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Due to their small size, large surface area and high reactivity, it is very important that nanoparticles used in
fungicides, bactericides, and nanofertilizers are produced using sustainable and eco-friendly methods.
Among these methods, the green synthesis method is the most suitable because of its simplicity, ease of use,
environmental friendliness, excellent biocompatibility, and low biotoxicity. As shown in Figure A,
nanosulfur was synthesized by green synthesis method using melissa leaf (Melissa officinalis L.). The
effective formation of synthesized SNPs was examined by UV-Visible spectroscopy, XRD, FTIR, FE-SEM,
EDX, TEM, particle size analysis, and zeta potential analyses. The average particle size was determined to
be between 21.4 and 126.8 nm. The synthesized nanosulfur was then applied to grapevines in the vineyard
to determine its effect against grapevine powdery mildew (Erysiphe necator Schw.) disease and to compare
it with powder sulfur. It was found that nanosulfur application was 79.21% effective and powder sulfur
application was 68.28% effective in preventing grapevine powdery mildew disease.
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Figure A. Green synthesis of sulfur nanoparticles using melissa leaf and its application in the vineyard

Purpose: The aim is to synthesize sulfur nanoparticles using a green synthesis method and to determine the
effects of synthesized nanosulfur and traditional powdered sulfur against powdery mildew (Erysiphe necator
Schw.) disease in grape vineyards.

Theory and Methods: Method; It is a green synthesis method that is simple, convenient, and
environmentally friendly, and its application was made according to the Agricultural Struggle Technical
Instruction.

Results: Characterization tests of the synthesized SNPs were performed. The average particle size was
determined to be between 21.4 and 126.8 nm. As a result of its application in the vineyard, nanosulfur was
found to be 79.21% effective against powdery mildew disease, whereas powdered sulfur was 68.28%
effective.

Conclusion: It has been proven that nano-sized sulfur can be produced by green synthesis method using
melissa leaf extract, and an environmentally friendly product can be developed as an alternative to other
chemical fungicides used to treat powdery mildew (Erysiphe necator Schw.) in vineyards.
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Melissa officinalis yapraklari kullanilarak kiikiirt nanopartikiillerinin yesil sentezi ve
iiziim baglarinda kiilleme (Erysiphe necator Schw.) iizerindeki etkisi
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ONECIKANLAR

e  Cevre dostu bir metot olan yesil sentez metoduyla kiikiirt nanopartikiillerin (SNP'ler) sentezi
. Sentezlenen nanokiikiirt pargaciklarinin karakterizasyon testleri
. Bag kiillemesi (Erysiphe necator Schw.) hastalig1 ile miicadele
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Tim diinyada ve tilkemiz bagciliginda 6nemli 6l¢iide iiriin ve kalite kayiplarina yol agan fungal hastaliklardan birisi de
Erysiphe necator Schw. tarafindan olusturulan kiillemedir. Hastalik, sicak ve kuru hava kosullarinda salkim kalitesini ve
verimini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu hastaligin miicadelesinde genellikle toz kiikiirt kullanilmakta ancak ¢ogu
zaman kiikiirtin kullanimidan dolayr bitkide fitotoksisite olugmaktadir. Giinimiizde nanopartikiiller farkli
fizikokimyasal 6zelliklerinden dolayr oldukga ilgi ¢ekmektedir. Nanopargaciklar kiigiik boyutu, genis yiizey alan1 ve
yiiksek reaktiviteye sahip olmalar1 nedeniyle fungisit, bakterisit ve nanogiibrelerde kullanilmaktadir. Nanomalzemelerin
stirdiiriilebilir ve ¢evre dostu bir yontemle iiretilmesi 6nemlidir. Bu yontemler arasinda, basitligi, kullanimi, ¢evre dostu,
mitkemmel biyouyumlulugu ve diisiik biyotoksisitesi nedeniyle yesil sentez yontemi en uygun yontemdir. Mevcut
¢alismada polifenol icerigi yiiksek ve kolay temin edilen bir bitki olan melisa yapragi (Melissa officinalis L.) kullanilarak
nanokiikiirt sentezlenmistir. Sentezlenen SNP’lerin etkin olusumu UV-Goriiniir spektroskopisi, XRD, FTIR, FE-SEM,
EDX, TEM, partikiil boyut analizi ve zeta potansiyeli analizleri ile incelenmistir. Ortalama pargacik boyutunun 21,4 ile
126,8 nm arasinda oldugu belirlenmistir. Sentezlenen nanokiikiirt iiziim bagindaki asmalara uygulanarak bag kiillemesi
(Erysiphe necator Schw.) hastaligina kars1 etkisi belirlendikten sonra toz kiikiirt ile karsilastirilmigtir. Nanokiikiirt
uygulamasinin %79,21, toz kiikiirt uygulamasinin ise bag kiillemesi hastaligini 6nlemede %68,28 etkili oldugu tespit
edilmistir.

Green synthesis of sulfur nanoparticles using Melissa officinalis leaves and its effect on
powdery mildew (Erysiphe necator schw.) in vineyard

HIGHLIGHTS

e  Synthesis of sulfur nanoparticles (SNPs) by green synthesis method, an environmentally friendly method
e  Characterization tests of synthesized nanosulfur particles
e Combating powdery mildew (Erysiphe necator Schw.) disease
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One of the fungal diseases that causes significant product and quality losses in viticulture all over the world and in our
country is powdery mildew caused by Erysiphe necator Schw.. The disease negatively affects grape cluster quality and
yield under hot and dry weather conditions. Powdered sulfur is generally used in the fight against this disease, but most
of the time, phytotoxicity occurs in the plant due to the use of sulfur. Nowadays, nanoparticles have attracted considerable
attention because of their different physicochemical properties. Nanoparticles are used in fungicides, bactericides, and
nanofertilizers because of their small size, large surface area, and high reactivity. It is quite important to produce
nanomaterials using sustainable and eco-friendly methods. Among these methods, the green synthesis method is the most
suitable because of its simplicity, ease of use, environmental friendliness, excellent biocompatibility, and low biotoxicity.
In the current study, nanosulfur was synthesized using melissa leaf (Melissa officinalis L.), which is known for its high
polyphenol content and easy availability. The effective formation of synthesized SNPs was examined by UV-Visible
spectroscopy, XRD, FTIR, FE-SEM, EDX, TEM, particle size analysis, and zeta potential analyses. The average particle
size was determined to be between 21.4 and 126.8 nm. The synthesized nanosulfur was applied to grapevines in the
vineyard to determine its effect against grapevine powdery mildew (Erysiphe necator Schw.) disease and then compared
with powdered sulfur. It was determined that nanosulfur application was 79.21% effective and powdered sulfur application
was 68.28% effective in preventing grapevine powdery mildew disease.
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1. Giris (Introduction)

Kiikiirt (S), Diinya kabugunda en bol bulunan on dordiincii element
olup, bitkinin bilylimesinde vazgegilmez bir rol oynayan ve bitkilerin
bircok biyotik ve abiyotik strese verdigi tepkileri diizenleyen bir
makro besin maddesi olarak kabul edilir [1]. Kiikdirt gibi mineral besin
maddelerinin yeterli miktarda uygulanmasi, bitki toleransini artirabilir
ve bitki stresinin hafifletilmesine katkida bulunabilir [2]. Kiikiirdiin
etkin rolii, glutatyon, fitoselatinler, glukozinolatlar ve vitaminler gibi
bir¢ok savunma bilesiginin yani sira sistein ve metionin gibi birgok
amino asitte bulunmasina atfedilebilir [3]. Modern bilimin ve ileri
teknolojilerin olaganiistii gelisimi ile elementel kiikiirt, nanokiikiirt,
polimerik kiikiirt, kiikiirt kompozitleri ve plazmonik nanoyapilar dahil
olmak tizere g¢esitli kiikiirt malzemeler tip, askeriye, tekstil endiistrisi
ve tarim gibi bircok dnemli alanlarda kapsamlt bir sekilde uygulama
alam bulmustur [4]. Ozellikle, tarimsal alanlarda mineral besin katk1
maddesi ve antifungal toksik madde olarak yaygmn bir sekilde
uygulanmaktadir. Bununla birlikte, maliyeti minimuma indirmek ve
hedef patojenlerin direncini kisitlamak i¢in uygulanan miktarmn
azaltilmasi esas olarak arzu edilir [S]. Bu baglamda, nano 6lgekteki
kiikiirt, bitki biliylimesini artirmak ve stresli kosullar1 azaltmak
amactyla nanopargaciklar (SNP'ler) olarak uygun miktarlarda
kullanilabilir. Gliniimiizde nanopargaciklar, kiitlesel emsallerinden
belirgin sekilde farkli fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle 6zel ilgi
gormektedir [6]. Nanokiikiirt, nanomalzemeler ailesinin bir iyesi
olarak boyut etkilerinin 6zelliklerinden dolay1 {iretilmektedir.
Ozellikle, sifir boyutlu kiikiirt nanomalzemeler, kolay sentez, cok
yonli islevsellikler ve enerji depolama, fotoelektrik doniisiim,
foto/elektro-kataliz, algilama, biyo-goriintiileme, biyotip,
antifungal/antibakteriyel faaliyetler, kirleticilerin ayristirilmasi, bitki
biiylime diizenleyicileri gibi Onemli alanlardaki miikemmel
uygulamalari nedeniyle ¢ok ilgi gormektedir [7-9]. Nanoteknolojinin
yasam dongiisii  lizerindeki etkisini dikkate almak i¢in
nanomalzemelerin siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu bir sekilde tiretilmesi
O6nemlidir. Arastirmacilar tarafindan nanopargaciklarin sentezi igin
farkli yontemler kullanilarak onemli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu
yontemler arasinda bitki 6zleri ile nanopargaciklarin sentezlendigi
yesil sentez yontemi [10, 11], basit, kullanisli, cevre dostu, miikkemmel
biyouyumluluk ve ultra diisiik biyotoksisite ile biiylik 6lcekli
nanokiikiirt pargaciklarmimn (SNP) hazirlanmasi igin en uygun
yontemdir. Bu yontemle nanokiikiirt parcaciklari, kapatma, stabilize
etme ve dagitma ajanlari olarak dogal bitki (Catharanthus roseus, F.
benghalensis, Melia azedarach yapraklari, feslegen yapraklari vb.)
ozleri kullanilarak sentezlenmektedir [12-15]. Bitki 6zii igindeki
fenolik ve diger kimyasal bilesikler, indirgeyici ve kapatict ajanlar
olarak nanomalzemelerin olusumunu da kolaylagtirmaktadir [16].
Rosmarinic asit birgok bitkide bulunan bir polifenoldiir. Ozellikle
kekik otu (Thymus vulgaris L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.),
melisa yapragi (Melissa officinalis L.), adagay1 (Salvia officinalis L.)
ve merzengls (Origanum majorana L.) bitkilerinde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. Yesil sentez metodu ile metal iyonlarimim
indirgenmesinde de bitkinin polifenol igerigi etkilidir. Bu nedenle
mevcut ¢aligmada, polifenol icerigi yiiksek ve kolay temin edilen bir
bitki olan melisa bitkisinin yapragi (Melissa officinalis L.) tercih
edilmistir.

Giliniimiizde liziim diizenli olarak diinya ¢apinda ilk bes meyve iriinii
arasinda yer almaktadir ve liretimi son bes yilda artmaya devam
etmektedir [17]. Uretilen iiziim, yag, kuru iiziim, meyve suyu, sofralik
lizim ve sarap dahil olmak iizere ¢ok c¢esitli ticari iiriin olarak
kullanilmaktadir. 2021 ile 2028 yillar1 arasinda, yalnizca kiiresel sarap
pazarinin yillik %4,3 bilesik biliylime orani yasayacagi ve 2021'de
340,23 milyar $ olan piyasa degerinden 456,76 milyar $’a yiikselecegi
tahmin edilmektedir [18]. Diinyada 2018 yilinda toplam asma alani
7,2 milyon ha ulagsmistir [19]. Tiirkiye ise bag alan1 a¢isindan yaklasik

417 bin ha ve %6°lik pay ile Ispanya (%16), Cin (%11), Fransa (%11)
ve ltalya’dan (%9) sonra 5. sirada yer almaktadir. Tiirkiye’nin
ardindan, ABD (%5) ve Arjantin (%3) gelmektedir. Tiirkiye bagcilik
icin en uygun iklim kusaginda bulunmakta, bag alani ve {retim
miktar1 ile de diinyadaki onemli bagcilik merkezleri arasinda yer
almaktadir. Bagcilikta verim ve kalite iizerinde birgok faktor yaninda
hastaliklar da etkili olmaktadir. Tiim diinyada ve tilkemiz bagciliginda
onemli Olgiide iriin ve kalite kayiplarina yol agan fungal
hastaliklardan birisi de Erysiphe necator (Schw.)’nin neden oldugu
kiillemedir. Bu hastalik, asmalarin tim yesil dokularin1 enfekte
edebilen ve zorunlu bir biyotrof olan Erysiphe necator Schw. [syn.
Uncinula necator (Schw.) Burr.] fungusu tarafindan meydana gelir
[20]. Bu patojen bitkilerin tiim yesil dokularini enfekte edebilir ve
enfekteli yapraklarin, govdelerin, tomurcuklarin, ¢iceklerin ve geng
meyvelerin yiizeyinde kolayca tanimabilir bir semptom olarak beyaz-
grimsi bir tozun goriinmesine neden olur. Enfekte yapraklarda
fotosentez azalir ve siklikla erken yaglanma ve dokiilme goriiliir.
Meyvelerin erken enfeksiyonu gatlamaya yol agar bu da verimi
6nemli 6l¢lide azaltir ve olgun meyvede artan asitlige ve antosiyanin
ve seker igeriginin azalmasina neden olur [21].

Yetistirilen liziim gesitlerinin biiyiik bir kismi kiilleme hastaligina
kars1 duyarlidir; bu nedenle, yetistiriciler hastaligi kontrol altina
almak amaciyla 6zellikle hastalik yogunlugunun arttig1 dénemlerde 7-
10 giinliik araliklarla fungisit uygulamak zorundadirlar. Elementel
kiikiirt, baglarda kiilleme hastaligiyla miicadelede etkili bir fungisit
olarak ilk kez 1848 yilinda 6nerilmis olup, etkinligi ve diisiik maliyeti
nedeniyle giiniimiizde hala yaygin olarak kullanmilmaktadir
[22]. Coklu etki mekanizmas: sayesinde kiilleme hastaligini kontrol
etmedeki etkinligini  siirdiirmesine ragmen, kiikiirdiin bazi
sinirlamalar1  bulunmaktadir. Bu dezavantajlar arasinda yiiksek
sicakliklarda fitotoksisite, koruyucu olarak sik uygulama gerekliligi,
sarapta istenmeyen tat bozukluklarina yol agma potansiyeli ve ¢evre
tizerinde istenmeyen etkiler olusturma riski yer almaktadir [23].

Tiirkiye'de hastaligin kontrolii i¢in Zirai Miicadele Teknik Talimatina
gore [24] uygulama yapilmaktadir. Ancak hastaligin asmada neden
oldugu zarar ve iriin kayiplart konusunda iireticilerden her yil ¢ok
sayida sikayetler alinmaktadir. Arastirmacilardan ve uygulayicilardan
gelen, bag kiillemesi hastaligina kars1 mevcut miicadele programinin
hastaligin yonetiminde yetersiz kaldig1 goriisii izerine bag kiillemesi
hastaliginin Zirai Miicadele Teknik Talimatinda ve Standart ilag
Deneme Metodunda yer alan miicadele zamanlarinda diizeltmeye
gidilmesi ve farkli cografik bolgelerde caligma yapilmasi bildirilmistir
[25]. Bu galigmada, once c¢evre dostu bir metot olan yesil sentez
metoduyla kiikiirt nanopartikiilleri (SNP'ler) sentezlenmistir. Daha
sonra Sanliurfa ili GAP Tarimsal Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigii’'ne
baglh bagda bag kiillemesi (Erysiphe necator Schw ) hastaligina kars1
hem sentezlenen nanokiikiirt hem de karsilagtirma yapmak i¢in toz
kiikiirt uygulamasi yapilmis ve sonuglari degerlendirilmistir.

2. Deneysel Methot (Experimental method)
2.1. Kimyasallar (Chemicals)

Kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup, herhangi bir
saflagtirma iglemine tabi tutulmadan alindig1 haliyle kullanilmistir.
Sodyum tiyosiilfat pentahidrat Kimyalab Sirketi'nden (Tiirkiye) ve
Sitrik asit Tekkim Sirketi'nden (Tiirkiye) satin alinmustir.

2.2. Melissa officinalis Sulu Ekstresinin Hazirlanmast
(Preparation of Melissa Officinalis Aqueous Extract)

Kurutulmus melisa yapraklari (Melissa officinalis L.) bir baharat
ogiitiiciisli kullanilarak ince toz haline getirilmistir. 10 gr 6giitiilmiis
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toz Melisa yapragi alinarak 500 mL'lik bir erlenmayer de 400 mL
deiyonize su ile dnce 60°C sicaklikta 600 rpm karistirma hizinda 1
saat daha sonra aym karistirma hizinda 24 saat ortam sicakliginda
(25°C) kangtirtlmigtir (Sekil 3). Elde edilen ekstrakt Whatman No.1
filtre kagidi ile siiziilerek toplanmig ve +4°C sicakliginda
saklanmigtir. Elde edilen bu siizlintii, yaprak ekstrakti olarak
nanokiikiirt sentezinde kullanilmustir.

2.3. Kiikiirt Nanopartikiillerinin (SNPs) Yesil Sentezi
(Green Synthesis of Sulfur Nanoparticles (SNPs))

SNP sentezi i¢in, ilk olarak 0,078 M sodyum tiyosiilfat pentahidrat
(Na2S203.5H20)  ¢ozeltisi, 50 mL deiyonize su kullanilarak
hazirlanmistir. Ardindan, hazirlanan ¢ézeltiye 20 mL melisa yapragi
oziitii ilave edilerek, 600 rpm hizinda 10 dk boyunca siirekli
karistirilmigtir. Daha sonra, karisima %20 (agirlikga) sitrik asit
(C6HsO7) ¢ozeltisinden 25 mL eklenmis ve karisim 600 rpm hizinda
1 saat siireyle karistirilmistir. Elde edilen karisimdan kati nanokdiikiirt
parcaciklarimin ayrilmas1 amaciyla, 4000 rpm’de 10 dk siireyle
santrifiijleme islemi uygulanmigtir. Santrifiij sonucunda elde edilen
¢okelti, 60 °C’de 24 saat boyunca etiivde kurutulmus ve ardindan
izlim bagindaki asmalara uygulanmak ve karakterizasyon testlerinde
kullanilmak tizere numune kaplarinda muhafaza edilmistir. Sekil 1,
yesil sentez yontemiyle nanokiikiirt sentezinde bitki Oziitii olarak
kullanilan melisa yapragmin baslangic asamasindan  son
nanomalzeme iretim asamasina kadar gecen islem basamaklarini
gostermektedir [26].

Bitki ve agaglarin kabuk, yaprak, meyve, tohum, ¢icek ve polen gibi
tiim kisimlarinda bol miktarda bulunan polifenolik bilesiklerin, reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) sinirlamada etkili indirgeyici maddeler oldugu
iyi bilinmektedir [27]. Melisa yapraklar1 da Onemli miktarda
polifenolik bilesik igerir [28]. Bu proteinler/fitokimyasallar ve sitrik
asitler tiyosiilfat ¢ozeltileriyle karistirildiginda, [Tiyosiilfat (SZO%)
kokiinde farkli islevlere sahip iki kiikiirt atomu bulunur ve iyon semasi
(0-S-S)?" 'dir. Bu kiikiirtler arasinda ortadaki kiikiirt +6 degerine ve
ikinci kiikiirt -2 degerine sahiptir], fitokimyasallar tarafindan S®* 'nin
S 'a aninda indirgenmesi ve sitrik asit tarafindan S* 'min S° 'a
oksidasyonu orantisizlagtirma siireciyle ayni anda gergeklesir.

2.4. Sentezlenen SNP'lerin karakterizasyonu
(Characterization of Synthesized SNPs)

Mevcut caligmada 200-800 nm arasinda degisen dalga boyu araliginda
Shimadzu UV-1800 marka UV-Vis spektroskopisi kullanilarak
absorpsiyon ol¢limii yapilmis ve sentezlenen nanokiikiirt pargaciklari
karakterize edilmigtir. Nanomalzemelerin atomik ve Kkristal yapisi
hakkinda bilgi almak i¢in XRD (Rigaku D/Max-2200) analizi yararl
bir Olgim teknigidir. Bu amagla sentezlenen nanokiikiirt
pargaciklarinin olusumunu dogrulamak, kristal yapisini, kristal
diizlemlerini analiz etmek ve kristal nanoparcaciklarin boyutunu
hesaplamak i¢in X-Isinlar1 Difraksiyonu (XRD) analizi yapilmustir.
Sentezlenen nanokiikiirt pargaciklarinin, kapatilmasindan ve
stabilizasyonundan sorumlu melisa yapragi ekstraktinda bulunan olasi
biyomolekiilleri belirlemek ve farkli kimyasal fonksiyonel gruplari
analiz etmek i¢in 400-4000 cm™' dalga boyu araliginda Shimadzu
S11025C (QATR-S) cihazt kullanilarak Doniisiimli  Kizil6tesi
Spektroskopisi (FT-IR) analizi yapilmistir. Sentezlenen nanokiikiirt
parcaciklarinin sekli, boyutu, morfolojisi ve dagilimi Alan Emisyonlu
Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM) (Hitachi Regulus 8230)
analizi ile kiikiirt nanopartikiillerin varligi ve elementel bilegimi
Enerji Dagilim X-Istm1  Spektroskopisi (EDX) analizi ile
belirlenmistir. Nanomalzemenin nano 6lgekte parcacik boyutunu ve
yliksek ¢ozlniirliikle kristal yapisini incelemek i¢in ise nanokiikiirt
pargaciklarinin ortalama nanopartikiil boyutunu ve boyut dagilimini
tahmin etmek tizere Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)
(Hitachi HT-7800) analizi yapilmigtir. Sentezlenen nanokiikiirt
pargaciklarinin boyutu, par¢acik boyutu analiz cihazi (NICOMP 380
ZLS, Santa Barbara, ABD) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Ayni cihazda
nanokiikiirt par¢aciklarin stabilitesini belirlemek i¢in zeta potansiyel
Olgiimii yapilmigtir. Zeta potansiyel Ol¢iimil i¢in zeta hiicresine
seyreltilmis nanokiikiirt pargacik stispansiyonu kullanilmigtir.

2.5. Sentezlenen SNP'lerin uygulanmasi
(Application of Synthesized SNPs)

Baglarda kiilleme (Erysiphe necator Schw.) hastaligina karsi
nanokiikiirt pargaciklarinin etkisini belirlemek ve toz kiikiirtle
karsilagtirmak amaciyla Sanliurfa ilinde GAP Tarimsal Arastirma

Filtrasvon

_ Sodyum
. 4 ftiyosiilfat
pentahidrat

I Toz melisa %ﬁ‘%
Melisa yaprazn =~ Kurutulmus yaprag \
melisa yagragi A\
/ Parcacigi dengeleyen \\ Yesil sentez metodu + Sitrik asit
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Sekil 1. Melisa yapragi kullanilarak yesil sentez yontemi ile nanokiikiirt parcaciklarinin sentezinin sematik gosterimi
(Schematic representation of the synthesis of nanosulfur particles by green synthesis method using melissa leaf)
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Enstitiisi. Midirligiine bagh iiziim baginda Tarimsal Miicadele
Teknik Talimatina uygun olarak nanokiikiirt pargaciklar
uygulanmistir  [29]. Denemelerde etkin madde nanokiikiirt
formiilasyonu kullamlmistir. flaglama, deneme alanmnin tamaminda
diizgiin dagilima veya hassas bolgesel ilaglamaya (kismi dal, tek dal
vb.) uygun sirt piilverizatori ile yapilmustir (Sekil 2).

2.5.1. Deneme Deseni ve Tertibi (Trial Design and Arrangement)

Deneme deseni olarak sentezlenen nanokiikiirdiin tek dozu (100
gr/100 L su), herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol dozu ve
standart toz kiikiirdiin 6nerilen dozu olan 400 gr/100 L su, 3 tekerriirlii
olarak uygulanmistir.

Uygulama Programi: Zirai Miicadele Teknik Talimatina gore,

1. llaglama: Cigekten once siirgiinler 10-15 cm oldugu dénemde,

2. llaglama: Cigek tag yapraklarmm dokiildiigii ve koruklarin sagma
tanesi iriliginde oldugu donemde yapilmustir.

Kontrol: Kontrolde hi¢bir uygulama yapilmayacaktir.

Sekil 2. Bagda yapilan ilaglama (Spraying in the vineyard)

2.5.2. Sayim ve Degerlendirmeler (Counting and Evaluations)

Uziim asmalarindaki kiilleme hastaliginin degerlendirilmesi ise
yaprak enfeksiyonlarmin gorildiigli yaprak sayimlarina gore
yapilmistir [30]. Yapraklar i¢in degerlendirme skalasi Tablo 1'de
verilmigtir.

Yaprakta sayim ve degerlendirme: Sayim yapilacak her bir omcanin
cevresindeki siirgiinlerden, dipten 3. yapraktan sonraki yapraklardan,
tesadiifen alinan 25° er yaprakta, 4 omcadan alinan toplam 100
yaprakta yapilmistir.

Sayim zamani ve sayisi: Sayimlar, son ilaglamadan sonra ilacin etki
stiresi ve hastalik etmeninin inkiibasyon periyodu (5-6 giin) kadar siire
gectikten sonra ve kontrol parsellerinde hastalik oram1 %20 ve
iizerinde oldugunda yapilmistir.

Degerlendirme: Salkimlarin degerlendirilmesinde sayim sonunda
hasta ve saglam olarak ayrilmis danelerin hastalik yiizdesi bulunarak
ve Abbott formuliiyle degerlendirilerek ilaglarin yiizde etkileri

hesaplanmistir. Yaprak degerlendirmesinde skalaya gore elde edilen
degerlerden asagida verilen formiiller ile Towsend-Heuberger
formiiliine (Es. 1) gore yiizde hastalik siddeti, Abbott formiilii (Es. 2)
ile ilaglarin % etkisi bulunmustur (Tablo 3).

Hastalik Siddeti, % =22 x100 (1)
Burada n, farkli zarar grubuna giren yaprak sayim degerleri; V,
gruplara ayrilmig zarar dereceleri (skala degerleri); N, kontrole tabi
tutulan toplam yaprak sayisi; Z, sifir grubu harig, ayn1 zamanda en
yiiksek skala degerinin grup degeri.

Etki, % =2 x100 )
Burada A, kontrolde hastalik siddeti; B, uygulamada hastalik siddeti.

Tablo 1. Bag kiillemesi hastaliginda yaprak i¢in degerlendirme
skalasi (Leaf evaluation scale for powdery mildew disease in grapevines)

Skala degeri Hastalik tanimi

0 Yaprakta hi¢ leke yok

1 Yaprakta 1-2 leke mevcut

2 Yaprakta 3-10 leke mevcut

3 Yaprakta 10 adetten fazla leke mevcut

3. Sonuglar ve Tartismalar (Results and Discussions)

3.1. Sentezlenen SNP'lerin Karakterizasyonu
(Characterization of Synthesized SNPs)

Nanokiikiirt pargaciklar1 (SNP'ler), melisa yaprak (Melissa officinalis)
ekstraktindan yesil sentez metodu ile hazirlanmistir. Sentezlenen
nanokiikiirt’iin stabilitesini ve olusumunu tespit etmek i¢in UV-Vis
spektroskopisi, kristal yapisinin belirlenmesi amaci ile XRD,
fonksiyonel gruplarin analizi i¢in FTIR, parcacik boyut dagilimmim
belirlenmesi i¢in SEM ve TEM, elementel bilesim i¢in EDX, boyutu
ve stabilitesini belirlemek i¢in parcacik boyutu analiz zeta potansiyel
6l¢timii yapilarak karakterize edilmistir.

3.1.1. UV-Vis Spektroskopisi (UV-Vis Spectroscopy)

UV-vis spektroskopisi, UV-vis spektrum bolgesindeki absorpsiyonu
ifade etmek i¢in kullanilir. 200-800 nm'lik 151k frekanslari, 2 nm ila
100 nm boyut araligindaki farkli metal nanopartikiilleri tasvir etmek
i¢in yaygm olarak kullanilir. Bu nedenle, SNP'lerin melisa yaprag:
sentezini dogrulamak i¢in UV-Vis spektrofotometre analizi
yapilmustir. Sentezlenen SNP'leri karakterize etmek i¢in 200-800 nm
araligindaki dalga boyunun maksimum absorpsiyonu (Amaks)
Ol¢lilmiistiir. Sekil 3’de melisa yapragi nanopargaciklarinin 280
nm’de maksimum absorpsiyon pik verdigi goriilmektedir. a-kiikiirdiin
260-280 araliginda maksimum optik absorpsiyon sergiledigi iyi
bilinmektedir [31]. Sekil 3’de 280 nm’de goriilen pik, SNP’lerin
basarili bir sekilde olusumunu gostermektedir. Tripathi vd. (2018)
tarafindan F. Benghalensis ve Ragab ve Saad-Allah (2020) tarafindan
O. basilicum yaprak ekstrakti kullanarak sentezledikleri SNP'ler
sirastyla 272 ve 274 nm’de maksimum absorpsiyon piki vermistir [ 14,
32].

3.1.2. XRD Analizi (XRD Analysis)
Melissa officinalis yaprak eksrakti ile sentezlenen SNP'lerin XRD
analizi Sekil 4’de gosterilmektedir. Analiz sonuglari, kirmim tepe

noktalarinin ~ konumu  ve  yogunlugu temelinde  kiikiirt
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nanopartikiillerinin kristal yapisin1 gostermektedir. Sekil 4’de diizlemlerine atfedilir. Bu piklerin goze ¢arpan konumlar1 ve
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Sekil 3. Sentezlenen SNP'lerin UV-Vis spektrumu (UV-Vis spectrum of synthesized SNPs)
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Sekil 4. Sentezlenen SNP'lerin XRD modeli (XRD pattern of synthesized SNPs)

sentezlenmis SNP'lerin kristal dogasini gdsteren birgok keskin pik yogunluklart standart kiikiirt ile iyi bir uyum i¢indedir (Toz Kirinimi
gozlenmistir. 11,43; 15,34; 23,02; 25,80; 27,68; 28,64; 31,36; 34,12; Ortak Komitesi standardi, JCPDS No. 08-0247). Kiikiirt
36,98; 42,72; 47,70; 51,18°°deki 26 pikleri sirasiyla 111, 113, 222, nanoparcaciklarinin XRD analizine iligkin benzer sonuglar literatiirde
026, 040, 313, 044, 137, 317, 319, 515, 266'daki kiikiirt kristal rapor edilmigtir [13, 32].
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3.1.3. FTIR Analizi (FTIR Analysis)

Melisa yaprak eksraktinin FT-IR spektrumlarn $ekil 5 (a)'da
gosterilmektedir. 3200-3500 cm™ araliginda gozlenen giiclii bant
alkoller/fenoller olusan (-OH) grubuna ve amidlerin (-NH)
gerilmesine atanir [12, 33]. 2930 cm™ gozlenen pik bitkideki alifatik
bilesiklerin (-CH), (-CH2) ve (-CHs) fonksiyonel gruplarmin
asimetrik ve simetrik gerilmesine atanir [34, 35]. 1634 cm'deki pik
alkenlerdeki (C=C) grubunun mevcut oldugunu ayni zamanda
karbonil fonksiyonel gruplarinin (—C=0) gerilme titresimlerine veya
amid fonksiyonel gruplarma atanabilir [36, 37]. 1400 cm™""deki pik
alkandaki (C-H) biikiilme fonksiyonel grubuna karsilik gelmektedir.
1243 cm™! pik, lakton veya flavonlardaki (C-O) gerilme titresiminin
varhgini akla getirir. 1059 cm™"'de belirgin pik, ester fonksiyonel
gruplarindaki (C-O) titresimine ve ikincil siklik alkollerdeki (C-O)
gerilmesine atfedilebilir. Son olarak 875 cm™'deki pik, aromatik
bisiklik monoterpenlerden (=C-H) grubunu temsil edebilir [38, 39].
Sentezlenen nanokiikiirt pargaciklarinin FT-IR spektrumu Sekil 5
(b)'de gosterilmektedir. Melisa yaprag: ekstraktinin 850, 1059 ve
1634 cm™!' dalga sayilarinda gozlemlenen Kkarakteristik pikler,
nanokiikiirt pargaciklarinin FT-IR spektrumunda da gézlenmistir. 466
cm™’de daha belirgin olarak goriilen keskin pik ise nanokiikiirtiin
varligini ispatlamaktadir [12].

3.1.4. FE-SEM ve EDS Analizi (SEM and EDS Analysis)

FE-SEM analizleri, melisa yaprag: ekstraktindan sentezlenen kiikiirt
nanopartikiillerin seklini, boyutunu, morfolojisini ve dagilimin
tanimlamak i¢in yapilmistir. Sentezlenen kiikiirt nanopartikiilleri i¢in
FE-SEM  goriintiileri  Sekil 6'da  goriilmektedir. FE-SEM
mikrofotograflar1 ayni zamanda ortaya c¢ikan SNP'lerin ¢oklu
dagilimimi ve safligimi da ortaya koymaktadir. Melisa yapragi
kullanilarak ~ sentezlenen nanokiikiirt parcaciklarinin FE-SEM

goriintiilerinden, birkag elipsoidal pargaciklar diginda genel olarak
tiim parcaciklarin kiiresel ve homojen dagildig1 goriilmektedir. Sadece
baz1 parcaciklar diisiik derecede topaklanma gdstermistir bu durum
kiigiik parcaciklarin birikimi olarak yorumlanabilir. Parcacik boyutu
ise 21,4-126,8 nm araligindadir. Tripathi vd. (2018), F. Benghalensis
ve Al Banna vd. (2020) R. Officinalis yaprak ekstraktindan
sentezledikleri SNP'lerin kiiresel bir sekle sahip oldugunu ifade
etmislerdir [14, 40]. Enerji dagitict X-1s1n1 spektroskopisi spektrumu
ise Sekil 7’ de verilmistir. Sekildeki spektrum kiikiirdiin varhigini
acikca gostermektedir. O ve C gibi diger elementler de esas olarak yan
iiriin olan kimyasallarin varligina baglh olarak gozlemlenmistir.

3.1.5. TEM Analizi (TEM Analysis)

Melisa yapragi kullanilarak sentezlenen kiikiirt nanopartikiillerinin
TEM goriintiileri  Sekil 8'de gosterilmektedir. Resimde diisiik
derecede topaklanma ile genel olarak parcaciklarin kiiresel sekillere
sahip olmakla birlikte baz1 par¢aciklarin kiibik sekillere sahip oldugu
goriilmektedir. Kiikiirt nanopartikiillerinin boyutlar1 21,4 ile 126,8 nm
arasinda degisen ve ortalama c¢api 23,88 nm olan bir boyut dagilimina
sahiptir.

3.1.6. Par¢actk Boyutu Analizi ve Zeta Potansiyeli Ol¢iimii
(Particle Size Analysis and Zeta Potential Measurement)

Sentezlenen nanokiikiirt parcaciklarinin parcacik boyutu analiz cihazi
kullanilarak yapilan analizi sonucunda Sekil 9’daki sonuglar elde
edilmigtir. Sekil 9°daki grafikten kiimiilatif dagilim analiz sonucunda
boyut araligi 21,4-126,8 nm ve ortalama ¢ap1 38,1 nm olan nanokiikdirt
parcaciklar1 elde edilmistir. Literatiirde farkli bitki ve yapraklar
kullanilarak yesil sentez yontemi ile yapilan ¢alismalardan elde edilen
nanoparcaciklarin boyutlarinin karsilastirilmasi Tablo 2’de verilmistir
[26].
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Sekil 5. Melissa officinalis yaprak eksraktinin (a) ve Sentezlenen SNP'lerin (b) FT-IR profili
(FT-IR spectra of (a) Melissa officinalis leaf extract and (b) synthesized SNPs)
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Nanokiikiirt parcaciklarinin yiizey yiikil ise ayni cihaz kullanilarak
Ol¢tilmiistiir. Nanoparcaciklar, nanopargacik ylizeyine zit yiiklii ince
bir iyon tabakasii ¢eken bir ylizey yiikiine sahiptir. Bu ¢alismada
sentezlenen nanokiikiirt parcaciklarmin ortalama zeta potansiyel
degeri —37,46 mV olarak bulunmustur (Sekil 10). Bulunan bu deger
sentezlenen nanokiikiirtiin yiiksek kararliliga sahip oldugunu literatiir
bilgileriyle gostermektedir [41, 42].

3.2. Baglarda Kiilleme Hastaligina Karsit Uygulama Sonuglar
(Results of Application in Vineyards for Powdery Mildew Disease)

Yerel tzim gesidi Sire (Vitis vinifera L.) asmasinda kiilleme
(Erysiphe necator Schw.) hastalifma kars1 geleneksel olarak
kullanilan toz kiikiirt ve sentezledigimiz nanokiikiirt kullanilarak
yapilan doz ¢aligmalart sonucunda yaprak degerlendirmesi yapilarak
sonuglart belirlenmistir. Kontrol parsellerinde hastalik orant %20’e
ulastiginda  yaprak degerlendirilmesine  gegilmistir.  Yapilan
degerlendirmelerde kiilleme hastaligina karst olumlu bir sonug
gozlenmistir. Sire asma yapraklarmm goriintisii  Sekil 11'de

250K X WD=12.1 mm

verilmigtir. Sire asma yapragi degerlendirmesi Tablo 1'deki dlgek
verileri kullanilarak yapilmis olup bulunan degerler Tablo 3'te
verilmigtir. Tablo 3'ten nanokiikiirtiin kiilleme hastaligina etkisinin
%79,21, toz kiikiirdiin ise %68,28 oldugu bulunmustur. Bu tespitler
dogrultusunda nanokiikiirtiin formiilasyon doz uygulamasimnin (100
g/100 L su) kiilleme hastaligma karst oldukga etkili oldugu
belirlenmistir. Uygulanan asma yapraklarinda herhangi bir
fitotoksisiteye rastlanmamustir.

Bagda, higbir uygulama yapilmayan (kontrol) (a), toz kiikiirt
uygulanmig(b) ve nanokiikiirt uygulanmig (c) asma yapraklarinin
gortintiileri Sekil 12'de verilmistir. Sekil 12 a'da goriildiigi gibi, toz
kiikiirt ve nanokiikiirt uygulamadigimiz zaman {iziim yapraklarinda
kiilleme hastaliginin olustugu agikca goriilmektedir. Ancak, Sekil 12
b ve c'de goriildiigii gibi, toz kiikiirt ve nanokiikiirt uygulamasindan
sonra yaprakta hastalik goriilme derecesinin azaldig1 ve bu azalmanin
ozellikle nanokiikiirt formiilasyonu uygulamasi sonucunda daha da
fazla oldugu agik¢a goriilmektedir.

Ju Sk R, _
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—

Sekil 6. Sentezlenen SNP'lerin FE-SEM mikrografi (FE-SEM image of synthesized SNPs)
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Sekil 7. SNP'lerin EDS spektrumu (EDS spectrum of SNPs)
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Sekil 8. Sentezlenen SNP'lerin TEM mikrografi (TEM micrograph of synthesized SNPs)
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Sekil 9. Sentezlenen nanokiikiirt pargaciklarinin boyut dagilimi (Size distribution of synthesized nanosulfur particles)

Tablo 2. Farkl: bitki tiirleri kullanilarak sentezlenen nanopartikiil ve boyutlar:
(Nanoparticles synthesized using different plant species and their sizes)

Tiir Nanopargacik boyutu (nm) Referans
Feslegen yapragi (Ocimum basilicum L.) 18,6-36,3 [32]
Biberiye yapragi (Rosmarinus officinalis) 5-80 [40]
Sarimsak (Allium sativum L.) 55,6-70,9 [43]
Bengal kaugugu yapragi (F. benghalensis) 2-15 [14]
Acanthe Phylum Bracteatum bitkisi 32,7- 50,7 [44]

Nar kabugu (Punica granatum L.) 10-40 [5]

Melia azedarach yapragi 5-80 [12]
Melissa yapragi 21,4-126,8 Bu ¢alisma
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Sekil 10. Sentezlenen nanokiikiirt pargaciklarinin zeta potansiyel analizi (Zeta potential analysis of synthesized nanosulfur particles)

Sekil 11. Sire (Vitis vinifera L.) asmasi yaprak goriintiisii
(Sire (Vitis vinifera L.) grapevine)

Sekil 12. Uygulama sonrast {iziim yapragi resimleri a) kontrol, b) toz kiikiirt ve c¢) nanokiikiirt
(Grape leaf pictures after application a) control, b) powdered sulfur, and c) nanosulfur)
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Tablo 3. Sire iiziim asmasi yapraklarinda kiilleme hastaliginin etkilerinin degerlendirilmesi
(Evaluation of the effects of powdery mildew disease on Sire grapevine leaves)

Kontrol Nanokiikiirt Toz kiikiirt Kontrol

Nanokiikiirt

Toz kiikiirt Kontrol Nanokiikiirt Toz kiikiirt
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Hastalik Siddeti (%) : 64 13,33 20,30

Etki (%) L - 79,21 68,28

4. Sonuclar (Conclusions)

Bu c¢alisma kapsaminda Melisa yapragi (Melissa officinalis)
kullanilarak yesil sentez metodu ile nanokikiirt pargaciklar
sentezlenmistir. Sentezlenen nanokiikiirt pargaciklarimin UV-Vis
spektroskopisi, XRD, FTIR, FE-SEM, TEM, par¢acik boyutu analizi
ve zeta potansiyeli 6l¢iimil gibi karakterizasyon testleri yapilarak nano
boyutta tretilebilecigi goriilmiistiir. Ayrica, sentezlenen nanokiikiirt
parcaciklarinin, bag kiillemesi (Erysiphe necator Schw.) hastaligina
kars1 etkisi ve toz kiikiirt ile karsilastirilmasi, Sanlwrfa ili GAP
Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirliigii 'ne bagl tiziim baginda Zirai
Miicadele Teknik Talimatina goére uygulamasi yapilarak
belirlenmistir.

Sentezlenen nanokiikiirt pargaciklarinin yapilan pargacik boyutu
analizi sonucuna gore boyut araliginin 21,4-126,8 nm ve ortalama
c¢apmin 38,1 nm oldugu bulunmustur. Uygulama sonrasi yaprak
degerlendirmesine gore nanokiikiirtiin belirlenen dozunun, izim
kiilleme hastaligina kars1 %79,21 oraninda etkili oldugu, toz kiikiirt
uygulamasinda ise bu oranin %68,28 oldugu belirlenmistir.
Geleneksel toz kiikiirt ile nanokiikiirtiin etkinligi arasinda %11 gibi
bir farkliligin olmasi hastalik siddetinin 6nlenmesi agisindan nemli
bir fark olarak goriilmiistiir. Uygulanan asma yapraklarinda herhangi
bir fitotoksisiteye rastlanmamustir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alisma, melisa yapragt (Melissa officinalis
L.) ozitii kullanilarak yesil sentez yontemi ile nano boyutta kiikiirt
iretilebilecegini ve iiziim baglarnda bag kiilleme (Erysiphe necator
Schw.) hastaligi ile miicadelede diger kimyasal ilaglara alternatif
olarak ¢evre dostu bir iiriin olarak gelistirilebilecegini gostermistir.

Ayrica kiikiirtiin - farkli formiilasyonlariin  kullamldigr  kirmmzi
oriimcek ve bag yaprak uyuzu miicadelesinde alternatif bir miicadele
yaklagimi sunmasi agisindan da elde dilen iiriiniin zirai miicadele
paydaslari tarafindan kullanilma olanaklar1 sunmustur.
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