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RESUMEN

El silicio no es considerado un elemento esencial para el crecimiento de
las plantas pero si un elemento beneficioso, ya que al ser absorbido como
acido monosilicico, se deposita en distintas estructuras de la planta actuando
en procesos morfo-fisioldgicos, bioquimicos o moleculares, que pueden inducir
mayor tolerancia frente a diversos estreses bidticos, como el ataque de
patégenos e insectos plagas, o abidticos, como la sequia, la salinidad, las altas
0 bajas temperaturas, los metales pesados y la toxicidad o deficiencia de
nutrientes esenciales. Sin embargo, la potencialidad del silicio ante estas
condiciones de estrés ha sido poco investigada en cultivos lefiosos existiendo
escasa informacion al respecto. En esta tesis doctoral se ha estudiado la
influencia del silicio en plantas de olivo y melocotonero sometidas a distintos
estreses bidticos y abidticos. En el olivo, los ensayos se llevaron a cabo en
condiciones de umbraculo, en cAmaras de crecimiento y en campo. En ellos se
ha analizado la aportacion de silicio en un intervalo de dosis de 0 a 20 mg L™,
la forma de aplicacion, via foliar o mediante el agua de riego y la absorcion y
redistribuciéon de este elemento en los diferentes dérganos de la planta.
Adicionalmente, se ha estudiado su efecto sobre la tolerancia a la salinidad y
sobre el control de las principales enfermedades que afectan al cultivo: el
repilo, la antracnosis y la verticiliosis. Por otro lado, también se buscé conocer
la respuesta de melocotoneros establecidos en un umbraculo y sometidos a
condiciones de estrés hidrico. Los resultados han puesto de manifiesto que en
el olivo el silicio es acumulado principalmente en las raices, seguido de las
hojas y los tallos. En las hojas su concentracién aumenta de acuerdo con las
dosis crecientes aplicadas, independientemente de la forma de aplicacion,
siendo necesarios alrededor de 60 dias desde el inicio de las aplicaciones para
que se manifiesten diferencias en la acumulacién entre las plantas tratadas y
las control. La dosis de 20 mg L™ fue la que mayormente provocé dichas
diferencias. La aplicacion de silicio se mostré eficiente en el control del repilo
del olivo. En el melocotonero, también se encontr6 mayor tolerancia de las
plantas frente al estrés causado por la sequia. En los demas estreses
estudiados no se obtuvieron respuestas concluyentes, muy probablemente
debido a las bajas dosis de silicio suministradas en esos experimentos, Yy
también a la metodologia empleada. Esto sugiere plantearse en el futuro la
repeticion de estos experimentos siguiendo los conocimientos obtenidos en
esta tesis.



SUMMARY

Silicon is considered a non-essential element for plant growth, but it is a
beneficial element. Plants uptake silicon in the form of monosilicic acid, which is
translocated through the xylem and deposited on the epidermis and in the
sheath cells of vascular bundles, acting in morpho-physiological, biochemical or
molecular processes. This silicon may induce plant tolerance to several abiotic
and biotic stresses, such as water deficiency, salinity, high or low temperature,
heavy metals, mineral imbalances, and pests and diseases. However, few
studies have been carried out with woody crops. Therefore, the aim of this
Thesis was to study the influence of silicon on olive and peach trees subjected
to different abiotic and biotic stresses. In olive trees, the experiments were
conducted in growth chambers, shade-house or under field conditions. Silicon
concentration (0 to 20 mg L™), the form of application (foliar or through the
irrigation water), and the uptake and redistribution of this element in the different
plant organs were studied. It was also studied its effect on the tolerance to
salinity and the control of the main diseases which affect this crop: leaf spot,
anthracnose and verticillium wilt. On the other hand, it was also evaluated the
effect of silicon application on young peach trees growing under shade-house
conditions and subjected to water stress. The results showed that silicon was
accumulated mainly in the olive roots, followed by the leaves and stems. Silicon
concentration increased according to the doses applied, independently of the
application form. Differences between treated and control plants in silicon
accumulation in leaves were observed 60 days after the initiation of treatments.
Silicon concentration of 20 mg L™ showed the best results. Silicon application
was efficient in controlling olive leaf spot, the most important foliar disease in
the olive. Silicon also was efficient in reduce the stress caused by drought in
peaches. No responses were found when the other stresses were studied.
Probably the low silicon concentration used in these experiments and the
methodology used, could explain the lack of results, suggesting the repetition of

the experiments in the future.
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1. Introduccién

Los elementos esenciales para el crecimiento de las plantas son 17,
agrupados en orgénicos e inorganicos. Los primeros incluyen al oxigeno (O),
hidrogeno (H) y carbono (C), elementos no minerales, que las plantas los
obtiene a partir del anhidrido carbdnico (CO,) de la atmésfera y del agua del
suelo. ElI CO;, y el agua se combinan mediante el proceso de la fotosintesis
dando lugar a la formacion de los hidratos de carbono, principal fuente de
energia celular y constituyentes estructurales de los esqueletos carbonados de
numerosas moléculas organicas de las plantas. Los demas elementos
corresponden a los nutrientes minerales que se clasifican en macronutrientes y
micronutrientes, segun su concentracion en los tejidos de las plantas. Dentro
de los macronutrientes se encuentran el nitrégeno (N), el fésforo (P), el potasio
(K), el calcio (Ca), el magnesio (Mg) y el azufre (S). Por su parte, los
micronutrientes incluyen el boro (B), el cloro (Cl), el cobre (Cu), el hierro (Fe), el
manganeso (Mn), el molibdeno (Mo), el niquel (Ni) y el zinc (zZn) (Kirkby, 2012).
Todos ellos son considerados elementos esenciales debidos que cumplen los
tres criterios de esencialidad propuestos por Arnon and Stout (1939) y que son:

1°) La ausencia/deficiencia del elemento en cuestion impide a la planta
completar su ciclo vital;

2°) La funcién del elemento en la planta no puede ser reemplazada por otro
elemento, es decir, debe ser totalmente especifica;

3°) El elemento debe ejercer su efecto directamente sobre el crecimiento o

metabolismo de la planta.



Existen otros elementos que no son esenciales para las plantas pero que
pueden promover el crecimiento y el desarrollo y mejorar algunas
caracteristicas de las plantas. Son los denominados elementos beneficiosos
(Broadley et al. 2012), entre los que se encuentra el silicio (Si), del que se ha
informado que mejora la fisiologia de numerosas especies y cumple distintas
funciones de indole estructural y bioquimica (Ma, 2004).

La literatura cientifica de diferentes paises recoge los efectos
beneficiosos que el Si puede proporcionar en las relaciones planta-ambiente en
una gran variedad de cultivos, desde potenciar el crecimiento y rendimiento
hasta acciones mas complejas como mejorar la resistencia a la toxicidad por
metales, estrés salino, resistencia a sequia, resistencia a herbivoros y
enfermedades, lo que sugiere un uso potencial en la agricultura (Zia-ur-
Rehman et al. 2016).

En la solucién del suelo, la presencia de Si genera un efecto antagonico
con los metales pesados evitando efectos toxicos en las plantas. La correccion
del pH de los suelos, la capacidad de intercambio catiénico (CIC) y la absorcién
de macro y micronutrientes por la planta, también se ven afectados
positivamente (Matichenkov and Bocharnikova, 2001). En las plantas el Si
permite la activacion a nivel bioquimico de genes de defensa, enzimas y
fitoalexinas, y al mismo tiempo permite cambios anatémicos en la estructura de
las células, proporcionando resistencia mecanica a los tejidos, lo que sumado
puede dar a la planta mejores posibilidades para soportar condiciones abiéticas
adversas como la salinidad, la sequia, la inundacion, el frio y la radiacion
excesiva. También a condiciones adversas de caracter biotico, como las

enfermedades y las plagas (Ma et al. 2001).



Los beneficios del Si en la agricultura fueron desconocidos hasta los
inicios del siglo XX, por lo que la informacion sobre el efecto en los cultivos es
escasa (Tubana et al. 2016) y, preferentemente, sobre especies herbaceas.
Por todo ello, la presente tesis doctoral se enfoca en conocer los efectos
beneficiosos del Si desde la perspectiva de la tolerancia de las plantas lefiosas

a estreses abioticos y bidticos.
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2. Revision bibliografica

2.1. Aspectos generales del silicio

El silicio (del latin Silex) descubierto en 1824 por el quimico suizo Jons
Jacob Berzelius, es un elemento quimico cuyo simbolo es "Si". En la tabla
periodica se encuentra en el grupo XIV (Fig. 1), su masa atomica es de 28.086

y contiene cuatro electrones de valencia (Greenwood and Earnshaw, 2012).
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Fig. 1. Tabla periédica de los elementos donde se resalta el Si. (adaptado).
Fuente: Baran (2015).

Este elemento no es propiamente un metal, sino mas bien un
semiconductor o metaloide con propiedades intermedias entre un dieléctrico y
un metal. Esta caracteristica particular ha convertido al Si en el material mas
demandado en la industria, donde se utiliza, desde hace miles de afos, para la
fabricacion del vidrio empleando para ello los silicatos. Desde
aproximadamente mediados del siglo XX, también se ha utilizado en la
industria  electrénica y computacional, con mudltiples aplicaciones,

caracterizandose como un elemento muy verséatil (Fermin, 2018).



Después del O, (4,95 x 10° ppm), el Si es el segundo elemento mas
abundante en la corteza terrestre (2,57 x 10° ppm), y compone alrededor del
20% de la misma. No se encuentra en la naturaleza en estado puro sino,
generalmente, combinado con O, formando o6xidos de Si (SiO,, diéxido de
silicio) y silicatos. Se encuentra muy extendido en formaciones geoldgicas de
rocas, en formas como el cuarzo, coralina, agata, jaspe, opalo y pedernal. Por
altimo, debido a su bajo peso molecular, el SiO, puede hidratarse y disolverse
en agua parcialmente formando el acido silicico (H4SiO,4) (Bogado, 2011).

El Si también puede encontrarse en los organismos vivos, formando
parte de estructuras como el esqueleto de las diatomeas (organismos
unicelulares) y esponjas silicicas (organismos pluricelulares primitivos), asi
como los huesos de los animales superiores. El Si contenido en los seres vivos
proviene de su absorcidn del componente terrestre la cual depende de la

biodisponibilidad del mismo (Aguirre et al. 2007; Pérez y Mancilla, 2012).

2.2. Presencia y dinamica del silicio en el suelo

En la naturaleza los minerales de silicato (arenas, cuarzo, caolinita,
micas, feldespato, entre otros) no se encuentran disponibles para su absorcion
por las plantas, sino que tienen que sufrir un proceso de transformacion
quimica o intemperismo, en el que la accién de agentes atmosféricos, como la
lluvia, el CO, disuelto en el agua del suelo y la temperatura, sobre los
minerales, provocan la liberacion del Si en la solucion del suelo en la forma de
H4SiO4 (también conocido como &cido silicico, acido mono-silicico o acido orto-
silicico) que es la forma de Si asimilable por las plantas (Malavolta, 2006). Esto

se resume en la ecuacion:



SiO, (amorfo) + 2 H,O = HsSiO,

El H4SiO4 en la solucion edafica actia como neutralizador de la acidez
ocasionando un aumento significativo del pH, lo que puede contribuir a que la
capacidad de intercambio cationico (CIC) se vea afectada positivamente
(Menegale et al. 2015). El hecho ocurre de manera analoga al efecto de la
caliza para la correccion de la acidez del suelo. Las fuentes de Si comerciales,
constituidas basicamente por el silicato de calcio (CaSiO3) y el silicato de
magnesio (MgSiOs), se disocian menos que los H" adsorbidos en el complejo
de cambio para la formacion del H4SiO4, y por eso el pH del suelo se eleva, de
acuerdo con las ecuaciones descritas a continuacion:

CaSiO; & Ca*" + Si0s”
SiO3” + H20 (suelo) © HSIOz + OH’
HSIO3™ + H20 (syeioy © H2SiO3 + OH’

H2SiO3 + H20 (suelo) © H4SiO4

Estas reacciones son potenciadas en los suelos tropicales, la mayoria
acidos o con tendencia a la acidez, debido a la baja saturacion de bases
(Alcarde y Rodella, 2003; Moraes et al. 2018).

Ademas de la correccion de la acidez del suelo, las fuentes de Si
promueven que el P esté mas disponible en la solucion del suelo debido a una
reduccion de su adsorcion en el complejo de cambio, es decir, el Si compite
con los aniones fosfato por los sitios de adsorcion conforme se observa en la
reaccion siguiente (Smyth and Sanchez, 1980; Matichenkov, 2008):

M-OH,POj3 + H;SiO4 + OH & M-OH;3SiO3 + H,PO4 + H,0



Por otra parte, las fuentes de Si en el suelo pueden combinarse con
metales pesados tales como el aluminio (Al), cadmio (Cd), plomo (Pb), zinc
(Zn), arsénico (As) y otros, formando compuestos complejos solubles o silicatos
de metales pesados ligeramente solubles. De esta manera, la aplicacion de
formas activas de Si ofrece la posibilidad de manejar la movilidad de metales
pesados en la solucion del suelo (Matichenkov, 2008; Hernandez-Apaolaza,
2014). Algunas ecuaciones se muestran a continuacion:

Al,Si,Os + 2H" + 3H,0 & 2A1P" +2H,Si0O,
Al,Si,05(0H), + 6H* & 2A1F* + 2H,Si0, + H,0
ZnSiO, + 4H" & 2Zn?" + HySi0O,
PbSiO, + 4H'< 2Pb* + H,SiO,

La concentracion de Si soluble y disponible en el suelo oscila entre 0.1y
2.0 mM, siempre y cuando el pH de la solucion sea inferior a 9 (Epstein, 1994),
valores similares a los de algunos elementos esenciales, como el Ky Cay
superiores a los del P (Mitani and Ma, 2005).

La extraccion del Si del suelo por los cultivos es mas intensa en las
gramineas, siendo la cafia de azlcar la que mas extrae anualmente frente a las
deméas (Tubana et al. 2016). Se estima que extrae entre 300 y 700 kg/ha
(Anderson, 1991), seguida del arroz con un rango de extraccion de 230 a 470
kg/ha (Savant et al. 1997). La cebada, el maiz, la soja y la avena extraen entre
50 y 200 kg/ha de Si anuales. Otros cultivos, como la patata, representan
rangos de extracciones anuales menores, entre 50 y 70 Kg/ha (Bazilevich,
1993).

El mayor o menor nivel de Si disponible en el suelo es variable y

depende de su mineralogia, textura y contenido de arcilla. Suelos con mayor
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contenido de oxidos de Fe y Al, suelos arenosos y de textura media, muy
lixiviados y acidos con wuna baja base de saturacion, encontrados
principalmente en las regiones tropicales, tienen un contenido de Si soluble
mas bajo. Mas aun, algunos suelos principalmente compuestos de arena,
cuarzo o silice pueden tener altos niveles de Si pero de forma insoluble y, por
lo tanto, poco disponible para las plantas (Camargo et al. 2007; Tubana et al.

2016).

En la Tabla 1 se presenta la clasificacion de los suelos segun su
deficiencia en Si, en formas activas y disponibles para las plantas, propuesto
por Matichenkov (2008), en la que el ‘Si Real representa al Si existente
actualmente en la solucion del suelo, el ‘Si Potencial’ a los compuestos de Si
en el suelo que pueden transformarse a la forma real en el futuro, y el ‘Si
Activo’ que se calcula por la siguiente férmula:

Si Activo = 10 * Si Real + Si Potencial

Tablal: Clasificaciéon de los suelos segun la deficiencia en Si (Matichenkov, 2008).

Si en el suelo (mg kg™)

Nivel de Si Si _ _
SS‘;'ICO'e”C'a en el Real Potencial > ACtVO Tipo de suelo

Mollisols virgenes
No deficiente >40 >600 >1000 (chernozems), suelos
de cenizas volcanicas

Mollisols cultivados,
Deficiencia baja 20-40 300-600 500-1000 mezclas de siembra en
invernadero

Mayoria de los suelos

Deficiente 10-20 100-300 200-500 .
cultivables

Suelos tropicales,

suelos arenosos,

suelos cultivados
degradados

Deficiencia critica 0-10 0-100 0-200

11



Segun el mismo autor las estrategias de fertilizacion con fuentes de Si
para los distintos niveles de deficiencia del elemento en el suelo serian:

e Suelo no deficiente: no requiere fertilizaciéon con Si o la adicion de
enmiendas ricas en Si.

e Suelo con deficiencia baja: la fertilizacién con Si es necesaria para el
cultivo de plantas acumuladoras de Si (cereales, hierbas).

e Suelo deficiente: es necesaria una tasa estandar de aplicacion de Si.
Los fertilizantes con Si y las enmiendas de suelo ricas en Si tienen un
efecto estable y significativo en todas las cosechas e incrementan la
fertilidad del suelo.

e Suelo con deficiencia critica: la falta de Si activo tiene un efecto negativo
en la productividad de las cosechas y ambientalmente. Son necesarias

altas tasas de fertilizantes con Si o enmiendas de suelo ricas en Si.

2.3. Absorcién, transporte y asimilacién del silicio en las plantas

Aungue todas las plantas terrestres contienen Si en sus tejidos, la
concentracion de Si en la parte aérea varia mucho entre especies pudiendo
oscilar entre el 0.1y el 10% de su peso seco. Si se compara el nivel inferior con
el de algunos elementos esenciales macronutrientes como el Ca (0.1 - 0.6%) o
el S (0.1 - 1.5%), el Si esta presente en cantidades equivalentes, e incluso
supera por el nivel superior al K y al N (Epstein, 1999; Ma and Takahashi,
2002). Esta presencia se debe a su abundancia en la corteza terrestre, siendo
casi imposible eliminarlo de los substratos donde las plantas crecen (Ma and

Yamaji, 2006). En la Tabla 2 se muestra la concentracion de Si expresado
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como porcentaje de peso seco (% ps) de los principales cultivos a nivel mundial

(Hodson el al. 2005).

Tabla 2. Concentracion de Si de los principales cultivos.

Cultivo Si (% ps)
Arroz (Oryza sativa) 4.17
Avena (Avena sativa) 151
Alubia (Phaseolus vulgaris) 0.94
Cafeto (Coffea arabica) 0.38
Cafa de azucar (Saccharum officinarum) 151
Cerezo negro (Prunus serotina) 0.28
Frambuesa (Rubus idaeus) 0.06
Girasol (Helianthus annuus) 1.87
Guisante (Pisum sativum) 0.28
Maiz (Zea mays) 0.83
Olivo (Olea europaea) 0.03
Pifia (Ananas comosus) 0.14
Sandia (Citrullus lanatus) 0.84
Soja (Glycine max) 1.40
Tomate (Lycopersicon esculentum) 1.54
Trigo (Triticum aestivum) 2.45
Vid (Vitis aestivalis) 0.20

Investigadores japonenes realizaron un amplio analisis sobre la
acumulacion de Si en aproximadamente 500 especies de plantas, desde
Bryophyta hasta Angiospermae, cultivadas bajo condiciones de suelo similares
(Ma and Takahashi, 2002). Los resultados mostraron que existe una
distribucion caracteristica de la acumulacion de Si en el reino vegetal. En las
plantas superiores (Angiospermaes), solo las plantas pertenecientes a las

familias Gramineae y Cyperacea muestran una alta acumulacién de Si. Las
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plantas de los ordenes Cucurbitales y Urticales y de la familia Commelinaceae
muestran una acumulacion intermedia de Si, mientras que la mayoria de las
otras especies de plantas muestran baja acumulacion de Si. Esta diferencia en
la capacidad de acumulacion de Si en angiospermas resultd en una
clasificacion de las plantas en 3 grupos, de acuerdo con los contenidos de Si
en los tejidos: acumuladoras, acumuladoras pasivas o intermediarias y no
acumuladoras (Ma et al. 2001), donde:
e Acumuladoras (concentraciones de SiO, > 1% de matéria seca, 0
de 100 a 150 mg kg™ de Si);
e Acumuladoras pasivas o intermediarias (0.5% < SiO, < 1% de
matéria seca, o entre 10 a 50 mg kg™ de Si)
e No acumuladoras (SiO, < 0.5% de matéria seca, o por debajo de
5 mg kg™ de Si)

En general, la diferencia en la acumulacién de Si entre diferentes
especies de plantas ha sido atribuida a la capacidad especifica de las raices de
absorber el Si (Epstein, 1994; Ma and Yamaji, 2006). De tal forma que la
concentracion critica de Si en los cultivos se ha establecido por debajo del
0.2%, mientras que el intervalo de suficiencia se ubica entre el 0.2 y el 2%.
Aunque en plantas acumuladoras de Si los niveles mayores de 2% no son
toxicos (Bennett, 1993).

El Si del suelo es absorbido por las raices en su forma neutra H;SiO,,
gue es la principal forma asimilable del elemento (Currie and Perry, 2007). Las
plantas lo absorben en diferentes cantidades pudiéndose diferenciar tres tipos
de absorcién: pasiva, activa o repulsiva (Takahashi et al. 1990), aunque los

procesos de absorcion pasivos y activos pueden ocurrir simultaneamente
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(Pontigo et al. 2015). La absorcion pasiva es realizada generalmente por las
plantas dicotiledoneas, en las que el Si llega a las raices junto con el agua de la
solucion del suelo por flujo de masa y es absorbido por el mecanismo de
difusién. Como ejemplo de cultivos en los que predomina ese tipo de absorcion
se pueden citar al girasol y calabaza consideras como especies de
acumulacion intermedia de Si (Liang et al. 2006a; Guntzer et al. 2012). En las
plantas acumuladoras de Si, la absorcion es activa, y es independiente del
gradiente de concentracion de Si entre el medio externo y la raiz. En este caso
la absorcién de Si es mas rapida que la del agua dando lugar a un agotamiento
del Si en el medio de absorcion. Dentro de este, a parte del arroz, se
encuentran algunas gramineas como el trigo o la cebada (Takahashi et al.
1990; Barber and Shone, 1966; Epstein, 1999; Casey et al. 2003). Por el
contrario, las plantas con un modo de absorcién repulsiva tienden a excluir el Si
del medio, la absorcion de Si es menor que la pudiera ser absorbida junto con
el agua de la solucion del suelo y ha sido relatada para algunos cultivos de la
familia Fabaceae como el habay la soja (Van-der-Vorm, 1980; Liang et al.
2005).

La absorcion y distribucion de Si estd coordinado por las proteinas
transportadoras especificas de membranas llamadas ‘Low Silicon’ 1 (Lsi1) y 2
(Lsi2) (Mitani and Ma 2005; Ma et al. 2007a), que fueron inidentificadas por
primera vez en especies de gramineas, aunque el proceso aun no esta
completamente aclarado y tampoco extendido en otras especies (Yamaji and
Ma, 2009). Lsil es un transportador, tipo canal, de entrada, perteneciente a un
subgrupo de la familia de las acuaporinas, que son proteinas que regulan el

movimiento de agua a través de las membranas celulares (Mitani et al. 2009).
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El Lsi2 es un transportador de salida de Si a las células del xilema
perteneciente a una familia de transportadores de aniones no caracterizada
aun. El Lsil y Lsi2 estan localizados en la exodermis y endodermis de las
raices de las gramineas donde se localiza la banda de Caspary (Ma et al. 2006;
Ma et al. 2007b), En resumen, el Si entra en las células de la exodermis de
forma pasiva a través de la proteina transportadora Lsil y liberado al apoplasto
por el transportador Lsi2 (Ma et al. 2007b), posteriormente es transportado
hacia el interior de las células endodérmicas por Lsil y liberado a la estela por
Lsi2. El transporte de silicio por Lsi2 es un proceso activo dependiente de
energia, que es impulsado por el gradiente de protones. Se requiere, por tanto,
el acoplamiento de Lsil y Lsi2 en la misma célula de la banda de Caspary para
el transporte eficiente de Si a través de las células hacia la estela. Una vez que
el Si llega a la estela es facilmente transportado por el xilema hacia los organos
aéreos a traveés de la corriente transpiratoria. En este proceso esta implicado la
proteina transportadora Lsi6 que permite distribuir el Si hacia 6rganos como las
hojas y paniculas. Lsi6 es homdlogo de Lsil, pero a diferencia de Lsil y Lsi2,
también se expresa en la vaina y las laminas de las hojas, ademas de en los
apices de las raices (Yamaji et al. 2008).

Una vez que es absorbido por la planta, durante el camino desde la raiz
hasta la parte aérea, el Si se concentra debido a la perdida de agua por la
transpiracion, lo que produce la polimerizacion del Si que se convierte en silice
amorfa hidratada (SiO,.nH,0), algunas veces descrita como fitolitos y 6palo
(phyto=planta y lithos=roca), la cual se acumula intra o extracelularmente en las
células epidérmicas de hojas, tallos, raiz y frutos (Prychid et al. 2004; Currie

and Perry, 2007). ElI Si polimerizado interactia con pectinas y polifenoles
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mejorando la rigidez y la resistencia de los tejidos, confiriendo una proteccion
mecanica frente a los posibles estreses que las plantas puedan sufrir (Luyckx
et al. 2017).

Los mecanismos de absorcion foliar de Si desafortunadamente son
desconocidos en la literatura hasta la fecha. Se piensa que su absorcion es
similar a la absorcion del acido bodrico (Figueiredo, 2007). Para Guevel et al.
(2007) el Si es principalmente absorbido por la raiz y la eficacia o no del
suministro de Si via foliar en los cultivos es tema de mucha discusion entre los
investigadores. Segun Korndorfer y Pereira (2013), uno de los problemas en el
uso de Si via foliar seria la elevada alcalinidad del caldo de aplicacion, que
puede dificultar la aplicacién foliar con otros nutrientes, puesto que algunos
elementos como el Mg y Zn bajo este pH elevado pueden precipitar.

Segun Jarvis (1987), una vez absorbido la distribucion de Si en los
tejidos vegetales de la planta es determinada por la transpiracion, que es
dependiente de la edad y de la madurez de las hojas. Asi, las hojas maduras
contienen mas contenido de Si cuando son comparadas con hojas jovenes. En
plantas no acumuladoras de Si, como el tomate, no se distingue una tendencia
en la cantidad de Si distribuidos en la parte aérea o raiz; en los casos de
plantas acumuladoras de Si, tales como arroz, trigo y cafia de azucar, el 90%
del total de Si de la planta se encuentra en la parte aérea (Ma and Takahashi,

2002; Liang et al. 2005).

2.4. Mecanismos de accion del silicio en las plantas
Estrés es la consecuencia de todo factor externo a la planta que influye

negativamente en la misma y que puede limitar su funcionamiento (Rejeb et al.
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2014). Los estreses pueden ser clasificados en fisicos, quimicos y biéticos,
pudiéndose agrupar los fisicos y quimicos con el término de ‘estreses abidticos’
(Tambussi, 2004). Entre los factores fisicos que pueden inducir estrés en la
planta se pueden mencionar la radiacion UV, las altas y bajas temperaturas y el
déficit o exceso hidrico. En relacidon con los factores quimicos se encuentran la
contaminacion atmosférica, la toxicidad por metales pesados y la salinidad. El
estrés de tipo bidtico es causado por la accion de diferentes seres vivos como
insectos dafinos, parasitos, malas hierbas, bacterias, hongos, nematodos y
virus (Orcutt and Nilsen, 2000; Redondo-Goémez, 2013).

A lo largo de la evolucién, las plantas han desarrollado diferentes
respuestas y adaptaciones que les permiten sobrevivir en condiciones de
estrés (Cardozo y Quiriban, 2014). Muchas de estas adaptaciones estan
relacionadas con el papel que juegan tanto los nutrientes esenciales como los
beneficiosos (Huber, 1980) donde cabe destacar el papel del Si en la tolerancia
de los estreses sufridos por las plantas (Yavas and Unay, 2017).

El Si es absorbido por las raices y transportado hacia los puntos de
crecimiento por el xilema. Se deposita en forma de gel de silice amorfa en
tejidos de la raiz, tallo, hojas y frutos (Savvas and Ntatsi, 2015). El Si
acumulado permite cambios en la anatomia de las células, Segun Raven
(2003), una vez depositado forma una capa gruesa sobre la epidermis que
actua de forma analoga a la lignina, ya que parece cumplir un importante papel
en la integralidad estructural de las células vegetales contribuyendo a las
propiedades mecanicas, incluyendo la rigidez de las células (Fig. 2). Esto
puede mitigar la respuesta negativa a estreses, tanto abiéticos como bidticos,

sufridos por las plantas (Epstein, 1999; Ma et al. 2001).
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Fig. 2. Deposicion de Si en la epidermis de una hoja. (adaptado).

Fuente: Atlas de histologia vegetal y animal (https://mmegias.webs.uvigo.es/1-vegetal/v-

imagenes-grandes/parenquima_clorofilico.php)

En el estrés bibtico, sirve como una barrera mecanica que impide la

infeccion de patégenos y permite la tolerancia al ataque de insectos fit6fagos
(Ma, 2004). Por otra parte, la misma barrera mecénica reduce la transpiracion
estomatica y cuticular contribuyendo a disminuir la pérdida de agua por las
plantas, al mismo tiempo que mantiene una mayor conductancia estomatica y
potencial hidrico que, en consecuencia, optimiza la eficiencia fotosintética.
Todo esto explica el impacto positivo de este elemento frente a los dafios
causados por estreses abibticos, principalmente los producidos por la salinidad
y la sequia (Sacala, 2009). Sin embargo, esta barrera mecanica puede ser
discontinua, dejando espacios vacios, por lo que algunos investigadores

afirman que la barrera quimica sea mas efectiva que la barrera mecanica

(Belanger et al. 2003).

Para la barrera quimica se ha propuesto que el Si tiene un papel activo

en mejorar los mecanismos de defensa de las plantas a nivel bioquimico y
molecular. Favorece la produccion de compuestos fendlicos y aumenta los

niveles de algunas clases de fitoalexinas o también la transcripcién de algunos
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genes que tienen en su codigo proteinas relacionadas con la defensa de las
plantas contra los patdgenos, las llamadas Proteinas PR (Rodrigues and
Datnoff, 2005).

En condiciones de estrés, las plantas generalmente sufren un estrés
oxidativo ya que inducen una disminucion de la fotosintesis lo que disminuye la
capacidad de disipacion de energia y comienzan a incrementarse los niveles de
especies reactivas del oxigeno (EROs). Las EROs se fotorreducen en los
cloroplastos (reaccion de Mehler) produciéndose los radicales superoxido (O3).
La dismutacion de este anién produce peroxido de hidrogeno (H2O2) vy la
reaccion del O,y el H,O, pueden crear radicales hidroxilo (OH"). Estos pueden
causar la peroxidacion lipidica, degradacion de pigmentos fotosintéticos
alteraciones en la permeabilidad selectiva de las membranas celulares,
desnaturalizacion de proteinas y mutaciones en el ADN (Mittler, 2002). Como
mecanismo para reparar y mitigar los dafios producidos por las EROs, las
plantas evolucionaron a un sistema de proteccion antioxidante que incluye la
sintiesis de sustancias no enziméticas de bajo peso molecular, como los
fenoles, flavonoides y carotenoides, o bien de enzimas como la ascorbato
(AsA) o el glutation reducido (GSH) (Lavid et al. 2001; Gill and Tuteja, 2010).
Se ha demostrado que el Si estd asociado al incremento de la actividad de
muchas de estas enzimas, como por ejemplo la superéxido dismutasa (SOD),
la cual cataliza la dismutacion del O, a H;O,, la catalasa (CAT), la cual
convierte el H,O, a H,O y Oy, y las enzimas del ciclo de ascorbato-glutation,
tales como la ascorbato peroxidasa (APX) y la glutation reductasa (GR), el cual
reduce el H,O,. Estos mecanismos de accidbn son muy comunmente

encontrados en el estrés oxidante sufrido por las plantas y causado
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principalmente por la salinidad y estrés hidrico (Moussa, 2006; Ahmad and
Haddad, 2011). En adicién, las peroxidasas (POX), polifenoloxidasas (PPO),
juntamente asociadas con otras fenilalanina amonio-liasas (PAL), quitinasas
(CHI), B-1,3-glucanasas (GLU) y lipoxigenasas (LOX), estan relacionadas con
un incremento en la produccion de quinonas que tienen propiedades
antibioticas y estan envueltas en la polimerizacion de compuestos fendlicos,
resultando en la mayor lignificacion de los tejidos y disminucién de la
digestibilidad, todo lo cual genera, consecuentemente, un decrecimiento en la
preferencia de los insectos fitéfagos por las plantas y descenso en la
penetracion de varios hongos, bacterias o nematodos (Fauteux et al. 2005;
Guimardes et al. 2010; Yang et al. 2017).

En otros estreses abioticos ocurridos en la solucion edéafica, tales como
la toxicidad por metales pesados y los desequilibrios nutricionales, deficiencias
y excesos de macro y micronutrientes, el Si parece tener un efecto positivo
sobre la restauracién de las caracteristicas quimicas de esos suelos, como ya
ha sido relatado en el apartado 2.2. En la solucién del suelo la presencia de Si
se ha demostrado efectiva para la disponibilidad de P en el mismo,
posiblemente debido a un intercambio de los fosfatos adsorbidos a los
hidréxidos por el Si o porque disminuye la actividad de los iones Al en solucién,
evitando que estos hagan precipitar al H,PO, (Matichenkov and Calvert, 2002;
Owino-Gerroh and Gascho, 2005). En los suelos tropicales, generalmente
acidos debido a la baja saturacion de bases, la presencia de Si puede ser
beneficiosa en la restauracion de la CIC y el aumento del pH, probablemente
debido a que la fuente de Si promueve la reaccién de los aniones (SIOs?) con

los protones (H") que originan el aumento del pH y, en consecuencia, optimiza
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la absorcion de Ca, Mg y P entre otros elementos (Tavakkoli et al. 2011;
Gualberto, 2018). Asi como disminuye la oxidacion por metales pesados tales
como Cd, Pb, y As, por la formaciéon de complejos, acomplejamiento y co-
precipitacion de iones de metales toxicos (Treder and Cieslinski, 2005; Gu et al.
2011; Adress et al. 2015; Yu et al. 2016; Mu et al. 2019).

Especialmente en gramineas, otro mecanismo adicional que puede
estar involucrado en los efectos positivos del Si se basa en que su presencia
permite que las hojas estén mas erectas, lo cual mejora su posicionamiento y
permite menos competencia por la luz y, en consecuencia, mayor tasa

fotosintética y menor incidencia de enfermedades (Zan&o-Junior, 2007).

2.5. Efectos beneficiosos del silicio en las plantas
2.5.1. Efectos en latolerancia a estreses abioticos
2.5.1.1. Estrés hidrico

El agua es una molécula esencial para la vida. En las plantas constituye
aproximadamente entre el 80 y el 95% del peso fresco de los tejidos en
crecimiento desempefiando varias funciones Unicas, de tal forma que cuando
este recurso es limitado se convierte en una de las principales fuentes de
estrés para las plantas (Moreno, 2009). El déficit hidrico no s6lo ocurre cuando
hay poca agua en el ambiente, sino que también puede ser ocasionado por la
presencia de sales en el suelo o en el agua de riego o por altas temperaturas
del ambiente. Estas condiciones son capaces de inducir una disminucion del
agua disponible para las células, lo que se conoce como estrés osmatico,
provocando en las plantas efectos muy similares a los que hacen frente de la

misma manera (Levitt, 1980).
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La falta de agua en el suelo afecta sustancialmente a la tasa de
crecimiento de las plantas y a la acumulaciéon de biomasa en todos los 6rganos,
siendo este efecto generalmente mas acusado en los 6rganos aéreos que en la
raiz. También induce el cierre de los estomas, que por consecuencia hace que
la fotosintesis se vea afectada, al igual que la transpiracion y el potencial
hidrico (Taiz and Zeiger, 2006). Este proceso esta desencadenando por una
sefal bioguimica, la hormona acido abscisico (ABA) (Leung and Giraudat,
1998).

Las plantas también responden al estrés por déficit hidrico a nivel celular
y molecular (Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Una de las
principales respuestas a la sequia es la modificacion de la expresion génica,
relacionada con la produccién de enzimas clave en la via de sintesis de
osmolitos, proteinas con funcioén protectora, enzimas antioxidantes, factores de
transcripcion y otras proteinas involucradas en las respuestas al estrés hidrico
(Bray, 1997; Zhu, 2002).

Una de las estrategias para incrementar la supervivencia y el
rendimiento de las plantas ante situaciones de estrés hidrico, es el manejo de
la nutricion mineral (Hu and Schmidhalter, 2005; Marschner, 2012). En ese
sentido existen evidencias claras de que la aplicacion de fertilizantes con Si en
los cultivos muestran efectos positivos frente a los dafios causados por la
sequia (Sacala, 2009). Entre ellos se ha observado que favorece el intercambio
gaseoso, que es uno de los procesos mas sensibles a este tipo de estrés. Se
ha demostrado que bajo estas circunstancias el Si ejerce un papel protector del
cloroplasto, asi como una mejora en la concentracion de pigmentos

relacionados con la absorcion de la luz resultando en un incremento de la
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actividad fotosintética (Cao et al. 2015; Jesus et al. 2018). Ademas, el Si en la
planta parece favorecer la presencia de compuestos organicos, los cuales
contribuyen al ajuste osmoético permitiendo la retencion del agua por la planta y
asi el mantenimiento de procesos vitales como la fotosintesis (Matichenkov,
2008 y Matichenkov et al. 2008).

La transpiracion de las hojas ocurre principalmente a través de los
estomas, aunque también una pequefia parte puede tener lugar a través de la
cuticula. Como el Si puede ser encontrado debajo de la cuticula, formando una
densa capa por la deposicion de silice amorfa, la pérdida de agua por
transpiracion, tanto en la transpiracion cuticular como a la realizada por los
estomas, se ven reducida por la formacion de dicha capa (Ma, 2004). El arroz,
planta acumuladora de Si, tiende a tener hojas con una cuticula delgada, pero
la acumulacion de Si puede reducir la tasa de transpiracion en
aproximadamente un 30% bajo condiciones de sequia (Ma et al. 2001). En
plantas de maiz la aplicacion de Si parece mejorar el crecimiento y el
rendimiento de granos cuando las plantas se encuentran bajo sequia, lo cual
ha sido atribuido a una mejora de la tasa fotosintética resultado de una menor
transpiracion de las plantas (Amin et al. 2018). Investigaciones en los cultivos
de cacao y fresa tratadas con Si evidenciaron un incremento en la tasa
fotosintetica y la conductancia estoméatica, acompafiado por el incremento de la
eficiencia del uso de agua (Zanetti, 2016; Dehghanipoodeh et al. 2018).

Por otra parte, el Si modifica la expresion génica, relacionada con la
produccion de enzimas clave en la via de sintesis de los antioxidantes, como
por ejemplo de la SOD, CAT y GR, que son enzimas responsables por aliviar

los dafios inducidos por las EROs como la formacion del O, y H,0,, que se
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generan debido a un aumento en la tasa de fotorreduccion en los cloroplastos
(Gong et al. 2005). En la especie de forraje Urocholoa brizantha y en albahaca
bajo estrés por sequia, se ha encontrado que la presencia de Si esta asociada
con el incremento en la actividad de defensa por parte de las enzimas
antioxidantes CAT y SOD (Moro et al. 2018; Farouk and Omar, 2020) En el
cultivo de trigo, aparte de estas enzimas, también se ha encontrado una
disminucion significativa en la formacidon de los dafios por H,O; v,
simultdneamente, incrementos importantes en la absorcién de Na y Mg como
respuesta del uso de Si frente a la sequia (Xu et al. 2017).

Ademas, el Si esta involucrado en la sintesis de otras proteinas
implicadas en la tolerancia de las plantas bajo sequia, como por ejemplo la de
proteinas transportadoras de iones y aquellas que permiten el transporte de
agua, las acuaporinas o incluso proteasas y fosfatasas (Sapre and Vakharia,

2016; Coskun et al. 2016).

2.5.1.2 Estrés salino

Segun Tanji (1990), la salinidad se define como la concentracion de
sales minerales disueltas, presentes en el agua o en el suelo, referidas a una
unidad de volumen o de peso. Los principales solutos que inducen salinidad
son los cationes Na*, Ca*, Mg* y K"y los aniones CI', SO,*, HCO3,COs* y
NO3s, siendo el Na* y el CI" los iones mas dafiinos. Sin embargo, en algunos
casos puede existir un efecto positivo de iones salinos sobre el crecimiento de
algunas especies, como el caso de cultivos con el proceso metabdlico C4 y las
especies halofitas que no crecen en ausencia de NaCl, siendo el género

Atriplex uno de los mas representativos de este tipo de plantas (Cabezas,
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2010; Sanchez-Diaz y Aguirreolea, 2008). Sin embargo, la totalidad de los
efectos de la salinidad en las plantas son negativos (Coll et al. 2005).

Existen dos origenes de la salinidad. La primaria es causada por medio
naturales, tales como: erosion de las rocas, sal de arena movida por el viento y
suelos con dificultad de drenaje. Mientras que la de origen secundario es
causada por actividades humanas, que incluyen el uso excesivo de fertilizantes
y productos quimicos, eliminacion de cubierta vegetal, intrusiéon de agua del
mar debido a la sobreexplotacién de acuiferos en zonas costeras, asi como el
uso de agua de mala calidad para el riego (Laburu, 1986; Manchanda and
Garg, 2008).

Los efectos perjudiciales de la salinidad sobre el crecimiento y desarrollo
de la planta se resumen, principalmente, en tres categorias: efectos sobre las
relaciones hidricas, efectos nutricionales y efectos sobre el balance de energia
(Pasternak, 1987), que por consecuencia se manifiestan en alteraciones en los
principales procesos metabdlicos de la planta como la germinacion,
crecimiento, intercambio gaseoso, etc (Poljakoff-Mayber, 1975).

El crecimiento de la planta sobre condiciones salinas causa la reduccién
del potencial hidrico de la solucion del suelo, lo que provoca una disminucion
en la absorcién de agua por parte de las raices. En este caso la respuesta de la
planta consiste en incrementar la produccion intracelular de compuesto
solubles, como la prolina, sacarosa, manitol, glicerol, etc., que disminuyen el
potencial hidrico intracelular y facilitan la entrada del agua; de lo contrario, no
solo no entraria agua del medio exterior, sino que esta tenderia a salir de las
células radicales, y la planta se secaria (Garate y Bonilla, 2008). Por otra parte,

un exceso de sales en el suelo como el Na genera un desequilibrio nutricional
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por la absorcion competitiva con nutrientes como el Ca y el K (Munus and
Tester, 2008). Otra consecuencia de la salinidad es la rapida acumulacion de
las EROs en cloroplastos y mitocondrias, tales como el O, y H,O; que, a su
vez, produce dafios sobre macromoléculas, tales como lipidos, proteinas y
acidos nucleicos. Como proteccion para los dafios producidos, las plantas
sintetizan antioxidantes, sustancias no enzimaticas de bajo peso molecular y
enzimas como la POX 'y SOD, como mecanismo de proteccion (Tuteja, 2007).

Segun Gucci and Tattini (1997), los sintomas externos que pueden
aparecer en las plantas sometidas a estrés salino son, por ejemplo: reduccion
de crecimiento, clorosis y puntas de las hojas quemadas, hojas enrolladas,
marchitamiento de flores, necrosis de raices y defoliacion.

El incremento de los niveles de fertilizacion con Si en las plantas, logra
ser un mecanismo eficaz de proteccion frente a los efectos dafinos causados
por el estrés salino, lo que puede resultar una alternativa para la produccion
agricola en suelos y agua con problemas de salinidad (Zhu and Gong, 2014).
Estos beneficios pueden ser explicados primeramente debido que al ser
asimilado el Si, se deposita en forma de silica amorfa en los diferentes tejidos
de la planta (Ma and Yamaji, 2015). Esta acumulacién actda como una barrera
fisica efectiva, sobretodo en las hojas, reduciendo eficazmente la pérdida de
agua por las mismas mediante la inhibicion de la tasa de transpiracion y que,
en consecuencia, disminuye la absorcion de Na y Cl y su transporte por el
xilema (Ahmad et al. 1992). En arroz, Yeo et al. (1999) correlacionaron el
suministro de Si a las plantas con la reduccion en la tasa de la transpiracion, lo
gue generd mejorias en parametros del intercambio gaseoso en plantas bajo

condiciones de salinidad. En trigo, Tuna et al. (2008) aseguran que la reduccion
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de la absorcion Na y Cl y, en consecuencia, el descenso de su transporte
desde la raiz hasta las hojas, fueron los motivos de la mejora en el crecimiento
de las plantas en ambiente salino con la presencia de Si.

Siguiendo la misma linea, la inhibicién de la absorcion de Na y Cl, en
parte por el efecto del Si sobre la traspiracion, incrementa las concentraciones
de algunos de los elementos esenciales como K, Ca y Mg. En el caso del K su
absorcion y transporte es un proceso activo ligado a la actividad de la bomba
de protones o ATPasa en las membranas plasmaticas. Un posible efecto
adicional del Si en este proceso es estimular dicho mecanismo, incrementando
asi la absorcion del K por las plantas sometidas al estrés salino (Liang, 1999;
Liang et al. 2006b; Sahebi et al. 2015). Estos efectos de estimulacion de la
absorcion del K en los cultivos bajo estrés salino han sido observados en maiz,
garbanzo y trigo (Khan et al. 2015; Garg and Bhandari. 2016; Soliaman et al.
2019). En mostaza, pimiento y patata, el uso de Si no solo mejoré la absorcion
del K en condiciones salinas, sino también la de otros nutrientes como el N, Py
Zn (Danic¢i¢ et al. 2019; Hussein and Abdullah, 2019; Moussa and Shama,
2019).

Para Méndez (2019), el Si puede favorecer el aumento de diferentes
compuestos osmoticos en la planta, como la prolina, proteinas solubles,
azucares y compuestos fendlicos, que permiten el ajuste osmotico al disminuir
el potencial hidrico de los tejidos, restableciendo de esta manera el gradiente
entre suelo y las células y, como consecuencia, la mayor captacion y retencion
de agua en los tejidos. En plantas de trigo y de la especie Vigna radiata se ha
encontrado que los efectos protectores del uso de Si en estas plantas frente a

la salinidad se debieron al aumento de diferentes osmolitos, como los
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carbohidratos y aminoacidos como la betaina, glicina y prolina (Osman et al.
2017; Ahmad et al. 2019).

Por otra parte, los dafios oxidativos causados por las EROs en plantas
bajo estrés salino pueden ser reparados y mitigados con la presencia de Si que
potencia la actividad enzimatica, por ejemplo de la ascorbato peroxidasa (AP),
SOD, GPX y CAT, las cuales son enzimas antioxidantes capaces de remover,
neutralizar o eliminar por completo las EROs (Wang et al. 2011; Zhu and Gong,
2014). Estos mecanismos fueron corroborados en recientes experimentos con
arroz (Kim et al. 2014; Das et al. 2018; Yan et al. 2020); girasol (Conceicéo et
al. 2019); patata (Gowayed et al. 2015); tomate (Al-Aghabary et al. 2005; Li et
al. 2015); regaliz (Li et al. 2016) y colza (Farshidi et al. 2012; Hasanuzzaman et
al. 2018). En todos los trabajos los desordenes a nivel fisiolégico fueron
relacionados con las EROs, como dafios en la estructura y la funcion de las
células, la degradacion de pigmentos fotosintéticos, ADN y proteinas fueron

mejorados en la presencia del Si en condiciones salinas.

2.5.2. Efectos en latolerancia a estreses bidticos
2.5.2.1. Enfermedades
La severidad de muchas enfermedades de las plantas puede ser
reducida por mejoras en el manejo de la nutricibn mineral. Esto puede lograrse
al modificar la disponibilidad de algun elemento en particular (Huber and
Haneklaus, 2007). En este caso se considera que incrementos en la
fertilizacion con Si de los cultivos pueden ser efectivos para mejorar la

tolerancia a enfermedades causadas por hongos, bacterias, nematodos y virus
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debido a la formacion de barreras mecéanicas y/o cambios en las respuestas
quimicas de la planta (Sakr, 2016; Yavas and Unay, 2017).

El papel positivo del Si en mitigar los efectos perjudiciales causados por
las enfermedades en los cultivos es atribuido, en parte, a su acumulaciéon y
polimerizacion en los tejidos de la epidermis de los 6rganos (Pozza et al. 2015).
Esta acumulacion forma una camada gruesa, que protege y fortifica,
constituyendo una barrera fisica efectiva que dificulta la penetracion directa y el
desarrollo de hifas del patdégeno en las plantas (Debona et al. 2017), como se
muestra en la Fig. 3.

Sin Silicio Con Silicio

Espora de hongo  irq Espora de hongo  Hifa

Cuticula ————— Cuticula

-y
Epidermis —_

/ _ Cuticula
% — - Epidermis superior

- Epidermis inferior
Estoma

Fig. 3. Corte transversal de una hoja (A); Desarrollo de las hifas del hongo sin acumulacion del
Si en los tejidos de la epidermis (B); Capa de silice debajo de la cuticula impidiendo el
desarrollo de la hifa (C). (Adaptado).

Fuente: Flores (2018).

En el cafeto, la colonizacion por parte del hongo Cercospora coffeicola
fue afectada negativamente por la utilizacion de Si. Pozza et al. (2004) y
Botelho et al. (2005) observaron que en las plantas tratadas con Si hubo un
espesamiento significativo de la cuticula y la formacion de una capa gruesa de
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cera debido a la acumulacion del Si en la misma, lo que genero dificultad para
la penetracion del hongo a través de ella o por los estomas. AUn mas, la
camada de cera con caracteristica originalmente hidrofébicas impidié la
formacion de la pelicula de agua, que es importante para los procesos vitales
de patogénesis y germinacion del hongo. En el arroz y la vid también se ha
observado la actuacion de la barrera fisica frente a la penetracion de los
hongos que causan el afiublo y el mildiu, respectivamente, en plantas donde
hubo tratamiento con el Si (Bowen et al. 1992; Kim et al. 2002).

Por otro lado, existe la hipotesis de que el Si presente en la planta forma
también barreras quimicas y bioquimicas, de manera que activa el sistema de
defensa natural de las mismas cuando un patégeno las infecta (Fauteux et al.
2005). Después de una infeccion por patdgenos, el Si estimula la rapida
actividad de la CHI, las POX, PPO y GLU, que son enzimas con la funcion de
degradar la pared celular de los hongos fitopatbgenos y la cuticula de
nematodos (Rodrigues et al. 2001). En adiccién, plantas atacadas por
patdgenos pueden generar metabolitos secundarios de bajo peso molecular,
como los flavonoides y fitoalexinas, bien como otros compuestos como los
fenoles glicosilados, que juntos tienen propiedades antifingicas y juegan un
papel muy activo en la supresion de las enfermedades (Fawe et al. 1998;
Rodrigues et al. 2004).

En el cultivo del trigo, Rémus-Borel et al. 2005 han propuesto que el Si
ha tenido un papel activo en incrementar la sintesis de diferentes grupos de
fitoalexinas que potencializaron la tolerancia del cultivo frente al ataque del

oidio (Blumeria graminis).
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En el cafeto, plantas suministradas con Si mostraron un incremento en la
resistencia de la raiz por la deposicion de lignina, ademas de la actividad del
POX, PFO y FAL, gque en estas plantas fueron positivamente incrementadas y
relacionadas directamente con la tolerancia del cafeto frente a la infeccion por
el nematodo Meloidogyne exigua (Silva et al. 2010). En el mismo cultivo se ha
observado una reduccion en un 70% de la severidad causada por el hongo
Hemileia vastatrix que fue acompanada de incrementos en las actividades de
CHI y GLU (Pereira et al. 2009).

Recientemente, en el cultivo de trigo provisto con Si se incrementé la
tolerancia a dos enfermedades causadas por los hongos Gibberella zeae y
Drechslera tritici-repentis, también debido a grandes actividades de enzimas,
esencialmente la PPO y CHI (Telaxka et al. 2019). Aun mas, en plantones de
cacao las actividades de POX, CHI y PPO, en adicion con la densidad
estomética y la fotosintesis, tendieron a ser mas altas en los plantones
abonados con Si comparados con los plantones sin el suministro del elemento
con respecto a la inoculacién con Moniliphthora perniciosa (Fantinato et al.
2018).

Por otra parte, aplicaciones foliares de Si directamente a los frutos de
dos cultivares de pera redujeron significativamente la severidad de
enfermedades causadas por Penicillium expansum y Botrytis cinerea, lo que
sugiere que el elemento tiene un efecto positivo en la calidad postcosecha de
las peras (Corréa et al. 2017). En frutos de melocotén, el uso de Si como un
agente de tratamiento pre y pos-cosecha, indujo tolerancia frente al ataque del
Monilinia fruticola y fue acompafiado de notables aumentos de la sintesis de

polifenoles totales y de la firmeza de la pulpa de los frutos (Pavanello, 2016).
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En otro estudio relacionado con la postcosecha, se han demostrado que el uso
de Si promovié la tolerancia frente al ataque del oidio causado por
Podosphaera xanthii, seguido de incrementos en la firmeza de la pulpa de
frutos de meldén (Cruz, 2016).

En las enfermedades causadas por bacterias el Si también suministra
funciones de proteccion. Las plantas de arroz y de platano tratadas con Si e
inoculadas con Xanthomonas oryzae y Xanthomonas wilt, respectivamente, se
encontré un aumento en las actividades del PPO y PAL, asociadas con la
reduccion de la bacteriosis, ademas de incrementos en el contenido de
compuestos fendlicos y lignina en las hojas de arroz (Song et al. 2016; Mburu
et al. 2016). En el melén se ha encontrado una clara tolerancia de las plantas
contra al ataque de la mancha bacteriana cuando se ha suministrado Si.
Ademas, los niveles de Ca y Mg también fueron mejorados y asociados con la
disminucién del desarrollo de la enfermedad (Ferreira et al. 2015).

La informacion en la literatura todavia es muy escasa en el caso del
efecto del Si en mitigar o prevenir los efectos dafinos en la planta causado por
patdgenos viricos cuando es comparada con la informacion disponible para los
demas agentes patogénicos (Sakr, 2016). En tabaco se observd una
disminucién de la incidencia del virus del mosaico del tabaco y del virus de la
mancha anular del tabaco en plantas donde se aplicé Si con relacién al control
(Zellner et al. 2011). En el cultivo del pepino la incidencia del virus de la
mancha anular de la papaya también fue reducida en plantas suministradas
con Si. Los autores encontraron que el efecto esta atribuido a la regulacion de
genes relacionados con la actividad de las enzimas POX y PAL (Elsharkawy

and Mousa, 2015). Los resultados del uso de Si como método de control de
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enfermedades causadas por virus parece ser una estrategia eficaz, aunque es

necesaria mayor investigacion (Sakr, 2016).

2.5.2.2. Plagas

Elementos minerales considerados beneficiosos pueden afectar a la
tolerancia de las plantas frente al atague de insectos y, dentro de esos
elementos, el Si puede contribuir de manera efectiva en varios cultivos. Muchos
de los mecanismos de defensa producidos por las plantas suplementadas con
Si frente a las enfermedades funcionan de forma similar a aquellos generados
cuando la planta es atacada por insectos (Alhousari and Greger, 2018).

El primer mecanismo se basa en la hipétesis de la barrera fisica, ya que
el Si se deposita en células de los tejidos, incluyendo epidermis y cuticula en la
pared celular formando una doble capa rigida de silice, la cual afecta a
importantes procesos, incluyendo dificultar la infeccién y la penetracion de los
estiletes de los insectos (Reynolds et al. 2009). El segundo mecanismo de
defensa propuesto es que suplementos de Si cuando las plantas son atacadas
por insectos, aumentan la liberacion de enzimas de defensa como POX, PPO y
PAL, que inducen en las plantas un aumento en la produccion de metabolitos
secundarios que participan en la lignificacion y en la sintesis de suberina que
incrementa la dureza y disminuye la digestibilidad de los tejidos de la planta.
Consecuentemente, generan una disminucion en la preferencia de los insectos
al tiempo que genera quinones que poseen propiedades antibidticas y aumenta
la produccidon de compuestos fenodlicos (Keeping and Kvedaras, 2008;
Reynolds et al. 2016). Aparte de esto, el Si también favorece aumentos en la

sintesis de produccion de compuestos volatiles que atraen enemigos naturales
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de los insectos. Participa también en la regulacion diferencial de genes
relacionados con la defensa de las plantas (Thaler et al. 2002., Liu et al. 2017).

En investigaciones con plantas de maiz y de repollo, con el objetivo de
estudiar la influencia del Si en el manejo de la oruga Spodoptera frugiperda y
de la polilla de las cruciferas (Plutella xylostella), respectivamente, se observé
gue aquellas orugas alimentadas con hojas donde se suministré Si presentaron
cambios en la anatomia de sus mandibulas, causando un mayor desgaste en
Su region incisiva resultando, en consecuencia, una mortalidad elevada
(Goussain et al. 2002; Freitas et al. 2012). En el cultivo del girasol el Si afect6 a
la palatabilidad de las hojas de girasol y ocasion6 la disminucién del desarrollo
de Chlosyne lacinia saundersii, lo cual confirid tolerancia a las plantas contra el
ataque del insecto (Assis et al. 2013). Para Massey and Hartley (2006), el
aumento de la rigidez de las hojas debido a la deposicién de Si disminuye la
palatabilidad y digestibilidad tanto para los vertebrados como para los
herbivoros invertebrados. También pueden causar el desgaste de las piezas
bucales, lo que genera la reduccion de la eficiencia alimenticia y tasas de
crecimiento, hasta incluso la mortalidad de esos herbivoros.

Por otro lado, en plantas de tomate afectadas por Tuta absoluta no se
encontraron cambios en la morfologia de las piezas bucales, sino dafos en las
células del intestino de las orugas alimentadas con hojas que recibieron Si, lo
que se atribuyo a la sintesis de sustancias toxicas asociadas con la presencia
de Si, lo que resulté en disminucion de la eficiencia alimenticia y aumento de la
mortalidad (Santos et al. 2015). En un estudio con el pulgdn de los cereales,
Schizaphis graminum, no se encontré desgate de los estiletes, pero si que en

las plantas de trigo tratadas con Si hubo una reduccion de la melaza o

35



"honeydew’, que son secreciones dulces y pegajosas que producen insectos
chupadores, incluyendo el pulgén, de la cual se alimentan las hormigas y
hongos como la fumagina (Goussain et al. 2005). Aun en el pulgén de los
cereales, en otra investigacion en trigo se encontré que la presencia de Si
produjo el aumento de la sintesis de enzimas de defensa de la planta como la
POX, PPO y PAL, en detrimento de la tasa de crecimiento y también de la
preferencia del pulgon en plantas tratadas con Si (Gomes et al. 2005).
Resultado similar fue encontrado en plantas de arroz frente al ataque de
Cnaphalocrocis medinalis, donde el uso de Si incrementé la actividad de las
mismas enzimas de defensa, lo que resulto en la baja defoliacién de las plantas
causado por la oruga (Han et al. 2016). En un ensayo con pepino no se
observaron cambios asociados con los parametros de defensa mecanica. Sin
embargo, se observo que en las plantas sumistas con Si ocurrié el aumento en
la sintesis de compuestos quimicos volatiles defensivos durante el ataque del
escarabajo del pepino, Diabrotica balteata (Callis-Duehl et al. 2017).
Recientemente, Hall et al. (2019) Indican que la eficiencia del Si frente a
ataques de insectos es debido a que la presencia del elemento estimula
incrementos de la sintesis del acido jasmonico en las plantas, que es una
fitohormona endogena reguladora del crecimiento de las plantas pero que
también puede ser producida por ellas después del dafio ocasionado por un
insecto, dando como resultado un incremento de la produccion de compuestos

de resistencia.
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2.6. El uso del silicio en la agricultura

En la agricultura moderna el Si se ha demostrado beneficioso para una
gama de especies. La influencia positiva del elemento en cultivos ha sido
conocida desde que Justius Von Leibigh publicé en 1840 trabajos sobre los
beneficios de Si desde el punto de vista de la nutricibn mineral de las plantas.
Desde entonces se han desarrollado ensayos en laboratorios, invernaderos y
en el campo que han mostrado beneficios de la fertilizacion con Si en la
productividad, desarrollo y tolerancia frente a los diversos estreses en cultivos
herbaceos como arroz, maiz, trigo, cebada, cafia de azucar, calabaza, y en
cultivos lefiosos como citricos y cafeto (Matichenkov, 2008; Jana and Jeong,
2014; Shahrtash, 2018).

Los cultivos lefiosos son aquellos que se caracterizan por tener un tejido
lignificado que proporciona rigidez a la pared celular, ser de crecimiento lento y
con un ciclo vegetativo largo. Constituyen un grupo de gran interés econémico
dentro del cual se encuentran especies forestales y frutales (Gardner et al.
2017). En el caso de los frutales, esos son caracterizados como no
acumuladores de Si, por lo tanto, la presencia del elemento en ellos es muy
baja. Sin embargo, el Si puede participar de manera activa en estas especies
lefiosas disminuyendo diferentes tipos de estreses de naturaleza abidtica y
bidtica, sobre todo en la agricultura organica donde la fertilizacion con Si puede
allanar el camino hacia el uso minino de fertilizantes y plaguicidas sintéticos
(Patil et al. 2017). En la Tabla 3 se muestran ejemplos de efectos positivos de

la aplicacion de Si en cultivos lefiosos.
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Tabla 3: Investigaciones con el uso de Si en cultivos lefiosos.

Cultivo Lefioso Parametro

Autores(s)

Calidad postcosecha

Aguacate

Bertling et al. 2009
Kaluwa et al. 2010
Tesfay et al. 2010

(Persea americana) Enraizamiento in vitro

Hernandez et al. 2015

Tolerancia a enfermedades

Kaiser et al 2005
Bekker, 2011
Dann and Le, 2017

Crecimiento, fisiologia y tolerancia

Cacao a enfermedades y plagas

(Theobroma cacao)

Souza, et al. 2012

Pinto et al. 2014
Fatinato et al. 2018

Estrés hidrico

Zanetti, et al. 2016

Caracteristicas del suelo,
crecimiento y nutricién

Caicedo y Chavarriaga, 2007
Cunha et al. 2012
Gokavi et al. 2020

Cafeto
(Coffea spp) Tolerancia a enfermedades

Martinati et al. 2008
Reis et al. 2008
Pereira et al. 2009
Silva et al. 2010
Botelho et al. 2011
Rodrigues et al. 2011
Lopes et al. 2013
Carré-Missio et al. 2014
Lopes et al. 2014
Silva et al. 2015
Schurt et al.2016
Roldi et al. 2017

Tolerancia a plagas

Santa-Cecilia et al. 2013
Toledo and Reis, 2018

Calidad postcosecha

Carneiro-Carvalho et al. 2019a

Zhang et al. 2013

Castanho

(Castanea spp)

Estrés hidrico

Carneiro-Carvalho et al. 2020a

Tolerancia a altas temperaturas

Carneiro-Carvalho et al. 2019b

Carneiro-Carvalho et al. 2020b

Tolerancia a enfermedades

Carneiro-Carvalho et al. 2017
Carneiro-Carvalho et al. 2020c

Carneiro-Carvalho et al. 2020d

Ciruela
(Prunus domestica)

Tolerancia a

enfermedades y plagas

Ferreira et al. 2013
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...Continuacion Tabla 3:

Cultivo Lefioso

Parametro

Autores(s)

Citricos
(Citrus spp)

Calidad postcosecha

Liu et al. 2010

Mditshwa et al. 2013
Mkhize et al. 2013

Abd-Elall and Hussein, 2018
Dattatray, 2018

Caracteristicas del suelo

Matichenkov and Calvert, 1999

Crecimiento, nutricion y

acumulacion

Woutscher, 1989
Mvondo-She and Marais, 2019

Estrés salino

Kostopoulou and Therios, 2014
Mohamed and Al-Kamar, 2018

Tolerancia a enfermedades

Martinati et al. 2007
Asanzi et al. 2014
Marais, 2015
Patt et al 2018

Tolerancia a plagas

Hogendorp et al. 2009
Dito, 2016
Vieira et al. 2016
El-Enien et al. 2017
Ramirez-Godoy et al. 2018

Guava
(Psidium guajava)

Efectos en las caracteristicas

fisicas y bioguimicas

Das et al. 2017

Mango

(Mangifera indica)

Calidad postcosecha

Costa et al. 2015
Rahmani et al. 2017
Noorullah et al. 2018

Efectos en las caracteristicas

guimicas, fisiologicas y

bioquimicas

More et al. 2015
Helay et al. 2018
Ghoreishi et al. 2019

Estrés hidrico

Helay et al. 2017

Estrés salino

Elsheery et al. 2020

Manzano

(Malus domestica)

Calidad postcosecha

Valdebenito et al. 2018

Enraizamiento in vitro

Avestan et al.2017

Tolerancia a enfermedades

Farahani et al. 2012a
Farahani et al. 2012b
Ebrahimi et al. 2012

Estrés salino

Aras, 2020
Aras et al. 2020

Melocotén
(Prunus persica)

Enraizamiento in vitro

Kadlecova et al. 2020
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...Continuacion Tabla 3:

Cultivo Lefioso Parametro

Autores(s)

Estrés hidrico

Habibi and Hajiboland, 2013

Estrés salino

Habibi et al. 2014

Pistacho Tolerancia a enfermedades
(Pistacia vera)

Mostowfizadeh-Ghalamfarsa, et al
2017

Tolerancia a bajas temperaturas

Habibi, 2015a

Tolerancia a metales pesados

Salarizadeh et al.2016
Cetinkaya and Kulak, 2019

Calidad postcosecha

Singh et al. 2020

Efectos en las caracteristicas
guimicas, fisiologicas y
bioguimicas

Gomes et al. 2020

Estrés hidrico

Kamangar and Haddad, 2016

Vid

(Vitis vinifera) Estrés salino

Qin et al. 2016
Qin et al. 2019

Tolerancia a bajas temperaturas

Habibi, 2015b

Botta et al. 2011

Tolerancia a enfermedades Schabi et al. 2020

Tolerancia a plagas Parrilli et al. 2019

Existe una serie de fuentes sdlidas y liquidas de Si en el mercado, que
son utilizados como enmiendas de suelo o fertilizantes, como diatomita, silicato
de calcio, metasilicato de sodio, silicato de potasio, silicato de magnesio, acido
ortosilicico, diéxido de silicio hidratado y metasilicato de calcio (Ferreira, 2017).
Las fuentes de Si que han sido utilizadas con éxito en la agricultura incluyen los
extractos organicos de plantas, usualmente de algas, conchas de animales
acuaticos y la ceniza de cascara de arroz y bagazo de cafia de azucar. Otras
fuentes soélidas utilizadas con éxito incluyen la wollastonita, escorias de
siderurgia, silicato de calcio, un subproducto de las industrias del fosfato de
acero, termofosfato y cemento, ampliamente encontrado en paises como
Estados Unidos, Espafia, Italia, Alemania, Canada y constituyen fuentes de
silicatos a bajo costo (Korndorfer y Datnoff, 1995). Sin embargo, debido a la

lenta solubilidad en el suelo, las fuentes sélidas de Si no les permite
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suplementar las necesidades inmediatas de los cultivos, siendo necesario
aplicar altas cantidades de esos productos (Mancuso, 2016).

El compuesto mas comunmente utilizado para realizar aportes de Si a
los cultivos son los silicatos. Quimicamente los silicatos son sales del acido
silicico, formados a partir de los dos elementos comunes: el Siy el O, y
ademas llevan elementos accesorios que le dan distintas caracteristicas
(Dematté et al. 2011). Industrialmente los silicatos pueden ser obtenidos por la
fusidn de la silice de alta pureza con carbonatos o hidroxidos de Na, K, Ca, Mg,
etc, con temperaturas sobre los 1000 ‘C. En este proceso el SiO, reacciona
cuando es fundido, formando silicatos en la forma vitrea. Para la obtencion de
los silicatos, este material es lavado bajo presion con agua y vapor, y se
producen asi varias categorias de silicatos (Korndorfer y Pereira, 2013). Segun
los mismos autores, los silicatos ligados a un cation presentan mayor
solubilidad y disponibilidad de Si, siendo los silicatos con cationes
monovalentes (silicato de sodio y silicato de potasio) las fuentes mas solubles,
seguidas de los silicatos con bivalentes (silicato de calcio y silicato de
magnesio).

Segun Pereira et al. (2004), las caracteristicas consideradas ideales
para que una fuente de Si sea eficiente en el uso agricola incluyen un
contenido relativamente alto de Si soluble disponible para las plantas,
relaciones y cantidades adecuadas de Ca y Mg, una condicion material que
facilite su almacenaje y aplicacion, no contener sustancias que contaminen el

suelo como los metales pesados y, por fin, bajo costo.
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3. Objetivos

3.1. Hipotésis de partida

El Si es un elemento no esencial pero considerado beneficioso para las
plantas, y parece estar relacionado con la tolerancia de los cultivos frente a
diferentes estreses tanto de naturaleza abidtica como bidtica, tales como
sequia, salinidad, enfermedades y plagas, entre otros. Investigaciones sobre
esas relaciones se han centrado en plantas anuales, sobretodo de la Familia
Poaceae, y la informacion disponible sobre los frutales lefiosos y perennes es
muy escasa o0 nula, como el caso del olivo y el melocotonero. Por lo tanto, se
hipotetiza que el uso del Si puede influir positivamente en el comportamiento de
dichos frutales bajo los estreses mas comunes a los que tienen que hacer

frente.

3.2. Objetivo general
El principal objetivo de la presente tesis doctoral es estudiar el efecto de
la aplicacién de Si en la tolerancia de las especies Olea europaea L. y Prunus

pérsica L. a estreses abioticos y bibticos.

3.3. Objetivos especificos
1) Evaluar el efecto de la aplicacién de Si en distintas formas y dosis,
sobre el contenido total de Si en hojas, tallos y raices de olivos jovenes de las

variedades “Arbequina’ y "Picual .
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2) Evaluar el efecto de la aplicacion de Si en la incidencia de las
enfermedades: Venturia oleaginea, Colletotrichum spp y Verticilium dahlie en

olivos de las variedades "Arbequina’ y “Picual’.

3) Evaluar el efecto de la salinidad y la aplicacién de Si en el crecimiento
de olivos jovenes de las variedades “Arbequina’, "Hojiblanca™ y “Picual’, asi

como su relacion con el estado nutricional de K en las plantas.

4) Evaluar el efecto del déficit hidrico causado por la sequia y la

aplicacion de Si en la respuesta fisiologica de melocotoneros jovenes de la

variedad "Contender’.
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4. Influencia de la variedad, la
dosis y la forma de aplicacidon del
silicio en la acumulacion de Si en

la planta
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4.1. Introduccion

Todas las plantas cultivadas en el suelo contienen Si en sus tejidos, ya
gue en la mayoria de ellos existen fracciones solubles de Si, variables con el
tipo de suelo, y que pueden ser asimilables por las plantas. El Si absorbido por
las raices es transportado por el xilema hacia la parte aérea y su distribucion a
los distintos 6rganos depende de la tasa de transpiracion, del genotipo y de la
edad, y varia en un intervalo de concentracion que va desde el 0.1% al 10%, en
base a materia seca (Sahebi et al. 2015).

Las plantas acumuladoras de Si, representadas en gran parte por las
gramineas, tienen entre 5y 7% de Si en sus tejidos, mientras que las no
acumuladoras, en general las dicotiledoneas, tienen menos del 0.5% de este
elemento (Debona et al. 2017). Estos valores son similares a los de ciertos
macronutrientes encontrados en las plantas, como el Ca, Mg, P y S (Bakhat et
al. 2018). En cuanto a la distribucion del Si en los cultivos, las dicotiledéneas,
como el tomate, acumulan mas Si en las raices que en las hojas (Dannon and
Wydra, 2004), mientras que las monocotiledoneas, caracterizadas como
acumuladoras, tienden a acumular el Si en la parte aérea en detrimento de
otros 6rganos, como es el caso del arroz (Yoshida et al. 1962) y la palmera
datilera (Phoenix dactylifera) (Bokor et al. 2019).

El objetivo de este experimento fue estudiar la acumulacién y la
distribucion del silicio en plantas jovenes de olivo, analizando el efecto de la

dosis y la forma de aplicacion asi como la influencia de la variedad.
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4.2. Material y métodos

4.2.1. Localizacion de los ensayos, material vegetal, condiciones de

cultivo y disefio experimental

Se realizaron tres ensayos en el umbraculo del Departamento de
Agronomia de la Universidad de Cordoba, localizado en el Campus de
Rabanales. Para ello, plantas de olivo de las variedades ‘Arbequina’ y ‘Picual’,
de un tamafio de 40-50 cm, procedentes de un vivero comercial, fueron
trasladadas al umbraculo y trasplantadas a macetas de 1 L de capacidad con
un sustrato comercial que, como se indica mas adelante, dependié del ensayo.
En todos los ensayos las plantas se entutoraron con tutores de fibra sintética,
fueron regadas con agua del grifo, segun necesidades, y mantenidas para su
aclimatacion a las condiciones ambientales del umbraculo durante 30 dias.
Después de este periodo, se seleccionaron grupos de plantas homogéneas y
dando comienzo a los ensayos. Se escogi6 como fuente de Si el producto
comercial YaraVita, Actisil® (Bio Mineral N.V, Bélgica), cuyo compuesto activo
es el acido ortosilicico estabilizado con colina, que contiene un minimo de 0.5%
(p/v) de Si.

El primer ensayo se estableci6 en macetas que contenian un sustrato
comercial compuesto por una mezcla de arena lavada y turba, en la relacién
2:1. Se aplicaron diferentes concentraciones de Actisil®, via foliar (0, 0.05, 0.1y
0.2% (v/v)), que corresponde a 0, 2.5, 5y 10 mg L™ de Si, respectivamente, y a
través del agua de riego (0, 0.025, 0.5y 0.1% (v/v)), equivalentes a 0, 1.25, 2.5
y 5 mg L™ de Si. Las aplicaciones foliares se realizaron una vez a la semana
(aproximadamente 50 ml de solucién por maceta), mientras que los fertirriegos

tres veces por semana (100 ml de solucion por maceta) durante 20 semanas.
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El disefio experimental fue en bloques completamente al azar con 2
repeticiones.

De acuerdo con los resultados encontrados en el primer ensayo, se
establecido un segundo con mayor numero de repeticiones y concentraciones
mas elevadas de Si. El ensayo fue realizado en macetas que contenian un
sustrato comercial con una mezcla de turba y perlita en la proporcion 2:1. Se
aplicaron cuatro concentraciones de Actisil® (0, 0.05, 0.1 y 0.2% (v/v))
equivalente a 0, 5, 10 y 20 mg L™ de Si, via foliar y a través del agua de riego
durante 20 semanas. El disefio experimental fue en blogues completamente al
azar con 10 repeticiones. Al igual que en el ensayo anterior, las aplicaciones
foliares se realizaron una vez a la semana (aproximadamente 50 ml de solucién
por maceta), mientras que los fertiriegos tres veces (200 ml de solucién por
maceta).

Se realiz6 un tercer ensayo independiente de los dos anteriores,
mediante un disefio experimental factorial con 6 repeticiones y dos factores:
concentraciones de Actisil® (0, 0.05, 0.1 y 0.2% (v/v)) equivalente a 0, 5, 10 y
20 mg L™ de Si) y formas de aplicacién (a través del agua de riego y via foliar).
Como sustrato se utilizd una mezcla de arena y turba (2:1 en volumen). Las
pautas de las aplicaciones foliares y fertirriegos fueron las mismas seguidas en
los dos ensayos anteriores (50 ml de la solucion con Si correspondiente
semanalmente y 100 ml de solucion tres veces por semana, respectivamente).
En este caso dichos tratamientos se aplicaron durante 32 semanas.

En todos los ensayos los tratamientos se llevaron a cabo a primera hora
del dia. Los tratamientos foliares fueron realizados con la ayuda de un

pulverizador, que permitia aplicar uniformemente la solucion con Si, segun el
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tratamiento, hasta que las hojas estuviesen totalmente mojadas, a punto de
goteo. En los tratamientos ‘Control’ las plantas fueron pulverizadas de igual
forma con agua del grifo. En todas las aplicaciones foliares se utiliz6 un
mojante (tensoactivo tipo polisorbato-Tween 20™) para optimizar el contacto de
la solucion sobre la superficie de las hojas. Los tratamientos de fertirriego se
hicieron con la ayuda de un recipiente de plastico de 200 ml con el que se
vertia la solucion de Si, segun el tratamiento correspondiente, en cada maceta.
En el tratamiento ‘Control’ se aplic6 agua del grifo.

Con el objetivo de evitar deficiencias nutricionales en los plantones, una
vez al mes se sustituy6 uno de los fertiriegos por un riego (100 ml por maceta)
con una solucién nutritiva diluida en la que se afiadian 2 g L™ del fertilizante
Hakaphos®Verde 15-10-15 (Compo) con la siguiente composicion: 15% N,
4.4% P, 12.4% K, 1.2% Mg, 12% S, 0.01% B, 0.05% Fe, 0.05% Mn, 0.02% Zn,

0.02% Cu y 0.001% Mo.

4.2.2. Medidas realizadas

En el primer y segundo ensayo, cada 15 dias se midi6 el crecimiento del
brote principal y de los nuevos brotes laterales de cada una de las plantas
hasta la finalizacibn de los mismos. En el segundo ensayo, ademas, se
tomaron hojas mensualmente a primera hora de la mafiana, de brotes elegidos
al azar, en todas las orientaciones de los plantones. Eran hojas nuevas y
sanas, totalmente expandidas, con peciolo y pertenecientes al segundo o tercer
nudo a partir del apice del brote. Las hojas se introdujeron en sobres de papel
claramente identificados con el tratamiento correspondiente. Una vez en el

laboratorio, se lavaron con agua del grifo, se secaron con papel absorbente y
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se introdujeron en una estufa a 70 °C durante 72 horas. Después de este
tiempo se pesO el material vegetal seco con una balanza de precision. Al
finalizar cada ensayo (transcurridas 20 semanas), las plantas se extrajeron de
las macetas, y se separaron en los diferentes organos (hoja, tallo y raiz). Los
restos de sustrato en el sistema radical se eliminaron con ayuda de agua del
grifo. En el ensayo 3, para cuantificar el Si acumulado en las hojas, se realizo
un primer muestreo (muestreo 1) a las 20 semanas de iniciar las aplicaciones
con Si. Transcurridas doce semanas mas de tratamientos con Si, estos se
interrumpieron tomandose 15 dias después hojas para una nueva
cuantificacion de Si (muestreo 2).

Todo el material recolectado fue pesado en fresco en una balanza,
lavado con agua del grifo y secado con papel absorbente para eliminar el
exceso de agua. Cada Organo se introdujo en un sobre de papel debidamente
identificado (fecha, 6rgano, tratamiento y repeticion) y se introdujeron en una
estufa a 70° C durante 72 horas para poder determinar el preso seco.

Para determinar el contenido de Si en los tejidos se procedid a la
preparacion de las muestras de hojas, tallo y raiz del ensayo 1y 2, asi como
las hojas tomadas mensualmente en el ensayo 2 hasta su finalizacién y las
hojas tomadas en el ensayo 3. Una vez secas, se procedié a la molienda de las
mismas con un molinillo IKA® A10 basic. Con el objetivo de evitar cualquier
alteracion de su peso por la absorcion de humedad ambiental, las muestras
molidas se conservaron en sobres de papel en una estufa a 60 °C hasta el dia
del andlisis del contenido de Si en los tejidos.

Para la cuantificacion del Si se utilizo la técnica descrita por Kleiber et al.

(2015). Brevemente, el material vegetal molido fue digerido con &cido nitrico
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(33%) a alta presion en un horno microondas. La concentracion de Si se midio
en un espectrometro de absorcion atomica electrotermal (Perkin-Elmer. Analyst

800).

4.2.3. Analisis estadistico

Se realizaron los correspondientes andlisis de la varianza empleando el
programa estadistico Statistix 10 (Analytical Software, Tallahassee, FL). Todos
los valores porcentuales fueron transformados mediante el arcsen de la raiz
cuadrada antes de ser analizados estadisticamente. Cuando se observd un
valor de F significativo en el andlisis de varianza, la separacién de medias entre
tratamientos se obtuvo mediante contraste polindmico para los factores

cuantitativos.

4.3. Resultados

En el primer ensayo, la aplicacion de Si en distintas dosis y formas no
mostro diferencias significativas en la concentracién de Si en las hojas, el tallo
y la raiz en ninguna de las dos variedades estudiadas (Tablas 4 y 5). Se
muestra con claridad, en ambos casos, que el Si se concentra principalmente
en la raiz, seguido de la hoja y el tallo.

En relaciébn con el crecimiento acumulado del brote (Tabla 6), los
resultados mostraron diferencias varietales: mientras que en ‘Arbequina’ no
hubo efecto de las dosis de Si utilizadas, en ‘Picual’, tanto la aplicacion foliar
como por fertiriego de Si, mostraron diferencias significativas entre las dosis
utilizadas. En ambos casos se observd una respuesta lineal, aunque en la

aplicacion foliar la respuesta también fue cuadratica.
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Tabla 4. Efecto de la aplicacion foliar de Si sobre la concentracion de Si en hoja, tallo y
raiz en ‘Arbequina’ y ‘Picual’. (Ensayo 1).

"Arbequina’ "Picual’
Si foliar Concentracion de Si (mg/kg) Concentracion de Si (mg/kg)
(mg L™ Hoja Tallo Raiz Hoja Tallo Raiz
0 260.0 70.1 2250.0 210.0 50.5 2400.0
2.5 300.5 40.1 1400.0 320.0 70.5 2150.0
5 270.5 50.0 1090.0 460.0 70.0 2050.0
10 330.0 70.3 1080.0 440.0 80.5 2400.0
Significacion® NS NS NS NS NS NS
C.V (%) 12.0 58.1 32.7 23.2 11.0 22.7

" NS= No significativo
2 Coeficiente de variacion

Tabla 5. Efecto de la aplicacion de Si en fertiriego

tallo y raiz en ‘Arbequina’ y ‘Picual’. (Ensayo 1).

sobre la concentracién de Si en hoja,

"Arbequina’ "Picual
Si fertiriego Concentracion de Si (mg/kg) Concentracion de Si (mg/kg)
(mg L™ Hoja Tallo Raiz Hoja Tallo Raiz
0 180.5 40.4 1740.5 220.5 40.4 1550.0
1.25 220.0 70.5 1500.0 260.0 60.1 1500.0
2.5 190.5 40.2 2250.0 250.0 70.1 2500.0
5 230.0 60.2 2200.0 210.5 50.1 1450.0
Significacién® NS NS NS NS NS NS
C.V (%)’ 20.5 19.1 42.6 12.5 17.3 16.3

T'NS= No significativo
2 Coeficiente de variacion

Tabla 6. Crecimiento vegetativo acumulado en plantas de “Arbequina’ y “Picual’
sometidas a distintas concentraciones de Si via foliar y fertiriego. (Ensayo 1)

Crecimiento del brote Crecimiento del brote
(cm) (cm)
Si foliar Si fertirriego

(mg L'l) "Arbequina’ "Picual’ (mg L'l) "Arbequina’ "Picual’

0 44.6 19.1 0 46.9 14.7

2.5 41.7 29.8 1.25 43.9 20.3

5 45.2 36.9 2.5 48.7 34.0

10 38.4 27.6 5 435 37.1

Significacion® NS L* Q¥** Significacion® NS L

C.V (%) 19.6 26.7 C.V (%) 24.9 40.0

Y= Lineal; Q= cuadratica; *P<0.05; ***P<0.001; NS= No significativo
2 Coeficiente de variacion

84



No se encontraron diferencias significativas en la acumulacion de
biomasa en las hojas, el tallo y la raiz (Tablas 7 y 8). Tan solo se encontré una
respuesta lineal negativa en el crecimiento de la raiz en ‘Arbequina’ cuando el
Si se aplicé en el agua de riego.

En la tabla 9, al contrario que en el primero ensayo, se observaron
diferencias significativas en la concentracion de Si en las hojas, el tallo y la raiz
para la aplicacion foliar de Si en las dos variedades estudiadas. La
concentracion del elemento en dichos érganos aumentd de manera lineal a
medida que se incrementé el suministro de Si. Ademas, se ha confirmado que
el Si se concentra mayormente en la raiz, seguido de la hoja y, por ultimo, del
tallo.

En las Figuras 4 y 5 se muestra la concentracion mensual del Si en las
hojas del segundo ensayo. Se observa que ésta es dependiente de la dosis de
Si aplicada, de manera que a mayor dosis mayor concentracion en las hojas,
algo que no se observé en el ensayo anterior. A los 120 dias, en "Picual’ la
dosis de 20 mg L™ de Si aplicado a través del agua de riego ha favorecido un
aumento continuo de la concentracion de Si en hojas. A la vez, en los demas
tratamientos se observé una disminucion de la concentracion del elemento, sin
embargo el analisis de regresibn no mostr6 una tendencia cuadratica de
manera significativa (datos no mostrados), lo que supone que fue una

disminucion casual.
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Tabla 7. Influencia de la aplicacién foliar de Si en la acumulacion de biomasa en los diferentes érganos de
"Arbequina’ y "Picual’. (Ensayo 1).

"Arbequina’ "Picual
Si foliar Biomasa (g) Biomasa ()

(mg L™ Hojas Tallos Raiz Planta Hojas Tallos Raiz Planta

0 6.6 6.7 3.2 16.5 6.3 9.2 3.7 19.2

2.5 75 6.5 4.1 18.2 5.8 8.0 4.0 17.7

5 7.1 6.0 2.7 15.9 5.7 8.2 35 17.4

10 6.0 7.1 3.2 16.3 5.9 8.2 4.1 18.3

Significacion® NS NS NS NS NS NS NS NS

C.V (%) 18.9 17.4 22.3 17.2 34.4 19.7 32.3 26.1

" NS= No significativo
2 coeficiente de variacion

Tablas 8. Influencia de la aplicacion de Si en fertirrigo en la acumulacién de biomasa en los diferentes 6rganos de
"Arbequina’ y "Picual’. (Ensayo 1).

"Arbequina’ "Picual®
Si fertirriego Biomasa (g) Biomasa (Q)

(mg L'l) Hojas Tallos Raiz Planta Hojas Tallos Raiz Planta

0 7.4 7.1 4.1 18.6 7.9 9.1 4.4 21.5

1.25 6.4 5.9 35 15.7 7.0 8.0 4.3 19.4

2.5 6.4 7.2 3.4 16.9 7.2 9.1 3.7 19.9

5 6.9 6.6 2.9 16.4 8.9 9.3 4.1 22.3

Significacion® NS NS L* NS NS NS NS NS

C.V (%) 10.4 9.6 4.7 6.5 22.02 22.3 12.1 20.0

T L= Lineal; NS= No significativo; *P<0,05
2 coeficiente de variacion
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Tabla 9. Efecto de la aplicacion foliar de Si sobre la concentracion de Si en hoja, tallo y

raiz en ‘Arbequina’ y ‘Picual’. (Ensayo 2).

"Arbequina’ "Picual’
Si foliar Concentracién de Si (mg/kg) Concentracién de Si (mg/kg)
(mg L™ Hoja Tallo Raiz Hoja Tallo Raiz
0 349.5 153.2 1005.3 408.0 156.7 979.5
25 460.3 192.0 1288.8 501.0 225.7 1237.8
5 462.5 187.7 1632.3 540.8 264.3 1506.8
10 553.8 262.6 21554 595.9 263.5 2305.9
Significacion® L* L* L* Lx* L+ L+
C.V (%)* 11.8 17.7 20.4 7.3 7.3 18.2

T = Lineal; *P<0.05; **P<0.01
2 coeficiente de variacion
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En este ensayo se observa una influencia de la dosis de Si en el
crecimiento vegetativo y en la biomasa solo cuando el Si se aplicé en el agua
de riego y fue un efecto negativo debido a que las cantidades aplicadas fueron
superiores de lo que se aplicé via foliar (Tablas 10 y 11). En parte, se pretendia
observar el efecto negativo de un exceso de Si. En las dosis mas altas, las
plantas presentaron sintomas de fitotoxicidad, como caida de hojas, clorosis
foliares seguidas de necrosis hasta incluso la muerte de algunas plantas (Tabla
12). La variedad ‘Picual’ se mostré6 mas sensible a este exceso de dosis, visto
que fue el tratamiento donde hubo mayor concentracién de Si a lo largo del
tiempo, como se observa en la Fig. 5.

En el ensayo 3 se encontr0 una interaccion significativa entre la
concentracion de Si aplicada y la forma de aplicacion en ‘Arbequina’ (Fig. 6).
En el muestreo 1 se observa que al aumentar la dosis de Si lo hace también la
concentracion de Si en hojas, pero a la concentracion mas elevada de Si, la
aplicacion foliar resulté mas efectiva que en fertiiego. En el muestreo 2,
cuando se dejo de aplicar Si durante 15 dias antes de la toma de muestras, la
aplicacion foliar también resulté mas efectiva, pero en ambos casos se observa
una disminucion de la acumulacion de Si en hojas a mayores concentraciones.
En ‘Picual’, sin embargo, no se encontrd interacciéon entre los dos factores
estudiados en el muestreo 1 (Fig. 7). La concentracion de Si en hojas aumenté
con la cantidad aplicada, pero sin diferencias entre las formas de aplicacion. En
el muestreo 2, por el contrario, la interaccion si fue significativa, mostrando la
reduccion de la acumulacién de Si en hojas observada en ‘Arbequina’, pero en
este caso la aplicacion con el agua de riego parece mas efectiva a

concentraciones intermedias de aplicacion del Si.
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Tabla 10. Efecto de la aplicacion foliar y en fertiiego de Si sobre el crecimiento vegetativo y la
acumulacion de biomasa en hoja, tallo y raiz en "Arbequina’. (Ensayo 2).

Aplicacion foliar de Si

Si aportado I Biomasa (g)
Dosis de Si* semanaimente dcélrebcrlc:?ée(r(];tr(r)]) Hoja Tallo Raiz Planta
(mg L™ (mg L planta™) J
0 0 95.0 11.9 11.6 7.2 30.0
0.5 93.5 11.8 11.8 6.5 30.2
10 1 94.3 12.0 12.1 6.4 31.1
20 2 96.0 13.2 12.7 7.3 33.2
Significacizc’)n1 NS NS NS NS NS
C.V (%) 14.4 12.2 12.0 19.1 10.0
Aplicacién de Si en fertiriego
_ . Si aportado Crecimiento Biomasa (Q)
Dosis de Si semanaimente del brote (cm) Hoja Tallo Raiz Planta
(mg L™ (mg L' planta™) J
0 0 98.5 12.5 12.8 6.6 30.2
3 84.2 12.2 11.3 51 30.2
10 6 64.2 10.9 10.2 5.0 26.4
20 12 47.2 6.4 8.7 4.0 20.2
Significacicgn1 [orx [rex L* L* L**
C.V (%) 16.7 23.0 22.5 29.3 17.2

TL= Lineal; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; NS= No significativo
2 Coeficiente de variacion
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Tabla 11. Efecto de la aplicacion foliar y en fertiriego de Si sobre el crecimiento vegetativo y la
acumulacién de biomasa en hoja, tallo y raiz en "Picual’. (Ensayo 2).

Aplicacion foliar de Si

Dosis de Si* Si aportado Crecimiento Biomasa (g)
(mg L™ (fneénfg%lgﬁg% del brote (cm) Hoja Tallo Raiz Planta
0 97.1 11.0 12.2 3.8 28.3
0.5 96.0 13.0 12.1 4.0 28.9
10 1 101.1 14.3 125 4.3 315
20 2 107.7 13.9 11.9 3.9 29.5
Significacion® NS Lxx*, NS NS NS
C.V (%)° 15.46 11.6 10.1 29.4 8.3
Aplicacién de Si en fertiriego
Dosis de Si* Si aportado Crecimiento Biomasa (g)
(mg L™ (Snsgqfﬂ?gst';‘f) del brote (cm) Hoja Tallo Raiz Planta
0 96.5 11.7 12.0 4.0 27.8
3 81.8 125 11.2 3.9 28.02
10 6 65.9 10.5 10.9 3.1 24.1
20 12 37.6 3.8 12.6 2.2 19.3
Significacion® Lxx* Lwwx Qi NS L* L*
C.V (%)? 26.1 18.7 19.0 28.0 18.3

Y= Lineal; Q=Cuadratica; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; NS= No significativo
2 Coeficiente de variacion
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Tabla 12. Porcentaje de plantas vivas en “Arbequina’ y "Picual” tras ser sometidas a
la aplicacion de Si en distintas dosis via foliar y fertiriego. (Ensayo 2).

Plantas vivas (%)

Dosis de Si Foliar Fertiriego
(mg L™ "Arbequina’ "Picual® "Arbequina’ "Picual®
100 100 100 100
S 100 100 100 100
10 100 100 100 100
20 100 100 70 30
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de riego, sobre la concentracién de Si en hojas de ‘Arbequina’ El muestreo 1 (arriba)
se realiz6 transcurridas 20 semanas del inicio de los tratamientos con Si, el muestreo
2 (abajo) a las 34 semanas, habiendo estado las plantas los dltimos 15 dias sin

aplicacion de Si. Las barras indican el error estandar de la media. (Ensayo 3).
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barras indican el error estandar de la media. (Ensayo 3).

95



4.4. Discusion

La falta de trabajos previos sobre la aplicacién de Si en el olivo llevé a
plantear los primeros ensayos para determinar las dosis a las que se deberia
aplicar el Si en esta especie para, posteriormente, estudiar el efecto del mismo
en la tolerancia a diversos factores bibticos y abiéticos. En un primer ensayo,
muy preliminar y con pocas repeticiones, se probaron dosis que abarcaban
desde 0 a 10 mg L™ de Si, que se aplicaron tanto con el agua de riego como en
pulverizacion foliar. En la literatura se recoge que ambas formas de aplicacion
pueden resultar efectivas, aunque algunos autores manifiestan que las
aplicaciones al suelo lo son mas (Savvas and Ntatsi, 2015) mientras otros
recogen la efectividad de las aplicaciones foliares (Pilon et al. 2014; Wang et al.
2015). Ninguna de las concentraciones estudiadas en ese ensayo fueron
efectivas para aumentar la concentracion de Si en los tejidos en ninguna de las
dos variedades estudiadas. En consecuencia, tampoco se aprecié ninguna
influencia en la produccion de biomasa en ambas variedades, salvo un
aumento del crecimiento del brote en ‘Picual’, que no se observo en ensayos
posteriores. Esto, en principio, también parece normal, pues el Si no es un
elemento esencial para el crecimiento de las plantas (Broadley et al. 2012),
aunque algunos autores reportan un estimulo en el crecimiento (Korndorfer y
Datnoff, 2004; Valente et al. 2004; Sa et al. 2015) sobre todo bajo condiciones
de estrés para la planta (Ma, 2004).

Pero lo que si se observo fue que el Si se acumula principalmente en las
raices, como sucede en las plantas dicotiledéneas (Oliveira, 2009; Linhares,

2019).
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Se interpreta que la capacidad de absorcion del Si por las raices y su
transporte en la planta esta relacionado con la acumulacién del Si en los
diferentes 6rganos. Las monocotiledéneas, en general, absorben el Si de
manera activa con la ayuda de transportadores, por lo tanto su absorcion y
transporte desde las raices hasta la parte aérea es eficiente, 1o que puede
justificar que la concentracién en las raices sea menor y mayor en la parte
aérea (Hodson et al. 2005). En las dicotiledoneas, la absorcion del Si se
produce de forma pasiva siguiendo gradientes de concentraciones
decrecientes, desde una solucion mas concentrada a una menos concentrada,
hasta llegar a los vasos del xilema a través de los cuales se transporta hasta la
parte aérea. En su camino radial, desde el medio externo hasta la estela de la
raiz, el Si puede ser retenido por la endodermis de la raiz, generando la
acumulacion del elemento, que puede llegar hasta el 80% del Si absorbido
(Raven, 2001; Heine et al. 2005).

Al aumentar las dosis de Si aplicado hasta 20 mg L™ y también el
namero de repeticiones en los ensayos, se obtuvo una respuesta esperada, y
es que la concentracion de Si en hojas aumentd conforme lo hizo la dosis de
aplicacion. A los 60 dias después de la aplicacién de Si ya se observaron
diferencias respecto al control y la acumulacién de Si en hojas parece
estabilizarse, excepto en "Picual’ a la dosis de 20 mg L™ aplicado via fertiriego,
donde ocurrié un progresivo aumento de Si en hojas, pues en el agua de riego
la cantidad aplicada de Si fue mucho mayor, en parte para observar si habia
toxicidad.

En definitiva, seguir aplicando Si mas tiempo no se traduce en un

aumento de la concentracion en hojas, salvo si se aplica en exceso, que
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produce fitotoxicidad. En la literatura no se han encontrado limites de
concentraciones toxicas de Si en las plantas, e incluso se afirma que el exceso
de Si no causa dafios para las mismas (Ma et al. 2001; Korndorfer et al. 2004;
Guntzer et al. 2010). Pero algunos efectos fueron encontrados por Mantovani et
al. (2018). Segun estos autores, concentraciones altas de Si fueron toxicos
para plantas de orquideas, afectando su crecimiento y la emisién de
pseudobulbos. En la pifia también se han encontrado efectos similares de
fitotoxicidad debido a aplicaciones excesivas de Si (Santos, 2016). En este
caso, el crecimiento de la planta se vio reducido simultdneamente con una baja
acumulacion de N, P, Ca, Mg y S. El autor atribuye que dicho efecto fue
generado debido al exceso de Si que se deposita como silice amorfo, que se
polimeriza en la epidermis de las hojas formando una capa gruesa e inflexible
qgue impide la apertura y cierre de los estomas. Como consecuencia de ello, se
reduce el intercambio gaseoso, influyendo en la reduccion del crecimiento, la
acumulacion de biomasa y la absorcion de nutrientes minerales

La forma de aplicacion del Si parece no influir en la absorcion de este
elemento en el olivo, aunque en ‘Arbequina’ la aplicacion foliar a altas
concentraciones se mostré mas efectiva, lo que no fue observado en ‘Picual’.
Este resultado es particularmente importante en el caso del olivo,
mayoritariamente cultivado en secano o con riego deficitario, donde la
aplicacion foliar de agroquimicos es usual.

La aplicacion continuada de Si parece ser un factor clave, pues si este
elemento se inmoviliza en las hojas una vez que se deposita en ellas, se
requiere que llegue a las hojas recién formadas para promover tolerancia a los

efectos adversos provocados por factores bidticos y abidticos (Huber et al.
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2012). En este aspecto, se ha observado que, transcurridos 15 dias sin
aplicacion de Si, hay una cierta disminucion del Si en las hojas a las dosis méas

elevadas de aplicacion.
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5. Efecto de la aplicacion de
silicio en el control del repilo del
olivo causada por
Venturia oleaginea (Castagne)

Rossman & Crous
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5.1. Introduccién

El repilo del olivo es causado por el hongo Venturia oleaginea
(Castagne) Rossman & Crous (Rossman et al. 2015). El repilo, también
conocido como ‘ivillo’, ‘ull de gall’ o caida de las hojas, es una enfermedad del
olivo ampliamente difundida en todas las regiones oleicolas del mundo y esta
considerado como una de las enfermedades aéreas mas importantes del olivar
espafiol (Trapero et al. 2010).

El sintoma mas caracteristico de la enfermedad se presenta en el haz de
las hojas donde se aprecian manchas circulares de tamafio variable y de color
marrén-oscuro a negro, a veces rodeadas de un halo amarillento caracteristico.
En otofio-invierno el halo suele estar ausente, mientras que en primavera es
muy acusado, tanto en las lesiones jovenes como en las viejas (Trapero et al.
2017). Como consecuencia de las lesiones foliares, las hojas se vuelven
cloréticas y se caen al suelo, provocando defoliaciones prematuras que tienen
como resultado un debilitamiento progresivo del arbol y una disminucion
importante de la productividad (Graniti, 1993). En ocasiones, produce
infecciones en el peddnculo del fruto que provocan un arrugamiento de la
aceituna y su caida prematura; mas raramente se observan lesiones en el fruto
(Trapero et al. 2017).

La medida de control mas utilizada es la aplicacion de fungicidas de
forma preventiva, basandose el control quimico recomendado en el uso de
productos cupricos y mezclas organocupricas debido a su eficacia y elevada
persistencia, aunque el uso de estos productos puede ocasionar contaminacion
ambiental (Roca et al. 2007; Roca et al. 2012). De hecho, dicha estrategia ha

llevado frecuentemente a un uso excesivo de productos cupricos, resultando en
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niveles promedio de hasta 10 y 12 kg ha/afio de cobre metal en olivares
espafoles intensivos y superintensivos, respectivamente (Romero et al. 2017).
Por ello, las normativas europeas estan dirigidas a la reduccién del uso de
fungicidas cupricos en la agricultura (European Commission, 2017; Roca et al.
2017).

Por lo tanto, la necesidad de reducir el impacto ambiental de estos
fungicidas esta propiciando la busqueda de nuevas alternativas viables a los
tratamientos quimicos rutinarios (Trapero et al. 2009). En este sentido se deben
investigar alternativas o estrategias de control respetuosas con el medio
ambiente y econOmicamente razonables. Una posibilidad es la fertilizacion con
nuevas fuentes de elementos minerales como son los elementos considerados
beneficiosos para las plantas, poco estudiados en este sentido, como es el
caso del Si (Malhotra et al. 2016). En muchos cultivos econdmicamente
importantes, el suministro de este elemento ha logrado reducir la severidad de
ciertas enfermedades, en las que se incluyen enfermedades foliares, incluso al
mismo nivel alcanzado por algunos fungicidas (Rodrigues et al. 2015). Como
ejemplos de esos cultivos se pueden mencionar la fresa (Kanto et al. 2006), el
platano (Freitas et al. 2017), la cebolla (Haroon et al. 2020), el trigo (Dorneles
et al. 2018), la lechuga, tomate y pimiento (Pozo et al. 2015), entre otros.

La informacion sobre los efectos del Si en los cultivos lefiosos es
escasa, sobretodo en el olivo. Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue
evaluar el efecto de la aplicacion de Si en diferentes formas y concentraciones

sobre la incidencia de repilo en el olivo.
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5.2. Material y métodos

5.2.1. Localizacion de los ensayos, material vegetal, condiciones de

cultivo y disefio experimental

El estudio fue llevado a cabo en las condiciones de umbraculo descritas
en el capitulo 4, por lo cual se realizaron dos ensayos. En ambos, estaquillas
enraizadas de las variedades de olivo ‘Arbequina’ y ‘Picual’, procedentes de un
vivero comercial, fueron trasladadas al umbraculo y trasplantadas a macetas (1
L) con un sustrato compuesto por una mezcla de arena lavada y turba, en la
relacion 2:1. Tras un mes de aclimatacion a las condiciones ambientales del
umbréaculo, se seleccionaron grupos de plantas homogéneas y se dio comienzo
a los tratamientos.

En un primer ensayo, de caracter preliminar, se aplicaron diferentes
concentraciones de Si, a través del producto comercial Actisil®. Las
aplicaciones fueron realizadas mediante pulverizaciones foliares (0, 0.05, 0.1 y
0.2% (v/v)), que corresponden a 0, 2.5, 5y 10 mg L™ de Si, respectivamente, y
a través del agua de riego (0, 0.025, 0.5y 0.1% (v/v)), equivalentes a 0, 1.25,
25 y 5 mg L? de Si. Se utiliz6 un disefio experimental de blogues
completamente al azar con 3 repeticiones.

Basado en los resultados encontrados en el primer ensayo, se realizé un
segundo ensayo empleando un disefio de blogues al azar con un disefio
factorial (2 x 4), donde los factores fueron la forma de aplicacion del Si, foliar o
fertirriego, y la concentracion de Actisil® (0, 0.05, 0.1 y 0.2% (v/v)) equivalente a
0, 5, 10 y 20 mg L™ de Si). Cada tratamiento conté con seis repeticiones.

En ambos ensayos los aportes de Si se realizaron semanalmente para

los tratamientos foliares (aproximadamente 50 ml de solucién por maceta),
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mientras que los fertirriegos se realizaron tres veces por semana (dosis por
maceta de 100 ml). A parte, mensualmente todas las plantas se regaron
individualmente con 100 ml por maceta de una solucién nutritiva diluida en la
que se afadian 2 g L™* del fertilizante Hakaphos®Verde 15-10-15 (Compo),

cuya la composicion quimica fue citada en el apartado 4.2.1.

5.2.2. Inoculacion e incubacién del patdogeno

Tanto en el primer ensayo, de caracter preliminar, como en el segundo,
realizado para confirmar los resultados previos, las plantas se cultivaron en
estas condiciones entre los meses de julio a diciembre, trascurrido este periodo
de tiempo, las plantas se trasladaron al ‘Laboratorio de Patologia Agroforestal’
de la Universidad de Cérdoba para su inoculacion con el patégeno Venturia
oleaginea (Castagne) Rossman & Crous.

El inoculo del V. oleaginea fue obtenido a partir de hojas que en campo
naturalmente presentaban lesiones de repilo con esporulacion abundante. Las
hojas se recolectaron y se dejaron secar a temperatura ambiente de 4 a 6 dias,
posteriormente se conservaron en oscuridad a 5°C, dentro de bolsas de
plastico selladas herméticamente, hasta el momento de su utilizacion. Para la
inoculacién se obtuvo, a partir de las hojas con lesiones, una suspension
conidial cuya concentracion se ajusté a 10° conidias/ml, que fue pulverizada en
los plantones de olivo (Lopez-Doncel et al. 2000). La pulverizacion de conidias
sobre el material vegetal se realizdé con la ayuda de un pequefio pulverizador
plastico, de manera que todas las hojas recibiesen la misma cantidad de
suspension, hasta mojar totalmente la superficie foliar sin que se produjesen

goteos. Tras la inoculacion, los plantones se mantuvieron en camara de
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ambiente controlado a una humedad relativa del 100% durante 48 horas
(Viruega et al. 2013). Pasado este periodo, los plantones fueron trasladados a
un invernadero, a temperatura ambiente hasta la apariciéon de los sintomas.
Mientras tanto, se proporciono a los plantones los tratamientos con Si segun la
metodologia descrita anteriormente para cada ensayo.

La duracion del periodo de incubacion y el desarrollo de los sintomas fue
de 90 dias. En ese momento se realizé la evaluacion de la enfermedad. Para
cada tratamiento y repeticidn se seleccionaron 10 hojas aleatoriamente de la
porcién medida de los brotes. Las hojas se colocaron en bolsas de polietileno
debidamente identificadas (segun la variedad, tratamiento, repeticion) y se
trasladaron nuevamente al ‘Laboratorio de Patologia Agroforestal’. En el
laboratorio, se sumergieron en una solucion de hidréxido sédico (NaOH) al 5%
durante diez minutos, para cuantificar tanto las infecciones visibles como las
latentes. Una vez transcurrido ese tiempo, las hojas se enjuagaron con agua
corriente y se dejaron secar (Zarco et al. 2007). Posteriormente se evalu6 el
namero total de hojas que presentaban lesiones de repilo y la severidad en una
escala de 0 a 8, en funcién del porcentaje de superficie foliar afectada por
lesiones de repilo (0 = hoja sin sintomas; 1 = superficie foliar afectada < 12.5%;
2 = 12.5-25%; 4 = 25-50%; 6 = 50-75% y 8 = > 75%). El indice de enfermedad
(IE) fue calculado con siguiente formula (Lépez-Doncel et al. 2000):

IE = [(Xn; x i)/ (N X Smax)] X 100

Donde i representa la severidad (0-8), n; es el nUmero de hojas con

severidad, N es el total de hojas cogidas para la evaluacion y Snax es el

maximo valor de severidad (8).
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5.2.3. Anadlisis estadistico

Los datos se sometieron a analisis de varianza empleando el programa
estadistico Statistix 10 (Analytical Software, Tallahassee, FL). Los valores
porcentuales fueron transformados mediante el arcsen de la raiz cuadrada
antes de ser analizados estadisticamente. Posteriormente, cuando existieron
diferencias significativas en el analisis de varianza se realiz6 la separacion de

medias entre tratamientos mediante el contraste polinémico.

5.3. Resultados

La aplicacion de Si en distintas dosis y formas en el primer ensayo
redujo significativamente el indice de enfermedad en ‘Arbequina’ cuando el Si
fue aplicado a través del agua de riego (Tabla 13). Sin embargo, los demas
tratamientos no presentaron diferencias significativas ni en ‘Arbequina’ ni en
‘Picual’.

Tabla 13. Efecto del Si aplicado via foliar y fertirriego en el indice de enfermedad del repilo
causado por Venturia oleaginea (Castagne) Rossman & Crous en “Arbequina” y “Picual’.
(Ensayo 1).

indice de Enfermedad” (%) indice de Enfermedad® (%)
Si foliar Si fertiriego
(mg L™ ‘Arbequina’ “Picual’ (mg L™ "Arbequina’ "Picual’
0 37.9 37.9 0 49.2 475
25 329 325 1.25 254 429
5 26.7 35.0 2.5 24.2 45.0
10 13.8 33.3 5 14.2 55.4
Significacion? NS NS Significacion® [ NS
C.V (%) 58.0 435 C.V (%)° 36.5 27.9

"indice de enfermedad (IE) calculado con siguiente formula: IE = [(¥n; x i) / (N X Smax)] X 100; Donde i representa la
severidad (0-8), n; es el numero de hojas con severidad, N es el total de hojas cogidas para la evaluacion y Smax €s
el maximo valor de severidad (8)

’L= Lineal; ***P<0.001

*Coeficiente de variacién
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En el segundo ensayo, los resultados obtenidos pusieron de manifiesto
que no hubo interaccion significativa entre los factores estudiados, la forma de
aplicacion del Si, foliar o fertirriego, y la concentracion aplicada en ninguno de
los cultivares bajo estudio. Sin embargo, hubo un efecto significativo de la
concentracion de Si aplicada. El IE disminuyé en ambos cultivares de forma
lineal con el aumento de la concentracion de Si en comparacion con las plantas
no tratadas con el elemento (Tabla 14), aunque en ‘Arbequina’ se encontro

también una tendencia cuadratica.

Tabla 14. Efecto del Si aplicado via foliar y fertirriego en el indice de enfermedad
del repilo causado por Venturia oleaginea (Castagne) Rossman & Crous en
"Arbequina’ y "Picual’. (Ensayo 2).

indice de enfermedad* (%)

‘Arbequina’ ‘Picual’
Formas de aplicacion?
Foliar 194 a 49.1a
Fertirriego 209 a 385a
Concentracién de Si (mg L™)
Control 41.7 63.8
5 13.0 42.1
10 13.2 39.2
20 12.8 30.2
Significacion® L*x Q* L
CV(%)* 19.0 43.5

'indice de enfermedad (IE) calculado con siguiente formula: IE = [(3n; x i) / (N X Smax)] x 100; Donde
i representa la severidad (0-8), ni es el nimero de hojas con severidad, N es el total de hojas
cogidas para la evaluacién y Smax €s el maximo valor de severidad (8)

’Las medias seguidas por las mismas letras en las columnas no son significativamente diferentes a
P<0.05

3= Lineal; Q=Cuadratica; *P<0.05; ***P<0.001

“Coeficiente de variacion
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En la Fig. 8 se observa que el aumento de las concentraciones de Si en
los tratamientos permitié un control satisfactorio de la enfermedad. ‘Arbequina’
mostré mas resistente a la enfermedad, por el hecho de que la superficie foliar
afectada por las lesiones de repilo fueron mas bajas en comparacion con la de

‘Picual’.

_‘Arbequina’

‘Picual’

Fig. 8. Hojas de olivo con lesiones causadas por el repilo que se han manifestado tras la

aplicacién de distintas concentraciones de Si en ‘Arbequina’ y ‘Picual’. (Ensayo 2).
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5.4. Discusion

La aplicacién continta de Si disminuyéo el IE de V. oleaginea
independiente de la forma de aplicacion. Aunque en el primer ensayo este
efecto solo ha sido observado en el suministro de Si via fertirriego en
‘Arbequina’, el aumento del nimero de repeticiones en el segundo ensayo
permitié una evidencia mas clara del efecto protector aunque la variabilidad fue
muy alta, principalmente en ‘Picual’.

Los efectos beneficiosos del Si frente a la incidencia de enfermedades
en los cultivos pueden ser explicados a través de dos hipétesis. La primera
propuesta recogida en la literatura se basa en el hecho de que el Si una vez
absorbido se deposita entre la cuticula y la epidermis en distintos 6rganos de
las plantas, proporcionando un refuerzo en la pared celular (Debona et al.
2017; Wang et al. 2017) que actia como una barrera mecéanica que impide el
desarrollo de los procesos vitales de los hongos patdgenos, como la
germinacion y la penetracion de las hifas y en consecuencia el inicio del
proceso infectivo (Pozza et al. 2004). Sin embargo, ademas de actuar como
una barrera mecanica frente a la penetracion del patégeno, la presencia de Si
parece facilitar ciertos mecanismos bioquimicos, como la rapida deposicion de
compuestos fendlicos o fitoalexinas en los sitios de infeccion, que constituyen
un mecanismo de defensa (Rodrigues et al. 2004; Sun et al. 2010). Ambos
efectos pueden haber ocurrido en este ensayo.

Las variedades de olivo presentaron diferencias en las respuestas a la
reduccion del IE bajo la aplicacion de Si. El efecto fue mas notable en

‘Arbequina’, un cultivar moderadamente susceptible, que en ‘Picual
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considerado susceptible (Moral et al. 2015). Este resultado se observd
independientemente de la cantidad de Si aplicada.

En resumen, la aplicacion de Si a través del agua de riego o en
pulverizacion foliar, aumenté la concentracion de ese elemento en las hojas, lo
que redujo la incidencia de V. oleaginea, la enfermedad foliar mas importante

del olivo.
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6. Efecto de la aplicacion de
silicio en el control de la
antracnosis del olivo causada por

Colletotrichum spp.
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6.1. Introduccidn

La Antracnosis del olivo, también conocida como “aceituna jabonosa’,
lepra 0 “momificado’, es causada por los hongos Colletotrichum acutatum
y Colletotrichum gloeosporioides (Moral et al. 2014). El principal efecto sobre
el olivo es la podredumbre de las aceitunas, asociada con una notable pérdida
de peso y su caida prematura, lo que origina aceites de elevada acidez y muy
baja calidad. La aplicacion de fungicidas cupricos es uno de los métodos de
control mas eficaces contra la enfermedad (Trapero et al. 2017), sin embargo
los tratamientos cupricos pueden ocasionar contaminacién ambiental, aparte de
toxicidad a los olivares, y el desarrollo de resistencia del patdogeno (Roca et al.
2010), por lo que es necesario la busqueda de métodos alternativos para el
control de esta enfermedad. La aplicacion de enmiendas de Si en las plantas
puede resultar en un decrecimiento de la enfermedad actuando
simultdneamente de manera respetuosa con el medio ambiente.

Segun Weerahewa y Somapala (2016), el Si desempefia un control
eficiente en la supresién de enfermedades pre y poscosecha de frutales y
hortalizas, sobretodo en aquellas pertenecientes a la familia Cucurbitaceae. Se
ha propuesto que los niveles de Si en la planta aumentan las funciones de
proteccién a nivel mecanico y bioquimico: favorece la rigidez de la pared celular
de frutos o el incremento de la sintesis de compuestos defensivos de plantas,
como compuestos fendlicos, fitoalexinas y enzimas de defensa.

Por todo lo antes mencionado, el objetivo de este ensayo fue evaluar los
posibles efectos de la aplicacion de Si en la incidencia de Colletotrichum spp en

el olivo.
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6.2. Material y métodos

6.2.1. Ubicacion y disefio experimental

La primera parte del ensayo se llevo a cabo durante el ciclo de verano
en el campo experimental del Campus de Rabanales de la Universidad de
Cordoba (UCO), en arboles que tenian 6 afios de edad y estaban dispuestos
en un marco de plantaciéon 2.5 x 1.5 m de distancia. Se utiliz6 un disefio
experimental en bloques al azar con tres tratamientos: 1) Control; 2) 0.05% de
Actisil® (equivalente a 2.5 mg L™ de Si) a través del agua de riego; y 3) 0.1% de
Actisil® via foliar (equivalente a 5 mg L™ de Si), que se aplicaron en las
variedades ‘Arbequina’ y ‘Picual’, con cuatro bloques y tres arboles por unidad
experimental. El tratamiento con Si a través del agua de riego se hizo por
medio de un sistema de goteo automatizado con un tiempo de riego de 2
horas/dia. Los tratamientos foliares se realizaron cada 15 dias con la ayuda de
una mochila manual. Las plantas control se regaron solo con agua utilizando el

mismo sistema de riego por goteo.

6.2.2. Medidas realizadas

Para la realizacion del analisis foliar de Si, mensualmente se tomaban
hojas de cada parcela elemental a primera hora de la mafiana, en brotes del
afo elegidos al azar, en todas las orientaciones del arbol y a una altura
aproximada de 1.5 m. Eran hojas sanas, totalmente expandidas, con peciolo y
tomadas de una posicion media en el brote, cuarto o quinto nudo a partir del
apice. Las hojas se introducian en sobres de papel identificados con el bloque y
el tratamiento correspondiente. Posteriormente se lavaban suavemente bajo

agua del grifo, se secaban con papel de filtro, se introducian en una estufa a
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70 °C durante 72 horas, y una vez secas, se trituraban finamente con un
molinillo IKA® A10 basic. El analisis de Si realizado se basé en el método de
digestién acida en microondas y cuantificaciéon por absorcion atémica (Kleiber

et al. 2015).

6.2.3. Inoculacion e incubacién del patdégeno

Los tratamientos finalizaron pasadas 12 semanas, cuando comenzo la
campafa de recoleccion del olivar. En ese momento se recolectaron 20
aceitunas en el estadio 3 de madurez por cada tratamiento y bloque del
ensayo, se introdujeron en bolsas plasticas debidamente identificadas y se
trasladaron al laboratorio de Patologia Agroforestal del Departamento de
Agronomia de la UCO, donde se realizd la segunda parte del ensayo que
consisti6 en la inoculacion e incubacion de esporas del aislado de
Colletotrichum spp. Para eso las aceitunas fueron lavadas bajo agua corriente,
secadas con papel y dispuestas en recipientes de plastico que contenian una
rejilla también plastica sobre la cual se coloc6 un papel absorbente que

comunicaba con una capa de agua que cubria el fondo del recipiente (Fig. 9).

Fig. 9. Recipiente plastico con rejilla y papel absorbente por la cual se dispusieron los frutos de

olivos.
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Posteriormente, las aceitunas fueron inoculadas con una suspension de
de 10° conidias por mL del patégeno C. acutatum mediante pulverizacion e
incubadas en camara humeda a 22 +2 °C.

Las evaluaciones se realizaron durante cinco semanas consecutivas tras
la inoculacion. Para cada aceituna se determino los sintomas mediante una
escala de 0-5, en funcion del porcentaje de fruto afectado, donde: 0= sin
sintomas, 1 = 1-25% superficie de la aceituna afectada, 2 = 26-50%, 3 = 51-
75%, 4 = 76-100% y 5 = 100% aceituna con podredumbre jabonosa. Tras las
evaluaciones semanales de los sintomas en aceitunas, se calcul6 el area bajo
la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) mediante la siguiente formula

(Moral et al. 2008):

ABCPE = > [ (lisy +1)/21(t111 — t2)
i=1

Dénde: | = proporcion del tejido afectado en la observacion (%), ti.1 — t1=

tiempo en dias entre dos lecturas, n= numero total de observaciones.

6.2.4 Andlisis estadistico
Los datos se analizaron estadisticamente empleando el programa

estadistico Statistix 10 (Analytical Software, Tallahassee, FL).

6.3. Resultados
En la Figura 10 se muestra la concentracién de Si en las hojas de las
dos variedades estudiadas a lo largo del tiempo. En ambos casos, no se

encontraron diferencias significativas entre tratamientos en este parametro.
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Fig. 10. Evolucién de la concentracion de Si en las hojas en respuesta a la aplicacion de Si via
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En relacion a la variable ABCPE tampoco se observaron diferencias
significativas entre tratamientos en ninguno de los cultivares (Tabla 15). El uso
de Si en las concentraciones estudiadas no se mostro eficiente para el control

de la antracnosis del olivo.

Tabla 15. Efecto del Si aplicado via foliar y fertirriego en el &rea bajo la curva de
progreso de la enfermedad (ABCPE) de Ila Antracnosis causada por
Colletotrichum acutatum en aceitunas de "Arbequina’ y "Picual .

ABCPE (%)*

Tratamientos ‘Arbequina’ ‘Picual’
Control 72.1a 80.8 a
2.5 mg L™ Si fertiriego 82.8a 83.5a
5mg L™ Sifoliar 82.8a 76.7 a
CV(%)* 10.9 9.7

"Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (ABCPE) calculado con siguiente formula:
ABCPE = Y7 [ (Iiz1 + 1)) /2](ti4+1 — t1); Donde | = proporcién del tejido afectado en la observacion
%), ti+1 — t1= tiempo en dias entre dos lecturas, n= numero total de observaciones

Coeficiente de variacion

6.4. Discusion

Las concentraciones de Si en hojas no difirieron entre los tratamientos
aplicados en ninguno de los cultivares, lo que no coincide con los resultados
observados en el capitulo 4 de la presente tesis ya que al aumentar la cantidad
aplicada de Si en las plantas la concentracion de éste elemento en hojas
aumentd. Sin embargo, es importante destacar que estos resultados se
obtuvieron en plantones de olivo en condiciones de umbraculo, lo cual difiere a
las condiciones de cultivo del presente ensayo. En contrapartida, en un ensayo
con plantas de mango, establecidas en campo, se incorporaron al suelo 0, 400,
800, 1.600 y 3.200 kg ha™ de un compuesto comercial que contenia una
mezcla de Ca,SiO, y K,SiO3, encontrandose un aumento del 33,5% en la
concentracion foliar de Si en la media de los tratamientos donde hubo

aportacion del elemento cuando se comparo con el 2,3% de las plantas control
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(Costa et al. 2015). Por lo que se supone que en este estudio factores
combinados en relacion a planta/ambiente en el campo pueden haber afectado
a la acumulacion de Si en las plantas.

El uso de Si en las dosis utilizadas en este ensayo, no influyé en la
tolerancia de los frutos de olivo frente al ataque de Colletotrichum spp.
Resultados que no coinciden con los encontrados por otros autores en estudios
similares. Segun Anderson et al. (2005) incrementos de Si del orden de 1.000 y
2.000 ppm aplicados a través de inyecciones directamente al tronco en arboles
de aguacate establecidos en campo redujeron significativamente la incidencia
del C. gloeosporioides en los frutos una vez cosechados. Una tendencia
analoga se ha observado en el cultivo del tomate, donde plantas establecidas
en ambiente controlado y suministradas semanalmente con 50 y 100 mg L™ de
Na,SiO3 a través del agua de riego presentaron una disminucion significativa
en el desarrollo de la antracnosis en sus frutos (David and Weerahewa, 2012).
Asimismo Jayawardana et al. (2014) investigaron la incidencia de antracnosis
en frutos de pimiento (Capsicum annuum L) de plantas cultivadas en sistema
hidropénico, donde el Si se aplicé en la forma de K,Si,Os (75 mg L™) via foliar y
a través del agua de riego. Los resultados indicaron que la aplicacién de Si en
ambas formas disminuyd el area afectada por las lesiones de antracnosis,
siendo la aplicacion a través del agua de riego mas efectiva que la foliar,
observandose en este sentido una disminucion del 67 y 39%, respectivamente.
Estos mismos autores en un ensayo posterior con la misma especie y
metodologia de cultivo, aplicaron via fertiriego la misma fuente de Si en
distintas dosis 50, 75 y 100 mg L™ observando resultados similares. En este

caso las concentraciones de Si mas altas, 75y 100 mg L™ fueron més efectivas
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para el control de la enfermedad, lo cual fue atribuido a cambios histoquimicas
encontrados en la pared celular de los frutos, representados por un incremento
de compuestos fendlicos y mayor grosor de la cuticula probablemente debido a
la deposicion del Si (Jayawardana et al. 2015).

Comparando los trabajos anteriormente citados, se observa que el
control de la antracnosis fue logrado en concentraciones mucho mas altas de la
utilizada en nuestro estudio. Esto indica que, probablemente, las
concentraciones de Si elegidas no fueron suficientes para lograr el control de la
enfermedad. Al respecto, una cuantificacion de Si en los tejidos del fruto
hubiera sido un mejor indicador para confirmar la hipotesis, ya que se podria
conocer si el Si fue redistribuido de manera significativa hacia los frutos. Por lo
tanto, se deberia aumentar las concentraciones de Si en ensayos futuros con el
propésito de confirmar o no la hipotesis de que el uso Si puede reducir la

antracnosis en el olivo.
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7. Efecto de la aplicacidon de
silicio sobre la verticilosis del

olivo
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7.1. Introduccién

La verticilosis es una enfermedad que afecta a muchos cultivos, entre
ellos al olivo, y esta producida por el hongo de suelo Verticillium dahlie Kleb. En
las condiciones climéaticas del Valle del Guadalquivir se han descrito dos tipos
de sindromes inducidos por infecciones de V. dahliae, la ‘Apoplejia’ y el
‘Decaimiento lento’ (Lopez-Escudero and Mercado-Blanco, 2011). La apoplejia
consiste en una muerte rapida de las ramas o de la planta completa. Este
sindrome generalmente se produce durante el otofio y el principio de la
primavera, se manifiesta inicialmente por la pérdida del color verde intenso de
las hojas, que comienza en los extremos de las ramas, alcanzando finalmente
un color marrén pajizo a la vez que se abarquillan, permaneciendo las hojas
adheridas a las ramas. El decaimiento lento aparece principalmente en
primavera y se caracteriza por la necrosis de las inflorescencias y la defoliacion
en verde, que en ocasiones es muy intensa, y en el otofio, por la necrosis y el
momificado de los frutos. En ambos casos, las flores o frutos en crecimiento
guedan momificados en el arbol. Ademas, las hojas de los brotes adquieren un
color verde mate y se desprenden. Ocasionalmente, ambos sindromes pueden
aparecer en el mismo arbol y afectar parcial o totalmente a la planta (Lopez-
Escudero and Mercado-Blanco, 2011).

La verticilosis del olivo (VO) es una de las enfermedades del olivo mas
graves y dificiles de combatir. De hecho, no existe ningin método de control
eficaz cuando alguno de ellos se aplica de forma individual, principalmente por
la elevada supervivencia y prolongada permanencia del patdégeno en el suelo,
el amplio rango de huéspedes al que puede infectar y la falta de efectividad de

los fungicidas, debido a su bajo alcance por la ubicacion del patégeno en el
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xilema. De esta forma, se aconseja la aplicacion de métodos integrados de
control de la enfermedad (Lopez-Escudero and Mercado-Blanco, 2011;
Jiménez-Diaz et al. 2012).

El estado nutricional de la planta también esta relacionado con la
resistencia o susceptibilidad a este patégeno, ya sea el huésped herbaceo o
lefioso (Pegg and Brady, 2002; Datnoff and Rodrigues, 2015). Algunos autores
consideran que el Si podria contribuir significativamente a reducir la
susceptibilidad a enfermedades causadas por hongos de suelo en algunos
cultivos de importancia econdmica (Fortunato et al. 2015; Pozza et al. 2015),
como Fusarium oxysporum en platano y tomate (Fortunato et al. 2014; Garcia-
Ramos et al. 2018) o Phytophthora cinnamomi en Castafio (Carneiro-Carvalho
et al. 2017).

Teniendo en cuenta que el uso de Si ha logrado la reduccién de la
incidencia de algunas de las enfermedades causadas por hongos de suelo, en
el siguiente experimento se propuso evaluar el efecto del Si sobre el desarrollo

de la verticilosis del olivo.

7.2. Material y métodos

7.2.1. Localizacibn de los experimentos, material vegetal,
condiciones de cultivo, inoculacion y disefio experimental

Se realizaron dos experimentos en las mismas condiciones de
umbraculo mencionadas en el capitulo 4. Para ello, plantas de olivo de las
variedades ‘Arbequina’, ‘Frantoio’ y ‘Picual’, de aproximadamente un afio de
edad y tamafio de 40-50 cm, procedentes de un vivero comercial, fueron

trasladadas al umbréaculo y trasplantadas a macetas de 1 L de capacidad, que
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contenian un sustrato comercial compuesto por una mezcla de arena lavada y
turba, en la relacién 2:1. Pasado un periodo de aclimatacion de un mes se
iniciaron los tratamientos.

El primer ensayo, de caracter preliminar, se realizé utilizando olivos de
las variedades ‘Arbequina’ y ‘Picual’, a los que se aplicaron diferentes
concentraciones de Actisil®, via foliar (0, 0.05, 0.1 y 0.2% (v/v)) y a través del
agua de riego (0, 0.025, 0.5y 0.1% (v/v)), equivalentes a 0, 25,5y 10y a
0, 1.25, 2.5y 5 mg L™ de Si, respectivamente. Se dispusieron segin un disefio
experimental en bloques completamente al azar con tres repeticiones por
tratamiento. Las aplicaciones foliares se realizaron una vez a la semana
(aproximadamente 50 ml de solucién por maceta), mientras que los fertirriegos
se realizaron tres veces por semana (100 ml de solucién por maceta). Una vez
al mes, para evitar deficiencias nutricionales, todas las plantas se regaron
individualmente con una solucién nutritiva diluida en la que se afiadian 2 g L™
del fertilizante Hakaphos®Verde 15-10-15 (Compo), cuya composicién esta
descrita en el apartado 4.2.1 en una cantidad aproximada de 100 ml por
maceta.

Las plantas permanecieron bajo condiciones de umbraculo durante 20
semanas, entre los meses de julio a diciembre, momento en el que fueron
trasladadas al laboratorio de Patologia Agroforestal donde se llevo a cabo la
inoculacion del patégeno. El inoculo consisti6 en un aislado defoliante del
patdgeno V. dahliae, aislado V117 de la coleccion del laboratorio del Grupo de
ptologia Agroforestal (Blanco-Lopez et al. 1984), obtenido de su cultivo en un
medio de agar patata dextrosa (APD), que fueron mezcladas en agua estéril a

una concentracién de 10’ conidias por ml y agitadas en la oscuridad durante
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una semana. Para la inoculacion, las plantas se extrajeron de las macetas y
sus raices se lavaron con agua del grifo hasta eliminar la mayor cantidad de
sustrato posible. A continuacion, las raices desnudas fueron sumergidas en la
masa fluida de micelio y conidias provenientes del batido (Garcia-Ruiz et al.
2014). Tras impregnar toda la raiz con el in6culo durante 10 minutos, las
plantas se trasplantaron individualmente a macetas de 1 L de capacidad, que
contenian un sustrato comercial estéril y se trasladaron a una camara de
crecimiento con fotoperiodo de 12 horas de luz, humedad relativa entre el 37-
100% y 22 °C de temperatura. La disposicion de las plantas en las bancadas
siguié el mismo disefio experimental adoptado al principio del experimento, en
bloques completamente al azar con tres repeticiones. Las aplicaciones de los
tratamientos con Si continuaron hasta la aparicion de los primeros sintomas de
verticilosis.

De acuerdo con los resultados encontrados en el Experimento I, se
establecié un segundo ensayo (Experimento Il) en la misma época del afio que
el anterior, pero con modificaciones en el nUmero de repeticiones, variedades y
concentraciones de Si. En este ensayo se utilizaron plantas de las variedades
‘Arbequina’ y ‘Picual’, ademas de ‘Frantoio’ que se utilizé como variedad de
referencia, ya que es considerada como resistente a la verticilosis (Lopez-
Escudero et al. 2004). Se aplicaron cuatro concentraciones de Actisil® (0, 0.1,
0.2 y 0.4% (v/v)) equivalente a 0, 5, 10 y 20 mg L™ de Si a través del agua de
riego. El disefio experimental fue en bloques completamente al azar con 8
repeticiones. Las aplicaciones de Si se realizaron tres veces a la semana con

aproximadamente 100 ml de solucién por maceta. La fertilizacion de las plantas
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se realizd mensualmente siguiendo las mismas pautas que en el ensayo
anterior.

Traspasados 20 semanas en condiciones de umbraculo, las plantas
fueron trasladadas a una camara de crecimiento con una humedad relativa
alrededor del 70%, una temperatura dia/noche de 25/20 °C y un fotoperiodo de
12 horas de luz. A diferencia del ensayo anterior, la inoculacion del patdégeno
no se hizo sobre la raiz desnuda, sino por el riego del sistema radical intacto
con aproximadamente 600 ml por maceta, de una suspension de la masa fluida
de micelio y conidias de un aislado defoliante del patégeno V. dahliae
obtenidas de forma similar a la descrita en el Experimento | (Blanco-Lépez et
al. 1984). Transcurridos 15 dias de la inoculacion, se volvieron a aplicar los
tratamientos con Si en las plantas hasta que aparecieron los primeros sintomas

de la enfermedad.

7.2.2. Evaluacion de la enfermedad

La severidad de los sintomas se evalué semanalmente en plantas
individuales de acuerdo con Lépez-Escudero et al. (2004), mediante una escala
de 0-4, segun el porcentaje de parte aérea afectada por sintomas de clorosis,
necrosis y defoliacion, donde: 0= planta sin sintomas; 1 = planta afectada entre
1-33%; 2 = 34-66%; 3 = 67-99%; 4 = planta muerta. Al finalizar las
evaluaciones se estimé el area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPEP) (Campbell and Madden, 1990), de acuerdo con la siguiente formula:

ABCPEP = [t/2 *(S2 + 2*S3 +...+ 2Si -1+ Si) / 4*n] *100
Ddnde: t = tiempo en dias entre dos lecturas, Si = severidad media final,

4 = clasificacion maxima de la enfermedad y n = niumero de lecturas.
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7.2.3. Anélisis estadistico

Se realiz6 la separacion de medias entre tratamientos mediante el
contraste polindbmico cuando se observo un valor de F significativo en el
analisis de varianza. A tal fin se emple6 el programa estadistico Statistix 10

(Analytical Software, Tallahassee, FL).

7.3. Resultados

En la Tabla 16, se detallan los valores correspondientes al ABCPEP del
Experimento I, donde el andlisis de varianza determin6 que no hubo diferencias
significativas entre los tratamientos de Si aplicados, bien a través del agua de
riego o por via foliar, en ningunas de las variedades, siendo el ABCPEP

superior al 70%, con la excepcion de algunos tratamientos en “Arbequina’.

Tabla 16. Efecto de la aplicacién de Si, via foliar y fertirriego, en el area bajo la curva del
progreso de la enfermedad (ABCPE) en ‘Arbequina’ y ‘Picual’. (Ensayo 1).

ABCPEP (%)" ABCPEP (%)"
Si foliar Si fertiriego
(mg L™ “Arbequina’ “Picual’ (mg L™ ‘Arbequina’ “Picual’
0 90.1 795 0 65.4 708
25 83.0 71.7 195 71.2 80.6
5 875 83.2 25 52.0 78.1
10 79.9 78.9 5 438 783
Significacion® NS NS Significacion? NS NS
C.V (%)® 4.4 9.5 C.V (%)® 4.8 11.6

" Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPEP) calculado con siguiente formula: ABCPEP = [t/2
*(S2 + 2*S3 +...+ 2Si -1+ Si) / 4*n]*100; Donde t = tiempo en dias entre dos lecturas, Si = severidad media final,
4 = clasificacion méaxima de la enfermedad y n = nimero de lecturas

> NS= No significativo.

® Coeficiente de variacion

Los primeros sintomas de la enfermedad se observaron a la vez en las
dos variedades 4 semanas después de la inoculacion, que consistieron en

clorosis ligeras seguidas de defoliacion severa, estos aumentaron con el paso
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del tiempo hasta llegar a producirse la muerte de la mayoria de las plantas, tras
un periodo de 6 semanas de evaluacion.

En el Experimento Il se observo un retraso en la aparicion y desarrollo
de los sintomas caracteristicos de la verticilosis. Segun Lépez-Escudero et al.
(2004), los primeros sintomas en olivo después de la inoculacién en camara de
ambiente controlado con un aislado defoliante, suelen iniciarse 4 o 5 semanas
después de la inoculacion. Por lo tanto, hubo la necesidad de realizar una
nueva inoculacion del patégeno siguiendo el mismo procedimiento adoptado en
el mismo Experimento. Pasadas 4 semanas desde la nueva inoculacion,
aparecieron los primeros sintomas en las plantas, que se manifestaron de
manera lenta y progresiva, mostrando los resultados estadisticos diferencias

significativas entre los tratamientos y las variedades estudiadas (Tabla 17).

Tabla 17. Efecto de la aplicacion de Si a través del agua de riego sobre el area
bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) en ‘Arbequina’, ‘Frantoio’ y
‘Picual’. (Ensayo 2).

ABCPEP (%)*

Si(mg L™ ‘Arbequina’ ‘Frantoio’ ‘Picual’
0 11.7 11.2 60.4
5 10.8 15.7 775
10 38.0 24.9 89.2
20 53.1 70.2 78.4
Significaciéon® L L Qx L* Q*
CV(%)° 55.7 53.4 17.2

T Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPEP) calculado con siguiente formula:
ABCPEP = [t/2 *(S2 + 2*S3 +...+ 2Si =1+ Si) / 4*n]*100; Donde t = tiempo en dias entre dos lecturas,
Si = severidad media final, 4 = clasificacidbn maxima de la enfermedad y n = nimero de lecturas

%= Lineal; Q=Cuadratica; *P<0.05; ***P<0.001

% Coeficiente de variacion

En todas las variedades se ha observado una respuesta lineal negativa
del ABCPEP a la aplicacion de Si, aunque también cuadratica en ‘Frantoio’ y

‘Picual’. Las variedades ‘Arbequina’ y ‘Frantoio’ mostraron una tendencia de
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mayor resistencia a la enfermedad, ya que en numeros el ABCPEP mostro

valores inferiores, mientras que ‘Picual’ fue mas susceptible (Tabla 17).

7.4. Discusion

En el Experimento I, ninguna de las concentraciones estudiadas y
formas de aplicacion de Si fueron efectivas en la tolerancia del olivo a la
verticilosis. Se presumié que debido al numero bajo de repeticiones y
concentraciones de Si utilizadas no se manifestaron efectos satisfactorios. Por
lo cual en un segundo experimento realizado se propuso un ensayo con mayor
namero de variedades, repeticiones y mayores concentraciones de Si aplicadas
exclusivamente a través del agua de riego, ya que la forma de aplicacién del
elemento parecio no influir en los resultados. Sin embargo, problemas con la
metodologia de inoculacién aplicada produjeron retrasos en la manifestacion de
los sintomas de verticilosis, 10 que probablemente permiti6 a las plantas
desarrollar mecanismos de resistencia suficientes y no atribuidos al uso del Si
para frenar la colonizacion del patégeno (Garcia-Ruiz et al. 2014), mostrando
asi valores de ABCPEP inferiores y baja mortalidad de plantas. De hecho,
‘Frantoio’ y ‘Arbequina’, variedades consideradas resistentes y de resistencia
moderada, respectivamente (Trapero et al. 2017), fueron las que presentaron
valores mas bajos de ABCPEP. En ellas los sintomas tipicos de la verticilosis
como la clorosis y defoliacion fueron mas ligeros y no causaron la muerte de
plantas. De todas formas, la aplicacion del Si produjo un efecto contrario al que
cabria esperar, donde se observé un aumento del ABCPEP a medida que se

aumentaba el suministro de Si en las plantas.
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Los resultados encontrados en el presente estudio estan en desacuerdo
con los aportados en la bibliografia referente al efecto del Si sobre la infeccion
de plantas por patdgenos de suelo. Bekker et al. (2006), encontraron que el Si
fue eficaz suprimiendo los sintomas causados por Phytophthora cinnamomi,
agente causante de la pudricion de la raiz en aguacate, aplicado en diferentes
formas, a través del agua de riego (afiadiendo 0.5 ml L™ de K,HPO,) e
inyectando directamente al tronco una solucién de Si soluble (20 ml L) en
arboles de unos 13 afios de edad. En el cultivo de tomate, Huang et al. (2011)
encontraron que el aumento de la concentracion de Si en las raices y la parte
aérea de las plantas, debido al fertirriego con 100 mg L™ de Si en forma de
Na,SiO3 contribuyé a reducir la severidad del agente patdgeno Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici causante de la enfermedad fusariosis del
cuello y raices del tomate. En el cultivo de platano se alcanzaron reducciones
significativas de Fusarium Wilt, causante de la pudricién de las raices, con el
uso de 0.39 g L' de Si aplicado via fertiiego en plantones del cultivo
(Fortunato et al. 2012a). En una segunda investigacion similar a la primera, los
mismos autores lograron nuevamente la reduccion significativa de los sintomas
de la enfermedad, efecto que fue atribuido a la mayor actividad de las enzimas
PAL, POX, GLU y CHI (Fortunato et al. 2012b). En una investigacion reciente,
con dos cultivares de pimienta negra (Piper nigrum), uno resistente y otro
susceptible a Fusarium solani, que fueron regados con una solucién acuosa
que contenia 1 g L™* de Ca,SiO, 15y 30 dias antes de la inoculacién del hongo
de suelo, se observo una reduccion significativa del ABCPEP en 58 y 33%,
respectivamente (D’addazio et al. 2020). Ademas, en el trabajo fue posible

demostrar que las limitaciones fotosintéticas, como el dafio estructural en los
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cloroplastos, ocasionadas por el ataque del patdgeno, fueron significativamente
reducidas cuando se aplico el tratamiento del Si, justificando asi el efecto
beneficioso encontrado en el estudio.

Los resultados de nuestra investigacion no fueron suficientemente
concluyentes. Es posible que las dosis de Si utilizadas pudieran haber sido
bajas en comparacion con los estudios mencionados anteriormente y por eso
no se produjo el mismo efecto. Asimismo, los problemas encontrados con la
metodologia de inoculacién en el segundo ensayo pueden también haber
favorecido la ineficacia del Si en los resultados. Para confirmar la efectividad
del uso de Si en el control de esta enfermedad en el olivo seria recomendable
establecer nuevos experimentos con concentraciones mas altas del elemento,

y una metodologia que garantice la eficiencia de inoculacion del patégeno.
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8. Efecto del silicio en olivos
sometidos al estrés causado por

la salinidad
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8.1. Introduccidn

La salinidad, ya sea debido a la presencia de sales disueltas en el suelo
o en el agua de riego, es uno de los estreses abidticos mas comunes al que
tiene que hacer frente el olivo (Melgar et al. 2009; Sanzani et al. 2012). Bajo
esas condiciones, el agua del suelo se hace menos disponible para los cultivos
produciéndose inicialmente una disminucion del crecimiento seguida de una
reduccion de la conductividad estoméatica dando lugar a cambios en la tasa
neta de la fotosintesis. A largo plazo pueden producirse incluso cambios en la
morfologia de la hoja, como un aumento del grosor de la pared celular o
cambios en las propiedades de la cuticula (Tattini et al. 1995; Gucci and Tattini,
1997). En general, los sintomas visuales mas caracteristicos asociados a la
toxicidad salina en el olivo son la clorosis y las puntas de las hojas quemadas,
la necrosis y el enrollamiento de las hojas, la marchitez de las flores, necrosis
de la raiz y, en algunos casos, la defoliacion. Las quemaduras en las puntas de
las hojas tienden a aparecer primero en las hojas viejas, pero, de cualquier
modo, antes de que se manifiesten estos sintomas visuales, el estrés ha
inducido otros cambios fisiolégicos en la planta (Benlloch et al. 1991; Tattini et
al. 1992).

A pesar de que el olivo es una especie glicofita, es considerada como
moderadamente tolerante a la salinidad, aunque su tolerancia es dependiente
del cultivar, de manera que cultivares como ‘Picual’, ‘Arbequina’ y ‘Frantoio’,
son consideradas tolerantes; ‘Hojiblanca’, ‘Lechin de Granada’ y ‘Manzanilla de
Sevilla’, presentan una tolerancia media, mientras que las variedades sensibles
estan representadas por ‘Pajarero’, ‘Leccino’, ‘Chetoui’ y ‘Cobrangosa’ (Marin et

al. 1995).
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La tolerancia a la salinidad de los distintos cultivares de olivo esta
asociada, fundamentalmente, a mecanismos de exclusion y retencién de iones
potencialmente toxicos como el Na* y el CI” a nivel de raiz, limitando por tanto
su acumulacion en los 6rganos aéreos (Benlloch et al. 1991; Tattini et al. 1994).
El olivo es menos sensible al CI" que al Na’, especialmente con altas
concentraciones de sal, de tal forma que su absorcion y transporte a la parte
aérea es menor que la del Na*; de hecho, la mayoria de las investigaciones al
respecto se centran en el efecto del Na* (Tattini et al. 1992). Otro mecanismo
del olivo para hacer frente a la salinidad es el ajuste osmaético mediante la
acumulacion de compuestos organicos compatibles, como el manitol y la
glucosa, que desempefian un papel importante en la osmorregulacién celular
(Tattini et al. 1996; Gucci et al. 1997).

Por otro lado, surge la posibilidad de introducir el uso de Si en las pautas
de fertilizacion del olivo como medida complementaria con gran potencial para
aumentar su tolerancia a la salinidad. Se ha comprobado que la fertilizacion
con este elemento mitiga los dafios causados por el estrés salino en
numerosos cultivos de gran importancia econdmica, principalmente en los
cereales y las hortalizas (Liang et al. 2007), a través del aumento del
intercambio gaseoso; el incremento de diferentes osmolitos como la prolina; la
estimulacién de la actividad de la ATPasa, aumentando asi la absorcion de K*
en detrimento del Na® o bien la neutralizacion de las EROs debido al
incremento de la actividad de las enzimas SOD, CAT, APX y GPX (Rizwan et
al. 2015; Etesami and Jeong, 2018).

Aunque se conocen los efectos beneficiosos del Si frente a la salinidad

en diversos cultivos, dicho efecto no se ha estudiado especificamente en el
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olivo. Por ello, en este capitulo se ha planteado estudiar el efecto de la
fertilizacion con Si aplicado a través del agua de riego sobre la tolerancia de

plantas de olivo sometidas a estrés salino.

8.2 Material y métodos

8.2.1 Localizacién del ensayo, material vegetal, condiciones de

cultivo y disefio experimental

Se llevaron a cabo dos experimentos en condiciones de umbraculo y de
camara de crecimiento, localizados en el Departamento de Agronomia de la
Universidad de Coérdoba, Campus de Rabanales. Para la realizacion de los
ensayos se utilizaron plantas de tres variedades distintas de olivo procedentes
de un vivero comercial, de un tamafio de 30-40 cm. Las plantas fueron
trasplantadas a macetas de 1 L de capacidad con un sustrato compuesto de
arena y turba (2:1) y aclimatadas durante 30 dias antes del comienzo de los
ensayos, segun las condiciones ambientales donde se realizaron, como se
comentara mas adelante. Mientras tanto, las plantas fueron entutoradas y
regadas con agua del grifo hasta su drenaje por los orificios de la maceta. 30
dias después de su aclimatacién, las plantas se seleccionaron en lotes
homogéneos, y se comenzaba con la aplicacion de los tratamientos salinos y
de Si.

El primer ensayo fue de caracter preliminar y se establecio en
condiciones de umbraculo. En este se incluyeron tres tratamientos: 1) control;
2) 50 mM de sal en forma de cloruro de sodio (NaCl); y 3) 50 mM de NaCl

combinado con 0.05% (v/v) de Actisil®, equivalente a 2.5 mg L™ de Si. Como
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material vegetal se utilizaron plantas de las variedades ‘Arbequina’ y ‘Picual’ en
un disefio experimental en bloques completamente al azar con 7 repeticiones.

Para confirmar los resultados encontrados en el primer ensayo, un
segundo ensayo fue llevado a cabo en condiciones de camara de crecimiento
debido a las bajas temperaturas invernales en el momento de su realizacion. La
camara de crecimiento tenia como caracteristicas: humedad relativa alrededor
del 70%, temperatura de 25/20 °C (dia/noche) y fotoperiodo de 12 horas de luz.
El ensayo se realizO mediante un disefio experimental en bloques
completamente al azar con 10 repeticiones y los siguientes tratamientos:
Control; 100 mM de sal en forma de NacCl; y la combinacion de 100 mM de
NaCl con dos concentraciones de Actisil® (0.05 y 0.1% (v/v)), equivalentes a
2.5y 5mg L™ de Si, respectivamente, en plantas de las variedades ‘Arbequina’,
‘Hojiblanca’ y ‘Picual’.

En todos los casos los tratamientos se aplicaron 3 veces por semana a
través del agua de riego, mediante un recipiente de plastico rigido, con el que
se vertian 100 ml de solucion, segun el tratamiento, en cada maceta; en el
tratamiento Control se aplicé agua del grifo. Cada cuatro semanas se sustituyo
uno de los riegos por una solucion nutritiva del tipo Hakaphos® Verde NPK (15-
10-15) diluida a 2 g/l, cuya composicion quimica fue mencionada en el apartado
4.2.1. Pasadas 12 semanas se observaron diferencias significativas en el
crecimiento correspondiente a los diferentes tratamientos y se dieron por

finalizados los ensayos.
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8.2.2 Medidas realizadas

En ambos ensayos, cada 15 dias se media la longitud de los brotes de
cada planta para determinar el crecimiento acumulado a lo largo del tiempo.

Al finalizar los ensayos, las plantas se extrajeron de las macetas y se
separaron en hojas, tallo y raiz. Cada érgano fue lavado con agua del grifo para
eliminar posibles contaminantes de la superficie del tejido, posteriormente se
secaron con papel absorbente y se determind el peso fresco. Para la
determinacién del peso seco, los diferentes 6rganos de cada planta fueron
introducidos cuidadosamente en sobres de papel identificados, y dispuestos en
un horno a 70 °C durante al menos 48 horas antes de ser pesados.
Posteriormente las muestras fueron molidas con un molinillo IKA® A10 basic
guardandose el polvo resultante en el sobre de papel para su conservacion a
60 °C hasta su analisis.

Posteriormente, de cada érgano de la planta se tomé una muestra de
aproximadamente 0.25 g que se colocé en un crisol para su calcinaciéon en un
horno mufla a una temperatura de 700 °C durante 18 horas. Una vez
calcinadas las muestras, las cenizas se disolvieron en 10 ml de HCI 0.1 N, se
filtraron y se determind el contenido de K y Na' de los extractos, previa
dilucién, mediante espectrofotometria de absorcion atémica (espectofotometro

de absorcion atomica Perkin-Elmer 1100 B).

8.2.3 Analisis estadistico
Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de la varianza
(ANOVA). Cuando se tratdé de porcentajes, los valores fueron transformados

mediante el arcsen de la raiz cuadrada antes de ser analizados
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estadisticamente. Al realizar la prueba F, cuando ésta fue significativa, las
medias de los tratamientos se compararon mediante el test de Tukey usando el

paquete estadistico Statistix 10 (Analytical Software, Tallahassee, FL).

8.3 Resultados

En las tablas 18 y 19 se muestran las concentraciones de Na* y K* en
diferentes 6rganos, asi como la cantidad total de dichos iones a nivel de planta
en los cultivares ‘Arbequina’ y ‘Picual’, respectivamente (ensayo 1). En ambos
cultivares el riego con la solucion salina (50 mM NacCl) favorecio6 la entrada de
Na® en la planta. Sin embargo, cuando se afiadié Si a la solucion de riego este
efecto fue menos acusado, de manera que en las dos variedades las plantas
sometidas a la salinidad combinada con la aplicacién de Si, la cantidad de Na*
absorbida disminuyo respecto al tratamiento salino igualandose en el caso de
‘Arbequina’ al de las plantas control. En ‘Arbequina’ el Si redujo la
concentracion de Na“ en todos los 6rganos, mientras que en ‘Picual’ este
efecto solo se observo en las hojas y la raiz.

En relacién con el K*, el tratamiento salino no tuvo efecto sobre la
entrada de K* en la planta si se comparan estos valores con los de las plantas
control, pero la adicion de Si a la sal hizo que esa cantidad disminuyera
significativamente respecto a los otros tratamientos, de tal forma que en todos
los 6rganos de las plantas tratadas con Si se observo una menor acumulacion

de K*.
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Tabla 18. Efecto de la aplicacion de Si en plantas sometidas a estrés salino sobre la concentracion (%) de
Ky Na en las hojas, el tallo y la raiz y su acumulacion total (mg) en la planta en el cultivar ‘Arbequina’.

(Ensayo 1).

Na (%) Na (mg) K (%) K (mg)
Tratamientos Hoja Tallo Raiz Planta Hoja Tallo Raiz Planta
Control 0.18b 0.10c 0.22b 28.50 b 065ab 0.78b 0.62ab  122.27a
50 mM NaCl 077a 049a 080a  59.20a 1.03a 157a 072a  120.04a
50 MM NaCl + 2.5 mg L™ Si 033b 029b 0.32b 28.40b 0.29 b 0.17b  0.38b 23.36b
CV (%)1 29.3 19.4 27.6 34.2 40.5 39.6 26.4 23.3

* Coeficiente de variacién

Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05

Tabla 19. Efecto de la aplicacion de Si en plantas sometidas a estrés salino sobre la concentracion (%) de
Ky Na en las hojas, el tallo y la raiz y su acumulacion total (mg) en la planta en el cultivar “Picual’. (Ensayo

1).

Na (%) Na (mg) K (%) K (mg)
Tratamientos Hoja Tallo Raiz Planta Hoja Tallo Raiz Planta
Control 0.18b 0.07b 0.35c 33.92c 0.64b 0.77b 0.72a 145.88 a
50 mM NacCl 1.15a 040a 147a 11255 a 1.14a 140 a 0.66 a 162.97 a
50 mM NaCl + 2.5 mg L™ Si 0.44b 040a 051b 68.70 b 0.29¢c 0.33¢c 0.45b 53.47Db
Cc.v (%)1 25.4 11.2 18.9 19.4 16.8 16.8 14.97 16.0

T Coeficiente de variacion

Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05
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El tratamiento salino inhibio la acumulacion de biomasa en ambos
cultivares, siendo el efecto mas acusado en los 6érganos aéreos que en la raiz.
En ‘Arbequina’ la salinidad también afecté de forma negativa a la elongacion
del brote. La aplicacién de Si no mejor6 el crecimiento de las plantas sometidas

al estrés salino en ninguna de las variedades (Tablas 20 y 21).

Tabla 20. Efecto de la salinidad y la dosis de Si en la acumulaciéon de
biomasa en hoja, tallo, raiz, planta y en el crecimiento acumulado del brote
en "Arbequina’. (Ensayo 1).

Biomasa (g) Crecimiento
Tratamientos Hoja Tallo Raiz Planta del brote (cm)
Control 7.2a 6.9a 3.6a 178 a 47.8 a
50 mM NaCl 2.4b 38b 2.6ab 86Db 13.1b
50 mM NaCl + 2.5 mg L™ Si 33b 39b 22b 9.0b 11.2b
C.V (%) 29.0 27.1 25.6 23.9 23.5

! Coeficiente de variacién
Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05

Tabla 21. Efecto de la salinidad y la dosis de Si en la acumulacion de
biomasa en hoja, tallo, raiz, planta y en el crecimiento acumulado del brote
en "Picual’. (Ensayo 1).

Biomasa (g) Crecimiento
Tratamientos Hoja Tallo Raiz Planta del brote (cm)
Control 71a 9.1la 4.0a 20.3a 226a
50 mM NaCl 3.2¢c 57hb 3.1la 14.2b 13.2a
50 mM NaCl + 2.5 mg L' si 46Db 6.8b 33a 145b 128 a
C.V (%)* 18.7 12.0 19.3 17.1 38.4

' Coeficiente de variacion
Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05

En el segundo ensayo se aumenté la concentracibn de NaCl del
tratamiento salino hasta 100 mM, se aplicé Si a dos concentraciones diferentes
(25 y 5 mg L) y se incluyé al estudio el cultivar ‘Hojiblanca’. Al final del
ensayo, en ‘Arbequina’ no se observaron diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos salinos sobre la acumulacion de Na® en las hojas y el
tallo, sin embargo, en la raiz el Si inhibié su acumulacion, de tal forma que el

contenido total de Na* en la planta disminuy6 significativamente debido a la
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presencia de Si en el agua salina (Tabla 22), resultado que fue similar al
encontrado en el ensayo 1. En ‘Hojiblanca’ se observé la misma tendencia en
relacion con el Na* total acumulado en la planta, es decir, el Si frend la entrada
de dicho i6n en la misma (Tabla 23). Por el contrario, en ‘Picual’ no hubo
ningln efecto sobre la absorcion y distribucion de Na* en los diferentes érganos
cuando se aplico Si al agua salina (Tabla 24).

En ‘Arbequina’ y ‘Hojiblanca’ los tratamientos salinos redujeron la
entrada de K' en la planta sin que el Si tuviera un efecto adicional, no
observandose estas diferencias en el caso del cultivar ‘Picual’ (Tablas 22, 23 y
24). Si se analiza la relacion K'/Na* en las hojas podemos observar que en
‘Arbequina’ y ‘Picual’ el Si lo aumenta con respecto al tratamiento salino (Tabla
25). Para los demas o6rganos, la aplicacion de Si no favorecio la acumulacion
de K" a excepcion de en la raiz en ‘Picual’ para la dosis mas alta.

El crecimiento vegetativo, medido por la biomasa y el crecimiento del
brote, se redujo significativamente en los tratamientos salinos, con
independencia de la aplicaciéon de Si en ‘Arbequina’ y ‘Hojiblanca’ (Tablas 26 y
27). Resultados similares a los obtenidos en el ensayo 1. Sin embargo, en
‘Picual’ no hubo efecto de la sal ni de la aplicacion de Si sobre los parametros

de crecimiento analizados (Tabla 28).
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Tabla 22. Efecto de la dosis de Si en plantas sometidas a estrés salino sobre la concentraciéon
(%) de Ky Na en las hojas, el tallo y la raiz y su acumulacion total (mg) en la planta en el cultivar

‘Arbequina’. (Ensayo 2).

Na (%) Na (mg) K (%) K (mg)
Tratamientos Hoja Tallo Raiz Planta Hoja Tallo Raiz Planta
Control 0.23b 0.17b 0.74 c 60.60 b 1.03a 0.10a 1.02a 207.99 a
100 mM NaCl 0.55a 0.49 a 145a 112.89 a 0.73 ab 0.26 b 0.99a 101.84 b
100 mM NaCl + 2.5 mg L si 0.48 a 0.50 a 111b 94.51 ab 0.58 b 0.31b 0.99 a 88.59 b
100 mM NaCl + 5 mg L Si 0.59 a 0.44 a 1.10b 100.84 b 0.93a 0.23b 0.87 a 110.57 b
C.V (%) 22.4 33.6 13.8 37.9 27.3 33.1 14.05 19.3

T Coeficiente de variacion

Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05

Tabla 23. Efecto de la dosis de Si en plantas sometidas a estrés salino sobre la concentracion
(%) de Ky Na en las hojas, el tallo y la raiz y su acumulacién total (mg) en la planta en el cultivar

"Hojiblanca’. (Ensayo 2).

Na (%) Na (mg) K (%) K (mg)
Tratamientos Hoja Tallo Raiz Planta Hoja Tallo Raiz Planta
Control 0.14 b 0.13b 0.60 b 47.75b 116 a 0.86 a 132a 231.55a
100 mM NaCl 0.32a 0.37 a 127a 75.10 a 081b 0.48 ab 1.01ab 106.83b
100 mM NaCl + 2.5 mg L' Si 0.21 ab 0.30 a 1.05a 53.21b 052c 031lb 0.99b 71.08 b
100 mM NaCl + 5 mg L* Si 0.30 a 0.34 a 1.06a 61.68ab 0.94 ab 0.24c 091b 94.15c¢
CvV (%)1 38.8 22.7 23.9 24.5 22.3 30.7 18.3 14.13

T Coeficiente de variacion

Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05
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Tabla 24. Efecto de la dosis de Si en plantas sometidas a estrés salino sobre la concentracio

de Ky Na en las hojas, el tallo y la raiz y su acumulacion total (mg) en la planta en el cultivar
"Picual’. (Ensayo 2).

n (%)

Na (%) Na (mg) K (%) K (mg)
Tratamientos Hoja Tallo Raiz Planta Hoja Tallo Raiz Planta
Control 0.14 b 0.20 b 0.32b 33.69b 0.80 a 0.33a 1.03ab 107.82a
100 mM NaCl 0.44 a 0.47 a l12a 93.73 a 0.55b 0.30 a 0.96 b 83.37 a
100 mM NaCl + 2.5 mgL* Si 0.49a 0.38a 1.02a 7293 a 0.59 ab 0.34a 1.07 ab 7749 a
100 mM NaCl + 5 mgL™ Si 0.50 a 0.35 ab 1.15a 100.00 a 0.66 ab 0.24a 125a 96.47 a
C.V (%)* 27.0 28.9 18.7 32.2 23.4 28.5 35.5 31.0

' Coeficiente de variacion
Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05

Tabla 25. Efecto de la aplicacion de distintas dosis de Si en plantas sometidas
a estrés salino sobre la relacion K*/Na* en hojas de los cultivares “Arbequina’,
"Hojiblanca’ y “Picual’. (Ensayo 2).

K*/Na"
Tratamientos ‘Arbequina’ ‘Hojiblanca’ ‘Picual’
Control 1.59 a 2.29 a 3.93a
100 mM NaCl 0.68 ¢ 0.81b 0.88c
100 mM NaCl + 2.5 mgL™ Si 0.91 ab 1.10b 1.06 bc
100 mM NaCL + 5 mgL™ Si 0.79 b 1.90b 1.09 b
C.V (%) 27.5 32.2 25.9

' Coeficiente de variacion
Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05
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Tabla 26. Efecto de la aplicacion de distintas dosis de Si en plantas
sometidas a estrés salino sobre la acumulacion de biomasa en las hojas, el
tallo, la raiz y el total de la planta y en el crecimiento acumulado de los
brotes en el cultivar “Arbequina’. (Ensayo 2).

Biomasa (g) Crecimiento
del brote (cm)

Tratamientos Hoja  Tallo Raiz Planta

Control 94a 7.4 a 3.7a 20.5a 52.1a
100 mM NacCl 80ab 55b 28ab 16.4b 37.2b
100 mM NaCl + 2.5 mg™ L Si 7.8b 55b 25b 159b 35.4b
100 mM NaCL + 5 mg™L Si 79ab 55b 28ab 16.1b 40.6 ab
C.V (%) 11.7 15.1 20.5 11.6 26.4

! Coeficiente de variacién
Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05

Tabla 27. Efecto de la aplicacion de distintas dosis de Si en plantas
sometidas a estrés salino sobre la acumulacion de biomasa en las hojas, el
tallo, la raiz y el total de la planta y en el crecimiento acumulado de los
brotes en el cultivar "Hojiblanca’. (Ensayo 2).

Biomasa (g) Crecimiento
del brote (cm)

Tratamientos Hoja Tallo Raiz Planta

Control 9.3a 8.8a 3.7a 222a 32.7a
100 mM NacCl 6.6b 58b 25b 15.0b 17.0b
100 mM NaCl + 2.5 mg'l L Si 6.0b 55b 22b 13.7b 12.3b
100 mM NaCL + 5 mg'1 L Si 6.4b 58b 21b 14.3b 146 Db
C.V (%)* 10.5 13.7 21.0 9.6 34.3

' Coeficiente de variacion
Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentes a P<0.05

Tabla 28. Efecto de la aplicacion de distintas dosis de Si en plantas
sometidas a estrés salino sobre la acumulacion de biomasa en las hojas, el
tallo, la raiz y el total de la planta y en el crecimiento acumulado de los
brotes en el cultivar "Picual’. (Ensayo 2).

Biomasa (g) Crecimiento
del brote (cm)

Tratamientos Hoja Tallo Raiz Planta

Control 5.6a 6.8a 30a 155a 14.8 a
100 mM NacCl 58a 6.4a 34a 15.7a 15.0a
100 mM NaCl + 2.5 mg™ L Si 52a 59a 25a 13.7 a 153 a
100 mM NaCL + 5 mg™L Si 54a 73a 34a 16.1a 16.0 a
C.V (%)* 32.7 25.0 36.2 26.8 37.4

' Coeficiente de variacion
Las medias seguidas por letras diferentes son significativamente diferentesa P<0.05
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8.4. Discusion

En este estudio se ha observado que las plantas sometidas a estrés
salino presentaron una mayor concentracion de Na® en sus tejidos que las
plantas control, hecho ya descrito en la literatura (Munns et al. 1988; Tester and
Davenport, 2003). Sin embargo, en el ensayo 1, donde se utilizé la dosis de sal
menor (50 mM NacCl), el suministro de Si a la solucién salina disminuyo la
acumulacion de Na* en todos los 6rganos en ambos cultivares. Resultados
similares fueron encontrados por Qin et al. (2016) en hojas de plantones de vid
regados con 100 mM de NaCl al aplicar 2 mM de Si (K;SiO3). De manera
similar, en plantones de cafia de azucar, el riego con una solucion salina (100
mM NacCl) junto con 2.8 mM de Si en la forma de Ca,SiO,4 indujo el mismo
descenso de la concentracién de Na* en las hojas y en la raiz (Ashraf et al
2010). Estos estudios coinciden en que el Si parece contribuir a la proteccion
de la planta frente a la potencial toxicidad asociada a la excesiva acumulacion
de dicho ion.

En el segundo ensayo el Si disminuyé la acumulacion de Na* en algunos
organos en ‘Arbequina’ y ‘Hojiblanca’, pero no se puede generalizar la misma
tendencia observada en el ensayo anterior. Estos resultados coinciden con los
encontrados por Romero-Aranda et al. (2006) en distintos 6rganos de plantas
de tomate sometidas a estrés salino (80 mM de NaCl) cuando se afadi6 2.5
mM de K,SiOs3.

Segun la literatura el uso de Si bajo estrés salino en distintos cultivos,
favorece la absorcién de ciertos macronutrientes como el K*, Ca* y Mg*
(Murilo-Amador et al. 2007; Mali and Aery, 2008; Hurtado et al. 2019). Sin

embargo, en este estudio, en lo referente al K*, este efecto no ha sido tan claro.
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El Si no favorecioé su entrada en la planta en ninguno de los cultivares, aunque
si su acumulacion en las hojas cuando los niveles de NaCl en el medio externo
fueron mayores (ensayo 2). Esta mayor acumulacion de K* en las hojas podria
contribuir al ajuste osmotico con un coste energético menor que la sintesis de
otros compuestos compatibles como el manitol o la glucosa (Tattini et al. 1995).
Por otro lado, bajo estas mismas condiciones salinas, el Si aumentd
ligeramente la relacion K*/Na* en las hojas de ‘Arbequina’ y ‘Picual’, lo cual no
fue observado cuando la concentracibn de sal fue menor. Un importante
indicador de la tolerancia a la salinidad en plantas es un alto ratio K*'/Na* (Chen
et al. 2007), por tanto, segun los resultados obtenidos el Si puso en marcha
algin mecanismo para aminorar la toxicidad por Na® en hojas. En naranjos
establecidos en condiciones de campo en un suelo salino fueron reportados
resultados similares en lo que se refiere al aumento de la relacion K*/Na" en
hojas al aplicar 2000 ppm de Si en la forma de Na,SiO3; (Mohamed and Al-
Kamar, 2018).

El efecto negativo del estrés salino sobre los indicadores de crecimiento
en plantas es ampliamente conocido, ya que la acumulacién de iones como el
Na® y CI hasta niveles potencialmente toxicos dentro de las células retrasan los
procesos de division y diferenciacion celular (Gupta and Huang, 2014). En
nuestra investigacion el Si pareci6 no mitigar esos efectos nocivos de la
salinidad sobre la biomasa y el crecimiento acumulado de los brotes en relacion
a las plantas control. El resultado obtenido coincide, en parte, con el de Chen et
al. (2014), quienes encontraron que el riego de plantulas de trigo con
soluciones salinas (120 mM NaCl) junto con 1 mM de Si (Na;SiO3) mejoro el

crecimiento al principio del ensayo, pero con el paso del tiempo este efecto
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desaparecid. Sin embargo, estos resultados son contradictorios con los
observados en la mayoria de las investigaciones sobre el tema. Como ejemplos
se pueden citar los resultados encontrados en cultivos como el tomate (Li et al.
2015), el pepino (Zhu et al. 2016), y la soja (Lee et al. 2010) en los que el uso
del Si logré revertir la tipica disminucién del crecimiento y acumulacion de
biomasa observada en ambientes salinos. En estos estudios, realizados en
ambiente controlado, las plantulas de los referidos cultivos fueron sometidas a
distintos niveles de salinidad por el uso de NaCl en concentraciones que
oscilaron entre 75 y 150 mM de NaCl junto con Si (NaySiO3) en
concentraciones variables de 0.3 a 2.5 mM. Posiblemente, los resultados
encontrados en este estudio difieren con los de los autores citados, por el
hecho de que el olivo es una planta glicofita y posee tolerancia moderada a la
salinidad, no manifestando asi diferencias significativas en el crecimiento.

En este estudio la efectividad de la aplicacién del Si para la mitigacion de
los efectos negativos causados por la salinidad en olivos no ha sido totalmente
elucidada. Se podria pensar que las concentraciones de sal aplicadas en los
ensayos fueron excesivas, impidiendo que se manifestaran la totalidad de los
efectos beneficiosos de la aplicacidon de Si. Sin embargo, el olivo es una
especie que soporta bien altas concentraciones salinas en el medio de cultivo
como han puesto de manifiesto diversos trabajos cientificos, en los que se
utilizaron desde niveles moderados (20, 40, 70 o 100 mM) (Benlloch et al.
1991; Melgar et al. 2006) hasta altos (200 mM) de NaCl (Gucci et al. 1997,
Tattini et al. 1997; Mousai et al. 2019). Del mismo modo cabe pensar que la
aplicacion de Si deba realizarse con anterioridad al comienzo del estrés salino

para favorecer su eficiente absorcion asi como la puesta en marcha de los
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mecanismos de defensa oportunos frente al estrés causado por la salinidad.
Asimismo, se podrian observar efectos mas claros frente al estrés salino con
concentraciones de Si superiores a las utilizadas, ya que en algunos
experimentos realizados en la presente tesis, se han suministrado hasta 20 mg
L™ de Si, obteniéndose resultados satisfactorios. Aparte se podrian incluir otros
indicadores de tolerancia al estrés salino, por ejemplo parametros relacionados
con el estado hidrico de la planta y el intercambio gaseoso, representados por
la tasa de transpiracion, tasa neta de fotosintesis, conductividad estomatica, la
concentracion interna de CO,, la concentracion de pigmentos, partiendo de la
hipétesis que el Si puede manifestar efectos benéficos en estos parametros en

detrimento de los que fueron investigados en el presente capitulo.
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O. Efecto del silicio en
melocotoneros sometidos a

déficit hidrico
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9.1. Introduccién

El melocotonero es una de las especies del género Prunus con mayor
importancia en el sudeste de EEUU, en estados como Georgia y Carolina del
Sur (Okie, 2011). En estas regiones, los melocotoneros jovenes generalmente
sufren una reduccion de los recursos hidricos disponibles con objeto de ahorrar
agua por la competencia con otros usos agricolas e industriales. Esta
estrategia consiste en no regar los arboles durante los dos primeros afos
después de la plantacion, siendo -cultivados totalmente en secano. La
precipitacion anual media en las principales areas productoras de melocotonero
en Carolina del Sur y Georgia es de entre 1150 y 1250 mm. Sin embargo, los
periodos de sequia son relativamente habituales y pueden afectar a los
arboles; por ejemplo, desde el afio 2000 ha habido cuatro periodos de sequia
considerados excepcionales, que han tenido un impacto en la produccion
(Konrad and Knox, 2016). Estas condiciones inducen el desarrollo de diferentes
estreses abioticos en las plantas, donde el crecimiento de los arboles durante
el periodo de formacién se puede ver afectado (Penella et al. 2017), lo que
puede afectar el tamafio del arbol y, por tanto, al rendimiento una vez que el
arbol entre en produccién.

El Si se ha relacionado con la tolerancia a estreses abi6ticos como la
sequia (Chen et al. 2018). El papel del Si ha sido atribuido a su deposicién
entre la pared celular de las células de la epidermis y la cuticula de las hojas, lo
gue constituye una barrera fisica protectora evitando pérdidas de agua en esas
condiciones debido a una menor tasa de evapotranspiracion de la planta v,
como consecuencia, maximizando el uso del agua del suelo (Ma, 2004). Por

otra parte, el Si modifica la expresion génica, relacionada con la produccion de
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enzimas clave en la via de sintesis de osmolitos, enzimas antioxidantes, y otras
proteinas involucradas en las respuestas de las plantas al estrés hidrico (Sapre
and Vakharia, 2016).

Sin embargo, la influencia del Si en este tipo de tolerancia ha sido muy
poco investigada, sobre todo en frutales, donde no existe ningun estudio al
respecto. Por lo tanto, el objetivo de este ensayo fue evaluar el uso de Si en la
respuesta fisiologica al estrés hidrico en arboles frutales, especificamente en

melocotoneros jovenes.

9.2. Material y métodos
9.2.1. Localizacion del ensayo, material vegetal, condiciones de
cultivo y disefio experimental
La investigacion se condujo en un umbraculo localizado en la finca

"Musser Fruit Research Farm™ de la Universidad de Clemson (Clemson,

Carolina del Sur, EEUU) (Fig. 11).

Estados Unidos .

Fig. 11. Localizacion de Musser Fruit Research Farm. El trapecio en rojo la unidad experimental.
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Para alcanzar los objetivos del estudio se plantearon dos ensayos. En
ambos se emplearon las mismas plantas de melocotonero ([Prunus persica (L.)
Batsch] cv. "Contender’), procedentes de un vivero comercial, de un tamafio de
1,5 m aproximadamente y dos afios de edad, cultivadas en macetas de 5 L de
capacidad rellenas de una mezcla 2:1 de sustrato comercial Fafard 3B (Sun
Gro, Agawam, MA, EEUU) y arena, con 3.5 g L™ de carbonato de calcioy 3.5 g
L de fertilizante 14-14-14 (Osmocote, The Scotts Company, Marysville, OH,

EEUU) (Fig. 12).

so Y (R e

Fig. 12. Plantas en maceta en el umbréaculo.

El disefio experimental fue completamente aleatorio con seis
repeticiones, en las que se estudiaron dos factores: el nivel de déficit hidrico
(sin estrés o estresado) y la concentracion (0, 0.2 o 0.4% (v/v)) del producto
Actisil® y su equivalente en gramos de Si puro (0, 10 o 20 mg L™,
respectivamente) y un producto comercial de Si en polvo (Sigma Aldrich, St.

Louis, MO, EEUU) que contiene 99+% de Si. Se escogieron dos fuentes de Si
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para confirmar si los resultados obtenidos en los ensayos eran realmente
debido al uso del Si o quiza debido a otros elementos minerales o
estabilizantes que contiene el producto Actisil®, como por ejemplo el Ca o el
acido colico.

Los arboles sin estrés se mantuvieron en el nivel de riego optimo al
100% de su evapotranspiracion (ET), con el fin de no tener condiciones
limitantes de agua durante el experimento, mientras que los arboles
pertenecientes al grupo estresado fueron sometidos al 50% de la ET, con el
objetivo de crear un estrés hidrico en los plantones. El volumen de riego
equivalente al 100% de la ET se determin6é gravimétricamente mediante la
pérdida de peso de las macetas en dias consecutivos después de que éstas
habian sido regadas a capacidad de campo. Estas medidas se hicieron antes
de comenzar y durante el experimento para mantener un volumen de riego lo
mas aproximado a los niveles de 100% y 50% de la ET. El riego se hizo por
medio del sistema de goteo automatizado, con un tiempo de riego de 1 L/dia
para el grupo de plantas “sin estrés’ y de 0.5 L/dia para las plantas
“estresadas’. Las aplicaciones de Si se realizaron semanalmente, via foliar con
el uso de una mochila manual, rociando la solucion segun el tratamiento hasta
que las hojas estaban totalmente mojadas.

En el ensayo 1 las aplicaciones de Si se realizaron semanalmente a
partir del momento en que los sintomas de déficit hidrico en los melocotoneros
se manifestaron claramente, mientras que el ensayo 2 las aplicaciones de Si se
realizaron dos semanas antes que las plantas se sometiesen a condiciones
limitantes de agua, para que ocurriera un periodo de acumulacion previo de Si

en las plantas. Este ultimo se llevd a cabo para comprobar si los mismos
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resultados pueden ser obtenidos con la acumulacion antecedente de Si en las
plantas. El ensayo 1 tuvo una duracién total de seis semanas, tras la cual los
arboles fueron bien regados durante un periodo de cinco aplicaciones (2
semanas) antes de comenzar con las aplicaciones del ensayo 2. Una vez
efectuadas las dos aplicaciones de Si (una aplicacion por semana) del ensayo

2, las mediciones se efectuaron durante una semana.

9.2.2. Medidas realizadas

El estado hidrico de los &rboles se determiné mediante la medida del
potencial hidrico del tallo medido a mediodia solar, el cual ha sido
documentado como un indicador del estado hidrico efectivo y sencillo en
arboles jovenes de melocotonero (Remorini and Massai, 2003). Aunque esta
medida se hace en hojas, se denomina potencial hidrico del tallo porque el
procedimiento efectuado equilibra el potencial de la hoja con el del tallo.

La medida de potencial hidrico se llevo a cabo semanalmente en hojas
en expansion de ramas principales, seleccionadas al azar del tercio medio
superior de la rama. Eran hojas sanas y sin roturas, tomando una hoja por arbol
y seis arboles por tratamiento. Las hojas fueron envueltas en papel de aluminio
al menos una hora antes de realizar la medicion, con la finalidad de que al estar
en completa oscuridad se cerraran los estomas, reduciéndose la transpiracion y
equilibrando su potencial con el del tallo (Begg and Turner, 1970; McCutchan
and Shackel, 1992). Pasado el tiempo, las hojas fueron cortadas de las ramas
con su peciolo y se hizo la estimaciéon del potencial hidrico mediante una
camara de presion (Model 600, PMS Instruments, Albany, OR, EEUU)

(Scholander et al. 1965), midiéndose en torno al medio dia.
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El intercambio gaseoso foliar a lo largo del experimento se evaluo
semanalmente a partir de los siguientes parametros fisiologicos: Fotosintesis
neta (FS) y transpiracion (T). Para eso, se seleccionaron al azar seis hojas
sanas por tratamiento en todas las orientaciones del arbol a partir del tercio
medio superior de una rama. Los parametros de intercambio gaseoso se
determinaron durante las horas de la mafana (8:30-12:00) para evitar la
depresion tipicamente observada en arboles en las horas de la tarde (Jifon and
Syvertsen, 2003), utilizando un aparato portatil LI-COR 6400 (LI-COR Inc,
Lincoln, NE, EEUU). Todas las medidas se tomaron a una radiacion
fotosintéticamente activa de 1000 pmol m™? s™. La temperatura media de la hoja
fue de 21.9 £0.24 °C y la diferencia de presion de vapor media entre la hoja y el
aire fue de 1.4 +0.04 kPa.

Para la determinacion del area foliar y el contenido de K y Si en hojas,
semanalmente se tomaron 20 hojas por tratamiento, seleccionadas a primera
hora de la mafana, en brotes elegidos al azar. Las hojas, totalmente
expandidas y sanas, tenian peciolo, y fueron tomados del tercer o cuarto nudo
a partir del 4pice.

El material recolectado se introdujo en sobres de papel claramente
identificados de acuerdo con el tratamiento correspondiente y se pesaron en
fresco (PF) con una balanza de precision. El area foliar (AF) de las hojas
muestreadas se obtuvo con un medidor de area foliar (LI-3100C, LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, USA). El area foliar especifica (AFE) se estimd con la siguiente
formula:

AFE= AF/PF
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A continuacion, las hojas fueron lavadas en agua destilada para eliminar
cualquier tipo de contaminacion, secadas en papel absorbente, y se
introdujeron en una estufa a 80 °C durante 72 horas. Una vez secas se
trituraron finamente con un molinillo.

Para determinar el contenido de K se pesaron aproximadamente 0.25 g
de cada muestra en un crisol y se calcinaron en un horno mufla (LE4/11 RC,
Nabertherm®, Lilienthal, Alemania) a 600 °C durante 18 horas. Posteriormente,
las cenizas fueron disueltas en 10 ml de HCI 0.1N, se filtraron y se mantuvieron
en tubos de ensayo de plastico tapados en una camara frigorifica a 4 °C hasta
que procedi6 a su analisis. El contenido de K se determind mediante
espectrofotometria de absorcion atémica (PinAAcle 500, PerkinElmer,
Waltham, MA, EEUU) a partir de los extractos diluidos (1/500-1/1000).

Para determinar el contenido de Si, aproximadamente 1.0 g de cada
muestra de material vegetal molido fue digerido con acido nitrico (33%) en un
horno de microondas. Posteriormente, el elemento fue cuantificado por

absorcion atémica con 6xido nitroso (Kleiber et al. 2015).

9.2.3. Andlisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de la varianza. Al realizar la
prueba F, se verificé que las mismas dosis de las dos fuentes de Si utilizadas
siempre tenian la misma tendencia de significacion, y se concluyé que los
resultados encontrados eran realmente debido al uso del Si, por lo tanto, para
realizar los analisis estadisticos se consideraron solamente dosis iguales de Si

(independientemente del producto) en un solo tratamiento.
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Cuando fue necesario se efectud una transformacion angular del
arcoseno para homogenizar la varianza. Se realizé un andlisis completamente
al azar y cuando las diferencias encontradas fueron significativas, las medias
se compararon con el contraste polindmico empleando el paquete estadistico

Statistix, 10 (Analytical Software, Tallahassee, FL, EEUU).

9.3. Resultados

En el ensayo 1 hubo un efecto significativo de la concentracion de Si
aplicado sobre el estado hidrico de los arboles sometidos al nivel de riego
“estresado’. Los melocotoneros tratados con Si presentaron, durante la mayor
parte del ensayo, valores de potencial hidrico menos negativos, 0 sea mejor
estado hidrico, que los no tratados (Fig. 13).

Para ambos niveles de riego no se registraron diferencias significativas
en el intercambio gaseoso expresado por la FS y la T (Fig. 14 y 15). Estas
variables no se vieron afectadas por el uso de Si, aunque en las ultimas
semanas del ensayo se registraron diferencias relativamente altas en la FS
donde el uso de Si parece desfavorecerla pero este efecto solo se observé en

las plantas “sin estrés’.
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Fig. 13. Influencia del Si y dos niveles de estado hidrico (estresado y sin estrés) sobre el
potencial hidrico del tallo al mediodia en ‘Contender’. Las barras indican el error estandar

de la media. (Ensayo 1).
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La acumulacion de Si en las hojas de los melocotoneros a lo largo del
tiempo de experimentacion, se muestra en la Fig. 16. Cuando el Si fue
aplicado, la acumulacién de éste fue favorecida respecto al control, tanto en el
tratamiento estresado como en el de sin estrés. En las plantas estresadas se
observa una tendencia lineal de acumulacion, mientras que en las plantas sin
estrés la acumulacion de Si alcanzaba el maximo, manteniéndose o
descendiendo a lo largo del tiempo.

El nivel de K en las hojas a lo largo del experimento presentd variaciones
significativas positivas en algunas semanas de evaluacion, donde el Si estimul6
la acumulacién de K en las hojas de manera lineal, aunque también aparecio
una respuesta cuadratica en algunas semanas (Tabla 29). EI AFE (Area Foliar
Especifica) no fue afectado por la aplicacion de Si en ninguno de los niveles de
riego aplicados (Tabla 30).

Los resultados para el ensayo 2 mostraron una tendencia diferente, ya
gue no se registraron diferencias significativas en el potencial hidrico entre
ambos niveles de riego. Esta variable tampoco se vio afectada por el uso de Si.
Sin embargo, hubo un efecto significativo del uso de Si sobre el intercambio
gaseoso de los arboles. En estos, los melocotoneros tratados con Si
presentaron valores mas favorables para la FS (Fotosintesis neta) respecto al
control, con una respuesta lineal y cuadratica. Por otro lado, no se observaron

diferencias significativas para la T (transpiracion) (Tabla 31).
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Fig. 16. Evolucién de la concentraciéon de Si en hojas de ‘Contender” en respuesta a la
aplicacién de distintas dosis de Si y dos niveles de estado hidrico (estresado y sin estrés).

Las barras indican el error estandar de la media. (Ensayo 1)
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Tabla 29. Efecto del uso de Si sobre la concentracion de K en hojas de ‘Contender’ sometidas dos niveles de estado hidrico (estresado
y sin estrés). (Ensayo 1).

Estresado Sin estrés
K (%) K (%)
Tiempo transcurridos (dias) Tiempo transcurridos (dias)

Trat?n’?ée[‘.tf)’s Si 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35

0 3.5 3.7 3.2 4.3 29 3.9 3.3 3.4 3.8 3.1

10 21 3.4 3.6 3.1 4.0 3.0 29 3.7 3.2 3.5 3.8 29

20 3.5 3.8 34 4.1 3.2 4.0 3.3 3.5 4.5 3.0
Significacion® - N.S N.S L* Q* N.S L - Q* N.S N.S L* N.S
C.V (%) - 6.7 6.7 6.0 8.4 3.0 - 5.3 8.6 7.1 10.9 4.3

L= Lineal; Q= cuadratica; N.S. = No significativo; *P<0.05
2 Coeficiente de variacion

Tabla 30. Efecto del uso de Si y dos niveles de estado hidrico (estresado y sin estrés) sobre el AFE (Area Foliar Especifica) en
‘Contender’. (Ensayo 1).

Estresado Sin estrés
AFE (cm?g™) AFE (cm“g™)
Tiempo transcurridos (dias) Tiempo transcurridos (dias)

Trat?nr?éef.tl‘;s Si 0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35

0 49.1 535 46.9 47.4 48.7 44.4 53.1 46.1 49.9 48.0

10 - 48.9 47.3 46.8 48.7 50.4 - 47.4 51.3 48.5 53.1 46.4

20 50.5 50.6 48.6 50.7 53.2 44.0 46.6 45.6 63.3 50.3
Significacion® - N.S N.S N.S N.S N.S - N.S N.S N.S N.S N.S
C.V (%) - 27.1 12.1 7.6 12.7 10.3 - 12.6 10.3 7.7 7.0 7.2

"N.S. = No significativo
2 Ccoeficiente de variacion
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Tabla 31. Efecto del uso de Si y dos niveles de estado hidrico (estresado y sin estrés) sobre el potencial hidrico del tallo al mediodia, la

FSylaT en hojas de ‘Contender’. (Ensayo 2).

Estresado Sin estrés
Tratamientos Si y, FS T W, FS T
(mg L™ (bar) (umol CO; m?s™ (mol H.0 m?s™) (bar) (umol CO; m?s™ (mol HoO m?s™)
0 -15.2 7.1 1.2 -10.7 7.9 1.4
10 -17.0 10.1 1.6 -12.6 10.5 1.7
20 -17.8 9.8 1.7 -11.1 10.1 2.0
Significacion® N.S o N.S N.S o NS
C.V (%) 23.9 21.2 30.1 30.9 12.2 18.4

L= Lineal; Q= cuadratica; N.S. = No significativo; *P<0.05
2 Coeficiente de variacion

176



El contenido de Si asimilado en las hojas del tratamiento “estresado™ se
incremento significativamente conforme lo hizo la cantidad de Si aplicado. Se
encontré una tendencia lineal y también cuadratica. Este efecto no se observo
en plantas “sin estrés’, donde no hubo diferencias significativas, aunque
numéricamente la concentracion de Si fue mayor donde se aplico el elemento.
Respecto a la concentracion de K en hojas no se produjeron diferencias
significativas entre tratamientos. Un resultado similar fue encontrado para el

AFE (Area Foliar Especifica) (Tabla 32).
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Tabla 32: Efecto del uso de Siy niveles de estado hidrico (estresado y sin estrés) sobre el AFE y en la concentracién acumulada de Siy K en hojas de
‘Contender’. (Ensayo 2).

Estresado Sin estrés
Tratamientos Si AFE Si K AFE Si K
(mg L™ (cm?g™ (mg kg™) (%) (cm’ g™ (mg kg™) (%)
0 49.6 347.0 3.7 50.6 321.0 3.9
10 50.3 421.7 3.8 49.0 346.0 4.1
20 52.7 404.2 4.1 49.3 350.7 4.2
Significacion® N.S L* Q** N.S N.S N.S N.S
C.V (%)* 11.3 5.1 12.7 9.0 6.6 4.9

L= Lineal; Q= cuadratica; N.S. = No significativo; *P<0.05; **P<0.01
2 Coeficiente de variacion
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9.4. Discusion

De acuerdo con lo obtenido en el ensayo 1, los arboles tratados con Si
presentaron mejor estado hidrico que los no tratados dentro del grupo de
plantas estresadas. Respuestas similares a ésta han sido encontradas también
en otros frutales lefiosos cultivados en condiciones de sequia, como el
pistachero y el mango (Habibi and Hajiboland, 2013; Helaly et al. 2017). En
estos casos, los autores sefialaron que dicho efecto fue atribuido al aumento de
la actividad de las enzimas antioxidantes POX, CAT y SOD que condujeron a
una menor acumulacion de EROs y asi evitaron dafios celulares ocasionados
por la sequia. En el caso del pistachero, no solo se observé una disminucion de
los efectos perjudiciales causados por las EROs, sino efectos positivos sobre la
eficiencia cuantica maxima del fotosistema Il (PSll), evitando asi el descenso
de la fase fotoquimica primaria de la fotosintesis en las plantas.

La transpiracibn no se vio afectada, lo que coincide con el
comportamiento observado en el cafeto por Pereira et al. (2007), donde las
plantas fertilizadas con Si bajo estrés por la sequia tampoco presentaron
diferencias significativas en la transpiracion. De manera similar, la fotosintesis
tampoco fue afectada con el uso de Si. Segun Botelho (2006), la acumulacién
del Si como doble capa de silice amorfa impermeable en las células
epidérmicas de las hojas, pueden cubrir los estomas dificultando los
intercambios gaseosos Yy, por lo tanto, influenciando en los posibles resultados
beneficiosos en la FS y transpiracion.

La aplicacion de Si a nivel foliar ofrecido un aumento en la concentracion
de Si en hojas proporcional a la cantidad aplicada del elemento a lo largo del

tiempo, aunque en plantas del grupo “sin estrés’ la acumulacion de Si en hojas
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parecié reducirse a los 21 dias, probablemente debido a algun factor casual.
Esto puede significar que la aplicacion del Si via foliar es eficiente, y
adicionalmente puede justificar los efectos positivos encontrados en el estado
hidrico de los arboles en la presente investigacion. Un hecho similar fue
encontrado en el cultivo de patata, donde el uso de Si a nivel foliar repercutio
en su acumulacion principalmente en las raices de la planta y similarmente
conectado a efectos beneficiosos frente a la sequia, como el aumento en la
actividad de enzimas antioxidantes (Pilon et al. 2014).

El incremento parcialmente de K en hojas cuando se utilizé6 Si en ambos
niveles de riego fue similar al reportado en cultivos como el trigo (Xu et al.2017)
y el tomate (Zhang et al. 2019), donde el aumento de Si bajo estrés por la
sequia en esos cultivos no solo aumentd la concentracién foliar de K sino
también las concentraciones de otros elementos minerales, principalmente de
Ca, P, Mgy Fe.

En el ensayo 2, independientemente del nivel de riego, el tratamiento
con Si aumento la fotosintesis en relacion al control. Un incremento similar en
la FS también fue observado en plantas de castafio que recibieron aplicaciones
de Si bajo estrés hidrico causado por la sequia (Zhang et al. 2013). Segun el
autor, el incremento fue logrado debido a una mayor asimilacion de CO,, mayor
concentracion de clorofila relacionado con la absorcion de la luz, que en
conjunto generaron mejor eficiencia del sistema PSIl. Los aumentos de
fotosintesis fueron acompafados por un incremento significativo de Si en hojas
de las plantas del tratamiento estresado, aunque en el tratamiento sin estrés se
aprecio una tendencia de acumulacion de Si en hojas pero sin significacion, lo

gue confirma que la mejoria de la FS encontrada en el trabajo esta ligada con
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el uso de Si. Sin embargo, el uso de Si no tuvo efectos sobre la transpiracion,
proceso que esta asociado con el cierre y apertura de los estomas, lo que
indica que el Si podria tener un papel en la regulacion de la transpiracion
cuticular en detrimento de la transpiracion estomatica. El potencial hidrico y la
concentracion de K en hojas, igualmente, no se vieron afectadas por el uso de
Si; posiblemente serian necesarias varias semanas mas de desarrollo del
ensayo para que hubieran aparecido resultados significativos.

El area foliar especifica en los dos ensayos no presentd ninguna
diferencia significativa con el suministro de Si entre ambos niveles de riego, lo
que puede ser debido a que el Si no tiene una funcién en los procesos de
crecimiento como la multiplicacion celular, sino una funcidn estructural y
bioquimica (Liang et al. 1994).

En los dos ensayos la aplicacion del Si fue efectiva en la tolerancia de
las plantas al estrés causado por la sequia, si bien esta tolerancia se refleja en
pardmetros diferentes en cada ensayo. Esto significa que, en términos
practicos (y aunque son necesarios mas estudios para optimizar su eficiencia),
el Si podria ser aplicado en el cultivo de manera previa o simultanea a partir del
momento en que los sintomas de déficit hidrico en las plantas se manifiesten
para lograr efectos positivos frente al estrés. Por lo tanto, puede ser una
excelente opcién para mitigar los efectos derivados de un estrés hidrico no
previsto durante el afio agricola, o bien, en situaciones de incremento de las

sequias asociadas con otros eventos, como por ejemplo, el cambio climatico.
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10. Discusion general

El interés por el Si en la agricultura ha ganado relevancia en los ultimos
afos, al constatarse en muchos trabajos su papel beneficioso en la defensa de
los cultivos frente a distintos factores de estrés de naturaleza biotica o abiotica
(Jana and Jeong, 2014; Tubana et al. 2016). Sin embargo, hasta la fecha
existen escasas evidencias experimentales que avalen esta idea en los cultivos
lefiosos (Fernandez-Escobar, 2019). En ese sentido, la presente tesis ha
generado resultados pioneros que permitieron evaluar y comprender el uso del
Si en el olivo y en el melocotonero, especies tradicionales y de importancia
econdmica en el territorio espafiol.

En el olivo, teniendo en cuenta la falta de trabajos previos relacionados
con la nutricibn mineral del Si, los primeros estudios de la presente tesis
tuvieron que partir del punto cero, surgiendo la necesidad de establecer
metodologias cientificas centradas en conocer con mayor exactitud la
distribucion y acumulacion del Si en plantas de olivo, el tiempo necesario para
garantizar la absorcion del elemento, la dosis y la forma de aplicacion, asi
como la influencia de la variedad, lo que ha supuesto el consumo de mucho
tiempo previo al comienzo de los ensayos referentes a los estreses bioticos y
abioticos.

Entre los primeros resultados obtenidos cabe resaltar que el Si en el
olivo se concentra principalmente en la raiz, seguido de las hojas y los tallos.
Las principales referencias sobre la acumulacion y distribucion de este
elemento en plantas estan relatadas para plantas monocotiledoneas y
acumuladoras de Si como el arroz (Ma and Yamaji, 2006), donde, a diferencia

de lo observado en nuestros resultados, el Si se acumula principalmente en las
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hojas, seguido de la cascara, las raices y, por ultimo, los tallos (Epstein, 2001).
Estas diferencias pueden ser debidas a que en las monocotiledéneas la
absorcion y el transporte del Si en la planta se ha asociado a la presencia de
genes (LSi) que codifican la expresion proteinas transportadoras implicadas en
el transporte radial y ascendente por el xilema, lo que facilita su translocacion y
acumulacion eficiente en los 6rganos aéreos de la planta (Rao and Susmitha,
2017).

Por otro lado, la acumulacion de Si en las hojas aumenté al hacerlo la
concentracion de Si aplicada. La forma de aplicacion, bien al suelo o via foliar,
no parece influir en la efectividad de la absorcion del Si por la planta. Esto
sugiere que el Si puede aplicarse eficientemente tanto a través del agua de
riego como por pulverizacion foliar, lo que resulta de especial relevancia en el
olivar de secano, donde los productos fitosanitarios son aplicados via foliar. En
general, a los 60 dias después del inicio de los tratamientos con Si se
observaron diferencias en la acumulacién del elemento entre las plantas
tratadas y el control. Asimismo, la dosis de 20 mg L™ de Si resulté ser la mejor
para inducir esas diferencias. Cabe resaltar que tras 15 dias sin aplicacion de
Si, la acumulacién del elemento en el olivo parece disminuir, principalmente
con la dosis referida, siendo por tanto necesario que el aporte de Si sea
continuo, de lo contrario su acumulacion y los posibles efectos protectores
frente a los diversos estreses en la planta pueden verse reducidos (Huber et al.
2012). La cuestion es que el Si una vez depositado en la planta se polimeriza y
queda inmovil, por lo que no puede ser transportado hacia los demas érganos

(Ma and Yamaji, 2008), particularmente a las hojas nuevas.
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El efecto observado con mayor claridad al aplicar Si en el olivo fue
encontrado en el ensayo en el que se inocul6 el agente causal del repilo. En
éste, independientemente de la forma de aplicacion del elemento, el indice de
enfermedad (IE) sigui6 una tendencia de disminucidbn a medida que se
aumento la concentracion de Si aplicada, y se pudo observar que la dosis de
20 mg L' de Si parecié6 ser la mas apropiada para la mitigacion de la
enfermedad. Estos resultados son de especial relevancia para los sistemas de
manejo integrado de enfermedades en el olivo, visto que pueden ser una
opcion de control reduciendo asi aplicaciones de fitosanitarios (Zargar et al.
2019), como los fungicidas a base de cobre que es el principal método de
control de la enfermedad y, al mismo tiempo, gran contaminante ambiental
(Trapero et al. 2017). Ademas, es importante mencionar las diferencias
varietales encontradas en el ensayo, algo comunmente encontrado en estudios
sobre la tolerancia de las plantas a los diferentes estreses bidticos y abioticos.
La aplicacion de Si no produjo efecto mitigante frente al ataque de los demas
estreses bidticos estudiados en el olivo, la antracnosis y la verticilosis. Los
motivos todavia son inciertos. En el caso del ensayo de verticilosis se puede
decir que los problemas en la metodologia de inoculacion pueden haber
favorecido esos resultados. Por otro lado, en el ensayo sobre antracnosis las
dosis aplicadas de Si en olivos establecidos en condiciones de campo fueron
inferiores a los 20 mg L™, dosis considerada como la mas eficiente para inducir
efectos beneficiosos segun nuestros resultados, y no consiguieron aumentar la
concentracion del Si en hoja, y, en consecuencia, puede haber ocasionado la
ineficacia del tratamiento. En ambos casos es importante sefialar que quiza el

Si puede que no afecte a la tolerancia a esos estreses por motivos aun
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desconocidos, por lo que se hace necesario repetir los ensayos, empleando
diferentes metodologias, que principalmente tengan en cuenta incrementos en
la aportacion de Si. Algo similar puede interpretarse sobre el efecto en la
tolerancia a la salinidad.

Hay otro aspecto a considerar a juzgar por los resultados obtenidos. En
algunos de ellos, la aplicacion de Si se realizdé a la vez que las plantas se
sometieron al estrés, pero de la observacion de los resultados globales se
plantea la hipotesis de que las plantas que van a recibir el tratamiento de estrés
deben de estar con unos niveles de Si significativamente superiores al de las
plantas control antes de recibir los tratamientos. Esto ocurrié en el ensayo del
repilo, pero no en otros de los realizados en este trabajo con el olivo, por lo que
cabe la duda de si la aplicacion de Si no fue efectiva porque el Si no tiene
efecto en la tolerancia a esos estreses, o si fue porque la estrategia del
experimento no fue acertada. En el melocotonero, sin embargo, el ensayo
realizado para estudiar el efecto del Si en el déficit hidrico, mostré que el Si
podria ser aplicado tanto de manera previa como simultdnea a partir del
momento en que aparecieran los sintomas de estrés. El desconocimiento total
sobe el efecto del Si en el olivo y en otras plantas perennes ha llevado a
realizar experimentos de ese tipo, pero que plantean nuevas hipétesis a tener
en cuenta en experimentos posteriores para determinar realmente si el Si
puede inducir tolerancia a diversos estreses bidticos y abioticos en el olivo. El
objetivo general es determinar si la aplicacion de Si en plantaciones de olivar,
bien a través del agua de riego o en pulverizaciones foliares, como se ha

determinado en este trabajo, puede inducir cierta tolerancia a diversos estreses
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bidticos y abidticos, y pueda considerarse como una practica sostenible del

cultivo de esta especie.
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11. Conclusiones finales

1. EI Siaplicado a plantas de olivo se acumula principalmente en la raiz

seguida de las hojas y, por ultimo, los tallos.

2. En las hojas del olivo se apreci6 un aumento progresivo de
acumulacion de Si al incrementar su dosis de aplicacion, visible a
partir de los 60 después del comienzo de su suministro, siendo la
dosis de 20 mg L™ la mas adecuada para producir diferencias de

acumulacion del elemento frente al control.

3. La forma de aplicacion del Si, foliar o por el agua de riego, no influye
en la efectividad de la fertilizacion, recomendandose la fertilizacidon

foliar como método de aplicacién del elemento en el olivar de secano.

4. La aplicacion de Si permiti6 un control satisfactorio del repilo del
olivo. Se observaron diferencias varietales, siendo ‘Arbequina’ la que

presenté mayor tolerancia a la enfermedad.

5. La aplicacion de Si no mejoré la tolerancia del cultivo frente al ataque
de Verticillium dahlie, agente causal de la verticilosis del olivo ni a la
antracnosis causada por Colletotrichum spp. Las dosis aplicadas y la

metodologia empleada pudieron afectar a los resultados.
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6. El aporte de Si a la solucion salina en olivos promovié un leve efecto
positivo en la mitigacion de los dafios causados por la salinidad, a
través del descenso en la acumulacion de Na* en las plantas. Sin
embargo el crecimiento vegetativo, representado por la biomasa y el
crecimiento del brote, junto con la acumulacion de K* en los 6rganos

no se vieron afectados.

7. La aplicacion de Si a melocotoneros jovenes mejoro la tolerancia al

estrés hidrico.
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12. Conclusions
1. In olive plants silicon is accumulated mainly in the root, followed by the

leaves and stems.

2. Silicon accumulates in olive leaves as the concentration of silicon
applied increases. Differences in Si leaf accumulation between treated
and control plans were evident 60 days after its application. The dose of

of 20 mg L™ was the most appropriate to increase silicon level in leaves.

3. The way of silicon application, sprayed onto leaves or through the
irrigation water, is equally efficient. Foliar application is recommended in

rain fed olive orchards.

4. Si application was efficient in the control of olive leaf spot. Cultivar

differences were observed. ‘Arbequina’ was most tolerant than ‘Picual’

5. The application of Si did not improve the tolerance of olive trees
against the attack of Verticillium dahlie, the causal agent of Verticillium
wilt of olive, or anthracnose caused by Colletotrichum spp. The doses

applied and the methodology used could have affected the results.

6. Silicon applied to the saline solution reduced the accumulation of Na*

in olive plants. However, vegetative growth and K" accumulation were

not affected.
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7. The application of Si to young peach trees improved the tolerance to

water stress.
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