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RESUMO

O presente trabalho foi realizado no laboratério de biotecnologia (LABIOTEC) do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais - Campus
Bambui, com o objetivo de desenvolver um substrato para o cultivo in vitro de vegetais
baseado em Alcool Poli Vinilico (PVA). O substrato sera testado a fim de verificar o
crescimento de explantes em comparagdo aos resultados obtidos com os substratos ja
existentes, como o agar. Foram realizados experimentos para que o substrato atingisse a
textura ideal. O substrato deve ter rigidez suficiente para sustentar a planta, mas sem
prejudicar a difusdo de nutrientes, o que prejudicaria a absor¢do pela planta. A Unica
caracteristica analisada foi se as amostras teriam a consisténcia proxima ao agar sendo
este 0 padréo. O que se mostrou uma grande dificuldade, pois os nutrientes utilizados no
substrato a base de agar, o0 meio MS, reagia com o acido bdrico que era o reticulador no
comeco do projeto e isso impossibilitou que o material se enrijecesse desta maneira
impossibilitando que fossem testadas as outras etapas previamente estabelecidas no
inicio do projeto. Com este problema passamos a trabalhar com novas hipoteses,
utilizando novos reticuladores e combinando o PVA com amido e depois utilizando o
PVA como substituto parcial do agar assim diminuido a concentracdo deste.
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INTRODUCAO

A propagacdo in vitro de plantas, chamada também micropropagacéo, é uma
técnica para propagar plantas dentro de tubos de ensaios ou similares de vidro (por isso,
0 termo in vitro), sob adequadas condices de assepsia, nutricdo e fatores ambientais
como luz, temperatura, O, e CO,. E uma parte importante da biotecnologia,
conjuntamente com outras duas areas: DNA recombinante e fermentacdo. A cultura in
vitro apresenta diferentes modalidades, conforme os objetivos de sua aplicacdo, como
por exemplo, cultura de protoplastos, anteras, calos, células em suspensdo, sementes,
etc. (CID, 2001).

O meio solido mais utilizado atualmente no cultivo in vitro de plantas é
baseado em &gar tendo um excelente desempenho. O &gar € um polissacarideo extraido
de algas marinhas, que pode ser dissolvido em agua, formando um gel, este tem o custo
muito elevado. Este alto custo torna importante a busca por um novo material capaz de
substitui-lo e que tenha também bom desempenho.

O PVA é um polimero hidrogel transparente, quando intumescido, permite a
observacao da raiz e a identificacdo de contaminagfes. Outra caracteristica relevante
deste material é ser biocompativel e biodegradavel além de apresentar alta estabilidade
quimica, tendo alta resisténcia a hidrélise enzimatica. Por ser a resina sintética mais
produzida no mundo, € um material de baixo custo. Estas caracteristicas fazem do PVA
um material aparentemente promissor para a micropropagacao.

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver hidrogeis baseados em
Alcool Poli Vinilico e avaliar seu potencial como substrato no cultivo in vitro vegetal.

Apobs a preparacdo do material, pretendemos avaliar seu desempenho como
substrato para micropropagacdo de vegetais. As matrizes doadoras de explantes sdo
plantas adultas de Orégano (Origanum vulgare), Alecrim (Rosmarinus officinalis) que
estdo estabelecidas no setor de Plantas Medicinais do campus Bambui e foram
conduzidas no setor com os devidos tratos culturais como poda, adubagfes e controle
fitossanitario, quando necessario.

MATERIAL E METODO

Este projeto foi desenvolvido utilizando-se o laboratério de biotecnologia
(LABIOTEC) do IFMG campus Bambui. Foi avaliada a influencia da técnica de
preparacdo do hidrogel e densidade de reticulacdo nas propriedades mecénicas do
material. Com a variacdo desses parametros seria possivel controlar a rigidez do
hidrogel, afetando a capacidade da planta langar suas raizes, a capacidade do hidrogel
sustentar a planta e a eficiéncia da difusdo de nutrientes no material. Neste trabalho
foram analisados trés diferentes substratos. Foi feito uma preparacdo previa de uma
solucéo na proporcéo de 10 gramas de PVA em 200 ml de agua, a partir da qual foram
preparadas as amostras.

1) Meio MS em PVA, reticulados com acido bdrico e com tetraborato de

sodio.
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Foram preparadas x amostras compostas de 10 ml de solugcdo de PVA e 10 ml
de meio MS. Os compostos foram aquecidos a 90°C e mantido sob agitacdo por 10
minutos. Nas amostras 1, 2, 3, 4 e 5 foram adicionados respectivamente 35, 72, 104,
139 e 180 mg de &cido borico. Observou-se que para adicionar-se o acido borico era
necessario dissolve-lo na solugdo MS, j& que quando adicionado diretamente no
hidrogel a solucéo ficava bifasica (uma fase solida e uma liquida).

Nas amostras 6, 7 e 8, foi adicionado tetraborato de sédio como reticulador,
nesses testes usamos 4 mg deste reticulador variando a ordem de adi¢do dos
componentes. Foram realizadas amostras na seguinte ordem de adicdo:

Amostra 6: PVA, meio MS, agente reticulador.

Amostra 7: PVA, agente reticulador, meio MS.

Amostra 8: Meio MS, agente reticulador, PVA.

A mistura foi feita sob constante agitagéo, a 90°C.

2) mistura de PVA e amido reticulados com acido bdrico, com a presenca de
meio MS.

As amostras de PVA em conjunto com amido foram feitas da seguinte maneira
em 10 ml de &gua:

Amostra 9: 900mg de PVA + 100mg de Amido + 100mg de acido bérico

Amostra 10: 700mg de PVA + 100mg de Amido + 300mg de acido bérico

A mistura foi feita sob agitacdo, e leve aquecimento, tomando-se o cuidado de
ndo cozinhar o amido para que nao houvesse alteracdo de propriedades.

3) mistura de PVA e Agar, com a presenca de meio MS.

Depois dos testes com amido, passamos a trabalhar utilizando o PVA como
substituto parcial do &gar. Foram feitas as seguintes amostras em 50 ml de &gua para
avaliar esta possibilidade:

Amostra 11: 0,7g de PVA e 0,39 de agar.

Amostra 12: 0,89 de PVA e 0,29 de agar.

Amostra 13: 0,9g de PVA e 0,19 de agar.

RESULTADO E DISCUSSAO

As amostras baseadas em PVA e agente reticulante (amostras 1 a 8) ndo
apresentaram boa resisténcia mecanica. Os testes feitos para verificar a influéncia do
acido bdrico na consisténcia da solucdo mostraram que mesmo aumentando a sua
quantidade ndo foi obtida uma diferenca de resisténcia significativa entre as amostras.

Foram feitas analises em ordens diferentes dos componentes (Tetraborato de
sodio, PVA e meio MS) para verificar se a ordem influenciaria na rigidez da solucao.
Constatou-se que a Amostra 6 obteve o melhor resultado, porém ndo o bastante para
seguir em frente com os testes de propagacao in vitro.

Avaliamos amostras constituidas de amido em conjunto com o PVA (amostras
9 e 10). Porem, as amostras ndo apresentou a rigidez adequada, sendo visivel o
composto de forma bifésica.

A baixa rigidez das amostras pode ser devida ao agente reticulador ter reagido
com os nutrientes do meio MS, impedindo assim a interagdo deste com o PVA.



VI Semana de Ciéncia e Tecnologia IFMG - campus Bambui
V1 Jornada Cientifica

21 a 26 de outubro de 2013

Avaliamos a hipdtese de o PVA ser utilizado como substituto parcial do Agar,
diminuindo a proporcdo deste. A amostra numero 11 apresentou o melhor resultado,
como ja era esperado por estar na mesma propor¢do de agar que o substrato a base de
agar usado normalmente, mostrando-se muito consistente. Nesta amostra, a adicdo de
PVA ndo teve contribuicdo relevante para o aumento de seu volume. A amostra nimero
12 se mostrou menos consistente do que a anterior, mas sua resisténcia mecanica
permite que ela seja utilizada nos ensaios de micropropagacao.

Quadro Resumo (parametros comparados com agar)

Amostra Consisténcia Resisténcia mecanica
1 Liquida Baixa
2 Liquida Baixa
3 Liquida Baixa
4 Liquida Baixa
5 Liquida Baixa
6 Liquida Baixa
7 Liquida Baixa
8 Liquida Baixa
9 Formacdo de composto bifésico Baixa
10 Formacao de composto bifasico Baixa
11 Gelatinoso tendendo a solido Média tendendo a baixa
12 Gelatinoso tendendo a liquido Baixa tendendo a média
13 Liquido tendendo a gelatinoso Baixa
CONCLUSAO

O objetivo do trabalho é fazer com que os hidrogéis de PVA se tornem mais
rigidos para garantir a sustentacdo do explante, porém com os resultados obtidos néo foi
possivel determinar uma solucdo que se adequasse perfeitamente aos quesitos
necessarios para a propagacao in vitro das plantas devido a dificuldade da reacdo dos
reticuladores com o meio MS que impede a reticulacao das cadeias de PVA. E sem que
essa etapa pudesse ser cumprida se tornou impossivel serem feitos 0s outros testes,que
seriam a verificagdo do crescimento, ndo crescimento ou morte do explante no hidrogel,
para apOs observar se 0s nutrientes estariam sendo adequados para a planta, somente se
obteve um resultado mediano quando se utilizou a mistura de agar com o uso de PVA,
sendo necessario o teste deste no estabelecimento vegetal no cultivo in vitro.
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