RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 03/02/2023.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

SILICIO COMO ATENUANTE DOS EFEITOS DA
SALINIDADE EM PLANTAS DE SOJA

Kolima Pefia Calzada

Engenheira Agronoma

2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

SILICIO COMO ATENUANTE DOS EFEITOS DA
SALINIDADE EM PLANTAS DE SOJA

Kolima Pefia Calzada

Orientadora: Profa. Dra. Priscila Lupino Gratéo
Coorientador: Prof. Dr. Renato de Melo Prado
Prof. Dr. Dilier Olivera Viciedo

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias

Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de

Jaboticabal, como parte das exigéncias para a

obtencdo do titulo de Doutora em Agronomia,
(Producéo Vegetal).

2021



Calzada, Kolima Pena
C171s SILICIO COMO ATENUANTE DOS EFEITOS DA
SALINIDADE EM PLANTAS DE SOJA / Kolima Pefa Calzada. --
Jaboticabal, 2021
84 p.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agririas e Veterindrias, Jaboticabal
Orientadora: PRISCILA LUPINO GRATAO
Coorientador: RENATO DE MELLO PRADO
DILIER OLIVERA VICIEDO

1. Agronomia. 2. Ciéncias agricolas. L. Titulo.

Sistema de geracio automitica de fichas catalogrificas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Ciéncias Agririas e Veterindrias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha niio pode ser modificada.




..%p UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA =
u nesp Cémpus de Jaboticabal V4

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA TESE: SILICIO COMO ATENUANTE DOS EFEITOS DA SALINIDADE EM PLANTAS DE SOJA

AUTORA: KOLIMA PENA CALZADA
ORIENTADORA: PRISCILA LUPINO GRATAD
COORIENTADOR: RENATO DE MELLO PRADO
COORIENTADOR: DILIER OLIVERA VICIEDO

Aprovada como parte das exigéncias para obtencac do Titulo de Doutora em AGRONOMIA
(PRODUGAOQ VEGETAL), pela Comissao Examinadora:

.
s

Profa. Dra. PRISCILA LUPING GRATAD (Participagao Virtual)
Departamento de Biologia Aplicada & Agropecuaria / FCAY / UNESP - Jaboticabal

Prof. Dr. FABIO LUIZ CHECCHID MINGOTTE (Participagao Virtual) =
Departamento de Ciéncias da Producao Agricola / FCAY / UNESP - Jaboticabal

e

Prof. Dr. RAFAEL FERREIRA BARRETO (Participacac Virtual) #
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/UFMS / Chapadio do Sul'MS

Profa. Dra. LUCIANA MARIA SARAN (Paricipagao Virlual) r =
Departamento de Tecnologia / FCAV / UNESP - Jaboticabal -~

Profa. Dra. MARISA DE CASSIA PICCOLO (Participagao Virtual =
Laboratdrio de Ciclagem de Nutrientes / CENA / USP - Piracicaba/SP

Jaboficabal, 03 de agosto de 2021

Faculdsds de Calirciss Agririas o W Clmpun da
Vin de Acmaao Profensor Paule Donaio Caxielsne. on, 14884000, dabolicshal - Sio Pauls
it p e e . urssap b/ | poa-praciuncac oo grEm e - £y agronomia producao-vegeiaiCHRL: 48,031 018001287




DADOS CURRICULARES DA AUTORA

Kolima Pefia Calzada, nasceu na cidade de Trinidad, Cuba em 23 de maio de 1980.
Em setembro de 1998 ingressou na Universidade Central Marta Abreu das Villas,
graduando-se em Engenharia Agrondmica em julho de 2003. Em 2004 comecou
como professora na universidade de Sancti Spiritus José Marti Pérez em Cuba. Em
marco de 2007 iniciou o curso de mestrado do Programa de Pdés-Graduacao
Agricultura Sustentavel na Universidade de Cienfuegos Carlos Rafael Rodriguez.
Cuba, submetendo-se a defesa da dissertacédo em 2009. Em agosto de 2018 iniciou
0 curso de doutorado do Programa de Pés-Graduacdo em Producdo Vegetal na
Universidade Estadual Paulista — UNESP, Campus de Jaboticabal — SP,
submetendo-se a defesa da tese em 3 de agosto de 2021. Até a data € autora e
coautora de 39 artigos completos publicados em periédicos, e varios trabalhos
completos e resumos expandidos publicados em anais de congressos. E revisora de
trés periodicos e foram outorgados 13 prémios durante sua trajetéria como
professora. Foi orientadora de 25 trabalhos de conclusdo de curso (TCC) e varios

estudantes orientados por ela, foram premiados.



“Destino nao é questdo de Sorte

destino é questdo de Escolha”

William Jennings Bryan



DEDICO

A minha mae Mayra E. Calzada Arbolaez por sempre iluminar minha caminhada

pela vida me dando carinho apoio e compreensdo em cada momento que precisei,
nao deixando desistir mesmo diante das dificuldades encontradas ao longo de toda
essa minha trajetéria. Ela falou “vai filha vai para o Brasil, eu fico aqui com a sua
familia”. Obrigada méae por estar presente sempre, pelo aprendizado da vida que
deu para mim. Vocé lutou, mas ndo conseguiu vencer esta pandemia que chegou
para tirar a felicidade das pessoas, mas eu sei mde que estd me olhando, me

cuidando e sempre vai ser minha inspiracéo na vida.

A meu pai Norberto Pefia Pefia pelo carinho, apoio e todo o aprendizado de seu lado
a vida toda. A meu esposo Juan Calos Rodriguez pela ajuda e compreensédo para
gue eu pudesse chegar até aqui e pelo carinho de muitos anos. A meus filhos José
Alberto Serafin Pefia e Gabriela Rodriguez Pefia que sdo o bem mais importante
que eu posso ter na minha vida. A meu irmao Ivan Pefia pela ajuda para que eu
chegasse até aqui, pela companhia nestes ultimos messes que minha mae nao
esteve, se ndo fosse pela forca que ele me deu, tinha ficado pior ainda.

A meus amigos Dilier Olivera e Alexander Calero pelo carinho, apoio e ajuda em

tudo o que eu precisei.



AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.

Ao programa de Pos-graduagdo em Agronomia (Producédo Vegetal) da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinaria, ao qual faco parte, e ao Departamento de Biologia
Aplicada a Agropecuaria pela parte da infraestrutura disponibilizada.

A Unesp, campus de Jaboticabal, por ter me proporcionado a oportunidade de
aperfeicoar cada vez mais na minha carreira académica.

A Profa. Dra. Priscila Lupino Gratdo, pela orientacdo, pelo aprendizado durante
todos esses anos e pela amizade.

A Prof. Dr. Renato de Melo Prado pela orientacdo, pelo aprendizado e ajuda desde
planejamento até a finalizacdo do experimento.

A Prof. Dr. Rouverson Pereira da Silva pela ajuda e a compressao.

A minha familia em especial a meu esposo Juan Carlos Rodriguez e meus filhos
josé Alberto y Grabiela. A meus irmaos, primas e tios por sempre se fazerem
presente em minha vida, por serem minha base e o meu alicerce.

A meu amigo Dilier Olivera pela ajuda para que eu pudesse chegar até aqui.
Também pela ajuda nos experimentos e em tudo o que eu precisei desde que
cheguei ao Basil.

A meu amigo Alexader Calero pela ajuda nos experimentos e em tudo o que eu
precisei, sempre disposto para me ajudar.

A Daymi Salas e seus filhos Diliercito e Melany pelo carinho.
A Nilda pela amizade, apoio e companhia em toda esta caminhada.

A meus amigos (as) Lucas, Mariana, Livia, Luis, Gabriela, Thiago, Solange,
Cassia, Jodo, Reginaldo, Clebson, Marcos, Bianca, Luis, Vinicius, Jonhatan,
Vitor, pela amizade e por sempre se fazerem presentes tanto em momentos bons
quanto ndo tdo bons nessa minha trajetoria.

A Técnica Sb6nia M. R. Carregari, por ter me acolhido e ter feito me sentir como
membro de sua familia, dedicando amor e carinho e por ter sido um grande apoio
técnico durante todos esses anos de UNESP.

Aos colegas do laboratério de Fisiologia Vegetal e das disciplinas por todo esse
tempo de convivio e divisdo de conhecimentos.

A todos, mesmo que ndo estejam aqui citados que, direta ou indiretamente,
colaboraram com este trabalho e com minha formacéao.

MUITO OBRIGADA



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE ABREVIATURAS

1. INTRODUCAO

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salinidade do solo

2.2 Espécies reativas de oxigénio (ERO)

2.3 Mecanismos de defesa da planta ao estresse salino
2.4 Silicio como atenuante do estresse salino
2.5 Soja: generalidades e importancia

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Condigoes de cultivo e material vegetal
3.2 Delineamento experimental

3.3 Concentracdes de NaCl e Si

3.4 Coleta e armazenamento do material

3.5 Parametros avaliados

3.5.1 Fotossintese (F), transpiracao (T) e condutancia estomética (CE)

3.5.2 Eficiéncia quéantica (Fv/Fm) e fotoquimica do fotossistema |l

(FV/FO)

3.5.3 Clorofila e carotenoides

3.5.4 Conteudo relativo de agua (CRA) e eficiéncia do uso da agua

(EUA)

3.5.5 Caracterizagéo do estresse oxidativo

3.5.6 Extracdo e quantificacdo de proteinas sollveis totais
3.5.7 Atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)
3.5.8 Atividade da glutationa peroxidase (GPOX, EC 1.11.1.9)

Paginas
Xi

Xii

Xiii

Xiv

© 00 O U1 W W Bk

10
11
11
12
13
13
14
14

14
15

15
16
16
16



3.5.9 Atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11)
3.5.10 Conteudo de Prolina livre
3.5.11 Determinacéo dos teores e acumulos de Si, Na e K

3.5.12 Determinacédo dos parametros de crescimento: massa seca e
area foliar

3.6 Analise estatistica

4. RESULTADOS

4.1 Fotossintese (F), transpiracao (T) e condutancia estomatica (CE)
4.2 Eficiéncia quantica (Fv/Fm) e fotoquimica (FV/FO0) do fotossistema |l
4.3 Clorofila e carotenoides

4.4 Conteudo relativo de agua (CRA) e eficiéncia do uso da agua (EUA)

4.5 Caracterizacao do estresse oxidativo: conteido de malondialdeido
(MDA)

4.6 Atividade antioxidante enziméatica

4.7 Concentragao de Prolina livre

4.8 Acumulo de Si, Na* e K*

4.9 Parametros de crescimento: massa seca e area foliar
5. DISCUSSAO

6. CONCLUSAO

7. REFERENCIAS

17
17
17
18

18
18
18
21
22
24
26

28
30
31
36
39
47
47



xi

SILICIO COMO ATENUANTE DOS EFEITOS DA SALINIDADE EM PLANTAS DE
SOJA

RESUMO - O cultivo da soja em diferentes regides do mundo tem sido ampliado em
solos salinos resultando em danos fisioldgicos na planta que podem ser atenuados
pelo silicio (Si). Entretanto, as pesquisas sdo escassas para culturas consideradas
acumuladoras intermediarias deste elemento benéfico. Assim, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito do Si sob diferentes formas de aplicacdo nas
respostas fisiologicas e bioquimicas em plantas de soja cultivar M-Soy 8222,
submetidas a salinidade. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 3 com cinco repeti¢cdes, sendo quatro formas de aplicacéo
de silicio (Si): controle (0 Si); 20 mmol L Si via pulverizacéo foliar (F); 2,0 mmol L*
Si via radicular por solugdo nutritiva (R), a combinacdo das duas formas (F+R)
combinados com trés concentracées de NaCl (0, 50 e 100 mmol L1). Os parametros
trocas gasosas, fluorescéncia de clorofila, quantidade de pigmentos, conteudo
relativo da agua, eficiéncia do uso da agua, assim como contetudo de malondialdeido
(MDA), prolina, atividade antioxidante, aciumulos de Si, s6dio (Na) e potassio (K) e
crescimento, foram avaliados. A salinidade sem Si provocou danos fisioldgicos e
bioquimicos nas plantas de soja diminuindo a fotossintese, o contetdo e a eficiéncia
do uso da agua e consequentemente, 0 crescimento. Por outro lado, os resultados
indicaram que o Si em todos os modos de aplicacdo desempenha papel na
atenuacdo dos efeitos negativos do estresse salino através do aumento da
fotossintese reducdo da peroxidagéo lipidica, assim como, o aumento do conteudo
relativo de agua, eficiéncia do uso da agua, clorofila total e carotenoides, teor de
prolina e atividade antioxidante, culminando com melhor crescimento das plantas.
Assim, o tratamento com Si na forma radicular e combinada, pode ser uma
estratégia de manejo eficiente para atenuar os efeitos deletérios do sal por aumentar
a tolerancia de plantas de soja sob condi¢cdes de salinidade. Dentre os modos de
aplicacdo, o uso de Si R e a aplicagcdo de Si combinada (R+F) s&o as formas mais
eficientes de manejo que podem ser usadas para aliviar os efeitos deletérios e
aumentar a tolerancia das plantas de soja em condi¢ges de estresse salino.

Palavras chave: aplicacdo exdgena, atenuante, estresse abiodtico, Glycine max
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SILICON AS A MITIGANT OF THE EFFECTS OF SALINITY IN SOYBEAN
PLANTS

ABSTRACT - Soybean cultivation in different regions of the world has been
expanded in saline soils resulting in physiological damage to the plant that can be
mitigated by silicon (Si). However, research is scarce for cultures considered
intermediate accumulators of this beneficial element. Thus, the present work aimed
to evaluate the effect of Si under different forms of application on physiological and
biochemical responses in soybean plants, cultivar M-Soy 8222, submitted to salinity.
The experimental design was completely randomized, in a 4 x 3 factorial scheme
with five replications, with four forms of silicon application (Si): control (0 Si); 20 mmol
L-1 Si via foliar spray (F); 2.0 mmol L-1 Si via root by nutrient solution (R), the
combination of the two forms (F+R) combined with three concentrations of NaCl (O,
50 and 100 mmol L-1). Parameters gas exchange, chlorophyll fluorescence, amount
of pigments, relative water content, water use efficiency, as well as malondialdehyde
(MDA), proline, antioxidant activity, accumulations of Si, sodium (Na) and potassium
(K) ) and growth were evaluated. Salinity without Si caused physiological and
biochemical damage to soybean plants, decreasing photosynthesis, water content
and efficiency of water use, and consequently, growth. On the other hand, the results
indicated that Si in all modes of application plays a role in mitigating the negative
effects of salt stress through increased photosynthesis, reduced lipid peroxidation, as
well as increased relative water content, efficiency of use of water, total chlorophyll
and carotenoids, proline content and antioxidant activity, culminating in better plant
growth. Thus, treatment with Si in root and combined form can be an efficient
management strategy to mitigate the deleterious effects of salt by increasing the
tolerance of soybean plants under salinity conditions. Among the application modes,
the use of Si R and the combined Si application (R+F) are the most efficient forms of
management that can be used to alleviate the deleterious effects and increase the
tolerance of soybean plants under stress conditions saline.

Keywords: exogenous application, attenuating, abiotic stress, Glycine max
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1. INTRODUCAO

A seguranca alimentar global depende da producédo de alimentos e o aumento
dos rendimentos dos cultivos é necessario para estabilizar sua producdo e demanda
(MAJEED; MUHAMMAD, 2019). A necessidade de melhorar a producdo agricola
tem sido mais emergente nos Ultimos anos devido a expansdo da populagdo, que
ultrapassara 9,7 bilhées em 2050 (MAJEED; MUHAMMAD, 2019). Simultaneamente
ao aquecimento global, varios estresses reduzem a produtividade das safras
agricolas (SOLIMAN et al., 2018) com destaque a salinidade reconhecida como um
dos principais fatores restritivos ao crescimento e a produtividade das culturas,
principalmente em regides aridas e semiaridas (ELKEILSH et al., 2019).

Nas regides salinas, ha pouca ocorréncia de chuvas e deficiéncias naturais de
drenagem, com reducédo anual proxima de 1 a 2 % das areas adequadas para a
agricultura (RASOOL et al.,, 2012), atingindo um terco das terras cultivadas do
mundo (BHARGAVA; SRIVASTAVA, 2020). O estresse salino ocorre devido ao
acumulo de altos teores de sais no solo, comprometendo o crescimento, o
desenvolvimento e a producdo das plantas (ABDELAAL et al.,, 2019), devido as
mudancas nas respostas fisioloégicas e vias bioquimicas nas plantas (CALERO
HURTADO et al., 2020) diminuindo a &rea foliar, a fotossinteses e a transpiragdo (AL
MURAD; KHAN; MUNEER, 2020).

Outro efeito importante é o0 aumento da producdo das espécies reativas de
oxigénio (ERO), devido a desestabilizacdo da homeostase celular, causando danos
as proteinas, DNA e lipidios (ALVES et al.,, 2018; ELHAMID; SADAK; TAWFIK,
2014; SHARMA et al., 2012b). A reducéao das ERO ocorre pela acdo do sistema de
defesa antioxidante composto por enzimas e compostos nao enzimaticos que
mantém o status redox celular (ELHAMID; SADAK; TAWFIK, 2014: GRATAO et al.,
2015).

Os danos fisiologicos da salinidade nos cultivos variam com as espécies,
sendo a cultura da soja considerada moderadamente tolerante a salinidade
(BUSTINGORRI; LAVADO, 2011). Embora seja uma das trés principais culturas
mais importantes do mundo (BELLALOUI et al., 2013; WAQAS et al., 2014), o



crescimento e a produtividade sdo adversamente afetados pelo estresse salino.
Alguns estudos referentes ao mecanismo de tolerancia a salinidade relatam varios
genes-chave relacionados ao estresse salino na soja, embora esses relatos tenham
melhorado a compreensdo das respostas genéticas e fisiolégicas da soja ao
estresse salino, as estratégias de manejo destinadas a atenuar os efeitos do
estresse salino na soja mostraram pouco sucesso, apesar de varios mecanismos
relatados (KIM et al., 2015; LIU et al., 2016; SHU et al., 2017).

Neste contexto, a utilizacdo exdgena de substéncias que estimulem e/ou
fortalecam os sistemas de defesa se faz necessaria, de modo a garantir ndo um
aumento da producdo, mas que dentro de certos parametros, as plantas consigam
produzir satisfatoriamente se comparadas as demais sob condicfes de estresse
abiético (AHMAD et al., 2017; OLIVERA VICIEDO et al., 2017, 2020; VICIEDO et al.,
2019).

Estudos recentes demonstraram que dentre estas substancias, o silicio (Si)
exibe efeitos no crescimento e desenvolvimento das plantas, inigualaveis por
qualquer outro elemento ndo essencial (FREW et al., 2018). As plantas diferem na
capacidade de absorver o Si, que pode ser absorvido tanto de forma ativa, quanto
passivamente, dependendo da sua concentragcdo externa e da presenca de
transportadores. (LIANG et al., 2007). Plantas pertencentes as familias Poaceae,
Equisetaceae, Ciperaceae e as Gramineae, sdo acumuladoras porque apresenta
teores de Si nas folhas acima de 3 % de sua massa seca (DESHMUKH; MA;
BELANGER, 2017) O teor de Si é baixo em leguminosas, como a soja, uma vez que
estas apresentam mecanismos de excluséo, sendo classificada como acumuladora
intermediéaria de Si, 0,5 % — 1,5 % (KHAN et al., 2019).

O fornecimento do Si aumenta a absor¢cdo e contetdo de agua nas plantas, o
teor de prolina (AHMAD et al., 2019a; CALERO HURTADO et al., 2019) e reduz a
peroxidacdo lipidica, pela eliminacdo das ERO atraves da modulacdo do sistema
antioxidante de resposta (COSKUN et al.,, 2019; ROBATJAZI; ROSHANDEL;
HOOSHMAND, 2020). Além disso, 0 Si aumenta a taxa de transpiracdo da parte
aérea e caracteristicas morfologicas das raizes (YAN et al., 2020).

O fornecimento de Si pode ocorrer tanto via foliar quanto via solugéo nutritiva
pela raiz, sendo que a primeira pode atenuar os efeitos adversos da salinidade

relatados em plantas acumuladoras do Si, como o trigo (SATTAR et al., 2017, 2018)



e em ndo acumuladoras, como o quiabo (ABBAS et al., 2015a, 2017a). A segunda
via tem sido a mais empregada para atenuacdo do estresse salino em plantas
acumuladoras e ndo acumuladoras (ALSAEEDI et al., 2019; CALERO HURTADO et
al., 2019; KHAN et al., 2018).

Dentre os atenuantes, 0 Si € um elemento que potencializa as respostas do
vegetal ao estresse salino em plantas de soja pela reducéo da peroxidacéo lipidica e
a producdo de ERO (FARHANGI-ABRIZ; TORABIAN, 2018). Em sistema
hidropdnico, a aplicagédo deste elemento aumenta a biomassa seca e o contetdo de
clorofila (LEE et al., 2010). Além disso, a aplicacdo de Si foliar e radicular e em
mistura com fertilizantes proporciona aumentos na fotossintese liquida, na taxa de
transpiracdo e condutancia estomatica em soja (TRIPATHI; NA; KIM, 2021).

Esses efeitos benéficos do Si séo restritos ao fornecimento via radicular e foliar
e ao (NazSiOs), sendo escassos os relatos da aplicacdo de Si na forma (K2SiO3) em
soja, assim como os estudos da aplicacdo combinada entre as via radicular e foliar.
O conhecimento da melhor estratégia de fornecimento de Si em ambiente salino que
possa minimizar os aspectos fisiolégicos e bioquimicos pode favorecer o
crescimento de espécies quanto a habilidade na absorcdo de Si (CALERO
HURTADO et al., 2019).

Neste sentido, hipotetizamos que o Si dependendo do modo de aplicacéo pode
atenuar os danos causados pela salinidade devido a reducdo da peroxidacao
lipidica, aumento da fotossintese, clorofilas totais e carotenoides, conteddo relativo
de &gua, eficiéncia do uso da agua, assim como o0 aumento da atividade enzimatica
antioxidante e equilibrio na distribuicdo do silicio, sédio e potassio nas raizes e a
parte aérea da planta de soja.

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a relacdo do Si em
diferentes formas de aplicagdo nas respostas fisiologicas, bioquimicas e nutricionais
em plantas de sojas sob estresse salino.
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6. CONCLUSAO

O uso de Si pode ser uma estratégia de manejo eficiente para aliviar 0os
efeitos deletérios do sal através de respostas desencadeadas por mecanismos
fisiolégicos e bioquimicos, induzindo toler&ncia nas plantas de soja. Dentre o0s
modos de aplicacdo, o uso de Si R e a aplicacdo de Si combinada (R+F) sdo as
formas mais eficientes de manejo que podem ser usadas para aliviar os efeitos
deletérios e aumentar a tolerancia das plantas de soja em condi¢cdes de estresse

salino.
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