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RESUMO

A determinação do tamanho de parcela é uma
prática pertinente ao planejamento experimental e sua
caracterização otimizada, em conjunto com o controle do
material experimental, permite a obtenção de resultados com
maior precisão e qualidade. Neste trabalho, determinou-se o
tamanho de parcelas para experimentos de conservação in
vitro de maracujazeiro, em dez ensaios de uniformidade com a
espécie Passiflora Giberti N. E. Brown, utilizando-se o modelo
de regressão linear segmentado com platô e o modelo de
regressão quadrática segmentado com platô, que utilizam a
técnica de resposta com platô a modelos que possuam mínimo.
Os ensaios de uniformidade foram oriundos de experimento
conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com 20
unidades básicas (ub), e os tratamentos dispostos em esquema
fatorial com três concentrações de sacarose, três concentrações
de sorbitol e uma testemunha. A coleta dos dados foi realizada
aos 60 dias após a incubação, medindo-se o comprimento das
brotações. Os tamanhos de parcelas variaram com o método
utilizado, encontrando-se parcelas formadas por seis explantes
pelo modelo da regressão linear segmentado com platô e de
dez explantes pelo modelo de regressão quadrática segmentado
com platô.

Palavras-chave: Passiflora Giberti N. E. Brown, precisão
experimental, coeficiente de variação, ensaio
de uniformidade, regressão segmentada.

ABSTRACT

The determination of the plot size is a practical
question to the experimental design, and its characterization in
an optimized way allows obtaining larger precision and quality

results. This research aimed to determine the plot size in
experiments in vitro that seek the passion fruit plant conservation
in ten uniformity assays with the species Passiflora Giberti N. E.
Brown. The tests of uniformity came from an experiment
conducted in a completely randomized design with treatments
in a factorial design with three concentrations of sucrose, three
concentrations of sorbitol and a control. Each treatment was
considered as a uniformity assay, with 20 basic units. The
evaluations of the experiments were done in the 60 days of
incubation, being measured the shoots’ length. For the estimate
of the optimal plot size  it was used  the models segmented with
linear- plateau, and the quadratic-plateau. The plot size varied
with the method used, with values from 6 basic units for the
linear-plateau model segmented, and from 10 basic units, for
quadratic-plateau model.

Key words: Passiflora Giberti N. E. Brown, experimental
precision, variation coefficient, uniformity assay,
segmented regression.

INTRODUÇÃO

A conservação in vitro por cultura de
tecidos é uma técnica que vem sendo utilizada e
aperfeiçoada na manutenção dos bancos ativos de
germoplasma. Em trabalhos de conservação, geralmente
se utiliza o maior número de repetições possível por
tratamento, em razão da grande variabilidade do material
biológico a ser testado e do tempo que esse material
será testado sem subcultivo. Isso acarreta maior custo
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do experimento, maior tempo para avaliação e gasto de
material de consumo, podendo até limitar a execução
de projetos pelo aumento de seu custo de financiamento
pelas agências de fomento.

Assim, o planejamento experimental
adequado quanto ao tamanho de parcela e do número
de repetições pode propiciar sucesso na conservação
de materiais genéticos (STORCK et al., 2005). O tamanho
ótimo de parcela é uma das maneiras fundamentais de
se promover o aumento da precisão experimental e,
consequentemente, gerar  a maximização das
informações coletadas no experimento. O método
proposto por SMITH (1938) é o precursor de vários
outros métodos para determinar o tamanho de parcelas,
o qual é baseado na relação entre variância dos totais
de parcelas de diferentes tamanhos e o tamanho de
parcela. O método da máxima curvatura (LE CLERG,
1967), método da curvatura máxima (LESSMAN &
ATKINS, 1963) e o método da máxima curvatura
modificado (MEIER & LESSMAN, 1971) são os mais
utilizados na determinação do tamanho das parcelas,
utilizando para isso a relação entre o coeficiente de
variação e o tamanho da parcela. PARANAÍBA et al.
(2009a, 2009b) propuseram a utilização de método
baseado no modelo linear de resposta com platô para
estimar o tamanho de parcela.

A definição do número de explantes por
parcela, em experimentos de micropropagação, tem sido
feito de modo empírico, com base na experiência do
pesquisador. Por exemplo, PASSOS et al. (2004)
utilizaram parcela constituída por um frasco com cinco
sementes e dez repetições, para verificarem o efeito de
doses de ácido giberélico, associado com presença e
ausência de luz na germinação de sementes de
Passiflora nítida. Avaliando transformações genéticas
no maracujazeiro para resistência ao vírus do
endurecimento dos frutos, TREVISAN & MENDES
(2005) utilizaram o delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repetições, cada repetição
constituída de uma magenta com cinco explantes. Já,
em experimento de estabelecimento in vitro de
maracujazeiro, FARIA et al. (2007) usaram parcelas
formadas por uma magenta contendo um explante, e
LIMA et al. (2008) usaram o delineamento inteiramente
casualizado, sendo cada tratamento repetido 20 vezes
e cada parcela formada por um tubo, cada tubo
contendo um explante. VILLA et al. (2008) utilizaram
parcela constituída por três tubos, contendo um
explante em cada.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
de estimar o tamanho ótimo de parcelas para
experimentos de conservação in vitro de maracujá
Passiflora giberti N. E. Brown, utilizando-se o modelo

de regressão linear segmentado com platô e o modelo
de regressão quadrático segmentado com platô.

MATERIAL   E   MÉTODOS

Os dados utilizados foram provenientes de
experimento conduzido no Laboratório de
Biotecnologia Vegetal da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, em Cruz das Almas, Bahia, utilizando-se,
como material vegetal, segmentos nodais com
aproximadamente 1 (um) cm de comprimento, de plantas
de maracujazeiro Passiflora giberti N. E. Brown,
oriundos do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
Mandioca e Fruticultura.

Os segmentos (explantes) de plântulas
cultivados in vitro foram dispostos em magentas®

contendo 20mL do meio de cultura MS, suplementado
com 10, 20 e 40g L-1 de sorbitol combinados com 0, 15 e
30g L-1 de sacarose, mais uma testemunha com meio
MS padrão, contendo 30g L-1 de sacarose. Todos os
tratamentos foram gelificados com 2g L-1 de phytagel®,
ajustados a um pH de 5,8 e sem adição de
fitoreguladores. O cultivo foi realizado sob condições
de fotoperíodo de 16 horas, temperatura de 27±1°C e
densidade de fluxo de fótons 22µE m -2 s-1,
permanecendo nessas condições por 60 dias.

Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado com os tratamentos dispostos em esquema
fatorial 3×3+1, com 10, 20 e 40g L-1 de sorbitol
combinados com 0, 15 e 30g L-1 de sacarose, mais uma
testemunha com meio MS padrão, contendo 30g L-1 de
sacarose. Cada um dos 10 tratamentos foi considerado
como um ensaio de uniformidade, sendo cada ensaio
constituído por 20 unidades básicas (ub). Cada unidade
básica foi constituída de um explante por magenta®. A
avaliação dos ensaios foi realizada aos 60 dias após
incubação, observando-se o comprimento das
brotações (cm).

As unidades básicas em cada ensaio foram
dispostas aleatoriamente e convenientemente com
número diferentes de linhas e colunas. Após essa
disposição, construíram-se 15 diferentes tamanhos de
parcela, formados por X1 unidades básicas na linha e
X2 unidades básicas na coluna. Os tamanhos de parcela
foram simulados pelo agrupamento de unidades básicas
adjacentes, de modo que X1 X2 correspondesse a X
(tamanho da parcela em número de unidades básicas).

Para cada simulação, foram estimados os
parâmetros: número de parcelas (N), totais e médias
das parcelas com X unidades básicas, variância por
unidade básica e o coeficiente de variação (CV), o qual
foi usado como medida de variabilidade. Nas parcelas
simuladas com diferentes formas, mas com o mesmo
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tamanho, foi considerada a média aritmética dos
coeficientes de variação. Os métodos de estimação
utilizados para determinar o tamanho ótimo de parcelas
foram baseados no modelo de regressão linear
segmentado com platô (LRP) e no modelo de regressão
quadrático segmentado com platô (LRQ), conforme
denominados de modelos lineares de resposta com
platô por ANDERSON & NELSON (1975).

O modelo de regressão linear segmentado
com platô possui dois segmentos (SCHABENBERGER
& PIERCE, 2002), o primeiro descreve uma reta
crescente ou decrescente até um determinado valor P
da curva, que é o platô de resposta, e a partir desse o
valor assume uma constante . Esse modelo pode ser
representado por:

                                                                       (1)

em que CV
i
  é o coeficiente de variação entre totais de

parcelas de tamanho Xi, no i_ésimo ensaio de
uniformidade; Xi é o número de unidades básicas
agrupadas; Xc é o parâmetro relativo ao tamanho ótimo
de parcelas para o qual o modelo linear se transforma
em um platô, em relação à abscissa; P é o coeficiente
de variação no ponto correspondente ao platô;   0

 
é o

intercepto e    1
 
o coeficiente angular do segmento linear

e    i  é o erro aleatório associado ao CVi, considerados
independentes e normalmente distribuídos com média
0 e variância  constante. O valor estimado de Xc é o
tamanho ótimo de parcelas (em unidades básicas) que
será recomendado para esse tipo de experimento.
Assim, o tamanho ótimo da parcela foi estimado
pela expressão                              , em que
representam os valores das estimativas dos parâmetros
do modelo (1).

O tamanho ótimo de parcela também foi
estimado utilizando-se o modelo de regressão
quadrática segmentado com platô, o qual é
representado por uma fase decrescente ou crescente,
descrita por uma equação do segundo grau e, após a
estabilização, por um platô. O tamanho ótimo de parcelas
é definido pelo ponto de encontro da função quadrática
e o platô. Pensou-se na utilização desse modelo pelo
fato de que, em geral, ocorre redução no coeficiente de
variação, à medida que se aumenta o número de
unidades básicas agrupadas por parcela, e essa redução
pode apresentar um comportamento quadrático.

O modelo de regressão quadrático
segmentado com platô é representado por:

                                                                  (2)

em que     0 ,
 
    1,

 
    2

 
 são parâmetros a serem estimados do

primeiro segmento (quadrático) e os demais
componentes do modelo têm definição idênticas aos
do modelo (1).

Para valores de Xi ( Xc, os valores de CVi

são explicados por um modelo quadrático e, para
valores de Xi > Xc, a equação explicativa é uma
constante e paralela à abscissa. Esse ponto representa
a junção do segmento quadrático com o segmento de
platô. O ponto de junção entre o modelo quadrático
e o platô define o tamanho ótimo de parcela, o qual é

estimado por:                           . Substituindo Xc na expressão

(2), obtém-se o valor correspondente ao platô, dado

por                      . Nesse caso, têm-se três parâmetros

efetivos, pois tanto Xc quanto P são determinados a
partir de     0 ,

 
  1 e

 
  2.

Todas as análises estatísticas foram
realizadas utilizando-se de rotinas específicas do
programa computacional livre R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2010).

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO

Por meio do ajuste do modelo linear
segmentado com platô, observou-se uma grande
variabilidade no coeficiente de variação, com valores
variando de 2% (no T4 - 0g L-1 de sacarose e 40g L-1 de
sorbitol) até próximos de 98% (no T8 - 30g L-1 de
sacarose e 10g L-1 de sorbitol), como mostrado na figura 1,
sugerindo que a medida de variabilidade (CV) difere
bastante entre os tratamentos.

A aplicação do modelo de regressão linear
segmentada com platô (LRP) permitiu descrever o
comportamento da variabilidade medida pelo CV, ao
longo dos tamanhos de parcelas simulados. Pode-se
destacar que o ajuste do modelo de regressão com platô
em todos os tratamentos pode ser considerado bom,
com valores do coeficiente de determinação variando
de 56,84% a 94,94% (Tabela 1). As estimativas do
tamanho ótimo de parcela (Xc) variaram de 3 (ub) (T5 -
15g L-1 de sacarose e 10g L-1 de sorbitol), correspondente
a um coeficiente de variação de 12,75% no platô, a 8 (ub)
(T2 - 0g L-1 de sacarose e 10g L-1 de sorbitol),
representando um platô no coeficiente de variação de
7,92% (Tabela 1). Estes valores se encontram próximos
aos utilizados por RIBAS et al. (2002) e MARTINEZ et
al. (2005), que usaram parcelas formadas por seis
explantes e bem diferentes aos usados por FARIA et al.
(2007), que utilizaram parcelas com um explante.
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De acordo com o modelo de regressão linear
segmentado com platô, a partir do ponto (Xc), o tamanho
de parcela se faz suficiente, não havendo mais
necessidade de aumentá-lo, pois não se tem ganho
substancial em aumento de precisão experimental. Esse
fato sugere que o tamanho de parcela estimado por
este método seja adequado, o que está de acordo com
o trabalho de PARANAÍBA et al. (2009a), que
verificaram ser o método LRP tão bom ou até melhor
que o método da curvatura máxima.

Como o interesse maior é na avaliação global
de todos os tratamentos, uma alternativa seria utilizar
o maior tamanho de parcela; nesse caso, oito unidades
básicas para constituir o tamanho ótimo de parcela. No
entanto, uma sugestão mais cautelosa seria utilizar a
média dos tamanhos de parcela dos diferentes

tratamentos, aqui com 5,3 unidades básicas ou
aproximadamente seis explantes, sendo
economicamente mais viável.

As estimativas do tamanho de parcela
obtidas pelo modelo de regressão quadrático
segmentado com platô foram maiores do que aquelas
calculadas pelo modelo de regressão linear segmentado
(Tabela 2), provavelmente devido à curvatura do modelo
no seu primeiro segmento. Os tamanhos de parcelas
variaram de 5 a 16 unidades básicas, de acordo com o
tratamento. Esses resultados estão próximos aos
valores encontrados na literatura: como RIBAS et al.
(2002) utilizaram para cada tratamento dez placas com
seis explantes por parcela; COSTA & AYUB (2002)
utilizaram o delineamento em blocos aleatorizados,
constituído de seis tratamentos com cinco repetições

Figura 1 - Representação gráfica da relação entre o coeficiente de variação (CV) do comprimento de brotação
e tamanho ótimo da parcela (Xc) em unidades básicas nos tratamentos (T1 a T2) para o método de
regressão segmentada com platô linear (a e b), respectivamente, e (T1 a T2) para o método de
regressão segmentada com platô quadrático (c e d), respectivamente, nos experimentos de conservação
in vitro de maracujá.
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contendo 10 explantes por placa; um pouco maiores
que os três explantes por parcela usados por AIRES et
al. (2007) e; os quatro usados por RIBEIRO et al. (2006).

Ao comparar os dois modelos com base nos
valores dos coeficientes de determinação, o método
de regressão quadrático proporciona melhores ajustes,
o que era esperado, devido ao maior número de
parâmetros. No entanto, um possível “falso” platô
pode ser obtido ao se utilizar de modelos segmentados,
pois nem sempre existe amplitude suficiente nos
tamanhos e parcelas simulados para se alcançar uma
resposta com platô, como é mais comum ocorrer com o
modelo quadrático.

Os tamanhos de parcelas estimados não
devem ser vistos como tamanho ótimo de parcela, mas

como mínimos, pois suas estimativas variam em relação
aos diferentes tratamentos, logo, também irão
apresentar variações entre experimentos. Os valores
dos tamanhos de parcelas estimados por meio dos
modelos propostos encontram-se próximos aos usados
em várias pesquisas, podendo ser utilizados como
referência em experimentos de conservação in vitro de
maracujazeiro. A caracterização de forma adequada da
parcela confere maior precisão, endossa a inferência
dos resultados, pois, segundo DONATO et al. (2008),
independentemente dos objetivos dos experimentos,
o que se procura detectar é a existência de diferenças
significativas entre tratamentos testados.

Desse modo, sugere-se utilizar parcelas
formadas por, no mínimo, 5,3 unidades básicas ou,

Tabela 1 - Estimativas dos parâmetros do modelo de regressão linear segmentado com platô, do coeficiente de variação no platô de resposta
(P), do tamanho ótimo de parcela (Xc) no ponto de platô e do coeficiente de determinação (R2) para os diferentes tratamentos de
conservação in vitro de maracujá.

---------------Parâmetros--------------- Coeficiente de
variação Tamanho de parcela* Coeficiente de

determinaçãoTratamentos

0 1 P Xc r2

T1 68,562 -7,117 18,03 7,1 0,8004
T2 20,511 -1,583 7,92 8,0 0,7773
T3 57,320 -6,362 11,70 7,2 0,9494
T4 13,140 -1,746 2,90 5,6 0,8212
T5 104,217 -27,570 12,75 3,3 0,9346
T6 51,224 -3,526 31,73 5,5 0,5950
T7 36,140 -7,845 8,57 3,5 0,7536
T8 116,053 -22,295 36,68 3,6 0,8113
T9 49,334 -5,449 12,18 6,2 0,5684
T10 20,894 -3,026 4,03 5,6 0,8742

* Média de 5,3 explantes no tamanho da parcela (platô linear).

Tabela 2 - Estimativas dos parâmetros do modelo de regressão quadrático segmentado de com platô, do coeficiente de variação no platô de
resposta (P), do tamanho ótimo da parcela (Xc) no ponto de platô e do coeficiente de determinação (R2) para os diferentes
tratamentos de conservação in vitro de maracujá.

---------------------Parâmetros--------------------- Coeficiente de
variação

Tamanho de
parcela*

Coeficiente de
determinaçãoTratamentos

0 1 2 P Xc   r2

T1 70,344 -8,683 0,273 1,32 15,9 0,848
T2 21,545 -2,225 0,077 5,55 14,4 0,808
T3 59,839 -8,498 0,325 4,32 13,1 0,952
T4 14,804 -2,955 0,178 2,46 8,3 0,877
T5 113,988 -41,425 4,179 11,33 5,0 0,951
T6 53,246 -5,129 0,286 30,32 8,9 0,656
T7 37,105 -9,941 0,837 7,59 5,9 0,795
T8 129,821 -38,476 3,955 36,25 4,9 0,890
T9 51,628 -6,571 0,256 9,51 12,8 0,644
T10 24,815 -5,992 0,435 4,19 6,9 0,916

* Média de 9,6 explantes no tamanho da parcela (platô quadrático).
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aproximadamente, seis explantes, para constituir a
parcela experimental, correspondente à média dos
tamanhos de parcelas entre os tratamentos, quando se
utilizou o modelo de regressão linear segmentado. Caso
haja disponibilidade de material, esse valor pode ser
visto como um tamanho de parcela mínimo, podendo o
pesquisador adotar qualquer valor acima deste, por
exemplo, 10 explantes que correspondem à média dos
tamanhos de parcela obtida pelo método de regressão
quadrático.

CONCLUSÃO

Os tamanhos de parcelas variaram de acordo
com o método de estimação utilizado. Foram encontrados
valores para o tamanho ótimo de parcela de seis explantes
pelo método de regressão linear e de dez explantes pelo
modelo de regressão quadrático com platô.

Sugere-se utilizar parcelas formadas por 10
unidades básicas em experimentos com conservação
in vitro da espécie Passiflora giberti N. E. Brown, pois
foi o número de unidades que satisfez todos os
tratamentos testados.
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