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Abstract

rought stress is one of the major factors limiting crop productivity in water-scarce regions.

Early detection and mitigation of drought effects in tomato plants are essential for optimizing

irrigation and maintaining fruit quality. This study investigated the effects of silicon (Si)

supplementation and drought stress on the physiological and biochemical responses of tomato plants.

A completely randomized factorial design was established with four Si concentrations (0, 0.75, 1.5,

and 3 mM) and three levels of water stress (control at 80 %, moderate stress at 60 %, and severe stress

at 40 % of field capacity [FC]). Treatments were analyzed in triplicate, and the variables evaluated

were fresh and dry weight, proline content, antioxidant enzyme activity, hydrogen peroxide (H,0,)

accumulation, and malondialdehyde (MDA) concentration. The results indicated that 0.75 mM Si

under moderate drought significantly increased superoxide dismutase (SOD) activity. However,

increasing drought intensity resulted in higher H,0, accumulation across most Si treatments. The

highest MDA concentration was also recorded in plants receiving 0.75 mM Si under moderate stress.

Keywords: abiotic stress, Overall, Si application modulated the physiological and biochemical responses of tomato plants to

antioxidant enzyme, catalase, ~water deficit, suggesting its potential to alleviate the adverse effects of drought stress on plant growth
hydrogen peroxide. and metabolism.

Resumen

El estrés hidrico es uno de los principales factores que limitan la productividad de los cultivos en

regiones con escasez de agua. La deteccién temprana y la mitigacién de los efectos de la sequia en

las plantas de tomate son esenciales para optimizar el riego y mantener la calidad de los frutos. El

objetivo de este estudio fue identificar los efectos de la suplementacién con silicio (Si) y el estrés

hidrico sobre las respuestas fisiologicas y bioquimicas de plantas de tomate. Se establecié un disefio

factorial completamente al azar con cuatro concentraciones de Si (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y tres niveles

de estrés hidrico (testigo al 80 %, estrés moderado al 60 % y estrés severo al 40 % de la capacidad

de campo [CC]). Los tratamientos se analizaron por triplicado y las variables evaluadas fueron peso

fresco y seco, contenido de prolina, actividad enzimdtica antioxidante, acumulacién de peréxido de

hidrégeno (H,0,) y concentracién de malondialdehido (MDA). Los resultados indicaron que la aplicacién

de 0.75 mM de Si en condiciones de sequia moderada aument6 significativamente la actividad de la

superéxido dismutasa (SOD). Sin embargo, el aumento de la intensidad de la sequia resulté en una

mayor acumulacién de H,O, en la mayoria de los tratamientos con Si. La concentracién mds alta

Palabras clave: de MDA también se registré en las plantas que recibieron 0.75 mM de Si bajo estrés moderado. En

estrés abidtico, enzima  general, la aplicacion de Si modul6 las respuestas fisioldgicas y bioquimicas de las plantas de tomate

antioxidante, catalasa, al déficit hidrico, lo cual sugiere su potencial para aliviar los efectos adversos del estrés por sequia en
perdxido de hidrégeno. el crecimiento y el metabolismo de las plantas.
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Introduction

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is the second most
widely cultivated vegetable crop worldwide after potato
(Food and Agriculture Organization of the United
Nations [FAOSTAT], 2023). Globally, approximately
180 million tons of tomatoes are produced annually
from about 5 million hectares of cultivated land
(FAOSTAT, 2021). However, drought stress — exacerbated
by climate change — severely reduces tomato yield and
fruit quality, with potential losses ranging from 40 to
60 %, depending on genotype, developmental stage,
and duration and intensity of water deficit (Grozeva
et al., 2024). Drought has become one of the most
critical abiotic stresses affecting global food security,
as it limits crop productivity and contributes to soil
degradation, desertification, and ecosystem imbalance
(Chiappero et al., 2019; Chourasiya et al., 2018).

Drought disrupts several biochemical and physiological
processes, which prevent plant growth, including
membrane permeability, photosynthetic activity, redox
homeostasis, secondary metabolism, pigmentation,
turgor pressure, and relative water content (Haghpanah
et al, 2024; Talbi et al., 2020). These changes are
accompanied by a decline in photosynthetic rate
and disruptions in carbohydrate metabolism, which
together reduce biomass accumulation and overall
plant vigor (Macedo et al., 2019; Wang et al., 2019).

Plants exhibit a range of adaptive responses to drought,
including reducing leaf area and stomatal conductance,
to limit transpiration and enhance water use efficiency
(Zhu, 2016). Nevertheless, prolonged or severe stress
can result in oxidative damage, disruption of cellular
homeostasis, and premature leaf senescence. The
magnitude of these responses largely depends on
stress intensity and duration, cultivar genetics, and the
plant’s developmental stage (Silva et al., 2019). Among
the strategies to mitigate the adverse effects of drought,
silicon (Si) application has received growing attention.
Although Si is the second most abundant element in
the Earth’s crust after oxygen, it is mostly present
in polymerized forms that are unavailable for plant
uptake (Debona et al., 2017).

Plants absorb Si as H,SiO, at pH values below 9 through
the root epidermis (Tubaflia & Heckman, 2015), after
which it is transported via the xylem to aerial tissues
(Debona et al., 2017). While Si is not considered an
essential nutrient, increasing evidence demonstrates
its beneficial effects on plant performance under
biotic and abiotic stress conditions (Chen et al., 2018).
In particular, Si supplementation has been shown
to enhance chlorophyll content, photosynthetic
efficiency, nutrient uptake, and antioxidant defense,
while reducing transpiration and oxidative damage

Introducciéon

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la segunda
hortaliza mds cultivada en todo el mundo después
de la papa (Food and Agriculture Organization of the
United Nations [FAOSTAT], 2023). A nivel mundial, se
producen anualmente aproximadamente 180 millones
de toneladas de tomate en cerca de 5 millones de
hectdreas de tierra cultivada (FAOSTAT, 2021). Sin
embargo, el estrés por sequia —exacerbado por el
cambio climdtico — reduce severamente el rendimiento
del tomate y la calidad del fruto, con pérdidas
potenciales que varian entre 40 y 60 %, dependiendo
del genotipo, la etapa de desarrollo y la duracién e
intensidad del déficit hidrico (Grozeva et al., 2024).
La sequia se ha convertido en uno de los factores de
estrés abiotico mds criticos que afectan la seguridad
alimentaria mundial, ya que limita la productividad
de los cultivos y contribuye a la degradacién del suelo,
la desertificacién y el desequilibrio de los ecosistemas
(Chiappero et al., 2019; Chourasiya et al., 2018).

La sequia altera varios procesos bioquimicos y
fisiolégicos que impiden el crecimiento de las plantas,
incluida la permeabilidad de la membrana, la actividad
fotosintética, la homeostasis redox, el metabolismo
secundario, la pigmentacién, la presién de turgencia y
el contenido relativo de agua (Haghpanah et al., 2024;
Talbi et al., 2020). Estos cambios estdn acompafiados
de una disminucién en la tasa fotosintética y
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos,
que en conjunto reducen la acumulacién de biomasa y
el vigor general de la planta (Macedo et al., 2019; Wang
et al,, 2019).

Las plantas muestran una gran variedad de respuestas
adaptativas a la sequia, incluida la reduccién del drea
foliar y la conductancia estomdtica, para limitar la
transpiracion y mejorar la eficiencia del uso del agua
(Zhu, 2016). Sin embargo, el estrés prolongado o
severo puede provocar dafio oxidativo, alteracién de
la homeostasis celular y senescencia prematura de las
hojas. La magnitud de estas respuestas depende, en
gran medida, de la intensidad y duracién del estrés,
la genética del cultivar y la etapa de desarrollo de la
planta (Silva et al., 2019). Entre las estrategias para
mitigar los efectos adversos de la sequia, la aplicacién
de silicio (Si) ha recibido gran atencién. No obstante,
aunque el Si es el segundo elemento mds abundante en
la corteza terrestre después del oxigeno, se encuentra
principalmente en formas polimerizadas que no estdn
disponibles para las plantas (Debona et al., 2017).

Las plantas absorben Si como H,SiO, a valores de pH
inferiores a 9 a través de la epidermis de la raiz (Tubafia
& Heckman, 2015), después de lo cual es transportado
a través del xilema a los tejidos aéreos (Debona et
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under water deficit (Coskun et al., 2016; Haghpanah
et al.,, 2024).

Given these properties, the present study aimed to
investigate the effects of silicon supplementation and
drought stress on the physiological and biochemical
responses of tomato plants.

Material and methods
Experimental design

The experiment was conducted in 2021 at the
laboratories and greenhouse facilities of the Genetics
and Agricultural Biotechnology Institute of Tabarestan
(GABIT), Sari, Northern Iran. A completely randomized
factorial design was established with three replications.
Treatments consisted of four Si concentrations in the
Hoagland nutrient solution (0, 0.75, 1.5, and 3 mM) and
three drought stress levels based on field capacity (FC):
control (80 % FC), moderate stress (60 % FC), and severe
stress (40 % FC).

Plant material and growth conditions

Tomato seeds (Solanum lycopersicum cv. CH Falate) were
sown in 5-L pots filled with a 1:1 mixture of loam
soil and decomposed manure. The experiment was
conducted in a greenhouse under controlled conditions:
20-22 °C (day/night), relative humidity of 50-60 %, 12-h
photoperiod, and light intensity of 8.5 klux. Plants were
irrigated every three days with 150 mL of water and
fertilized weekly with the Hoagland nutrient solution
(Hoagland & Snyder, 1933).

Drought stress application

FC was determined by saturating the substrate, allowing
free drainage for 48 h, and recording the pot weight.
Water stress treatments were imposed during the
flowering stage (50-70 days after seedling emergence)
at three levels (80, 60, and 40 % FC). Target pot weights
for each treatment were calculated gravimetrically.
Pots were weighed daily using a precision balance
(£ 0.5 g), and water was added to maintain the target
weight. Silicon treatments (0, 0.75, 1.5, and 3 mM) were
applied via irrigation 28 days before drought induction
following the method of Diogo and Wydra (2007).

Relative water content

To calculate leaf relative water content (RWC) (Ritchie
et al,, 1990), four leaves from each plot (with the same
leaf weight in all treatments) were evaluated, and fresh
tissue mass (W) was measured using an analytical
balance. Samples were then rehydrated in distilled
water for 24 h to determine turgor mass (W,), removing
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al.,, 2017). Si bien el Si no se considera un nutriente
esencial, se han observado sus efectos benéficos sobre
el rendimiento de las plantas en condiciones de estrés
bidtico y abidtico (Chen et al., 2018). En particular, se
ha observado que la suplementacién con Si mejora el
contenido de clorofila, la eficiencia fotosintética, la
absorcién de nutrientes y la defensa antioxidante, al
tiempo que reduce la transpiracion y el dafio oxidativo
en condiciones de déficit hidrico (Coskun et al., 2016;
Haghpanah et al., 2024).

Considerando lo anterior, el objetivo del presente
estudio fue identificar los efectos de la suplementacién
con silicio y el estrés por sequia sobre las respuestas
fisiolégicas y bioquimicas de las plantas de tomate.

Materiales y métodos
Disefio experimental

El experimento se realiz6 en 2021 en los laboratorios e
invernaderos del Instituto de Genética y Biotecnologia
Agricola de Tabarestdn (GABIT), Sari, Irdn. Se estableci6
un disefio factorial completamente al azar con tres
réplicas. Los tratamientos consistieron en cuatro
concentraciones de Si en la solucién nutritiva Hoagland
(0,0,75, 1,5y 3 mM) y tres niveles de estrés hidrico segin
la capacidad de campo (CC): testigo (80 % de CC), estrés
moderado (60 % de CC) y estrés severo (40 % de CC).

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se sembraron semillas de tomate (Solanum lycopersicum
cv. CH Falate) en macetas de 5 L con una mezcla 1:1 de
suelo franco y estiércol descompuesto. El experimento
se realiz6 en un invernadero en condiciones
controladas: 20-22 °C (dia/noche), humedad relativa de
50 a 60 %, fotoperiodo de 12 h e intensidad luminica
de 8.5 klux. Las plantas se regaron cada tercer dia con
150 mL de agua y se fertilizaron semanalmente con la
solucion nutritiva Hoagland (Hoagland & Snyder, 1933).

Aplicacién de estrés hidrico

La CC se determin6é mediante el peso de la maceta
después de la saturacion del sustrato y el drenaje libre
durante 48 h. Los tratamientos de estrés hidrico se
aplicaron durante la floracién (50-70 dias después de
la emergencia de las pldntulas) en tres niveles (80, 60 y
40 % de CC). Los pesos objetivo de las macetas para
cada tratamiento se calcularon mediante gravimetria.
Las macetas se pesaron diariamente con una balanza
analitica (* 0.5 g) y se agregd agua para mantener el
peso objetivo. Los tratamientos de Si (0, 0.75, 1.5y
3 mM) se aplicaron mediante riego 28 dias antes de la
induccién de la sequia de acuerdo con la metodologia
de Diogo y Wydra (2007).
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excess water with paper towels. Dry mass (W) was
obtained by placing the leaves in an oven at 70 °C for
48 h. RWC values were calculated using the following
equation:

RWC (%) = 1=% % 100 (1)

Enzyme activity and protein quantification

Frozen leaves (200 mg-plant”) were pulverized using
a mortar previously frozen with liquid nitrogen.
The powdered samples were mixed with 1.5 mL of
potassium phosphate buffer (pH 6.8) containing 0.5 mM
EDTA and centrifuged at 12000 rpm for 20 min at 4 °C.
The supernatant was used for enzyme activity assays
(Haghpanah et al., 2024). Protein concentration was
determined using the Bradford (1976) method, with
bovine serum albumin as a standard (R* = 0.98; y =
0.0103x + 0.0028). Absorbance was recorded at 595 nm
using a UV-Vis spectrophotometer (T92* Double® Beam,
PG Instruments, England).

Proline content

The proline content in the leaves was obtained from
the methodology of Bates et al. (1973). The results were
expressed in micrograms of proline per gram of fresh
weight (ug-g”' FW).

Malondialdehyde content

Malondialdehyde (MDA) content was measured
according to Ohkawa et al. (1997). Absorbance
was recorded at 450, 532, and 600 nm, and MDA
concentration was calculated as:

MDA (umol-g" fresh weight) = 6.45(Ass, — Agoo) — (0.56A4s0)
Hydrogen peroxide content
Hydrogen peroxide (H,0,) concentration was

determined following the method described by
Alexieva et al. (2001), which involved reacting the
extract with potassium iodide (KI). The results were
expressed in micromoles of H,0, per gram of fresh
weight (umol-g* FW).

Superoxide dismutase activity

Superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.11) activity was
determined according to Patykowski and Urbanek
(2003) with slight modifications. The 1.5 mL reaction
mixture contained 100 pL enzyme extract, 1.5 mM
EDTA, 10 mM methionine, 75 pM NBT, and 50 mM
potassium phosphate buffer (pH 7.4). Two milligrams
of riboflavin were added, and the mixture was exposed

Contenido relativo de agua

Para calcular el contenido relativo de agua (CRA) de las
hojas (Ritchie et al., 1990), se evaluaron cuatro hojas
de cada parcela (con el mismo peso foliar en todos los
tratamientos) y se midi6é la masa de tejido fresco (M)
con una balanza analitica. Posteriormente, las muestras
se rehidrataron en agua destilada durante 24 h para
determinar la masa de turgencia (M,), y el exceso de
agua se elimino6 con toallas de papel. La masa seca (Ms)
se obtuvo después de colocar las hojas en una estufa a
70 °C durante 48 h. Los valores de CRA se calcularon
mediante la siguiente ecuacién:

Mf Mg

CRA (%) = =X 100 (1)

Actividad enzimadtica y cuantificaciéon de proteinas

Las hojas congeladas (200 mg-planta’) se pulverizaron
en un mortero previamente congelado con nitrégeno
liquido. Las muestras en polvo se mezclaron con 1.5 mL
de tampodn de fosfato potdsico (pH 6.8), el cual contenia
0.5 mM de EDTA, y se centrifugaron a 12000 rpm
durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante se utiliz6 para
ensayos de actividad enzimdtica (Haghpanah et al,
2024). La concentracién de proteinas se determindé de
acuerdo con la metodologia de Bradford (1976), con
albiimina sérica bovina como patrén (R*> = 0.98; y =
0.0103x + 0.0028). La absorbancia se registré a 595 nm
en un espectrofotometro UV-Vis (T92"Double® Beam,
PG Instruments, Inglaterra).

Contenido de prolina

El contenido de prolina en las hojas se obtuvo de
acuerdo con la metodologia de Bates et al. (1973). Los
resultados se expresaron en microgramos de prolina
por gramo de peso fresco (ng-g” PF).

Contenido de malondialdehido

El contenido de malondialdehido (MDA) se determiné
segin la metodologia reportada por Ohkawa et al.
(1997). Se registro la absorbancia a 450, 532 y 600 nm, y
la concentracién de MDA se calcul6 como:

MDA (umol-g" peso seco) =

6.45(Asz

= Agoo) — (0.56A450)

Contenido de perdxido de hidrogeno

La concentracién de perdxido de hidrégeno (H,O,)
se determin6é de acuerdo con el método descrito
por Alexieva et al. (2001), el cual consiste en hacer
reaccionar el extracto con yoduro de potasio (KI). Los
resultados se expresaron en micromoles de H,0, por
gramo de peso fresco (umol-g* PF).
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to a 15 W fluorescent lamp for 10 min. One unit of SOD
activity was defined as the amount of enzyme required
to inhibit 50% of NBT photoreduction. Absorbance
was measured at 560 nm, and enzyme activity was
expressed as U-mg” protein (Haghpanah et al., 2024).

Phenylalanine ammonia-lyase activity

Phenylalanine ammonia-lyase (PAL; EC 4.3.1.5) activity
was determined following Lisker et al. (1983) with some
modifications. A total of 100 pL of enzyme extract
was combined with 500 plL of 50 mM Tris-HCI buffer
(pH 7) and 60 pL of 10 mM phenylalanine. The mixture
was incubated at 37 °C for 1 h with constant shaking
at 300 rpm; subsequently, 1 mL of toluene and 250 pL
of 4 N HCl were added. The samples were vortexed
for 30 s and centrifuged at 1000 rpm for 2 min. The
absorbance of the supernatant was measured at
290 nm. The results were expressed as U-mg" protein
(Haghpanah et al., 2025).

Catalase activity

Catalase (CAT; EC 1.11.1.6) activity was determined
according to Aebi (1974). The reaction mixture (3 mL)
contained 500 pL enzyme extract, 50 mM H,0,, and
100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0). The
decomposition of H,0, was monitored at 240 nm, and
enzymatic activity was expressed as U-mg" protein-min’.

Peroxidase activity

Peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) activity was assayed
using the methodology of Nickel and Cunningham
(1969). The reaction mixture (2.8 mL) contained 9 mM
guaiacol, 2 mM H,0,, and 50 mM potassium phosphate
buffer (pH 6.5). The reaction was initiated with 50 pL
of enzyme extract, and the increase in absorbance
at 470 nm was monitored for 3 min. Activity was
expressed as U-mg" protein-min™.

Statistical analysis

Data were analyzed using analysis of variance and
comparison of means using the protected Fisher’s test
(LSD, p < 0.01). Analyses were performed using SAS ver.
9.1 software (SAS Institute, 2001).

Results and discussion

Analysis of variance revealed that both Si concentration
and drought severity significantly (p < 0.01) affected
fresh and dry biomass (Table 1).

Overall, increasing drought intensity significantly
reduced plant biomass regardless of Si level. Plants
under severe drought stress (40 % FC) and 3 mM Si
exhibited the lowest fresh weight (2.1 g), representing
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Actividad de la superéxido dismutasa

La actividad de la superdxido dismutasa (SOD; EC
1.15.1.11) se determiné segin la metodologia de
Patykowski y Urbanek (2003) con ligeras modificaciones.
La mezcla de reaccion de 1.5 ml contenia 100 pL
de extracto enzimdtico, 1.5 mM de EDTA, 10 mM de
metionina, 75 ptM de NBT y 50 mM de tampoén de fosfato
potdsico (pH 7.4). Se agregaron 2 mg de riboflavina y la
mezcla se expuso a una ldmpara fluorescente de 15 W
durante 10 min. Una unidad de actividad de la SOD se
definié como la cantidad de enzima necesaria para
inhibir el 50 % de la fotorreduccién del NBT. Se midié
la absorbancia a 560 nm y la actividad enzimdtica se
expres6 en U-mg” de proteina (Haghpanah et al., 2024).

Actividad de la fenilalanina amoniaco liasa

La actividad de la fenilalanina amoniaco liasa (PAL; EC
4.3.1.5) se determin6 a partir de la metodologia de Lisker
et al. (1983) con algunas modificaciones. Se mezclaron
100 pL de extracto enzimdtico con 500 pL de tampén
Tris-HC1 50 mM (pH 7) y 60 pL de fenilalanina 10 mM.
La mezcla se incub6 a 37 °C durante 1 h con agitacién
constante a 300 rpm; posteriormente, se afladieron 1 mL
de tolueno y 250 pL de HCI 4 N. Las muestras se agitaron
en vértex durante 30 s y se centrifugaron a 1000 rpm
durante 2 min. La absorbancia del sobrenadante se midi6é
a 290 nm. Los resultados se expresaron como U-mg" de
proteina (Haghpanah et al., 2025).

Actividad de la catalasa

La actividad de la catalasa (CAT; EC 1.11.1.6) se
determiné de acuerdo con la metodologia de Aebi
(1974). La mezcla de reaccién (3 mL) contenia 500 pL
de extracto enzimadtico, 50 mM de H,0, y 100 mM de
tampon de fosfato potdsico (pH 7.0). La descomposicién
del H,0, se monitore6 a 240 nm y la actividad
enzimdtica se expres6 como U-mg” de proteina-min™.

Actividad de la peroxidasa

La actividad de la peroxidasa (POD; EC 1.11.1.7) se
analizé con la metodologia de Nickel y Cunningham
(1969). La mezcla de reaccion (2.8 mL) contenia 9 mM de
guaiacol, 2 mM de H,0, y 50 mM de tampon de fosfato
potdsico (pH 6.5). La reaccién se inicié con 50 pL de
extracto enzimdtico y se monitore6 el aumento de la
absorbancia a 470 nm durante 3 min. La actividad se
expres6 en U-mg" de proteina-min™.

Analisis estadisticos

Los datos se sometieron a andlisis de varianza y
comparaciéon de medias mediante la prueba protegida
de Fisher (LSD, p < 0.01). Los analisis se realizaron con
el programa SAS version 9.1 (SAS Institute, 2001).



“ Silicon enhances drought tolerance...

Table 1. Variance analysis of the effect of water stress and application of silicon on tomato plants.

Cuadro 1. Andlisis de varianza del efecto del estrés hidrico y la aplicacién de silicio en plantas de tomate.

Source of Fresh Dry Hydrogen
variation / DEF/ weight/ weight/ RWC/ Proline/ peroxide /
Fuente de GL Peso Peso CRA Prolina MDA Peréxido de Sob PAL CAT POD
variacién fresco seco hidrégeno
Silicon/ 3 0.85** 0.02* 118.92* 2.04™ 0.11* 0.02* 0.07* 0.0013™ 1.26® 0.11*
Silicio
Drought/ 2 2.07* 0.01* 725.25™  10.43™ 0.21* 0.25™ 0.02™ 0.001™  0.27*  0.21*
Sequia
Silicon x Drought / 6 9.19* 0.05*  2744.92*  0.87* 0.07* 0.01™ 0.03* 0.01* 2.58*  0.02*
Silicio x Sequia
Error 24 0.08 0.0016 27.17 0.07 0.01 0.003 0.01 0.00036 0.03 0.02
CcvV - 6.99 11.09 7.58 12.13 8.8 114 5.64 14.78 13.13 23.52

DF: degrees of freedom; RWC: relative water content; MDA: malondialdehyde; SOD: superoxide dismutase; PAL: phenylalanine ammonia-lyase; CAT: catalase;

ns %
B

POD: peroxidase; CV: coefficient of variation.

, and **: non-significant and significant at 5 and 1 % probability levels, respectively.

GL: grados de libertad; CRA: contenido relativo de agua; MDA: malondialdehido; SOD: superéxido dismutasa; PAL: fenilalanina amoniaco liasa; CAT: catalasa; POD:

ns %

peroxidasa; CV: coeficiente de variacién.

a 183 % reduction compared to the control (80 % FC).
In contrast, the highest fresh weight (5.59 g) was
observed in plants irrigated with the nutrient solution
containing 1.5 mM Si and without drought stress
(Figure 1), suggesting this concentration as optimal for
biomass yield in tomato. These findings are consistent
with previous studies reporting enhanced biomass
production in tomatoes (Turan et al., 2023) and other
vegetable crops (Macedo et al., 2019) following Si
supplementation.

Similarly, the highest dry weight was observed in the
treatments without drought stress with the application
of 0, 1.5, and 3 mM Si, while the lowest dry weight
(0.19 g) was recorded in the treatment with severe
drought and 1.5 mM Si (Figure 2). The positive effects
of Si can be attributed to the deposition of silica in cell
walls (Coskun et al., 2023), improved photosynthetic
efficiency (Dou et al., 2023), and enhanced antioxidant
enzyme activity (Hasanuzzaman et al., 2022).

The results obtained highlight the importance of
optimizing Si concentrations for achieving maximum
efficiency under drought stress conditions. The biomass
enhancement observed supports previous evidence
that Si contributes to maintaining cellular turgor and
structural integrity under water deficit (Etesami &
Jeong, 2018). Furthermore, comparative studies show
that the optimal Si concentration varies among species
and environmental conditions, with 1.5 mM in tomato
versus 2 mM in cucumber (Kim et al., 2023).

Relative water content
RWC decreased significantly (p < 0.01) with increasing

drought intensity at all Si concentrations (0, 0.75, 1.5,
and 3 mM). Under severe stress, plants treated with

y **: no significativos y significativos a niveles de probabilidad de 5y 1 %, respectivamente.

Resultados y discusion

El andlisis de varianza revel6 que tanto la concentracién
de Si como la severidad de la sequia afectaron
significativamente (p < 0.01) la biomasa fresca y seca
(Cuadro 1).

En general, el aumento de la intensidad de la sequia
redujo significativamente la biomasa vegetal,
independientemente de la concentracién de Si. Las
plantas bajo estrés por sequia severa (40 % de CC) y 3 mM
de Si exhibieron el menor peso fresco (2.1 g), con una
reduccion de 183 % en comparacion con el testigo (80 % de
CC). En contraste, el mayor peso fresco (5.59 g) se observé
en las plantas regadas con la solucién nutritiva que
contenia 1.5 mM de Si y sin estrés por sequia (Figura 1),
lo cual sugiere que esta concentracién es 6ptima para
el rendimiento de biomasa en tomate. Estos hallazgos
coinciden con estudios previos que informan una mayor
produccién de biomasa en tomates (Turan et al., 2023) y
otros cultivos horticolas (Macedo et al., 2019) después de
la suplementacién con Si.

De manera similar, el mayor peso seco se observo en los
tratamientos sin estrés por sequia con la aplicacién de
0, 1.5 y 3 mM de Si, mientras que el menor peso seco
(0.19 g) se registro en el tratamiento con sequia severa
y 1.5 mM de Si (Figura 2). Los efectos positivos del Si se
pueden atribuir a la deposicién de silice en las paredes
celulares (Coskun et al., 2023), una mejor eficiencia
fotosintética (Dou et al., 2023) y una mayor actividad
enzimadtica antioxidante (Hasanuzzaman et al., 2022).

Los resultados obtenidos resaltan la importancia de
optimizar las concentraciones de Si para lograr la
madxima eficiencia en condiciones de estrés hidrico. El
aumento de biomasa observado respalda la evidencia
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Figure 1. Effect of different concentrations of silicon (0, 0.75, 1.5, and 3 mM) and different drought levels (80, 60, and 40 % of
field capacity [FC]) on the fresh weight of tomatoes. Bars with the same letters do not differ statistically (LSD, p > 0.01).
Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de silicio (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y diferentes niveles de sequia (80, 60 y 40 % de
la capacidad de campo [CC]) sobre el peso fresco de tomates. Barras con letras iguales no difieren estadisticamente

(LSD, p > 0.01).
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Figure 2. Effect of different concentrations of silicon (0, 0.75, 1.5, and 3 mM) and different drought levels (80, 60, and 40 % of
field capacity [FC]) on the dry weight of tomatoes. Bars with the same letters do not differ statistically (LSD, p > 0.01).

Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de silicio (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y diferentes niveles de sequia (80, 60 y 40 % de
la capacidad de campo [CC]) sobre el peso seco de tomates. Barras con letras iguales no difieren estadisticamente

(LSD, p > 0.01).

1.5 mM Si exhibited the lowest RWC (30 %), whereas
the control treatment (80 % FC) maintained the highest
value (100 %) (Figure 3). Despite the overall decrease
in RWC with drought, Si application at 0.75 and 3 mM
significantly mitigated water loss under severe stress
conditions compared to the treatment without Si
supplementation.

These findings are consistent with those of Yahyaabadi
and Asgharipour (2015), who observed a decline in RWC
with increasing drought in fennel (Foeniculum vulgare
Mill.). Similar trends have been reported in cereals
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previa de que el Si contribuye a mantener la turgencia
celular y la integridad estructural en condiciones de
déficit hidrico (Etesami & Jeong, 2018). Ademads, los
estudios comparativos muestran que la concentraciéon
6ptima de Si varia segtin la especie y las condiciones
ambientales, con 1.5 mM en tomate contra 2 mM en
pepino (Kim et al., 2023).

Contenido relativo de agua

El CRA disminuy6 significativamente (p < 0.01) con
el aumento de la intensidad de la sequia en todas
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Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de silicio (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y diferentes niveles de sequia (80, 60 y 40 % de la
capacidad de campo [CC]) sobre el contenido relativo de agua (CRA) en tomates. Barras con letras iguales no difieren

estadisticamente (LSD, p > 0.01).

such as Triticum aestivum, Aegilops tauschii, Aegilops crassa,
and Aegilops cylindrica (Pour-Aboughadareh et al., 2019),
and in wheat under moderate and severe water stress
(Zhao et al., 2020). Turan et al. (2023) showed that when
tomatoes were stressed by drought, their shoot fresh
weight decreased by 43 %. The observed improvements
in RWC under Si supplementation are attributed to
silica deposition in the leaf apoplast, which reduces
transpirational water loss and enhances water retention
(Gonge et al., 2005). As RWC is closely linked to leaf
photosynthetic capacity, its maintenance under drought
indicates physiological resilience and reduced cellular
dehydration (Espafia-Boquera et al., 2010).

Proline content

Analysis of variance indicated significant effects
(p < 0.01) of Si, drought stress, and their interaction
on proline accumulation (Table 1). Proline content
increased progressively with drought severity, with
the highest concentration (3.74 pg-g' FW) observed
in plants treated with 3 mM Si under severe stress,
representing a 306 % increase relative to the control
(80 % EC) (Figure 4).

Proline accumulation under drought stress is a well-
documented adaptive response, as it contributes to
stress tolerance (Stewart & Lee, 1974; Wang et al., 2015).
Similar increases to those obtained in the present study
were reported by Yahyaabadi and Asgharipour (2015)
in fennel subjected to 40 % FC and foliar application
of 10 mM Si, and by Ahsan et al. (2023) in drought-
stressed gerbera. Aazami et al. (2021) investigated
proline concentrations in some tomato cultivars and

las concentraciones de Si (0, 0.75, 1.5 y 3 mM). Bajo
estrés severo, las plantas tratadas con 1.5 mM de Si
presentaron el menor CRA (30 %), mientras que el
testigo (80 % de CC) mantuvo el valor mds alto (100 %)
(Figura 3). A pesar de la disminucién general del CRA
con la sequia, la aplicacién de 0.75 y 3 mM de Si mitigé
significativamente la pérdida de agua en condiciones de
estrés severo en comparacion con el tratamiento sin la
suplementacién con Si.

Estos hallazgos coinciden con los de Yahyaabadi
y Asgharipour (2015), quienes observaron una
disminucién del CRA con el aumento de la sequia
en hinojo (Foeniculum vulgare Mill.). Se han reportado
tendencias similares en cereales como Triticum aestivum,
Aegilops tauschii, Aegilops crassa y Aegilops cylindrica
(Pour-Aboughadareh et al., 2019), asi como en el trigo
sometido a estrés hidrico moderado y severo (Zhao et
al., 2020). Turan et al. (2023) demostraron que cuando
los tomates se sometieron a estrés por sequia, el peso
fresco de sus brotes disminuy6 en 43 %. Las mejoras
observadas en el CRA bajo la suplementacién con Si se
atribuyen a la deposicién de silice en el apoplasto foliar,
lo cual reduce la pérdida de agua por transpiracion y
mejora la retencién de agua (Gonge et al., 2005). Debido
a que el CRA estd estrechamente relacionado con la
capacidad fotosintética de las hojas, su mantenimiento
bajo sequia indica resiliencia fisiolégica y una menor
deshidratacion celular (Espafia-Boquera et al., 2010).

Contenido de prolina

El andlisis de varianza evidencié efectos significativos
(p < 0.01) del Si, el estrés hidrico y de su interaccién
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Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de silicio (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y diferentes niveles de sequia (80, 60 y 40 % de la

capacidad de campo [CC]) sobre el contenido de prolina en tomates. Barras con letras iguales no difieren estadisticamente

(LSD, p > 0.01).

observed that proline accumulated significantly in
plant tissues under stress conditions. Proline stabilizes
cellular macromolecules, preserves enzyme function,
and scavenges reactive oxygen species (ROS) (Bacha et
al.,, 2017; Das & Roychoudhury, 2014). Si application
further enhances proline and osmolyte accumulation,
strengthening the plant’s stress defense capacity
(Ahmad et al., 2008; Schobert & Tschesche, 1978) and
reducing MDA (Song et al., 2024).

Enzyme activity and related components

The interaction between Si concentration and drought
stress significantly affected H,0, and MDA accumulation
(p < 0.01) (Table 1). H,0, levels increased with drought
severity across all Si treatments, with the highest
concentrations observed under severe stress (Figure 5).
In contrast, MDA levels peaked under moderate stress
in Si-treated plants, suggesting maximum membrane
lipid peroxidation at this stage (Figure 6). Song et al.
(2024) mention that Si-treated tomatoes maintain
cellular integrity under drought conditions, observing a
21.5 % decrease in MDA levels compared to treatments
without Si. The observed pattern indicates a non-linear
oxidative response, where moderate stress induces
the most significant membrane damage, while severe
stress triggers compensatory antioxidant mechanisms.

Drought and Si treatments also modulated antioxidant
enzyme activity. SOD activity increased slightly under
severe drought, reaching its maximum at 3 mM
Si (Figure 7). PAL activity followed a similar trend,
showing the highest induction at 3 mM Si under severe
stress (Figure 8). CAT activity decreased significantly
(p < 0.01) under severe drought in the absence of Si,
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sobre la acumulacién de prolina (Cuadro 1). El
contenido de prolina aument6 progresivamente con
la severidad de la sequia, observdndose la mayor
concentracion (3.74 ng-g” de PF) en las plantas tratadas
con 3 mM de Si bajo estrés severo, lo cual representa
un aumento de 306 % con respecto al testigo (80 % de

CC) (Figura 4).

La acumulacién de prolina bajo estrés hidrico es
una respuesta adaptativa bien documentada, ya que
contribuye a la tolerancia al estrés (Stewart & Lee,
1974; Wang et al., 2015). Incrementos similares a los
obtenidos en el presente estudio fueron reportados por
Yahyaabadi y Asgharipour (2015) en hinojo sometido
a 40 % de CCy aplicacién foliar de 10 mM de Si, y por
Ahsan et al. (2023) en gerbera sometida a estrés hidrico.
Aazami et al. (2021) investigaron las concentraciones de
prolina en algunos cultivares de tomate y observaron
que la prolina se acumulaba significativamente en
los tejidos vegetales bajo condiciones de estrés. La
prolina estabiliza las macromoléculas celulares,
preserva la funcién enzimadtica y elimina las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (Bacha et al., 2017; Das &
Roychoudhury, 2014). La aplicacién de Si mejora atn
mds la acumulacién de prolina y osmolitos, lo cual
fortalece la capacidad de defensa de la planta contra el
estrés (Ahmad et al., 2008; Schobert & Tschesche, 1978)
y reduce el MDA (Song et al., 2024).

Actividad enzimadtica y componentes relacionados

La interaccién entre la concentracién de Siy el estrés
por sequia afect6 significativamente la acumulacién de
H,0, y MDA (p < 0.01) (Cuadro 1). Los niveles
de H,0, aumentaron con la severidad de la sequia
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Figura 5. Efecto de diferentes concentraciones de silicio (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y diferentes niveles de sequia (80, 60 y 40 % de la
capacidad de campo [CC]) sobre el contenido de peréxido de hidrégeno (H,0,) en tomates. Barras con letras iguales no

difieren estadisticamente (LSD, p > 0.01).
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Figura 6. Efecto de diferentes concentraciones de silicio (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y diferentes niveles de sequia (80, 60 y 40 % de
la capacidad de campo [CC]) sobre el contenido de malondialdehido (MDA) en tomates. Barras con letras iguales no

difieren estadisticamente (LSD, p > 0.01).

but was significantly improved with the application of
0.75 and 1.5 mM Si (Figure 9). POD activity increased
with drought intensity, with the highest values
recorded under severe stress and 3 mM Si (Figure 10).
Overall, these results indicate that Si supplementation,
especially at higher concentrations, reinforces the
antioxidant defense system (SOD, CAT, POD) and
enhances PAL activity, thereby mitigating oxidative
damage during drought (Haghpanah et al., 2021). This
suggests that Si plays an important role in alleviating
oxidative damage associated with water deficit.

en todos los tratamientos con Si, observdndose las
concentraciones mds altas bajo estrés severo (Figura 5).
Por el contrario, los niveles de MDA alcanzaron su punto
madximo bajo estrés moderado en las plantas tratadas
con Si, lo cual sugiere una mdxima peroxidacién
lipidica de la membrana en esta etapa (Figura 6). Song
et al. (2024) mencionan que los tomates tratados con
Si mantienen la integridad celular bajo condiciones de
sequia, al observar una disminucién de 21.5 % en los
niveles de MDA en comparacién con los tratamientos
sin Si. El patrén observado indica una respuesta
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Figura 7. Efecto de diferentes concentraciones de silicio (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y diferentes niveles de sequia (80, 60 y 40 % de la

capacidad de campo [CC]) sobre la actividad de la superéxido dismutasa (SOD) en tomates. Barras con letras iguales no

difieren estadisticamente (LSD, p > 0.01).
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Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de silicio (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y diferentes niveles de sequia (80, 60 y 40 % de

la capacidad de campo [CC]) sobre la actividad de la fenilalanina amoniaco liasa (PAL) en tomates. Barras con letras

iguales no difieren estadisticamente (LSD, p > 0.01).

The results obtained are consistent with previous
reports, which show that Si supplementation
enhances SOD and CAT activity by 42 and 31 %,
respectively, in drought-stressed tomatoes (Cao et
al,, 2015, 2017). Naz et al. (2021) observed that Si,
enhanced with hydrogen sulfide (H,S), improved SOD
and CAT activities under combined drought and heat
stress conditions. The coordinated increase in
enzymatic antioxidants indicates the role of Si
in maintaining redox homeostasis, especially during
prolonged water deficit.
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oxidativa no lineal, donde el estrés moderado induce el
dafio de membrana mds significativo, mientras que el
estrés severo desencadena mecanismos antioxidantes
compensatorios.

Los tratamientos con sequia y Si también modularon
la actividad enzimadtica antioxidante. La actividad de la
SOD aumento ligeramente bajo sequia severa y alcanzo
su mdximo con 3 mM de Si (Figura 7). La actividad
de la PAL sigui6 una tendencia similar al mostrar
la induccién mds alta con 3 mM de Si bajo estrés
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Figura 10.Efecto de diferentes concentraciones de silicio (0, 0.75, 1.5 y 3 mM) y diferentes niveles de sequia (80, 60 y 40 % de la
capacidad de campo [CC]) sobre la actividad de la peroxidasa (POD) en tomates. Barras con letras iguales no difieren

estadisticamente (LSD, p > 0.01).

Habib et al. (2022) mention that Si-mediated induction
of antioxidant enzymes maintains redox balance
by mitigating oxidative damage and accelerating
H,0, degradation. The dual function of Si, allowing a
slight accumulation of H,0, for stress signaling while
preventing cytotoxic levels, was corroborated in wheat,
where nano-Si optimized ROS dynamics through
phytolith-mediated H,0, scavenging (Abdo et al,
2024). Compared with alternative drought mitigation
agents —such as selenium nanoparticles (Ishtiaq et

severo (Figura 8). La actividad de la CAT disminuyo6
significativamente (p < 0.01) bajo sequia severa en
ausencia de Si, pero mejor6 significativamente con la
aplicacién de 0.75 y 1.5 mM de Si (Figura 9). La actividad
de la POD aument6 con la intensidad de la sequia, con
los valores mds altos registrados bajo estrés severo y
3 mM de Si (Figura 10). En general, estos resultados
sugieren que la suplementacién con Si, especialmente
a concentraciones elevadas, refuerza el sistema de
defensa antioxidante (SOD, CAT, POD) y mejora la
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al., 2023), salicylic acid (Rai et al., 2024), algae-based
bio-stimulants (Cerruti et al., 2024), and vanillic acid
(Parvin et al., 2024)— Si offers a broader spectrum of
protection, coordinating enzymatic (SOD/CAT), non-
enzymatic (proline/GSH), and structural responses (cell
wall silicification), as well as improved stress tolerance
and increased tomato yield (Cao et al., 2017; Habib et
al., 2022; Ishtiaq et al., 2023).

The results demonstrate that Si application alleviates
the adverse effects of water deficit in tomato plants
by improving antioxidant enzyme activity, reducing
oxidative stress, and sustaining biomass accumulation.
The responses varied depending on the Si concentration
and the degree of stress, demonstrating the influence of
numerous factors. Si emerges as a multifaceted and eco-
friendly amendment capable of strengthening drought
resilience in tomato plants by integrating biochemical,
physiological, and structural defense mechanisms.

Conclusion

This study provides strong evidence that silicon
supplementation effectively modulates the
physiological and biochemical responses of tomato
plants under drought stress. Under severe water deficit
(40 % FC), the application of 0.75 mM Si significantly
enhanced SOD activity, indicating its role in protecting
cells against oxidative stress.

Although H,0, accumulation increased with drought
severity, Si-treated plants exhibited enhanced stress
tolerance. Plants exposed to severe stress showed
the lowest fresh (2.1 g) and dry (0.19 g) biomass,
representing a 183 and 168 % reduction compared to
the control, respectively. Beyond mitigating biomass
loss, silicon contributes to sustaining plant vigor and
metabolic balance under water-limited conditions.
These results highlight the potential of Si as a cost-
effective and environmentally sustainable amendment
for improving drought resilience in tomato cultivation.
Future studies should explore the underlying molecular
and signaling pathways associated with Si-mediated
drought tolerance and assess its optimal dosage and
mode of application across different tomato genotypes
and environmental scenarios to enhance both yield and
fruit quality.
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actividad de la PAL, lo cual mitiga el dafio oxidativo
durante la sequia (Haghpanah et al., 2021). Esto indica
que el Si juega un papel importante en el alivio del
dafio oxidativo asociado con el déficit hidrico.

Los resultados obtenidos coinciden con informes
previos, que muestran que la suplementacién con Si
mejora la actividad de la SOD y la CAT en un 42 y 31 %,
respectivamente, en tomates sometidos a estrés hidrico
(Cao et al., 2015, 2017). Naz et al. (2021) observaron
que el Si, enriquecido con sulfuro de hidrégeno (H,S),
mejoro la actividad de la SOD y la CAT en condiciones
combinadas de sequia y estrés térmico. El aumento
coordinado de antioxidantes enzimadticos indica el papel
del Si en el mantenimiento de la homeostasis redox,
especialmente durante déficit hidrico prolongado.

Habib et al. (2022) mencionan que la induccién de
enzimas antioxidantes mediada por Si mantiene el
equilibrio redox al mitigar el dafio oxidativo y acelerar
la degradacién del H,0,. La doble funcién del Si,
que permite una ligera acumulacién de H,O, para la
sefalizacion del estrés y al mismo tiempo previene
los niveles citotoxicos, se corrobord en trigo, donde
el nano-Si optimiz6 la dindmica de las ROS mediante
la eliminacién del H,0, mediada por fitolitos (Abdo et
al.,, 2024). En comparacién con agentes alternativos
de mitigacién de dafos por sequias —como las
nanoparticulas de selenio (Ishtiaq et al., 2023), el 4cido
salicilico (Rai et al., 2024), los bioestimulantes a base
de algas (Cerruti et al., 2024) y el dcido vainilico (Parvin
et al., 2024)— el Si ofrece un espectro mds amplio de
proteccién, al coordinar respuestas enzimdticas (SOD/
CAT), no enzimdticas (prolina/GSH) y estructurales
(silicificacién de la pared celular), asi como una mejor
tolerancia al estrés y un mayor rendimiento del tomate
(Cao et al., 2017; Habib et al., 2022; Ishtiaq et al., 2023).

Los resultados demuestran que la aplicacién de Si
reduce los efectos adversos del déficit hidrico en las
plantas de tomate al mejorar la actividad enzimadtica
antioxidante, reducir el estrés oxidativo y mantener
la acumulacién de biomasa. Las respuestas variaron
segin la concentracién de Siy el grado de estrés, lo
cual demuestra la influencia de numerosos factores.
El Si se presenta como una enmienda multifacética y
ecoldgica capaz de fortalecer la resiliencia a la sequia
en las plantas de tomate al integrar mecanismos de
defensa bioquimicos, fisiolégicos y estructurales.

Conclusiones

Este estudio proporciona evidencia sélida de que la
suplementacién con silicio modula eficazmente las
respuestas fisioldgicas y bioquimicas de las plantas de
tomate sometidas a estrés hidrico. En condiciones
de déficit hidrico severo (40 % de CC), la aplicacién de
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