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Resumo

As espécies do género Passiflora apresentam grande importancia comercial, ornamental e
fitoterapéutica. Contudo, sdo escassas as informacgdes sobre o tamanho ideal de parcelas em
experimentos visando o estabelecimento in vitro de Passiflora. Este trabalho teve por objetivo
determinar o tamanho 6timo de parcelas em experimentos de estabelecimento in vitro das
espécies de Passiflora edulis Sims f. edulis, Passiflora giberti N. E. Brown. e Passiflora
laurifolia L. Para cada espécie foram conduzidos ensaios de uniformidade com duas
concentracdes de sais do meio de cultura (MS e %2 MS) e em cada ensaio realizaram-se
avaliacOes aos 45, 75 e 105 dias apds incubacdo dos explantes. Em cada avaliacdo e meio de
cultura foram simulados diversos tamanhos de parcelas, variando de uma (1) unidade béasica
até 50 por parcela, sendo cada unidade bésica constituida por uma planta. Para a estimacgéo do
tamanho étimo de parcelas empregou-se 0 método da maxima curvatura modificado. Em
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.

Palavras-chave: Precisdo experimental; Coeficiente de variacdo; Ensaio de uniformidade.

Abstract
The genus Passiflora have great commercial, ornamental and phytotherapeutic importance.
However, information on the ideal plot size in experiments aiming at the in vitro

establishment of Passiflora is scarce. This study aimed at determining the optimal size of
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plots in experiments of in vitro establishment of the species Passiflora edulis Sims f. edulis,
Passiflora giberti N. E. Brown. and Passiflora laurifolia L. For each species, uniformity tests
were conducted with two concentrations of salts of the culture medium (MS and %2 MS) and
for each test, evaluations were performed at 45, 75 and 105 days after incubation of the
explants. In each evaluation and culture medium, different sizes of plots were simulated,
ranging from one (1) basic unit to 50 per plot, with each basic unit consisting of a plant. To
estimate the optimum plot size, the modified maximum curvature method was used. In in
vitro establishment experiments, the recommended optimal plot size should be 11 explants for
P. edulis Sims f. edulis, of 15 explants for P. giberti N. E. Brown. and 9 explants for P.
laurifolia L.

Keywords: Experimental precision; Coefficient of variation; Uniformity test.

Resumen

El género Passiflora tiene una gran importancia comercial, ornamental y fitoterapéutica. Sin
embargo, la informacion sobre el tamafio de parcela ideal en los experimentos que tienen
como objetivo el establecimiento in vitro de Passiflora es escasa. El objetivo de este trabajo
fue determinar el tamafio 6ptimo de parcela en experimentos para el establecimiento in vitro
de Passiflora edulis Sims f. edulis, Passiflora giberti N. E. Brown. y Passiflora laurifolia L.
Para cada especie se realizaron pruebas de uniformidad con dos concentraciones de sales del
medio de cultivo (MS y %2 MS) y en cada ensayo se realizaron evaluaciones a los 45, 75y 105
dias después de la incubacion de los explantes. En cada medio de evaluacion y cultivo se
simularon diferentes tamafios de parcelas, que van desde una (1) unidad bésica hasta 50 por
parcela, siendo cada unidad basica una planta. Para estimar el tamafio 6ptimo de la parcela, se
utilizd el método de curvatura maxima modificado. En experimentos de establecimiento in
vitro, el tamafio de parcela 6ptimo recomendado debe ser de 11 explantes para P. edulis Sims
f. edulis, de 15 explantes para P. giberti N. E. Brown. y 9 explantes para P. laurifolia L.

Palabras clave: Precision experimental; Coeficiente de variacion; Prueba de uniformidad.

1. Introducéo

O género Passiflora L., pertence a familia Passifloraceae, sendo considerado como o
maior representante em numero de espécies (Freitas, 2011). Esse género é originario da
América Tropical e Subtropical, €, no Brasil, sdo encontradas cerca de 150 espécies, das quais

85 séo endémicas (Barros et al., 2013).
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As principais espécies do género Passiflora cultivadas para fins de interesse comercial
sdo as P. edulis. Elas sdo consumidas principalmente pela qualidade de seus frutos, na
elaboracdo de sucos e concentrados que atendem principalmente o segmento de bebidas e
doces (Costa; Tupinamba, 2005). As espécies P. incarnata e P. alata sdo utilizadas como
fitoterapicos com a finalidade calmante, na forma de extratos de folhas, frutos desidratados,
além de serem usadas na fabricacdo de cosméticos (Faleiro et al, 2017).

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 acordo com Jiménez et al., (2011) os frutos possuem diametro
entre 4 e 6 cm, com aroma intenso e sabor doce-acido, possuindo um indicador importante de
maturacdo que € a coloracdo roxa espalhadas em sua casca. De maneira geral, muito se
assemelha a Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. (maracujd amarelo), sendo que a
diferenca basica se relaciona com a pigmentacédo da casca do fruto no estagio de maturagéo.

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 pode crescer alcancando varios metros de
altura, podendo ser encontrada nas margens de estradas. E uma espécie helidfita, possui folhas
trilobadas e flores com pétalas e sépalas de coloracdo branca, medindo entre 7 e 8 cm de
didmetro e em condi¢cGes normais produz de 10 a 30 folhas por dia (Peixoto, 2020;
Vanderplank, 2000). Planta muito vigorosa tipica do Pantanal Matogrossense, possui frutos
comestiveis de coloragdo alaranjada. Possui potencial para cultivo com fins ornamentais.

Algumas espécies possuem resisténcia a doencas causadas por patégenos do solo, a
exemplo de P. suberosa, P. coccinea e P. setacea (Silva et al., 2012), P. alata e P. giberti
(José et al., 2000; Silva et al., 2012) que sdo resistentes a morte prematura. Mas infelizmente
ndo existe registro de cultivares de maracujazeiro resistentes a fusariose. Visando buscar
espécies para futuros trabalhos em melhoramento Preisigke et al. (2017) avaliaram 15
espécies de maracujazeiro, sendo as espécies P. foetida, P. mucronata, P. nitida e P. morifolia
dentre as avaliadas, as que apresentaram maior resistentes a fusariose. Cavichioli et al. (2011)
analisando o desenvolvimento, produtividade e sobrevivéncia do maracujazeiro-amarelo
enxertado, verificou que a sobrevivéncia no campo foi observada em plantas enxertadas sobre
P. gibertii, com 91,43% seguido de P. alata que apresentou 60% de plantas sobreviventes,

enquanto as plantas enxertadas com P. edulis obtiveram sobrevivéncia de apenas 8,6% das
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plantas. Ja Oliveira et al. (2013) constatou que alguns acessos de P. edulis comportam-se
como moderadamente resistente a virose, antracnose e verrugose nos frutos e ramos.

A cultura de tecidos de plantas € uma técnica que contribui para o melhoramento
genético, conservacdo e manutencdo dos germoplasmas. O estabelecimento in vitro, fase
inicial deste processo, consiste em introduzir os explantes no meio de cultura para
desenvolvimento. Esta é a fase mais complexa, pois fatores externos influenciam diretamente,
como sanidade da planta e a prépria adaptagdo ao meio in vitro. Para garantir o sucesso do
cultivo in vitro, em todas as fases, faz-se necessario conhecer o protocolo adequado para cada
espécie (Peixoto, Faria, Morais, 2011). O estabelecimento in vitro em Passifloraceae tem sido
citado por vérios autores, como por exemplo, Carvalho et al. (2019), Silvério Junior et al.
(2020), Faria et al. (2020a), com a finalidade de se cultivar em espago reduzido e promover o
controle ambiental.

Para garantir que os resultados obtidos nestes experimentos sejam confiaveis busca-se
reduzir o erro experimental. A precisdo experimental é essencial para qualquer experimento
no campo ou em ambientes controlados. Mas para 0s experimentos com cultura de tecidos, a
variacdo causada pelo erro experimental pode anular os efeitos dos tratamentos, pois embora
esses experimentos sejam instalados em condigdes controladas, os materiais biologicos
utilizados com maior frequéncia, como 0s explantes, sdo muito sensiveis as pequenas
alteracdes (lzquierdo; LoOpes, 1991). Portanto, deve-se dar uma maior atencdo ao
planejamento do experimental, fase em que sdo escolhidos delineamentos, o tamanho da
parcela e o nimero de repeticdes a serem utilizados. O ideal € que este planejamento consiga
detectar diferencas significativas entre tratamentos e permita a obtencdo de resultados com
uma boa precisao.

A escolha do tamanho ideal de parcelas e 0 nimero de repeti¢cbes constitui-se num
método racional para melhorar as estimativas, mas esse numero varia em funcdo das
condicdes experimentais. Em teoria, quanto maior o nimero de repeti¢fes, maior é a precisdo,
uma vez que o aumento do numero dos graus de liberdade do residuo assegura maiores
estimativas dos efeitos dos tratamentos. Porém essa relacdo néo € linear, levando inicialmente
a uma diminuicdo do erro experimental até certo ponto, a partir do qual o ganho com precisdo
é muito pequeno (Peixoto, Faria, Morais, 2011). Deste modo a escolha criteriosa do tamanho
6timo de parcela visa melhorar a precisdo e reduzir o erro experimental, aumentado as
chances de detectar diferencas entre o0s experimentos, tornando-se estatisticamente mais

desejaveis.
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A grande maioria dos métodos empregados para estimar o tamanho da parcela utiliza
ensaios de uniformidade. A partir desses ensaios sdo calculadas as estatisticas para 0s
diferentes tamanhos de parcela avaliados, sendo a variancia e o coeficiente de variacdo as
mais utilizadas (Faria et al. 2020b). Os métodos mais antigos, portanto, mais conhecidos séo a
méaxima curvatura (Lessman & Atkins, 1963) e 0 maxima curvatura modificada (Meier &
Lessman, 1971). Mas, de acordo com Morais et al. 2018, merecem destaque: o Modelo de
regressdo linear segmentada com platd (Anderson & Nelson, 1971), Modelo de regresséo
quadréatica com platdé (Anderson & Nelson, 1975) e o Método de compara¢do de variancias
(Hatheway & Williams, 1958).

Na literatura consultada, ndo foram encontradas referéncias especificas para
estabelecimento in vitro de Passiflora, apenas na fase de conservagéo in vitro (Peixoto, Faria
e Morais, 2011), mas esses resultados ndo podem ser considerados para experimentos com
estabelecimento, por possuirem maior influéncia de fatores ndo controlados, o tamanho
adotado pode ndo ser vidvel. Desse modo, este estudo tem como objetivo determinar o
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
maxima curvatura modificado, com a finalidade de propiciar a obtencdo de resultados de

pesquisa com maior confiabilidade e preciséo.

2. Metodologia

Os dados utilizados para os calculos deste trabalho foram de seis ensaios de
uniformidade, com as espécies P. edulis Sims f. edulis, P. giberti N. E. Brown e P. laurifolia
L. do banco de Germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, combinadas com duas
concentragdes de sais do meio de cultura Murashige e Skoog (1962), completo (MS) e com a
metade (*2MS) das concentra¢fes dos sais minerais e vitaminas.

Os explantes foram oriundos de sementes obtidas por polinizacdo manual controlada.
Foram tomados os devidos cuidados fitossanitarios com a qualidade das sementes, preparo do
substrato, semeadura e conducdo das mudas que foi formacdo das mudas em casa de
vegetacdo. A germinacdo foi realizada em sacos de polietileno de 10 x 20 x 08 cm
preenchidos com um substrato composto, formado 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?3 de solo.
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Em casa de vegetacdo, foram retirados os explantes e estes levados ao laboratorio,
onde foram desinfetados com etanol 70% por 40 segundos e solugdo de hipoclorito de sodio
0,2% por 15 minutos, e lavados com &gua destilada esterilizada por quatro vezes.
Microestacas, com aproximadamente 1 cm de comprimento, foram estabelecidas em frascos
com 30 mL dos meios de cultura MS e 1/2MS, suplementados com 30 g L™ de sacarose,
gelificados com 2 g L™ de phytagel®, ajustados a pH de 5,8; autoclavado a 121°C (1 kg cm2),
sem adicdo de horménio vegetal. O fotoperiodo adotado foi de 16 horas, temperatura de 27 +
1 °C e densidade de fluxo de fétons 22 pE m™? s™.

Os seis ensaios de uniformidade foram conduzidos utilizando o delineamento
inteiramente casualizado. Cada 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. Para cada unidade foram realizadas quatro avaliagbes ao
longo do tempo (45, 75 e 105 DAL - dias apés a incubacdo dos explantes em meio de cultura).
Em cada uma foram avaliados: comprimento das brotacbes em cm, nimero de raizes, nimero
de folhas e coloragéo das folhas. Para os dados de coloracéo 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.

Os tamanhos de parcelas foram formados por X: unidades béasicas na linha e X>
unidades bésicas na coluna, simulados pelo agrupamento de unidades adjacentes, de modo
que X1X2 = X correspondesse a x tamanho da parcela, em unidades bésicas. Desse modo,
foram simulados 31 tamanhos de parcelas em cada ensaio de uniformidade (Tabela 1), de
modo gque o tamanho da parcela variou de (1) uma unidade béasica até 50 unidades por parcela,
e, 0 numero de parcelas variou de 100 até 2. Para cada simulacdo foram estimados 0s
parametros: numero de parcelas, média das parcelas com x unidades basicas, variancia por
unidade basica 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).

O método escolhido para calcular o tamanho 6timo de parcela foi o0 método da méaxima
Ccr

curvatura modificado. Por esse método, a relacdo entre o coeficiente de variacédo (CF)e o

. - , . Fo_ —h
tamanho da parcela com X unidades bésicas é explicado pelo modelo €V =aX " emqueae
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 X“é o0 valor da abscissa no ponto de
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maxima curvatura, o qual corresponde & estimativa do tamanho 6timo da parcela experimental
(Meier; Lessman, 1971).

Tabela 1. Tamanho da parcela, forma da parcela e nimero de parcelas totais em cada

simulacgdo para os ensaios de uniformidade de plantas de maracujazeiro roxo in vitro.

Simulages 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 2%x2 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 4x2 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 4x4 4
23 18 3x6 3
24 18 6x3 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

Fonte: Autores.

3. Resultados e Discussao

Nas variaveis avaliadas, a concentracdo completa (meio MS) apresentou os melhores
valores (Tabela 2), sinalizando melhor desenvolvimento para os genotipos estudados, com

excegdo para 0 nimero de raizes.

Os coeficientes de determinacgdo (R*) da funcdo de curvatura e do valor da abscissa no

ponto de méaxima curvatura, o qual corresponde a estimativa do tamanho 6timo da parcela

experimental (X ), para os ensaios de uniformidade, variaram de 80% a 98% para a espécie
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P. edulis, de 71% a 98% para a espécie P. giberti e 74% a 98% para P. laurifolia, em meio
MS e 1/2MS, em todas as avaliagdes (Tabela 3).

Tabela 2. Valores médios para o comprimento das brotagcGes, em cm, nimero de raizes e
coloracédo 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.

Mei Espécie Médi
€10 P. edulis P. giberti P. laurifolia edia
Comprimento das brotacdes
MS 2,11 3,20 1,918 2,42
¥ MS 1,79 1,65 1,36 1,62
Média 1,93 2,44 1,66
NUmero de raizes
MS 0,19 0,15 0,50 0,28
% MS 0,24 0,17 0,12 0,18
Média 0,21 0,17 0,33
Coloracdo das folhas
MS 1,85 1,74 1,09 1,52
Y% MS 1,96 2,38 1,50 1,89
Média 1,90 1,95 1,22
NUmero de folhas
MS 1,37 1,46 1,78 1,54
Y% MS 0,81 0,45 0,56 0,62
Média 1,07 0,97 1,22

Fonte: Autores.

Estes resultados mostram bom ajuste no método da maxima curvatura modificado, 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, os valores de R? sdo menores
para a espécie P. giberti N. E. Brown. quando comparados com as outras espécies, 0 que nos
mostra que o0 ensaio dessa espécie se apresentou mais heterogéneo que as demais.

Em meédia, verifica-se na espécie P. edulis que, com excecdo do numero de folhas, as
demais variadveis apresentaram valores de R2 menores no meio %2 MS e maiores no meio MS
(Tabela 3). Entretanto, essas diferenciacbes sdo de pequena magnitude, indicando
similaridade na qualidade de ajuste dos dados ao modelo.

Em P. edulis, quando utilizou o0 meio MS, o maior tamanho de parcela foi encontrado
com 46,43 unidades basicas na varidvel nimero de raizes aos 45 dias, enquanto 0 menor
tamanho encontrado foi 6,09 unidades basicas (ub) na varidvel coloracdo de folhas aos 75
dias. Quando utilizou 0 meio ¥ MS tanto o maior quanto o menor tamanho de parcela foram
encontrados ao 45 dias, sendo o maior 31,15 ub na variavel niumero de raizes e o menor 4,60

ub na variavel comprimento das brotacGes. Pela média dos tratamentos o maior tamanho de
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parcela identificado foi 31,15 ub para a variavel nimero de raizes e 6,21 ub na variavel
coloracdo de folhas, ambos aos 45 dias (Tabela 3). Nessa mesma espécie, quanto ao nimero
de folhas o maior (17,96 ub) e 0 menor tamanho de parcela (12,18 ub), foram observados no
meio MS aos 45 e 75 dias de avaliacdo, respectivamente. J& na varidvel coloracdo das folhas o
maior e menor tamanho da parcela foram encontrados no meio ¥ MS, sendo o maior 7,18 ub
aos 75 dias e 0 menor tamanho de 6,08 ub aos 45 dias de avaliagdo (Tabela 3).

De modo geral, na espécie P. edulis independente do meio de cultura e do periodo de
avaliacdo, o nimero de raizes foi a variavel que apresentou maiores tamanhos de parcelas.
Contudo, no estabelecimento in vitro o nimero de raizes (NR) néo ¢é a varidvel com maior
importancia, tendo em vista que, busca-se nesta fase plantas sadias, isentas de virus e com
bom crescimento, portanto adotou-se neste estudo a varidvel comprimento da plantula (CB)
como prioridade na recomendacdo de um tamanho de parcela ideal. Nesta variavel pode-se
observar que o menor tamanho de parcela encontrado foi o de 4,60 ub aos 45 dias no meio %
MS e 0 maior tamanho 10,99 ub aos 75 dias no meio MS, sendo recomendavel como tamanho
Otimo a utilizacdo de 11 ub por parcela (Tabela 3).

Para a espécie P. edulis os diferentes tamanhos de parcelas observados entre as
variaveis (8,6 ub para CB; 31,3 ub para NR) sugerem muita cautela quanto ao planejamento
de experimentos desse tipo, pois dependendo da variavel, um maior ou menor tamanho
podera ser adotado. J& com relagdo ao meio de cultura, os valores ndo diferiram muito um do
outro em avaliacGes mais tardias, podendo utilizar menores tamanhos aos 105 dias, 14 ub nas
duas composic¢des do meio, aos 75 dias parcelas com 16 ub para a composi¢do MS e 15 para
Y MS. Aos 45 dias houve grande diferenca, sendo encontrado o valor 20 ub para MS e 15 ub
para %2 MS (Tabela 3).

Em experimentos de estabelecimento in vitro, considerando como varidvel de
referéncia o comprimento das brotacbes, para espécie P. edulis Sims f. edulis o tamanho
6timo de parcela recomendado é 11 plantas por parcela no meio MS e 10 plantas por parcela
no meio %2 MS.

Na espécie P. giberti observa-se também, que em média, os valores de R? sdo maiores
no meio ¥ MS quando comparado com o meio MS em todas as variaveis (Tabela 3), com
excecdo para numero de folhas, mostrando assim que o0 ensaio ho meio ¥2 MS apresenta-se
mais homogéneo que outro.

Em meio MS, a espécie P. giberti teve o maior tamanho de parcela, 34,53 ub, na
varidvel nimero de raizes aos 75 dias e 0 menor tamanho, 4,39 ub, foi obtido na variavel

coloracéo de folhas aos 45 dias. J& em %2 MS o maior tamanho de parcela verificado foi 35,36
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ub na varidvel nimero de raizes aos 75 dias e o menor foi 2,34 ub na variavel coloracdo das
folhas aos 45 dias de avaliagdo. Pela valor médio o maior tamanho de parcela encontrado foi
34,95 ub para a variavel nimero de raizes aos 75 dias e 3,36 ub na variavel coloracdo de
folhas aos 45 dias (Tabela 3).

Tabela 3. Coeficientes de determinagdo (£ :) e estimativas dos tamanhos 6timos de parcelas

(X") para a espécie P. edulis Sims f. edulis, P. giberti N. E. Brown. e P. laurifolia L. nos
meios de cultura MS e . MS ao longo dos periodos de avaliacdo para as variaveis:
comprimento das brotagdes em cm (CB), numero de raizes (NR), nimero de folhas (NF) e
coloracéo das folhas (CF).

" Avaliagio CB NR NF CF Meédia

o0 (diss) X, R X, R X, R X, R X, Pp
P. edulis Sims f. edulis
45 882 098 4643 097 17.96 094 634 082 1988 093
S 75 10,99 097 3257 097 1218 097 609 090 1546 0,95
105 899 096 2606 096 1302 098 7,00 082 1377 0,93
Média 9,60 0097 3502 097 1439 096 648 085 1637 0,94
45 460 089 31,15 095 1556 094 608 096 1435 093
o MS 75 896 094 2644 095 1438 096 7,18 080 1424 0091
105 928 091 2517 093 1489 096 631 085 1391 0091
Meédia 7,61 001 2759 095 1494 095 652 087 1417 0,92
45 6,71 094 3879 096 1676 094 621 089 17,12 093
Védia Geral 75 997 095 2951 096 1328 096 663 085 14,85 0,93
edia era 105 914 093 2561 095 1395 097 665 083 13,84 0,92
Média 861 004 3130 096 1466 095 650 086 1527 0,93
P. giberti N. E. Brown.
45 11,85 085 2924 096 1593 094 439 0,78 1535 0,88
s 75 1362 087 3453 094 1529 096 952 080 1824 0,89
105 1470 086 2511 089 1999 093 733 088 16,78 0,89
Média 1339 0,86 29,63 093 1707 094 708 082 16,79 0,89
45 729 093 3126 096 2450 098 234 085 16,35 0,93
o MS 75 747 093 3536 095 2208 094 243 071 16,83 0,88
105 807 094 3466 096 2570 096 264 074 17,77 0,90
Média 7,61 004 3376 095 2409 096 247 0,76 16,98 0,90
45 957 089 3025 096 2022 096 336 082 1585 0091
Media Geral 75 10,54 0,00 3495 095 1869 095 598 076 17,54 0,89
105 11,39 0,00 29,88 092 2285 094 498 081 1728 0,89
Média 1050 0,00 3169 094 2058 095 477 079 16,89 0,90
P. laurifolia L.

45 6,72 095 4137 098 1153 095 1206 001 1792 0095
s 75 849 097 2161 095 11,78 097 849 092 1259 095
105 801 097 1903 095 1861 096 456 080 1255 0,92
Média 7,74 006 2734 096 1397 096 837 087 1435 0,94
S 45 762 094 - - 1930 090 - - 1346 0,92
75 795 096 3041 098 1954 095 1128 077 17,30 0091
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105 864 09 3153 098 2048 094 625 0,74 16,72 091

Média 807 09 3097 098 19,77 093 877 0,75 1583 0,91

45 717 094 4137 098 1541 093 1206 091 19,00 0,94

Média Geral 75 822 097 2601 09% 1566 09 9,89 085 1494 0,93
105 832 097 2528 097 195 095 540 0,77 1464 091

Média 79 09 3089 097 1687 09 911 084 16,19 0,93

(-) ndo houve dados suficientes para analise. Fonte: Autores.

Para a espécie P. giberti, quanto a variavel nimero de folhas observa-se que o menor,
15,29 ub, e 0o maior tamanho de parcela, 25,70 ub, foram encontrados no meio MS aos 75 e %2
MS aos 105 dias de avaliagdo, respectivamente. Para a variavel coloracdo das folhas o maior
valor encontrado foi de 9,52 ub aos 75 dias em meio MS e o menor tamanho foi 2,34 ub aos
45 dias de avaliacdo em meio %2 MS (Tabela 3). NUmero de raizes nesta espécie também
apresentou maiores tamanhos de parcelas independente da concentracdo de sais, € assim como
as demais ndo foi considerado primordial para a obtencdo do tamanho de parcela ideal. Na
variavel CB pode-se observar que o menor tamanho de parcela encontrado foi o de 7,29 ub
aos 45 dias no meio %2 MS e 0 maior tamanho 14,70 ub aos 105 dias no meio MS.

Dessa forma, para o estabelecimento in vitro utilizando 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.

Assim como nas anteriores, na espécie P. laurifolia o maior tamanho de parcela
encontrado foi para variavel nimero de raizes, sendo 41,37 ub em MS aos 45 dias e 30,41 ub
aos 75 dias. O menores tamanhos de parcela foram na variavel coloracéo de folhas, 4,56 ub
em MS e 6,25 ub, ambos aos 105 dias de avaliacao.

Nessa mesma espécie, quanto a variavel nimero de folhas o menor tamanho de parcela
observado foi 11,53 aos 45 dias em meio MS e o maior tamanho de parcela 20,48 aos 105
dias no meio %2 MS. Para a variavel coloracdo das folhas 0 maior e menor tamanho de parcela
foram encontrados no tratamento MS, sendo o maio com 12,06 ub os 45 dias e o menor
tamanho de 4,56 ub aos 105 dias de avaliacdo (Tabela 3).

Com base o valor médio o maior tamanho de parcela encontrado foi 41,37 ub para a
variavel numero de raizes aos 45 dias e 5,40 ub na variavel coloracédo de folhas aos 105 dias
(Tabela 3).

O ndmero de raizes independente de espécies, concentracdo e avaliacdo apresentou
maiores tamanhos de parcelas. Em estudos, que a finalidade seja o estabelecimento in vitro
esta variavel podera ser desconsiderada para o calculo do tamanho ideal, mas em outros

estudos 0 mesmo ndo poderd acontecer, a exemplo do estudo em conservacdo in vitro de
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Peixoto, Faria e Morais (2011) que encontraram 6 ub e 10 ub, pelos métodos da regressdo
linear segmentada com platd e método da regressdo quadratica com platd, respectivamente,
para experimentos de conservacgéo in vitro de P. giberti.

Para o estabelecimento in vitro, em que comprimento da plantula é a variavel com
prioridade na recomendacéo de um tamanho 6timo de parcela, em que busca-se crescimento
da plantula in vitro o tamanho minimo recomendado ser4 de 11 ub para P. edulis Sims f.
edulis, de 15 ub para P. giberti N. E. Brown e de 9 ub para P. laurifolia L. unidades menores
que estas poderdo trazer inseguranca as pesquisas, que sdo sujeitas a varios fatores nao
previsiveis e com isso ocorrer a perda de algumas informacdes e comprometer a qualidade de

resultados.

4. Consideragdes Finais

Para experimentos de estabelecimento in vitro o tamanho Otimo de parcela
recomendado deve ser 0 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..

Os tamanhos 6timos da parcela encontrados neste estudo servirdo como base para

futuras pesquisas com micropropagacao dessas espécies.
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