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Estabelecimento do cultivo in vitro de Canavalia rosea (Sw.) DC (Fabaceae)
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INTRODUCAO

Canavalia rosea (Sw.) DC (Fabaceae), também conhecida como feijaozinho-da-praia, é
uma espécie herbacea, estolonifera, com belas flores rosa-arroxeadas, que ocorre
naturalmente ao longo do litoral brasileiro nas regides de restinga, principalmente nas regides
de dunas, fazendo parte da comunidade psamofila reptante e contribuindo sobremaneira para o
processo de fixagcdo de dunas devido a sua alta capacidade adaptativa e grande poder de
regeneracao (Pereira, 1990).

As lectinas séo encontradas em uma ampla variedade de espécies de plantas e animais,
entretanto tais proteinas estdo presentes em maior quantidade em grdos de leguminosas e
gramineas (Pusztai, 1989). Estudos revelaram a presenca de concanavalina A (Con A), uma
lectina e de canatoxina (CNTX), uma proteina téxica, tanto em sementes, como em cultivos in
vitro de Canavalia ensiformis DC (Carlini & Guimaraes, 1981; Carlini & Guimaraes, 1991 e Sato
et al, 1993). Embora Con A e CNTX possuam alto grau de similaridade entre suas estruturas, a
CNTX é capaz de induzir convulsdes e morte em animais de laboratério (LD50 2,0 mg/kg, rato,
intra-peritoneal) além de uma potente atividade secretéria em varios tipos celulares, indicando
outros possiveis efeitos farmacoldgicos (Barja-Fidalgo et al, 1991). O objetivo deste trabalho é
estabelecer o cultivo “in vitro” de C. rosea e posterior verificagdo da presenca de lectinas em
cultura de tecidos desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho é realizado no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Instituto de Biofisica do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Desinfestacdo e inoculacdo de embrides - As sementes de C. rosea utilizadas foram
coletadas na Praia da Restinga da Marambaia, municipio do Rio de Janeiro, RJ, em Outubro de
2006. As sementes foram colhidas ao acaso, de vagens maduras, oriundas de diferentes
individuos encontrados no local da coleta. As sementes sdo feijdes de aspecto circular com
cerca de 1 cm de didmetro, com cores que variam do marrom escuro ao marrom-amarelado.
Apesar de possuirem o tegumento muito espesso e rigido, a micropila e o hilo sdo muito
visiveis, o que facilitou a manipulagdo da semente sem danificar o embrido. Das sementes
coletadas, 14 foram selecionadas e entdo lavadas em agua corrente e sabdo neutro e
submetidas a escarificagdo mecanica. As sementes entdo foram colocadas em agua destilada a
50 °C por 10 minutos. Apds a retirada do tegumento, os embrides foram isolados sob lupa com
auxilio de pinca e estilete e, em camara de fluxo laminar, submetidos a desinfestagao através
de lavagem por imersdo em agua destilada, alcool 70% por 3 minutos, agua destilada,
hipoclorito de sddio 2% por 2 minutos e agua destilada estéril. Apdés a desinfestacdo os
embrides foram inoculados em meio salino basico MS (Murashige & Skooge, 1962), acrescido
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de 87.3 uM de sacarose, 1.5 uM de tiamina.HCI, 0.6 mM de mio-inositol, 4.1 uM de acido
nicotinico e 2.4 uM de piridoxina. O pH do meio foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem e
solidificado com agar a 0,8%. Reguladores de crescimento ndo foram adicionados ao meio,
assim denominado entao MS@. Os embrides foram mantidos em sala de crescimento a 25 + 1
°C, com iluminacdo de 23.0 pmol/m?.s e fotoperiodo de 16 horas.

Segmentacao das plantulas e inoculacdo de explantes - As plantulas desenvolvidas a
partir dos embrides foram mantidas em sala de crescimento até adquirir comprimento maior que
10 cm (considerando-se da base do caule até o apice), para que fossem excisados os
explantes. Em camara de fluxo laminar, foram segmentadas em apice (A), segmentos nodais
(SN), segmentos internodais (SIN), folhas (F), epicotilo (E) e hipocotilo (H). Esses explantes
foram entdo inoculados em meio MSZ e mantidos em sala de crescimento nas mesmas
condi¢des anteriormente descritas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desinfestacdo - Dos 14 embrides isolados de Canavalia rosea inoculados em meio MSJ,
apenas dois apresentaram contaminacao, ocorrendo apos 12 dias de cultivo, indicando que o
processo de desinfestacao foi eficiente.

Figura 1 — Desenvolvimento in vitro de embrides zigéticos de C. rosea em Meio MSJ: A —
Embrido apresentando crescimento de caule e raiz anémalos apds 14 dias de cultivo; B —
Plantula com desenvolvimento pleno de raiz, caule e folhas apds 14 dias de cultivo.

Germinacéao e crescimento — Dos 12 embrides sem contaminacgéo, 2 nao germinaram e 10
se desenvolveram: 6 apresentaram rizogénese e caule andmalos (Figura 1A), formando calo
ap6s 18 dias de cultivo e 4 cresceram normalmente formando plantulas com pleno
desenvolvimento de raizes, caule e folhas apos 14 dias de cultivo (Figura 1B).

Desenvolvimento dos explantes - O potencial organogénico dos explantes é apresentado
na Tabela 1.

As gemas dos apices e pelo menos uma gema de cada segmento nodal apresentaram
crescimento apos 5 e 7 dias, respectivamente, em sala de crescimento, sendo que a partir do
7°. dia, todos os apices ja apresentavam folhas expandidas (Figura 2A) e a partir do 19°. dia, 2
enraizaram. A partir do 14°. dia, um dos segmentos nodais apresentou expanséo foliar (Figura
2B), sendo que em 28 dias, 50% dos segmentos nodais apresentaram folhas expandidas.
Segmentos internodais e folhas apresentaram organogénese de raizes adventicias: em 16,6%
dos segmentos internodais (Figura 2C) a partir do 28°. dia e em 40% dos explantes foliares
(Figura 2D) a partir do 19°. dia. Uma das folhas com enraizamento apresentou formacéo de calo
na epiderme superior apos o 19°. dia. Dos 4 epicétilos, em 14 dias de cultivo, um calejou e outro
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apresentou crescimento de broto (Figura 2E); no mesmo periodo, 50% dos hipocétilos também
calejaram no local de insercdo com o meio (Figura 2E). Em 28 dias, outro entre os 3 epicotilos

que nao tinham sofrido alteragdes, apresentou brotamento.

Tabela 1 — Desenvolvimento dos explantes de C. rosea em fungdo do tempo de cultivo. O
numero entre parénteses indica o percentual de explantes, de cada tipo, que apresentou o
desenvolvimento citado. (-) indica que ndo houve alteragdo em relagdo ao periodo anterior.

Tipo de N Tempo de crescimento
explante * 7°. Dia 14°. dia 19°. dia 28°. dia
A 4 alongamento de (=) rizogénese (=)
brotos (100%) 50%
SN 12 alongamento de expansao expansao expansao
gemas (100%) foliar (8,3%) foliar (33%) foliar (50%)
SIN 12 (-) (-) (-) rizogénese
(16,6%)
F 5 (=) (-) rizogénese (40%) (-)
calejamento (20%)
(=) alongamento de (=) desenvolvimento
E 4 broto (25%) de broto (50%)
calejamento (25%)
H 4 (=) calejamento (=) (=)
(50%)

* - apice (A), segmentos nodais (SN), segmentos internodais (SIN), folhas (F), epicétilo (E) e hipocétilo (H)

Figura 2 — Explantes desenvolvidos de Canavalia rosea em Meio MSYJ apos 33 dias em sala de
crescimento: A — expanséao foliar em apice; B — expansao foliar em segmento nodal; C —
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rizogénese em segmento internodal; D — a esquerda, calo desenvolvido no hipocatilo, a direita,
organogénese de broto em epicétilo, E — rizogénese em explante foliar.

CONCLUSAO

Os objetivos iniciais do trabalho foram atingidos: a desinfestacao de C. rosea foi eficiente
e o desenvolvimento dos embrides foi satisfatorio, bem como a obtencéo de explantes viaveis
para introducdo desta espécie ao cultivo in vitro. De acordo com os resultados preliminares
obtidos foi observado desenvolvimento de brotos apicais com enraizamento a partir dos
explantes apicais e calogénese em epicotilos e hipocatilos.
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