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RESUMO: Estudos preliminares referentes ao tipo de explante, meio de cultura sédo
necessarios para se definir protocolos de estabelecimento, desenvolvimento,
multiplicagdo e conservagao in vitro, bem como garantir a fidelidade na resposta
morfogénica. A determinacdo do numero ideal de repeticbes e do tamanho 6timo de
parcelas experimentais € uma das maneiras de se aumentar a precisdo experimental
e, consequentemente, maximizar as informacdes obtidas em um experimento. Este
trabalho teve por objetivo a determinacdo do tamanho O6timo de parcelas em
experimentos in vitro nas etapas de estabelecimento, desenvolvimento, multiplicacao
e conservacao de Passiflora sp. Foram conduzidos sete experimentos, com diversos
ensaios de uniformidade com as espécies Passiflora giberti N.E. Brown., P. edulis
Sims f. edulis, e P. laurifolia L.. Foram simulados diversos tamanhos e formas de
parcelas, em que cada frasco com um explante foi considerado como uma unidade
basica (parcela), os quais foram combinados formando parcelas com até 10, 25 e 50
frasco com um explante por unidade basica, em fung&o do tipo de experimento. Para
a estimacdo do tamanho 6timo de parcelas empregou-se 0 método da maxima
curvatura modificado. De acordo com os resultados obtidos para experimentos in
vitro com a espécie P. giberti N. E. Brown., o tamanho o6timo de parcelas
recomendado é o de 15 frasco com um explante para experimentos de
estabelecimento, 10 frasco com um explante por parcela para experimentos com
conservacao e 13 frasco com um explante para experimentos com desenvolvimento.
Para a espécie P. edulis Sims f. edulis, o tamanho étimo de parcelas recomendado é
o de 11 frasco com um explante para experimentos de estabelecimento e 26 frasco
com um explante para experimentos de multiplicacdo. Para a espécie P. laurifolia L.,
o tamanho o6timo de parcela deve ser de 9 frasco com um explante para

experimentos com estabelecimento e 34 frasco com um explante para experimentos



de multiplicacdo, considerando as varidveis avaliadas em todos os experimentos. Os
resultados alcancados poderdo servir de subsidio para experimentos com a cultura

de maracujazeiro in vitro sob diferentes condigdes.

Palavras-chave: Passiflora sp., estabelecimento, desenvolvimento, multiplicacéo,

conservacao, método da maxima curvatura modificado.

OPTIMAL SIZE OF PLOTS FOR EXPERIMENTS WITH
SPECIES OF PASSIONFRUIT

Author: Glaucia Amorim Faria
Advisor: Prof Dr Evaristo Bianchini Sobrinho
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ABSTRACT: Preliminary studies concerning to explant type and culture medium are
necessary to define establishment, development multiplication and in vitro
conservation protocols, as well to guarantee fidelity in morphogenic response. One of
the ways to increase experimental precision is to determinate the ideal number of
repetitions and the optimal size of plots and maximize informations obtained in a
experiment. This work aimed to determinate optimal size of plots in in vitro
experiments for establishment, development, multiplication e conservation of
Passiflora sp. Seven experiments were made, with several uniformity essays with
Passiflora giberti N.E. Brown., P. edulis Sims f. edulis, e P. laurifolia L. species.
Various sizes and plot forms were simulated, where as each bottle with a explain was
considered as the basic unit till 10, 25 e 50 bottles with a explant by basic unit.
Modified maximum curvature method was employed to estimate the optimal size of
plots. According to results in vitro experiments with P. giberti N. E. Brown. species,
optimal size of plots recommended is 15 bottles with a explant in establishment
experiments, 10 bottles with a explant by plot in conservation experiments and 13
bottles with a explant in development experiments. The optimal size of plots
recommended to P. edulis Sims f. edulis species is 11 bottles with a explant in
establishment experiments and 26 bottles with a explant in multiplication

experiments. The optimal size of plots to P. laurifolia L. species is 9 bottles with a



explant in establishment experiments and 34 bottles with a explant in multiplication
experiments, considering available variables in all experiments. The results obtained

can subsidize with Passiflora culture in vitro experiments under different conditions.

Index Terms: Passiflora sp., establishment, development, multiplication,

conservation, maximum modified curvature methods.
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1 INTRODUCAO

A cultura do maracujazeiro merece especial destaque ja que o Brasil é o
maior produtor e consumidor mundial, com uma produc¢éo de 615.196 toneladas. O
nordeste € a regido maior produtora de maracuja correspondendo a 61% da
producao brasileira, sendo o estado da Bahia o maior produtor, com uma producao
de 207.962 toneladas, o equivalente a 55% da producdo nordestina e 34% da
producdo nacional. Além da Bahia, os estados brasileiros que se destacam na
producdo de maracuja sdo Ceara (16%), Espirito Santo (12%), Para (8%), Minas
gerais (7%), Sergipe (7%), Sao Paulo (4%) e Rio de Janeiro (2%), que juntos
perfazem 90% da producéo brasileira (IBGE, 2008).

O maracujazeiro pertence a ordem Passiflorales, sendo a familia de maior
interesse comercial a Passifloraceae, essa familia foi identificada por Jussieu em
1805 e é formada por aproximadamente 630 espécies e 18 géneros, com
distribuicdio principalmente nos tropicos da América, Asia e Africa. O género
Passiflora é o de maior importancia econémica, com 24 subgéneros e 465 espécies,
das quais 150 a 200 sao originarias do Brasil, podendo ser utilizadas com finalidades
alimenticias, medicinais, ornamentais e muitas delas com finalidades multiplas
(VANDERPLANK, 2000).

No Brasil existe um grande numero de plantas nativas do género Passiflora,
conhecidas como maracuja, mas apenas duas delas possuem interesse comercial:
Passiflora edulis, utilizada para suco e Passiflora alata, conhecida como “maracuja
doce” (DOYAMA et al, 2005).

Dentre as espécies comestiveis, pode-se citar P. edulis, P. edulis f. flavicarpa,
P. alata, P. maliformis, P. setacea, P. nitida, P. macrocarpa, P. caerulea e P.
cincinnata. Das espécies cultivadas pelo aspecto ornamental, merecem destaque P.

coccinea, P. alata, P. suberosa e P. misera, e, como espécies mais utilizadas para
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fins medicinais, citam-se P. incarnata, P. alata, P. edulis, entre outras (OLIVEIRA et
al., 1994).

A planta do maracujazeiro é trepadeira de grande porte, com crescimento
intenso e grande massa vegetativa. Seu caule na base é lenhoso e lignificado,
diminuindo o teor de lignina quando se aproxima das extremidades apicais da
planta. Na axila de cada folha se encontra uma gavinha, um botéo floral e uma
gema vegetativa. As flores sdo solitarias e protegidas por bracteas foliaceas,
apresentando gineceu e androceu. Por se tratar de uma planta trepadeira, necessita
de suporte para proporcionar boa distribuicdo dos ramos e garantir maior producao
de frutos. Os sistemas de conducdo mais utilizados séo latada e espaldeira vertical
(SILVA; SAO JOSE, 1994; LIMA, 1999).

A primeira referéncia ao maracuja no pais corresponde ao ano de 1587, no
Tratado Descritivo do Brasil, em que foi citado como “erva que da frutos”. No
entanto, acredita-se que Nic. Monardis, em 1569, foi quem descreveu a primeira
espécie do género Passiflora (FARIA; CUNHA, 2002).

O cultivo comercial do maracuja no Brasil teve inicio na década de 70, com a
espécie P. edulis Sims f. flavicarpa Deg, no entanto, foi na década de 80 que a
cultura adquiriu expressdao econbmica incentivada pela industria de suco
(BRUCKNER et al., 2002). Outras espécies tais como P. alata, P. quadrangularis, P.
caerulea e P. laurifolia, mais esporadicamente, P. ligularis, P. macrocarpa, P.
raddiana e P. capsularis, também s&o cultivadas no Brasil e na América tropical,
como fornecedoras de frutos para consumo in natura, industria de suco, e utilizacao
na farmacologia ou para uso ornamental (OLIVEIRA et al., 1994).

O maracujd pode ser consumido ao natural ou industrializado e seu suco
destaca-se entre os produzidos com frutas tropicais, tendo excelente aceitacao entre
0s consumidores, representando 67% dos sucos exportados. Mais da metade da
producdo mundial de maracuja € exportada sob a forma de suco, sendo que o
mercado de suco doce pronto para beber é ainda pequeno se comparado ao suco
concentrado (IPA, 2004). No Brasil, no entanto, 65% da producdo de maracuja
amarelo € destinada ao consumo in natura e apenas 35% destinada a
industrializac&o de suco concentrado (SALOMAO; VIEIRA; MOTA, 2001).

Muito embora o Brasil seja um dos principais exportadores de suco de
maracuja, sua participacdo no mercado internacional vem diminuindo nos ultimos

anos, dado a forte concorréncia da Colémbia, Peru e Equador. Os incentivos
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governamentais, associados ao baixo custo da mao-de-obra nesses paises, tém
proporcionado a colocacdo do suco a precos mais competitivos. O preco de
exportacdo tem oscilado entre U$ 1.400 e U$ 2.500 a tonelada. Com relacdo ao
mercado interno, o consumo de suco processado tem apresentado tendéncia de
crescimento (IPA, 2004).

Do ponto de vista sOcio-econbmico, 0 maracuja apresenta caracteristicas
interessantes no que concerne a geracao de emprego, por permitir a ocupagdo de
mao-de-obra em numero consideravel e estabilizacdo do fluxo de renda, uma vez
que é colhido por diversas vezes e de forma continuada por safra (SOUZA et al.,
2002).

Embora apresentando posicéo de destaque, 95% dos pomares brasileiros sao
representados por uma Unica espécie Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Degener
(maracuja azedo ou amarelo) (BRUCKNER et al., 2002), e a produtividade média
nacional ndo tem crescido como deveria (AGUIAR; SANTOS, 2001), estando em
torno de 10 a 15 t ha™* (MELETTI; MAIA, 1999). Essa baixa produtividade pode estar
relacionada ao plantio de uma Unica espécie, 0 que gera uma estreita base genética,
acarretando em desaparecimento gradual de cultivares de interesse local e regional,
além de implicar em vulnerabilidade as pragas e doencas. Estes aspectos tém
preocupado os melhoristas, que entendem ser imprescindivel a preservacdo do
germoplasma ainda disponivel.

Além disso, os plantios comerciais de maracuja tém sido alvo da incidéncia de
doencas, sendo as mais severas a murcha do Fusarium, a bacteriose causada pela
Xanthomonas campestris sp. pv. passiflorae e outra de etiologia desconhecida, o
‘definhamento precoce’, o que tem levado a necessidade de estudos no sentido de
desenvolver variedades e hibridos horticulturais com resisténcia ou tolerancia a
doencas.

Aliado a estes fatores, a perda de material genético também vem ocorrendo
devido ao desmatamento que se observa em todo pais, fruto do avanco imobiliario,
expansao agropecuaria, construcdo de hidrelétricas e de rodovias (CUNHA, 1999),
bem como a eliminacdo de espécies selvagens, conseqientes da expansdo de
qualguer monocultura, uma vez que a tendéncia atual da agricultura € a eliminacao
de grande parte da diversidade genética, pela utilizacdo de poucas variedades

melhoradas e uniformes.



4

Basicamente existem duas estratégias de conservacdo utilizadas
denominadas in situ, que permite a manutencdo da biodiversidade dentro do
ecossistema, preservando a dinamica evolutiva do habitat original ou do ambiente
natural, e ex situ, realizada fora do ambiente natural, e contempla a formacao de
bancos de sementes até bancos em campo, in vitro ou criopreservacao (NASS,
2001).

Por estas razOes, a realizacdo de estudos que visem desenvolver
metodologias a serem aplicadas para a conservacdo de germoplasma, consiste num
caminho racional a ser seguido na consolidacdo da cultura no ambito nacional e
mundial, por permitir avancos no melhoramento genético e outras aplicacfes futuras.

A definicdo do tamanho de parcela experimental € um dos fatores mais
importantes na experimentacdo agropecudria e varia em funcdo do experimento,
pois depende de uma série de fatores, dentre eles o local onde o experimento é
realizado. Se realizado em campo, a heterogeneidade do solo serd um dos fatores
gue mais afetara a precisao experimental. Se realizado em laboratério ou ambiente
controlado, subentende-se que os tratamentos estardo sendo influenciados de forma
homogénea pelas mesmas condi¢cdes. Mas existem outros fatores que também
influenciam a precisdo experimental, dentre eles se destacam os sistemas de
conducéo e a variabilidade genética do material trabalhado.

Em qualquer planejamento de experimentos é necesséario que o pesquisador
defina adequadamente o que ira constituir a unidade experimental ou parcela,
visando a reducéo do erro experimental. Uma das formas de tentar reduzir o erro
experimental é aumentar o nimero de repeticdes. Teoricamente, quanto maior o
namero de repeticdes, maior é a precisdo, uma vez que o aumento do niumero dos
graus de liberdade do residuo assegura maiores estimativas dos efeitos dos
tratamentos. Aliado a esse, outro fator importante € o tamanho de parcela ou da
unidade experimental.

O tamanho da unidade experimental na maioria das pesquisas é fixado pelo
pesquisador, considerando-se basicamente a natureza dos tratamentos e a
disponibilidade de recursos, sem levar em consideragao outros fatores que afetam o
tamanho e a forma das parcelas.

E de fundamental importancia na experimentacio que se conheca o tamanho
de unidade experimental capaz de possibilitar elevada precisédo dos resultados. Para

isso, a recomendacdo mais freqlente € que se faca uso de parcelas retangulares e
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pequenas, em detrimentos a parcelas quadradas e grandes (HENRIQUES NETO,
2003).

Embora se considere que quanto maior o tamanho da parcela, menor o erro
experimental e maior precisdo do experimento, essa relagdo ndo € linear. O aumento
no tamanho de parcela leva inicialmente a uma diminuicdo do erro experimental até
certo ponto, a partir do qual o ganho com precisao é muito pequeno. Deste modo, &
importante encontrar métodos de determinag¢do do tamanho 6timo de parcelas, que
minimizem os fatores aleatérios que podem afetar o experimento e os tratamentos
possam expressar 0S seus potenciais a serem avaliados de modo mais coerente e
livre de fatores perturbadores. Dentre eles, os mais utilizados sdo o Método de
Inspecao Visual da Curvatura Maxima e Método da Curvatura Maxima.

N&o foram encontrados trabalhos na literatura consultada para determinagao
do tamanho 6timo de parcelas e do numero ideal de repeticbes para experimentos in
vitro com a cultura do maracujazeiro, de modo que o Unico trabalho encontrado foi
na cultura do Crisantemo.

Face a essa lacuna de informacdo, o presente trabalho foi conduzido visando
obter informacfes a respeito do tamanho 6timo de parcelas experimentais para
avaliacao de experimentos in vitro de Passiflora sp., a partir de ensaios laboratoriais,

no municipio de Cruz das Almas, BA.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais e importancia das espécies: Passiflora edulis Sims f.

edulis, Passiflora laurifolia Linnaeus e Passiflora giberti N.E. Brown.

2.1.1 Passiflora edulis Sims f. edulis

A espécie Passiflora edulis Sims f. edulis, “maracuja roxo” ou “maracuja de
comer” apresenta folhas profundamente trilobadas. As flores possuem sépalas e
pétalas brancas, oblongas. Os filamentos da corona sao de cor purpura na base e
brancos no apice. O fruto € ovoéide ou globoso, purpura quando maduro, com casca
exterior dura e polpa doce e aromética (SILVA; SAO JOSE, 1994).

Originario do Brasil, Paraguai e norte da Argentina, e agora cultivado
comercialmente em quase todos 0s paises tropicais e subtropicais. Esta espécie
tolera uma ampla faixa de condi¢cdes climaticas e € comercialmente cultivada desde
o nivel do mar, no leste da india, até altitudes de 2500 metros no Quénia e outros
paises africanos, tolerando bem periodos frios de 5 - 13°C, sendo também apreciado
na Australia (VANDERPLANK, 2000).

De maneira geral, muito se assemelha a Passiflora edulis Sims f. flavicarpa
Deg. (maracujd amarelo), sendo que a diferenca béasica relaciona-se com a

pigmentacao da casca do fruto, por ocasido da maturacao destes.

2.1.2 Passiflora laurifolia Linnaeus

Quanto ao Passiflora laurifolia Linnaeus, apresenta folhas oblongo-ovaladas
ou oblongas, verde brilhantes, lustosas. As flores sédo odoriferas, manchadas de azul
ou pontilhadas de vermelho puarpura. As sépalas sdo verdes e vermelhas

exteriormente, branco-azuladas ou azuis internamente, oblongas. As pétalas sdo
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levemente menores do que as sépalas, branco-azuladas ou azuis internamente. Os
filamentos da corona sao listrados transversalmente de vermelho-pUrpura, azul,
violeta ou purpura e branco. O fruto € ovoéide, amarelo ou laranja quando maduro
(CUNHA; KRAMPE, 1999). Esta espécie é originaria das indias orientais, Venezuela
e leste do Brasil e seus frutos doces sdo comidos frescos e utilizadas para preparar
bebidas e sorvetes, estando na terceira ou quarta posicdo em importancia comercial

entre as espécies do género Passiflora (THOMAS, 1974).

1.1.3 Passiflora giberti N.E. Brown.

A espécie Passiflora giberti N.E. Brown. é nativa do Brasil, Paraguai e
Argentina. Apresenta folhas trilobadas, ocasionalmente com cinco lobos, flores com
sépalas brancas na parte superior, verdes e brancas na inferior, oblongas e com
pétalas brancas, levemente menores do que as sépalas. Os frutos sdo ovoides,
amarelo alaranjado quando maduros (CUNHA; KRAMPE, 1999). Planta muito
vigorosa tipica do Pantanal Matogrossense, onde ocorre em beira de matas e até
em margem de estradas a pleno sol, porém sempre em terrenos ndo encharcados.
Possui flores grandes e frutos comestiveis de cor semelhante a macas ou

alaranjada. Possui potencial para cultivo com fins ornamentais.

2.2 Melhoramento do Maracujazeiro

O melhoramento convencional do maracujazeiro tem tido pouco sucesso no
desenvolvimento de variedades. De acordo com Bruckner et al. (2002) apesar da
ampla variabilidade genética disponivel, poucos séo os relatos sobre melhoramento
genético que podem contribuir significativamente para o0 aumento de qualidade e
produtividade da cultura. A auséncia de resultados significativos é atribuida a
barreiras naturais ao melhoramento convencional relacionadas a biologia reprodutiva
do género Passiflora. Entre estas limitacdes destacam-se a auto-incompatibilidade e
conseqguente alogamia e a incompatibilidade cruzada dentro de uma mesma espécie
(OLIVEIRA; FERREIRA, 1991).

De forma geral, os trabalhos desenvolvidos no Brasil visam explorar a
maxima variabilidade genética da espécie Passiflora, mediante caracterizacao,

avaliacdo e selecao de germoplasmas superiores a fim de obter hibridos adaptados
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as condicdes edafoclimaticas das principais regifes produtoras, com énfase para
resisténcia a pragas e doencas.

Apesar das dificuldades existentes para obtencdo de cruzamentos, alguns
hibridos sexuais interespecificos tém sido produzidos, uma vez que muitas espécies
do género Passiflora possuem caracteristicas desejaveis a serem transferidas
(OLIVEIRA, 1987). De acordo com Delanoe (1991) as espécies P. candida e P.
fuchsiiflora apresentam resisténcia aos Fusarium pallidoroseum e F. solani,
enquanto P. coccinea, P. laurifolia e P. glandulosa sé@o parcialmente resistentes, e
verificou que P. cirrhiflora, P. garckei, P. edulis f. flavicarpa e P. edulis eram
altamente susceptiveis ao Fusarium.

Oliveira et al. (1982, 1983, 1986) constataram que populagdes de P.
caerulea L. e de P. serrato-digitata L., mostraram individuos tolerantes a morte
subita, doenca de causa desconhecida, enquanto que as espécies P. giberti N. E.
Brown., Passiflora sp (maracuja-cobra) e P. alata Ait, mostraram resisténcia. No
entanto, todos os acessos de P. edulis avaliados, mostraram-se susceptiveis a
morte subita das plantas (OLIVEIRA et al., 1986) e a murcha causada pelo Fusarium
(OLIVEIRA; FERREIRA, 1991).

Oliveira e Ferreira (1991) demonstraram que os hibridos entre P. edulis e P.
alata, P. giberti, P. coccinea, P. incarnata, P. caerulea e Passiflora sp (maracuja-de-
cobra) foram susceptiveis a morte subita de plantas, sugerindo que a tolerancia a
esta doenca seria controlada por genes recessivos.

A utilizacdo de porta-enxerto resistente € uma estratégia recomendada para
contornar problemas causados por doengas no sistema radicular. P. alata, P. giberti
e Passiflora sp sdo recomendados como porta-enxerto para 0 maracuja amarelo,
visando o controle de murcha do Fusarium e a morte subita, entretanto sdo
susceptiveis a nematoéides (OLIVEIRA; FERREIRA, 1991).

Com relacdo a doenca de parte aérea Oliveira e Ferreira (1991) relatam que
alguns genotipos de P. caerulea, P. maliformis L., P. giberti, e P. coccinea
apresentaram plantas tolerantes a bacteriose.

Oliveira (1987) e Oliveira et al. (1988) relataram hibridos interespecificos de
P. edulis combinado com as seguintes espécies: P. incarnata L., P. alata, P.
caerulea, P. coccinea, P. giberti, P. cincinnata, dentre outros. No entanto, estes
hibridos apresentaram baixa fertilidade.

Ha um numero limitado de pesquisas conduzidas no Brasil com relacdo a
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germoplasma e taxonomia (FERREIRA, 1998). As espécies de maracujazeiro
possuem imensa variabilidade genética disponivel, tanto inter quanto intra-
especifica, de interesse para programas de melhoramento genético e bancos de
germoplasma.

No Brasil a caracterizacdo do germoplasma vem sendo realizada por
Giacometti e Ferreira (1977); Oliveira (1980); Oliveira (1987); Oliveira et al. (1988);
Ferreira e Oliveira (1991); Meletti et al. (1992); Ferreira (1994); Meletti et al. (1994);
Meletti e Maia (1999); Cunha (1999); Soares-Scott et al. (1999).

Resultados de trabalhos de melhoramento com a cultura do maracujazeiro a
partir dos métodos de introducdo de plantas, selecdo massal, hibridacdo intra e
interespecifica e hibridacdo somatica foram apresentados por Dantas et al. (2001).

De acordo com Oliveira (1980) e Meletti et al. (1992) a variabilidade do
maracujazeiro pode ser explorada por selecdo massal. Cunha (1995) selecionou
materiais com caracteristicas agronémicas desejaveis, alta variabilidade reprodutiva
e boa compatibilidade sexual buscando atender o mercado interno de material
propagativo (sementes e mudas). Cunha (1996) verificou que a aplicacdo da selecao
massal estratificada com modificacdes em maracuja tem mostrado efeitos positivos
sobre a variabilidade genética das populacdes melhoradas com alta produtividade e
com caracteristicas agrondmicas desejaveis, passiveis de incorporacao imediata nos
sistemas de producao em uso pelo agricultor.

Maluf et al. (1989) estudaram o ganho genético via selecdo clonal e
verificaram pela alta herdabilidade, que existe grande variacdo genética para
producdo e peso meédio dos frutos. Meletti (1998), concluiu que produtividade,
tamanho, peso dos frutos e numero de sementes/fruto podem apresentar
incrementos de até 100%, apds quatro ciclos de selecdo massal com teste de
progénie.

Dentro deste contexto, os recursos das técnicas de cultivo in vitro como a
cultura de oOvulos e anteras, hibridacdo somética e transformacdo genética sao
ferramentas importantes que podem romper barreiras do melhoramento
convencional. No entanto, para 0 sucesso destas técnicas se faz necesséario a
otimizacdo e/ou desenvolvimento de protocolos que possibilitem a regeneracéo de
plantas, sua multiplicagéo clonal, bem como a conservacao de germoplasma.

Por sua vez, espécies silvestres do género Passiflora (P. laurifolia, P. nitida,

P. tenuifilla, P.mucronata, P. giberti, P. amethytina, P. quadrangularis, P.setacea, P.
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coccinea, P. caerulea, entre outras) tém apresentado, com base em estudos
preliminares, variabilidade para resisténcia as principais doencas do maracujazeiro
(Cunha et al., 2002) e também variabilidade em nivel de DNA (VIEIRA et al., 1997,
ANGEL et al., 1998, CASSIANO et al., 1998; CROCHEMORE, 2002, PIO VIANA et
al., 2003).

2.3 Micropropagacdo de espécies de Passiflora

As técnicas de cultura de tecidos vém proporcionando maior disponibilidade
de plantas de boa qualidade fitossanitaria, sendo utilizada em escala comercial para
véarias espécies de fruteiras. Monteiro-Hara (2000) relata a propagacao clonal a partir
de matrizes superiores, a micropropagacdao de porta-enxertos e limpeza
fitossanitaria de clones, como contribuicdes imediatas das técnicas de cultivo in vitro
na cultura do maracujazeiro.

A micropropagacdo em Passifloraceae tem sido reportada por Moran Robles
(1978), Kantharajah e Dodd (1990), Dornelas e Vieira (1990), Drew (1991), Kawata
et al. (1995) e Gill et al. (2003), sendo a grande maioria dos trabalhos realizada com
P. edulis e P. edulis f. flavicarpa.

Em geral, o tipo de explante mais utilizado na micropropagagao do
maracujazeiro sdo os segmentos nodais (KANTHARAJAH; DODD, 1990; DREW,
1991; KAWATA et al., 1995; FARIA; SEGURA 1997) e apices caulinares (FARIA;
SEGURA, 1997; JUNGHANS et al., 2002). A grande vantagem destes tipos de
explante é que por envolver 6rgdos meristematicos pré-formados, propicia uma
maior estabilidade genética das plantas micropropagadas.

A regeneracdo de plantas in vitro a partir de outros tipos de explante, tais
como cotilédone, disco foliar, hipocétilo, também podem ser utilizados para a
micropropagacao, desde que a morfogénese ocorra por organogénese ou
embriogénese somatica de forma direta, ou seja, sem que ocorra a formacao de
calo, evitando assim a ocorréncia de variantes somaclonais. Esta caracteristica
apesar de desejavel para trabalhos de melhoramento é extremamente prejudicial
quando da conservacao e multiplicagdo clonal, pois a estabilidade genética deve ser
mantida.

Para o éxito do cultivo in vitro devem ser levados em consideracdo 0s

principais fatores que influenciam a expressédo da morfogénese, tais como o tipo de
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explante, gendtipo do material cultivado, meio de cultura e condices ambientais

onde a cultura serd mantida.

2.3.1 Estabelecimento in vitro

O estabelecimento in vitro de plantas consiste em introduzir os explantes no
meio para inicio do desenvolvimento. Cada espécie ou variedade possui um
protocolo adequado para o seu estabelecimento.

Esse protocolo é formado pelo conjunto de procedimentos biotecnoldgicos
que envolvem o estabelecimento in vitro. Nele deve constar o meio de cultura
adequado com todas as concentragdes de nutrientes.

Esses protocolos poderao ser diferentes a depender da espécie, variedade e
tipo de explante utilizado. Portanto, devem estar disponiveis na literatura protocolos
de assepsia para explantes obtidos por sementes, folhas, gemas, segmentos
internodais etc., bem como protocolos para germinagao de sementes das diversas
espécies, protocolos de regeneracdo de novo de plantas a partir de cotilédones,
hipocatilos, folhas e de segmentos internodais e desenvolvimento de plantas a partir
de apices meristeméticos e gemas.

O estabelecimento de plantas de maracuja in vitro pode ser um grande aliado
ao melhoramento genético de plantas, uma vez que se pode escolher gendtipos
superiores para retirada dos explantes. Os explantes vegetativos podem ser obtidos
no campo ou em casa de vegetacdo, podendo ser apices meristematicos de caule,
segmentos nodais, gemas preexistentes no explante ou de outros explantes do qual
sera necessario obter a organogénese adventicia ou de novo.

Dornelas e Vieira (1994), reportaram a regeneracdo de plantas através da
organogénese direta de cinco espécies de Passiflora (P. amethystina, P. edulis var.
flavicarpa, P. giberti, P. maliformis e P. mollissima). Os autores obtiveram 57 brotos
por cotilédone e de 18 a 48 brotos por hipocétilo e segmento foliar, respectivamente,
para a espécie Passiflora edulis f. flavicarpa.

Posteriormente Faria e Segura (1997), Gloria et al. (1999), Hall et al. (2000)
e Gill et al. (2003), também relatam a regeneragdo de plantas a partir de hipocatilo,
folhas e cotilédones. Muitas outras técnicas de cultivo in vitro também vém sendo
utilizadas na cultura de Passiflora incluindo a regeneracdo de plantas a partir de
discos foliares (MONTEIRO-HARA, 2000), protoplastos (DORNELAS; VIEIRA, 1993;
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VAZ D'UTRA et al., 1993; OTONI et al., 1995, ANTHONY et al., 1999) e cultura de
endosperma (GUZZO et al., 2004).

2.3.2 Conservacao in vitro

A conservagdo in vitro por cultura de tecidos, apesar de manter o
germoplasma conservado por médio prazo, € uma metodologia que vem sendo
aperfeicoada na manutencdo dos bancos ativos de germoplasma. Nas chamadas
colecbes de base, os gendtipos sdo conservados por longos periodos, e, nesse
processo o material ndo € utilizado em pesquisas, cessao e intercambio.

As vantagens de um banco ativo de germoplasma in vitro sdo inUmeras em
relacdo a conservagao no campo, tais como: menor risco de perda do germoplasma,
maior qualidade fitossanitaria, reducdo no custo de manutencdo, rapida
multiplicagdo e armazenamento, menor necessidade de espaco, disponibilidade
imediata para propagacao e facilidade de intercambio, além de significar mais uma
alternativa de conservacao para 0 maracujazeiro e suas espécies relacionadas

Um dos problemas da cultura in vitro € a baixa taxa de micropropagacdo em
algumas espécies, além dos altos custos com méo de obra, j& que € necessario
realizar repicagens periddicas e constantes do material. Deste modo é essencial que
se faca a selecdo adequada de explantes com maior capacidade organogenética e
gue se tome os devidos cuidados para que esses explantes sejam introduzidos no
meio de cultura adequado.

A obtencdo das plantulas para a conservacado se realiza por meio da
multiplicacdo in vitro dos acessos a serem introduzidos, sendo necessario,
entretanto, adequar condi¢des para retardar o crescimento das plantulas, ja que uma
das desvantagens desta técnica € a necessidade de subcultivos periédicos, o que a
torna ndo so laboriosa, mas também onerosa.

A fim de reduzir a velocidade de crescimento do germoplasma
micropropagado e diminuir o custo de manutencao das cole¢des in vitro, € possivel
adotar diversas técnicas para minimizar o crescimento in vitro, como a adicdo de
alguns compostos ao meio de cultivo, mas deve-se levar em consideragdo que a
adicdo desses e o0 intervalo entre os subcultivos, ndo devem comprometer a

qualidade e viabilidade dos explantes.
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Os principais métodos de conservacao in vitro consistem em se manter a
cultura sob taxas de crescimento limitado, por meio da reducédo de temperatura de
incubacgédo, aplicacdo de compostos que provocam estresse osmético e inibidores de
crescimento no meio de cultura, e criopreservacao, em que o material armazenado é
exposto a temperaturas muito baixas (-196°C), onde todos os processos metaboélicos
sao inativados (WITHERS, 1983; MORALES et al., 1997).

A reducdo da temperatura pode ser uma alternativa para a conservagao in
vitro de células e Orgdos de plantas. Essa reducdo, aliada a diminuicdo na
concentracdo dos macronutrinuentes e micronutrientes e da concentracdo de
sacarose do meio de cultura, tém sido estratégias que, ao serem aplicadas
conjuntamente, vém obtendo sucesso no estabelecimento de condi¢cbes favoraveis a
conservacgao in vitro em varias culturas.

Diversos autores tém utilizado essa técnica e obtido sucesso em algumas
fruteiras como macieira, pereira, ameixeira e cerejeira (WILKINS et al., 1988); videira
e morangueiro (DODDS; ROBERTS, 1993); kiwizeiro (MONETTE, 1986); abacaxi
(ZEE; MUNEKATA, 1992) e maracujazeiro (GONCALVES et al., 2003).

Os fitormbnios e os reguladores osmoticos sdo pouco adicionados aos meios
de cultura por serem substancias dispendiosas e para se manter a integridade
genética do material, uma vez que os fitormdnios sdo agentes responsaveis por
provocar variacdo somaclonal, fendbmeno que compromete a fidelidade genética do
germoplasma.

Varios sdo os agentes osmoéticos utilizados como retardantes de crescimento,
tais como manitol, sorbitol e sacarose, dentre outros. Segundo Lemos et al. (2002)
combinacdes de temperatura com reguladores osmoéticos/fontes de carbono
influenciaram significativamente na manutencédo da viabilidade dos explantes de
cana de acucar conservados in vitro por trés meses.

Os fitoreguladores tém apresentado grande potencial de utilizagdo na cultura
in vitro em funcdo de seus efeitos sobre diferentes processos fisiolégicos das
plantas. O acido abscisico, por atuar bloqueando a acdo de horménios promotores
de crescimento, como auxinas e giberelinas, seria uma alternativa para ser utilizado
em protocolos de conservagéao.

Varios tecidos e 06rgdos podem ser empregados, porém na maioria dos
protocolos opta-se pelo emprego de meristemas, pois este tipo de explante

possibilita menor ocorréncia de alteracdes genéticas, séo livres de patdgenos, na
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maioria das vezes, melhores para a micropropagacao e mais resistentes as baixas
temperaturas.

Apesar da grande aplicabilidade da conservacéo in vitro, poucos Sao 0s
bancos de germoplasma in vitro de espécies frutiferas. Mundialmente existem 540
acessos de maracuja dos quais 94% séo conservados em condi¢cdes de campo e
apenas 6% na forma de sementes ou in vitro (IBPGR, 1992 e IBPGR, 1989). No
Brasil encontra-se 305 acessos que compreendem 8 colec¢des principalmente de
Passiflora edulis (FERREIRA, 2004), das quais o Departamento de Genética da
ESALQ/USP dispde sob condi¢cdes in vitro, de 20 espécies silvestres, acessos
comerciais de maracuja azedo e hibridos somaticos obtidos por fusdo de
protoplastos (VIEIRA, 2000). A Embrapa Mandioca e Fruticultura mantém o Banco
Ativo de Germoplasma, em campo, de Passiflora spp contando atualmente com 62
acessos (FARIA; CUNHA, 2002).

2.3.3 Multiplicagéo in vitro de Passiflora

A cultura de tecidos de plantas perenes requer a incubacdo do material em
um ambiente artificial favoravel ao crescimento. Entretanto as condi¢des in vitro
podem ser deletérias ao desenvolvimento normal das plantas (INFANTE et al.,
1994). As limitacdes s&o a densidade de fluxo radiante, a umidade relativa elevada,
limitacbes na troca gasosa (INFANTE et al.,, 1989), balanceamento hormonal
adequado (DORNELAS; VIEIRA, 1994), o que contribue para a baixa atividade
fotossintética, numero reduzido de feixes vasculares, estdbmatos pouco funcionais e
cuticula pouco espessa (INFANTE et al., 1994).

No entanto, para o uso pratico da micropropagacao € necessario otimizar as
condicbes de incubacdo da cultura para cada espécie e/ou variedade. Dentre os
fatores que mais influenciam para a maximizacdo do potencial genotipico na
multiplicagéo in vitro, estdo os fitoreguladores, em especial as citocininas, como a 6-
benzilaminopurina (BAP).

As citocininas sao utilizadas para estimular a divisdo celular, atuando desta
forma na morfogénese (GEORGE, 1996). No maracujazeiro, a adigdo de citocinina
ao meio é capaz de promover a regeneracdo de gemas, provavelmente pela
quantidade endogena de auxina ja ser suficiente para a diferenciacdo (MORAN
ROBLES, 1979; BIASI et al., 2000; LIMA et al., 2000), pois mesmo na auséncia de
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fitoreguladores ha a formacdo de calo nos explantes (SCORZA; JANICK, 1976;
BIASI et al., 2000).

A adicao de citocinina no meio de cultura pode promover um efeito benéfico
por causa de um fendmeno conhecido por mobilizagdo de nutrientes induzida por
este fitoregulador cuja acdo promove o movimento de nutrientes para a folha a partir
de outras partes da planta. De acordo com Taiz e Zeiger (2004) a sua adicao
também promove o desenvolvimento de cloroplastos e retarda a senescéncia foliar.

Os principais reguladores de crescimento utilizados nesta fase séo as
citocininas, porém, ndo ocorrendo crescimento satisfatério das plantas, pode ser
necessario o uso de auxinas e/ou giberelinas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O uso de auxinas no meio de multiplicacdo ndo é necessério. Associacdes de
citocininas e auxinas as vezes podem provocar uma menor multiplicacao
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), mas podem ser utilizadas com o objetivo de
estimular o alongamento das brotacfes para posterior enraizamento.

Para o estabelecimento de um eficiente controle no crescimento e na
diferenciacdo das culturas in vitro, € necessario um adequado balanco entre auxinas
e citocinas. Normalmente, as concentracdes de auxinas sao inferiores as das
citocininas, mantendo o balan¢o auxina/citocinina menor que um. Quando o nivel de
auxina em relacdo ao de citocinina é alto, ocorre a formacao de raizes. Na situacao
oposta, ocorre a formacéo de brotos e quando as propor¢cdes sdo aproximadamente
iguais, uma massa de calo é produzida (KRIKORIAN, 1995).

2.4 Tamanho de parcelas experimentais

Um pesquisador ao instalar um experimento, basicamente, esta preocupado
em estimar, com a maior precisao possivel, o efeito dos tratamentos sobre o material
a ser investigado. O tamanho e a forma da parcela experimental, 0 nimero de
repeticdes, a forma de bloco, o delineamento experimental, as falhas de plantas nas
parcelas e a forma de conducdo do experimento constituem preocupacdes para o
planejamento experimental e a caracterizacdo adequada desses fatores contribui
para auferir precisdo nos ensaios experimentais.

As diferencas entre os tratamentos sdo estimadas a partir de testes de
significancia baseados no erro experimental. Steel e Torrie (1980) definem o erro
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experimental como a variacdo devida ao efeito dos fatores ndo controlados ou que
ocorrem ao acaso, de forma aleatoria.

Ao enfatizar as formas de controle do erro experimental gerado pela
heterogeneidade das unidades experimentais, deve-se dedicar atencdo a algumas
praticas, tais como a execucao de experimento em branco, para adequar a area
experimental escolhida ao delineamento, ao tamanho e forma de parcela, ao nimero
de repeticdes e de tratamentos com a preciséo desejada.

A precisdo de um experimento est4 estreitamente relacionada ao erro
experimental, uma medida da variagcdo nao controlada ou aleatéria que ocorre entre
parcelas que receberam o0 mesmo tratamento, e representa o desempenho
diferenciado daquelas parcelas (FISHER, 1960).

O erro experimental interfere diretamente na andlise e na conclusdo dos
experimentos, pois quanto maior for esse erro, as diferencas entre os tratamentos
poderdo ndo ser detectadas na andlise realizada com a estatistica F, levando a néao
discriminagdo das diferencas significativas entre as médias dos tratamentos pelos
testes de significancia (LUCIO et al., 2004).

Independente do ambiente em que se fara a experimentacédo, geralmente o
objetivo é a reducao do erro experimental. Este consiste na variancia existente entre
unidades experimentais que receberam o mesmo tratamento é estimado mediante a
aplicacdo da repeticdo, um dos principios da experimentacdo (STORCK et al.,
2005).

O erro experimental pode advir de varias fontes, como a heterogeneidade do
material experimental, as competi¢cdes intra e interparcelar (STORCK et al., 2005).
De modo a diminuir o erro experimental, requisitos como numero de repeti¢des,
selecdo dos tratamentos, heterogeneidade do material experimental, diferenca no
namero de plantas dentro da parcela, tipo de tratamento aplicado, tratos culturais,
manejo e controle de pragas, doencas e plantas daninhas, amostragem na parcela
e, principalmente, heterogeneidade das unidades experimentais devem ser
atendidos (GOMEZ; GOMEZ, 1984).

O controle do erro experimental pode ser obtido com o delineamento
experimental, tamanho, forma e o numero de repeticbes das parcelas adequados, 0
que promovera reducdo no erro decorrente da heterogeneidade das parcelas,
maximizando as informacdes obtidas num experimento (STEEL; TORRIE; DICKEY,
1997).
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Em experimentos com biotecnologia, € de fundamental importancia que os
resultados apresentados na literatura sejam caracterizados pela consisténcia dos
dados e pela repetibilidade dos protocolos experimentais. Embora esses
experimentos sejam instalados em condi¢cdes controladas, 0os materiais biolégicos
utiizados com maior frequéncia, como o0s explantes, sdo muito sensiveis as
pequenas alteracbes dos fatores ndo controlados (IZQUIERDO; LOPEZ, 1991).
Dessa forma, atencdo especial deve ser dada na fase de planejamento do
experimento, no qual serdo definidos o tamanho da parcela experimental e o numero
de repeticdes a serem utilizadas.

Nos programas de melhoramento, a diminuicdo do erro experimental em
funcdo do numero de plantas por parcela e de repeticdes € de grande interesse,
uma vez que promove a reducdo da variancia fenotipica, contribuindo para aumento
do coeficiente de herdabilidade, e, conseqientemente, para maiores progressos
genéticos com selecdo (EBERHART, 1970).

A relagcdo entre tamanho da parcela e erro experimental € inversa (SMITH,
1938; HATHEWAY, 1961; LE CLERG et al., 1962), o que equivale a uma reduc¢ao na
variacdo com o0 aumento do tamanho da parcela (SASMAL; KATIAL, 1980;
ROSSETTI; PIMENTEL-GOMES, 1983; ZHANG et al., 1994; BANZATTO; KRONKA,
2006; FERREIRA, 2000), embora, impligue aumento dos custos (ZHANG et al.,
1994).

O uso de parcelas grandes tem sido associado a adocdo de poucas
repeticbes, representando um risco para a precisdo experimental (ROSSETI;
PEREIRA; PIMENTEL GOMES, 1986; PIMENTEL GOMES, 2000). Uma forma de
minimizar o erro experimental consiste na utilizagdo de um maior numero de
repeticbes, combinado com parcelas menores. A principio, quanto maior 0 nimero
de repeticbes, melhor o experimento. Existem varios fatores, entretanto, que
influenciam no numero de repeticdes e discussfes sobre esses fatores séo
encontradas em inimeros trabalhos (MARQUES JUNIOR, 1997).

Todavia, 0 ganho de precisdo com o aumento do tamanho da parcela ou a
taxa de decréscimo na variagcdo diminui quando a parcela torna-se muito grande
(GOMEZ; GOMEZ, 1984; ZHANG et al., 1994), e, a partir do tamanho ideal, o
aumento na precisdo decresce rapidamente com incrementos no tamanho
(CHAVES, 1985; BANZATTO; KRONKA, 2006).
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Diversos autores tém mostrado a existéncia de uma relacéo inversa entre o
tamanho da parcela e o erro experimental (DAY, 1920; SMITH, 1938; STEEL;
TORRIE; DICKEY, 1997; HATHEWAY, 1961; LE CLERG et al., 1962; LE CLERG,
1967). Desta forma, o aumento no tamanho da parcela leva a diminuicdo da
variacdo entre parcelas. No entanto, tal diminuicdo ndo € proporcional ao tamanho
da parcela (LE CLERG, 1967) e pouco ganho em precisdo € obtido com o
incremento no tamanho de unidades experimentais ja suficientemente grandes.

Na opinido geral dos estudiosos, o aumento no tamanho da parcela provoca
um reducdo do erro experimental, porem essa reducdo ndo é proporcional ao
aumento. Para Ferreira (2000) a area das parcelas limita 0 numero de repeticoes,
diminuindo & medida que se aumenta a area da unidade experimental, mas isso nao
deve ser proporcional, pois, € preferivel sacrificar a area da parcela em favor do
namero de repeticdes.

Diversos autores tém constatado que maior precisdo experimental € obtida
usando-se mais repeticbes de parcelas menores, comparativamente a menos
repeticdes de parcelas maiores, conforme o0s experimentos em campo realizados
por: Crews et al. (1963) com a cultura do fumo, Ribeiro et al. (1984) em caupi e
milho, Silva et al. (1987) com milho irrigado, Henriques Neto (2003) com trigo,

Oliveira e Estefanel (1995) com a batata, Viana (1999) com a mandioca.

2.4.1 Métodos para estimar o Tamanho 6timo de parcelas

O estabelecimento de um tamanho 6timo de parcela € uma das maneiras de
se aumentar a precisdo experimental e, conseqientemente, maximizar as
informacfes obtidas em um experimento. Storck (1979) apresenta uma revisao
sobre os principais métodos para determinar o tamanho 6timo de parcelas.
Basicamente, os diversos métodos relacionam o tamanho da parcela e a variagdo
residual.

Diversos trabalhos, com inUmeras espécies, tém sido conduzidos em campo
visando estabelecer o tamanho 6timo de parcelas experimentais e 0 niumero de
repeticbes adequado: arroz (IGUE et al., 1972); milho (STORCK, 1979; STORCK et
al., 2004); soja (PIGNATARO; GONCALVES, 1972; STORCK et al., 1982; MARTIN
et al., 2005); feijao (BERTOLUCCI, 1991), eucalipto (PIMENTEL GOMES; COUTO,
1985; ZANON ; STORCK, 1997; ZANON ; STORCK, 2000; SILVA et al., 2003;
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SIMPLICIO et al., 1996), bananeira (GENEZI et al., 1980), seringueira (ROSSETTI,;
PIMENTEL GOMES, 1987), cajueiro comum (ROSSETTI et al., 1991), cajueiro anao
precoce (ROSSETI; BARROS; ALMEIDA,1996), mandioca (VIANA et al., 2002),
mamoeiro (LIMA et al., 2007), mangueira (LEDO et al., 2004).

A justificativa para determinacdo do tamanho 6timo de parcela experimental
baseia-se no fato de que, parcelas com tamanhos excessivos tornam o trabalho
dificil e oneroso, enquanto que as de tamanho inferiores oferecem informagdes
suficientemente precisas para servirem de base nas recomendacfes técnicas. Os
métodos estatisticos visam estimar o tamanho mais conveniente de parcela, a partir
de ensaios de uniformidade ou em experimentos que incluem efeitos de tratamentos.

Véarios métodos sdo empregados para estimar o tamanho da parcela
experimental e a maioria deles esta baseado na utilizacdo de ensaios em branco,
também conhecidos como ensaios de uniformidade, nos quais toda a area
experimental é plantada com uma unica cultivar, utilizando-se praticas idénticas de
cultivo, sem efeitos de tratamentos.

Gomez e Gomez (1984) e Viana (1999) utilizaram os métodos da Inspecao
visual da curvatura maxima, meétodo empirico de Smith, método da curvatura
maxima.

Paranaiba (2007) trabalhou com o método da curvatura maxima do
coeficiente de variacdo, inspecao visual da curvatura maxima, método da curvatura
maxima e com o modelo linear segmentado com platdé nas culturas do arroz, trigo e

mandioca.

2.4.1.1 Método da Maxima Curvatura

Um método freqiientemente utilizado e que também tem aplicacdo em dados
provenientes de um ensaio em branco, € o da maxima curvatura. Consiste em
construir um grafico de duas dimensdes no geral, no eixo das abscissas sao
tomados os diferentes tamanhos de parcela (X) e no eixo das ordenadas os
respectivos coeficientes de variacdo em porcentagem da média (CVy). Determina-se
graficamente, por inspe¢do, o ponto de méxima inflexdo da curva resultante; este
denomina-se ponto de maxima curvatura, cujo valor da abscissa corresponde ao

tamanho 6timo de parcela.
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Esse método foi criticado por Smith (1938), pelo fato de ndo levar em
consideracdo 0s custos gerados com os diferentes tamanhos das unidades
experimentais e ser inconsistente, ndo produzindo sempre os mesmos resultados.
Mostrou que a regido da maxima curvatura depende do tamanho das unidades
basicas e da escala de mensuracdo das coordenadas e, assim, mudando-se um
desses fatores, o melhor tamanho de parcela também se altera.

A lei empirica de Smith (1938), que estabeleceu uma relagéo entre a variancia
e o tamanho de parcela, foi a precursora de varios métodos de determinacdo do
tamanho de parcela. Essa relacédo é descrita como sendo VU(x) = V1x®, na qual
VU(x) € a variancia por unidade basica da parcela com x unidades béasicas de
tamanho; V; é a variancia entre as parcelas com uma unidade basica de tamanho; e,
b é o indice de heterogeneidade do solo. A proximidade do valor de b com a unidade
indica alta heterogeneidade na area experimental e, nestes casos, recomenda-se 0
uso de parcelas maiores.

Atualmente, dentre os métodos mais utilizados para a estimagédo do tamanho
otimo de parcela, cita-se o método grafico da maxima curvatura entre os coeficientes
de variacdo (CV(x)) e os respectivos tamanhos (x) de parcelas (SMITH, 1938) e o
método da méxima curvatura, que estima o tamanho 6timo de parcela a partir da
derivacdo da funcdo CV(x) = A.X® (MEIER; LESSMAN, 1971). Também existem
duas formas de estimar o tamanho 6timo de parcela por derivacdo das funcbes
CV(x) e VU(x), variancia por unidade basica para parcelas de X unidades basicas,
descritos por Thomas (1974). Além desses, existem outros métodos aplicados por
varios autores (STORCK, 1979; BAKKE, 1988; ZANON, 1996; REZENDE; SOUZA
JUNIOR, 1997).

O método da maxima curvatura consiste em plotar quaisquer dos indices de
variabilidade citados, como os valores percentuais dos coeficientes de variacao (CV)
dos diferentes caracteres avaliados, para os varios tamanhos de parcelas pré
estabelecidos, contra seus respectivos tamanhos (x) de parcelas num sistema de
eixos coordenados, obtendo-se uma curva que representa a relacéo inversa entre
estas variaveis (x, CV). Posteriormente é tracada uma curva a mao-livre (FEDERER,
1963) e 0 seu ponto da maxima curvatura é localizado por inspecdo visual,
adotando-se como tamanho 6timo o valor correspondente a abscissa do ponto de

maxima curvatura.
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Outro aspecto critico desse método é a determinacdo visual do ponto
correspondente ao tamanho 6timo da unidade experimental, 0 que constitui uma
fonte de erro e discrepancia na estimativa do tamanho da parcela, uma vez que, hao
existe um critério Unico de determinacdo desse ponto na curva. A interpretacdo varia
com o autor, por exemplo, para Le Clerg (1967), o ponto da maxima curvatura € o
ponto sobre a curva em que ocorre maior taxa de mudanca no indice de variacao
por incremento de tamanho de parcela. Para Rossetti (1979) é o ponto no qual o raio
da curva € menor e para Bakke (1988) é o ponto que representa a maior distancia

perpendicular em relagdo a uma reta unindo as extremidades da curva.
2.4.1.2 Método da Maxima Curvatura modificado

Com objetivo de eliminar a influéncia da escala dos eixos coordenados na
determinacdo do ponto de maxima curvatura Lessman e Atkins (1963) propuseram
uma alteragcdo no método da maxima curvatura incorporando o coeficiente de
heterogeneidade do solo de Smith (1938), pelo estabelecimento de uma relagéao
entre coeficiente de variacdo (CV) e o tamanho da parcela, representada por uma
equacao de regressao do tipo potencial y= a/xb , €M que y representa o coeficiente
de variacao, e x correspondente ao tamanho da parcela em unidades basicas. Essa
alteracdo foi denominada método da maxima curvatura modificado (MEIER;
LESSMAN, 1971; BAKKE, 1988) e reside em determinar algebricamente o ponto em
que a curvatura € maxima.

A equacgéo geral y:a/xb, define a relacdo entre a variancia da variavel

resposta a ser estudada por area unitaria e o tamanho de parcela em unidades

1

V
basicas, VXZF (LESSMAN; ATKINS, 1963) e, também, a relagdo entre o

coeficiente de variacdo e o tamanho da parcela, quando as constantes apropriadas a

e b sdo conhecidas. Os coeficientes de variacdo sdo estimados nos ensaios em

. ~ NEH 2 A -
branco utilizando-se a expressdo CV, =Y x100, sendo V. =S;a variancia e Xa
X

média da producao das parcelas de x unidades basicas (LESSMAN; ATKINS, 1963;

BAKKE, 1988), e justifica o uso da equacdo geral para relacionar o coeficiente de
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o
variacdo e o tamanho da parcela, ou seja, CV, :F’ como ilustra Bakke (1988). Os

parametros a e b podem ser estimados pelo método dos minimos quadrados

ponderados pelos respectivos nimeros de graus de liberdade. Assim, para a fungéo

a L. : ~ :
CV, = 0 ponto de maxima curvatura pode ser estimado pela expressao sugerida

por Meier e Lessmam (1971): X, = exp{[L/(2b +2)]log[(ab)?(2b+1) /(b +2)]}, em que a

€ o coeficiente de regressao (intercepto); e b, coeficiente de regressao (inclinacéo).
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TAMANHO OTIMO DE PARCELAS PARA EXPERIMENTOS APLICADOS AO
ESTABELECIMENTO IN VITRO DE TRES ESPECIES DO GENERO PASSIFLORA



TAMANHO OTIMO DE PARCELAS PARA EXPERIMENTOS APLICADOS AO
ESTABELECIMENTO IN VITRO DE TRES ESPECIES DO GENERO PASSIFLORA

Resumo — Este trabalho teve por objetivo determinar o tamanho 6timo de parcelas
em experimentos de estabelecimento in vitro de maracuja roxo P. edulis Sims f.
edulis, P. giberti N. E. Brown. e P. laurifolia L. Para cada espécie foram conduzidos
ensaios de uniformidade com duas concentracdes de sais do meio de cultura (MS e
% MS) e em cada ensaio realizaram-se avaliagbes aos 45, 75 e 105 dias apés
incubacdo dos explantes. Em cada avaliacdo e meio de cultura foram simulados
diversos tamanhos de parcelas, variando de uma (1) unidade basica até 50 por
parcela, sendo cada unidade bésica constituida por uma planta. Para a estimacgéo
do tamanho 6timo de parcelas empregou-se o0 método da maxima curvatura
modificado. Em experimentos de estabelecimento in vitro o tamanho o6timo de
parcela recomendado deve ser o de 11 explantes para P. edulis Sims f. edulis, de 15

explantes para P. giberti N. E. Brown. e de 9 explantes para P. laurifolia L.

Termo para Indexacédo: P. edulis Sims f. edulis, precisdo experimental, erro

experimental, coeficiente de variacao, ensaio de uniformidade.

OPTIMAL SIZE OF PLOTS FOR EXPERIMENTS WITH IN VITRO
ESTABLISHMENT OF THREE SPECIES OF THE PASSIFLORA GENUS

Abstract — The objective of this work was to determine the optimal size of plots of
Passiflora Edulis, P. Laurifolia e P. Giberti N. E. Brown, with in vitro establishment
experiments. Two uniformity essays with the species were conducted, two
concentration of salts and nutrients of the MS medium (MS e % MS). Various sizes
and plot forms, whereas each plant was considered as the basic unit, were
simulated. For the estimation of the optimal size of plots, the methods of maximum
modified curvature was employed. It can be concluded that for the specie and
variables studied, the optimal plot size should be formed with 11 explants for P.
edulis Sims f. edulis, 15 explants for P. giberti N. E. Brown and 9 explants for P.

laurifolia L.
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Index terms: P. edulis Sims f. edulis, experimental precision, experimental error,

variation coefficient, uniformity essay.

INTRODUCAO

O género Passiflora, essencialmente americano, € constituido por
aproximadamente 630 espécies conhecidas (VANDERPLANK, 2000), dessas 152
espécies sdo procedentes da parte Central e Norte do Brasil com cerca de 64
espécies de frutos comestiveis (SAO JOSE et al., 1997).

No Brasil existe um grande nimero de plantas nativas do género Passiflora,
conhecidas como maracuja, mas apenas duas delas possuem interesse comercial:
Passiflora edulis, utilizada para suco e Passiflora alata, conhecida como “maracuja
doce” (DOYAMA et al, 2005).

A espécie Passiflora edulis Sims f. edulis, maracuja roxo é originario do Brasil,
Paraguai e norte da Argentina, e agora cultivado comercialmente em quase todos 0s
paises tropicais e subtropicais. De maneira geral, muito se assemelha a Passiflora
edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracuja amarelo), sendo que a diferenca basica
relaciona-se com a pigmentacdo da casca do fruto, por ocasido da maturacao
destes.

A espécie Passiflora laurifolia Linnaeus é originaria das Indias orientais,
Venezuela e leste do Brasil e seus frutos doces sdo comidos frescos e utilizados
para preparar bebidas e sorvetes, estando na terceira ou quarta posicdo em
importancia comercial entre as espécies do género Passiflora.

A espécie Passiflora giberti N.E. Brown. é nativa do Brasil, Paraguai e
Argentina. Apresenta frutos ovoides, amarelo alaranjado quando maduros (CUNHA;
KRAMPE, 1999). Planta muito vigorosa tipica do Pantanal Matogrossense, possui
flores grandes e frutos comestiveis de cor semelhante a macads ou alaranjada.
Possui potencial para cultivo com fins ornamentais.

Fisher (2003), Meletti (2001) e Menezes (1994) relataram a resisténcia de
P.nitida, P. caerulea, P. laurifolia, alguns acessos de P.suberosa, P. alata, P.
coccinea, P. giberti e P. setacea a morte prematura e a outras doencas causadas
por patdgenos do solo.

Espécies silvestres do género Passiflora tém apresentado, com base em

estudos preliminares, variabilidade para resisténcia as principais doencas do
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maracujazeiro (CUNHA; BARBOSA; JUNQUEIRA, 2002). Oliveira et al. (1982, 1983,
1986) constataram que a espécie P. giberti N. E. Brown. mostrou resisténcia a morte
subita, doenca de causa desconhecida. No entanto, todos os acessos de P. edulis
avaliados, mostraram-se susceptiveis a morte subita das plantas (OLIVEIRA et al.,
1986). Ja Oliveira e Ferreira (1991) demonstraram que os hibridos entre P. edulis e
P. giberti, foram susceptiveis a morte subita de plantas, sugerindo que a tolerancia a
esta doenca seria controlada por genes recessivos. Com relacdo a doenca de parte
aérea Oliveira e Ferreira (1991) relatam que alguns genotipos de P. giberti N. E.
Brown apresentaram plantas tolerantes a bacteriose.

O estabelecimento in vitro de plantas consiste em introduzir os explantes no
meio para desenvolvimento, para isso € necessario conhecer o protocolo de
estabelecimento adequado para cada espécie. Esse protocolo é formado pelo
conjunto de procedimentos biotecnolégicos que envolvem o estabelecimento in vitro
nele deve constar o meio de cultura adequado com todas as concentracfes de
nutrientes.

O estabelecimento de plantas de maracuja in vitro pode ser um grande
aliado ao melhoramento genético de plantas, uma vez que se pode escolher
genotipos superiores para retirada dos explantes. A micropropagacdo em
Passifloraceae tem sido reportada por, Kantharajah e Dodd (1990), Dornelas e Vieira
(1993), Drew (1991), Kawata et al. (1995) e Gill et al. (2003), sendo a grande maioria
dos trabalhos realizada com P. edulis e P. edulis f. flavicarpa.

Em experimentos com biotecnologia, € de fundamental importancia que os
resultados apresentados na literatura sejam caracterizados pela consisténcia dos
dados e pela repetibilidade dos protocolos experimentais. Embora esses
experimentos sejam instalados em condicdes controladas, os materiais bioldégicos
utiizados com maior frequéncia, como 0s explantes, sdo muito sensiveis as
pequenas alteragdes (IZQUIERDO; LOPES, 1991). Dessa forma, atencédo especial
deve ser dada na fase de planejamento do experimento, no qual serdo definidos o
tamanho da parcela experimental e 0 nimero de repeticdes a serem utilizados.

Com a necessidade de se detectar diferencas significativas entre tratamentos,
devem-se planejar experimentos que permitam a obtencdo de resultados com uma
boa precisdo experimental. Dentre os fatores que influenciam a precisdo nos ensaios

experimentais destaca-se o tamanho da parcela.
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O tamanho ideal da parcela depende da relacdo entre os custos fixos e 0s
custos variaveis para a implantacdo do experimento, assim como das condi¢cfes
experimentais (HATHEWAY; WILLIAMS, 1958). Deste modo, o tamanho 6timo de
parcela assume grande importancia, pois parcelas pequenas aumentam o numero
de repeticbes, enquanto que parcelas grandes apresentam menor variancia e sao
estatisticamente mais desejaveis (DURNER, 1989).

Véarios sdo os métodos empregados para estimar o tamanho da parcela
experimental, a maioria deles com a utilizacdo de ensaios de uniformidade, a partir
dos quais sao calculados a variancia e o coeficiente de variacao para as diferentes
dimensdes de parcela avaliadas. Os métodos da maxima curvatura e da maxima
curvatura visual sdo os mais utilizados para estimar o tamanho 6timo de parcela.

Na literatura consultada ndo foram encontrados referéncias especificas sobre
a determinacdo de tamanho de parcelas em experimentos com estabelecimento in
vitro; os trabalhos aplicados ndo fazem citagdo ao porque de se utilizar determinado
tamanho de parcelas. Desse modo, este estudo objetivou a determinacdo do
tamanho 6timo de parcelas em experimentos de estabelecimento in vitro com as
espécies P. edulis Sims f. edulis, P. giberti N. E. Brown. e P. laurifolia L. utilizando o
método da méaxima curvatura modificado, com a finalidade de propiciar a obtencéo

de resultados de pesquisa com maior confiabilidade e precisao.

MATERIAL E METODOS

Para o estabelecimento in vitro foram utilizados como material vegetal
acessos de P. edulis Sims f. edulis. As sementes dessas espécies foram oriundas de
polinizacdo manual dos acessos do banco ativo de germoplasma de maracuja da
Embrapa Mandioca e Fruticultura. Para formacédo das mudas foi utilizada a casa
de vegetacdo da Embrapa Mandioca e Fruticultura, tomando-se os devidos
cuidados fitossanitarios com a qualidade das sementes, preparo do substrato,
semeadura e conducdo das mudas. O substrato utilizado para plantio foi composto
por trés partes de solo, uma de esterco de curral curtido (bovino), trés quilos de
superfosfato-simples e meio quilo de cloreto de potassio, em aproximadamente 1m?®
de solo. Utilizaram-se sacos de polietileno de 10 x 20 x 08 cm e, semeando-se

quatro sementes por saco a profundidade de 1,0 cm.
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Os explantes foram retirados em casa de vegetacéao, levados ao laboratorio,
onde foram desinfestados com etanol 70% por 40 segundos e solucéo de hipoclorito
de sédio 0,2% por 15 minutos, e lavados com agua destilada esterilizada por quatro
vezes. Para o estabelecimento in vitro optou-se pelo uso de microestacas. Essas
microestacas, com aproximadamente 1 cm de comprimento, foram cultivadas em
frascos com 30 mL do meios de cultura, suplementados com 30 g L™ de sacarose,
gelificados com 2 g L™ de phytagel®, ajustados a um pH de 5,8, autoclavado a
121°C (1 kg cm™®) e sem adicdo de hormdnio vegetal. O cultivo foi realizado sob
condi¢bes de fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 27 + 1 °C e densidade de
fluxo de fétons 22 uE m? s™.

Foram conduzidos seis ensaios de uniformidade, utilizando o delineamento
inteiramente casualizado, com 100 repeticbes, no esquema fatorial 3 x 2, trés
espécies (P. edulis Sims f. edulis, P. giberti N. E. Brown e P. laurifolia L.), duas
concentragdes de sais do meio de cultura (meio MS completo (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e com a metade das concentracdes dos sais minerais e vitaminas
(*2MS)), perfazendo seis 6 tratamentos. Cada tratamento, também chamado de
ensaio, foi constituido por 100 unidades experimentais, que foram dispostas em 10
fileiras (linha) por 10 colunas. Cada unidade experimental foi constituida por um (1)
explante. Realizaram-se avaliacfes aos 45, 75 e 105 dias ap0s a incubacédo dos
explantes em meio de cultura.

Em cada avaliacdo foram avaliadas as variaveis: comprimento das brotacdes
em cm, nimero de raizes, niumero de folhas e coloragcédo das folhas. Para os dados
de coloracdo das folhas foi adotada uma escala de notas para quantificar a
viabilidade dos explantes, essas notas variaram de 1 a 3, sendo que 1: folhas
totalmente verdes; 2: folhas verde-claro; e 3: folhas senescentes.

Utilizando-se as 100 unidades basicas dispostas numa grade de 10 linhas por
10 colunas, simularam-se diferentes tamanhos de parcelas, formados por X;
unidades basicas na linha e X, unidades basicas na coluna. Os tamanhos de
parcelas foram simulados pelo agrupamento de unidades adjacentes, de modo que
X1Xz = x correspondesse a x tamanho da parcela, em unidades basicas.

Desse modo, simularam-se 31 tamanhos de parcelas em cada ensaio de
uniformidade (Tabela 1), de modo que o tamanho da parcela variou de (1) uma

unidade béasica ate 50 unidades por parcela. Desta forma, o nimero de parcelas
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variou de 100 até 2. Para cada simulacdo foram estimados os parametros: niamero
de parcelas, média das parcelas com x unidades basicas, variancia por unidade
bésica e coeficiente de variacdo. Para as parcelas simuladas de diferentes formas,
mas com 0 mesmo tamanho, calcularam-se as médias dos coeficientes de variacdo
(Tabela 1).

Tabela 1. Tamanho da parcela, forma da parcela e nimero de parcelas totais em
cada simulacdo para os ensaios de uniformidade de plantas de

maracujazeiro roxo in vitro.

Simulacbes Tamanho Forma NUmero de parcelas
1 1 1x1 100
2 2 2x1 50
3 2 1x2 50
4 3 3x1 30
5 3 1x3 30
6 3 2+1 25
7 3 1+2 25
8 4 2x2 25
9 5 2x2+1 15
10 6 2x3 15
11 6 3x2 15
12 7 2x3+1 10
13 7 3x2+1 9
14 8 2x4 10
15 8 4 x2 10
16 10 2x5 10
17 10 5x2 10
18 12 3x4 6
19 12 4x3 6
20 15 3x5 6
21 15 5x3 6
22 16 4 x4 4
23 18 3x6 3
24 18 6 x3 3
25 20 4x5 4
26 20 5x4 4
27 25 5x5 4
28 30 5x6 2
29 30 6x5 2
30 50 5x 10 2
31 50 10 x5 2
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O tamanho 6timo de parcela foi estimado utilizando-se o método da maxima

curvatura modificado, proposto por Lessman e Atkins (1963). Por esse método, a
relacdo entre o coeficiente de variacdo (CV)e o tamanho da parcela com X

unidades bésicas é explicado pelo modelo CV =aX™", em que a e b sdo os
parametros a serem estimados. A partir da funcdo de curvatura dada por esse

modelo, determinou-se o valor da abscissa no qual ocorre o ponto de maxima

curvatura, dada por: X, =exp{[1/(2b+2)]log[(ab)’(2b+1)/(b+2)]}, em que Xoé o
valor da abscissa no ponto de maxima curvatura, o qual corresponde a estimativa do
tamanho 6timo da parcela experimental (MEIER; LESSMAN, 1971).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio de cultura MS completo proporcionou melhor desenvolvimento para
0s genotipos estudados. Somente ndo ocorreu diferenca significativa entre as
espécies para 0 numero de raizes no meio 1/2MS. Como houve interacdo entre
espécies e meio para todas as variaveis avaliadas, conforme mostra a tabela 2,
foram realizadas simulagcdes para estudo do tamanho de parcela em cada

tratamento.

Na Tabela 3 sdo apresentados os coeficientes de determinacdo (R?) da

funcd@o de curvatura e do valor da abscissa no ponto de maxima curvatura, o qual

corresponde & estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental (Xo), para os
ensaios de uniformidade, das espécies P. edulis Sims f. edulis, P. giberti N. E.
Brown. e P. laurifolia L., nos meios MS e 1/2MS, e valores médios dos ensaios,
avaliacdes e espécies.

Os coeficientes de determinacao variaram de 80% a 98% para a espécie P.
edulis, de 71% a 98% para a espécie P. giberti e 74% a 98% para P. laurifolia,

mostrando que o método da maxima curvatura modificado apresentou bom ajuste,

com valores médios de R*variando de 86% a 96% para a espécie P. edulis, de 79%
a 95% para P. giberti e 84% a 97% P. laurifolia. Observa-se, que em média, 0s
valores de R? sd@o menores para a espécie P. giberti N. E. Brown. quando
comparados com as outras espécies, 0 que nos mostra que o ensaio dessa espécie

se apresentou mais heterogéneo que as demais.



48

Tabela 2. Valores médios para o comprimento das brota¢des, em cm, namero de
raizes e coloracdo das folhas em funcdo dos meios de cultura e das

espécies. P. edulis Sims f. edulis, P. giberti N. E. Brown. e P. laurifolia L.

Espécie

Meio P. edulis P. giberti P. laurifolia Media
Comprimento das brotacbes

MS 2,1109 aB 3,2008 aA 1,9183 aB 2,4243 a
¥ MS 1,7931 aA 1,6532 bAB 1,3695 bB 1,6205 b
Média 1,9376 B 2,4451 A 1,6633 C

NUmero de raizes
MS 0,1931 bB 0,1565 aB 0,5097 aA 0,2891 a
2 MS 0,2419 aA 0,1760 aA 0,1256 bA 0,1853 b
Média 0,2196 AB 0,17B 0,3320 A

Coloracéo das folhas

MS 1,8592 aA 1,7442 bA 1,0903 bB 1,5222 b
2 MS 1,9667 aB 2,3810 aA 1,5067 aC 1,8945 a
Média 1,9084 A 1,9531 A 1,2261 B

Numero de folhas
MS 1,3776 aB 1,4656 aB 1,7859 aA 1,5479 a
%2 MS 0,8152 bA 0,4560 bB 0,5675 bB 0,6217 b
Média 1,0727 A 0,9727 A 1,2213 A

Médias seguidas pela mesma letra minascula nas colunas e mailsculas nas linhas ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a espécie P. edulis (Tabela 3), observa-se, que em média, os valores de

R* s&o menores para 0 meio ¥ MS quando comparado com o meio MS em todas as
variaveis, com excecdo para numero de folhas; no entanto, essas diferencas sao de
pequena magnitude, sugerindo que a qualidade de ajuste dos dados ao modelo do
método foram semelhantes.

Para a espécie P. edulis e utilizando o meio MS, o maior tamanho de parcela
encontrado foi 46,43 na variavel nimero de raizes aos 45 dias e o menor foi 6,09 na
variavel coloracdo de folhas aos 75 dias. No tratamento ¥2 MS o maior tamanho de
parcela encontrado foi 31,15 unidades béasicas na variavel nimero de raizes e o
menor foi 4,60 unidades basicas na variavel comprimento das brotac6es, ambos aos
45 dias. Pela média dos tratamentos o maior tamanho de parcela encontrado foi
31,15 unidades basicas para a variavel nimero de raizes e 6,21 unidades basicas
na variavel coloracéo de folhas, ambos aos 45 dias (Tabela 3).

Para a espécie P. edulis, variavel nimero de folhas o maior e 0 menor
tamanho de parcela, 17,96 e 12,18 foram encontrados no meio MS aos 45 e 75 dias

de avaliacéo, respectivamente. Para a variavel coloracdo das folhas o maior valor
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encontrado foi o de 7,18 aos 75 dias e o menor tamanho foi 6,08 aos 45 dias de
avaliacdo, ambos no meio ¥2 MS (Tabela 3).

Para a espécie P. edulis o numero de raizes foi a variavel que apresentou
maiores tamanhos de parcelas, independente do meio de cultura e das avaliagdes.
Uma vez que no estabelecimento a variavel numero de raizes (NR) ndo é
considerada de suma importancia, pois 0 que se busca sao plantas sadias, isentas
de virus e com bom crescimento, a varidvel comprimento da plantula (CB) ser&
adotada como prioridade na recomendacédo de um tamanho de parcela ideal. Nesta
variavel pode-se observar que o menor tamanho de parcela encontrado foi o de 4,60
aos 45 dias no meio %2 MS e o maior tamanho 10,99 aos 75 dias no meio MS, sendo
recomendavel como tamanho 6timo a utilizagdo de 11 plantas por parcela.

Para a espécie P. edulis os diferentes tamanhos de parcelas observados
entre as variaveis (8,6 para CB, 31,3 para NR) sugerem muita cautela quando do
planejamento de experimentos desse tipo, pois dependendo da variavel, um maior
ou menor tamanho poderd ser adotado. J& com relacdo ao meio de cultura, os
valores nao diferiram muito um do outro em avaliagbes mais tardias, podendo utilizar
menores tamanhos aos 105 dias, 14 unidades basicas nas duas com posi¢des do
meio, aos 75 dias parcelas com 16 unidades béasicas para a composicdo MS e 15
para a composi¢cédo ¥2 MS. Aos 45 dias houve grande diferenca, sendo encontrado o
valor 20 para a composi¢cdo MS e 15 para composicao ¥2 MS.

Em experimentos de estabelecimento in vitro com a espécie P. edulis Sims f.
edulis, considerando comprimento das brotaces como sendo a variavel referéncia,
o tamanho 6timo de parcela recomendado é de 11 plantas por parcela para
experimentos com o meio MS e o de 10 plantas por parcela para experimentos no
meio ¥2 MS.

Para a espécie P. giberti observa-se, que em média, os valores de R? s&o
maiores para o meio ¥» MS quando comparado com o meio MS em todas as
variaveis, com excecdo para numero de folhas, o que nos mostra que 0 ensaio
nesse tratamento se apresentou mais homogéneo que outro.

Para a espécie P. giberti, tratamento MS o maior tamanho de parcela
encontrado foi 34,53 na varidvel nimero de raizes aos 75 dias e o0 menor foi 4,39 na
variavel coloracdo de folhas aos 45 dias. No tratamento ¥2 MS o maior tamanho de
parcela encontrado foi 35,36 na variavel nUmero de raizes aos 75 dias e o menor foi

2,34 na variavel coloracdo das folhas aos 45 dias de avaliacdo. Pela média dos
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tratamentos o maior tamanho de parcela encontrado foi 34,95 para a variavel
namero de raizes aos 75 dias e 3,36 na variavel coloracdo de folhas aos 45 dias
(Tabela 2).

Para a espécie P. giberti, variavel nimero de folhas o menor e o maior

tamanho de parcela, 15,29 e 25,70 foram encontrados no meio MS aos 75 e no meio
% MS aos 105 dias de avaliacdo, respectivamente. Para a variavel coloracdo das
folhas o maior valor encontrado foi o de 9,52 aos 75 dias no meio MS e o menor
tamanho foi 2,34 aos 45 dias de avaliagdo no meio ¥2 MS (Tabela 2).
Para a espécie P. giberti 0 nimero de raizes foi a variavel que apresentou maiores
tamanhos de parcelas independente do tratamento. No entanto, uma vez que no
estabelecimento a variavel numero de raizes ndo é considerada de suma
importancia, pois 0 que se busca séo plantas sadias, isentas de virus e com um bom
crescimento, a variavel comprimento da plantula sera adotada como prioridade na
recomendacdo de um tamanho de parcela ideal. Nesta variavel pode-se observar
gue o menor tamanho de parcela encontrado foi o de 7,29 aos 45 dias no meio %
MS e o maior tamanho 14,70 aos 105 dias no meio MS, sendo recomendéavel como
tamanho 6timo 15 plantas por parcela.

Em experimentos com estabelecimento in vitro com a espécie P. giberti N. E.
Brown. o tamanho 6timo de parcela recomendado é de 15 plantas por parcela para
experimentos com o meio MS e o de 8 plantas por parcela para experimentos no
meio ¥2 MS.

Para a espécie P. laurifolia no tratamento MS o maior tamanho de parcela
encontrado foi 41,37 na variavel nimero de raizes aos 45 dias e o menor foi 4,56 na
variavel coloracé@o de folhas aos 105 dias. No tratamento %2 MS o maior tamanho de
parcela encontrado foi 30,41 na variavel nUmero de raizes aos 75 dias e o menor foi
6,25 na variavel coloracdo das folhas aos 105 dias de avaliacdo. Pela média dos
tratamentos o maior tamanho de parcela encontrado foi 41,37 para a variavel
namero de raizes aos 45 dias e 5,40 na variavel coloracdo de folhas aos 105 dias
(Tabela 3).

Para a espécie P. laurifolia, varidvel numero de folhas o menor tamanho de
parcela encontrado foi 11,53 aos 45 dias em meio MS e o maior tamanho de parcela
20,48 aos 105 dias no meio Y2 MS. Para a variavel coloragdo das folhas o maior
valor encontrado foi o de 12,06 os 45 dias e o menor tamanho foi 4,56 aos 105 dias

de avaliacdo, ambos no meio MS (Tabela 3).
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Tabela 3. Coeficientes de determinacdo (R*) e estimativas dos tamanhos 6timos de

parcelas (Xo) para a espécie P. edulis Sims f. edulis, P. giberti N. E.

Brown. e P. laurifolia L. nos meios de cultura MS e ¥2 MS ao longo dos

periodos de avaliacdo para as variaveis: comprimento das brotacdes em

cm (CB), numero de raizes (NR), numero de folhas (NF) e coloracéo das

folhas (CF).

Meio  Avaliacdo CB NF CkE Média

(dias) X, R? X, R? X, R? X, R? X, R?
P. edulis Sims f. edulis
45 8,82 098 46,43 0,97 1796 094 6,34 0,82 19,88 0,93
MS 75 10,99 0,97 32,57 0,97 12,18 0,97 6,09 090 1546 0,95
105 899 0,96 26,06 0,96 1302 098 7,00 0,82 13,77 0,93
Média 9,60 0,97 35,02 0,97 1439 096 6,48 0,85 16,37 0,94
45 460 0,89 31,15 0,95 1556 094 6,08 096 1435 0,93
15 MS 75 896 094 26,44 0,95 1438 096 7,18 0,80 14,24 0,91
105 928 091 25,17 0,93 1489 096 6,31 085 1391 0,91
Média 761 091 2759 0,95 1494 095 6,52 0,87 14,17 0,92
45 6,71 0,94 38,79 0,96 16,76 094 6,21 0,89 17,12 0,93
Média 75 9,97 0,95 29,51 0,96 13,28 096 6,63 0,85 1485 0,93
Geral 105 914 093 2561 0,95 1395 097 665 083 13384 0,92
Média 861 094 31,30 0,96 1466 095 6,50 0,86 1527 0,93
P. giberti N. E. Brown.
45 11,85 0,85 29,24 0,96 1593 094 439 0,78 1535 0,88
MS 75 13,62 0,87 34,53 0,94 1529 096 952 0,80 18,24 10,89
105 14,70 0,86 25,11 0,89 1999 093 733 0,88 16,78 0,89
Média 13,39 0,86 29,63 0,93 1707 094 708 0,82 16,79 0,89
45 7,29 093 31,26 0,96 2450 098 234 085 16,35 0,93
1 MS 75 7,47 0,93 35,36 0,95 22,08 094 243 0,71 16,83 0,88
105 8,07 094 34,66 0,96 2570 096 264 0,74 17,77 0,90
Média 761 0,94 33,76 0,95 2409 096 247 0,76 16,98 0,90
45 9,57 0,89 30,25 0,96 20,22 096 3,36 0,82 15,85 0,91
Média 75 10,54 0,90 34,95 0,95 1869 095 598 0,76 17,54 0,89
Geral 105 1139 0,90 29,88 0,92 2285 094 498 081 17,28 0,89
Média 10,50 0,90 31,69 0,94 2058 095 477 0,79 16,89 0,90
P. laurifolia L.

45 6,72 0,95 41,37 0,98 11,53 0,95 12,06 0,91 17,92 0,95
MS 75 849 097 21,61 0,95 11,78 0,97 8,49 092 12,59 0,95
105 8,01 0,97 19,03 0,95 1861 096 456 0,80 1255 0,92
Média 7,74 0,96 27,34 0,96 1397 096 837 087 1435 0,94
45 7,62 0,94 - - 19,30 0,90 - - 13,46 0,92
15 MS 75 795 0,96 3041 0,98 1954 095 11,28 0,77 17,30 0,91
105 8,64 096 31,53 0,98 2048 094 6,25 0,74 16,72 0,91
Média 8,07 0,95 30,97 0,98 19,77 093 8,77 0,75 1583 0,91
45 7,17 0,94 41,37 0,98 1541 0,93 12,06 0,91 19,00 0,94
Média 75 8,22 0,97 26,01 0,96 1566 096 9,89 0,85 1494 0,93
Geral 105 832 0,97 25,28 0,97 1955 095 540 0,77 1464 0,91
Média 790 0,96 30,89 0,97 16,87 095 9,11 0,84 16,19 0,93

(-) ndo houve dados suficientes para analise.

Para a espécie P. laurifolia o numero de raizes foi a variavel que apresentou

maiores tamanhos de parcelas independente do tratamento. Uma vez que no



52

estabelecimento a variavel nidmero de raizes ndo € considerada de suma
importancia, pois 0 que se busca séo plantas sadias, isentas de virus e com um bom
crescimento, a variavel comprimento da plantula sera adotada como prioridade na
recomendacdo de um tamanho de parcela ideal. Nesta variavel pode-se observar
gue o menor tamanho de parcela encontrado foi o de 7,0 aos 45 dias no meio MS e
0 maior tamanho 9,0 no meio ¥2 MS aos 105 dias, sendo recomendavel como
tamanho 6timo 9 plantas por parcela (Tabela 3).

Dutra et al. (2003) trabalhando com micropropagacéao in vitro de crisantemo,
verificaram que o tamanho 6timo de parcela experimental era constituido por dois
tubos de ensaio e que numeros superiores a esse valor, tanto de tubos quanto de
repeticbes, ndo alteram a precisdao experimental. No entanto, a utilizacdo de
pequeno numero de unidades experimentais pode trazer inseguran¢a as pesquisas,
que sao sujeitas a varios fatores ndo previsiveis e com isso ocorrer a perda de

algumas informacdes e comprometer a qualidade de resultados.

CONCLUSAO

Para experimentos de estabelecimento in vitro o tamanho 6timo de parcela
recomendado deve ser o de 11 explantes para P. edulis Sims f. edulis, de 15
explantes para P. giberti N. E. Brown e de 9 explantes para P. laurifolia L.
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TAMANHO OTIMO DE PARCELA PARA EXPERIMENTOS APLICADOS A
CONSERVACAO IN VITRO DE GERMOPLASMA DE PASSIFLORA GIBERTI N. E.
BROWN

Resumo — Este trabalho teve por objetivo a determinacdo do tamanho 6timo de
parcelas em experimentos in vitro que visam a conservagcao de Passiflora Giberti.
Foram conduzidos dez ensaios de uniformidade com a espécie Passiflora Giberti N.
E. Brown. Neste trabalho foi comparado o tratamento testemunha (MS com 30 g L™
de sacarose) com o0 meio MS acrescido de trés concentracdes de sacarose (0, 15 e
30 g L") combinado com trés concentracdes de sorbitol (10, 20 e 40 g L™,
totalizando 10 tratamentos com 20 repeticbes. As avaliagcbes dos experimentos
foram realizadas aos 30, 60, 90 e 120 dias de incubacédo, observando-se a altura
das brotacdes (cm); numero de raizes, bem como numero e coloracdo das folhas.
Foram simulados diversos tamanhos e formas de parcelas, em que cada planta foi
considerada primeiramente como uma unidade bdsica (parcela) até 10 plantas por
unidade bésica. Para a estimacdo do tamanho 6timo de parcelas empregou-se o
método da maxima curvatura modificado. Para a espécie P. giberti N. E. Brown o

tamanho de parcela 6timo recomendado deve perfazer 10 plantas.

Termo para Indexacao: Precisdo experimental, erro experimental, coeficiente de

variacdo, ensaio de uniformidade.

OPTIMAL SIZE OF PLOTS FOR EXPERIMENTS WITH IN VITRO
CONSERVATION OF GERMOPLASM OF PASSIFLORA GIBERTI N. E. BROWN.

Abstract — The objective of this work was to determine the optimal size of plots of P.
giberti N. E. Brown. with in vitro establishment experiments. Ten uniformity essays
with the species P. giberti N. E. Brown. were conducted. The control treatment (MS
with 30 g L * of sucrose) was compared to the MS medium supplemented with three
sucrose concentrations (0, 15 and 30 g L™%) combined with three sorbitol
concentrations (10, 20 and 40 g L™), in a total of 10 treatments with 20 repetitions.
The evaluation of the experiments were carried out at 30, 60, 90 and 120 days of
incubation, whereas the height of shoots (cm), number of roots as well as the number

and color of leaves were observed. Various sizes and plot forms, whereas each
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plant was considered as the basic unit, were simulated. For the estimation of the
optimal size of plots, the methods of maximum modified curvature was employed.
For the specie and variables studied, the optimal plot size recommended should be
formed with 10 plants.

Indexation term: Experimental precision, experimental error, variation coefficient,

uniformity essay.

INTRODUCAO

Basicamente existem duas estratégias de conservacdo dos recursos
genéticos, denominadas in situ, que permite a manutencdo da biodiversidade dentro
do ecossistema, preservando a dindmica evolutiva do habitat original ou do ambiente
natural, e ex situ, realizada fora do ambiente natural, e contempla a formacédo de
bancos de sementes até bancos em campo e in vitro (NASS, 2001; VIEIRA;
GLORIA, 2001).

As técnicas de conservacao in vitro constituem-se em meétodos valiosos
para a preservacdo de recursos genéticos vegetais (HARDING; BENSON;
CLACHER, 1997; NASS, 2001) e se baseia no cultivo das cole¢des em laboratorio, a
partir da técnica de cultura de tecidos. Esta estratégia possibilita a manutencédo de
um grande numero de acessos num pequeno espaco fisico e livres das intempéries
e riscos que existem no campo, reduz 0s custos, garante a manutencdo da
fidelidade genética dos materiais conservados, facilitando a disponibilidade dos
mesmos para o0 melhoramento genético e o proprio intercambio de germoplasma.

Existem dois métodos principais de conservacao in vitro: crescimento lento
(periodos médios) e a criopreservacdo (periodos longos), nos quais 0S processos
metabdlicos do material vegetal sdo inativados. O crescimento lento tem sido
utiizado com sucesso principalmente para a conservagdo de meristemas e/ou
apices meristematicos de muitas espécies e consiste em reduzir drasticamente o
metabolismo da planta, sem afetar sua viabilidade, aumentando ao maximo o
intervalo entre os subcultivos, ou estendé-los indefinidamente, reduzindo-se assim a
mao-de-obra e 0 espaco necessario para a sua conservacao, além de proporcionar

acesso imediato a todo o germoplasma da colecao.
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Esta diminuicdo na atividade metabdlica pode ocorrer pela inducdo de
estresse osmatico, reducdo da intensidade de luz ou temperatura, acréscimo de
retardantes de crescimento ou diminuindo-se a concentragdo dos componentes
salinos e organicos do meio de cultura (WITHERS, 1983 e 1985; WITHERS;
WILLIAMS, 1998).

A realizacdo de estudos que visam desenvolver metodologias a serem
aplicadas para a conservacdo de germoplasma, consiste num caminho racional a
ser seguido na consolidacdo da cultura do maracujazeiro no ambito nacional e
mundial, por permitir a preservacdo da variabilidade genética e possibilitar seu uso
em programas de melhoramento genético e outras aplicacdes futuras.

A técnica de conservagédo in vitro tem sido utilizada como ferramenta para a
conservacao da diversidade genética do maracujazeiro, pois reduz 0s custos com
mao-de-obra e material de consumo, tornando 0s processos de conservacdo mais
eficientes, evitando eventuais perdas de materiais que poderiam ter interesse no
melhoramento de plantas.

Em trabalhos de conservacdo geralmente se utiliza um maior nimero de
repeticbes possivel por tratamento, devido a grande variabilidade do material
biolégico a ser testado e do tempo que esse material sera testado sem subcultivos,
levando a maior numero de repeticdes, acarretando maior custo do experimento,
maior tempo para avaliacdo e gasto de material de consumo, 0 que pode limitar a
execucdo de um projeto pelas instituicbes de pesquisa e seu financiamento pelas
agéncias de fomento.

Por essas razdes, estudos envolvendo a conservagéo in vitro, a determinagao
do numero ideal de repeticbes e do tamanho 6timo de parcelas experimentais,
fornecera informacdes importantes para os programas de melhoramento genético e
consequente consolidacao da cultura do maracuja no Brasil.

A determinacdo do tamanho de parcela e do numero de repeticdo sao
questdes préticas pertinentes ao planejamento experimental, e sua caracterizacao
de forma otimizada permite a obtencdo de maior precisdo. O uso do tamanho e
forma adequados da parcela € crucial para diferentes experimentos, pois,
independentemente dos seus objetivos, 0 que se procura detectar € a existéncia de
diferencas significativas entre tratamentos testados, que depende da reducé&o do

erro experimental.
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Existem varios métodos citados na literatura que permitem a estimacédo do
tamanho de parcelas, entre esses, se destaca 0 método da maxima curvatura. Com
a intencdo de eliminar a influéncia da escala dos eixos coordenados na
determinacdo do ponto de maxima curvatura, Lessman e Atkins (1963) propuseram
uma alteracdo no meétodo da maxima curvatura incorporando o coeficiente de

heterogeneidade do solo de Smith (1938), pelo estabelecimento de uma relagéo

entre coeficiente de variacédo (CV) e o tamanho da parcela.

Diante da importancia que se tem a conservacdo in vitro de espécies
cultivadas e a falta de informagOes sobre procedimentos que indicam o tamanho
adequado de parcelas, este estudo teve por objetivo a determinacdo do tamanho
otimo de parcelas em experimentos de conservacao in vitro de maracuja P. giberti N.

E. Brown.
MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Embrapa Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, Bahia, utilizando como
material vegetal segmentos nodais de plantas de Passiflora giberti N. E. Brown., do
Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, cultivadas in
vitro em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g
L™ de sacarose (MS padréo).

Esses explantes foram dispostos em magentas® contendo 20 mL do meio
de cultura MS, suplementado com 10, 20 e 40 g L™ de sorbitol combinados com 0,
15 e 30 g L™ de sacarose, mais uma testemunha com meio MS padrao, contendo 30
g L™ de sacarose, gelificado com 2 g L™ de phytagel®, ajustado a um pH de 5,8 e
sem adicdo de fitoreguladores. O cultivo foi realizado sob condi¢es de fotoperiodo
de 16 horas, temperatura de 27 + 1 °C e densidade de fluxo de fétons 22 pE m?s™,

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 20
repeticdes, sendo os tratamentos dispostos em esquema fatorial 3 x 3 +1, sendo trés
concentracbes de sacarose, trés concentracdes de sorbitol, mais uma testemunha
(MS padréo), totalizando 10 tratamentos. Cada unidade experimental foi constituida

de 1 explante por magenta®.
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As avaliacbes dos experimentos foram realizadas aos 30, 60, 90 e 120 dias
de incubacdo, observando-se a altura das brotacbes (cm); numero de folhas;
namero de raizes e coloragéo das folhas. Para este ultimo parametro foi atribuida a
seguinte escala de notas: 1- folhas totalmente verdes; 2- verde clara e 3- inicio do
secamento e morte das folhas.

Cada tratamento foi considerado um ensaio de uniformidade. Utilizando-se as

20 unidades basicas, em cada um dos tratamentos, simularam-se 15 diferentes

tamanhos de parcelas, formados por X: unidades basicas na linha e X: unidades

basicas na coluna. Os tamanhos de parcela foram simulados pelo agrupamento de

unidades de modo que X:X; correspondesse a X (tamanho da parcela em
unidades basicas), conforme pode ser observado na Tabela 1. Para cada simulagéo
foram estabelecidos os parametros: niimero de parcelas (N), média das parcelas,
com X unidades basicas, variancia por unidades basica e coeficiente de variacéo.
Para as parcelas simuladas de diferentes formas com o mesmo tamanho,

calcularam-se as médias dos coeficientes de variacéo.

Tabela 1. Tamanho da parcela, forma da parcela e nimero de parcelas totais para
os ensaios de uniformidade de plantas de P. giberti N. E. Brown in vitro

conservadas até os 120 dias de cultivo in vitro.

Simulacdes Tamanho (X) Forma (X1xX5z) Numero de parcelas
1 1 1x1 20
2 2 2x1 10
3 2 1x2 8
4 3 3x1 5
5 3 1x3 4
6 3 2+1 4
7 3 1+2 4
8 4 2x2 4
9 5 2x2+1 2

10 6 2x3 2
11 6 3x2 2
12 7 2x3+1 2
13 8 2x4 2
14 8 4x2 2
15 10 2x5 2

O tamanho 6timo de parcela foi calculado pelo método da maxima curvatura

modificado, proposto por Lessman e Atkins (1963). Por esse método, a relacdo entre
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o coeficiente de variacao (CV) e o tamanho da parcela com X unidades basicas é

explicado pelo modelo CV =aX™, em que 2€Dsio os parametros a serem
estimados. A partir da fungcédo de curvatura dada por esse modelo, determinou-se o

valor da abscissa em que ocorre o ponto de maxima curvatura, dada por:
X, =exp{[1/(2b+2)]log[ (ab)*(20+1)/(b+2) ]| em que Xo é o valor da abscissa no

ponto de maxima curvatura, o qual corresponde a estimativa do tamanho étimo da
parcela experimental (Meier e Lessman, 1971).
Também foram estimados os coeficientes de determinacdo para verificar a

qualidade de ajuste do modelo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os melhores tratamentos para conservacdo foram aqueles dos meios de
cultura enriquecidos com 10 g L™ ou 20 g L™ de sorbitol, na auséncia de sacarose. A
presenca de sacarose propiciou maior altura das microplantas e maior nimero de
raizes e de folhas. Uma vez que foi verificada interacdo significativa entre as
concentracdes de sorbitol e de sacarose para todas as variaveis avaliadas, conforme
mostra a tabela 2, foram realizadas simulagdes para obtencdo do tamanho de
parcelas em todos os tratamentos.

S&o0 apresentados na Tabela 3 os coeficientes de determinacdo (R?) da

funcd@o de curvatura e do valor da abscissa no ponto de maxima curvatura, o qual

corresponde & estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental (Xo) para os
ensaios de uniformidade para todos os tratamentos.

Para os tratamentos, em geral, os coeficientes de determinagéo variaram de
24% a 98%, sendo que os tratamentos 8 e 10 apresentaram 0s maiores coeficientes
(98%). O método da maxima curvatura modificado apresentou boa precisdo entre
tratamentos com valores médios de R’ variando de 62 % a 88%. Observa-se, que
em média, os valores de R’ s&o menores para o tratamento 1 (65%) e maiores para
o tratamento 8 (98%), os demais tratamentos variaram de 70% a 87%.

Observa-se (Tabela 3) que o numero de folhas foi a variavel que apresentou
maior tamanho de parcela em todos os tratamentos e periodos de avaliacdo; o maior

valor de tamanho de parcela dessa variavel (31,41) foi encontrado no tratamento 10
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aos 90 e 120 dias de avaliacdo, e o menor tamanho de parcela (6,00) foi obtido no

tratamento 8.

Tabela 2. Valores médios para altura das microplantas (cm), nimero de raizes,
namero de folhas e coloracdo de folhas de Passiflora giberti N. E. Brown.

em funcéo das concentracdes de sacarose e sorbitol (g L) aos 150 dias

de cultivo.
Sorbitol .-
Sacarose 10 20 20 Média
Altura das microplantas

0 1,5450 Ab 1,1875 Ab 1,1667 Aa 1,3130 b

15 6,2750 Aa 4,1000 Aa 1,0526 Ba 3,8559 a

30 4,5450 Aa 4,5050 Aa 1,2450 Ba 3,4317 a
Média 4,1217 A 3,4125 A 1,1561 B 3,2719
Testemunha 6,5211

Numero de raizes

0 0,0000 Aa 0,0455 Ab 0,0000 Aa 0,0133 b

15 0,5625 Aba 0,6875 Aa 0,0000 Ba 0,4255 a

30 0,4750 Aba 0,9250 Aa 0,0250 Ba 0,4750 a
Média 0,3458 AB 0,5841 A 0,0085 B 0,4520
Testemunha 1,7000

Numero de folhas

0 0,6875 Ab 0,4394 Ab 0,2000 Ab 0,4425 b

15 2,2750 Aa 1,9375 Aa 1,6533 Aa 1,9617 a

30 2,3125 Aba 2,7000 Aa 1,1750 B ab 2,0625 a
Média 1,7583 A 1,7699 A 0,9957 B 1,6095
Testemunha 2,5125

Coloracdo das folhas

0 1,0000 Aa 1,4615 Aa 1,2500 Aa 1,2188 a

15 1,0204 Ba 1,0000 Bb 1,3590 Aa 1,1163 a

30 1,1220 Ba 1,2830 Bab 1,6429 Aa 1,3115a
Média 1,0571 B 1,1963 B 1,4648 A 1,2292
Testemunha 1,3208

Médias seguidas pela mesma letra mindscula nas colunas e maidsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

NUumeros de tamanho de parcelas altos também foram encontrados na
variavel niamero de raizes, sendo o maior valor (30,11) no tratamento 4 aos 30 dias
de avaliacdo, para essa variavel o menor tamanho de parcela (7,98) foi obtido no
tratamento 4 aos 60 dias de avaliacdo e nos tratamentos 2, 3, 5, 6, 7 e 10 em todos

os periodos de avaliagdo.
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Tabela 3. Coeficientes de determinacéo (R?) e estimativas dos tamanhos 6timos de

parcelas (X,) para as variaveis altura das microplantas em cm (AM), nimero de

raizes (NR), numero de folhas (NF) e coloracao de folhas (CF) nos dez tratamentos.

Avaliacio AM NR NE CF Viédia
Tratamentos ) X R X R % R % FRF X R
0 701 065 2798 087 1079 024 638 071 1327 062

60 1065 062 1746 068 1026 056 798 087 1159 068

1'm§”ha 0 1068 05 1424 043 1151 075 676 087 1080 065
120 739 034 1283 052 1151 075 716 087 972 Of2

Méda 917 054 1813 063 1102 058 707 083 1189 06

0 323 076 7% 087 79 087 7% 087 679 08

2-0gL de sacarose + 60 449 058 798 087 79 087 79 087 711 080
1091 de sorbiol 0 652 068 798 087 798 087 79 087 762 083
120 765 062 79 087 798 087 79 087 79 081

Méda 547 066 798 087 798 087 798 087 717 082

0 907 067 79 087 79 087 7% 087 826 082

3-0gL " de sacarose + 60 936 077 79 087 2166 076 798 087 1175 082
2091 de sorbiol 0 945 079 798 087 2481 062 79 087 1256 079
120 964 077 79 087 2481 062 79 087 1260 079

Méda 938 075 798 087 1982 072 79 087 1085 081

0 907 087 3011 087 79 087 630 037 1339 075

4-0gL™ de sacarose + 60 798 087 79 087 79 087 79 087 798 087
4001 de sorbitol 0 384 071 230 062 79 087 79 087 1053 077
120 380 071 1692 060 798 087 79 087 917 076

Méda 618 079 1933 074 79 087 758 075 1063 080

0 460 087 798 087 79 087 79 087 714 087

5159 ldesacaose+ 60 938 048 798 087 79 087 79 087 833 078
1091 de sorbiol 0 820 039 798 087 2155 073 798 087 1143 072
120 920 065 79 087 2155 073 79 087 1168 078

Méda 784 080 798 087 1477 080 79 087 897 079

0 215 087 79 087 79 087 7% 087 653 087

6150l ‘desacarose+ 60 628 067 79 087 798 087 79 087 75 082
2001 de sorbiol 0 1145 065 798 087 798 087 798 087 885 082
120 1169 082 79 087 798 087 79 087 891 086

Méda 789 075 798 087 798 087 798 087 764 084

0 798 087 7% 087 79 087 7% 087 79 087

7-15gl desacarose+ 60 798 087 79 087 798 087 79 087 798 087
4091 de sorbiol 0 798 087 79 087 798 087 79 087 798 087
120 798 087 79 087 79 087 79 087 79 087

Méda 798 087 798 087 79 087 79 087 798 087

0 861 098 1484 0% - - 22 032 8% 075
8-30gldesacaose+ 60 1206 092 1304 097 600 095 867 0% 99 095
10gL* de soiol 0 1246 098 1277 099 165 093 827 091 1251 095
120 1084 093 1113 0% 1655 093 - D s o

Méda 1090 0% 1294 095 1303 093 639 073 1034 088

0 531 074 1066 087 798 087 658 087 764 084

9309l desacaose+ 60 800 087 1033 081 1728 087 79 087 1092 086
2001 de sorbiol 0 1312 093 1113 087 1649 087 1067 087 1285 089
120 1317 086 1159 097 1649 087 662 087 1197 089

Méda 993 085 1093 088 1456 087 79 087 1047 086

0 708 087 7% 087 79 087 7% 087 79 087

10309l desacarose + 60 798 087 79 087 798 087 735 077 78 085
40g1* de sorbiol %0 798 087 79 087 3141 087 773 094 1378 089
120 798 087 79 087 3141 087 697 098 1359 090

Méda 798 087 798 087 1970 087 751 089 986 087

Média dos taiamentos 828 076 1092 084 1236 082 767 085 984 082

(?) ndo houve dados suficientes para andlise.
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O menor tamanho de parcela (2,15) foi obtido no tratamento 6 para variavel
tamanho da planta aos 30 dias de avaliacdo, nessa variavel o maior valor foi
encontrado no tratamento 9 com 13,12 e 13,17, aos 90 e 120 dias, respectivamente.

A média dos valores entre tratamentos e periodos de avaliacao foi de 8,28
para altura da planta, 10,92 para numero de raizes, 12,36 para numero de folhas e
7,67 para coloracdo de folhas, ficando a média geral em torno de 9,84 plantas por
parcela.

A coloracdo de folhas foi a variavel que apresentou em média 0os menores
tamanho de parcela em todos os tratamentos, o maior valor de tamanho de parcela
dessa variavel (10,67) foi encontrado no tratamento 9 aos 90 dias de avaliacdo, para
essa variavel o menor tamanho de parcela (2,22) foi obtido no tratamento 8 aos 30
dias de avaliacdo (Tabela 3).

Dutra et al. (2003) trabalhando com micropropagacéao in vitro de crisantemo,
verificaram que o tamanho 6timo de parcela experimental era constituido por dois
tubos de ensaio e que numeros superiores a esse valor, tanto de tubos quanto de
repeticbes, ndo alteram a precisdo experimental. No entanto, a utilizacdo de
pequeno numero de unidades experimentais pode trazer inseguranca as pesquisas,
gue sao sujeitas a varios fatores ndo previsiveis e com isso ocorrer a perda de
algumas informacdes e comprometer a qualidade de resultados.

O calculo do tamanho de parcelas pelo método da méxima curvatura
modificado apresenta a vantagem de estabelecer uma relacdo entre coeficiente de
variacdo (medida da precisdo experimental) e o tamanho da parcela por meio de
uma equacao de regressdo, cujo ajuste em geral é muito, com altos valores de
coeficiente de determinacdo, como a maioria dos encontrados neste trabalho,
aumentando a confiabilidade das estimativas. Apresenta a desvantagem de nao
considerar os custos do experimento, o que, no entanto, dentro de certos limites, e
desde que os custos ndo sejam tao elevados, podem ser desprezados.

De modo geral, mesmo com a presenca de interacdo significativa entre os
fatores sacarose e sorbitol, optou-se em sugerir um tamanho de parcela que
pudesse representar todos os tratamentos. Desse modo, com base nas médias das
estimativas do tamanho de parcelas, que variaram de 7,6 até 12,3 explantes,
sugere-se que nao se deve usar menos do que 10 explantes como um tamanho

adequado de parcela.
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CONCLUSAO

Em experimentos com conservacao in vitro da espécie P. giberti N. E. Brown
o tamanho 6timo de parcela recomendado € o de 10 microplantas (explantes) por
parcela, considerando que todas as variaveis analisadas assumem 0 mesmo grau

de importancia no processo da conservacao.
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CAPITULO 3

TAMANHO OTIMO DE PARCELA PARA EXPERIMENTOS APLICADOS A
MULTIPLICACAO IN VITRO DE DUAS ESPECIES DO GENERO PASSIFLORA



DETERMINACAO DO TAMANHO OTIMO DE PARCELA PARA EXPERIMENTOS COM
MULTIPLICACAO IN VITRO DE DUAS ESPECIES DO GENERO PASSIFLORA

Resumo — Este trabalho teve por objetivo a determinacdo do tamanho 6timo de
parcelas em experimentos de multiplicacdo in vitro de P. edulis Sims f. edulis e P.
laurifolia L. Foram conduzidos ensaios de uniformidade com as duas espécies, em dois
meios de cultura MS e MSM, em duas concentracbes de BAP (0 e 3 mg.L™),
perfazendo um total de 4 tratamentos para cada espécie. Foram simulados diversos
tamanhos e formas de parcelas, em que cada planta foi considerada primeiramente
como uma unidade basica (parcela) até 25 plantas por unidade bésica. Para a
estimacdo do tamanho 6timo de parcelas empregou-se 0 método da maxima curvatura
modificado. Para as espécies e variaveis estudadas, o tamanho de parcela 6timo
recomendado deve ser formado por 26 plantas para P. edulis Sims f. edulis e 34 plantas

para P. laurifolia L.

Termo para Indexagéo: P. edulis Sims f. edulis., P. laurifolia L., precisdo experimental,

erro experimental, coeficiente de variacédo, ensaio de uniformidade.

OPTIMAL SIZE OF PLOTS FOR EXPERIMENTS WITH IN VITRO MULTIPLICATION
OF TWO SPECIES OF THE PASSIFLORA GENUS

Abstract — The objective of this work was to determine the optimal size of plots of P.
edulis Sims f. edulis and P. laurifolia L.with in vitro multiplication experiments. Uniformity
essays were conducted, two medium MS and MSM, two concentration of BAP (0 e 3
mg.L™), perform a total of 4 treatments for specie. Various sizes and plot forms, whereas
each plant was considered as the basic unit but also 25 plants for unit basic, were
simulated. For the estimation of the optimal size of plots, the methods of maximum
modified curvature was employed. For the species and variables studied, the optimal
plot size recommended should be formed with 26 plants for P. edulis Sims f. edulis and

34 plants for P. laurifolia L.
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Indexation term: P. edulis Sims f. edulis., P. laurifolia L. experimental precision,

experimental error, variation coefficient, uniformity essay.

INTRODUCAO

A cultura do maracujazeiro apresenta significativa participacdo no mercado
nacional. Essa produgcé&o ganhou grande impulso a partir dos anos 70, expandindo-se
para as regides Norte e Nordeste do pais (CHAGAS, 1991). Na década de 90 a area
plantada era de 25.329 ha (FARIAS, 2003) em 2006 essa area passou a ser de 45.327
ha (IBGE, 2008). A evolucéo da producdo do maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims
f. flavicarpa Deg.) possibilitou ao Brasil se destacar como maior produtor mundial de
maracuja. Apesar do destaque da producéo, a produtividade da cultura brasileira ainda
é baixa, cerca de 14 t ha™ ano™ (IBGE, 2008). Essa baixa produtividade é motivada por
problemas fitossanitarios sendo um indicativo de condi¢des inadequadas de cultivo e da
auséncia de resultados significativos, por ndo se ter conseguido desenvolver uma
cultivar verdadeiramente nova, a partir de programas de melhoramento.

Ha um numero limitado de pesquisas conduzidas no Brasil com relacdo a
germoplasma e taxonomia (FERREIRA, 1998). As espécies de maracuja possuem uma
imensa variabilidade genética disponivel, tanto inter quanto intra-especifica, de
interesse para programas de melhoramento genético e bancos de germoplasma.

O maracuja roxo, P. edulis Sims f. edulis, de maneira geral muito se assemelha a
Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracuja amarelo), sendo que a diferenca
bésica relaciona-se com a pigmentacdo da casca do fruto, por ocasido da maturagédo
destes.

Passiflora laurifolia Linnaeus, por ser uma espécie promissora, € utilizada em
trabalhos desenvolvidos que visam explorar a maxima variabilidade genética da espécie
Passiflora. Apesar das dificuldades existentes para obtencdo de cruzamentos, alguns
hibridos sexuais interespecificos tém sido produzidos, uma vez que muitas espécies do
género Passiflora possuem caracteristicas desejaveis a serem transferidas (OLIVEIRA,
1987). A espécie P. laurifolia é parcialmente resistente ao Fusarium enquanto a P.

edulis é altamente susceptivel (DELANOE, 1991), e, resistente a morte prematura e a
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outras doencas causadas por patdogenos do solo (FISHER, 2003; MELETTI,
BRUCKNER, 2001 e MENEZES et al.,1994)).

As condi¢des in vitro podem ser deletérias ao desenvolvimento normal das
plantas, desse modo é necessario que se crie um ambiente artificial favoravel ao
crescimento, para isso deve ser feito um balanceamento hormonal adequado
(DORNELAS; VIEIRA, 1994). Acredita-se que no maracujazeiro a quantidade endogena
de auxina seja suficiente para a diferenciacdo, pois mesmo na auséncia de reguladores
de crescimento ha a formacéo de calo nos explantes (BIASI; RODRIGUEZ; MENDES,
1996). A adicdo de citocinina no meio de cultura serve para estimular a divisdo celular,
atuando desta forma na morfogénese e promovendo a multiplicacdo das gemas.

A realizacao de estudos que visem desenvolver metodologias a serem aplicadas
para experimentos in vitro podem permitir avan¢cos no melhoramento genético e
fornecer outras aplicacdes futuras. Mas o fator econdmico pode vir a ser um entrave
para esses experimentos, que geralmente tem custos elevados devido aos reagentes e
reguladores de crescimento utilizados, 0 que pode constituir um problema para sua
execucdo. Deste modo, definir o tamanho do experimento, ou seja, o tamanho das
parcelas e das repeticdbes utilizadas consiste num caminho racional para a
experimentacao in vitro.

Independente do ambiente em que se fara a experimentagcdo, geralmente o
objetivo é a reducdo do erro experimental. Em experimentos com biotecnologia, é de
fundamental importancia que os resultados apresentados na literatura sejam
caracterizados pela consisténcia dos dados e pela repetibilidade dos protocolos
experimentais. O estabelecimento de um tamanho Otimo de parcela é uma das
maneiras de se aumentar a precisao experimental e, conseqientemente, maximizar as
informacdes obtidas em um experimento.

A definicdo do tamanho de parcela experimental € um dos fatores mais
importantes na experimentagdo agropecudria e varia em funcdo do experimento, pois
depende de uma série de fatores, dentre eles o local onde o experimento é realizado.
Se realizado em campo, a heterogeneidade do solo serd um dos fatores mais
prejudiciais a precisdo experimental. Se realizado em laboratério ou ambiente

controlado, subentende-se que os tratamentos estardo sendo influenciados de forma
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homogénea pelas mesmas condi¢cdes. Mas existem outros fatores que também
influenciam a precisdo experimental, dentre eles podemos citar 0os sistemas de
conducéo e a variabilidade genética do material trabalhado.

O tamanho ideal da parcela depende da relacéo entre os custos fixos e 0s custos
variaveis para a implantacdo do experimento, assim como das condi¢cdes experimentais
(HATHEWAY; WILLIAMS, 1958). Varios métodos sdo empregados para estimar o
tamanho da parcela experimental, esses métodos estatisticos visam estimar o tamanho
mais conveniente de parcela, a partir de ensaios que incluem efeitos de tratamentos ou
ensaios de uniformidade, também conhecidos como ensaios em branco, nos quais toda
a area experimental é plantada com uma Unica cultivar, utilizando-se praticas idénticas
de cultivo, sem efeitos de tratamentos. A partir desses ensaios sdo calculados a
variancia e o coeficiente de variagdo para as diferentes dimensdes de parcela
avaliadas.

O tamanho Otimo de parcela assume grande importancia, pois parcelas
pequenas aumentam o0 numero de repeticbes, enquanto que parcelas grandes
apresentam menor variancia e sdo estatisticamente mais desejaveis (DURNER, 1989).

Gomez e Gomes (1984) e Viana (1999) utilizaram os métodos da Inspecao visual
da curvatura maxima, método empirico de Smith e método da curvatura maxima. O

Método da Maxima Curvatura Modificado foi desenvolvido por Lessman e Atkins (1963),
que estabeleceram uma fungdo do tipo y=aX", para explicar a relagdo entre

coeficiente de variacdo (CV) e tamanho da parcela, permitindo que o ponto que
corresponde ao tamanho 6timo da parcela fosse determinado algebricamente, dando
maior precisdo aos resultados obtidos. Este estudo objetivou a determinacdo do
tamanho 6timo de parcelas em experimentos de multiplicag&o in vitro

Este estudo objetivou a determinacdo do tamanho 6timo de parcelas em

experimentos de multiplicac&o in vitro de P. edulis Sims f. edulis e P. laurifolia L.
MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da Embrapa

Mandioca e Fruticultura, em Cruz das Almas, Bahia, utilizando como material vegetal
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segmentos nodais retirados de microplantas de P. edulis Sims f. edulis e P. laurifolia L.
do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, cultivadas in
vitro no meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 30 g L*
de sacarose (MS padréo).

Esses explantes foram dispostos em tubos de ensaio® contendo 30 mL dos
meios de cultura MS e MSM (MONTEIRO, 2000), suplementados com duas
concentracées de BAP (0 e 3 mg.L™), contendo 30 g L™ de sacarose , gelificado com 2
g L™ de phytagel®, ajustado a um pH de 5,8. O cultivo foi realizado sob condicdes de
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 27 + 1 °C e densidade de fluxo de fotons 22
nE m?3s™,

Foram conduzidos 4 ensaios de uniformidade para cada espécie, utilizando o
delineamento inteiramente casualizado, com 50 repeticdes e 1 explante por tubo®, no
esquema fatorial 2 x 2, dois meios (MS e MSM) e duas concentracdes de BAP (0 e 3
mg.L™), perfazendo um total de 4 tratamentos por espécie.

Avaliou-se o comprimento das brotacées em cm, nimero de raizes, nimero de
folhas e coloracdo das folhas, brotacdes >1cm, brotagbes <lcm, calos, vitrificagéo,
deficiéncia e contaminagao.

As avaliacdes foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias apo0s a incubacédo dos
explantes em meio de cultura. Para os dados de coloracao das folhas foi adotada uma
escala de notas para quantificar a viabilidade dos explantes, essas notas variaram de 1
a 3, sendo que 1: folhas totalmente verdes; 2: folhas verde-claro; e 3: folhas
senescentes.

Foram simulados 25 tamanhos de parcelas nos dois ensaios de uniformidade,
em que cada planta foi considerada como uma unidade béasica até 25 plantas por
unidade basica, desta forma os tamanhos variaram de 1 a 25 plantas por parcelas, com
namero de parcelas variando de 50 a 2, respectivamente. Para as parcelas simuladas
de diferentes formas com o mesmo tamanho, calcularam-se as médias dos coeficientes

de variacdo (Tabela 1).
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Tabela 1. Tamanho da parcela, forma da parcela e nUmero de parcelas totais para os

ensaios de uniformidade de plantas de maracujazeiro in vitro.

Simulagdes Tamanho Forma Numero de parcelas
1 1 1x1 50
2 2 2x1 25
3 2 1x2 20
4 3 3x1 15
5 3 1x3 10
6 3 2+1 10
7 3 1+2 10
8 4 2x2 10
9 5 2x2+1 5

10 6 2x3 5
11 6 3x2 6
12 7 2x3+1 5
13 7 3x2+1 3
14 8 2x4 5
15 8 4x2 4
16 10 2x5 5
17 10 5x2 4
18 12 3x4 3
19 12 4x3 2
20 15 3x5 3
21 15 5x3 2
22 16 4x4 2
23 20 4x5 2
24 20 5x4 2
25 25 5x5 2

O tamanho otimo de parcela foi calculado pelo método da maxima curvatura
modificado, proposto por Lessman e Atkins (1963). Por esse método, a relacao entre o
coeficiente de variacdo (CV)e o tamanho da parcela com X unidades basicas é
explicado pelo modelo CV =aX ™, em que a e b sdo os parametros a serem estimados.
A partir da funcdo de curvatura dada por esse modelo, determinou-se o valor da
abscissa onde ocorre o0 ponto de maxima curvatura, dada por:
X, = exp{[L/(2b+2)]log[(ab)*(2b+1) /(b +2)]}, em que Xo & o valor da abscissa no ponto
de maxima curvatura, o qual corresponde a estimativa do tamanho 6timo da parcela
experimental (MEIER; LESSMAN, 1971).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento que possibilitou maior multiplicacdo dos explantes para a espécie
P. edulis foi 0 do meio de cultura MSM enriquecido com 3 mg L™ de BAP (Tabela 2). As
avaliacbes mais tardias, principalmente aos 90 dias, também propiciaram melhores
resultados, exceto para tamanho de brotacdes. Uma vez que foi verificada diferenca
significativa entre os tratamentos, conforme mostra a Tabela 2, foram realizadas
simulacfes para todos os tratamentos e variaveis.

Para a espécie P. Laurifolia os tratamentos que possibilitaram maior
multiplicacdo dos explantes foram os do meio de cultura MS enriquecido com 3 mg L™
de BAP e do meio de cultura MSM sem adicdo de BAP (Tabela 3). Uma vez que foi
verificada diferenga significativa entre os tratamentos, conforme mostra a Tabela 3,

foram realizadas simulacdes para todos os tratamentos e variaveis.

Na Tabela 4 e 5 sdo apresentados os coeficientes de determinacdo (R*) da

funcdo de curvatura e do valor da abscissa no ponto de maxima curvatura, o qual

corresponde & estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental (Xo) para os
ensaios de uniformidade para as espécies P. edulis Sims f. edulis e P. laurifolia, nos 4
tratamentos estudados, respectivamente.

Para a espécie P. edulis os coeficientes de determinacédo variaram de 88% a
100% (Tabela 4), para a espécie P. laurifolia os coeficientes de determinacéo variaram
de 71% a 99% (Tabela 5). O método da maxima curvatura modificado apresentou boa

precisdo para as duas espécies, com valores médios de R’ variando de 85% a 100%
entre variaveis para espécie P.edulis e 89% a 96% em P. laurifolia. Observa-se, que o

tratamento 2 de modo geral apresentou em média maiores valores de R® quando
comparados com os demais, na espécie P. edulis, Na espécie P. laurifolia o tratamento

2 apresentou em média maiores valores de R* para as variaveis numero de brotacées
maiores e menores que 1cm, numero de folhas e tamanho da planta quando
comparados com o0s demais, 0 que nos mostra que esses ensaios foram mais

homogéneos.
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Tabela 2. Valores médios em funcdo dos tratamentos para as variaveis: comprimento
das brotacbes em cm, numero de raizes, numero de folhas e coloracdo das
folhas, brotagbes >1cm, brotagcdes <lcm, calos, vitrificagdo, deficiéncia e

contaminacdao, ao longo dos periodos de avaliacao.

. N Tratamentos
Variaveis Avaliacdes .-
T1: MS T2: MS + 3mg de BAP T3: MSM T4: MSM + 3mg de BAP Média
. 30 0,92 Cab 0,98 Bab 0,64 Cb 1,23 Ca 0,94 C
Comprimento 60 281 Ba 1,03 Ab 1,67 Bb 3,07 Ba 238 B
das brotacdes
cm) 9% 3,53 Aa 2,06 Ac 2,77 Ab 3,75 Aa 3,03 A
Média 2,41 A 1,65 B 1,70 B 2,68 A
30 0,00 Ca 0,00 Ba 0,00 Ca 0,00 Ca 0,00
NGmero de 60 3,88 Bc 11,04 Ab 2,69 Bd 13,70 Ba 7,82 A
raizes 90 4,57 Ac 11,02 Ab 3,12 Ad 14,22Aa 8,27 A
Média 2,80 C 7318B 1,94 C 9,27 A
30 0,54 Ca 0,00 Ab 0,00 Bb 0,00 Bb 0,14 B
NUmero de 60 1,04 Ba 0,00 Ab 0,22 Bb 0,22 Bb 0,31B
Folhas 90 1,49 Aa 0,02 Ab 0,70 Ab 0,70 Ab 0,63 A
Média 1,02 A 0,0067 C 0,31 B 0,31 B 0,36
30 0,00 Ba - - 0,00 Ba 0,00 C
Coloracao das 60 1,31 Aa 1,23 Aa 0,00 Bb 1,00 Aa 0,86 B
Folhas 90 1,17 Aa 1,23 Aa 1,06 Aa 1,00 Aa 1,12 A
Média 0,77 B 1,23A 0,42 D 0,62 C
- 30 0,86 Ab 0,74 Bb 0,28Bc 1,44 Aa 0,83 B
m%;i%traeiogje 60 0,82 Ab 1,58 Aa 0,61 ABb 1,72 Aa 0,86 B
Lom 90 0,08 Bd 1,28 Ab 0,65 Ac 1,40 Aa 1,19 A
Média 0,59 C 1,20 B 0,52 C 1,52 A
. 30 0,28 Bb 2,82 Aa 0,32 Ab 2,64 Aa 1,52 A
mzrn";f‘gsgie 60 0,22 Bb 1,06 Ba 0,44 Ab 0,16 Cb 0,47 C
lem 90 1,00 Aa 0,54 Cb 0,38 Ab 1,26 Ba 0,79 B
Média 0,50 B 1,47 A 0,39 B 1,35 A
30 0,00 Ab 0,48 Aa 0,00 Ab 0,14 Aa 0,16 B
60 0,00 Ab 0,66 Aa 0,00 Ab 0,12 Ab 0,20 AB
Calos 90 0,02 Ab 0,64 Aa 0,04 Ab 0,24 Ab 0,24 A
Média 0.01¢C 0,59 A 0,01C 0178
30 0,16 Aa 0,20 Ba 0,00 Aa 0,16 Aa 0,13B
Vitrificacdo 60 0,30 Aab 0,56 Aa 0,04 Ab 0,22 Ab 0,28 A
90 0,16 Aab 0,36 ABa 0,00 Ab 0,10 Ab 0,15 B
Média 0,21 B 0,37 A 0,01 C 0,16 B
30 0,24 Aa 0,22 Aab 0,02Ab 0,14 Aab 0,16 A
Deficiéncia 60 0,10 Aa 0,04 Aa 0,04Aa 0,00 Aa 0,04 B
90 0,2 Aa 0,18 Aa 0,18Aa 0,14 Aa 0,19 A
Média 0,20 A 0,15 AB 0,15 AB 0,09 B
30 0,00 Aa 0,00 Aa 0,02 Aa 0,00 Aa 0,00A
Contaminacéo 60 0,02 Aa 0,00 Aa 0,02 Aa 0,00 Aa 0,01 A
90 0,02 Aa 0,00 Aa 0,02 Aa 0,02 Aa 0,01 A
Média 0,01 A 0,00 0,02 A 0,01 A

(-) ndo houve desenvolvimento
Letras minUsculas comparam nas colunas e mailsculas nas linhas pelo teste Tukey (5%).
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Tabela 3. Valores médios em funcdo dos tratamentos para as variaveis: comprimento
das brotacbes em cm, numero de raizes, numero de folhas e coloracdo das
folhas, brotagbes >1cm, brotagcdes <lcm, calos, vitrificagdo, deficiéncia e
contaminacdao, ao longo dos periodos de avaliacao.

Tratamentos

Vanaveis Ava“agoes T1: MS T2: MS + 3mg de BAP  T3: MSM T4: MSM + 3mg de BAP Media
Comprimento 30 0,89 Ba 1,03 Aa 1,23 Ba 0,87 Aa 1,01C
das brotaces 60 1,31 ABb 1,05 Ab 2,46 Aa 1,09 Ab 1,48 B

¢
(cm) 9,0. 1,61 Ab 1,05 Ac 2,82 Aa 1,13 Ac 1,64 A
Média 1,26 B 1,04 C 2,17 A 1,03C
30 0,00 Aa 0,00 Aa 0,18 Ba 0,00 Aa 0,05B
Numero de 60 0,00 Aa 0,00 Aa 0,32 Ba 0,00 Aa 0,09 AB
raizes 90 0,00 Ab 0,00 Ab 0,70 Aa 0,00 Ab 0,19A
Média 0,00B 0,00 B 0,40 A 0,00 B
30 0,00 Ba 0,00 Ca 0,00 Ca 0,00 Ba 0,00B
Ndmero de 60 1,24 Ad 7,63 Ba 2,80 Bb 2,11 Ac 3,79 A
Folhas 90 1,24 Ad 7,97 Aa 3,82 Ab 2,13 Ac 4,17 A
Média 0,82 C 513A 2,20B 1,37B
30 - - - - -
Coloracao das 60 1,00 Ab 1,35 Aa 0,75 Ab 1,07 Bab 0,99 B
Folhas 90 1,00 Ab 1,32 Ab 1,06 Ab 1,50 Aa 122 A
Média 1,00 B 1,33A 0,89 B 129A
Brotacdes 30 0,38 Aa 0,64 Aa 0,59 Aa 0,47 Aa 0,54 A
. 60 0,32 Ac 0,83 Aa 0,77 Ab 0,52 Abc 0,65 A
maiores que
1cm 90 0,36 Ab 0,60 Aab 0,82 Aa 0,59 Aab 0,62 A
Média 0,36 C 0,69 A 0,73 A 0,53 B
Brotacdes 30 0,62 Ab 1,22 Aa 0,45 Ab 0,96 Aab 0,85 A
menores que 60 0,60 Ab 1,29 Aa 0,25 Ab 1,04 Aab 0,83 A
1cm 90 0,52 Abc 1,58 Aa 0,34 Ac 0,85 Ab 0,88 A
Média 0,58 C 1,36 A 0,35D 0,95B
30 0,00 Aa 0,12 Aa 0,00 Aa 0,28 ABa 0,11 A
c 60 0,00 Ac 0,33 Ab 0,00 Ac 0,48 Aa 0,23 A
alos
90 0,00 Ab 0,44 Aa 0,00 Ab 0,00 Bb 0,13A
Média 0,00 B 0,29 A 0,00 A 0,25A
30 0,00 Aa 0,00 Aa 0,11 Aa 0,00 Aa 0,03 AB
Vitrificacéo 60 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 B
90 0,00 Aa 0,19 Aa 0,07 Aa 0,00 Aa 0,07 A
Média 0,00 B 0,06 A 0,06 A 0,00 B
30 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00B
Deficiéncia 60 0,00 Aa 0,06 Aa 0,14 Aa 0,13 Aa 0,09 A
90 0,00 Aa 0,02 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa 0,01B
Média 0,00 A 0,03 A 0,05 A 0,04 A
30 0,08 Aa 0,04 Aa 0,12 Aa 0,06 Aa 0,08 A
Contaminac¢éo 60 0,08 Aa 0,04 Aa 0,12 Aa 0,08 Aa 0,08 A
90 0,08 Aa 0,04 Aa 0,12 Aa 0,08 Aa 0,08 A
Média 0,08 B 0,04 C 0,12 A 0,07B

(-) ndo houve desenvolvimento
Letras mindsculas comparam nas colunas e mailsculas nas linhas pelo teste Tukey (5%).
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Tabela 4. Coeficientes de determinacdo (R?) e estimativas dos tamanhos 6timos de parcelas (Xwc) para a espécie P,

edulis Sims f. edulis ao longo dos periodos de avaliacdo para as variaveis: comprimento das brotacdes em cm (CB),

namero de raizes (NR), niumero de folhas (NF) e coloracéo das folhas (CF), brotacdes >1cm (B>), brotacdes <lcm (B<),

calos(C), vitrificacdo (VT), deficiéncia (DF) e contaminac¢ao(CT).

Tratamentol (MS)

CB NR NF CF B> B< VT DF CT Média
Avaliagdes | Tpar R Tpar R Tpar R Tpar R Tpar R Tpar R Tpar R Tpar R Tpar R Tpar R Tpar R’
30 464 096 | 17,91 | 0,96 - - - - 8,01 | 0,95 18,73 | 0,99 - - | 215110991955 |0,97 - - | 15,06 | 0,97
60 888 |0,96|1922|098| 9,39 |098]| 7,18 | 0,95 | 832 | 0,98 | 1515 | 0,94 - - | 1762|090 | 2531|095 | 4238 | 0,95 | 17,05 | 0,95
90 9,69 | 0,93(2104 094 | 870 | 098] 6,29 | 094 |2597 |095| 7,09 | 0,98 | 33,46 | 0,97 | 20,16 | 0,88 | 45,78 | 1,00 | 43,58 | 0,99 | 22,18 | 0,96
média 9,29 [ 0,95(1939 | 0,96 | 9,05 | 098 | 6,74 | 0,94 | 17,15 | 0,96 | 13,66 | 0,97 | 33,46 | 0,97 | 19,76 | 0,93 | 30,21 | 0,97 | 42,98 | 0,97 | 19,61 | 0,95
Tratamento 2 (MS + 3mg de BAP)
30 2,74 0,98 - - - - - - |11,76 | 097 | 851 | 0,97 | 12,99 | 0,98 | 20,41 | 0,98 | 18,33 | 0,97 - - | 1246 | 0,98
60 6,46 | 0,98 - - 9,22 |09 | 6,82 |0,97|1045 | 097 | 1553|098 | 9,69 | 0,98 | 12,17 | 0,97 | 39,74 | 0,97 - - | 13,76 | 0,97
90 7,03 10,97 (4329|098 |11,71]0,95| 6,9 |0,96| 1168 | 0,95 | 20,66 | 0,93 | 10,57 | 0,98 | 14,69 | 0,98 | 34,21 | 0,97 - - | 17,86 | 0,96
média 541 | 0,98 | 43,29 | 0,98 | 10,47 | 0,96 | 6,86 | 0,97 | 11,30 | 0,97 | 14,90 | 0,96 | 11,09 | 0,98 | 15,75 | 0,98 | 30,76 | 0,97 - - | 1581097
Tratamento 3 (MSM)
30 4,45 1097 | 17,66 | 0,96 - - - - 8,01 | 0,94 | 18,73 | 0,99 - - | 215310991967 | 0,97 - - | 1501|097
60 999 [0,97(1915[0,98| 9,39 | 098] 7,09 | 094 | 827 | 0,98 | 16,05 | 0,97 - - | 1752|097 | 2503 | 0,96 | 43,85 | 0,98 | 17,37 | 0,97
90 16,34 | 0,91 | 24,49 | 0,97 | 1591 | 0,97 | 586 | 0,91 | 1550 | 0,98 | 13,64 | 0,97 - - - - | 45,78 | 1,00 | 45,78 | 1,00 | 22,91 | 0,96
média 10,26 | 0,95 | 20,43 | 0,97 | 12,65 | 0,98 | 6,47 | 0,93 | 10,59 | 0,97 | 16,14 | 0,98 - - | 1952 ]0,98|30,16 | 0,98 | 44,82 | 0,99 | 20,14 | 0,97
Tratamento 4 (MSM + 3mg de BAP)
30 4,42 1098 | 17,66 | 0,96 - - - - 8,12 | 0,95 | 19,22 | 0,96 - - | 215110991955 | 0,97 - - | 15,08 | 0,97
60 9,62 | 098 (18,70 [ 0,92 | 940 | 099 | 6,75 | 0,95 | 833 | 098 | 16,20 | 0,96 - - 17521097 | 2520 | 0,96 | 42,79 | 0,99 | 17,17 | 0,97
90 13,21 | 0,92 | 23,98 | 0,98 | 16,91 | 0,96 | 20,54 | 0,98 | 12,06 | 0,96 | 13,10 | 0,88 | 24,73 | 0,97 | 22,11 | 0,99 | 46,14 | 1,00 - - | 2142|096
média 9,08 | 0,96 | 20,11 |0,95| 13,16 | 0,97 | 1364 | 0,97 | 9,51 | 0,96 | 16,17 | 0,93 | 24,73 | 0,97 | 20,38 | 0,98 | 30,30 | 0,97 | 42,79 | 0,99 | 19,29 | 0,96
Médias tratamentos
30 4,07 097 | 17,74 | 0,96 - - - - 8,97 | 0,95 | 16,30 | 0,98 | 12,99 | 0,98 | 21,24 | 0,99 | 19,27 | 0,97 - - | 14,37 | 0,97
60 8,74 | 0,97 19,02 {096 | 935 | 098 | 69 |095| 884 |0,98|1573|0,96| 969 | 098 | 16,21 | 0,95 | 28,82 | 0,96 | 43,01 | 0,97 | 16,64 | 0,97
90 11,57 | 0,93 | 28,20 | 0,97 | 13,31 | 0,97 | 9,90 | 0,95 | 16,30 | 0,96 | 13,62 | 0,94 | 22,92 | 0,97 | 18,99 | 0,95 | 42,98 | 0,99 | 44,68 | 0,99 | 22,25 | 0:96
média 812 | 0,96 | 2166|096 |1133|0,97| 843 | 0,95|11,37 | 0,96 | 1522 | 0,96 | 1520 | 0,98 | 18,81 | 0,96 | 30,36 | 0,97 | 43,84 | 0,98 | 19,44 | 0,96

(-) ndo houve dados suficientes para analise.
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Coeficientes de determinacdo (R?) e média das estimativas dos tamanhos 6timos de parcelas (Xo) para a

espécie P. laurifolia L. ao longo dos periodos de avaliacdo para as variaveis: comprimento das brotacdes em

cm (CB), numero de raizes (NR), numero de folhas (NF) e coloracdo das folhas (CF), brotacbes >1cm (B>),

brotacdes <lcm (B<), calos(C), vitrificacdo (VT), deficiéncia (DF) e contaminacao(CT).

Tratamentol (MS)

CB NR NF CF B> B< C VT DF CT Média
AvaliacOes | Tpar | R®> | Tpar | R | Tpar R° [Tpar[ R [ Tpar [ R® | Tpar [Tpar| R® [Tpar| R® [Tpar| R® [Tpar| R® [Tpar| R’ R’
30 6,96 10,99 - - - - - - 120,06|0,73| 888 [0,82| - - - - - - |28,57|0,91|16,12|0,86
60 9,01 10,99 - - 11439 |0,78| - - 119,88|0,74| 9,78 |0,90| - - - - - - |27,8810,93|16,19]0,87
90 11,41 (10,93 | - - | 3355 |081] - - |24,58|0,71|13,83|0,85| - - - - 128,09|0,94| 6,72 10,92]19,70] 0,86
média | 10,21 |0,96| - - | 2397 080 - - 122,23]0,73/10,83]|0,86| - - - - 128,09|/0,94|21,06/092| 17,33 | 0,86
Tratamento 2 (MS + BAP)
30 8,28 [0,98| - - - - - - |1531]0,95|10,15/0,92]20,28|0,95| - - - - 132,23]0,94|17,25|0,95
60 8,09 10,98 - - 11492 094 - - |15,45|0,95|13,23|0,93|14,73|0,95| - - |38,15|0,92|31,77]0,92|19,48|0,94
90 9,51 10,94 - - | 1552 | 0,94 |7,03/0,94|18,98|0,94|11,66|0,92|17,03|0,80|21,10|0,91|32,23|0,94 |31,77|0,92|18,31|0,91
média 8,63 [0,97| - - | 1522 | 0,94 |7,03/0,94]16,58|0,95|11,68|0,92|17,35/0,90|21,10/0,91|35,19|0,93|31,92|0,92| 18,35 | 0,94
Tratamento 3 (MSM)
30 8,36 |0,93]30,85|0,95 - - - - 11056]0,95]14,42|0,94| - - 119,0810,93] - - 126,87]10,95|18,36|0,94
60 9,89 [0,93]19,75]/0,93| 10,36 | 0,98 [9,00(0,95| 9,23 |0,94|18,44|0,92| - - - - 122,91]0,92|27,40|0,92|15,87(0,94
90 9,76 (0,96|21,36|0,94| 10,00 | 0,95 |4,11|0,92|10,34|0,97 | 15,22|0,92 | 41,73 |0,95| 29,43 (0,93 | 29,43 |0,93 | 27,40 0,92 | 19,88 | 0,94
média 9,34 0,94|23,99|0,94| 10,18 | 0,97 |6,55|0,93| 10,04 |0,95|16,02|0,92 | 41,73|0,95|24,26 | 0,93 | 26,17 |0,92 | 27,22|0,93 | 18,04 | 0,94
Tratamento 4 (MSM + BAP)
30 6,15 [0,96| - - - - - - |14,19]094]11,70/0,88|17,34|0,98| - - - - |33,16]0,95(16,51|0,94
60 8,97 (0,96 - - | 2152 |091|380(0,94|13,78|0,87|11,40|0,94|12,27|0,98| - - |23,87|0,95|26,21|0,96|15,23|0,94
90 8,77 |0,96| - - | 21,70 | 0,94 |6,57|0,82|14,51|0,92|13,05|/0,94 | - - - - |35,67]0,95|26,01]|0,96|18,04|0,93
média 796 |0,96| - - | 2161 |092|518|0,88|14,16|0,91|12,05|/0,92|14,81|0,98| - - 129,77|0,95|28,46|0,96 | 16,59 | 0,94
Média dos tratamentos
30 7,44 10,97 |30,85|0,95 - - - - 115,03]0,89]11,28/0,89|18,81/0,96|19,08/0,93| - - 130,21]10,94|18,96|0,93
60 8,99 [0,97]19,75|0,93| 15,30 | 0,90 |6,40|0,94|14,58|0,88|13,21|0,92|1350|0,96| - - |28,31|0,93|28,31|0,93|16,48]| 0,93
90 9,86 [0,95|21,36|0,94| 20,19 | 0,91 |591/0,89|17,10|0,88|13,44|0,91|29,38|0,88|25,26|0,92|31,35|0,94 | 22,97 |0,93|19,68| 0,91
média 8,76 10,96]23,99|0,94| 17,75 | 0,91 15,91]0,92|15,57|0,89|12,65]|0,91|29,38|0,94|22,17|0,92|29,83|0,93|27,17|0,93| 18,38 | 0,93

(-) ndo houve dados suficientes para analise.
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Para a espécie P. edulis, a variavel deficiéncia, avaliada aos 90 dias foi a que
apresentou o maior tamanho de parcelas, 46,14 plantas, enquanto a variavel altura do
explante aos 30 dias apresentou o menor valor (2,74) (Tabela 4). Para a espécie P.
laurifolia (Tabela 5) observa-se que a variavel calo avaliada aos 90 dias foi a que
apresentou o maior tamanho de parcelas, 41,73 plantas (Tratamento 3). E a variavel
altura do explante aos 60 dias, apresentou o menor valor, 3,80 (Tratamento 4).

Uma vez que para a multiplicacdo as variaveis mais importantes sdo numeros de
brotacdes, comprimento das brotagfes e numero de folhas. As variaveis deficiéncia,
contaminacgdo, numero de raizes, calos e vitrificacdo ndo foram consideradas de suma
importancia, pois 0 que se busca nesse experimento sdo plantas com brotacdes para a
multiplicagcdo, com bom crescimento e bom nameros de folhas, o que acarretara maior
namero de gemas.

Considerando as variaveis mais importantes para multiplicacdo, os maiores
valores obtidos na espécie P. edulis (Tabela 4) por tratamentos foram: 25,97 no
tratamento 1 na variavel brotagdes maiores que 1 cm, 20,66 no tratamento 2 na variavel
brotacbes menores que 1 cm, ambos aos 90 dias; e nos tratamentos 3 e 4, na variavel
brotacdes menores que 1 cm aos 30 dias de avaliacdo, com valores de 18,73 e 19,22,
respectivamente.

Para a espécie P. laurifolia (Tabela 5) os maiores valores obtidos por tratamentos
foram: 33,55 no tratamento 1 na variavel nimero de folhas, 18,98 no tratamento 2
variavel brotacées maiores que 1 cm, ambos aos 90 dias; e nos tratamentos 3 e 4, na
variavel brotacBes menores que 1 cm aos 60 dias de avaliacdo e na variavel nimero de
folhas aos 90 dias, com valores de 18,44 e 21,70, respectivamente.

Os maiores valores de tamanho de parcela para a espécie P. edulis (Tabela 4)
obtidos para cada variavel foram: 25,97 para niameros de brota¢cées maiores que 1 cm
(tratamento 1 aos 90 dias de avaliacdo), 16,91 para numero de folhas e 16,34 para
altura da planta.

Para a espécie P. laurifolia os maiores valores de tamanho de parcela obtidos
para as variaveis numero de folhas, niameros de brotacbes maiores que 1 cm,
brotacdes menores que 1 cm e altura da planta foram respectivamente, 33,55, 24,58,

13,83 e 11,41 no tratamento 1 aos 90 dias de avaliagdo. O menor tamanho de parcela
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ocorreu no tratamento 4 aos 60 dias de avaliacdo (3,80) variavel cor da folha, sendo
gue o maior valor aconteceu no tratamento 3, variavel calos aos 90 dias de avaliacéo
(41,73) (Tabela 5).

Todos os valores encontrados neste trabalho foram superiores aos de Dutra et
al, (2003) trabalhando com micropropagacao in vitro de crisantemo. Os autores
verificaram que o tamanho 6timo de parcela experimental era constituido de dois tubos
de ensaio e que numeros superiores a esse valor, tanto de tubos quanto de repeti¢des,
nao alteravam a precisao experimental. No entanto, a utilizacdo de pequeno nimero de
unidades experimentais pode trazer inseguranca as pesquisas, que sao sujeitas a
varios fatores ndo previsiveis e com isso ocorrer a perda de algumas informacdes e
comprometer a qualidade de resultados.

Em funcéo dos resultados obtidos, em experimentos com multiplicagcéo in vitro o
tamanho 6timo de parcela recomendado para a espécie P. edulis Sims f. edulis € o de
26 plantas por parcela para tratamentos com meio MS sem adicdo de BAP, de 21 para
tratamentos com meio MS e com a adicdo de BAP, de 19 para tratamentos com meio
MSM sem adicdo de BAP e 20 para tratamentos com meio MSM e com a adicédo de
BAP (Tabela 4). Para a espécie P. laurifolia L, o tamanho o6timo de parcela
recomendado é o de 34 plantas por parcela para tratamentos com meio MS sem adicao
de BAP, de 19, para tratamentos com meio MS e com a adicdo de BAP, e para
tratamentos com meio MSM sem adicdo de BAP, e, 22 para tratamentos com meio
MSM e com a adicdo de BAP (Tabela 5).

O método da maxima curvatura modificado apresenta a vantagem de estabelecer
uma equacao de regressao com altos valores de coeficiente de determinagédo, como
encontrado nesse trabalho, aumentando a confiabilidade das estimativas. Apresenta a
desvantagem de nédo considerar os custos do experimento. Entretanto, dentro de certos
limites, desde que os custos ndo sejam tédo elevados, podem ser desprezados, com o

intuito de se aumentar a precisao de um experimento.
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CONCLUSAO

De maneira geral, para experimentos de multiplicacao in vitro de P. edulis Sims f.
edulis, o tamanho 6timo de parcela deve ser de 26 plantas, considerando as variaveis

avaliadas.
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CAPITULO 4

TAMANHO OTIMO DE PARCELA PARA EXPERIMENTOS APLICADOS AO
DESENVOLVIMENTO DE PASSIFLORA GIBERTI N. E. BROWN IN VITRO.*



TAMANHO OTIMO DE PARCELA PARA EXPERIMENTOS COM
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE PASSIFLORA GIBERTI N. E. BROWN

Resumo — Este trabalho teve por objetivo a determinagdo do tamanho 6timo de
parcelas em experimentos de desenvolvimento in vitro de Passiflora Giberti N. E.
Brown. Foi comparado o tratamento testemunha (MS) com o meio MS acrescido de
quatro concentragées de nitrato de prata nas concentragdes de 1, 2, 4 e 8 g L
perfazendo um total de 5 tratamentos, com 30 unidades basicas em cada um. Foram
avaliadas as seguintes variaveis: comprimento das brotagées, numero de raizes,
namero e coloragdo das folhas, aos 30, 60 e 90 dias. Cada combinagdao de
concentracdo de nitrato de prata com avaliacdo foi considerada como um ensaio de
uniformidade.Foram simulados diversos tamanhos e formas de parcelas, em que cada
planta foi considerada primeiramente como uma unidade basica (parcela) ate 15
plantas por unidade basica. Para a estimag¢ao do tamanho 6timo de parcelas empregou-
se 0 método da maxima curvatura modificado. Para as espécies e variaveis estudadas,

o tamanho de parcela 6timo deve ser de 12 plantas.

Termo para Indexacdo: Precisdo experimental, erro experimental, coeficiente de

variagéo, ensaio de uniformidade, Passiflora sp.

OPTIMAL SIZE OF PLOTS FOR EXPERIMENTS WITH IN VITRO DEVELOPMENT OF
P. GIBERTI N. E. BROWN.

Abstract — The objective of this work was to determine the optimal size of plots of P.
giberti N. E. Brown. with in vitro development experiments. Five uniformity essays with
the species P. giberti N. E. Brown. were conducted. The control treatment (MS) was
compared to the MS medium supplemented with four nitrate of silver concentrations 1,
2,4e8gL™), in atotal of 5 treatments with 30 repetitions. The following variables were
identifies shooting length, number of roots, leaves coloration and number, in 30, 60 and
90 days. Various sizes and plot forms, whereas 15 plant was considered as the basic

unit, were simulated. For the estimation of the optimal size of plots, the method of
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maximum modified curvature was employed. It can be concluded that for the specie and

variables studied, the optimal plot size should be formed with 12 (twelve) plants.

Indexation term: Experimental precision, experimental error, variation coefficient,

uniformity essay, Passiflora Sp.

INTRODUGCAO

A realizagdo de estudos que visem desenvolver metodologias a serem
aplicadas para o desenvolvimento in vitro de maracujazeiro consiste num caminho
racional a ser seguido na consolidagdo da cultura no dmbito nacional e mundial, por
permitir avangos no melhoramento genético e outras aplicagbes futuras. As técnicas de
cultura de tecidos vém proporcionando maior disponibilidade de plantas de boa
qualidade fitossanitaria. Dentre essas técnicas, a clonagem in vitro de plantas,
conhecida como micropropagacdo, € a forma mais rapida de multiplicar uma
determinada planta, ou gendtipo, que apresente caracteristicas agrondémicas
desejaveis.

O maracujazeiro produz uma alta taxa de etileno (LUDFORD, 1995), a
producado em excesso desse regulador pode causar um acumulo nos frascos de cultura
acarretando diversos problemas no desenvolvimento das suas espécies como:
dificuldade de regeneragdo dos explantes e morfogénese in vitro (ROUSTAN; LATCHE;
FALLOT, 1992). A diminuicdo da taxa de regeneracao pela presenca de etileno no
cultivo in vitro foi verificada em maracujazeiro por Faria e Segura (1997). A adigcédo de
compostos considerados inibidores do etileno, como nitrato de prata (ROUSTAN;
LATCHE; FALLOT, 1992; TREVISAN; MENDES, 2005), tém sido realizada com o
proposito de diminuir a taxa de etileno nos frascos de cultura.

Ao instalar um experimento, o pesquisador, basicamente, esta preocupado em
estimar com a maior precisdo possivel, o efeito dos tratamentos sobre o material a ser
investigado. A precisdo de um experimento estd estreitamente relacionada ao erro

experimental, uma medida da variagcdo nao controlada ou aleatéria que ocorre entre
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parcelas que receberam o mesmo tratamento, e representa o desempenho diferenciado
daquelas parcelas (FISHER, 1960).

Para maximizar as informag¢des obtidas num experimento reduzindo o erro
decorrente da heterogeneidade das parcelas deve-se adequar o delineamento
experimental, tamanho e forma da parcela e o numero de repeti¢cdes (STEEL; TORRIE;
DICKEY, 1997), sendo de fundamental importancia que se conhegca o tamanho de
unidade experimental capaz de possibilitar elevada precisdo dos resultados
(HENRIQUES NETO, 2003).

Storck (1979) faz uma revisdo sobre os métodos para determinagdo do tamanho
otimo de parcelas, os varios métodos se baseiam na relacdo observada entre o
tamanho da parcela e a variacao residual, diferindo em diversos aspectos. Os métodos
mais conhecidos sdo: método da Inspecdo visual da curvatura maxima, método da
curvatura maxima e método da maxima curvatura modificado.

Devido a falta de informagdes basicas nos experimentos com maracujazeiro,
este estudo objetivou a determinagao do tamanho 6timo de parcelas em experimentos

de P. Giberti N. E. Brown desenvolvidos in vitro.

MATERIAL E METODOS

Foi instalado um experimento no laboratério de biotecnologia da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Para este estudo foram utilizados os acessos caracterizados
de Passiflora giberti N.E. Brown do Banco Ativo de Germoplasma de Maracuja da
Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical em Cruz das Almas-BA.

As sementes dessa espécie, oriundas de polinizagao controlada, foram levadas a
casa de vegetagao, semeadas para germinagao em sacos de polietileno de 10 x 25 cm,
utilizando a mistura terra e esterco de curral na propor¢ao 3:1, tomando-se os devidos
cuidados fitossanitarios com a qualidade das sementes, preparo do substrato,
semeadura e condugao das mudas.

Através das plantas obtidas em casa de vegetacao foram coletadas microestacas
de maracujazeiro da espécie Passiflora giberti N. E. Brown, com aproximadamente 1

cm, sendo essas microestacas foram dispostos em tubos de ensaio® contendo 30 mL



90

do meio de cultura. Os tratamentos eram formados pelo meio MS suplementados com
30 gL de sacarose, gelificados com 2 g L™ de phytagel® e nitrato de prata nas
concentragcdes de 0, 1, 2, 4 e 8 mg L e, ajustado a um pH de 5,8. O cultivo foi
realizado sob condigdes de fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 27 + 1 °C e
densidade de fluxo de fétons 22 LE m™s™'. Foram realizadas avaliacdes aos 30, 60 e 90
dias apos a incubacéo dos explantes em meio de cultura, sem subcultivos.

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com 30
unidades experimentais, com os tratamentos dispostos no esquema de parcelas
divididas no tempo, sendo as concentracdes de nitrato de prata alocadas nas parcelas
e as avaliagdes nas subparcelas.

Avaliou-se o comprimento das brotagdes, em cm, numero de raizes, numero de
folhas e coloragao das folhas. Para esta ultima variavel foi atribuida a seguinte escala
de notas: 1- folhas totalmente verdes; 2- folhas verde claras e 3- folhas amareladas
(inicio da senescéncia).

Cada combinacédo de concentracdo e avaliagao foi considerado um ensaio de
uniformidade. Em cada um destes, foram simulados 19 tamanhos de parcelas nos
ensaios de uniformidade, em que cada planta foi considerada como uma unidade
basica até 15 plantas por unidade basica, desta forma os tamanhos variaram de 1 a 15
plantas por parcelas, com numero de parcelas variando de 30 a 2, respectivamente
(Tabela 1). Para as parcelas simuladas de diferentes formas com o mesmo tamanho,
calcularam-se as médias dos coeficientes de variagao.

O tamanho ¢6timo de parcela foi calculado pelo método da maxima curvatura

modificado, proposto por Lessman e Atkins (1963). Por esse método, a relagdo entre o
coeficiente de variagcao (CV)e o tamanho da parcela com X unidades basicas é

explicado pelo modelo CV =aX ™, em que a e b sdo os parametros a serem estimados.
A partir da fungdo de curvatura dada por esse modelo, determinou-se o valor da

abscissa na qual ocorre o ponto de maxima curvatura, utilizando-se da expressao dada

por: X, =exp{[1/(2b+2)]log[(ab)*(2b+1) /(b +2)]} em que Xo é o valor da abscissa no
ponto de maxima curvatura, o qual corresponde a estimativa do tamanho 6timo da
parcela experimental (MEIER; LESSMAN, 1971).
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Tabela 1. Tamanho da parcela, forma da parcela e numero de parcelas totais para os

ensaios de uniformidade de plantas de P. Giberti N. E. Brown in vitro.

Numero de
Simulacdes Tamanho Forma parcelas
1 1 1x1 30
2 2 2x1 15
3 2 1x2 12
4 3 3x1 10
5 3 1x3 6
6 3 2+1 6
7 3 1+2 6
8 4 2x2 6
9 5 2x2+1 3
10 6 2x3 3
11 6 3x2 4
12 7 2x3+1 3
13 7 3x2+1 2
14 8 2x4 3
15 8 4x2 2
16 10 2x5 3
17 10 5x2 2
18 12 3x4 2
19 15 3x5 2

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos que possibilitaram melhor desenvolvimento dos explantes foram
os dos meios de cultura enriquecidos com 1 mg L™ ou 2 mg L™ de nitrato de prata
(Tabela 2). As avaliagbes mais tardias, principalmente aos 90 dias, também propiciaram
maiores desenvolvimento dos explantes, exceto para coloragao das folhas que nao se

detectou diferencas significativas entre as avaliagdes.

Na Tabela 3 sdo apresentados os coeficientes de determinacdo (R?) da fungéo

de curvatura e os valores das estimativas do tamanho 6timo da parcela experimental

(Xo) para os ensaios de uniformidade (cada combinacdo das concentragdes de nitrato
de prata com as avaliagoes).
Em média os valores maiores tamanhos de parcela foram encontrados na

variavel numero de raizes (19,27) e os menores valores na variavel coloragao de folhas
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(6,28) (Tabela 3). Este fato é esperado, pois a variavel numero de raizes, em geral,

possui maior variabilidade do que a coloracao das folhas.

Tabela 2. Valores médios para comprimento das brotagées (cm), numero de raizes,
numero de folhas e coloragao de folhas de Passiflora giberti N. E. Brown. em

fungdo das concentracdes de nitrato de prata (g L") aos 30, 60 em 90 dias de

cultivo.
. Avaliacdo (dias) ‘1
Nitrato de prata 30 60 90 Média
Comprimento das brotacdes (cm)
0 1,1367 Bc 1,3367 ABb 1,7167 Ac 1,3967 ¢
1 2,2667 Ca 4,4400 Ba 6,7767 Aa 4,4944 a
2 1,7138 Bb 2,0862 Ba 2,5138 Ab 2,1046 b
4 1,2400 Abc 1,3633 Ab 1,4267 Ac 1,3433 ¢
8 1,3241 Abc 1,4414 Ab 1,5276 Ac 1,4310 c
Média 1,5365 C 2,1385B 2,8027 A
Ndmero de folhas
0 0,4667 Ad 0,9000 Ad 1,2000 Ad 0,8556 ¢
1 6,0000 Ca 9,5000 Ba 13,7333 Aa 9,7444 a
2 5,7931 Ca 9,8966 Ba 10,8276 Ab 8,8391 a
4 2,2333 Bc 4,9667 Ac 4,9667 Ac 4,0556 b
8 2,9310 Bb 5,5172 Ab 5,3793 Ac 4,6092 b
Média 3,4730C 6,1351 B 7,2095 A
Ndmero de raizes
0 0,0000 Ab 0,0000 Ab 0,1667 Ab 0,0556 b
1 0,2333 Bb 0,8333 Aa 1,1000 Aa 0,7222 a
2 0,4483 Ba 1,0000 Aa 1,3448 Aa 0,9310 a
4 0,0000 Ab 0,0000 Ab 0,0000 Ab 0,0000 b
8 0,0000 Ab 0,0000 Ab 0,0345 Ab 0,0115b
Média 0,1351B 0,3649 A 0,5270 A
Coloracéo das folhas
0 1,6667 Aa 1,6667 Aa 1,8571 Aa 1,7368 a
1 1,4483 Aab 1,6897 Aa 1,6667 Aa 1,6023 a
2 1,1379 Ab 1,1379 Ab 1,1379 Ab 1,1379 ¢
4 1,0909 Ab 1,1250 Ab 1,1739 Ab 1,1304 ¢
8 1,4348 Aab 1,3333 Aab 1,2727 Aab 1,3485 b
Média 1,3028 A 1,3486 A 1,3604 A

Meédias seguidas pela mesma letra mintscula nas colunas e maitsculas nas linhas ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os valores minimos e maximos para tamanho de parcela e minimo para
coeficiente de determinagdo foram encontrados no meio sem nitrato de prata
(tratamento 1) (Tabela 3). Os menores valores foram encontrados na variavel coloragéao
das folhas aos 60 dias de avaliagéo (2,96 plantas/parcela e 52%) e os maiores valores

foram obtidos na variavel numero de raizes 36,21 plantas/parcela. O maior valor de
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coeficiente de determinagédo (97%) foi encontrado na variavel numero de raizes, na
avaliagao aos 90 dias.
O método da maxima curvatura modificado apresentou boa precisao de ajuste

com valores médios de R? variando de 85 % a 92%.

Tabela 3 - Coeficientes de determinacdo (R?) e estimativas dos tamanhos 6timos de

parcelas ( Xo) para a espécie P. giberti N. E. Brown. ao longo dos periodos
de avaliagédo para as variaveis: comprimento das brotacées em cm (CB),

numero de raizes (NR), numero de folhas (NF) e coloragéo das folhas (CF).

Tratamentos  Avaliacéo CB NR NF CF Méedia
(dias) X R? X R? Xo R? Xo R? X R?
30 791 090 - © 2114 092 674 087 1193 0,90
1- d'\gSNTtrgtg‘g 60 1225 095 - . 2284 091 296 052 1268 079
de Prata 90 16,23 0094 3621 094 2162 091 7,88 053 2049 0,83
Média 1213 003 3621 0094 2187 091 586 064 1503 084
30 773 087 1582 091 674 092 722 094 938 001
2- d'\gSNTtr;t?g 60 1142 087 19,80 093 893 087 528 092 1136 090
de Prata 90 1166 087 20,04 090 796 083 629 095 1149 0,89
Média 1027 087 1855 001 7,88 087 626 094 1074 090
30 639 090 1427 083 675 087 637 086 845 088
3- d'\gSNTté g 60 778 092 826 085 890 090 569 091 7,66 0,91
e Pracs 90 865 090 1911 091 998 097 542 091 10,79 0,92
Média 761 001 1388 086 855 0091 583 089 897 090
30 422 096 2388 097 1063 096 502 093 1094 096
4- d'\gSNTtrit?g 60 528 091 826 087 965 093 635 092 739 0091
de Prata 90 562 092 826 087 962 091 680 086 7,58 089
Média 504 093 1347 001 997 093 606 090 863 092
30 665 093 2405 092 1033 090 572 094 1169 0,92
5- d'\gSNTtrztg‘g 60 596 094 826 087 1159 085 826 087 852 088
do Prata 90 560 095 3585 094 1245 092 826 087 1554 0,92
Média 607 094 2272 001 1146 089 742 090 11,92 001
30 658 091 1560 073 1112 091 621 091 1048 091
Média dos 60 854 092 892 070 1238 089 571 083 952 088
tratamentos 90 955 0,92 2389 091 12,33 091 693 082 13,18 0,89
Média 822 092 1614 078 1194 090 628 085 11,06 089
Média geral 822 092 1927 090 1194 090 6,28 085 11,06 0,89

(-) ndo houve dados suficientes para analise.

Para o comprimento das brotagbes, nota-se que ao longo dos periodos de

avaliacdo houve um aumento no tamanho de parcela calculado, com excecao no
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tratamento 5 (8 mg de nitrato de prata) que ocorreu um decréscimo ao longo desse
periodo.

O tratamento 4 (4 mg de nitrato de prata) apresentou, em média, o menor valor
de tamanho de parcela (8,63 explantes/parcela) e o tratamento 1 (sem nitrato de prata)
apresentou o maior valor (15,03 explantes/parcela) (Tabela 3).

Dutra et al. (2003) trabalhando com micropropagacao in vitro de crisdntemo,
verificaram que o tamanho 6timo de parcela experimental era constituido dois tubos de
ensaio e que numeros superiores a esse valor, tanto de tubos quanto de repeticoes,
nao alteram a precisdo experimental. No entanto, a utilizacdo de pequeno numero de
unidades experimentais pode trazer inseguranga as pesquisas, que sao sujeitas a
interferéncia de varios fatores n&o previsiveis e com isso ocorrer a perda de algumas
informacdes e comprometer a qualidade de resultados.

Com relagdo ao método da maxima curvatura modificado utilizado, este
apresenta a vantagem de estabelecer uma relacdo entre coeficiente de variagao e
tamanho da parcela, sendo esta descrita por uma equagao de regressao de facil
interpretacdo, a qual propicia ajustes com altos valores de coeficiente de determinacao,
como os encontrados nesse trabalho, aumentando a confiabilidade das estimativas.
Entretanto apresenta a desvantagem de nao considerar os custos do experimento, o
que dentro de certos limites, desde que estes custos ndo sejam tdo elevados, podem

ser desprezados, 0 que ndo ira afetar a precisao do experimento.

CONCLUSAO

Levando-se em consideragao que o numero de raizes nao € uma variavel de
grande importancia no desenvolvimento in vitro e tomando-se como base as outras
variaveis, de maneira geral, para experimentos que visam o desenvolvimento in vitro de
Passiflora, o tamanho 6timo de parcela deve ser de 12 plantas ou explantes por

parcela, considerando-se a espécie estudada e as variaveis importantes avaliadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A literatura sobre estimativa de tamanho e forma de parcela envolvendo
diferentes culturas e métodos, no Brasil e no mundo, é bastante significativa,
contemplando um grande numero de pesquisas realizadas. Mas, para o cultivo in
vitro ndo foram encontrados resultados de pesquisas nacionais nem internacionais a
esse respeito.

Aliado a isso, as espécies de maracuja apresentam comportamento
diferenciado no cultivo in vitro assim como no campo, e as estimativas de tamanho
de parcela podem variar com espécie, cultivar, porte da planta, local, idade,
caracteristica avaliada, numero de plantas utilizadas na unidade basica. De acordo
com Bake (1988) mesmo fixando determinada espécie vegetal, podem ocorrer
variacdes no tamanho e forma 6timos da parcela.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que para experimentos in
vitro com a espécie P. giberti, 0 tamanho 6timo de parcelas recomendado é o de 15
frascos com um explante para experimentos de estabelecimento, 10 frascos com um
explante por parcela para experimentos de conservagdo e 13 frascos com um
explante para experimentos de desenvolvimento. Para a espécie P. edulis Sims f.
edulis, o tamanho o6timo de parcelas recomendado é o de 11 frascos com um
explante para experimentos de estabelecimento e 26 frascos com um explante para
experimentos de multiplicagdo. Para a espécie P. laurifolia L., o tamanho étimo de
parcela deve ser de 9 frascos com um explante para experimentos de
estabelecimento e 34 frascos com um explante para experimentos de multiplicacao,
considerando as varidveis avaliadas em todos o0s experimentos. Portanto, 0s
resultados alcancados poderdo servir de subsidio para experimentos com a cultura

de maracujazeiro in vitro sob as diferentes condigdes.
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APENDICE



APENDICE 1. Exemplo de simulac&do dos resultados obtidos da variavel nimero de
folhas de Passiflora giberti aos 30 dias ho meio MS (Valores obtidos

em cada tamanho e forma de parcela)

n tamanho forma média variancia cv
89 1 1x1 1,91 4,33 108,97
48 2 2x1 1,81 2,85 93,48
50 2 1x2 1,79 2,60 90,13
30 3 3x1 1,70 2,06 84,51
30 3 1x3 1,88 1,76 70,62
25 3 2+1 1,89 2,51 83,62
25 3 1+2 1,71 2,34 89,56
25 4 2x2 1,79 1,76 74,06
15 5 2x2+1 2,26 2,33 67,64
15 6 2x3 2,09 2,25 71,85
15 6 3x2 1,84 1,35 62,90
10 7 2x3+1 2,01 0,77 43,79
9 7 3x2+1 2,22 2,11 65,38
10 8 2x4 2,06 0,68 40,04
10 8 4x2 1,86 0,59 41,38
10 10 2x5 1,87 0,64 42,75
10 10 5x2 1,86 0,62 42,28

6 12 3x4 2,10 0,46 32,26

6 12 4x3 2,21 0,94 43,99

6 15 3x5 1,91 0,21 24,10

6 15 5x3 2,11 0,32 26,90

4 16 4x4 2,21 0,42 29,24

3 18 3x6 1,94 0,10 16,61

3 18 6x3 2,31 0,73 36,98

4 20 4x5 1,91 0,28 27,84

4 20 5x4 2,09 0,27 24,98

4 25 5x5 1,88 0,15 20,61

2 30 5x6 1,98 0,13 18,20

2 30 6x5 1,97 0,06 12,14

2 50 5x10 1,91 0,02 6,58

2 50 10x5 1,88 0,13 19,44
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APENDICE 2. Exemplo de simulac&do dos resultados obtidos da variavel nimero de
folhas de Passiflora giberti aos 30 dias ho meio MS (Valores médios

obtidos para cada tamanho de parcela)

tamanho Ccv
1 108,97
2 91,80
3 82,08
4 74,06
5 67,64
6 67,38
7 54,58
8 40,71
10 42,51
12 38,13
15 25,50
16 29,24
18 26,80
20 26,41
25 20,61
30 15,17
50 13,01

APENDICE 3. Figura do exemplo de simulacéo dos resultados obtidos da variavel
numero de folhas de Passiflora giberti aos 30 dias no meio MS

(Valores médios obtidos para cada tamanho de parcela)

1840
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