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RESUMO

O silicio utilizado na micropropagacao pode ser acumulado na cuticula das folhas, permitindo protecdo as
plantas, aumento da capacidade fotossintética, reducdo de perda de agua e, ainda, promove maior
crescimento. Objetivou-se avaliar o efeito do silicio na micropropagacdo de cana-de-agucar (variedade
RB966928). Perfilhos com 5 cm de comprimento, de plantas cultivadas in vitro, foram submetidos a dois
tipos de sistemas de cultivo: meio sélido e biorreator de imersdo temporéaria (B.1.T.), suplementando o
meio de cultura com diferentes fontes (silicato de célcio e silicato de sodio) e concentracdes de silicio
(0,0; 1,0 e 2,0 g L1). Apds 45 dias, avaliou-se o nimero de perfilhos (NP), comprimento da parte aérea
(CPA), massa fresca (MF) e massa seca (MS). Para a micropropagagdo convencional de cana-de-agUcar
(variedade RB966928), recomenda-se a suplementacdo do meio de cultura com 1,0 g L™ de silicato de
sodio para a obtengdo de plantas com maiores MF e MS. Para a micropropagacdo em B.1.T, recomenda-se
0 meio de cultura suplementado com 1,0 g L™ de silicato de calcio para maior perfilhamento, 1,0 g L™ de
silicato de sodio para obtencdo de plantas com maior CPA e 2,0 g L™ de silicato de calcio para obtengdo
de plantas com maior MF.

Palavras-chave: Cultivo in vitro; Mudas; Saccharum officinarum L.

Recebido: 21/01/2024 | Aceito: 23/02/2024 | Publicado: 27/02/2024



ABSTRACT

Silicon used in micropropagation can accumulate in the leaf cuticle, providing protection to plants,
increasing photosynthetic capacity, reducing water loss, and promoting greater growth. The aim of this
study was to evaluate the effect of silicon on the micropropagation of sugarcane (variety RB966928).
Shoots, 5 cm in length, from in vitro-cultured plants, were subjected to two types of cultivation systems:
solid medium and temporary immersion bioreactor (T.1.B.), with culture medium supplemented with
different sources (calcium silicate and sodium silicate) and silicon concentrations (0.0, 1.0, and 2.0 g L™?).
After 45 days, the number of shoots (NS), shoot length (SL), fresh weight (FW), and dry weight (DW)
were evaluated. For the conventional micropropagation of sugarcane (variety RB966928), it is
recommended to supplement the culture medium with 1.0 g L of sodium silicate to obtain plants with
higher FW and DW. For micropropagation in T.I.B., it is recommended to use culture medium
supplemented with 1.0 g L? of calcium silicate for increased tillering, 1.0 g L™ of sodium silicate to
obtain plants with greater SL, and 2.0 g L™ of calcium silicate to obtain plants with higher FW.

Keywords: In vitro cultivation; Seedlings; Saccharum officinarum L.

INTRODUCAO

Com o aumento do consumo sucroenergético, a cana-de-aclcar (Saccharum
spp.) estd entre as culturas de maior importancia no Brasil, que é um dos maiores
produtores e exportadores mundiais de acucar (VIAN, 2022), e gracas ao melhoramento
genetico e desenvolvimento de novas cultivares adaptadas as diversas regides
canavieiras, o desenvolvimento desta atividade econdmica continua em constante
expansdo (FRANCA, 2016).

Em programas de melhoramento genético da cana-de-agucar, ha necessidade,
sob determinadas circunstancias, de se multiplicar o material selecionado com rapidez.
A micropropagacdoMé uma alternativa ao processo convencional de propagacéo
vegetativa por meio de colmos. A propagacdo de plantas das diferentes variedades desta
espécie tem sido obtida rotineiramente através das técnicas de propagacdo in vitro
(KAUR e SANDHU, 2015).

A micropropagacao ¢ atualmente usada para a multiplicacdo de novas variedades
em muitos paises produtores de cana-de-acUcar. Essa técnica proporciona meios de alta
producdo com mudas uniformes, livre de doencas e com velocidade substancialmente
mais rapida do que o convencional (SAWANT et al., 2014).

Uma das etapas da micropropagacdo € a aclimatizacdo, sendo considerada uma
etapa critica, pois esta relacionada a passagem da fase in vitro para a casa de vegetacao.
A aclimatizacdo é afetada basicamente pelos fatores de estresse hidrico, fotossintese,

absorcdo de nutrientes e fitossanidade. Dessa forma, torna-se necessario que as
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plantulas mantidas em sala de crescimento (durante o cultivo in vitro) ndo sintam os
efeitos dessa transferéncia, apresentando boas condi¢cbes para o seu melhor
desenvolvimento.

O silicio (Si) é o segundo elemento de maior abundancia na superficie terrestre
(MARAFON, 2013), mas néo é considerado um elemento essencial para as plantas. Na
cultura da cana-de-agtcar, € um elemento de grande absorgio (DEMATTE et al., 2011)
e seu uso contribui para a qualidade final do vegetal, pois seu acimulo na cuticula das
folhas permite protecdo as plantas, aumento da capacidade fotossintética, reducdo de
perda de 4gua e promove um maior crescimento (EPSTEIN, 1999).

O Si tem sido usado para melhorar a morfologia e a fisiologia das plantas
cultivadas in vitro, submetidas a estresses abidticos e bidticos, como por exemplo em
orquidea (Dendrobium moniliforme L.) (DUAN et al., 2013), sorgo (Sorghum bicolor
L.) (YIN et al., 2016) e tomate (Lycopersicon esculentum L.) (MUNEER e JEONG,
2015). A concentracdo ideal de Si necessaria para o crescimento e desenvolvimento das
plantas varia entre genoétipos dentro da mesma espécie (LIM et al., 2012; TALUKDAR,
etal., 2019).

Nesse contexto, torna-se importante desenvolver trabalhos utilizando-se o silicio
em protocolos de micropropagacéo de cana-de-agucar.

Objetivou-se avaliar o efeito do silicio na micropropagacdo de cana-de-agucar
(variedade RB966928).

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Biotecnologia e Melhoramento Genético da Cana-de-Agucar (CBMGCA), localizado na
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados-MS.

Iniciou-se com o plantio dos toletes de cana-de-acUcar (variedade RB966928),
em bandejas contendo o substrato Carolina Soil®, sendo mantidas em casa de vegetacdo
com irrigacdo controlada por um periodo de 40 dias (Figura 1).

Posteriormente, foi realizado o procedimento da retirada dos palmitos (folhas
imaturas) com aproximadamente 5 cm de comprimento. Estes, passaram pelo processo
de descontaminacdo utilizando-se alcool etilico 70% (v/v) por 1 minuto, hipoclorito de

sodio 2,5% (v/v) por 20 minutos, seguido de trés lavagens com agua destilada
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autoclavada. Em camara de fluxo laminar e com auxilio do estereomicroscopio, 0s
meristemas foram extraidos e isolados em placas de Petri.

Os meristemas foram inoculados em 20 frascos (1 meristema/frasco) contendo
40 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), suplementado com
30,0 g L de sacarose ; 7,0 g L de 4gar; 0,2 mg L de benzilaminopurina (BAP) e 0,1
mg L™ de cinetina (KIN). Apos a inoculagéo, os frascos contendo os meristemas foram
mantidos em sala de crescimento, no escuro e temperatura de 25+2° C, por uma semana.
Posteriormente, os frascos foram mantidos em fotoperiodo de 16 horas (43 pmol m2 s™t)
e mesma temperatura. Apos 45 dias, realizou-se a repicagem para a multiplicacdo dos
perfilhos de cana-de-agucar.

Figura 1. Plantio dos mini-toletes (A) e plantas matrizes de cana-de-acUcar (variedade
RB966928) apds 40 dias em casa de vegetacdo (B).

i

Logo apds a fase de multiplicacdo, os perfilhos (com aproximadamente 5 cm de
comprimento) foram submetidos a dois tipos de sistemas de cultivo: o sistema
convencional (meio sélido) e o sistema com biorreator de imersdo temporaria (B.1.T.)
(Figura 2).

Para o sistema convencional, utilizou-se 0 meio MS padrao sélido (com 7,0 mg
L de agar) suplementado com 30 g L de sacarose; 1,0 mg L de cinetina (KIN); 0,13
mg L de 4cido indolacético (AIA); 0,2 mg L™ de 4cido giberélico (GAs); 0,05 g L de
acido citrico; 0,05 g L™ de acido ascorbico e diferentes fontes e concetrac@es de silicio
(tabela 1). Para cada tratamento, foram utilizados 12 frascos (3 perfilhos/frasco)

contendo 70 mL de meio de cultivo/frasco.
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Para o B.L.T., utilizou-se o meio MS padrao liquido, suplementado com 30 g L™
de sacarose; 1,0 mg L™ de cinetina (KIN); 0,13 mg L™ de 4cido indolacético (AlA); 0,2
mg L de &cido giberélico (GAs); 0,05 g L™ de acido citrico; 0,05 g L de acido
ascorbico e ascorbico e diferentes fontes e concetracdes de silicio (tabela 1). Para cada
tratamento, foram utilizados dois frascos (7 perfilhos/frasco) contendo 200 mL de meio
de cultivo/frasco.

O B.L.T. foi programado para promover ciclos de aeragéo a cada 2 horas por 15

minutos.

Figura 2. Perfilhos de cana-de-agucar (variedade RB966928) cultivados em biorreator de

imersdo temporaria (A) e em meio solido (B).

Tabela 1: Tratamentos aplicados para avaliar o efeito do silicio na micropropagacao de
cana-de-agucar (variedade RB966928).

Tratamentos Concentragdo (g L™?) Fonte de silicio
TO 0,0 -
Tl 1,0 Silicato de calcio
T2 2,0 Silicato de calcio
T3 1,0 Silicato de sodio
T4 2,0 Silicato de sodio

Os dois sistemas de micropropagacdo permaneceram sob condig¢Ges controladas
a 25+2°C e fotoperiodo de 16 horas (43 umol m2 s?) durante 45 dias. As variaveis
analisadas foram: numero de perfilhos, comprimento da parte aérea, massa fresca e

massa seca.
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Os dados foram submetidos & analise de ocorréncia de outliers. Uma vez
identificados, estes foram substituidos pela média dos respectivos tratamentos.
Posteriormente, foram realizados os testes de pressupostos da ANOVA, normalidade e
homogeneidade de variancias utilizando-se 0 programa estatistico Jamovi 2.3.26 (THE
JAMOVI PROJECT, 2022). Por fim, as médias foram submetidas a ANOVA
utilizando-se o0 programa estatistico SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2011) e comparadas
pelo Teste Tukey, ambos a 5% e 1% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos dados analisados na figura 3 (A e B), o nimero de perfilhos e o
comprimento da parte aérea ndo foram estatisticamente significativos, considerando-se
0 sistema convencional.

Para a massa fresca, a analise de variancia apresentou resultados significativos,
sendo as maiores médias observadas nos tratamentos T3 e T4 (10,2 g e 10,8 g
respectivamente) (Figura 4A).

Para a massa seca, 0s tratamentos T3 e T4 também apresentaram as maiores
médias (0,85 g e 0,89 g, respectivamente) (Figura 4B). Entretanto, levando em conta o
fator econdmico, o tratamento 3 seria 0 mais vidvel, pois em comparacdo com o

tratamento 4, recebe menor suplementacao de silicato de sodio.

Figura 3. Numero de perfilhos (A) e comprimento da parte aérea (B) de plantas de
cana-de-aglcar (variedade RB966928), cultivadas em meio sélido. TO: controle; T1: 1,0 g L™ de
silicato de calcio; T2: 2,0 g L™ de silicato de célcio; T3: 1,0 g L™ de silicato de sodio e T4: 2,0 g

L de silicato de sodio.

z
]
™

150

>

>

‘ >
>

100 100

W
(=}
1

50

Namero de perfilhos
Comprimento da parte aérea (mm)

(=}
L

TO Tl T2 T3 T4 TO T1 T2 T3 T4
Tratamento Tratamento

321



Para o B.I.T, as varidveis numero de perfilhos e comprimento da parte aérea
foram significativas. A maior média (244,9 perfilhos) foi obtida no tratamento T1
(Figura 5A), enquanto que para a variavel comprimento da parte aérea, a maior media
obtida (147,7 mm) foi observada no tratamento T3 (Figura 5B).

Figura 4. Massa fresca (A) e massa seca (B) de plantas de cana-de-agucar (variedade
RB966928), cultivadas em meio solido. TO: controle; T1: 1,0 g L™ de silicato de calcio; T2: 2,0
g L de silicato de calcio; T3: 1,0 g L™ de silicato de sodio e T4: 2,0 g L™ de silicato de sodio.
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Figura 5. Numero de perfilhos (A) e comprimento da parte aérea (B) de plantas de
cana-de-agucar (variedade RB966928), cultivadas em biorreator de imersdo temporaria. TO:
controle; T1: 1,0 g L™* de silicato de calcio; T2: 2,0 g L™ de silicato de célcio; T3: 1,0 g L™ de

silicato de sodio e T4: 2,0 g L™ de silicato de sodio.

3004 A Z20 B
A £
2 2507 1 g A
= S 150 B
= 2004 Q
= g
21504 B £ 100
g 2
g 100 = >
g 5
= 50—.
Z 50 ‘ \ g
£
0 T T S o !
TO Tl TO T1 T2 T3 T4
Tratamento Tratamento

Quanto a massa fresca, o tratamento T2 apresentou a maior media (23,9 g),
seguido dos tratamentos T1 (22,0 g), T3 (18,8 g) e T4 (17,8 g), conforme demonstra a
figura 6A.

Em relagdo & massa seca, ndo foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos (Figura 6B).
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O presente estudo demonstra o efeito benéfico do Si durante a micropropagacao
de cana de acglcar (variedade RB966928) em meio sélido e em B.I.T. Contudo, nédo foi
possivel determinar a melhor fonte e concentracdo de Si que apresente sempre 0s
melhores resultados para todas as variaveis analisadas.

Figura 6. Massa fresca (A) e massa seca (B) de plantas de cana-de-agucar (variedade
RB966928), cultivadas em biorreator de imersdo temporaria. TO: controle; T1: 1,0 g L™ de
silicato de calcio; T2: 2,0 g L™ de silicato de calcio; T3: 1,0 g L™ de silicato de sodio e T4: 2,0 g
L de silicato de sddio.
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Garcia-Merino et al. (2023), trabalhando com duas variedades de cana-de-agucar
(CP 72-2086 e MEX 69-290) cultivadas in vitro, verificaram que 10,0 mg L de silicato
de sddio propiciou um aumento das caracteristicas morfofisioldgicas (numero e
comprimento de brotos e raizes, nimero de folhas, massas fresca e seca, teor de
clorofila e indice estomatico) das plantas, e que essas respostas dependem da variedade
utilizada.

O Si contribui para aumentar a biomassa e a regeneracdo de brotos porque
influencia na fotossintese (WANG et al., 2019).

Silva (2007), ao estudar diferentes fontes e concentragdes de silicio no cultivo in
vitro de gérbera, recomenda a utilizacdo do meio MS com concentracdo salina de 50%,
suplementado com 1,0 g L™ de silicato de calcio, visando a induc&o de brotos, folhas e
raizes e com 1,0 g L de silicato de potassio para a obtencdo de plantas com maior
altura.

Asmar et al. (2013) estudaram as caracteristicas morfofisioldgicas de bananeiras
‘Grande Naine’ aclimatizadas em resposta a utilizacdo de silicio in vitro e concluiram
que ocorreram maiores diametros do pseudocaule, aumento de massa fresca e seca de

parte aérea e massa fresca de raiz. Maior massa seca de raiz foi registrada apenas com a
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utilizacdo de silicato de soédio. Além disso, ressaltou a importancia no aumento da
espessura cuticular da planta ao passar por um processo de aclimatizacao.

Estes resultados estdo de acordo com Malavolta (2006), afirmando que o silicio
aumenta o didmetro dos caules, refletindo assim, em maiores massas fresca e seca de
parte aérea.

Braga et al. (2009) visando estudar as caracteristicas anatdbmicas de mudas de
morangueiro utilizaram 1,0 g L de diferentes fontes de silicio (silicato de sodio,
silicato de célcio e silicato de potéssio) e observaram que o silicato de sédio promove o
aumento de matéria fresca e seca em propagulos, aumento da espessura dos tecidos do
limbo foliar e da deposicao de cera epicuticular.

Os resultados obtidos nessa pesquisa demonstram os beneficios do Si na
micropropagacdo de cana-de-acUcar (variedade RB966928), possibilitando que novos

trabalhos sejam desenvolvidos com outras variedades.

CONCLUSAO

Para a micropropagacdo convencional de cana-de-aclcar (variedade
RB966928), recomenda-se a suplementacdo do meio de cultura com 1,0 g L de silicato
de sodio para a obtencdo de plantas com maior massa fresca e massa seca.

Na micropropagacdo de cana-de-agucar (variedade RB966928) em biorreator
de imersdo temporaria, recomenda-se a utilizacdo de 1,0 g L™ de silicato de célcio para
a obtencéo de maior perfilhamento, 1,0 g L™ de silicato de sodio para plantas com maior
comprimento de parte aérea e 2,0 g L™ de silicato de calcio para obtengdo de plantas

com maior massa fresca.
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