kodu P. s pathovar Konukgu izole edildigi bitki kismm izole edildigi yer
15 S61S syringae Kayisi Stirgilin Ayanis/Van
16 S62S morsprunorum Seftali Siirgiin Mollakasim kdyii/Van
17 S65S morsprunorum Kayisi Siirgiin Iskele Mah/Van
18 SBYS syringae Badem ND Yalova
19 P40/3 syringae Seftali ND Canakkale
20 A2L syringae Kiraz Yaprak Armutlu, Kemalpasa/izmir
21 0312 syringae Kiraz Yaprak Oren, Kemalpasa/lzmir
22 0O3L1 syringae Kiraz Yaprak Oren, Kemalpasa/lzmir
23 BY5L syringae Kiraz Yaprak Bagyurdu, Kemalpasa/lzmir
24 AL1T3 syringae Kiraz Siirgiin Allahdiyen, Salihli, Manisa

3.1.2. Caliymada Kullanilan Bakirh Preparatlar ve Formiilasyonlar:

Ps izolatlarinin farkli bakir foramlarina karsi olusturduklar1 direnci belirlemek

icin referans olarak bakir siilfat (CuSO45H,0) ve piyasada yaygin olarak kullanilan

farkl formasyonlardaki bakirli pestisitler kullanilmisti. Kullanilan bakir preparatlara ait

etkili madde igerikleri, bakir formlari, ticari isim ve iiretici firmalara ait bilgiler (Cizelge

3.2)’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan bakir ve bakirli pestisitlere ait bilgiler

No Bakir Formu Etkili Madde orani Preparatin ticari Ad1 ve firma
1 Cu So, % 99 Merck
2 Bakir oksit % 75 Nordox 75 WG/ Dogal kimya
3 Bakir oksikloriir % 50 Cupravit Ob21
Bordo Bulamaci (CuSOy,) + CuSO,% 12 +
4 WP / Bayer
Mancozeb Mankozeb % 30
5 Bakir Hidroksit % 53.8 Cuprofix 30
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3.1.3. Besi yerleri ve Cozeltiler

Izolatlarin gelistirilmesi i¢in King's B (KB) (King ve ark., 1954) besi ortami
kullanilmustir (Cizelge 3.3). izolatlarin bakir direncinin belirlenmesinde Yeast extract
iceren Manitol-Glutamat ortami1 (MGY) (Cooksey ve ark., 1990) kullanilmistir (Cizelge
3.4). Ayrica demirin direng {izerine etkisini incelemek i¢in, 100 mM demir (IIT) kloriir
(FeCl36H20) igeren MGY ortami hazirlanmistir. Louden ve ark. (2011)’e gore
izolatlarin siderofor ve chalkophore iiretme kabiliyetlerini incelemek igin, sirasiyla Fe-
CAS Agar ve Cu-CAS agar ortami hazirlanmistir (Cizelge 3.5). Chalkophore iiretimini
belirlemek amaciyla hazirlanan Cu-CAS agar ortami, Fe-CAS Agardan farkli olarak
Demir yerine 10 ml Cu (Il) solusyonu (10mM CuCl;.2H,0 (10mM HCI iginde
0.17g/100ml), kullanilarak hazirlanmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan KB besiyeri ve gerekli kimyasallar ve miktarlar

Besiyeri Gerekli kimyasallar a oé\gigf irc;in)
Peptone 2009
Glycerol 10.0 ml
K2HPo4 15¢g
King’s B (KB) MgSQO,.7H,0 159
Cycloheximide 169

Cycloxe 0.1g
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Cizelge 3.4. Calisgmada kullanilan Yeast extract igeren Manitol-Glutamat (MGY)
besiyeri ve gerekli kimyasallar ve miktarlari

Besiyeri Gerekli kimyasallar (1 Oé\g'ﬁf irgin)

Mannitol 10 g/L
L-glutamic asit (Sodium salt) 2 9/L

KH,PO4 0.5¢g/L

NaCl 0.2g/L

MGY MgSo,4.7H,0 0.2 g/L

PH’1 0.7’ye ayarlandiktan sonra:
Yeast extract 0.25g/L
Agar 15 g/L

Cizelge 3.5. Caligmada kullanilan Fe-CAS Agar besiyeri ve gerekli kimyasallar ve
miktarlari

Blue-CAS Agar besiyeri (1000 ml igin)

1. 60.5 mg chrome azurol S (CAS) (50ml saf su i¢inde ¢oziiliir)
2. 10 ml Demir (III) soliisyonu ((1 mM FeCl;.6H,0(10 mM HCI iginde

Chrome 0.027g/100ml), (10 mM HCI; 0036g/100ml su i¢inde ¢oziiliir))
azurol S 3. 72.9 mg HDTMA (40 ml su iginde ¢oziiliip, 1 ve 2 basamaga eklenir)
solusyonu Olusan koyu mavi siispansiyon otoklavda sterilize edilir (121°C / 15 dk.)
Free asid e 30.24 g Pipes (Free asit)
soliisyonu e 12 g NaOH (% 50(w/v)

(750 ml suda)

3 g/L KH,PO, (0.3 g/2100ml)
5g/L NaCl (0.5 g/100ml)
10 g/L NH,CI (1 g/100ml)

Tuz soliisyonu

(toplam e 20 mM MgSO;, (0.492 g/100ml)
100mL) e 1mM CaCl, (0.110 g/100ml)
e 15gagar
e Free asit ve tuz soliisyonlar karistirilarak 121°C ‘de 15 dk. otoklavda
sterilize edilir.
Filtre ile e 10 ml (% 20’lik Sukroz veya Gulukoz soliisyonu-

sterilizasyon

4 g/20ml su ¢oziiliir)
Casamino acid 30ml (% 10 w/v) 4g/40ml su

3.1.4. Molekiiler Testler
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3.1.4.1. Molekiiler Testte Kullanilan Primerler

Bakir direncli genlerin belirlenmesi amaciyla yapilmis olan PCR ¢aligsmalarinda
kullanilan spesifik ve dejenere primerlere ait dizi bilgileri Cizelge 3.6’da verilmistir.
Calismada Master-mix ve termal-cycler kosullar1 (Aiello ve ark., 2015), (Lejon ve ark.,

2007) ve Nakajima ve ark. (2002)’in belirttikleri yontem dogrultusunda yapilmistir.

Cizelge 3.6. Calismada kullanilan spesifik ve dejenere primerlere ait bilgiler

Amplicon

Primer Dizisi (5°-3°) boyutu Hedef Kaynak
gen
(bp)
CusA-F ATC TGC CAC CAT CGA TAG GGG -  Alello ve ark
cus '
CusA-R  CCT GAA AAG CTG ATC GAG GC (2015)
Dejenere 565 ASB TAC TGG TRB CAC |
CopA (F) copp  Leionveark,
Dejenere 1265 P (2007)
TGN GHC ATC ATSGTRTCR TT
CopA (R)
Spesifik ATG GAA TCA AGA ACT TCT CGA
CopA (F) CGT copA Nakajima ve
Spesifik CTC CTC TAC CCG AACTTCGCG 1878 ark., (2002)
CopA (R) GAAC

Dejenere primer ile ilgili olarak, degisken bazlar i¢in agagidaki tek harfli kodlar kullanilmistir: W=A veya
T,M=AveyaC,R=AveyaG;Y=CveyaT, K=GveyaT; S=GveyaC; H=A; TveyaC; D=G, A
veyaT; B=G, TveyaC;V =G, AveyaC.

3.1.4.2. Plazmit izolasyonu

Izolatlar 24 saat boyunca sivi NB gelistirildikten sonra plamidi izole etmek igin
Thermo Scientific kiti (GenelJet Plasmid. Miniprep Kit. #K0503) kullaniimistir.

Caligmalar {iretici firmanin 6nerileri dogrultusunda gergeklestirilmistir.

3.1.4.3. Sekans Calismalari

PCR c¢alismasi sonucu elde edilen DNA fragmentleri jel ekstraksiyon Kiti
(Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit # K0691) kullanilarak jelden izole
edilerek saflastirilmistir. DNA dizileme ¢alismalari Sentebiolab Biyoteknolojik
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laboratuvar1 (Ankara) tarafindan yapilmis ve sonuglart UGENE ve MEGA programlari

kullanilarak analiz edilmistir.

3.2. Yontem

Calismalarn tamanmu Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma

Boliimii Bakteriyoloji laboratuvarlarinda yiiriitilmiistiir.

3.2.1. Bakarh Pestisitlere Karsi1 Diren¢ Diizeyinin Belirlenmesi

Bu tez galismasinda in-vitro testlerde 6nce bakteriyel izolatlarin bakir siilfat’in
farkli doz serilerinde gelisme durumuna bakilmistir. Bakirin farkli dozlarina tolerans
gosteren bakteriyel izolatlar daha sonra farkli bakir formlarini ve formulasyonlarin

iceren ticari bakirli preparatlarin farkli doz serileriyle in-vitro kosullarda test edilmistir.

3.2.1.1. Bakar Siilfata Kars1 Tolerans Diieyinin Belirlenmesi

KB besi yerinde gelistirilen 48 saatlik bakteri kiiltiirleri final konsantrasyonu
0.1-2.1 mM (Cizelge 3.7; 3.8) arasinda hazirlanan Bakir Siilfat (CuSQO,) ilave edilmis
MGY besi yerine ekilmistir. Bu amacla ortamlar otoklavda sterilize edilmis ve 50 OC’ye
sogutulmug, 100ml MGY besi yerlerine bakirli preparatlardan olusan stok ¢ozeltilerden
her bir doz serisi i¢in uygun miktarlarda ilave edilerek hazirlanmistir. Izolatlarin
10’cfu/ml (ODgy = 0.047-0.050) yogunlugunda siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Bu
stispansiyondan olusturulan seyreltme serilerinden 103,10 ve 10®° basamaklarindan 20
w1 almarak hazirlanan MYG besi ortamima birbirinden esit uzaklikta 3 noktaya
damlatilarak veya yayilarak ekimler yapilmistir. Petriler 48-72 saat siireyle 25°C’de
inkubasyona birakilmis, inokulsayon noktalarinda gelisen bakteriyel koloniler sayilarak
bakir siilfatin farkli doz serilerindeki MIC ve bakteriyelerin gelisimini % 50 diizeyinde
engelleyen doz (LDsp) degerleri saptanmistir. Her bakir konsantrasyonu ve her bir izolat
icin koloniler sayildiktan sonra ortalamalar hesaplanmistir. Bakteri gelisiminin olmadig1
en diisiik bakir konsantrasyonunu ise o izolatin MIC degeri olarak kabul edilmistir.
Aynm1 zamanda, uygulamalardaki gelisen koloniler negatif kontrol grubu ile
karsilagtirilacak ve popiilasyonu yartya indiren doz LDsy degeri olarak belirlenecektir.

Yiriitilen in-vitro ¢alismalarda her izolat ve her bir doz serisi i¢in 3 tekerriirlii olarak
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gergeklestirilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bakira tolerans seviyelerinin belirlenmesi amaci ile yiiriitillen caligma
basamaklarinindan goriintiiler. A: Farkli oranlarda bakir siilfath eklenmis MGY
besiyeri, B: Bakterilerin ekim. C: Bakterilerinl inkiibasyonu. D: 48 saat sonra gelisen
koloniler.

3.2.1.2. Bakirh Pestisitlere Karsi Toleransin Belirlenmei

Bakir siilfata ortaminda MIC degeri 0.5 mM ve iizeri olan izolatlar ticari
pestisitlerle yiiriitiilen calismalarda kullanilmak tizere secilmistir (Sekil 3.2.). Ortam
hazirlig1 ve bakteri ekimi boliim 1.3’te belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. Bu test i¢in
kullanilan bakir konsantrasyonu degerleri (Cizelge 3.7) ve (Cizelge 3.8) 'de
gosterilmistir. MIC degerleri, boliim 3.2.1.1.°de belirtildigi sekilde hesaplanmustir.

Cizelge 3.7. 50 mM'lik 30 ml’lik stok hazirlamak i¢in her bakir formiiliinden ihtiyag
duyulan miktar

s Uriinden ihtiyag
Bakar tiirti Formiil Molar kiltlesi Bakir duyulan miktar
(gram/mol) konsantrasyonu @)

Bakar siilfat CuS0,.5H,0 249.68 % 100 0.375
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(referans bakir)

Bakar (I) oksit Cu,0O 143.09 % 75 0.286
Bakar hidroksit Cu (OH), 97.561 % 53.8 0.272
Bakar oksikloriir Cuy(OH),ClI 213.57 % 50 0.641
Bordo karisimi + CuS0,.5H,0 249.68 % 12 3.125
Mancozeb

Cizelge 3.8. 50 mM’lik bakir stokundan alinan ve hedef bakir konsantrasyonunu elde
etmek i¢in 100 ml MGY ortamina ilave edilen hacmi

[stenen bakir
konsantrasyonu 0O 01 03 05 06 07 08 09 1 15 2

(mM)

Bakir stokundan
alindigini hacmi

(ml)

0 02 06 10 12 14 16 18 2 3 4

Sekil 3.2. Calismada kullanilan bakir siilfat ve farkli bakirli formulasyonlar igeren
pestisitlerin goriiniimii. A: Bakir Oksikloriir. B: Bakir Siilfat. C: Bakir Hidroksit.
D: Bakir Oksit. E: Mancozeb ile Bordeaux karigimi

3.2.2. Bakir Diren¢ Genlerinin Molekiiler Tanimlanmasi

3.2.2.1. Total DNA izolasyonu:

Izolatlarm bakir toleransinin mekanizmasii belirlemek i¢in cOpABCDRS ve

CusABC sistemlerinin varhigmi (Cizelge 3.6)'daki bahsedilen primerler kullanilarak
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tespit edilmeye calistimistir. Bu amag dogrultusunda DNA ekstraksiyonu; 107 cfu/ml
yogunlugunda (ODggonm:0.1) hazirlanan bakteri siispansiyonu 1.5’luk santrifiij tiiplerine
konularak kuru blok 1siticida 10 dakika siireyle kaynatilmig ve daha sonra kullanilmak

tizere -20 °C’de saklanmustir.

3.2.2.2. Iigili Genlerin Belirlenmesi (PCR Calismalari)

(Calismada kullanilan master-mix ve termal cycle kosullar1 Aiello ve ark. (2015),
Lejon ve ark. (2007) ve Nakajima ve ark., (2002)’e belirttigi yontemlere gore
hazirlanmistir (Cizelge 3.9 ve Cizelge 3.10). PCR iiriinlerinin degerlendirilmesi %
1.5’1lik agaroz jelde 100 V’ta dejenere CopA ve spesifik CopA icin 80 dk, CusA i¢in 45-
60 dk kosularak gerceklestirilmistir. Ilgili genlerin varligi (Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3)

belirtilen amplifikasyon boyutlarinin jel iizerinde gozlenmesine gore degerlendirilmistir.

Cizelge 3.9. Spesifik CopA, dejenere CopA ve CusA primerleri i¢in PCR master mix

icerigi
Gerekli Kimyasallar Baslangig Stok Final Konsantrasyon ! 6melr(ni”9(i; rgerekli
Taq Buffer 10 X 1X 2.5l
MgCl, 25 mM 1.5 mM 12 ul
dNTP 2.5 mM 0.1 mM 1 ul
Primer 10 mM 0.4 mM 1l
Primer 10 mM 0.4 mM 1wl
Taq Polimeraz 5U 1U 0.2 pl
Steril Distile Su (H,0) - - 13.1 pl
Ornek Niikleik Asit 10’ cfu/ml 5l
Toplam Hacim - - 25 ul

Cizelge 3.10. Dejenere ve spesifik CopA ve CusA primerler icin PCR master mix
termal cycle kosullar

Sicaklik Stire Dongii Sayisi
95° C 3dk 1
94° C 30 sn CopA primerler i¢in 35

-
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CopA primerler i¢in 57° C 305N CusA primer i¢in 40
CusA primer igin 60° C
72° C 1dk
72° C 5 dk 1
15° C 0 -

3.2.2.3. Plazmit izolasyonu

Hedeflenen genlere sahip izolatlar, 100 ml s1vi Nutrient Broth (NB) besi yerinde
24 saat boyunca 120 rpm’de calkalanarak gelistirilmistir. Daha sonra, Thermo Scientific
(Genelet Plasmid. Miniprep Kit. # KO0503) kiti kullanilarak plazmit izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izolasyon iiriinleri sonraki caligmalarda kullanilmak iizere 1.5’lik
santriflyj tiiplerinde, -20° C'de saklanmistir. PCR ve goriintiilenme g¢alismasi, (boliim
3.2.2.2)'de tarif edildigi gibi gerceklestirildi.
3.2.2.4. Sekans Calismalari:

PCR c¢alismasinda iiriinler Agaroz Jelde kosulmus ve beklenen boyutlardaki
bantlar jel extraksiyon kiti kullanilarak jelden elde edilmistir. Uriinler yeni nesil
dizeleme teknigi kullanilarak dizileme isleminin yapilmasi i¢in Sentebiolab
Biyoteknolojik (Ankara) firmasina gonderilmistir.

Yeni Nesil dizileme (New Generation Sequencing) metodu, firma, Miseq
(Illumina Co.) c¢ihaz1 ve Nextera XT kiti kullanarak gerceklestirmistir. Siralama
sonuglar1 Kit v2 300cy kulanilarak diizenlenmistir. Sonuglar, Clustal Alignment'in
UGENE ve MEGA programlari kullanilarak analiz edilimis Muscle metodu kullanilarak
hizalanmis ve Maximum likelihood yontemi kullanilarak filogenetik agag

olusturulmustur.

3.2.3. Demirin Bakir Tolerans: Uzerindeki EtKisi:

Demirin bakterilerin tolerans diizeylerine etkisini incelemek icin, iki MGY
ortami hazirlanmig; birincisi, (Bolim 3.2.1.1)’de agiklandigr gibi farkli bakir

konsantrasyonlari i¢cermistir. Digerine ise FeCl3.6H20 ilave edilmis, Bolim 3.2.1.1'de
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tarif edildigi gibi hazirlanmistir. Otoklavlanan besi yeri 50 °C’ye sogutulduktan sonra
bakira ek olarak ortama 100 mM demir kloriir heksahidrat (FeCl3.6H20) ilave
edilmistir. Bakteriler Bolim 3.2.1.1'de tarif edildigi gibi, bakir ve demir katkili MGY
ortami lizerinde ve paralelini ise yalnizca bakir katkili MGY ortamina ekilmistir.

Sonuglar MIC degerleri hesaplanip her ortam igin karsilastirarak elde edilmistir.

3.2.4. Bakterilerin Siderofor Uretme Kabiliyeti

Blue-Cas Agar (Fe-Cas Agar) ortami, Louden ve ark. (2011), tarafindan tarif
edildigi gibi hazirlanip 9 cm'lik bir petri kabina dokiilmiistiir. Izolatlar KB'de 24-48h
gelistirildikten sonra, ine u¢lu 6ze yardimiyla nokta ekim yapilmistir. Her bir petri
kabinin 4 ekim ve her izolat i¢in 3 tekrar yapilmistir. Izolatlar 7 giin boyunca 25°C’de
inkiibe edilmis ve sonuglar cetvel kullanilarak her bir izolat i¢in olusan sar1 renkteki zon

bolgesinin ¢api dlgiilerek alinmistir.

3.2.5. Bakterilerin Chalkophore Uretme Kabiliyeti

Cu-Cas agar ortami, Yoon ve ark. (2011), tarafindan tarif edildigi gibi hazirlanmis
(Cizelge 3.5) ve yukarda (bolim 3.2.4) belirtilmis olan yol takip edilmistir. Bu
calismadaki tek fark FeCI®6H,0'nun yerine, 10 mM'lik bakir kloriir dihidrid
(CuCl5.2H,0) kullanilmis olmasidir.



4. BULGULAR

4.1. In-Vitro Testler ile Direng¢ Diizeyinin Belirlenmesi

4.1.1. Bakir Siilfat ile Yapilan Testler

Yirmi dort Pseudomonas syringae pv. syringae ve pv. morsprunorum izolat,
Tiirkiye'nin farkli bdlgelerinden (Van'dan 17 ve Izmir'den 7) sert ¢ekirdekli meyve
agaclarindan izole edilmistir. Tiim izolatlar, referans bakir formu olarak kullanilan
Bakir siilfat’in farkli konsantrasyonlarimi (0.1-2.1 mM) igeren MGY ortamlarinda MIC
(mM) ve LDso (mM) degerleri tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Bakir siilfattin LDso degerleri yoniiyle incelendiginde izolatlarin % 37’i 0.1-0.6
mM arasinda, % 46’s1 0.7-0.9 mM arasinda ve % 17’si ise 1.3-1.5 mM arasinda oldugu
belirlenmistir. Ayn1 bakir formunun MIC degerleri yoniinden ise izolatlarin % 42°si 0.5-
0.9mM, % 42’si 1-1.1mM ve % 16’si ise 1.7-2 mM arasinda oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.1; Sekil 4.1).

Izole edilen bolgeye gore, MIC degerlerine bakilacak olursa; Van Golii
Havzasindan toplanan izolatlarinin % 41'i (7/17 adet) 1 mM, % 47'si (8/17 adet) 1
mM'dan diisiik ve % 12’si (2/17 adtet) 1 mM’dan yiiksek oldugu gozlenmistir, izmir
izolatlarinin ise % 29'u (2/7 adet) 1 mM, % 29'u (2/7 adet)l mM'dan diisiik ve % 42’si
(3/7 adet) 1 mM’dan yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.1).

Bakir siilfat calismasinda MIC degeri 0.5 mM ve daha yliksek olan 21 izolat
diger bakir formlar ile de test edilmistir.

Cizelge 4.1. Bakur siilfat ilave edilmis MGY besi yerinde gelistirilen biitiin izolatlarin
ortalama MIC ve LDsy (mM) degerleri

Izolat olat adi MIC ve LDsg degerleri. (mM)

No LDs MIC
1 S62S 0.1 0.5

2 S59S1 0.1 0.5

3 S54S2 0.1 0.5

4 S53S 0.1 0.5

5 S5952 0.6 0.7

6 AL1T3 0.6 0.77
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Cizelge 4.1. Bakur siilfat ilave edilmis MGY besi yerinde gelistirilen biitiin izolatlarin
ortalama MIC ve LDsp (mM) degerleri (Devam)

Izolat , MIC ve LDsg degerleri. (mM)
No izolat adi [Dsy MIC
7 S16S 0.6 0.87
8 S65S 0.6 0.9
9 S25M 0.6 0.9
10 O3L1 0.7 0.9
11 S61S 0.7 1
12 S50M2 0.7 1
13 S49S 0.7 1
14 S46S 0.7 1
15 S43S 0.8 1
16 S25S 0.8 1
17 S23Y 0.8 1
18 A2L 0.85 1
19 0312 0.9 1
20 S54S1 0.9 11
21 BY5L 1.3 1.7
22 SBYS 14 1.7
23 P40/3 15 1.9
24 S45S 15 2

Sekil 4.1. Farkli bakir siilfat konsantrasyonlarinda S45S nolu izolatin 48 saatlik
gelisimi. Rakamlar bakir konsantrasyonunu (mM) gostermektedir. NK: Negatif
Kontrol.
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4.1.2. Farkh Bakir Formulasyonlarina Direnc¢ Diizeyinin Belirlenmesi

MIC degeri 0.5 mM'den yiiksek olan 20 izolat bakir hidroksit, bakir oksikloriir,
bakir oksit ve bakir siilfat + mancozeb formulasyonlarindaki pestisitlere olan direng
diizeyleri belirlenmistir. Ilgili sonuglar Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2°de belirtilmistir.

Bakir hidroksitin MIC degerlerine bakildiginda; izolatlarin % 35 (7 adet) 0.3-0.6
mM arasinda, % 40’1 (8 adet) 0.7-0.8 mM arasinda, % 15’1 (3 adet) 0.9-1 mM arasinda
ve sadece % 10’u (2 adet) 1.1-1.5 mM arasinda oldugu gozlenmistir. Bakir Oksikloriir
icin MIC degerleri incelendiginde, izolatrarin % 80’1 (16 adet) 0.3-0.6 mM arasinda ve
% 20’si (4 adet) 0.8 mM oldugu belirlenmistir. Bakir oksit i¢cin MIC degerleri;
izolatrarin % 35’1 (7 adet) 0.5-0.6 mM arasinda, % 45’1 (9 adet) 0.7-0.8 mM arasinda
ve % 20’si (4 adet) 0.9-1.5 mM arasindadir. Bakir siilfat + Mancozeb ise izolatlarin en
duyarli oldugu formulasyon olmus ve segilen izolatlarin MIC degerlerinin 0.001-0.003
MM gibi ¢ok diisiik diizey araliginda oldugu tespit edilmistir.

Bununla birlikte Bakir formlar1 arasinda karsilagtirllma yapilacak olursa,
Mancozeb karigimindan sonra bakir oksikloriir uygulamasi oldugu belirlenmistir. Bu
formda izolatlarm % 80'ninde MIC degerinin 0.3-0.6 mM arasinda oldugu ve bu

yoniiyle en 1yi etkiye sahip bakir formulasyonu oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.2. Bakir siilfat ve farkli bakir formlar1 ile formulasyonlar igin segilen
izolatlarin MIC (mM) degerleri

Her bakir formiil i¢cin MIC degeri (mM)

: . Bakar
IZIS éat IZO;S: Bakir _Baklr _ Bakir Bak%r siilfat
stilfat hidroksit Oksikloriir Oksit +
Mancozeb

5 S59S2 0.7 0.3 0.3 0.5 ND
6 AL1T3 0.77 0.3 0.3 0.5 ND
7 S16S 0.87 0.7 0.5 0.6 ND
8 S65S 0.9 1 0.6 0.9 ND
9 S25M 0.9 0.7 0.5 0.6 ND
10 O3L1 0.9 0.3 0.3 0.7 ND
11 S61S 1 0.6 0.5 0.7 ND
12 S50M2 1 0.6 0.5 0.5 ND
13 S49S 1 0.7 0.6 0.8 ND
14 S46S 1 0.7 0.5 0.7 ND
15 S43S 1 0.7 0.5 0.7 ND
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Cizelge 4.2. Bakir siilfat ve farkli bakir formlar1 ile formulasyonlar igin secilen

izolatlarin MIC (mM) degerleri (Devam)

Her bakir formiil i¢in MIC degeri (mM)

; . Bakar
IZIS éat IZO;;: Bakir Bakar Bakar Bakar stilfat
sulfat hidroksit Oksikloriir Oksit +
Mancozeb
16 S25S 1 0.7 0.5 0.7 ND
17 S23Y 1 0.7 0.5 0.6 ND
18 A2L 1 0.3 0.3 0.5 ND
19 0312 1 0.3 0.5 0.7 ND
20 S54S1 1.1 1.5 0.5 0.8  0.003-<0.005
21 BY5L 1.7 0.9 0.8 1.5  0.003-<0.005
22 SBYS 1.7 1.1 0.8 1.5  0.003 -<0.005
23 P40/3 1.9 0.9 0.8 0.8  0.003-<0.005
24 S45S 2 0.8 0.8 1.5  0.003 -<0.005

*ND=Degerlenmemis

100
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Bakir formlarina gére MIC degerleri
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Al L il

Bakir stilfate Bakir hidroksit Bakir Bakir Oksit Bakir stilfat +
Oksikloriir Mankozeb

MIC arah@ degeri

m<0.l] ®03-06 =0.7-08 ®=0.9-1 m11-15 m15>

Sekil 4.2. Bakteri izolatlari’nin bakir formlarina gére MIC degerlerinin yiizdesel

dagilima.
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Izolatlarm MIC degerlerinin referans bakir formu olan Bakir siilfata gore
degerlendirilmis ve sonuglar sekil 4.4°te verilmistir. Buna goére Bakir hidroksit ile bakir
siilfatin etkinlikleri karsilastirildiginda, bakir siilfata karsi bakir hidroksitin etkisinin
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. izolatlarin neredeyse yarisma (10 adet) ait MIC
degerleri % 19-40 oraninda azalttig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte bazi izolatlar, % 47-
70 (8 adet) oraninda azalma ile bakir hidroksit'e gelisme gosteremedigi belirlenmistir.
Ancak, S65S ve S54S1 izolatlarinin MIC degerlerinin sirasiyla % 11 ve % 36 diizeyinde
arttig1 gortlmustiir. (Sekil 4.3).

Bakir siilfat'a gore bakir hidroksitin etkinligi

100
80 70 70
57 61 o7 60
60 47 52
2 40 30 30 30 30 30
= 19 22
g " il ]
(=]
s , il
g 2L EEEEEEEEEE FEE-N
-20 o
N F I FEEESI3IS NS E LT P
~ a0 < 7
» -36
-60
Izolatlar
-80
-100

Sekil 4.3. Bakir siilfat ile karsilastirildiginda, bakir hidroksitin izolatlara etkisi (%).

Bakar siilfat ile bakir oksikloriir karsilastirildiginda, bakir oksikloriiriin etkisi 6
izolatta % 57-70 oraninda bir azalma ile bakir siilfata gore etkin oldugu goriilmiis ve
A2L izolatinin en yiiksek etkinlik oranina (% 70) sahip oldugu gosterilmistir. Ayni
zamanda 10 izolatta % 50-55 oraninda bir azalma olmustur. Sadece 4 izolatta % 33-44

azalma orani ile diistik bir etki elde edilmistir. (Sekil 4.4).
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Bakar siilfat'a gor bakir oksikloriir etkinligi
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Segilen izolat

Sekil 4.4. Bakir siilfat ile karsilastirildiginda, bakir oksikloriir’iin izolatlara etkinlik
oranlari (%).

Bakir Oksit ile bakir siilfat karsilagtirildiginda, verimlilik orani 5 izolat i¢in ¢ok
diisiik (% 0-22) iken, 11 izolat i¢in orta (% 25-35) ve 4 izolat i¢in biraz yiiksek (% 40-
58) tespit edilmistir. P40/3 izolatinin en yiiksek etkinlik orani (% 58) sahip oldugu
gosterilmistir. (Sekil 4.5)

Bakir siilfat'a gore bakir oksitin etkinligi
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Sekil 4.5. Bakir siilfat ile karsilastirildiginda, bakir oksitin etkinlik oranlar1 (%).
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4.2. Molekiiler Testler

Tiim izolatlarn i¢in bakirl ortamlardaki MIC degerleri belirlendikten sonra olast
diren¢ genlerinin belirlenmesi igin DNA izololasyonu gergeklestirilmistir. COpA genini
belirlemek i¢in dejenere CopA (F)/CopA (R) primerleri ve spesifik CopA (F)/CopA (R)
primerler kullanilmistir. Ayrica CusA genini bulmak i¢in CusA(F) ve CusA(R)

primerleri kullanilarak Bio-PCR ¢aligmas yiiriitilmiistiir.

4.2.1. copA Geni Bulmak icin PCR Sonuclar

4.2.1.1. Dejenere Primer Copa ile PCR Sonuglar

Tim izolatlar dejenere primerler kullanilarak COpA geni tespiti i¢in test edilmistir.
Pozitif sonuglara sahip izolatlar, spesifik primer ile tekrar test edilmistir. Fakat, onerilen
anneling sicakliginda (55°C) bazi izolatlar igin farkli uzunluklarda goklu veya ¢ift
bantlar meydana gelmistir. Bu nedenle dejenere primer igin en uygun anneling
sicakhigim bulmak igin farkli sicakliklar (55, 56, 57 ve 58 °C) ile testler yapilmistir.
Calisma sonucunda, 57 °C ve 5 ul DNA konsantrasyonunun en iyi sonucu verdigi
belirlenmistir. Belirlenen sartlarda dejenere primerler ile yiiriitiilen ¢alismalarda S65S,
S54S1- S45S, S25S, S25M, P40/3 ve SBYS hedef bolgeye sahip oldugu belirlenistir
(Sekil 4.6).

N
K

3000

2000

<«—1265bp
1000
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Sekil 4.6. Izolatlarin dejenere CopA primerleri ile yapilan PCR iiriinlerinin elektroforez
jel goriintiileme sonuglar (Beyaz cemberlerin altindaki izolatlar copA genine
sahip izolatlardir.).

4.2.1.2. Spesifik Primer Copa ile PCR Sonuclar

Dejenere primer CopA ile test edilen ve hedeflenen gene (copA) sahip olan
izolatlar, TS 58 °C olan ve gen hedef uzunlugunun 1878 bp oldugu spesifik primer
CopA ile test edilmek i¢in kullanilmistir. Bir onceki ¢alismadan segilen izolatlarin
hedeflenen gene sahip oldugu goriilmiistiir. Fakat, baz1 izolatlarin (S65S, S62S, S54S1,
S25S ve S25m) ¢ift bantlara sahip oldugu tespit edilmistir. Bu ylizden daha giivenilir bir
sonug¢ elde etmek i¢in dejenere primer CopA ve spesifik primer CopA ile PCR

caligmalar1 yenilenmistir (Sekil 4.7)

Alima sonunda dejenere primer ¢alismalarindan saglikli sonuglar alinamadigt in-
vitro sonuglarla karsilastirilarak karar verilmistir. Spesifik CopA primerleri ile yapilan
sonuglar in-vitro ¢alismalar ile de tutarli bulunmus ve S45S, BY5L, P40/3 ve SBYS

izolatlarinin COpA genine sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7).

Spesifik primer CopA ile - Dejenere primer CopA ile I

N
K
3000 bp

<€—1878 bp
1265 bp =

1000 bp

Sekil 4.7. Dejenere primer ve spesifik primer CopA kullanarak yapilan PCR
caligmasinin elektroforez jel goriintiilleme sonuglar.
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4.2.2. CusA Geni Bulmak i¢in PCR Sonugclar

CUsA geni, hiicre digina ekstra Cu*? ihra¢ eden diger Cus genlerinden sorumlu
olan gendir. Deneyimizde, cusA geninin varligini incelemek i¢in tiim izolatlarda CusA
(486 bp) primer kullanilarak PCR caligsmasi1 yapilmistir. Test iki kez tekrarlanmis, fakat

higbir izolatin CUSA genine sahip olmadigi belirlenmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. CusA (486bp) primer kullanilarak yapilan PCR ¢aligma sonuglari.

4.2.3. Secilen izolatlardan Plazmit izolasyonu:

Secilen S45S, BYSL, P40/3 ve SBYS izolatlarin plazmitleri izole edildikten
sonra, spesifik copA genini kullanan tekrar PCR ¢alismasi yapilarak elektroforez jel
goriintiilemesi yapilmistir. Test edilen biitiin izolatlar da hedeflenen genenin plazmit

tizerinde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9).
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3000 bp

1878 bp <€—

1000 bp

Sekil 4.9. Plazmit lizerinde COpA geninin tespitine yonelik yapilan PCR ¢aligsmasinin jel
goriintiileme sonuglari.

4.2.4. Sequencing Sonucu:

Yeni nesil dizi analizi (NGS) yontemi ile elde edilen diziler MEGA programi
kullanilarak filogenetik bir aga¢ olusturulmus ve Test edilen izolatlar arasindaki
benzerlik ylizdesi ve uzaklik degerleri CLC Main Workbench 6.7.1 programi yardimiyla
belirlenmistir. Filogenetik agac¢ olusturma calismasinda kullanilan ayni tiiriin farkli
patovarlarina ait DNA dizileri NCBI’dan elde edilmistir. Filogenetik agacta, iki cluster
olustugu gozlenmistir (Sekil 4.6). Cluster I'de Izmir izolatlar1 SBYS ve BY5L’yi
icerdigi ve bu iki izolatin benzerlik oraninin % 96.17 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.10).
Cluster II’ de ise Van izolat: ile S45S ve Izmir izolat1 P40/3’{i kapsadig1 gozlenmis ve
% 99.78 oraninda benzedikleri tespit edilmistir (Sekil 4.11). Referan izolatlarara gore

degerlendirildiginde ise patovarlara gore gruplanmanin olugmadigi gozlenmistir.
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a7 | SBYS
i CopA Pss (LR130521.1)
9 4r‘— Cluster 1
CopA Ps pv. tomato (M19930.1)

BYSI

CopA Pss (CP000075.1)

Multicopper oxidase Ps pv. actinidiae (KX009065.1)
79 S45S
1001 p40/3

—

Cluster Il

0.0050

Sekil 4.10. copA gen sekanslarindan olusturulan filogenetik agac. Filogenetik agac,
Neighborjoining yontemiyle 3000 bootstrap yapilarak elde edilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8

P40/3 1 0,03 0,04 0,05 0,05 0,10 0,06

$458 2 | 997 003 004 005 o005 009 006
KX009065.1 3 96,89 96,83 0,04 0,05 0,05 0,10 0,07
CP000075.1 4 96,38| 96,27| 9583 0,07 0,06 0,07
M199000. 1 5 9522 9533 9500/ 9359 0,07 0,04/
SBYS 6 9547 9558/ 9526| 93,84| 99,40 0,06/ 004
LR130521.1 7 90,93 911 9362 94,19 0,08

BYSL 8 9426 9437 9361 93,01 96,02 9617 9240

Sekil 4.11. izolatlardaki copA geninin birbirlerine ve referanslara gére benzerlik yiizdesi
ve uzaklik degerleri (CLC Main Workbench 6.7.1). Kalin yazilmis izolatlar,
bu ¢alismada kullanilan izolatlar1 gostermektedir.
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4.3. Demirin Bakir Toleransina Etkisi

4.3.1. Demir Kloriir Heksahidrat ile Yapilan Testler:

Calismanin bu béliimiinde Fe**nin bakirsiz-MGY'ye ve bakirli-MGY ortamina
eklenmesinin etkisi incelenmistir. ki MGY ortamu iizerinde gelistirilen biitiin izolatlarin
MIC degerlerini Cizelge 4.2 'te gosterildigi gibidir.

Fe*?+CuSo, ilave edilmis ortamda yetisen izolatlarin bakira toleransi, sadece
Cu*? ilave edilmis ortamda gelistirilen izolatlardan daha diisiik MIC degerlerine sahip
oldugu belirlenmistir. Demir ilavesinin bakir toleransi {izerine etki oran1 Cizelge 4.7°de
verilmistir ve sonuclarin diren¢ veya tolerans seviyesine gore degistigi gézlenmistir.
Toleransin yiiksek oldugu izolatlada etkinin diisik oldugu, 6rnegin 1.7mM MIC
degerine sahip olan izolatlarda (SBY'S izolat1 hari¢) etkinin % 12-15 arasinda degistigi
gozlenmistir. Diger taraftan MIC degeri 0.5 mM olan izolatlarin direnci ortadan kalkmis

ve % 100 etki gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.3) (Sekil 4.12).

Cizelge 4.3. Bakir ile MGY ortaminda gelisen tiim izolatlarin MIC degerleri ve bakir ve
demir ile MGY'de MIC degerleri ve aralarindaki verim oranlari

. ) MIC degeri (mM)

Izolat no izolat ads Sadece bakir ~ Bakar + demir % Etki
1 S62S 0.5 0 100
5 $595 KIR 0.5 0 100
3 S$5452 0.5 0 100
4 S53S 0.5 0 100
5 S59S SIF 0.7 0 100
6 AL1T3 0.77 05 35
7 S16S 0.87 0.6 31
8 S65S 0.9 0.7 22
9 S25M 0.9 0.7 22
10 O3L1 0.9 0.7 22
11 S61S 1 0.7 30
12 S50M2 1 0.7 30
13 S49S 1 08 20
14 S46S 1 0.8 20
15 5433 1 0.7 30
16 $255 1 0.7 30
17 $23Y 1 0.7 30
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Cizelge 4.3. Bakir ile MGY ortaminda gelisen tiim izolatlarin MIC degerleri ve bakir ve
demir ile MGY'de MIC degerleri ve aralarindaki verim oranlar1 (devam)

. ) MIC degeri (mM)

Izolat no izolat ad1 Sadece bakir ~ Bakir + demir % Etki
18 A2L 1 0.8 20
19 O3L2 1 0.8 20
20 S54S51 11 0.8 27
21 BY5L 17 15 12
22 SBYS 17 1.3 23
23 P40/3 1.9 1.7 11
24 S45S 2 1.7 15

Sekil 4.12. MGY ortamu iizerinde 1.7 mM bakir konsantrasyonunda biiyliyen S45S ve
P40/3 izolatlari; A: Demir ilavesiz. B: Demir ilaveli.

4.3.2. izolatlarn Siderofor ve Chalkophore Uretme Yetenegi

Izolatlarin siderofor veya galkofor iiretme kabiliyeti ile bakir direnci arasinda bir
iliski olup olmadigini bulmak igin, izolatlar Cu CAS-Agar (CuCl,.2H,0) ve Fe CAS-
Agar lizerinde gelisimleri izlenmistir (Cizelge 4.4) (Sekil 4.13). MIC degeri 0.5-1mM,
1-1.1mM ve 1.7-2 mM araliginda olan izolatlar gruplandiginda sirasiyla siderofor
iretim zonu: 3, 2.4 ve 2.2 mm, chalkophore tiretimi i¢in ise 7.7, 9.5 ve 8.3 mM oldugu
belirlenmistir. Tespit ettigimiz ilizere 1.7mM ve flizerindeki MIC degerlerine sahip
izolatlarin konjugatif plazmit iizerinde bulunan diren¢ genlerine sahip oldugu
tarafimizdan belirlenmistir. Bu nedenle bu grup goz ardi edildiginde chalkophore
tretimi attikga direng diizeyinin arttigi goriilmektedir. Belirtilen guruplar arasinda
yapilan t testi ile MIC degeri ile chalkophore iiretimi arasinda istatistiki olarak 6nemli

bir iligki oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Yedinci giinde test edilen tiim izolatlar i¢in Cu-Cas agar ve Fe-Cas agar
besiyerinde olusturulan sar1 bolge ¢ap1 (mm) ve 6nceki in-vitro ¢alismalar
ile elde edilen izolatlara ait MIC degerleri (mM)

Olusturulan sar1 bolge Sar1 bolge uzunlugunun
. uzunlugu (mm) MIC degeri ortalamasi
Izolat adu Cu-Cas A Fo-Cas A (mM) Cu-Cas Fe-Cas
u-Cas Agar Fe-Cas Agar Agar Agar
S62S 9.5 3.4 0.5
S59S KIR 6.2 3.7 05
S54S2 7.5 3.75 0.5
5535 7.5 2.6 0.5 7.7+0.6 3.0+0.1
S59S SIF 55 2.8 0.7 (0:0,047) (0:0,046)
AL1T3 7.8 1.7 0.77 P-5, p-E,
S16S 10.7 4 0.87
S65S 5 3.4 0.9
S25M 9.2 2.3 0.9
O3L1 8 2.2 0.9
S61S 11.7 2.9 1
S50M2 10.2 2.3 1
S49S 115 2.7 1
5465 ¢ 3 1 95+£0.6 24402
S43S 10.3 2.2 1 (0:0,047) (0:0,046)
255 9.5 2.4 1 P-5, p-E,
S23Y 9.7 2.3 1
A2L 9.2 2.3 1
0312 7.8 2.1 1
S54S51 5 1.9 11
BY5L 7.8 2.1 1.7
SBYS 10 2.6 1.7
P40/3 7.2 2 1.9 8.3 2.2
S45S 8 2 2

* Ortalamalar arasindaki fark p<0.05'e gore dnemsizdir.

Sekil 4.13. Cu-Cas Agar (solda) ve Fe-Cas Agar’da (sagda) bazi izolatlar tarafindan 7.
Giin sonunda olusturulan sar1 bolge.



5. TARTISMA VE SONUC

P. syringae pv. syringae ve P.s. pv. morsprunorum’un neden oldugu bakteriyel
kanser hastaligi, yalmizca Tiirkiye’de degil, tim diinyada sert g¢ekirdekli bitkileri
etkileyen onemli bakteriyel hastaliklardan biridir (Bultreys ve Kaluzna., 2010). Bu
hastalig1 kontrol etmek i¢in 100 yildan daha uzun siiredir bakir ve bakirli preparatlar
kullanilmaktadir ve buda patojenin diren¢ gelisimine veya direngli popiilasyonlarin
yayginlagsmasina neden olmustur (Marco, 1983; Bender ve Cooksey 1985; Sundin,
1989). Bircok arastirmact bakirin uzun siire sikca kullanildigi alanlarda direncin
varhigini tespit etmistir (Cooksey ve ark., 1989; Aiello et al., 2015) Bu tezde; Tiirkiye'de
iki farkli bolge, Van Goli Havzasi ve Izmir ili ve civarindan sert cekirdekli
meyvelerden izole edilen Pss ve Psm strainlerinin bakir direncinin varligi ve
diizeylerinin belirlenmesi ile mekanizmasinin ortaya konmasi amaglanmaistir.

In-vitro testlerin ilk asamasinda, bakteriler farkli konsantrasyonlarda (0.1-2 mM)
bakir siilfat iceren MGY besi ortaminda gelistirilerek direnc diizeyleri belirlenmistir.
Bakir siilfatin referans bakir olarak se¢ilmesinin ana nedenleri; 1882'de Millardet
tarafindan {retilen Bordo bulamaci karigiminin kesfetmesinden buyan bakteriyel
hastaliklarin ¢ogunu kontrol eden ilk ve en ¢ok kullanilan bakterisit olmasinindir.
Bunun ile birlikte bakir siilfatin bakir hidroksit, bakir oksikloriir veya amonyakli bakir
stilfattan daha etkili oldugu gosterilmistir (Burr ve Norelli, 1984; Paulin ve Lachaud,
1984).

Arastirmamizdaki Bakir direng seviyesini belirten MIC degerinin izolatlar
arasinda farklilik gosterdigi ve en yiiksek MIC degeri grubunun 1.7 ile 2 mM arasinda
degistigi gozlenmistir. Fakat Malik ve Jaiswal (2000), metallere direngli veya metale
duyarl bakterilerileri ayirt etmek i¢in kullanilabilecek hali hazirda kabul edilebilir metal
iyon konsantrasyonlarinin olmadigi belirtmis. Benzer yonde yapilan ¢alismalarda da
MIC degerlerinin farklilik gosterdigi ve elde ettigimiz degerlerin {istiinde veya altinda
oldugu tespit edilmistir. Aiello ve ark. (2015), test edilen P. syringae pv. syringae
izolatlarinin en yiiksek MIC degeri grubu 2.6-3.2 mM arasinda oldugunu belirtmistir.
Bagka bir ¢alismada P. syringae pv. syringae MIC degerinin 1.8 mM oldugu en yiiksek

direng seviyesi olarak belirlenmistir (Gutiérrez ve ark., 2013).
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Ulkemizde farkli bélgelerde yapilan calismalar ile bakteriyel bitki patojenlerinin
direng diizeyleri belirlenmistir. Egerci (2015), tarafindan yapilan ¢alisma, test edilen
farkl1 bakteri tiirleri arasindaki en yiiksek MIC degerinin 2 mM oldugunu ve test edilen
bakteri tiirleri arasinda PSS suslarinin en yiiksek MIC degerlerine sahip oldugunu
belirlemistir. Ayrica, Benlioglu. (1998), calismalarinda, test edilen Pst'in bakir siilfata
kars1 en yiiksek MIC degeri, ¢alismalarinda yiliksek diren¢ oranmi olarak kabul edilen
2.8mM' oldugu ortaya konmus ve bu sonug, Cooksey. (1990), tarafindan elde edilen
sonuclara benzer oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada; ayrica farkli form ve formulasyonlardaki bakirli preparatlar Ps
patovarlarina kars1 denenmis ve her bakir formu i¢in izolatlar arasinda farkli diizeylerde
diren¢ olustugu gozlenmistir. Benzer yonde yapilan bir ¢alismalarda bakir siilfatin, bakir
hidroksit, bakir oksikloriir ve amonyakl1 bakir siilfattan daha etkili oldugu belirlenmistir
(Burr ve Norelli; 1984; Paulin ve Lachaud,1984), Fakat ¢alismamizda elde ettigimiz
bulgular bu calismalar ile uyusmamakta ve kullandigimiz tiim bakir formlarinin bakir
siilfattan daha basarili oldugu gozlenmistir. Bu durum calismamizda referans olarak
mineral haldeki CuSO, kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Calismalardaki diger
formdaki bakirlarin pestisit formulasyonlarmin kullanmas: etkinlikleri daha yiiksek
olmasma neden olmus olabilir. Ayrica, Ozaktan ve ark. (1991), test edilen iiriinler
arasindaki ¢oziintirliik farkiyla da ilgili olabilecegini belirtilmistir. Egerci. (2015), farkh
form ve formulasyonlarda yaptigi ¢alismada mineral haldeki CuSO,4’in etkisinin sivi
formdaki pestisit formulasyonunundaki CuSO,’tan daha diisiikk oldugunu belirlemistir.
Bu bulguda ¢alismamizda CuSO,’1n etkinliginin neden diisiik oldugunu agiklamaktadir.

Ayrica, Mancozeb ile kullanilan Bordeaux karigimi (bakir siilfat bilesenlerinden
biri) calismamizda en 1yi sonucu veren uygulama oldugu belirlenmisti. Benzer bulgular
Conlin ve Mc Carter, (1983) P. syringae pv. tomato ile yiiriittikleri ¢calismada da ellde
edilmistir. Ayrica, Scheck ve Pscheidt. (1998), Pseudomonas syringae pv. syringae’e
karsi, mancozeb'li bakirli {irtinleri kullandiklarinda, sonuglarin tek basma bakir
uygulamalarindan daha basarili oldugunu gostermistir. Her iki calismada da yiiksek
etkinin Mancozeb’ten kaynaklandigi vurgulanmistir. Benlioglu ve ark. (1998), etilen
bisdithiocarbamate (maneb veya mancozeb) grubu fungisitlerinin Pst'yi kontrol etmede
daha basarili oldugunu belirlemislerdir. Bakirli pestisitler ile birlikte mancozeb

karisimlarinin artan toksisitesinin, dithiocarbamate anyonunun bakir selatt olarak
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hareket ettigi ve Cu®"’m bakteri hiicresi i¢indeki bakira duyarli bolgelere tasima
kabiliyeti ile iliskili oldugu agiklanmistir (Medhekar, ve Boparai, 1981). Diger taraftan,
Etilen-bisdithiokarbamat igeren fungisitlerin bakir ile birlikte kullanildiginda, bakirin
organik bitki materyalleri ile kompleks yapilar olusturmasini engelleyen selat formu
olusturabilecegini belirtilmistir (Cooksey, 1990; Benlioglu ve ark. 1998). Bu da bakirin
bakterilere daha kolay ulagsmasini saglamanin yani sira daha uzun siire etkili olmasina
da neden olabilecegini belirtilmistir. Fakat, carbamat-bakir kompleksinden bakteriler
tarafindan toksik bakir iyonlarinin nasil alindigi agik degildir (Cooksey, 1990).

Calismamizda Pss ve Psm’e karsi en basarili formiilasyonun Bordeaux karigim
ile mancozeb kombinasyonunun oldugu gozlenmistir. Fakat en etkili bakir formun ise
sirastyla  bakir oksikloriir, bakir hidroksit ve bakir oksit’in oldugu belirlenmistir.
Bunun yami sira bakir hidroxid uygulamasi iki Pss izolat iizereine CuSO4
uygulamasindan daha az etkili oldugu belirlenmistir. Bu siralama ¢alismalarada
kullanilan formulasyonlara gore farklilk gosterebilir. Ornegin, Egerci. (2015),
caligmasinda bu siralamay1 MIC degerine gore; bakir siilfat, bakir oksit, bakir oksikloriir
ve bakir hidroksit’in oldugu belirlenmistir. Elde etti§imiz sonuglara benzer olarak
Benlioglu, (1998) calismalarinda, inhibisyon bolgesine gore Pst suslarinda siralamanin;
Bakar oksiklortir, bakir hidroksit ve bakir oksit’in oldugu belirlemistir.

Calismamizda, bakir direnc seviyesi test edilen izolatlar arasinda farklilik
gostermistir. Ayrica direncin goriilme sikliginin izolatlarin izole edildigi bolgelere gore
degistiri belirlenmistir. Oyleki Izmir bélgesinde elde edilen izolatlarm en diisiik MIC
degerleri 0.77mM ve 0.9 mM (yanlizca iki izolat) iken diger izolatlarin ImM ve daha
yiikksek oldugu belirlenmistir. Buna karsilik Van Goli Havzasindan elde edilen
izolatlarin yalmzca bir tanesi (S45S) 1 mM degerinin iizerinde bulunmustur. Bu durum
yiiksek oranda ve diizenli olarak bakir uygulamalar1 ve bakirin birikmesi sonucu se¢ilim
basincinin artmasina neden olabilir, buda direngli izolatlarin popiilasyondaki oraninin
artmasini saglayabilir (Burr ve Norelli., 1984, Paulin ve Lachaud 1984). Giincel veriler
1s18¢1inda iki bolge arasinda pestisit kullanimi1 6nemli diizeyde farklilik gostermektedir.
Oyleki Kaymak ve ark. (2015) Ege bolgesindeki pestisit kullanim oraninin % 17
diizeyinde iken, Van Goélii Havzasinda bu oranin %]1’e kadar diistiigiinii bildirmistir.
(Kaymak ve ark. 2015). Ayrica Cevre Ve Sehircilik Bakanligi verilerine gore Van ili ve

civari pestisit kullanim1 bakimimdan en alt seviye olan 5. Grupta yer alirken, Izmir 2.
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grupta yer almaktadir (Anonim 2017). Bu da Izmir bélgesinden elde edilen izolatlarda
genel olarak Van Goli Havzasindan direng bakimindan daha yiiksek bir profil ¢izmesini
aciklayabilir.

Benzer yonde yapilan arastirmalarda, Japonya'daki kivi meyve bahgelerinden
1984 yilinda izole edilen Ps pv actinidiae (Psa) izolatlarinin bakir siilfata direncinin
0.75 mM diizeyinde oldugu belirlenmistir. Bunu takiben 1987 ve 1988 yillarinda ayni
bolgeden fakat bakirin rutin olarak uygulandigi meyve bahgelerinden elde edilen bazi
izolatlarin, 2.25-3.0 mM arasinda MIC degerlerine sahip oldugu belirlenmistir
(Nakajima et al., 2002). Ayrica, Cazorla ve ark. (2002)'nin ¢alismalarinda (MIC: 0.8-2.0
mM) Pss'in bakir direng suslarinin varliginin, Mango bahgelerinde Bordeux karigiminin
stirekli olarak uygulanmasindan kaynaklanabilecegini belirtmistir. Petriccione ve ark.
(2017), calismasinda, kivi bahgelerinde Psa'nin bakir direng 1.8-3.8 Mm diizeyine
ulastigin1 ve bunun bakir bilesiklerinin yogun sekilde uygulandig1 bolgelerde meydana
geldigini belirtmislerdir.

Fakat yiiksek ve siirekli pestisit uygulanmasina ragmen duyarli suslar
popiilasyonda  gériilebilmektedir. Izmir bolgesinde yilksek oranda  pestisit
kullanilmasma ragmen direncin yayginligt % 43 oraninda (7/3) oldugu goriilmiistiir.
Cazorla ve ark. (2002), bu durumu, duyarli suslarin bakterisitler uygulamalarinin
erismedigi bolgelerde bulunmalar1 hayatta kalma sanslarini arttirabilecegini belirtmis ve
popiilasyonlardaki duyarli suslarin varli§inin agiklanmasi olarak 6ne siiriilmiistiir
(Cazorla ve ark., 2002). Calismamizda Van Golii Havzasindan izole edilen patojenler
arasinda yalnizca S45S izolatt 2 mM diizeltinde bakir direncine sahip oldugunu
goriilmistiir. Diistik diizeyde pestisit girdisine sahip olan Van Go6lii Havzasinda direncli
suslarin varlig1 ve yayginligi ¢ok diisiik diizeyde kalmistir. Bu durum Burr ve Norelli,
(1984), Paulin ve Lachaud. (1984),’nin belirttigi gibi yiiksek pestisit direnci
olmamasindan dolay1 duyarli suslarin popiilasyonda agirliklarinin devam etmesi olarak
aciklanabilir.

Bakterilerde  bakir direnci mekanizmalarimi  anlamak amaciyla bu
mekanizmalardan sorumlu genler ve faaliyetleri arastirilmistir. E.coli'de PCOABCDRSE
sistemi ilk defa kesfedildikten sonra (Tetaz ve luke, 1983), bu sisteme P.syringae de
bulunan homologu copABCDRS olarak adlandirilmistir (Cha ve Cooksey, 1991).

Tezimiz ¢ergevesinde oncelikli olarak izolatlardaki cOpA genine odaklanilmistir. Cilinkii
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PcoA ve PcoC, E. coli'deki bakir direnci pco sistemi igin kritik bir protein
iretmektedirler (Bondarczuk ve Piotrowska-Seget, 2013). Argiiello ve ark. (2013), ise
kismi Cu” direnci saglamak igin COpA ve copB genlerinin gerekli oldugunu, tam direng
icin ise copC ve copD genlerinin varligina ihtiya¢ duyuldugunu belirtmistir.
Calismamizda cOpA genini yalnizca MIC degeri 1.7 mM ve {lizeri olan
izolatlarda tespit edilmistir. Nakajima ve ark. (2002), COpA geninin varligini MIC degeri
1.5 mM ve daha yiiksek olan izolatlarda tespit ettikleri fakat diisiik MIC degeri (0.75
mM) olan izolatlarda tespit etmedikleri ¢alismalar ile de uyumludur. Baska bir
calismada, COpA geni, bakirla kirlenmis tarimsal topraklardan izole edilen suslarda tespit
edilirken, bakir icerigi diisiik olan topraklarda bulunmamistir (Altimira ve ark., 2012).
Bakteriyel hiicreler, copRS diizeyici tarafindan kodlanan iki bilesenli sinyal
iletim sistemleri araciligryla yiiksek Cu® konsantrasyonlarma tepki vermektedir.
Ortamdaki bakir seviyeleri arttikga, copS’in {irettigi kinazlar ve bunlarin benzer
gruplarinin diizenleyicileri olan copR'yi aktive etmektedir. Boylece copR doniisiimii ile
Cop grubunun aktivasyonu saglanmis olmaktadir (Mills ve ark., 1994; Argiiello ve ark.,
2013; Bondarczuk ve Piotrowska-Seget., 2013). copRS hem duyarli hem de direngli
izolatlarda bulunabililir ve hiicre bakir alim ve dengelenmesinde rol oynamaktadir
(Mills ve ark., 1994). Fakat ek olarak, baz1 calismalar, bakir direngli suslarin COpA
genine sahip olmasina ragmen, hassas olmayanlar ise bu genden yoksun oluslarina
baglamistir (Cazorla ve ark., 2002; Lejon ve ark., 2007; Petriccione ve ark., 2017).
Farkli caligmalar copA geninin; 35kb biiyiikliigiindeki pPT23D, 70.5 kb
biiyiikliigiindeki pPaCul, 62 kb biiyiikliiglindeki pPT23A-like ve 62 kb biiyiikliigiindeki
pPs0081 plazmitler iizerinde bulundugu belirlenmistir (Cooksey, 1988; Nakajima ve
ark., 2002; Cazorla et al., 2002; Gutiérrez et al., 2013). Bahsi gegen plazmitlerin
konjugatif olduklar1 ve diger bakterilere aktarilabildigi tespit edilmistir (Cooksey, 1988;
Nakajima ve ark., 2002; Cazorla et al., 2002; Gutiérrez et al., 2013). Calismamizda, 4
izolatin hepsin de belirlenen copA genlerinin plazmit iizerinde oldugu tespit edilmistir.
Ilgingtir ki, Nakajima ve ark., (2002), plazmit iizerinde COPA genini olmasina karsin,
COpRS geninin bulunmadig fakat direncin gozlendigi izolatlarin varligini tespit etmistir.
Bu durumu ise ilgili diizenleyici genlerin (COPRS) kromozomlar iizerinde olabilecegini
belirlemistir. Boylece direng olusumundan sorumlu genler konjugatif plazmitler

iizerinde oldugu, fakat bazi diizenleyici genlerin ana kromozom iizerinde de
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bulunabilecegini goriilmektedir. Ayrica, aymi ¢alismada, Pa429 susunun bakir
direncinden sorumlu copA geni, Tn5 aktarilarak etkisizlestirilmis ve bakir siilfata karsi
MIC degerinin 2.75'den 0.75 mM'ye diistiigii gézlenmistir.

Bakir toleransinda biiyilk rol oynayan diger bir 6nemli sistem, CusSR
regiilatorleri tarafindan diizenlenen CusC(F)BA efflux (disa akis) sistemidir (Argiiello
ve ark., (2013). Franke ve ark. (2003), tim Cus yapisal genleri tam bakir direnci igin
gerekli oldugunu belirtmistir. Bununla birlikte, CusC(F)BA bakir efflux kompleksinin
merkezi pompasi olan cusA proteini, cus aracili bakir direnci i¢in en 6nemli birimlerden
biri oldugunu belirtilmistir. Ayrica, y-protobacteria sinifi (PSS ve Psm igeren sinif)
arasinda, CusA/CusC c¢ifti, efflux sisteminin birlestirmek icin gerekli oldugu
goriinmektedir, ¢iinkii CusB bu sinifin ¢ogu tiyesinde bulunmadigi goriilmiistiir. CusB,
CusA-CusC kanalinin olusumu i¢in yardimci protein olabilir veya diger RND
komplekslerinden gelen homolog proteinler bu islevi yerine getirebilir (Hernandez-
Montes ve ark., 2012). Calismamizda cusA geninin varligi, test edilen hicbir izolatta
tespit edilmemistir. Aiello ve ark. (2015), bu geni ¢aligsmalarinda yalnizca 2.8 ve 3.2mM
arasinda dirence sahip olan suslarda belirlemistir. Birden fazla calismada CusCBA'nin
yalnizca bakir uygulamalarmin ¢ok yliksek oldugu veya bakir kirliligi yliksek olan
bolgelerde bulundugu tespit edilmistir (Besaury ve ark., 2013; Gutiérrez-Barranquero ve
ark., 2013; Aiello ve ark., 2015). Bu arastirmalarin bulgulart calismamizda
kullandigimiz izolatlarin higbirinin 2mM’{in {izerinde diren¢ gdstermemis olmasini ve
bu genin tespit edilemeyisini agiklamaktadir.

COpA geninin bakteri tiirleri veya tiir icinde ¢ok korunakli (stabil) oldugu birgok
aragtirma ile ortaya konmustur (Altimira ve ark., 2012; Besaury ve ark., 2013).
Calismamizda dizi analizleri sonuglarma gore yapilan dendogramda bu durum
gozlenmektedir. PS patovarlari arasinda bir fark olmadig1 ve izolatlarin farkli guruplar
icinde yer aldig tespit edilmistir. Diger taraftan cOpA geninin evrildigi veya bulundugu
ortam kosullarindan etkilendigi goriilmektedir. Kullandigimiz izolatlarin ikisi farkl
clusterlarda yer aldig1 goriilmektedir. Lejon ve ark. (2007); Altimira ve ark. (2012) ve
Besaury ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada copA genleri bulundugu ortamdan
etkilendigi ve evrildigini belirtmistir. Calismamizda Van Golii Havzasindan izole edilen
S458 izolatinin COpA geni bakimindan ¢ok yiiksek diizeyde (% 99.7) izmir izolat: P40/3

ile benzer ve ayni grupta yer aldigi belirlenmistir. Bu da her iki izolattaki bu genin
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benzer veya ayni bolgede evrilmis oldugu kanisini olusturmustur. Bu durum fide veya
iretim materyali tasinim sirasinda izolatin disaridan Van Golii Havzaya gelebilecegi
fikrini dogurmustur. Bolgeye sert ¢ekirdekli fidan girisinin bir kisminin ege bdlgesinden
oldugu diisiintildiigiinde bu ihtimal daha gii¢lii bir hal almaktadir.

Bakterilerde bakir direnci, biiyiime ortamindaki demirin mevcudiyeti ve
bakterilerin siderofor ve/veya chalkophore iiretme kabiliyeti gibi baska faktorlerden de
etkilenebilir (Yoon., 2010; Yoon et al., 2011; Argiiello et al., 2013; Patel et al., 2018).
Teitzel ve ark. (2006), yiksek diizeyde bakir (Cu™®) varliginda gelistirilen P.
aeruginosa’in metal iyon selati siderofor pyochelin’in tasinmasini kodlayan genlerin
asag1 yonde regiile edilerken, bagka bir siderofor olan pyoverdin'in iirettimini kodlayan
genlerin yukart yonde regiile edildigini belirlemisilerdir. Ayni zamanda, bakirin
ortamdaki varligi, pyoverdin iretimini indiikleriken, pyoverdin-Fe tasiyicisini (fpvA)
indiiklemez, bdylece metal hiicre disi ortamda baglansa dahi hiicre i¢ine tasinmaz.
Ayrica Braud ve ark. (2009), pyoverdin ve pyochelin’in iiretme kabiliyetine sahip P.
aeruginosa suslarinin, metal toksisitesine siderofor liretmeyen bir sustan gére daha
direngli oldugunu belirlemistir. Enterobactin olarak adlandirilan bir bagka siderofor, E.
coli'yi bakir indirgeyici olarak hareket etme kabiliyetinde oldugu ve duyarlilig: arttirdig:
belirlenmistir (Ladomersky ve Petris, 2015). Diger taraftan E. coli irettigi
yersiniabactinin ile enfeksiyon sirasinda bakiri baglamakta bdylece hiicreyi bakir
iyonlarinin toksisitesinden koruyabildigi belirlenmistir (Chaturvedi ve ark., 2012).
Yukarda belirtilen bulgular 1s18inda, ¢alismamizda bakirli ortamlara Fe*® eklendiginde
MIC degerlerinin diigiirdiiglinii goriilmistiir. Bu, demir iyonlarmin varliginin, hiicreye
daha fazla bakir iyonunun girmesine izin veren siderofor iiretimini azaltacagi ve
dolayistyla direncinin azalmasina neden olabilecegi yoniinde yorumlanabilir.

Sideroforun bakir gibi diger mineraller {izerindeki etkisini inceleyen
arastirmacilar, sideroforun bakteriyel hiicrelere toksik olan yiiksek bakir
konsantrasyonundan hayatta kalmalarinda rol oynayabilecegi belirlenmistir (Schalk ve
ark., 2011). Sideroforlar demir iyonlarmmi konsantrasyonunun diisiik oldugu cevre
kosullarinda bakteri hiicreleri tarafindan iiretilmektedir (Schalk ve ark., 2011). Ayrica,
diger minerallerin siderofor {iretmesine neden olan genleri aktive edebilecegi
belirlenmistir (Brandel ve ark., 2012; Chaturvedi ve ark., 2012). Calismamizda,

yetistirme ortaminda farkli bakir konsantrasyonlariyla demir ilave edildiginde, tiim
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izolatlarin MIC degerlerinin azaldigini tespit edilmistir. Ozellikle duyarl izolatlarda bu
etki % 100" oraninda oldugu gorilmistir. Bu, bakir igeren bir ortamda gelisen
izolatlarin transkripsiyonel profili ile agiklanabilir. Teitzel ve ark. (2006 P.
aeruginosa'nin Pyoverdin sentezinde yer alan genleri yukari regiile ederek pyoverdin-Fe
alimia dahil olan fpvA, asag regiile ettigini belirtmistir. Boylece bakir, pyoverdin-Fe
tagiyicisinin degil, pyoverdin tiretimini indiiklemistir, bdylece metal, hiicre dis1 ortamda
tecrit edilip tasinmamaktadir.

Calismamizda ayrica izolatlarin siderofor veya chalkophore iiretme kabiliyeti ile
bakir dayaniklilik seviyesi arasinda bir baglantinin varlig1 arastirilmistir. Elde ettigimiz
sonuglara gore, chalkaphore tiretim diizeyleri arttik¢a direncin arttigi goriilmektedir.
izolatlarn Cu ortamlarda chalkophore iiretme kabiliyeti, Fe™ ortamimda siderofor
iiretme kabiliyetinden daha yiiksek oldugunu gozlenmistir. Johnstone ve Nolan (2015)
ve Patel ve ark., (2018), siderforun farkli ¢esit ve rollere sahip olabilecegini
belirtmislerdir. Ayrica islevlerinin bakteri cinsleri arasinda farklilik gosterebilecegini
bildirmislerdir. Ornegin, siderofor schizokinen'in iiretimi, hiicre i¢ci Cu birikimini
artirarak Bacillus megaterium'in bakira kars1 duyarliligini arttirmig, fakat Anabaena'da
ters etki olusturarak tolerans kaznmasina neden olmustur (Johnstone ve Nolan, 2015).
Calkafor tretiminin etkinliginn ortaya konmasi COpA genine sahip olmayan izolatlar
arasindaki direng diizeyi farkliligini agiklayabilir.

Bakterilerde belirtilen bu mekanizmalar disinda bakira karsi kendini koruya
bilir. Ornegin Siilfat1 indirgeyen bakteriler (SRB) salgilartyla bakir, demir ve ¢inko gibi
metalleri baglayarak kullanilmaz forma doniistiirebilir (Martins ve ark., 2009). Ya da,
Biyosorpsiyon prosesleri yoluyla da metal iyonlarinin hiicre duvarinda bulunan metal
baglayici proteinlerle baglanmasi ile bakirin etkinligini azaltabilirler (Shamim, 2018).
Ayrica, okaryot ve prokarot organizmalarda goriilebilen metallotioneins adi verilen
kiiciik, cysteine-rich metal binding proteinleri yoluyla bakira kars1 direng sergileyebilir
(Hamer, 1986; Blindauer ve ark., 2002).

Sonug olarak;
e Van Golii Havzasindan izole edilen izolatlarin, izmir ili ve civarindan izole

edilen izolatlardan daha diisiik direng seviyelerine sahip oldugu tespit edilmistir.
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e Bir pestisit olarak, mancozeb'li Bordeaux karigimi en yiiksek etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Diger taraftan etkili maddesi yalnizca bakir olan dort formulasyon
arasinda, bakir oksikloriir en basarili pestisit oldugu goézlenmistir.

e izole edilen izolatlar arasinda, 4 izolat (3’ii Izmir’dan, 1’i Van’dan) plazmit
kaynakli bakir direng geni COpA'ya sahip oldugu belirlenmistir. Bu izolatlar 1.7-2
Mm araliginda MIC degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir.

e Higbir izolatta CusA geni belirlenmemistir.

e COpA geninin DNA dizisinde olusan degisikliklerin patovarlara gére degismedigi
tespit edilmistir.

e Chalkophore tiretme kabiliyeti bakir direncinin olusmasina katki sagladig

belirlenmistir

Calismamizdan elde edilen sonuglar 1s18inda diren¢ olusumunun sinirlandirilmasi
icin alternatif yaklagimlarin gelistirilmesinin 6nemli oldugunu goriilmektedir. Ayrica;
olusan diren¢ diizeyinin kirilmasi ¢in farkli etkili madde, form ve formulasyonlarinin
yan1 sira Fe veya Mancozeb gibi pestisit veya giibreler ile birlikte kullanilmasinin daha

etkin sonuclar elde edilmesini saglayabilir.
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