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SILiCIO VIA FERTIRRIGAGAO MITIGA OS EFEITOS DA TOXICIDADE DE
COBRE APLICADO VIA SEMENTE EM PLANTAS DE SOJA

RESUMO - A aplicagao de doses inadequadas de cobre (Cu) na forma de éxido
cuprico (CuO) pode diminuir o crescimento vegetal, isso porque os limites entre a
deficiéncia e a toxicidade sdo muito préximos. Em plantas de soja, os micronutrientes
podem ser fornecidos via tratamento de sementes, sendo um método muito vantajoso
para atenuar deficiéncias na fase inicial de crescimento, mas pode ser toxico se altas
doses de fertilizantes forem aplicadas. O silicio (Si) pode atenuar os danos causados
pela toxicidade de Cu aplicado no tratamento de sementes de soja, mas nao existem
relatos. Objetivou-se avaliar os efeitos do Cu na forma de 6xido na toxicidade do metal
em plantas de soja que recebeu o Cu via tratamento de sementes e se a posterior
aplicacédo de Si via fertirrigagcdo na cultura pode mitigar esse estresse e os
mecanismos envolvidos. Foram realizados dois experimentos sob condigcéo
controlada, sendo utilizado o delineamento de blocos casualizados em ambos. No
primeiro experimento, os tratamentos consistiram em esquema fatorial de 6 x 2, sendo
o primeiro fator constituido de doses de Cu: 0, 1, 4, 7, 15 e 29 g kg™' de semente via
tratamento de sementes combinadas com dois tempos de durag&o dos tratamentos:
por 48 e 96 h, com 3 repeticbes. No segundo experimento, os tratamentos também
consistiram em esquema fatorial de 6 x 2, sendo o primeiro fator constituido das
mesmas doses utilizadas para o primeiro experimento, combinadas com a auséncia e
presenca (2 mmol L) de aplicagdo de Si via fertirrigacdo, com 5 repeticdes. As
analises foram realizadas 10 e 38 dias apds a emergéncia, no primeiro e segundo
experimento, respectivamente. A aplicacdo de Si proporcionou aumento do acumulo
de N, da eficiéncia de utilizagdo de Cu, do numero de nédulos, do teor de proteina,
diminuiu o indice de extravasamento de eletrdlitos, incrementando o acumulo de
massa seca. Altas doses de CuO fornecidos via tratamento de sementes induz
toxicidade a partir de 1 g kg™! de semente em plantas jovens de soja, observados pela
diminuicdo da massa seca das plantas conforme aumento das doses. O fornecimento
de Si via fertirrigagdo no solo foi favoravel para o tratamento de sementes com Cu
usando Oxidos ao modular a eficiéncia de uso do cobre favorecendo o acumulo de N
e consequentemente a producédo de massa seca.

Palavras-chave: estresse abidtico, estresse oxidativo, Glycine max (L) Merrill,
micronutriente, metal pesado, elemento benéfico, nanossilica



SILICON BY FERTIRRIGATION MITIGATES THE EFFECTS OF TOXICITY OF
COPPER APPLIED BY SEED IN SOYBEAN PLANTS

ABSTRACT -The application of inadequate doses of copper (Cu) in the form of cupric
oxide (CuO) can reduce plant growth, because the limits between deficiency and
toxicity are very close. In soybean plants, micronutrients can be supplied via seed
treatment, being a very advantageous method to alleviate deficiencies in the initial
phase of growth, but it can be toxic if high doses of fertilizer are applied. Silicon (Si)
can attenuate the damage caused by the toxicity of Cu applied in the treatment of
soybean seeds, but there are no reports. The objective was to evaluate the effects of
Cu in the oxide form on the metal toxicity in soybean plants that received Cu via seed
treatment and whether the subsequent application of Si via fertigation in the crop can
mitigate this stress and the mechanisms involved. Two experiments were carried out
under controlled conditions, using a randomized block design in both. In the first
experiment, the treatments consisted of a 6 x 2 factorial scheme, with the first factor
consisting of Cu doses: 0, 1, 4, 7, 15 and 29 g kg-1 of seed via seed treatment
combined with two times. duration of treatments: for 48 and 96 h, with 3 repetitions. In
the second experiment, the treatments also consisted of a 6 x 2 factorial scheme, with
the first factor consisting of the same doses used for the first experiment, combined
with the absence and presence (2 mmol L") of Si application via fertigation, with 5
repetitions. Analyzes were performed 10 and 38 days after emergence, in the first and
second experiments, respectively. The application of Si provided an increase in the
accumulation of N, in the efficiency of use of Cu, in the number of nodules, in the
protein content, decreased the rate of electrolyte leakage, increasing the accumulation
of dry mass. High doses of CuO supplied via seed treatment induce toxicity from 1 g
kg™ of seed in young soybean plants, observed by the decrease in the dry mass of the
plants as the doses increase. The supply of Si via soil fertigation was favorable for the
treatment of seeds with Cu using oxides by modulating the efficiency of copper use,
favoring the accumulation of N and consequently the production of dry mass.

Keywords: abiotic stress, oxidative stress, Glycine max (L) Merrill, heavy metal,
micronutrient, beneficial element, nanosilica



1. INTRODUGAO

O fornecimento adequado de micronutrientes, como o cobre (Cu) é de suma
importancia para incrementar as safras e o rendimentos das culturas. O Cu esta
associado com a sintese de proteina e clorofila, favorecendo a fotossintese (Yruela,
2013) e atua na fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) em leguminosas (Marschner,
1995; Malavolta et al., 1997; Epstein e Bloom, 2004; Taiz et al., 2017) beneficiando
o acumulo de N pela planta.

A exigéncia nutricional de Cu pelas culturas é baixa, mas é fundamental que as
plantas sejam adubadas com esse micronutriente dada a sua participagdo no
metabolismo vegetal (Prado, 2021). No entanto, em altas concentracées esse
nutriente pode diminuir o crescimento vegetal (Zengin e Munzuroglu, 2005). As
desordens nutricionais por toxicidade, por exemplo, podem causar a peroxidacao
lipidica e o extravasamento de eletrélitos celular (Yusefi-Tanha et al., 2020)
diminuindo eficiéncia quéantica do fotossistema Il (PSIl) (Liu et al., 2021), a eficiéncia
nutricional e o crescimento da planta.

Para alcancgar maiores produtividades, busca-se evitar deficiéncia e excesso
nutricional, atendendo a demanda de micronutrientes nas plantas, por diferentes
modos de aplicagdo, como via solo, foliar e nas sementes. A adicdo de micronutrientes
as culturas pelo tratamento de sementes, apresenta diversas vantagens, como a
melhoria na uniformidade de aplicacdo, no aproveitamento pela planta e diminuicéo
dos custos de aplicagao (Conceigao et al., 2020). Existem estudos com tratamento de
sementes de soja indicando beneficios ao corrigir a deficiéncia destes nutrientes
favorecendo o crescimento da cultura com fornecimento de Cu (Galrdo, 1999), mas
nao ha pesquisas indicando a melhor dose a ser aplicada no tratamento de sementes.

O fornecimento destes micronutrientes via tratamento de semente embora
vantajoso ao atenuar deficiéncias durante o crescimento inicial da cultura, pode ser
danoso caso seja ministrado inadequadamente, podendo induzir toxicidade na planta.
Isso ocorre porque altas concentragdes de sais proximas a semente podem prejudicar

a emergéncia das plantulas (Pessoa et al., 2000).



Formulagdes hidrossoluveis (como Cu-EDTA e sulfato de cobre) sdo mais
prontamente absorvidas pelas plantas e, consequentemente, sdo mais propensas a
prejudicar as sementes (Scott e Blair, 1988) em relagdo as fontes nanométricas
insoluveis em agua (como os Oxidos) que apresentam dissolugdo em meio acido
(Avramescu et al., 2020). O uso de fontes insoluveis (a exemplo do CuO) pode ser
uma alternativa por induzir a disponibilidade do micronutriente de forma lenta,
diminuindo os riscos de estresses por toxicidade na fase inicial de crescimento que é
a de maior sensibilidade, como observado por Montanha et al. (2021) em sementes
de soja e milho tratadas com CuO.

Uma estratégia para atenuar os efeitos deletérios causados por toxicidade de
Cu em plantas de soja seria com o uso do silicio (Si). Embora ndo seja considerado
um nutriente para as plantas, o Si atua como elemento benéfico para o crescimento e
desenvolvimento de muitas espécies de plantas (Epstein, 1994). O Si desempenha
um papel importante no metabolismo ou na atividade fisiolégica e estrutural,
aumentando a tolerancia e diminuindo os danos causados pela exposigcao a estresses
bioticos e abioticos (Liang et al., 2015), incluindo a toxicidade de metais pesados
(Epstein, 1994; Ma e Yamaiji, 2008; Cunha e Nascimento, 2009; Ali et al., 2013; Shen
et al., 2014; Keller et al., 2015).

O Si aplicado em solucdo nutritiva aumenta a defesa antioxidante da planta,
diminuindo o dano oxidativo pela producdo de compostos antioxidantes em raizes e
folhas de pepino (Cucumis sativus L.) estressadas com altas doses de Cu (Bosnic et
al., 2019). Além disso, o Si através da codeposi¢do de Si com Cu na parede celular
diminui a disponibilidade intracelular deste metal (Ali et al., 2020; Wu et al., 2013;
Etesami e Jeong, 2018).

Essas informacdes sobre a relacdo do Cu e Si foram estudadas em
experimentagao com fornecimento do Cu em solugao nutritiva e durante o crescimento
inicial de diferentes cultivos. No entanto, o fornecido do Cu via tratamento de sementes
tem maior risco de danos no vegetal pelo fato que ela esta na fase de plantula e no
crescimento inicial, pois nestes estagios a planta pode ter maior sensibilidade. Neste
contexto, o Si teria que ter acdo rapida para reverter esses danos, mas ainda nao
existem estudos nestas condigdes aferindo o potencial do Si em atenuar possivel

estresse do Cu aplicado diretamente na semente.



Além desses efeitos, estudos anteriores sugerem que o Si pode promover
impactos positivos na FBN, melhorando a simbiose leguminosa-rizébio e a nodulagao
radicular (Chung et al., 2020; Johnson et al., 2017; Putra et al., 2022). No entanto, ndo
ha informagdes sobre os efeitos do Si, especialmente com fontes inovadoras oriundas
da nanotecnologia, como a nanossilica aplicado via fertirrigagdo em plantas de soja
que receberam Cu no tratamento de sementes.

Neste contexto, fica evidenciado que os efeitos do Si em plantas de soja sédo
limitados, sem esclarecer os mecanismos fisioldgicos e nutricionais envolvidos e quais
os impactos na FBN. Assim, existe a necessidade de pesquisas que possam
compreender melhor os danos causados pela toxicidade de Cu aplicado via
tratamento de sementes, bem como, os mecanismos de atuagdo do Si em plantas de
soja sob essas condicdes.

As hipoteses que surgem sao de que: (i) elevadas doses de CuO aplicadas
durante o tratamento de sementes podem causar efeitos fitotoxicos em plantulas de
soja; (ii) o uso de CuO é eficiente em fornecer Cu no desenvolvimento inicial de soja,
evitando a deficiéncia desse micronutriente; (iii) a fertirrigacdo com Si apos a
semeadura pode atenuar desordens nutricionais por toxicidade de Cu a partir da
diminuicao do estresse oxidativo, aumentando a sintese proteica e a eficiéncia de uso
destes micronutrientes e do N, consequentemente a producdo de massa seca de
plantas jovens de soja.

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do Cu na forma de 6xido na
toxicidade do metal em plantas de soja que recebeu o Cu via tratamento de sementes
e se a posterior aplicagao de Si via fertirrigagao na cultura pode mitigar esse estresse

e 0s mecanismos envolvidos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Toxicidade de Cu em plantas de soja

O cobre (Cu) esta presente naturalmente no solo nos estados de valéncia
cuproso (Cu*) e cuprico (Cu?*) que podem estar fortemente ligados aos coloides
organominerais (Yruela, 2013; Prado, 2021). O teor médio de Cu dos solos € cerca de
30 ppm, podendo variar entre 2 a 100 ppm, no entanto, maior parte encontra-se na



forma indisponivel para absor¢do pelas plantas (Yruela, 2013). O Cu é um
micronutriente e metal de transicdo, que esta envolvido em muitos processos
fisiolégicos em plantas, podendo existir em multiplos estados de oxidagao -(Yruela,
2013).

No metabolismo vegetal sua principal fungdo € como ativador ou constituinte
de enzimas, como a amino oxidase, lacase, citocromo ¢ oxidase e polifenol oxidase
(Yruela, 2005). Apresenta fungéo estrutural em proteinas reguladoras e participa do
transporte de elétrons no processo fotossintético por ser constituinte da plastocianina,
proteina mais abundante nos cloroplastos das plantas, que atua como carreador de
elétrons nas reacgdes fotossintéticas primarias (Yruela, 2013; Prado, 2021).

Esta ainda envolvido na respiracdo mitocondrial, no metabolismo da parede
celular e sinalizagdo hormonal, fosforilagdo oxidativa, sinalizagdo da transcrigcdo e
transporte de proteinas e da mobilizagdo de Fe (Marschner, 1995; Raven et al., 1993),
influéncia na permeabilidade dos vasos do xilema a agua; controle da produgao de
DNA e RNA e reprodugdo das plantas, producdo de sementes e pdlen fértil;
mecanismos de resisténcia a doengas, principalmente fungicas.

O Cu participa do grupo prostético da Cu/Zn-superdxido dismutase (Cu/Zn-
SOD) localizada no estroma, com agao protetora na planta contra os efeitos deletérios
das espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas durante o estresse oxidativo
derivado das reagdes fotossintéticas oxigénicas (Prado, 2021).

Em leguminosas, o Cu tem papel importante na fixagdo de N, sendo requerido
pelos nédulos e promovendo aumento na nodulagdo. Dessa forma, a deficiéncia de
Cu induz diminuicao na oferta de carboidratos para a nodulacao, e pode haver inibigao
da atividade da polinoloxidase, gerando acumulo de difendis, menor producédo de
melaninas e inibicdo dos rizébios. O Cu pode também favorecer o aumento da
produgao de legemoglobina, que se deve a sua contribui¢do na retencéo de Fe nas
raizes (Prado, 2021).

As plantas requerem Cu para o adequado crescimento e desenvolvimento.
Deste modo, quando este ion nao esta disponivel sintomas especificos de deficiéncia
podem ser observados em folhas jovens e érgaos reprodutivos. No entanto, em altas
concentragdes esse micronutriente pode causar toxicidade grave em plantas (Nair e

Chung, 2014) que se deve as suas propriedades redox, isso porque o ciclo redox entre



Cu®* e Cu* pode catalisar a producdo de radicais hidroxila altamente toxicos. Por
exemplo, ele pode transferir elétrons para as moléculas de oxigénio para formar
oxidos reativos, convertendo H202 em radicais hidroxila (OH ~) aumentando o estresse
oxidativo danificando as células (Dietz e Herth, 2011; Nair e Chung, 2014), podendo
acarretar sérios danos subsequentes ao DNA, lipidios, proteinas e outras
biomoléculas (Halliwell e Gutteridge, 1984), levando ao surgimento de sintomas como
clorose e até necrose, nanismo, descoloragédo das folhas e inibicdo do crescimento
das raizes (Marschner, 1995). Certas mudangas na morfologia da raiz, como a
inibicdo do alongamento e o aumento na formagédo de raizes laterais, podem ser
relacionadas a diminui¢cdo apurada na atividade de IAA oxidases.

Ainda, a nivel celular, a toxicidade de Cu pode resultar em sérios danos, como
a ligagdo com grupos sulfidrilos em proteinas, que inibe a atividade enzimatica ou a
funcao da proteina; prejudica processos de transporte celular; inducao de deficiéncia
de outros ions essenciais e pode causar dano oxidativo (Dietz e Herth, 2011; van
Assche e Clijsters, 1990; Meharg, 1994).Para Marschner (1995), na maioria das
espécies, o nivel critico de toxidez de cobre esta entre 20-30 ug.g-1 de massa da
matéria seca. Porém, também sdo observados diferentes niveis de tolerancia ao Cu
(feijao é muito mais tolerante que o milho). Foram observados sintomas visuais de
fitotoxicidade em plantas de soja cultivadas em solo contaminado com Cu (272 mg kg
' de solo), como surgimento de clorose internerval generalizada em folhas jovens,
manchas marrons escuras seguido de ressecamento das folhas e reducdo no
crescimento (Silva et al., 2014). Plantas de soja cultivadas em solo com excesso de
Cu (500 mg kg') de Cu diminuiu a altura, biomassa e o teor de N (Xiao et al., 2022).

O aumento das concentragbes de Cu em solugao nutritiva (10-150 uyM de
CuSO0a4) causou toxicidade em plantulas de soja, principalmente na concentragéo de
150 uM de Cu observado pelo acumulo de MDA, indicando peroxidacgao lipidica da
membrana e diminuiu a biomassa e o crescimento radicular (Kulikova; Kuznetsova e
Kholodova, 2011). Plantulas de soja apresentaram inibicdo de crescimento e de
biomassa da parte aérea e do sistema radicular quando cultivadas em meio contendo
1,5-50 ym CuSO4 durante 5 dias (Kulikovaet al., 2015).

Plantas de soja cultivadas na presencga de 40 uM de Cu em solugdo nutritiva

apresentaram sintomas de toxicidade, observados pela diminuicdo na taxa



fotossintética, produgcdo de massa seca, dano oxidativo na parte aérea, assim como
aumento na concentracdo de Cu nos tecidos vegetais decorrente ao excesso desse
elemento no meio de cultivo (Schwalbert et al., 2019). Em estudo semelhante, Sepadi
et al. (2015) relataram efeito da toxicidade de Cu em soja cultivadas em hidroponia
com 50, 100 e 150 uM de Cu, onde observaram sintomas severos como clorose,
necrose, morte da parte aérea, além do aumento do teor de carotenoides e compostos
fendlicos.

Em estudos com nanoparticulas de CuO, Nair e Chung (2014) observaram que
a exposigdo a concentragbes crescentes de CuO (100, 200, 400 e 500 mg L")
apresentaram efeitos em soja, onde diminuiu o crescimento da parte aérea, o peso e
o conteudo total de clorofila, comprimento da raiz e os pesos frescos, aumentando o
nivel de perdxido de hidrogénio, atividade de POD (Peroxidase) e teor de lignina das
raizes.

O acumulo de ERO e a peroxidacdo lipidica foram observados por
Chmielowska-Bak et al. (2022) em raizes das plantulas de soja tratadas solugéo de
CuS04 contendo Cu na concentragéo 15 e 30 mg L. Efeito semelhante foi observado
por Sanchez-Pardo et al. (2012) em nddulos de soja cultivadas em solug&o nutritiva,
onde o excesso de Cu (192 uM) causou estresse oxidativo e danos a ultraestrutura

dos nédulos.

2.2 Tratamento de sementes de soja com cobre

As sementes constituem-se como o principal insumo para implantacdo de uma
lavoura, sendo assim, o uso de sementes de alta qualidade é indispensavel para
obtencdo de um estande ideal, a fim de aumentar as chances de sucesso da lavoura.
De acordo com Kolchinski et al. (2006) as sementes de soja que apresentam alta
qualidade fisiologica dardo origem a plantas com maiores taxas de crescimento e
eficiéncia metabdlica, maior producao de matéria seca e maior area foliar, bem como,
maiores rendimentos.

O uso de fertilizantes & de extrema importancia nas praticas agricolas, a fim de
fornecer nutrientes no sistema solo-planta, podendo ser realizado via solo ou

diretamente nos tecidos foliares, via pulverizagdo (Lemes et al., 2017). A pratica de



fertilizacao é responsavel por auxiliar o crescimento e desenvolvimento das plantas,
aumentando a produtividade das culturas, caso contrario a deficiéncia dos mesmos
resulta em uma série de disturbios fisiologicos (Prado, 2021; Ayub et al., 2021). A
fertilizacdo adequada com micronutrientes € de extrema importancia, visto que
micronutrientes a exemplo do Cu apresentam redistribuicao limitada no floema, o que
confere baixa mobilidade nas plantas e, por este motivo podem ser necessarias
realizacdo de mais de uma aplicagao durante o ciclo, encarecendo o processo de
producédo (Lemes et al., 2017; Prado, 2021).

Neste sentido, o tratamento de sementes com micronutrientes constitui-se
como uma alternativa altamente viavel e de relevante importancia para produg¢ao da
soja (Oliveira, 2014), visto que, ja séo utilizados produtos como: inoculantes,
fungicidas, inseticidas, nematicidas para tratar sementes de soja (Oliveira et al., 2013).

O tratamento de sementes com micronutrientes baseia-se no principio de
reserva, em que 0s mesmos serao translocados das sementes para as plantas, sendo
entdo uma importante fonte de nutricdo (Ribeiro e Santos, 1996).

Este método apresenta diversas vantagens, a exemplo da melhor uniformidade
de aplicagao dos nutrientes, ja que sdo aplicados com maior precisao no volume do
solo onde as raizes crescem, promovendo melhor aproveitamento pela planta e,
principalmente, diminuicdo dos custos de aplicagcdo (Luchese et al., 2004). As
sementes de soja cultivadas no Brasil sdo tratadas com fungicidas, com
micronutrientes e com inseticidas, visando proteger o estabelecimento das mesmas
em campo (Baudet e Peske, 2006).

O fornecimento de micronutrientes via tratamento de sementes tém se tornado
uma opg¢ao muito interessante, pois dessa forma é possivel distribuir esses nutrientes
em campo com maior uniformidade e ainda garantir que os mesmos se encontrem
préximos da zona de absorgao da raiz (Parducci et al., 1989). Isso porque o tratamento
de sementes nao requer o trafego de maquinas no campo, pois é realizado em um
armazém, o que diminui os custos energéticos e ainda evita a compactagéo do solo
(Montanha et al., 2020). Além de fornecer os nutrientes ao embrido das plantas antes
mesmo da germinacdo (Farooq et al., 2012). E uma forma eficiente de atender a
demanda nutricional, além de melhorar o percentual de emergéncia da cultura

favorecendo o desenvolvimento inicial (Nciizah et al., 2020; Frezato et al., 2021).



Estudos anteriores indicam efeitos benéficos na fisiologia e desenvolvimento
de diferentes espécies vegetais como resultado do tratamento de sementes com
micronutrientes regulares ou nanométricos (Farooq et al., 2012; De La Torre-Roche et
al., 2020; Pereira et al., 2021), a exemplo em plantas de milho (Zea mays) que foram
aplicados carbonato de Cu e ZnO nas sementes (Dias e Cicero 2016), feijao com
aplicacao de nanoparticulas de CuO (Duran et al. 2017), ZnO (Savassa et al., 2018)
e Mo (Majda et al., 2019), soja com aplicacdo de nanoparticulas de Fe, ZnO, Cu e Co
(Hoe et al., 2018) e tomate com fornecimento de nanoparticulas de éxido de ferro
(FesOa) (Lau et al., 2020), sendo restritos os trabalhos que mostrem esses efeitos em
plantas de soja que receberam CuO no tratamento de sementes.

Em um estudo realizado em campo sobre os métodos de aplicagédo de Cu,
Galrao (1999) utilizando a dose de 2,4 kg ha' de Cu, na forma de CuO no tratamento
de sementes, observou acréscimo no rendimento dos graos de soja, no segundo € no
terceiro ano de 2,94 para 3,38 t ha' e de 2,57 para 3,14 t ha™!, ou seja, um aumento
de aproximadamente de 15 e 22%, respectivamente. Estudo realizado por Hoe et al.,
(2018) verificaram Germinagao aprimorada de 57,62%, depois que sementes de soja
foram tratadas com nanoparticulas a base de Cu na dose de 50 mgL-' em relagdo ao
controle (sem tratamento), além de um aumento da massa seca e crescimento
de raizes primarias e folhas também foram relatados

O efeito da aplicagdo combinada de Cu, Zn e Mo no tratamento de sementes
de soja foi estudado por Montanha et al. (2021), e observaram que independente da
dose (2 e 4 mL kg ' CuO) ndo houve prejuizo na germinagdo das sementes e
desenvolvimento das plantulas de soja. Este estudo revelou também que os
micronutrientes aplicados via tratamento de sementes permaneceram principalmente
presos no tegumento da semente, indicando que os nutrientes ndo atingiram as
regides internas do cotilédone e do endosperma imediatamente durante o tratamento,
e que o revestimento de sementes transfere apenas uma fragcdo menor (1% até 45%)
dos nutrientes aplicados nas sementes as plantulas e maior parte dos nutrientes foram
transferidos para o solo.

A aplicagdo combinada de Cu, Mn e Zn associado com Mo foi estudada por
Teixeira et al. (2022) no tratamento de sementes de soja. Os autores observaram que

a aplicagdo da dose o6tima de (6,7 g ha ~' de Mo) quando aplicada juntamente com



Cu, Mn e Zn proporcionou aumento no acumulo de N, clorofilas, carotenoides e
compostos fendlicos, diminuindo o extravasamento de eletrdlitos e aumentando a

eficiéncia fotossintética e a matéria seca das plantas.

2.3 Importancia do silicio e sua relagao com o cobre em plantas

O silicio (Si) € o oitavo elemento mais abundante encontrado na natureza e o
segundo mais encontrado no solo depois do oxigénio. Desempenha um importante
papel nos ciclos das plantas (Sahebi et al., 2015). Constitui cerca de 28% da crosta
terrestre (Sommer et al., 2006), no entanto, contribui com apenas 0,03% da biosfera
(Fauteux et al.,2005). No solo, compostos de Si estdo geralmente presentes como
diéxido de silicio (SiO2) que compreende cerca de 50-70% da massa do solo, e em
varias formas de aluminossilicatos (Ma e Yamaji, 2006).

As plantas podem absorver o Si pelas raizes na forma de acido silicico [Si
(OH)4] presente em concentragdes entre 0,1 e 2,0 mM (pH <9) e o depois translocam
através do xilema para a parte aérea (Epstein, 1994; Yang e Zhang, 2018). Na parte
aérea, as concentracdes de Si podem variar entre de 0,1% a 10,0% da massa seca
(Liang et al., 2015), o que pode ser equivalente ou superior que alguns
macronutrientes, os quais sao fornecidos por meio de fertilizantes (Meena et al.,
2014).

Embora ainda ndo seja considerado um nutriente para as plantas, provou-se
que esse elemento é benéfico para o crescimento e desenvolvimento de muitas
espécies de plantas (Epstein, 1994). Sendo classificado por varios autores como
sendo um elemento benéfico ou util, podendo desempenhar um papel importante no
metabolismo ou na atividade fisioldgica e / ou estrutural e ainda aumentar a resisténcia
das plantas, podendo diminuir os efeitos nocivos causados pela exposicdo a
diferentes estresses bidticos e abidticos (Liang et al., 2015).

O Si promove efeitos benéficos sobre estresses abidticos (Ma e Yamaiji, 2006),
como toxidez por metais pesados (Epstein, 2009). Além disso, de acordo com Raven
(1983), plantas fornecidas com Si resistem ao acamamento, isso porque o Si confere
maior resisténcia mecéanica, proporcionando um habito ereto aos vegetais. Isso pode
ser justificado pelo aumento da rigidez das células vegetais devido a associagédo do

Si com as paredes celulares.



10

Estudos demonstram que o Si alivia os efeitos deletérios causados por metais
pesados em plantas cultivadas em solos contaminados (Chen et al.,, 2000). A
mitigac&do da toxicidade desses contaminantes ocorre pelo estimulo da producéo de
enzimas antioxidantes na planta, diminuicdo da disponibilidade desses metais no
substrato de cultivo, regulagéo da translocagao de metais da raiz para a parte aérea,
modulagao da capacidade de ligagao de cations a parede celular e complexando e co-
precipitando ions metalicos toxicos no citoplasma, sequestrando os metais no vacuolo
(Flora et al., 2019; Simkova et al., 2018).

Um dos principais efeitos do Si na diminuicido da fitotoxidade causado por
metais pesados se da pela diminuicdo da absorcao e transporte destes metais nas
plantas. Muitos autores relatam que a aplicacdo do Si melhora a tolerancia e diminue
a toxicidade dos metais pesados em muitas espécies de plantas por diminuir a
absorcao e a translocagao dos metais, bloqueando assim a sua transferéncia nos
tecidos das plantas (Adrees et al., 2015; Etesami e Jeong 2018).

Essa diminuigdo na absor¢cao de metais pode ser explicada de varias formas.
Por exemplo, na presencga do Si pode haver estimulagdo da producao de exsudatos
radiculares, que podem formar complexos com metais e diminuir assim a absorcao
pelas raizes (Kidd et al., 2001). A presencga do Si também influenciou na diminui¢gao
do transporte apoplasmatico de metais, diminuindo assim a concentracdo de metais
livre no apoplasto, o que também explica essa diminuicdo na absorgdo de metais
(lwasaki et al., 2002; Rogalla e Romheld, 2002).

Além disso, a deposicao de Si na proximidade da endoderme pode diminuir a
porosidade da parede celular dos tecidos radiculares internos, formando uma barreira
fisica que pode reduzir a concentragdo de metal no xilema (Shi et al. 2005; Cunha e
Nascimento, 2009; Keller et al., 2015). Ainda segundo Dietzel (2000), a adigdo de
silicato ao solo contribui para a polimerizacdo de compostos de silicato, os quais sdo
referidos como potenciais complexantes de metais pesados.

Quando as plantas sao expostas a fortes estresses por metais pode haver
estresse oxidativo (Kim et al., 2017) e a aplicagdo de Si pode atenuar esse estresse,
por reduzir a produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Adrees et al., 2015;
Kim et al.,, 2017). Estudos demonstram que a aplicagdo de Si pode aumentar

substancialmente o sistema de defesa da planta, reduzindo o dano oxidativo e
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alterando as atividades das enzimas antioxidantes até um certo nivel de estresse por
metal (Etesami e Jeong, 2018).

Por outro lado, sob desordens nutricionais, o Si atua positivamente aumentando
a absorcgao e translocacao de nutrientes aumentando a expressao de transportadores
na raiz, que contribui significativamente no crescimento, biomassa e nos parametros
fisiolégicos, gerando aumento da translocagao de nutrientes para os brotos, além de
modular as vias metabdlicas e melhorar a eficiéncia fotossintética (Ali et al., 2020).

A deficiéncia de Cu prejudica a atividade fotossintética, respiragdo e
compromete o crescimento, levando ao atrofiamento devido ao comprometimento dos
meristemas apicais, bem como enrolamento e murchamento das folhas
(Marschner,1995) embora haja pesquisas comprovando o efeito benéfico do Si na
toxicidade por Cu em plantas, ainda ndo ha referéncias disponiveis sobre o efeito do
suprimento de Si na deficiéncia deste elemento.

Varios autores relatam a acdo benéfica do Si em plantas sob estresse de Cu.
Em estudos com bambu (Bambusa vulgaris), foi observado que a presenga de 1,1 mM
de Si na forma de acido monossilicico de potassio-metassilicato diminuiu o dano
visivel causado pela alta concentracdo de Cu (100 uM de Cu), aumentando a
propor¢ao de ligantes de Cu, os quais podem ligar e aumentar o sequestro de Cu em
uma forma que pode ser menos téxica (Collin et al., 2014).

Plantas de trigo (Triticum turgidum L.) tratadas com 30 yM de Cu, a dose de 1,0
mM de Si fornecido na forma de acido silicico proporcionou diminuicdo na absorcéo e
translocagcado de Cu da raiz para a parte aérea (Keller et al. 2015). Em plantas de
pepino (Cucumis sativus L.) sob estresse por Cu (10 uM), o Si na concentracao de
1,5 mM na forma de Si (OH)4 aumentou a tolerancia pela complexagdo com o metal
(Bosnic et al., 2019).

Os estudos envolvendo a sinergia do Si e o Cu foram realizadas com fontes
convencionais soluveis e desenvolvidos em solugdo nutritiva, ndo havendo estudos
com fontes inovadoras, como a nanosilica em plantas de soja.

A nanosilica é uma fonte insoluvel de Si que consiste em nanoparticulas de
diéxido de silicio (SiO2) em dispersao coloidal, que apresenta caracteristicas fisico-

quimicas distintas das fontes ndo nanoparticulada, isso se deve basicamente pelo
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pequeno tamanho, (geralmente inferior a 100 nm), elevada area superficial e variadas
formas (de Souza Junior et al., 2022).

A penetrabilidade e a alta area de superficie das nanoparticulas de Si os
tornam competentemente mais eficazes no uso do elemento em comparagado com as
fontes tradicionais. Apresentam uma melhor biodisponibilidade e sua eficacia na
qualidade nutricional € pronunciada e, podem também estimular o crescimento e

aumentar o rendimento promover o bom desempenho da planta (Hu e Xianyu., 2021).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e Condi¢goes de crescimento

Foram realizados dois experimentos na Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil, no periodo de janeiro a fevereiro
de 2022. Um lote de sementes de soja nao tratadas da cultivar AS 3590 IPRO foram
utilizadas no estudo.

O primeiro experimento foi realizado em condi¢gdes normais de laboratoério, com
temperatura média de 26°C e umidade relativa do ar de 80%. No segundo
experimento, as plantas foram mantidas em ambiente controlado (casa de vegetagao)
por um periodo de 5 dias apds a emergéncia, em seguida, foram transferidas para
ambiente a pleno sol (fora da casa de vegetacdo) para aumentar a incidéncia de

luminosidade.
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Durante o periodo experimental foram registrados diariamente a temperatura
média e a umidade relativa, com auxilio de um termo-higrébmetro digital (U23-001,

Sigma Sensors, Brasil) (Fig1).
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Figura 1. Temperatura maxima (T° Max) e minima (T° Min) e umidade relativa do ar
maxima (U Max) e minima (U Min) nas condi¢des de cultivo das plantas
durante o periodo do experimento II.

3.2 Delineamento experimental e tratamentos

3.2.1 Experimento |

O experimento foi desenvolvido em condigdes controladas. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizados (DBC) em esquema fatorial de 6
x 2, sendo seis doses (D) de Cu: 0; 1; 4; 7; 15 e 29 g kg' de semente, equivalente a
0,0; 79,56; 238,68; 477,10; 954,20 e 1.908,40 g ha"' de Cu ou em 65 kg de sementes,
combinadas com duas épocas de avaliagao (T) aos 48 h e 96 h apds o tratamento das
sementes, com 3 repeticdes

As doses foram aplicadas via tratamento de sementes utilizando éxido cuprico
(Cu: 342,5 g L' e tamanho de particula = 3 um (D90)) como fonte. Na dose 0 g kg’
de Cu, as sementes foram tratadas apenas com agua deionizada.

Foram utilizados recipientes de polipropileno com capacidade para 1 dm?3

preenchidos com areia de textura média, previamente lavada com agua corrente,
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solucéo de HCI (0,3%, v:v) e agua deionizada. Em cada recipiente foram semeadas
50 sementes de cada tratamento, constituindo uma parcela experimental. Os vasos
foram umedecidos diariamente apenas com agua deionizada. A umidade do substrato
foi mantida em 60% da capacidade maxima de retengcao de agua.

3.2.2 Experimento Il

O experimento em casa de vegetagao foi realizado em delineamento em blocos
inteiramente casualizados (DBC). Os tratamentos consistiram em um esquema fatorial
de 6 x 2, sendo seis doses (D) de Cu (0; 1; 4; 7; 15 e 29 g kg™' de semente) combinadas
com a presenga (+Si) e a auséncia (-Si) de Si, com 5 repeticoes.

O fornecimento de Si foi realizado utilizando como fonte a nanossilica (Bindzil
830, @ 8,5-9,7 nm, 168,3 g L' de Si, area superficial especifica: 300m? g-'; pH: 10,5;
densidade: 1,2 g cm3; Na20: 0,5%; viscosidade: 7cP. AkzoNobel).

Na condicdo de +Si, foi aplicado uma concentragdo de 2 mmol L' via
fertirrigagdo simulando lamina de 2,5 mm. O valor pH da solugédo foi ajustada em
5,5+0,2 com acido cloridrico (HCI) ou hidroxido de sdédio (NaOH) 1,0 mol L' conforme
necessario. A aplicacdo do Si foi realizada diariamente, iniciando aos 5 dias apds a
emergéncia durante toda a fase de condugao do experimento.

Em cada vaso foram semeadas oito sementes de soja e aos cinco dias apos a
emergéncia plena (DAE) foi realizado desbaste, deixando apenas duas plantas por
vaso, constituindo uma unidade experimental

Na semeadura foi realizada a aplicagao de inoculante contendo estirpes de
Bradyrhizobium elkanii (Biomax® premium) na dose de 3,6 mL L' via sulco de
semeadura. As plantas foram irrigadas diariamente mantendo 70% da capacidade de
retencdo de agua do solo pelo método das pesagens dos vasos, proposto por Klar et
al. (1966).

Foram utilizados recipientes de polipropileno com capacidade para 2 dm?3
preenchidos com 1,5 dm® de amostras de solo classificado como Neossolo
Quartzarénico (Santos et al., 2018). A analise quimica do solo foi realizada para fins
de fertilidade, de acordo com o método descrito por Raij et al. (2001), com os seguintes
resultados: pH CaClz= 5; matéria organica = 11 g dm3; P res.= 11 mg dm3; S=18 mg
dm3; B<0,12 mg dm3; Cu= 0,2 mg dm3; Fe= 9 mg dm=; Mn= 1,7 mg dm=; Ca= 11
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mmolc dm3; Mg= 6 mmolc dm-3; K= 1,9 mmolc dm-3; Al= 0 mmolc dm-3; H+Al= 20 mmolc
dm-3; SB (soma das bases) = 18,5 mmolc. dm3; CTC (capacidade de troca cationica)=
38,1 mmolc dm3; V (saturagédo por bases - V=SBx100/CTC)= 49%. O teor de Si era
de 3 mg dm conforme determinado pelo método descrito por Korndorfer et al. (2004).
A granulometria do solo foi de 540 g kg™’ de areia, 380 g kg™! de argila e 90 g kg™! de
silte (Camargo et al., 1986).

Foi incorporado calcario (Poder Relativo de Neutralizagdo Total = 125; CaO =
58,5%; MgO = 9%) a fim de elevar a saturagao por bases (V%) para 50% e fornecer
calcio. Foi realizado a fertilizagdo com fosforo (P) na dose igual a 100 mg dm3,
utilizando como fonte o superfosfato simples.

O fornecimento dos demais nutrientes foi realizado via fertirrigagdo, sendo:
potassio (K), boro (B), zinco (Zn) e manganés (Mn) nas doses iguais a 150, 1,4 e 6
mg dm-3, respectivamente. Com as fontes de fertilizantes: cloreto de potassio, acido
bdrico, sulfato de zinco e sulfato de manganés, respectivamente. O fornecimento de
Fe foi realizado via aplicagao foliar, utilizando como fonte quelato de ferro, na

concentragdo de 0,15 g L™' aos 15 dias apds a semeadura.

3.4 Variaveis analisadas

No experimento | as plantas foram coletadas aos 10 dias apds a emergéncia
(DAE) sendo determinado apenas a produgao de massa seca (item 3.4.7) e teor de
Cu (item 3.4.9). No experimento Il, as plantas foram coletadas aos 38 DAE e todas as
analises descritas no topico 3.4 foram determinadas.

3.4.1 Numero de folhas, altura da planta, comprimento das raizes e area foliar

Foram mensurados o numero de folhas nas plantas de soja, realizado por
contagem manual, considerando todas as folhas totalmente expandidas. A altura das
plantas e o comprimento das raizes, foram medidas com auxilio de uma régua
graduada em centimetros. A altura da planta foi medida desde a base do caule até a
extremidade apical da planta e para comprimento das raizes foi medida a distancia
desde o colo da planta até a extremidade da raiz.

A area foliar foi medida com auxilio de um equipamento L-3100, LICOR, EUA.
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3.4.2 Numero e massa seca de noédulos por planta

O numero e massa seca de nédulos foi determinado apds a coleta das plantas,
sendo retirados os nodulos presentes nas raizes e contados manualmente para
determinagcdo do numero. Seguidamente, foram, lavadas em agua corrente, solugéao
detergente (0,1% v/v), solucdo de acido cloridrico (0,3% v/v) e agua deionizada,
acomodados em sacos de papel e secos em estufa de circulacdo forcada de ar
(65+5°C), e logo apods, foram pesados em balanga analitica para obtencdo da massa

seca.
3.4.3 indice relativo de clorofila e eficiéncia quantica do fotossistema Il (Fv/Fm)

O indice relativo de clorofila foi medido no ter¢co médio do primeiro trifélio das
plantas, sendo estimado a partir da média de cinco leituras utilizando um medidor de
clorofila Opti-sciences® CCM-200.

A eficiéncia quantica do fotossistema |l (PSIl) foi determinada medindo a
fluorescéncia da clorofila com um fluorébmetro Opti-sciences® Os30P, pelo calculo da
razao entre fluorescéncia maxima e variavel, conforme proposto por Lichtenthaler et
al. (2005). Para tal, a regido amostrada foi submetida ao escuro para adaptacéo de
no minimo 30 min antes da excitagao do pulso de luz vermelha de 1 s. As medi¢cdes

foram realizadas entre as 7h30 min e as 9h30 min.

3.4.4 Conteudo total de clorofila (a+b) e carotenoides

A andlise do conteudo total de clorofila (a+b) e carotenoides foram realizadas
de acordo com Lichtenthaler (1987). Foram coletados entre 0,025 e 0,030 g de folhas
frescas (discos foliares) do terco médio do primeiro trifdlio completamente
desenvolvido, e em seguida acomodados em tubos de ensaio com capacidade para
1,5 mL, e envoltos com folha de aluminio, contendo 2 mL acetona (80%). Apds 72 h,
foi realizado leitura de carotenoides nos exttratos em espectrofotdbmetro a 470 nm
(caroteno [c] + xantofilas[x]) e a 645 nm e 662 nm para a leitura de clorofila a e b,

respectivamente.
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3.4.5 indice de extravasamento de eletrélitos

O indice de extravasamento de eletrdlitos foi determinado utilizando cinco
discos foliares (129 mm? cada) retirados do tergo médio do primeiro trifélio
completamente desenvolvido. Os discos foram colocados em um béquer contendo 20
mL de agua deionizada em temperatura ambiente por 2 h. Apds esse periodo, a
condutividade elétrica inicial (EC1) foi medida utilizando um medidor de condutividade
(AK51, Akso, Brasil). Posteriormente, as amostras foram colocadas em autoclave a
121°C por 20 min e, apos resfriamento, foi realizada nova leitura da condutividade
elétrica para determinacao da condutividade elétrica final (EC2). O extravasamento foi

estimado com a equacgéo proposta por Dionisio-Sese e Tobita (1998): EC1/EC2 x 100.

3.4.6 Determinacgao dos teores de fendis totais

Os teores de fendis totais foram determinados segundo o método proposto por
Singleton e Rossi (1965). Para a extragao foram coletados 0,1 g de folhas frescas
(discos foliares) e transferidos para tubos tipo falcon, com capacidade para 15 mL
envoltos com papel aluminio. Foram adicionados 2 mL de metanol concentrado,
permanecendo em repouso por 3 horas no escuro. Posteriormente, as amostras foram
filtradas e adicionados 3 mL da solugdo de metanol. Para a reacéo colorimétrica, 1 mL
do extrato filtrado foi coletado e transferido para um tubo tipo falcon com capacidade
para 15 mL, envoltos em papel aluminio e o volume completado com adi¢gao de 10 mL
de agua deionizada e 0,5 mL de Folin-Ciocauteau 2 N. A solugdo foi mantida em
repouso por 3 minutos e foram adicionados 1,5 mL de carbonato de sédio 20%,
permanecendo em repouso por 2 horas. Decorrido esse tempo, foi realizada a leitura

da absorbancia das amostras em espectrofotdmetro (765 nm).

3.4.7 Producao de massa seca

As plantas foram coletadas e particionadas em parte aérea e raiz, lavadas em
agua corrente, solugao detergente (0,1% v/v), solugéo de 4cido cloridrico (0,3% v/v) e
agua deionizada. Posteriormente acomodadas em sacos de papel e secos em estufa
com circulagéo forgada de ar (65+5°C), até atingir massa constante. Apos a secagem,
o material foi pesado em balanga analitica para obtencdo da massa seca.
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3.4.8 Teor de silicio (Si)

Os teores de Si na parte aérea e raizes foram determinados conforme método
descrito por Kraska e Breitenbeck (2010), mediante digestdo umida, pela adigdo de
peréxido de hidrogénio (H202) e hidroxido de sddio (NaOH), sendo a reacéo induzida
em estufa a 120°C, durante quatro horas. A determinacéo do teor de Si foi realizada
em espectrofotbmetro a 410 nm, segundo o método de colorimétrica descrito por
Korndorfer et al. (2004). Com base no teor e na massa seca, calculou-se o acumulo

dos elementos na parte aérea e nas raizes das plantas.

3.4.9 Teor de cobre (Cu)

O teor de Cu foi determinado a partir de amostras secas previamente moidas
em moinho Wiley, seguindo a metodologia descrita por Bataglia et al. (1983). Com
base no teor e na massa seca, calculou-se o acumulo dos elementos na parte aérea

e nas raizes das plantas.

3.4.10 Determinagao de nitrogénio total (N) e teor de proteina bruta (PB)

O teor de N foi determinado pela adigdo de acido sulfurico concentrado a
amostras de material vegetal previamente seco e moido, seguido de destilagdo e
titulagdo com acido sulfurico (Bataglia et al., 1983). Os teores de proteina bruta (PB)
foram obtidos segundo a AOAC International (2005) multiplicando a quantidade N total
nas amostras pelo fator de converséao 6,25.

3.4.11 Eficiéncia na absor¢ao, transporte e utilizagao do Cue N

As eficiéncias nutricionais de Cu e N das plantas foram obtidas utilizando dados
de acumulo destes nutrientes e a massa seca da planta, seguindo indicagdo de
Fageria e Baligar (2005). Para isso, utilizaram-se formulas para calculo da eficiéncia
de absorg¢ao (acumulo na planta inteira/massa da raiz), transporte ((acumulo da parte
aérea/acumulo na planta inteira) x 100) e utilizagdo ((massa seca da planta inteira)?/

acumulo da planta inteira).
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3.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), pelo teste F. Os dados
qualitativos foram comparados pelo teste t de Student (LSD) a 5% de probabilidade
(p<0,05). Os dados quantitativos foram analisados utilizando regressao linear ou
polinomial, escolhendo o modelo significativo com maior coeficiente de determinacgao,

utilizando o programa estatistico AgroEstat® (Barbosa e Maldonado Junior, 2020).

4. RESULTADOS

A interacao entre os fatores (T x D) foi significativa para o acumulo de Cu na
parte aérea, raiz e na planta inteira (p<0,01). O acumulo de Cu aumentou em ambos
tecidos da planta com um ajuste polinomial quadratico em ambas os tempos (48 e 96
h apds o tratamento das sementes) (Fig. 2a, c, e).

O acumulo maximo de Cu foi de 1461,7; 717 e 2039,5 mg por planta, na parte
aérea, raiz e na planta inteira, respectivamente, correspondendo as doses de Cu 17,6;
32,4 e 20,2 g kg' de semente, para as plantas de soja cujas sementes foram tratadas
48 h antes do plantio (Fig. 2a, c, e), e para as sementes tratadas 98 h antes do plantio,
0 acumulo maximo de Cu foi de 1417; 1212 e 2679 mg por planta, nas doses de Cu
18,5; 19,1 e 18,8 g kg' de semente, na parte aérea, raiz e na planta inteira,
respectivamente.

Apenas o fator isolado D foi significativo (p<0,01) para a massa seca da parte
aeérea e raiz (Fig. 2b, d, f). Foi observado um ajuste polinomial quadratico em ambos
os tempos, com excegao para a massa seca da parte aérea no tempo 96h, que seguiu
um ajuste linear decrescente.

O maximo acumulo de matéria seca foi de 3 e 0,8 g na dose de Cu 4,15e 13,9
g kg' de semente, na parte aérea e na raiz, respectivamente, que receberam o
tratamento das sementes 48 h antes do plantio e de 0,6 g na raiz correspondente a

dose de Cu 10,12 g kg! de semente, 96 h antes do plantio.
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Figura 2. Acumulo de Cu na parte aérea (a), nas raizes (c) e na planta inteira (e),
massa seca da parte aérea (b), raiz (d) e planta inteira (f), em plantas de
soja cultivadas sob doses de Cu: 0; 1; 4; 7; 15 e 29 g kg’ de semente. " e
" Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente; "S: n&o
significativo pelo teste-F. Letras iguais ndo diferenciam entre as sementes
tratadas 48 e 96h anterior ao plantio pelo teste t-Student a 5% de
probabilidade.

Todos os fatores (T, D e T x D) foram significativos para a massa seca da planta
inteira (Fig. 2f). O acumulo de massa seca aumentou nas plantas que receberam o
tratamento das sementes 48 h antes do plantio com um ajuste polinomial quadratico,

apresentando um acimulo maximo de 3,4 g na dose de Cu 1,96 g kg' de semente,
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enquanto as plantas que receberam tratamento das sementes 96 h antes do plantio
apresentaram diminuigdo na massa seca, com um ajuste linear decrescente.

Todos os fatores (Si, D e Si x D) foram significativos para o acumulo de Cu na
parte aérea, raiz e na planta inteira (p<0,01). O acumulo de Cu aumentou em ambos
tecidos da planta com um ajuste polinomial quadratico em ambas as condi¢des de Si
(auséncia e presencga de Si) (Fig. 3a, c, e).

O acumulo maximo de Cu na parte aérea foi de 61,4 e 25,5 mg por planta,
correspondendo as doses de Cu 24,8 e 15,2 g kg™! de semente, para as plantas de
soja cultivadas na auséncia e na presenca de Si, respectivamente (Fig. 3a). Na raiz,
o0 acumulo maximo de Cu corresponde a 64 e 44,6 mg por planta nas doses de Cu 29
e 17,9 g kg"' de semente, na auséncia e na presencga de Si, respectivamente (Fig. 3c).
Na planta inteira, o acumulo maximo de Cu foi de 119,5 e 68,8 correspondendo as
doses de Cu 23,1 e 17,6 g kg™' de semente, nas plantas cultivadas sem e com a
fertirrigagao de Si, respectivamente.

A interac&o entre os fatores e interacao (Si; D; Si x D) foi significativa para o
acumulo de Si na parte aérea e na planta inteira (p<0,01), enquanto para as raizes,
apenas o fator isolado de Si foi significativo (p<0,01). O acumulo de Si aumentou na
parte aérea, raiz e na planta inteira com um ajuste polinomial quadratico quando as
plantas foram fertirrigadas com Si. Na condigdo de auséncia de Si, nenhum modelo
matematico foi significativo para a parte aérea (y = 7,1), raiz (y = 7,2) e na planta inteira
(y = 14,2). O maximo acumulo de Si na parte aérea, raiz e planta inteira foi de 13,2,
10,5 e 23,8 mg por planta na planta inteira correspondendo as doses de Cu 13, 14,6

e 13,5 g kg' de semente, respectivamente (Fig. 3b, d, f).
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Figura 3. Acumulo de Cu na parte aérea (a), nas raizes (c) e na planta inteira (e),
acumulo de Si na parte aérea (b), nas raizes (d) e na planta inteira (f) em
plantas de soja cultivadas sob doses de Cu: 0; 1; 4; 7; 15 e 29 g kg™' de
semente) na presencga (+Si) e auséncia (-Si) de Si. ” e ": Significativo a 1%
e 5% de probabilidade, respectivamente; "S: ndo significativo pelo teste-F.
Letras iguais ndo diferenciam entre a presenga e auséncia de Si pelo teste
t-Student a 5% de probabilidade.

A interacdo entre os fatores (Si x D) foi significativa (p<0,01) para o indice de
extravasamento de eletrélitos. O ajuste polinomial quadratico foi observado na

presenca de Si, enquanto para a condicdo de auséncia desse elemento nao foi
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observado ajuste para nenhum modelo matematico (y = 76,6). Na auséncia de Si, o
indice de extravasamento de eletrélitos aumentou independente da dose de Cu
estudada. Por outro lado, as plantas que receberam Si via fertirrigacdo apresentaram
diminuicdo deste indice, conforme aumento das doses de Cu. O minimo de indice de
extravasamento de eletrélitos nas folhas de soja foi de 20,6 % correspondente a dose
de Cu de 21 g kg' de semente (Fig. 4a).

Para os compostos fendlicos, apenas os fatores isolados Si e D foram
significativos (ambos p<0,01). O juste polinomial quadratico foi observado para a
condicdo de auséncia de Si, enquanto na presenca desse elemento nao foi observado
nenhum ajuste matematico (y = 27,7). O fornecimento de Si via fertirrigagao favoreceu
maior incremento de compostos fendlicos nas plantas de soja, independente da dose
estudada. Por outro lado, na auséncia deste elemento foi observado uma diminuigao
na producao desses compostos. O maximo de compostos fendlicos produzidos na
auséncia de Si foi de 24 g de EAG 100g" na dose de Cu equivalente a 7 g kg' de
semente (Fig. 4b).

Para o indice de cor verde, apenas o fator isolado de D foi significativo (p<0,01),
seguindo um ajuste polinomial quadratico na presenca de Si, enquanto um ajuste
linear decrescente foi observado na auséncia desse elemento benéfico. O
fornecimento de Si resultou em um indice de cor verde de 16 na dose de Cu 12 g kg
' de semente (Fig. 4c).

N&o houve efeito significativo dos fatores (Si, D e Si x D) para Chl a+b (Fig. 4d),
e eficiéncia quantica do PSII - expressa pelos valores de Fv/Fm (Fig. 4f). Nao houve
ajuste para nenhum modelo matematico (y= 0,25 e y= 0,71 para Chl a+b e Fv/Fm nas
condicdes de Si).

Para os carotenoides a interacdo entre os fatores foi significativa (Si x D)
(p<0,01). O conteudo de carotenoides diminuiu na condi¢gao de -Si na dose de 29 g
kg™ de semente, com ajuste linear decrescente. Ja para a condigdo de +Si nao foi

observado ajuste a nenhum modelo matematico (y= 0,26) (Fig. 4e).
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Figura 4. indice de extravasamento de eletrélitos (a), compostos fendlicos (b), indice
de cor verde (c), Chl a+b (d), carotenoides (e), Fv/Fm (f) em plantas de soja
cultivadas sob doses de Cu: 0; 1; 4; 7; 15 e 29 g kg”' de semente) na
presencga (+Si) e auséncia (-Si) de Si. ” e ": Significativo a 1% e 5% de
probabilidade, respectivamente; ": ndo significativo pelo teste-F. Letras
iguais nao diferenciam entre a presenca e auséncia de Si pelo teste t-Student

a 5% de probabilidade.

Apenas o efeito isolado do Si foi significativo para o numero de ndédulos,

(p<0,01). Para a massa seca de nédulos ndo houve efeito significativo dos fatores (Si,
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D e Si x D) (Fig. 5ab). Ambas as condi¢gdes de Si ndo apresentaram ajuste
matematico, para numero de nddulos (y=41 e y=60) e massa seca de nédulos (y=0,15
e y=0,16), na auséncia e presenca de Si, respectivamente. O fornecimento de Si
promoveu aumento no numero de nédulos de 46% em relagdo a auséncia de Si (Fig.
5a).

A-Si y=417 A-Si y=0,15"
m+Si y=60" @) m+Si y=0,16" ®)
80 ¢ 0,18 r
a @ S n
-~ n -}
=" 3 [ T A S
8 . P =] Al X
=S B0 peChecscecssccsuccrccsecasscsssesancansassssesaansencans B
=, a a a 2 A'A _______ T R R p——
e . " R
3 bb b Aa ® |
o ) NS 3
o o= —fpm " ®
E Sit b 3 Sins
z A 8 Dns
D.ns E S Dns
0 /( Si x D 0 4/ I X A
A-Si y=-0,4026x" + 33,119 | R?= 0,93 A-Si y=-0,007x2" + 0,1754x + 9,8944 | R? = 0,86 | MAX= 12,5
45 SY" -0,0339x2" + 0,7646x + 34,104 | R* = 0,98 | MAX= 11,3 15%* Si y =-0,0098x2" + 0,2792x + 11,766 | R? = 0,98 | MAX= 14,2
© (c) a a (d)
e A D eeeeese e,
) a a N a 3 o o
© JUOSY TELLAR --... o _ a m T
O ~ LT T o8 s : a
t 835 cc12 k
o c o . L |
:E A} Z3 Ao ===
go Tadx~a " 35 Ad-% AT~
z g b b S~a a oa b b ~ o
2 5 B~ " 224 b S
© £ 25 ~ o £ §, 9 bA
o= S~ 3
g Si S - g Si
: Dn A D--
=]
o . ns b i ns
< o L SXDT . . (LLk . .
A-Si y=-0,0416x2" +0,9465x + 37,879 | R? = 0,97 | MAX= 11,4 A-Si y=-0,037x" +0,9185x + 62,413 R* = 0,99 | MAX= 12,4
g0 ™ S1¥ = 005164 +1.2763x + 44509 IR* =098 IMAX= 124 © o W+ Si y =-0,0505x2" +1,6141x + 66,911 R* = 0,98 | MAX= 16
= =
£ a a () E a ®
8 L ilkesese,
E i a a e e é a e B
- e . & i
g M : &5 a .M
ss ™ - c o - .. a
o © 7= - s 2 ks .
g ,_Q_'40 -A 4~ b b S a g o 3. | |
=8 £°° L I R T
8 S, 5 65 faa” b RN
o= sit by g a b v ~
> . b b a Si ~
5 D 8 D" S
2 0 Six D" = 0 '/ Six D™ b
01 4 7 15 29 01 4 7 15 29
Doses de Cu (gkg'' de semente) Doses de Cu (gkg™' de semente)
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t-Student a 5% de probabilidade.
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A interagao entre os fatores (Si x D) n&o foi significativa para o acumulo de N
na parte aérea, raiz, na planta inteira e no teor de proteina bruta. Os fatores isolados
de Si (p<0,01) e D (p<0,01) foram significativos para todas as variaveis. O ajuste
polinomial quadratico foi observado para as condicdes de Si, exceto para o acumulo
de N na parte aérea na condi¢ao de -Si, que seguiu um ajuste linear decrescente (Fig.
5c-f).

O maximo acumulo de N nas plantas de soja, cultivadas sob fertirrigacéo de Si
foi de 38,4; 13,8 e 52,4 mg por planta na parte aérea, raiz € na planta inteira,
correspondendo as doses de Cu: 11,3, 14,2 e 12,4 g kg™' semente, respectivamente.
Na auséncia de Si, o acumulo maximo de N foi de 11 e 43,3 nas doses de Cu: 11,5 e
12,4 g kg' semente nas raizes e na planta inteira, respectivamente (Fig. 5c-e).

Para o teor de proteina na planta inteira, na presenca de Si 0 maximo teor foi
de 79,8 g kg' e na auséncia: 68,1 g kg nas doses de Cu: 16 e 12,4 g kg™ semente,
respectivamente (Fig. 5f).

Todos os fatores e interagdo (Si, D e Si x D) foram significativos para a
eficiéncia de absorcao e de translocagédo de Cu (ambos p<0,01). A eficiéncia de
absorcao de Cu apresentou ajuste polinomial quadratico na auséncia e presencga de
Si (Fig. 6a, ¢). A maxima eficiéncia de absorcéao e de translocag¢ao de Cu na presenga
de Si foi de 0,05 g g™, e 36% observadas nas concentragdes de Cu: 18,8 e 14,2 g kg
' de semente, e na auséncia de si: 0,1 g g e 64,3%, nas doses de Cu: 32,5e 18 g
kg' de semente, respectivamente.

Para a eficiéncia de uso de Cu, apenas os fatores isolados Si e D apresentaram
efeito significativo (ambos p<0,01). O ajuste linear decrescente foi observado em
ambas as condi¢des de Si. Plantas que receberam Si foram mais eficientes no uso
de Cu, quando comparadas com as plantas que ndo receberam o elemento (Fig. 6e).

Apenas os efeitos isolados de Si e D apresentaram efeito significativo para a
eficiéncia de absorcao de N (ambos p<0,01) (Fig. 6b) e eficiéncia de translocagéo de
N, Si (p<0,01) e D (p<0,05) (Fig. 6d). Para a eficiéncia de uso de N, apenas o fator
isolado D (p<0,01) apresentou efeito significativo (Fig. 6e). O ajuste polinomial
quadratico foi observado para a eficiéncia de absor¢ao de N na condicio de +Si e -Sl.

Para eficiéncia de translocag¢ao na condi¢ao de -Si e para o uso de N na condi¢ao de
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+Si. Ainda para a eficiéncia de translocagcao de N, nenhum modelo matematico se
ajustou na condigao de +Si (y= 74). A eficiéncia de uso de N na auséncia de Si seguiu

um ajuste linear decrescente.
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Figura 6. Eficiéncia de absorgéao, translocagao e uso de Cu (a, c, e) e de N (b, d, f)
em plantas de soja cultivadas sob doses de Cu: 0; 1;4; 7; 15e 29 g kg™ de
semente) na presencga (+Si) e auséncia (-Si) de Si. ” e ": Significativo a 1%
e 5% de probabilidade, respectivamente; "S: nao significativo pelo teste-F.
Letras iguais ndo diferenciam entre a presenga e auséncia de Si pelo teste
t-Student a 5% de probabilidade.
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A maxima eficiéncia de absorgdo de N foi de 0,03 e 0,04 g g™' na dose de Cu:
12,5 e 12,8 g kg' semente, em ambas as condigdbes de Si (- Si e +Si,
respectivamente). A maxima eficiéncia de translocacdo de N foi de 71,2 %
correspondente a concentragdo de Cu: 9,1 g kg' semente, em -Si. A maxima
eficiéncia de uso de N na presencga de Si foi de 383 g g2 correspondente a dose de
Cu de 10,7 g kg' semente (Fig. 6b).
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Figura 7. Numero de folhas (a), area foliar (b), massa seca da parte aérea (c), raiz (d)
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auséncia de Si pelo teste t-Student a 5% de probabilidade.
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Nao foi observado efeito significativo dos fatores (Si, D e Si x D) para o numero
de folhas (y= 5,3 -Si e + Si) e area foliar (y= 259, -Si e y= 261, +Si) (Fig. 7a-b).

Todos os fatores e interagéo (Si, D e Si x D) foram significativos para a massa
seca da parte aérea (p<0,01) e na planta inteira (Si p<0,05, D e Si x D p<0,01) (Fig.
7c, €). Para a massa seca da raiz apenas o fator isolado de D foi significativo (p<0,01)
(Fig. 7d). Foi observado ajuste polinomial quadratico na presenca de Si e ajuste linear
decrescente na auséncia, para todas as variaveis. A produ¢cdo maxima de matéria
seca da parte aérea, raiz e na planta inteira foi de 2,7; 1,4 e 4,1 g, correspondente as
doses de Cu: 7,4; 12,3 e 10 g kg™' de semente, respectivamente.

Todos os fatores (Si, D e Si x D) ndo apresentaram efeito significativo para a
altura da planta. N&o houve ajuste matematico para as condigbes de Si (y= 25 para

ambas as condig¢des) (Fig. 8a).
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Figura 8. Altura da planta (a) e comprimento da raiz (b) em plantas de soja cultivadas
sob doses de Cu: 0; 1; 4; 7; 15 e 29 g kg’ de semente) na presenca (+Si) e
auséncia (-Si) de Si. © e ": Significativo a 1% e 5% de probabilidade,
respectivamente; ": ndo significativo pelo teste-F. Letras iguais nao
diferenciam entre a presenca e auséncia de Si pelo teste t-Student a 5% de
probabilidade.

Apenas o fator isolado de Si apresentou efeito significativo (p<0,01) para
comprimento da raiz. O ajuste linear decrescente foi observado na presenga de Si,
enquanto na auséncia desse elemento nao foi observado ajuste matematico (y= 24)
(Fig. 8b).
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5. DISCUSSAO

A aplicacdo de Cu via tratamento de sementes resultou em aumento no
acumulo desse micronutriente tanto na fase de plantula quanto no crescimento inicial
das plantas de soja (Fig.2 e 3 a, ¢, e), demonstrando que a estratégia de tratar as
sementes antes do plantio € eficiente para fornecé-los na fase inicial de crescimento
de plantas de soja, evitando assim a caréncia deste micronutriente.

O enriquecimento no acumulo de Cu com a aplicagado do micronutriente via
tratamento de sementes foi mais evidente com o fornecimento de altas doses (a cima
de 15g kg' semente). Isso indica que essa forma de aplicagdo pode induzir mais
facilmente as perdas por toxicidade quando comparados com perdas por deficiéncia.

O aumento do acumulo de Cu obtido com o fornecimento de maiores doses
deve-se a melhoria na eficiéncia de absorgao (Fig. 6a). Esse fato se deu porque a
aplicacdo via sementes permitiu maior contato com as raizes, primeiro 6rgao de
absorcdo. Aliado a isso, existe o fato de que houve uma maior concentragao dos
elementos na forma de 6xidos na regido da rizosfera (Montanha et al., 2021).

A baixa solubilidade dos 6xidos de cobre pode induzir um efeito imediato na
plantula muito restrito e maior efeito residual no crescimento inicial da cultura. No
entanto, fontes novas como 6xido cuprico microparticulado dependendo da dose pode
liberar mais Cu disponivel e causar efeito imediato na fase de plantulas, mas isso
ainda nao foi comprovado.

A liberacado imediata do Cu nestas fontes pode nutrir as plantulas, havendo
risco de induzir toxicidade e prejudicar nesta fase e até no crescimento inicial da
cultura. A eficiéncia de translocagao (Fig. 6¢), que representa a quantidade do
nutriente transportada para a parte aérea, diminuiu a medida que maiores quantidades
de Cu foram aplicadas. Esse efeito pode ser explicado pela limitada capacidade das
plantas em remobilizar Cu das raizes para a parte aérea (Prado, 2021). No entanto, a
eficiéncia de uso deste elemento (Fig. 6e) diminuiu com o aumento das doses
fornecidas via sementes, uma vez que, a medida que ha aumento na disponibilidade
do micronutriente, a capacidade de utilizagao pelas plantas tende a diminuir (Dias et
al., 2015).
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Neste estudo foi possivel observar que o excesso de Cu proporcionou efeitos
prejudiciais nas plantas de soja, principalmente em doses altas (a partir de 15 g kg™
de Cu), evidenciados pela diminuicdo do acumulo de N (Fig. 5a,c,e). Esse efeito
ocorreu porque o excesso de Cu pode reduzir a atividade de enzimas como a nitrato
redutase -(enzima envolvida na transformacéo de N) em plantas, podendo ligar-se a
sitios ativos das enzimas e inibir o metabolismo de N, diminuindo consequentemente
a absorgao de N pelas raizes (Rui et al., 2018; Hippler et al., 2016; Xiong et al., 2006).
E, além de diminuir o numero de nddulos, ao mesmo tempo que houve aumento do
estresse oxidativo, indicado pelas altas taxas de indice de extravasamento de
eletrélitos (Fig. 4a), diminuicdo do conteudo de compostos fendlicos (Fig. 4b), do
indice de cor verde (Fig. 4c), refletindo na diminuigdo da altura e massa seca das
plantas (Fig. 7c,d,e).

Uma estratégia de mitigar os efeitos danosos caudados pelo desequilibrio de
Cu em soja seria mediante adi¢ao de Si fornecido via fertirrigagédo. O efeito benéfico
do Si foi observado claramente quando altas doses de Cu foram fornecidos via
tratamento de sementes. O Si proporcionou diminui¢do na absorcao e translocacao
de Cu da raiz para a parte aérea, além de aumentar a eficiéncia de uso deste
elemento. Esse fato pode ser justificado pelo efeito do Si induzir menor absorgéo e
transporte destes metais nas plantas e bloquear a transferéncia em seus tecidos
(Adrees et al., 2015; Etesami e Jeong, 2018). Essa diminuigdo na absor¢gao de metais
mediada pelo Si também pode ser explicada através da estimulacado da producio de
exsudatos radiculares, que podem complexar os metais e diminuir a absorgao pelas
raizes (Kidd et al., 2001).

A presenca do Si também influencia na diminuigao do transporte apoplasmatico
de metais, diminuindo assim a concentracdo de metais livre no apoplasto, o que
também explica essa diminuigdo na absor¢cédo de metais (lwasaki et al., 2002; Rogalla
e Romheld, 2002). Outra razao que explica essa melhoria do Si a toxicidade pode ser
devido a deposicdo de Si na proximidade da endoderme podendo diminuir a
porosidade da parede celular dos tecidos radiculares internos, formando uma barreira
fisica que pode diminuir a concentragao de metal no xilema (Shi et al., 2005; Cunha e
Nascimento, 2009; Keller et al., 2015).
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Além disso, a adicdo de Si ao solo contribui para a polimerizagao de compostos
de silicato, os quais sao referidos como potenciais complexantes de metais pesados
(Dietzel, 2000), o Si presente no solo pode ainda aumentar a proporgéao de ligantes
de Cu (l) (organico e inorganico), que podem complexar e aumentar o sequestro de
Cu em uma forma que pode ser menos téxica (Collin et al., 2014). Keller et al. (2015)
observaram que em plantas de trigo (Triticum turgidum L) tratadas com 30 yM de Cu
a presenca do Si promoveu diminuigao na absorgao e translocacido de Cu da raiz para
a parte aérea.

O fornecimento de Si via fertirrigagao também induziu aumento no acumulo de
N (Fig. 5c-f), em relagdo a auséncia do elemento benéfico. O Si melhorou a eficiéncia
de absorgédo e translocagdo do nutriente na planta (Fig. 6b, d), que refletiu em maior
teor de proteina bruta (Fig. 5f), principalmente em niveis toxicos de Cu (29 g kg™
semente). O Si atua aumentando a absor¢do e translocagdo de nutrientes
aumentando a expressao de transportadores na raiz, que contribui nos parametros
fisiologicos, gerando aumento da translocac&o de nutrientes (Ali et al., 2020).

O maior acumulo de N deve-se a melhoria na FBN, que foi observado pelo
aumento de numero de nédulos mediado pelo Si, nas plantas que receberam Cu no
tratamento de sementes. Esse efeito do Si no aumento do numero de nddulos foi
anteriormente evidenciado em plantas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata)
(Nelwamondo e Dakora, 1999), alfafa (Medicago sativa) (Johnson et al., 2017) e soja
(Glycine max) (Steiner et al., 2018). No entanto, a explicagédo para esse efeito ainda
nao foi bem elucidada, estudos atuais sugerem que o aumento da producdo de
flavonoides no nédulo pelo fornecimento de Si pode resultar no aumento da nodulacao
radicular (Putra et al., 2022).

O Si contribuiu também com sua ag&o antioxidante, promovendo aumento na
producao de compostos fendlicos no excesso de Cu. O Si atua no metabolismo de
compostos fendlicos e carotenoides favorecendo sua sintese (Chen et al., 2016).
Quando as plantas sdo expostas ao estresse nutricional como toxicidade, ocorre o
estresse oxidativo (Kim et al., 2017) e a aplicagdo de Si pode atenuar esse estresse,
por diminuir a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (Adrees et al., 2015;
Kim et al., 2017). O Si pode ter exercido agdo enzimatica levando ao incremento na

ativacéo de enzimas envolvidas no metabolismo de defesa secundaria (Oliveira et al.,
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2019). O efeito benéfico mediado pelo Si no conteudo de fendis, favoreceu o equilibrio
do sistema antioxidante, com eliminagao direta do oxigénio molecular ativo e do H202,
que inibiu a peroxidagéo lipidica (Sharma et al., 2012) e assim evitou a degradagéo
de compostos celulares.

Os resultados desse estudo encontraram efeitos semelhantes associado ao Si
ao diminuir o indice de extravasamento de eletrdlito na toxicidade de Cu (Fig.4a)
indicando diminuicdo do estresse oxidativo devido a producdo de antioxidantes,
evitando danos na membrana e o efluxo do citosol para espaco livre entre as células.
Assim, apesar de existir uma preocupacao do risco de toxicidade dos micronutrientes
no tratamento de semente especialmente quando se associa ao Cu o uso de Oxidos
insoluveis como fonte associadas ou ndo ao fornecimento de Si podem diminuir os
danos ao usar altas doses.

O estudo propde de forma inédita a aplicacdo de dose o6tima de Cu
correspondente a 10 g kg' de semente no tratamento de sementes usando fonte
inovadora combinada com o fornecimento de Si via fertirrigagdo para favorecer a
eficiéncia da adubacgao nitrogenada e para promover incrementos na produtividade da

cultura da soja, evitando risco de estresse por toxicidade nutricional.

6. CONCLUSOES

Altas doses de Cu fornecidos via tratamento de sementes induz toxicidade a partir
de 1 g kg™' de semente em plantas jovens de soja, pela diminuigdo da massa seca das
plantas conforme aumento das doses.

O fornecimento de Si via fertirrigagado no solo é eficiente para aliviar os danos
causados por doses toxicas de Cu usando Oxidos em plantas jovens de soja ao
modular a eficiéncia de uso do cobre favorecendo o acumulo de N nas plantas de soja

e consequentemente a produgdo de massa seca.
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