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RESUMO

Objetivando a definicao da metodologia bésica para a obtencao
em meio de cultura s6lido de embriogénese somética, em explantes de hipo-
cétilo e folha cotiledonar de cenoura (Daucus carota L.) cultivares Kuroda,
Nantes e Brasflia foi realizado um experimento em condicdes de laboratdrio,
utilizando-se as concentragdes de 0,5; 1,0; 2,5 e 5,0 mgfiitro do &cido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D) e 1,0 mg/litro do 4cido (-naftoxiacético (NOA).
Pelos resultados obtidos, os explantes de hipocStilo foram em geral mais
adequados para o desenvolvimento do processo de embriogénese somética
nos trés cultivares estudados. A melhor concentragdo de 2,4-D na indugéo
da embriogénese foi de 0,5 mg/litro. O tratamento com o NOA apresentou
maior freqiiéncia de embriogénese comparativamente aqueles com o 2,4-D,
Houve uma resposta diferencial dos cultivares e explantes utilizados em
relacdo aos diferentes meios de cultura.

Termos de indexacdo: cenoura, Daucus carota L., embriogénese somatica, meios de
cultura e tipos de explantes.
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1. INTRODUCAO

A cenoura ocupa uma posicido de destaque entre as hortalicas comer-
cializadas pelas principais centrais de abastecimento do Pals, sendo produzida
em larga escala nos Estados de S3o Paulo, Minas Gerais e Parand. Além da
importéncia econfmica, apresenta também maior valor nutritivo entre as horta-
licas de raiz; por isso, é preferenciaimente incluida na dieta alimentar de criangas
na forma “in natura” ou ap6s o processamento industrial.

Seu cuitivo & realizado no outonc-inverno, utilizando-se o cultivar Nan-
tes, de excelente qualidade comercial. Por outro lado, vem crescendo em impor-
tancia o cultivo de primavera-verdo, pelo desenvolvimento dos cultivares Brasfiia
e Kuronan, de aspecto comercial superior ao do cultivar Kuroda, tradicionalmente
empregado nessa época. No entanto, ‘Brasflia’ e ‘Kuronan’ ainda apresentam
qualidades agronémicas e comerciais inferiores as do ‘Nantes’, apesar de possuf-
rem resisténcia & queima das folhas (Aiternaria dauci) e elevado potencial produ-
tivo.

A cuitura de tecidos, por sua vez, pode ser adotada como uma técnica
auxitiar no melhoramento genético da cenoura, através da analise da variabilidade
comumente apresentada pelas plantas regeneradas a partir de calos. A ocorréncia
e a origem dessa variabilidade, recentemente denominada de variagdo soma-
clonal, tém sido objeto de estudos por pesquisadores em vérias espécies vegetais
(LARKIN & SCOWCROFT, 1981, 1983; OONO, 1983; EVANS et al., 1984; ILLG &
SIQUEIRA, 1984, e MARX, 1984).

Entretanto, para que a exploragdo da variacdo somaclonal seja vidvel
em melhoramento genético, torna-se necessérioc o desenvolvimento prévic de
metodologia, visando a definicdo das condi¢bes adequadas de cultura in vitro em
relagdo aos cultivares de cenoura comumente plantados em nossas condigGes.

A formag3o de plantulas de cenoura a partir de calos foi primeiramente
relatada por LEVINE (1950) e WIGGANS (1954). Todavia, em estudos detalhados
sobre o processo de regeneracdo de plantulas, STEWARD et al. (1958) conclui-
ram que a cultura artificial de células de cenoura conduz a formagéc de plantas
somente através de organogénese. Observacfes posteriores, ne entanto, demons-
traram a formagao de embrides a partir de calos, estabelecendo-se um processo
de embriogénese em cenouras, segundo Reiner, citado por  HALPERIN &
WETHERELL, 1964. Esses mesmos autores obtiveram alta freqiiéncia de forma-
¢do de embriGes, a partir de calos derivados de raizes, pecfoios ou pedinculos da
umbeleta de cenoura selvagem a partir de meio basico constituido de sais mine-
rais, vitaminas e sacarose suplementado com adenina e acido 2,4-diclorofeno-
xiacético (2,4-D). Observaram também alta heterogeneidade morfogenética nos
calos desenvolvidos em meio contendo dgua de coco imaturo e 2,4-D ou cinetina
e 2,4-D.
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BAYLLISS (1977), trabalhando com a cultura lfquida de células de ce-
noura, observou existirem interferéncias do 2,4-D nos estadios da mitose dessas
células, desde bloqueio ou atraso nas fases G, ou G,, associado com a deposi-
¢do de lignina, até alteracbes na formagéo e funcdo dos fusos mitdticos.

KAMADA & HARADA (1979} investigaram o efeito de auxinas e citoci-
ninas em diferentes concentragdes, sobre a embriogénese somética e formacio
de rafzes, a partir de segmentos de hipoc6tilo obtidos pela esterilizagdo de plan-
tulas de uma semana de idade do cultivar US-Harumakigosun. Relataram a indu-
¢30 de rafzes e de embribes somdticos em baixas e altas concentragdes das
auxinas 4cido 3-indolacético, 4cido g-naftoxiacético, &cido indolbutirico e Acido
L-naftalenoacético. Constataram os mesmos a inibigdo da organogénese nos
meios de cultura contendo as citocininas 6-benziladenina, zeatina ou N-fenil-N'-
~(4-piridy!) uréia.

RONCH! et al. (1984), trabalhando com explantes de hipocétilo da
variedade de cenoura S. Valery, verificaram o efeito marcante dos aminoécidos
prolina e serina no aumento de divisbes mitdticas e producdo de embribes no
meio de cultura contendo 2,4-D em diversas concentragdes.

No Brasil, poucos s&o os trabalhos sobre a cultura de tecidos em cenoura.
Neste sentido, salienta-se 0 estudo conduzido por FAZIO (1975) sobre a cultura
sblida de segmentos do parénquima de floema de raiz onde se observaram
aspectos ultra-estruturais dos calos. MANETT! FILHO (1981) estudou em cultura
de células em suspensdo a tolerdncia de oito cultivares de cenoura a niveis ele-
vados de manganés (0,1 a 32,0 uM). SOUSA & TORRES (1982) obtiveram a
formagdo de tecidos ndo organizados ou calos em todos os tratamentos envol-
vendo quatro concentragbes de 6-benziiadenina, ocorrendo a obtencdo de plan-
tulas somente aos 127 dias desde o infcio da cultura dos explantes.

Q presente trabalho teve por objetivo a definigdo da metodologia bésica
para a obten¢éo de plantulas em meio de cultura sélido, a partir da embriogénese
somatica em dois tipos de explantes de cultivares comerciais de cenoura. Esse
estudo servird de base para a analise e identificagdo de gendtipos superiores de
mutantes de cenoura obtidos entre as indmeras plantas regeneradas.

2. MATERIAL E METODOS

As sementes de cenoura dos cultivares Nantes, Brasllia e Kuroda foram
fornecidas pela Se¢do de Hortaligas Diversas, Instituto Agronémico.

Foi realizada a esterilizacdo superficial do tegumento das sementes a
partir da pré-incubagdc das mesmas por cerca de 17 horas em placas de Petri
contendo papel de filtro levemente umedecido com dgua monodestilada. Depois
desse perfodo, as sementes foram imersas por um minuto em dlcool-anidro dilufdo
a 50% e permaneceram durante 30 minutos sob agitacdo, em solugcdo de hipoclo-
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rito de s6dio a 2,5% adicionado de oito gotas por litro de Tween 20. Foram a
seguir lavadas cinco vezes em dgua esterilizada e colocadas em papel de filtro
esterilizado, para absor¢go do excesso de umidade. Dessa maneira, as sementes
foram transteridas, assepticamente, para frascos de 150 ml contendo 30 ml da
solugdo inorgénica de HOAGLAND & SNYDES (1934), acrescida de 8 g/litro de
bacto-4gar, em pH 5,5. Essa metodologia, empregada para a esterilizagdo e
genminacgdo asséptica das sementes, foi baseada em HALPERIN & WETHERELL
{1964), com algumas modificagGes.

Inocularam-se cinco a oito sementes por frasco, que foi inicialmente
mantido em auséncia de luz até a emergéncia da radicula. Posteriormente, os
frascos foram transferidos para cdmara de crescimento ajustada para fotoperiodo
de 12 horas de luz (2.000 a 2.500 Lux) e temperatura de 18 a 22°C, necessarios ao
desenvolvimento das plantulas dos cultivares empregados. Aos 30 dias, aproxi-
madamente, as pléntulas sem contaminacdo aparente foram utilizadas para a
obtencdo em condi¢cdes assépticas dos segmentos de hipocétilo e de folha cotile-
donar (explantes) de 5 mm de comprimento, e usados para as inoculagbes nos
diferentes meios de cuitura. A composigao bésica dos meios de cultura constitufa-
-se de sais minerais de MURASHIGE & SKOOG (1962), enriquecido com 0s
seguintes componentes orgdnicos em miligramas/litro: myo-inositol (100); glicina
(2); acido nicotinico (5); piridoxina HCL (0,5); tiamina HCL (0,5); &cido félico (0,5);
biotina (0,05); sacarose (20.000) e bacto-Agar (8.000). O pH dos meios de cultura
foi ajustado para 5,5.

A partir desse meio bésico, foram definidos os meios de cuitura prima-
rios para a induc@o de calos e de embriogénese somética. Utilizaram-se como
fitorreguladores o 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), nas concentracdes de 0,5;
1,0; 2,5 e 5,0 mg/litro, e o 4cido g-naftoxiacético (NOA) a 1,0 mg/litro, os quais
constitufram os tratamentos A, B, C, D e E respectivamente. O pH dos meios de
cultura primérios foi ajustado para 5,5 antes da adicdo do agar e, em seguida,
autoclavou-se em temperatura de 120°C, a uma atmosfera de pressdo, durante
20 minutos. Para cada tratamento, foram inoculados separadamente trés explan-
tes de hipocétilo e de folha cotiledonar dos cultivares Nantes, Brasflia e Kuroda,
em frascos de 50 ml contendo 10 ml de meio de cultura. O niimero de cada tipo
de explante, para cada concentragdo e cultivar, variou ao redor de 30, em raz&o
da eliminag&o dos frascos que apresentaram contaminagéo apds o tempo de cul-
tura primdria. Os tratamentos foram dispostos ao acaso em prateleiras com ilumi-
nacao artificial de 2.000 a 2.500 lux, em fotoperiodo de 16 horas de 1uz e tempe-
ratura de 25 a 28°C. Os explantes dos tratamentos com o 2,4-D (A, B, C e D),
depois de 18 dias de cultura priméria, foram transferidos para o mesmo meio bé-
sico sem fitorreguladores, para que se estabelecesse definitivamente o processo
de morfogénese somatica. Esse periodo foi ligeiramente superior ao adotado por
KAMADA & HARADA (1979). O mesmo procedimenio foi realizado para o trata-
mento E (1 mg/litro de NOA), ap6s 85 dias em meio primario, de acordo com as
indicacbes de KAMADA & HARADA (1979). As condigbes ambientais de manu-
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tencdo das culturas secundérias e o pH foram semelhantes ao realizado para a
cultura inicial dos explantes. Decorridos 60 dias desde a cultura priméria, realiza-
ram-se as avaliagGes, atribuindo-se uma escala de notas de 0 a 6, de acordo com
o desenvolvimento e com a fase apresentada pelo explante individualmente.

Com base nessa avaliacdo, foi obtida a distribuicio em porcentagem
dos explantes nas sete diferentes notas, para cada tipo de explante, meio de cul-
tura e cultivares utilizados. A terminologia adotada foi a de KAMADA & HARADA
(1979), a0 nos referirmos as formagGes embriondrias nos calos.

A escala de notas obedeceu ao seguinte critério:
0: Explante sem o desenvolvimento inicial aparente de calo;

1: Explante com inicio de desenvolvimento de calo, sem a ocorréncia
simultanea de embriogénese, notando-se ainda a superficie original do explante;

2: Calo mais desenvolvido, envolvendo, praticamente, toda a superficie
do explante, mas sem apresentar tecido embriogénico aparente;

3: Explante com inicio de desenvolvimento de calo embriogénico;

4. Toda a superffcie do explante apresenta calo embriogénico com
predomindncia de embribes globulares;

5: Calo embriogénico mais desenvolvido, com a formag¢do de embrides
somaticos em varios estadios de desenvolvimento (globular, coracdo, torpedo e
cotiledonar), com alguns setores esverdeados;

6: Maior individualizagdo dos embriGes, plantulas em desenvolvimento,
maior actimulo de tecidos clorofilados.

Dentro dessa escala, percebe-se que, nas classes de 0 a 2, tem-se ape-
nas a indugéo e crescimento de calos; a partir dal, varios estadios do processo de
embriogénese somatica até a ocomréncia definitiva de plantulas (Figura 1).

Os embrides bem individualizados e as plantulas j4 formadas foram
transferidos (cerca de quairo por frasco) para 0 mesmo meio de cultura sem fitor-
regulador (meio secundario), para completar o desenvolvimento da parte aérea e
das rafzes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de germinacdo das sementes dos cultivares variou de 80 a 90%,
enquanto a contaminacdo esteve ao redor de 5 a 10%, sendo considerada baixa.
Esse fato mostra que a metodologia adotada para esterilizagdo e germinag&o in
vitro das sementes, para posterior utilizacdo das plantulas na obtencdo dos
explantes, foi satisfatdria. Dessa maneira, evitaram-se 0s inconvenientes da oxi-
dacdo e de outras injdrias geralmente apresentados pelos explantes, cujas plan-
tulas ou partes delas s8o submetidas ao tratamento de esterilizacdo, como o rea-
lizado por KAMADA & HARADA (1979).
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FIGURA 1. Escala de notas de 0 a 6, atribufdas aos explantes (hipocdtilo ou folha cotile-
donar), de acordo com o estadio de desenvolvimento dos calos ou da embriogénese
somdética.

Nas figuras 2 e 3 estdo representadas as distribuicGes das porcentagens
obtidas nas diferentes notas para os tratamentos com, respectivamente, 2,4-D e
NOA, envolvendo tipo de explante e cultivares de cenoura.

Pela figura 2, observa-se gque houve uma redugdo na porcentagem de
explantes apresentando embriogénese (Notas 4, 5 e 6), & medida gue se elevou a
concentragdo de 2,4-D. Essa redugdo se tornou dréstica para os explantes de folha
cotiledonar.
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FIGURA 2. Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D no desenvoivimento da embriogé-
nese soméatica em trés cultivares de cenoura a partir de explantes de hipocéilo (H) e
folha cotiledonar (Fc). Distribuicio das porcentagens de explantes nos diferentes esté-
dios, referentes as sete notas.

Entretanto, mesmo no tratamento com a menor concentragdo de 2,4-D,
ocorreram muitos explantes nas notas 0, 1 e 2, onde se verificou auséncia ou
formacgao de calo ndo-embriogénico.

Portanto, 0 elevado nimero de explantes dos trés cultivares que n&o
desenvolveram calo (nota 0) sugere algum efeito deletério nos seus tecidos ou
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células, principalmente nas concentragbes de 2,4-D acima de 0,5 mg/litro, e apds
o tempo de cultura inicial de 18 dias na presenca desse fitorregulador, a exemplo
do que foi encontrado por BAYLLISS (1977), trabalhando com a cultura Ifquida de
células em suspensao.

O tratamento com NOA (Figura 3) foi superior agueles com 2,4-D, pela
maior distribuicdo dos explantes nas notas 3, 4, 5 e 6. Esse resultado esta de
acordo com o de KAMADA & HARADA (1979), que utilizaram segmentos de
hipocétilo do cultivar US-Harumakigosun.. O ‘Nantes’ foi o Unico que na concen-
tracdo de 5 mg/litro de 2,4-D apresentou calo embriogénico (23,0% com nota 3).
O ndmero de explantes com a formagdo de calos embriogénicos desse cultivar
aumentou gradativamente com o decréscimo da concentragdo de 2,4-D, princi-
paimente para o explante de hipocétilo. O ‘Brasflia’ apresentou embriogénese
para explante de hipocétilo na concentracdo de 2,5 mg/litro para o 2,4-D (irata-
mento C) e para folha cotiledonar nas concentragdes inferiores desse fitorregu-
lador (tratamentos A e B). Vale ressaltar, também, que esse cultivar foi o lnico
gque apresentou explantes de folha cotiledonar (13,5%) com embriogénese no
estadio representado pela nota 6, no tratamento com 0,5 mg/litro de 2,4-D. Por
sua vez, o ‘Kuroda’ ndo apresentou explantes de folha cotiledonar com embriogé-
nese somética em nenhuma das concentragbes de 2,4-D. Para esse fitorregu-
lador, a embriogénese somética somente foi constatada, nesse cultivar, em ex-
plantes de hipoc6tilo submetidos & menores concentragbes de 2,4-D (trata-
mentos A e B). Houve, portanto, um comportamento diferencial para os trés culti-
vares de cenoura estudados, entre as quatro concentragdes de 2,4-D e para os
dois tipos de explantes utilizados.

A ocorréncia de embriogénese do cultivar Nantes nos explantes de
hipocétilo, também em elevada concentragdo de 2,4-D {5 mg/litro), pode favorecer
0 aumento de fregliéncia de plantas mutantes regeneradas, a exemplo do que foi
constatado em outras espécies (NOVAK, 1974, 1980).

Analisando-se as diferentes concentragbes de 2,4-D, verificou-se que,
em geral, 0 explante de hipoc6tilo se mostrou mais adequado ao desenvolvi-
mento do processo de embriogénese nos trés cultivares de cenoura.

Observou-se a superioridade do dcido g-naftoxiacético (NOA) na indugdo
de embriogénese em relac&o ao 2,4-D para qualquer tipo de explante e cultivar.
Para o tratamento com NOA, o somatério das porcentagens individuais obtidas
nas notas 4, 5 e 6, que refletem os estédios mais avancados da embriogénese
somdtica, apresentou os seguintes valores, respectivamente para hipocétilo e
folha cotiledonar: ‘Kurodd', 49,5 e 75,0%,; ‘Nantes’, 64,5 e 15,0%, e ‘Brasilia’, 55,5 €
70,0%. Para esse fitorregulador, portanto, as respostas foram satisfatérias para os
dois tipos de explantes nos cultivares Kuroda e Brasflia; para o ‘Nantes’, porém, o
explante de hipocttilo se mostrou bastanie superior, quanto ao desenvolvimenio
da embriogénese somdtica.
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Analisando-se somente a concentragio de 2,4-D a 0,5 mg/litro, tém-se
0s seguinies valores para hipocétilo e folha cotiledonar, respectivamente, apés o
somatdrio das porcentagens das trés tltimas notas: ‘Kuroda, 15,0 e 0,0%; ‘Nan-
tes’, 43,5 e 13,0%, e ‘Brasllia’, 27,5 e 36,0%. Dessa maneira, verificou-se que ape-
nas no cultivar Brasflia o explante de folha cotiledonar foi superior ao do hipocé-
tilo.

A embriogénese seguida da individualizacdo e obtengdo de plantulas foi
conseguida, portanto, para os trés cultivares nos dois tipos de explantes, nos
meios de cultura envolvendo o NOA (1 mg/litro) e 2,4-D a 0,5 mg/litro {(excec&o
para folha cotiledonar do "Kuroda’), apds 60 dias de cultura, ou seja, praticamente
na metade do tempo obtido por SOUZA & TORRES (1982). Estudos devem
ser realizados, utilizando-se concentragdes inferiores de 2,4-D a partir de
0,5 mg/litro ou reduzindo-se o tempo de permanéncia dos explantes na cultura
primaria, visto que, nas condigbes do presente trabatho, houve aumento da fre-
giiéncia de embriogénese, com o decréscimo da concentracdo desse fitorregu-
lador. Em razdo da possibilidade de exploragdo da variagdo somaclonal nesses
cultivares de cenoura, é de interesse a utilizagdo do 2,4-D pela sua comprovada
acdo mutagénica, durante os processos de inducdo e crescimento de calos
(NOVAK, 1974, e BAYLLISS, 1977). O desempenho do NOA na indugdo da
embriogénese somatica nos trés cultivares estudados também possibilita a sele-
¢ado posterior de possiveis variantes somaclonais para 0 melhoramento genético
dessa importante horialica.

4. CONCLUSOES

Os resuitados obtidos permitem concluir que:

1) A metodologia utilizada para a esterilizagdo e germinagéo in vitro
das semenies dos cultivares de cenoura Kuroda, Nantes e Brasilia foi satisfatéria;

2) Nos iratamentos envolvendo o 2,4-D, os explantes de hipocétilo fo-
ram mais adequados do que os de folha cotiledonar, no estabelecimento do pro-
cesso in vitro de embriogénese somatica, nos cultivares de cenoura estudados;

3) O tratamento com o &cido pg-naftoxiacético (NOA) a 1 mg/litro, foi
superior agueles contende o &cido 2,4-diclorefenoxiacético (2,4-D), para qualquer
tipo de explante e cuitivar utilizado;

4) Dentre as concentragbes de 2,4-D testadas, a de 0,5 mg/litro foi a
mais eficiente na inducdo da embriogénese em comparacdo com as demais
concentragbes desse fitorreguiador;

5) O cultivar Nantes foi o Udnico que apresentou embriogénese no
fratamento mais elevado de 2,4-D (5 mg/litro), somente para o explante de hipo-
cbtilo (23,0% com nota 3);
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6) O ‘Brasilia’, por sua vez, apresentou 13,5% de embriogénese em folha
cotiledonar, no estadio méximo (nota 6), enquanto ‘Kuroda’ praticamente nao exi-
biu embriogénese em nenhuma das concentragdes de 2,4-D envolvendo folha
cotiledonar;

7) Para a indugdo e desenvolvimento da embriogénese somética, na
concentracdo de 1 mg/litro de NOA, devem ser utilizados explantes de hipocétilo
ou folha cotiledonar para os cultivares Kuroda e Brasilia e explantes de hipocétilo
para o ‘Nantes’. Quanto ao 2,4-D a 0,5 mg/litro, para os cultivares Kuroda e Nan-
tes, sdo indicados os explantes de hipocétilo e, para o ‘Brasflia’, os dois tipos s&o
adequados.

SUMMARY
SOMATIC EMBRYOGENESIS IN VITRO FROM CARROT CULTIVARS

An investigation was conducted under laboratory conditions, to
define the basic methodology in solid culture, to achieve somatic embryo-
genesis in tissue of hypocotyl and cotyledon of carrot (Daucus carota L.)
cultivars Kuroda, Nantes and Brasflia. Different concentrations of 2,4-D (0.5;
1.0; 25 and 5.0 mg/l) were studied in comparison to 1.0 mg/l of NOA.
The results showed that the hypocotyl explants of the three cultivars were
more adequate to develop somatic embryogenesis than the cotyledonary
tissues, The best concentration of 2,4-D for inducting embryogenesis was
0.5 mg/l, independently of the kind of explant and cuitivar. However it was
less efficient than NOA at 1.0 mg/l. It was also observed that the carrot culti-
vars and the explants studied, reacted differently to the tissue culture
medium utilized.

Index terms: carrot, Daucus carota L., somatic embryogenesis, culture media, explants.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAYLLISS, MW, The effects of 2,4-D on growth and mitosis in suspension cuitures of
Daucus carota. Plant Science Letters, 8:99-103, 1977.

EVANS, D.A.; SHARP, W,R. & MEDINA FILHC, H.P. Somaclonal and gametoclonal varia-
tion. American Journal of Botany, 71(6):759-774, 1984.

FAZIO, G.M. de. Aspectos ultra-estruturais de “callus” de raiz de cenoura (Daucus carola
L.) cultivados em meio de cultura sdlido e em condigbes de luz e temperatura ambien-
tes. Arquivos do Instituto Biolbgico, Sdo Paulo, 42:9-16, 1975,

HALPERIN, W, & WETHERELL, D.F. Adventive embryony in tissue cultures of the wild
carrot, Daucus carota. American Journal of Botany, 51(3):274-283, 1964.

HOAGLAND, D.R. & SNYDES, W.C. Nutrition of strawberry plant under controlled condi-
tions: (A) Effects of boron and certain other elements; (B) Susceptibility to injury to
sodium salts, Proceedings of the American Society for Horticultural Science,
30:288-294, 1934.

Bragantia, Campinas, 46(2):303-314, 1987



314 B. M. RODRIGUES et al.

ILLG, R.D. & SIQUE!IRA, W.J. Variabilidade genética induzida através da cultura de teci-
dos. In: COLOQUIO DE CITOGENETICA E EVOLUGCAQ DE PLANTAS, 1., Piraci-
caba, 1984, p.125-135.

KAMADA, H. & HARADA, H. Studies on the organogenesis in carrot tissue cultures. I
Effects of growth regulators on somatic embryogenesis and root formation. Zeitschrift
fuer Pflanzen-Physiologie, Bd. 91(3):255-266, 1979.

LARKIN, P.J. & SCOWCROFT, W.R. Somaclonal variation: a novel source of variability
from cell culiures frorn plant improvement. Theoretical and Applied Genetics,
60:197-214, 1981,

& . Somaclonal variation and crop improvement. In: GENETIC engi-
neering of plants and agricultural perspective. New York, Plenum Press, 1983. p.289-
314,

LEVINE, M. The growth of normal plani tissue “in vitro” as affected by chemical carcino-
gens and plant growih substances. I. The culiure of the carrot taproot meristem. Amer-
ican Journal of Botany, 37:445-458, 1950.

MANETTI FILHO, J. Tolerancia de tecidos de cenoura (Daucus carota L.) a nlveis ele-
vados de manganés. Inducdo e selecdo. Campinas, UNICAMP, 1981. 97p. Tese
(Mestrado)

MARX, J.L. Instability in plants and the ghost of Lamark. Science, 224:1415-1416, 1984.

MURASHIGE, T. & SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cuiture. Physiologia Plantarum, 15:473-497, 1962,

NOVAK, F.J. The change of kariotype in callus cultures of Aflium sativum L. Caryologia,
27:45-54, 1974,

Phenotype and cytological status of planis regenerated from callus cultures of
Allium sativum L. Zeitschrift fuer Pflanzenziichtung, 84:250-260, 1980.

OONO, K. Genetic variability in rice plants regenerated from cell cuttures. In: CELL AND
TISSUE CULTURES TECHNIQUES FOR CEREAL CROP IMPROVEMENT. Pro-
ceedings. New York, Gordon and Breach Science Publ,, 1983, p.95-104.

RONCHI, V.N,; CALIGO, M.A,; NOZZOLIN|, M. & LUCCARINI, G. Stimulation of carrot
somatic embriogenesis by proline and serine. Plant Cell Reports, 3:210-214, 1984,
SOUZA, E.L.S. & TORRES, A.C. Propagacdo vegetativa da cenoura. In: CONGRESSO

BRASILEIRO DE OLERICULTURA, 22, Vitéria, 1982. Resumos. p.146.

STEWARD, F.C.; MAPES, M.O. & MEARS, K. Growth and organized deveiopment of cul-
tured cells. 1l. Organization in cultures grown from freely suspended cells. American
Journal of Botany, 45:705-708, 1958,

WIGGANS, S.C. Growth and organ formation in callus tissues derived from Daucus carota.
American Journal of Botany, 41:321-326, 1954.

Bragantia, Campinas, 46(2):303-314, 1987





