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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Diinyanin ¢ay ekolojik alanlar1 kapsaminda yeri olmamasina ragmen Tiirkiye bugiin sinirlt
bir cografyada iilkesel tiilketim degerlerinin lizerinde kaliteli ¢ay tiretebilen bir iilkedir. Diger yandan
cay iretimimizin gergeklestigi Dogu Karadeniz Bolgesi cayliklari son zamanlarda c¢ay
plantasyonlarinin yaslanmasi, geng¢ cayliklarda istenmeyen varyasyonlarin belirmesi ve yogun
sentetik-kimyasal giibre tiiketiminden kaynakli toprak asitlesmesi gibi bir dizi sorunla karsi
karstyadir. Yapilan aragtirmalar ¢ay gelisimi acisindan uygun pH araliina sahip alanlarin g¢arpici
bir sekilde azaldigina isaret etmektedir. Ulkemiz ¢ay tarimini tehdit eden bu kosullarda ¢ay verimi
ve kalitesini artirmaya yonelik 6nlemlerin alinmasi, alternatif uygulama ve yaklagimlarinin giindeme
getirilmesini gerektirmektedir. Bu nedenle bu proje Onerisi mevcut ve yeni kurulan ¢ayliklarda
giibreleme pratiklerinde piyasadaki muadillerinden farkli bir biyogiibrenin kullanimi diisiincesine

dayanmaktadir.
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Sekil 1. Bitkiler, mikrobiyota ve toprak arasindaki etkilesim (Jacoby ve ark., 2017)

Biyogiibreler bitkiye faydali toprak kokenli mikroorganizmalarinin tasiyict olarak
adlandirilan organik ya da inorganik bilesenler icine zerkedilmesi ile elde edilen ve bu
mikroorganizmalarin belirli siirelerde yasamasini saglayacak katki maddeleri de iceren sivi ya da
kat1 formdaki bitki gelisim {irlinleridir. Geleneksel biyogiibre modeli dogal ya da tarim toprak
ekosistemlerinden (¢ogu durumda rizosfer olarak ifade edilen bitki kok bolgesinden) izole edilmis
faydali mikroorganizmalara dayanmaktadir. Geleneksel biyogiibreler ile ilgili en 6nemli darbogaz
topraga ya da bitkiye uygulama siirecinde biyogilibre igeriginde yer alan faydali
mikroorganizmalarin popiilasyon ve aktivitelerinin korunmasi ve hatta artirilmasidir. Degisen
cevresel kosullar (iklim ve mevsimsel degisimler) ve toprak 6zellikleri (kuraklik, tuzluluk, alkalilik,
asitlik gibi abiyotik faktorler ve topraktaki biyogesitliligin baskisi-biyotik faktorler) cogu durumda
biyogiibre uygulamalarinin basarisizlikla sonuglanmasina neden olmaktadir.

Diger yandan son yillarda yapilan arastirmalar faydali toprak mikroorganizmalarinin sadece
rizosferde lokalize olmay1p bitkilerin kok, sap, yaprak ve meyve gibi farkli organlarinda da yagam
stirdiigiinii ve bitki gelisimini destekledigini ortaya koymustur. Bu gelisme sayesinde “endofitik”
(bitki i¢cinde gelisen) olarak adlandirilan bu mikroorganizmalarin bitki i¢indeki fonksiyonlarinin
ortaya konmasi ile ilgili yeni bir aragtirma alant dogmus ve ayrica biyogiibre sektorii agisindan
“bitkiye faydali endofitik mikroorganizmalar” {izerinden biyogiibre formiilasyonlarinin
gelistirilmesi seklinde yeni bir iiretim alan1 agilmistir. Bu nedenle proje Onerisinde “yeni nesil”
ifadesi kullanilmistir.
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Sekil 2. Toprak, bitki kokleri ve bitki kokiinde yasayan mikroplar arasindaki iligki (Backer ve ark.,
2018)

Endofitik mikroorganizmalar toprak kokenli olmakla birlikte “bitki-i¢i” yasamlari nedeniyle
yukarida ifade edilen abiyotik ve biyotik stres kosullarina maruz kalmazlar. Bu nedenle bu
mikroorganizmalarin bitkiye faydali olan tiirleri iizerinden kurgulanan biyogiibre formiilasyonlar
zorlu (kurak, kirli, tuzlu, alkali ve asit) toprak kosullarinda geleneksel biyogiibrelere kiyasla daha
etkindir. Literatiir arastirmasi ile Tiirkiye kosullarinda bu konuyla ilgili tiretimis bilimsel veri
olmadig1 gibi ilgili pazara sunulmus bir “endofitik mikroorganizma igerikli biyogiibre”
formiilasyonu bulunmamaktadir.

Bu bilgi ve saptamalarin 1g1ginda projenin amact “Tiirkiye Cay Tariminda” kullanilmak
iizere biyogiibre pazarina sunulabilecek yeni bir biyogiibre preparati gelistirmektir. Proje 6nerisi, (i)
farkli genotip 6zelllik ve yastaki cayliklarindan endofitik bakteri izolasyonu ve saflastirilmasi; (ii)
bitkiye faydali endofitik bakteri izolatlarinin biyokimyasal testler lizerinden belirlenmesi; (iii)
bireysel ve karigik kiiltiir optimizasyonu; (iv) elde edilen preparatlarin sera kosullarinda
gelistirilecek cay fidanlarinda denenmesi; (v) en iyi sonug gosteren iki “caya faydali endofitik
bakteri” (CFEB) preparatinin gergek cay bahcgesi kosullarinda denenmesi ve (vi) nihai CFEB
iirlinlinlin sanayi 6l¢eginde iiretilmesi asamalarini icermektedir.

Problem/Sorun

(I) Ulke ve diinya tarim sektorii dlgeklerinde ¢ok &nemli bir yeri olmasina ragmen cay
iiretimimiz son zamanlarda bazi 6nemli sorunlarla kars1 karsiyadir. Bunlar (i) ¢ay plantasyonlariin
yaslanmasina bagli azalan cay verimi ve kalitesi; (i1) yaslanmaya onlem olarak kurulan geng
cayliklarda istenmeyen genetik varyasyonlarin belirmesi; (iii) bu varyasyonlarin ¢ay yapragi
kalitesinde arzu edilmeyen degisimleri beraberinde getirmesi ve (iv) c¢aym TUretiminin hizla
gelismeye basladigi 1950°1i yillardan beri siirdiiriilen yogun sentetik-kimyasal giibre tiiketiminden
kaynakli toprak asitlesmesi gibi problemlerdir. Cayin ekonomik émrii 50 yilin altindadir. Kirkiner
yasina ulasan ¢ayliklarin yeni ¢ay klonlari ile plantasyonu 6nerilmektedir. Son 20 yilda Tiirkiye’deki
cayliklarin %30’ nun ekonomik omriinii tamamlamis (50 yildan daha yasli) cayliklardan olustugu
ifade edilmis (Ural, 2004) ve bu oran son yillarda daha da artmistir. Genglestirme amagli budama
yaklagimi ¢ogu durumda yashilik sorununu gidermemektedir. Genglestirmek maksadiyla gayliklara
uyarlanan farkli cay gesitleri genetik olarak farkli 6zelliklere sahip olduklarindan dolay1 kalite ve
tirtinde istenmeyen farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Diger yandan Dogu Karadeniz Bolgesi ¢ay tarimi
kosullarinda da uzun yillardir siirdiiriilen yogun, tek yanli kimyasal giibre (amonyum siilfat)



uygulamalarindan dolay1 toprak pH’sinin azaldig1 son zamanlarda bir¢ok arastirmacimiz tarafindan
farkli bilimsel ortamlarda dile getirilmistir (Yiiksek vd. 2009; Zenginbal, 2013; Savci, 2012;
Ozyazic1 vd. 2013). Bu bulgulardan en ¢arpici olan1 ¢ay tarimi agisindan uygun pH araligina (4.5-
6.0) sahip topraklarimizin dagilimi 1980 yilinda Rize Bolgesinde %88 ve Artvin Bolgesinde %93
iken bu degerlerin aym bolgeler icin son yillarda %4 ve %23’e diismiis olmasidir (Ozyazic1 vd.
2013). Toprak asitligi yiiksek Aliiminyum (Al) ve Mangan (Mn) toksitesi, diisiik P, K ve Mg
yarayisliligi, azalan azot baglayici bakteri aktivitesi ve artan fosfor immobilizasyonu gibi sorunlari
beraberinde getirmekte ve degisen toprak biyokimyasi ¢ay verimi ve kalitesini olumsuz
etkilemektedir.
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Sekﬁ 73 Vé 4 Rize il taﬁm top}aklarlnln pH's1 Ozyazici, M.A., Dengiz, O., & Aydogan, M. (2013).
Cay Yetistirilen Tarim Topraklarinin Reaksiyon Degisimleri ve Alansal Dagilimlari

(I) Biitiin bu darbogazlar iilkemiz ¢ay verimi ve kalitesini artirmaya yonelik yeni
yaklagimlarinin giindeme getirilmesini gerektirmistir. Bu baglamda 2007 yilinda kamu tesvikiyle
“organik cay tarimi” modeli cay iireticilerine tanitilmistir. Tarim ilaglar1 kullanilmaksizin cay
tiretebilme avantajini da kullanarak CAYKUR Rize bolgesinde bu hareketin yayilmasina 6nciiliik
etmis ve organik toprak yonetimi kapsaminda kullanilan giibre, kompost ve toprak diizenleyici
materyaller 6nem kazanmistir. 2000’li yillarin basindan itibaren organik tarim diisiincesi ve
uygulamalar i¢inde giderek artan bir ilgiyle kendine yer edinmis bir diger olgu ise hem bitki hem
de topraga uygulanabilen bitkiye faydali mikroorganizmalar igeren ‘“biyogiibreler” olmustur.
Yapilan ¢ok sayida arastirma bitkiye faydali mikroorganizmalarin azot fiksasyonu, fosfor ve
potasyum mobilizasyonu, bitki-gelisim promotorlerinin sentezi ve patojenik organizma baskilama
gibi siireglerde rol alan baz1 bakteri ve mantarlar1 oldugunu ortaya koymustur. S6z konusu bakteri
ve mantarlar dogal besin dongiilerini restore ederek toprak organik maddesinin insaasina katkida
bulunmaktadir (Saharan ve Nehra, 2011). Bu o6zelliklerinden dolay1 biyogiibrelerin geleneksel
tarimin vazgegilmez bilesenleri olan sentetik-kimyasal giibrelerin ve tarimsal miicadele unsurlariin
kullanimini azaltacagina ve toprak ve su kaynaklarini koruyacagi ongoriilmektedir (Saharan ve
Nehra, 2011). Diger yandan biyogiibre uygulamalar1 ile ilgili bazi darbogazlar mevcuttur.
Biyogiibrelerin igeriginde yer alan mikroorganizmalarin say1 ve aktivitelerinin korunmasi (ya da
beklentileri karsilayacak sekilde artirilmasi) cevresel kosullar (iklim, mevsim, toprak 6zellikleri) ile
yakindan ilgilidir. Ornegin yagis diizeyinin diisiik oldugu kosullarda dogrudan topraga uygulanan
stvi biyogiibrelerin etkinligi kuraklik, tuzluluk, alkalilik gibi abiyotik faktorlerden olumsuz
etkilenebilmektedir (abiyotik stres). Ayrica biyogiibre formiilasyonlarinda yer alan bakteri ve
mantarlar uygulandiklart yeni kosullardaki mikrobiyal popiilasyonlar ile rekabete girebilmektedir
(biyotik stres).
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Sekil 5. Rizosfer mikrobiyomu ve bitki kdkii-organizma arasindaki pozitif ve negatif etkilesimler
(Sharma ve Verma, 2018)

3. Coziim

Ulke cay tarimmin bilesenleri (toprak, cay Kkalitesi ve verimi) ile ilgili sorunlar
bulunmaktadir. Organik tarim yaklasimi ile bu sorunlara ¢éziim aranmakta ve tilkemiz ¢ay tarimi
kosullarina uygun biyogiibrelerin gelistirilmesi kullanimi bir ¢6ziim olarak goriilebilir ancak
toprak kokenli mikroorganizmalar iceren geleneksel biyogiibreler ¢ogu durumda topraktaki
abiyotik ve biyotik stres kosullarina bagli olarak etkisiz kalabilmektedir.

Oysa bitki doku ve organlarinda yasam siiren endofitik mikroorganizmalar dis ¢evre ile
temaslar1 olmadigindan yukarida ifade edilen olumsuz toprak kosullarina ve ¢evresel degisimlere
maruz kalmazlar. Bu nedenle bitki gelisimini ve verimini artirict mikroorganizma tiirleri, doku ve
toprak Orneklerinden DNA izolasyonu ile metagenomik analizler gergeklestirilip ¢ay bitkisine
Ozel; verimi ve Kkaliteyi artiran Oncelikle endofitik bakteriler olmak {izere cesitli
mikroorganizmlarin 6zellikleri eDNA ve yeni nesil dizileme gibi yeni teknolojilerle analiz
edilecektir. Bitkiye faydali olan tiirleri iizerinden kurgulanan biyogiibre formiilasyonlar1 zorlu
(kurak, kirli, tuzlu, alkali ve de asit) toprak kosullarinda geleneksel biyogiibrelere kiyasla daha
etkin olabilir. Endofitik mikroorganizmalar (genellikle bakteri ve mantarlar), normal ve zorlu
kosullar altinda bitkiye faydali bakterilerdir. Bitki besin alimini gelistirerek ve biiyiimeyi ve stresle
ilgili fitohormonlar1 modiile ederek konukgu bitkilere dogrudan fayda saglayabilirler. Dolaylh
olarak, endofitik bakteriler, antibiyotikler, hidrolitik enzimler, besin sinirlamasi ile zararlhilar ve
patojenleri hedefleyerek ve bitki savunmasini hazirlayarak bitki sagligini iyilestirebildigi de rapor
edilmistir (Azfal vd., 2019). Endofitik bakteriler konuk¢u bitkinin biiylimesini tesvik etmenin
yansira, ayn1 zamanda konukcuya stres kosullarini tolere etmede de destek olur ve ayrica ¢evredeki
rakip bitki tiirlerine karsi allelopatik etkiler saglayabilir (Rosenblueth ve Martdnez- Romero,
2006). Boylece, konukgu bitkiyi biyotik rekabet ve abiyotik stres faktorlerine karsi destekler. Cok
yillik ¢ay bitkisinin de yiliksek bir endofitik bakteri/mantarlar ¢esitliligine sahip olduguna dair
arastirma bulgular1 mevcuttur (Borah vd., 2019; Xie vd., 2020 ve Hazarika vd., 2021).
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Sekil 6. PGPR direkt ve indirekt etki mekanizmasi (Merakli ve Memon)

Literatiir taramasi ile Tiirkiye kosullarinda bu konuyla ilgili tiretimis bilimsel veri olmadig1
gibi ilgili pazara sunulmus bir “endofitik mikroorganizma igerikli biyogiibre” formiilasyonu
bulunmamaktadir.

Yukarida ifade edilen avantajlar1 goz Oniinde bulundurularak bu proje kapsaminda Rize
Bolgesi cayliklarindan izole edilen endofitik cay bakterilerinin bitkiye faydali olma vasiflar
biyokimyasal testler ile degerlendirilecek ve ¢aya faydali endofitik bakteri izolatlart deneysel
kosullarda cay bitkisine asilanarak ¢cay verimi ve kalitesine olan katkilar1 belirlenecektir.
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Sekil 8. Bitki Gelisimini Destekleyen Endofitik Cay Bakterilerinden Mikrobiyal Giibre Uretimi

4.1 Bitkisel Materyal Orneklemesi

Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Cay Arastirma ve Uygulama Merkezi (CAYMER)
kosullarinda homojen olarak gelistirilen 2 farkli ¢ay klonuna (endofitik bakteri g¢esitliligi cay
genotipinden etkilenmektedir. Tiirkiye c¢ay tariminin en biiyiik sorunlarindan biri c¢ayliklarin
yenilenmesi sirasinda farkli kiiltivarlarin kullanilmasindan dolay1 genetik agidan homojen olmayan
cay plantasyonlarinin olusmus olmasidir. Bu durumda bir ¢aylikta genetik orjini farkli birkag cay
cesidi bulunabilmektedir ve endofitik bakteri izolasyonu a¢isindan arzu edilmeyen bir durumdur.
Bu nedenle cay materyalinin toplanmasi asamasinda CAYMER kosullarinda hangi cay
klon/kiiltivarlarin oldugu bilinen ¢ayliklar tercih edilmistir.) Fener-3 ve Muradiye-10 ait 2 farkli



yas diizeyindeki (yapilan aragtirmalar ¢ayin fizyolojik yasi ve 6rnekleme mevsimine bagh olarak
endofitik ¢cay mikrobiyomunun degisik 6zellikler sergiledigini gosterdiginden proje kapsaminda
secilen Kkiiltivarlarin gen¢ ve yashi c¢ayliklarindan bahar ve yaz doneminde bitki materyali
toplanacaktir) genc ve orta yash ya da yash cayliklardan ¢ay numuneleri (yaprak, sap ve kok) 2
mevsimde (bahar ve yaz) toplanacaktir. Her ¢aylik saglikli ¢ay bitkilerinden secilen 5 birey ile
temsil edilecektir. Her caylik icin 5 bireyden toplanan yaprak-sap-kék numuneleri ayri ayri
karistirilarak bakteriyel izolasyonlar oncesi farki genotip ve yas diizeyini temsil edecek 6rnekler
hazirlanacaktir. Toplanan ve parcalanan c¢ay, bitkisel materyali steril posetlere konularak soguk
kosullarda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii
Laboratuvarlarina ulastirilacaktir.

4.2 Toprak Orneklemesi
Arastirmadan elde edilen sonuglarin yorumlanmasina katkida bulunmak iizere fiziksel ve
kimyasal toprak analizlerinin yapilabilmesi i¢in yukarida ifade edildigi lizere se¢ilen gayliklardan
toprak ornekleri de toplanacaktir. Her ¢ayligi temsilen segilen saglikli cay bitki bireylerinin
ocaklarindan toplanan 6rnekler karistirilarak kompozit 6rnekler elde edilecektir. Toprak ornekleri
de Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme Boliimii Laboratuvarlarimna
gonderilecektir.

4.3 Bitkisel Materyalin Yiizey Sterilizasyonu

Laboratuvara getirilen c¢ayin yaprak, sap ve kok oOrnekleri temiz ¢esme suyu altinda
yikanacak ve ardindan 3 dk. %70’lik etil alkolde, 2 dk. %2’lik sodyum hipoklorit soliisyonunda
bekletildikten sonra tekrar %70’lik etil alkole daldirilacaktir. Alkol ile muamele edilmis 6rneklerden
alkolii uzaklastirmak icin 6rnekler 5 kez steril su ile yikanarak yiizey dezenfeksiyonu asamasi
tamamlanacaktir. Yiizey dezenfeksiyonu yapilmis bitki drnekleri steril 0.05 mM MgCl2 tampon
cozeltisi iginde steril havan igerisinde iyice ezildikten sonra 5 dk. bekletilecektir. Yiizey
dezenfeksiyonu etkiligini test etmek i¢in farkli bitki numuneleri havanda ezilmeden 6nce kullanilan
son yikama suyundan 100 pl alinarak Nutrient Agar (NA) besiyerine steril baget ile yayilacaktir.
Elde edilen petri kaplar1 26 derecede 2 giin inkiibasyona birakilarak bakteri gelisimi olup olmadigi
kontrol edilecektir (olmamas1 durumunda sterilizasyon basarili olarak kabul edilecektir)

4.4 Bitkisel Materyalin Yiizey Sterilizasyonu

Havanda bulunan siispansiyonlar seri olarak sulandirildiktan sonra King’s B Agar (KB),
tryptic soy agar (TSA) ve Nutrient Agar (NA) besi yerlerine bagetle yayilacaktir. Farkli se¢ici ve
genel besi yerlerinde gelisen ve morfolojik olarak birbirinden farkli goriilen bakteri kolonileri
teshis ve calismalarda kullamlmak {izere uygun besi yerleri iizerinde saflastirilacaktir. Izolatlar
rutin ¢alismalar i¢in uygun besi yeri iceren steril plastik petrilerde (6 cm) veya egik Agarda +4
derecede kisa siireli veya steril %40°’lik steril Gliserol igeren Cryo Eppendorf tiipler igerisinde derin
dondurucuda (-80 derecede) saklanacaktir.

4.5 Mikrobiyom metabarkodlama
Aliman bitki o6rneklerinden klasik veya kit bazli yontemler ile bakteri DNA’lar1 izole
edilecektir. Izole edilen DNA’lar evrensel bakteri primerleri olan 16S rRNA primerlerini iceren PCR
reaksiyonuna sokularak her bir bakteriyi tanimlamamizi saglayacak hedef gen bolgeleri (barkod
bolgeler) tespit edilecektir.
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Sekil 9. Cevresel DNA c¢alismalarindaki ana unsurlar ve bunlarin taksonomi, molekiiler filogeni ve
popiilasyon genetigi calismalarindaki rolleri

4.6 Dizileme ve biyoinformatik analizler
Cogaltilan hedef bakteri gen bolgeleri yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri ile

dizilenecektir. Alinan dizi bilgileri say1, boyut ve kalite bakimindan DADAZ2, obitools ve silva gibi
biyoinformatik araglar ile analiz edilip filtrelenerek bitkinin ¢esitli kisimlarindaki mikrobiyom
cesitliligi tespit edilecektir.
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4.7 Bitkiye Faydal Endofitik Bakteri Testleri

Derin dondurucuda muhafaza edilen stok bakteri kiiltiirlerinden NA besi yerine ¢izgi ekim
yapilarak petriler 27 derecede 48 saat gelistirilecektir. inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri
kiiltiirlerinden bir loop alinarak Nutrient Broth (NB) besiyerine aktarilacaktir. Bakteri
inokulasyonu yapilan sivi besi yerleri bir gece calkalayicida 140 rpm’de inkiibe edilecektir. Elde
edilen bakteri soliisyonunun konsantrasyonu sdH2O ile 107 cfu/ml olacak sekilde ayarlanacaktir.
KB besi yerine (20 g L-1 Pepton; 1.5 g L-1 K2HPO4; 1.5 g L-1 MgSO4 7H20; 10 ml L-1 gliserol;
16 g L-1 agar) (King 1954) ekimi yapilan endofitik ¢ay bakterileri 24 saat gelistirildikten sonra
KOH testine tabii tutularak gram reaksiyonlar1 saptanacaktir. Izolatlar bitki patojeni olmalarina
kars1 tiitiinde Hypersensitif Reaksiyon (HR) testine tabi tutulacaktir. (Schaad ve ark. 2001).



4.7.1 Azot Fiksasyon Potansiyelinin belirlenmesi
Cay-endofitik bakteri izolatlarinin atmosferik azotu baglayabilme yetenekleri azot
icermeyen Jensen besiyerinde (gelisimine gore degerlendirilecektir. Izolatlar besi ortamma 3
tekerriirlii olarak inokule edilecek 28 derecede 8 giin inkiibasyondan sonra besi yerinde gelisim
gosteren izolatlar azot baglama yoniinden pozitif kabul edilecektir (Ahmad ve ark., 2008; Bashan
ve ark, 1993).

4.7.2 Fosfor Cozme Potansiyelinin belirlenmesi
Cay-endofitik bakteri izolatlarinin fosfor ¢6zme kabiliyeti Pikovskaya besi yerinde 25
derecede 10 giin inkiibe edilen izolatlardan kolonileri etrafinda “halo zone” sergileyen bireyler
pozitif (fosfat ¢dzen) olarak degerlendirilecektir. Bu bireylerin arasindaki fark Kumar ve Ram,
(2014) tarafindan bildirilen fosfat ¢c6zme etkinligi indeksi [(halo zone gelisim ¢ap1 — koloni ¢apr) /
(koloni ¢ap) x 100)] kullanilarak hesaplanacaktir.

4.7.3 Siderofor Sentezi Potansiyelinin belirlenmesi
Cay-endofitik bakteri izolatlarinin siderofor sentezi potansiyeli Pérez-Miranda ve ark., 2007
tarafindan bildirildigi gibi hazirlanan Chrome azurol S (CAS) ortaminin 10 ml’si agar lizerinde
gelistirilen bireysel izolatlarin iizerine uygulanacaktir. Mavi renkli CAS ortaminin agik turuncuya
dontisiimii siderefor iiretim fonksiyonunun 6l¢iitii ve renk doniisiimiin turuncu-sar1 arasindaki
degisimi ise siderofor iiretim diizeyinin 6l¢iiti olarak degerlendirilecektir (Kataoka ve ark., 2017).

4.7.4 izolatlarin Indol-3-asetik asit (IAA) Sentezi Potansiyelinin belirlenmesi
Cay-endofitik bakteri izolatlarmin IAA iiretim performansinit belirlemek icin bireysel
izolatlar IAA iiretim ortaminda (30 g glikoz, 2 g beef extract, 3 g CaCO3, 1 mM triptofan-pH 7, 1
L destile su) 4 giin boyunca 25 derecede gelisime alinanacak, takiben 9000 rpm ‘de 10 dk siire ile
santrifiij edilecektir. Ust fazin 300 pl’si 1.2 ml Salkowski ayraci (%2’lik 0.5M FeCl3, %35
perklorik asit) ile reaksiyona alinarak olusan renk reaksiyonu 535 nm dalgaboyunda okunacaktir
(Acuna et al., 2011).

475 1lzelatlarmm  1-Aminocyclopropane-1-Carboxylic Acid (ACC) Deaminaz
Potansiyelinin belirlenmesi
Cay-endofitik bakteri izolatlarinin ACC deaminaz aktivitesi Penrose ve Glick (2003)’e gore
Dworkin ve Foster (DF) besiyeri kullanilarak gerceklestirilecektir. Azot kaynag1 igermeyen bu
ortam negatif kontrol (NK) olarak kullanilacaktir. Pozitif kontrol (PK) i¢in ayni igerige 2 g L-1
(NH4)2S0O4 azot kaynagi eklenecektir. ACC-deaminaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla azot
kaynagi ((NH4)2SO4) yerine 6 mM steril ACC soliisyonu (filtre edilerek sterilize edilmis)
hazirlanmis ve bu soliisyon (NH4)2SO4 icermeyen kati besiyeri yiizeyine 100 pL eklenerek
yayilacaktir. ACC oda sicakliginda tamamen kuruduktan sonra test edilecek izolatlar ¢izgi ekim
yontemiyle ekilecektir. Petriler 28 derecede 48-72 saat inkiibe edilerek koloni gelisimi gézlenecek
ve ACC ilave edilmis ortamda gelisen fakat NK’de gelismeyen izolatlar yeniden besi ortamlarina
ekimleri yapilacaktir. ikinci asamada benzer sekilde gelisimi gosteren izolatlarin ACC deaminaz
iiretim yeteneginin oldugu kabul edilecektir. Yukarida detaylari verilen aksenik kosullarda
gerceklestirilen biyokimyasal testlerde en yiiksek ol¢lim degerlerini gosteren izolatlardan bitkili
deneysel calismalarda kullanmak iizere bir “caya faydali endofitik” (CFE) bakteri koleksiyonu
olusturulacaktir.
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4.8 Caya Faydah Endofitik Bakterilerin Bitkili Kosullarda Performans Degerlendirmesi
Olusturulan CFE koleksiyonundan secilen bireylerin cay verimi ve kalitesini destekleme
Ozelliklerini ortaya koymak i¢in sera ve ¢aylik denemeleri gergeklestirilecektir.

4.8.1 Sera Denemesi

CAYMER tarafindan temin edilecek farkli klonlara ait gay celikleri peat-perlit (%50 v/v)
karigimindan olusan ortamlara sasirtilarak kdklendirmeye birakilacaktir. Koklendirilen cay fideleri
Rize kosullarindan toplanan ¢ay topragi kullanilarak tesadiif parselleri deneme desenine gore saksi
denemesi kurulacaktir. Denemede farkli CFE bakterilerinin (bireysel ve konsorsiyum
uygulamalarinin) ¢ay verimi ve kalitesi lizerindeki etkileri caya verilen dozlarda kimyasal ve organik
giibre (ticari kompost) ve kontrol (sadece ¢ay) uygulamalari ile kiyaslanacaktir.

4.8.2 Caylhik Denemesi

Sera denemesinden elde edilen sonuglarm degerlendirmesi sonucunda sadece en iyi
performansi gosteren bir ya da iki CFE bakteri uygulamast CAYMER kosullarinda farkli klonlardan
olusan cayliklarda gercek kosullarda denemeye tabii tutulacaktir. Sera calismasina benzer sekilde
farkli CFE bakterilerinin (bireysel ve konsorsiyum uygulamalarinin) ¢ay verimi ve kalitesi
iizerindeki etkileri ¢aya verilen dozlarda kimyasal ve organik giibre (ticari kompost) ve kontrol
(sadece cay) uygulamalar1 ile kiyaslanacaktir.

4.8.3 Caylik Denemesi
Yukarida ifade edilen sera ve ¢aylik caligmalarinda en 1yi performansi gosteren uygulamalarda
yer alan CFE bakterilerin tespiti DNA sekans analizi ile belirlenecektir.

Yenilikci (Inovatif) Yonii

Proje onerisinin temel diigiincesi cay bitkisi i¢inde yasam siiren faydali bakterilerden
biyogiibre elde edilmesi ve bunun caym verim ve kalite Ozelliklerini artirmasi diisiincesine
dayanmaktadir. Konvansiyonel tarim anlayigi i¢inde tarimsal kimyasallarin (6zellikle sentetik
giibrelerin) yogun olarak kullanilmasindan dolayr tarim topraklari giderek vasiflarini
kaybetmektedir. Bu agidan topragi korumaya yoénelik yaklasimlar arasinda daha az ya da hig
kimyasal kullanmamaya dayanan organik toprak uygulamalari kamu ve akademik c¢evrelerden
biiyiik ilgi gormektedir. Bu uygulamalar i¢inde bitki gelisimini destekleyen faydali
mikroorganizmalar iceren ‘“biyogiibreler”’in satis degerleri giinlimiizde milyon dolarlarla ifade
edilirken 2025’te milyar dolarlara ulasacagi dngdriilmektedir. Genel fikir birligi 2019-2027 arasinda
diinya biyogiibre pazarinin yillik %10-12 artig gosterecegi yoniindedir.

Diger yandan Tiirkiye biyogiibre sektorii biiylik oranda ithalata dayanmaktadir ve yerli
iretimler muadili ithal Grtinleri ile rekabet edememektedir. Her ne kadar yerli biyogiibre iiretimine
yonelik kamu, iiniversite ve 0zel sektor girisimleri olsa da standart kalitede iiriin elde etme,
uygulama zorluklar1 ve zorlu toprak kosullari gibi nedenlerle sikintilar yasanmakta ve yerli
biyogiibre pazari1 olusamamaktadir.

Bitkinin sadece rizosferini degil endofitik olarak adlandirilan bitkinin ayn1 zamanda yaprak,
sap ve kok i¢i mikroorganizmalar kullanilacaktir. Ornekleme, geng cay bitkileri {izerinde
yapilacaktir. Tespit yontemi olarak ise kiiltlir bazli yontem yerine metabarkodlama yontemini yani
tek bir 6rnekleme ve DNA izolasyonu sonrasinda tiim mikrobiyomu tiir seviyesinde tespitine olanak
veren yeni nesil bir yontem kullanmay1 amagliyoruz. Metabarkodlama yontemi ile elde edilen veriler



11

cesitli biyoinformatik yontemler ile analiz edilecek ve takip eden literatiir taramasi sonrasinda ise
kiiltiirlemeye ve bitki gelisimine en uygun suslar se¢ilip bu suslar lizerinde kiiltiir optimizasyon
deneyleri gergeklestirecegiz.

Projemizin ilerleyen is paketlerinde kiiltiire edilen tiirleri doga dostu ve geri doniistimii
destekleyen organik atik kompostlari ile zenginlestirilerek kati bir giibre karigimi elde etmeyi
ongormekteyiz. Uriiniimiiziin bitki tiiriine (cay) spesifik olmasi onun bir diger dzgiinliigiinii ve
potansiyelini gostermektedir. Sloganimiz olan “Kisiye 6zel ilag, bitkiye 6zel giibre” ‘nin de
vurguladigr gibi triiniin gelecekte ayni is akisi ile farkli bitkilere uygulanabilirligi gelecek vaat
etmektedir.

Proje onerisi gerek biyogiibre materyali olan faydali bakterileri farkli bir bilimsel yaklagimla
(rizosfer topragi yerine bitki-i¢i yasam alemi) elde etme diisiincesi ve gerekse ¢ay tarimi gibi
problemleri olan (toprak asitlesmesi, genetik kirlilik, yiiksek kimyasal giibre tiikketimi ve bunlara
bagl diisiik verim ve kalite) bir liretim sektoriinde bu diisiinceyi hayata gecirmeyi hedeflemesiyle
yenilik¢idir. Literatiir ve pazar aragtirmalar1 sonucunda Tiirkiye’de bir ilk olacaktir.

Son olarak Avrupa Yesil Mutabakati, Paris Iklim Anlasmas: gibi uluslararasi anlagsmalara

uygunlugun yaninda BM'nin siirdiiriilebilir kalkinma hedeflerinden 12 tanesine ulasarak uygun bir
is modeli ve liriinle rakiplerimizden avantajli konumdayiz.

RakLp

Analizi

N
Supersol

Tklim eylem .
m planlarina Izi:?::: Yok
wygunluk

Toprak analizi sonucuna
% gore her bitki topragina Yok

ox3l

6. Uygulanabilirlik

Projenin hayata gegmesi farkli ¢ay klonlarindan elde edilen ¢aya faydali endofitik (CFE)
bakterilerin gergek ¢aylik kosullarinda gdsterecegi performans sonrasinda ticari lgekte tiretilmesi
ile miimkiin olacaktir. Buna gore ¢ay bitkisinden izolasyon ve biyokimyasal laboratuvar testleri (6-
12 ay) ve sera ve ¢aylik deneme (6-12 ay) stliregleri sonrasinda ticari 6lgekte tiretime gecilebilecektir.
Projemiz THS-2 seviyesinde (teknoloji konsepti veya uygulamasi formiile edildi) olup, proje
sonucunda THS-6 seviyesine (sistem/alt sistem modeli ya da prototipi, uygun cevresel ortamda
gosterildi) ulasacagi ongoriilmektedir.
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7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Proje fikrinin ilk is paketi, “caya faydali endofitik bakteri preparati” elde etmektir. Bu
preparat bireysel bir bakteriden olusabilecegi gibi birkag¢ bakteri igeren bir suni konsorsiyum da
olabilir. Projenin ilerleyen is paketlerinde bilimsel deneyler boyunca elde edilen bulgulara bagl
olarak bir biyoreaktor kullanilarak ticari dlgekte iiretilmesi ve sivi ya da kat1 bir tagiyict materyale
yiiklenerek raf dmrii olan bir {liriine dontistiiriilmesidir. Preparattan kati ya da sivi biyogiibre iiriine
doéniisiim i¢in 150-200 bin TL.

Projede ¢ay klonlarinin temini, sera-fide denemeleri ve saha (cay bahgesi) ¢alismalar1 igin
RTU CAYMER ile is birligi yapilarak kosullarindan faydalanilacak olmasi maliyeti diisiirecek en
onemli dayanaklardan biridir. Ayrica elde edilen caya faydali endofitik (CFE) bakterilerin
tanimlama asamasinda Ankara Universitesi Teknokent’te yer alan Agrigenomics Hub (AgriGx)
Hayvan ve Bitki Genomik Arastirmalar1 inovasyon Merkezi kosullarindan destek aliacaktir.

Tablo 7.1 Zaman Cizelgesi

IP |is Paketlerinin Adi ve | Kim(ler) Zaman Arahg | Basar1 Olgiitii
No | Hedefleri Tarafindan (.- Ay) ve Projenin
Gerceklestirilecegi Basarisina
Katkisi

1 | Caydan endofitik (bitki-igi) | Atakan Pipilos 3ay %30

bakteri izolasyonu Umut Ferhat
Bagpinar

Atakan Yildiz

2 | Biyokimyasal testler ve CFE | Atakan Pipilos 3ay %30
bakteri koleksiyonu elde etme | Umut Ferhat
Bagpinar

Atakan Yildiz

3 | Fide-sera denemesi Atakan Pipilos 5ay %10
Umut Ferhat
Baspiar

Atakan Yildiz
Deniz Sapaz

4 | Caylik denemesi Atakan Pipilos 5 ay %20
Umut Ferhat
Bagpinar

Atakan Yildiz
Deniz Sapaz

5 |CFE bakterilerinin | Atakan Pipilos 2 ay %10
tanimlanmast Umut Ferhat
Bagpmar

Atakan Yildiz

Proje planiniza bagl olarak maddi yonden hangi harcamalar1 hangi déonemde yapilacagi donemsel
harcama plani seklinde tablo ile belirtilmelidir.

-IP-1: M-3

-IP-2: M-1, M-3, M-4

-IP-3: M-5

-[P-4: M-5

-IP-5:
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-M-1: Aksenik Kkiiltiir ¢alismalarinda kullanmak {izere selektif besiyerleri (ya da besiyeri
kimyasallar1),

-M-2: biyokimyasal test gereksinimleri (renk reaksiyonu olusturan kimyasallar ve standartlar)
-M-3: Cam ve plastik sarf malzeme (steril petri, erlen, sise, spatiil, naylon/kagit poset, plastik kutu,
muhtelif konteyner vs)

-M-4: Aksenik kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilmak {izere temel cihazlar (1siticili ¢alkaliyici, vorteks
karigtirici, pH metre prob vs)

-M-5: Sera ve gaylik ¢alismalarinda kullanilmak tizere saksi, viyol, perlit, torf, kimyasal giibre,
kompost

Tablo 7.2.1 Projede izolasyon ve PCR asamasinda kullanilacak malzeme listesi

Malzeme Adi Kullanim M_il.<ta_r1 ve Miktarin
Amaci Birimi Gerekcelendirilmesi
EurX Bakteri DNA|5 Alman orneklerden
GeneMATRIX |izolasyonu bakteri DNA
Tissue&Bacteria izolasyonu
DNA
Purification Kit
IsoLab Ethanol [Bakteri DNA|1 x 5L Almman orneklerden
izolasyonu bakteri DNA
izolasyonu
Omni Bakteri DNA|(1 Kutu (325|Alinan oérneklerden
International izolasyonu gr) bakteri DNA
1.4Amm Ceramic izolasyonu
Bead Media
Parafilm Bakteri DNA(1 Adet 00|Alnan oérneklerden
izolasyonu mm x 38 Mt|bakteri DNA
1 x Rulo izolasyonu
Safe-Lock Tubes|Bakteri DNA|2 Adet|Alinan o6rneklerden
2mL izolasyonu (Birim bakteri DNA
miktari izolasyonu
1000)
Safe-Lock Tubes/Bakteri DNA|2 Adet|Alinan 6rneklerden
1.5mL izolasyonu (Birim bakteri DNA
miktari izolasyonu
1000)
PCR tubes 0.2 ml|Bakteri DNA|5 Adet|Alinan 6rneklerden
izolasyonu (Birim bakteri DNA
miktari izolasyonu
1000)
Vertex 10 uL|Bakteri DNA|3 Adet|/Alinan 6rneklerden
Sterile Tips izolasyonu (Birim bakteri DNA
miktari izolasyonu
1000)
Vertex 100 ulL|Bakteri DNA|3 Adet|Alman 6rneklerden
Sterile Tips izolasyonu (Birim bakteri DNA
miktar: izolasyonu
1000)
Vertex 200 uL|Bakteri DNA|3 Adet|Alman 6rneklerden
Sterile Tips izolasyonu (Birim bakteri DNA
miktar: izolasyonu
1000)




Vertex 1000 uL|Bakteri DNA|3 Adet|/Alinan orneklerden
Sterile Tips izolasyonu (Birim bakteri DNA
miktari izolasyonu
1000)

Thermo Bakteri DNA|1 Adet (2 ml)|izole edilen bakteri

Scientific Goriintiileme DNA’larimin  boyut

GeneRuler 50 bp tayini

DNA Ladder

Thermo Bakteri DNA|1 Adet (2 ml)|izole edilen bakteri

Scientific Goriintiileme DNA’larimin  boyut

GeneRuler 100 tayini

bp DNA Ladder

Thermo Bakteri DNA|1 Adet (2 ml)|izole edilen bakteri

Scientific Goriintiilleme DNA’larmmin boyut

GeneRuler 1000 tayini

bp DNA Ladder

Thermo Bakteri DNA|1 Adet (2 ml)|izole edilen bakteri

Scientific Goriintiileme DNA’larimin

Loading Dye boyanma islemi

Gel Bakteri DNA|1 Adet (500|izole edilen bakteri

Goriintiileme |gr) DNA’larinin

yiiriitiilmesi icin
gerekli goriintiileme
jeli

50X TAE Buffer |Bakteri DNA|1 Adet (1 L) |Izole edilen bakteri

Goriintiilleme DNA’larimin

yiiriitiilmesi icin
gerekli goriintiilleme
jeli
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Tablo 7.2.2 Projede bakteri kiiltiir ve optimizasyonu asamasinda kullanilacak malzeme listesi

Kullanim Miktarin
hAEL 2 G Gl Amaci Gerekcelendirilmesi
Trypticase Soy|Bakteri Kati bakteri
Agar (TSA) Kiiltiirii kiiltiirii olusturma
Lysogeny broth|Bakteri Kati ve siv1 bakteri
(LB) kiiltiirii kiiltiirii olusturma
Petri Kab1 Bakteri Kati bakteri
kiiltiiri kiiltiirii olusturma
Inokulasyon Bakteri Kati bakteri
cubugu kiiltiirii kiiltiirii olusturma
Maltoz Bakteri Bakteri kiiltiir
Kiiltiirii optimizasyonu
Glikoz Bakteri Bakteri kiiltiir
Kiiltiirii optimizasyonu
Galaktoz Bakteri Bakteri kiiltiir
kiiltiirii optimizasyonu
Fruktoz Bakteri Bakteri kiiltiir
kiiltiirii optimizasyonu
Sakkaroz Bakteri Bakteri kiiltiir
kiiltiirii optimizasyonu




Nisasta Bakteri Bakteri kiiltiir
kiiltiirii optimizasyonu
Seliiloz Bakteri Bakteri Kkiiltiir
kiiltiirii optimizasyonu
Kazein Bakteri Kiiltiire edilen
kiiltiirii bakterilerin  -40’ta
saklanmasi
Yeast extract Bakteri Bakteri Kkiiltiir
kiiltiirii optimizasyonu
Peptin Bakteri Bakteri Kiiltiir
kiiltiirii optimizasyonu
NaCl Bakteri Bakteri Kkiiltiir
kiiltiirii optimizasyonu
Erlenmayer Bakteri Bakteri kiiltiir
(500ml) Kiiltiirii optimizasyonu
Spektrofotometr |Bakteri Bakteri kiiltiir
e Ol¢iim Kiiveti |miktar tayini |optimizasyonu

Tablo 7.2.3 Projede alinacak hizmet listesi
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. Kullanim Hizmet
Hizmet Almman
Amaci
Kurum
Yeni Nesil Mikrobiyom Agrigenomics
Dizileme (NGS) 16s amplikon Hub
dizileme
Biyoinformatik | Mikrobiyom 16s Agrigenomics
Analizler Amplikon dizi Hub
bilgisi
manipiilasyonu

Cay sektoriinde CFE bakterileri lizerinden bir biyogiibre elde edilmesi ile ilgili bir proje
mevut degildir. Proje diger biyogiibre iirlinleri ile rekabete girecegi husus igeriginde yer alan faydali
bakterilerin ¢ay bitkisinin i¢inde aktivite gosterecek olmasi nedeniyle hem yapraktan hem de
topraktan uygulanabilecek olmasidir. Preparattan kat1 ya da siv1 biyogiibre {iriine doniisiim i¢in talep
edilen destek toplam1 150-200 bin TL dir.

Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Projenin hedef kitlesi ¢ay tariminda faaliyet gosteren kii¢iik ya da biiyiik 6lcekli ¢ay ciftgileri
ve ¢ay ureten Ozel sirketlerdir. Tiirkiye kisith ¢ay tiretim alanlarina ragmen, 1961 yilinda ¢ay ekim
alan1 bliylikligli ile diinyada onikinci siradayken, 2011 yilinda sekizinci siraya yiikselmis ve
1961°de diinyadaki toplam ¢ay tarim alanlarmin %1,1’ini olustururken, 2011°de bu oran %2,3’e
ulasmistir. Tiirkiye’nin 2010 yili igin diinya ¢ay pazar pay: yaklasik binde 2’ye yaklasmaktadir.
Ulkemizde cay iiretiminin illere gore dagilimini yapacak olursak ilk sirada Rize ilinin oldugu bunu
Trabzon ve Artvin’in izledigi gorilmektedir. Caykur 2015 cay sektdrii raporuna gore Dogu
Karadeniz’de 762.413 dekarlik alanda 209.084 iiretici ¢ay tarimi yapmaktadir. Dolayli ve direkt
olarak istihdam yaratici 6zelligi ile cay lilke ekonomimize yilda yaklasik 5 milyar dolar katma deger
saglamaktadir (Anonim, 2015). Cay tarim alanlarinda 2016 yilinda yapilan kadastro ¢aligsmalari
sonucunda cay tarimi yapilan alan biiytikligii 830.000 dekar olarak yenilenmistir.



9. Riskler

IP No | En Onemli Riskler Risk Yonetimi (B Plani)

1 Secilen c¢ay klonlarindan elde | Bu durumda fakli ¢ay klonlar1 denenerek
edilecek endofitik bakteri sayisi | CFE bakteri koleksiyonu genisletilmeye
M&M  kisminda ifade edilen | ¢alisilacaktir.
biyokimyasal laboratuvar (bitkiye
faydalilik)  testlerinde  beklenen
performansi gostermeyebilir.

2 Farkli ¢ay klonlarindan elde edilen | Bu durumu asmak i¢in deneysl

CFE bakteri bireyleri sera ve saha

caligmalarda hem yapraktan hem de

caligmalarinda  hangi  yollardan | topraktan uygulamalar
bitkiye girebilecegi bilinmemektedir. | gergeklestirilecektir.
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