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» RESUMO: A Instrugdo Normativa n°35/2012, do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, prevé a amostragem de mudas de cafeeiro, para verificagdo de raizes defeituosas
e deteccdo de Meloidogyne spp. A amostragem € realizada aplicando-se a divisdo do viveiro em
parcelas de, no maximo, 200.000 mudas de uma mesma cultivar e subdivisdo de cada parcela
em quatro subparcelas. Este trabalho teve por objetivo avaliar a necessidade de realizar a
amostragem considerando suparcelas conforme preconizado na Instru¢do Normativa, buscando
diminuir o custo de produgdo de pequenos produtores, sem prejuizo as medidas sanitdrias. Para
isso foram calculadas estimativas estatisticas, baseadas em estudo de probabilidade, considerando
a distribuicdio de Poisson para a varidvel aleatdéria X que expressa a quantidade de nematdides por
muda de café na fase de viveiro, tomando como base os dados reais de cinco anos, de todos viveiros
de mudas de cafeeiro do estado de Minas Gerais, Brasil. Foi concluido que pode ser dispensada a
subdivisdo em subparcelas, quando o nimero total de mudas de um mesmo cultivar ndo ultrapassar
50.000, sem perda de precisdo na detec¢do do patégeno.
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1 Introducao

A produgdo brasileira de café em 2018 foi de 61,7 milhdes de sacas beneficiada,
considerada uma safra recorde (CONAB, 2019). O Brasil € o maior produtor e exportador
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mundial de café, tendo exportado em 2018 cerca de 36 milhdes de sacas, que trouxeram
uma receita de 5,2 bilhdes de dolares para o pais (CECAFE, 2019), valores estes
expressivos para o agronegdcio brasileiro. Pela importancia econdmica e social da cultura
do café é relevante que se tenha o maximo de conhecimento sobre os fatores que contribuem
para o aumento da producdo e da produtividade.

Entre os fatores que afetam a producdo de café, destaca-se o ataque de fitonematdides,
que sdo patégenos responsdveis por danos a cultura, podendo reduzir a produtividade
em até 20% (SILVA et al., 2006). Os nematéides das galhas, Meloidogyne spp.,
ocorrem em diversas regides produtoras de café no Brasil, constituindo-se em ameaga a
produtividade das lavouras, representando os nematdides parasitas de plantas de cafeeiro
mais importantes economicamente (SALGADO et al., 2015; SANTOS et al., 2017).
H4 uma grande diversidade de nematdides formadores de galhas que parasitam café.
Em estudos na América Central foram observados onze fendtipos e identificadas nove
espécies (VILLAIN et al., 2013). Salgado et al. (2015) informam que dezoito espécies
de Meloidogyne estdo associadas ao cafeeiro. Além da diversidade de espécies, ha
diferenca na patogenicidade de espécies de nematdides a diferentes cultivares de cafeeiro
(GONCALVES et al., 1996).

Os municipios da regido Sul de Minas Gerais, maior regido produtora de café no
Brasil, enfrentam um sério risco de perda na produtividade se espécies dos nematdides das
galhas mais agressivas ao cafeeiro, com M. paranaensis. O patégeno é um dos nematdides
de galhas mais prejudiciais ao cafeeiro por reduzir drasticamente o sistema radicular e
consequentemente o desenvolvimento vegetativo e a produtividade das plantas. Esses
danos causados pelo patégeno sdo decorrentes das perdas indiretas, como a deficiéncia
na absorcdo de nutrientes, potencializados por danos provocados pelo déficit hidrico
decorrentes das mudancgas climaticas (CARVALHO, 2017).

Salgado et al. (2015) sugerem a necessidade da adog¢do de medidas de contencdo da
doenca na regido, como intensificacdo da fiscalizacdo do transito de mudas, de maquinas
e de equipamentos. A muda de cafeeiro € um dos principais meios de disseminacgdo
de nematdides, o que representa grave problema para a cultura do pais (MULLER;
MIGLIORANZA; FONSECA, 1997). A produc¢do de mudas de cafeeiro sadias, vigorosas
e livres de nematdides € de fundamental importancia para o estabelecimento de um cafezal
produtivo e de boa longevidade, pois, sendo o cafeeiro uma planta perene, qualquer erro
cometido na implantacdo pode inviabilizar o sucesso do empreendimento ao longo dos
anos.

A Instrugdo Normativa n® 35, de 29 de novembro de 2012 (BRASIL, 2012), que
estabelece as normas para a producdo e comercializagdo de material de propagacdo de
cafeeiro (Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex A. Froehner), rege sobre a
amostragem de mudas de cafeeiro para deteccdo de raizes defeituosas e presenca de
Meloidogyne spp. Alguns trabalhos foram encontrados na literatura em que se destacam-se
os aspectos dos tamanhos amostrais necessarios em diversos contextos (ESCOBAR et al.,
2018; MORAIS et al., 2018; PEREIRA; MERGULHAO, 2019). Para o presente estudo, a
amostragem ocorre quando as mudas tiverem, no minimo, dois pares de folhas, adotando-se
a seguinte metodologia:

I- O viveiro € dividido em parcelas de, no miximo, 200.000 (duzentas mil) mudas de
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uma mesma cultivar;
IT - cada parcela serd subdividida em 4 (quatro) subparcelas; e

IIT - a amostragem serd realizada em cada subparcela, individualmente, retirando-se um
minimo de 0,1% (zero virgula um por cento) do total das mudas, mas nunca inferior
a 30 (trinta) mudas, que constituirdo a amostra a ser analisada.

Buscando dar uma opg¢ao ao pequeno produtor de mudas de cafeeiro e visando
diminuir o custo de producao, sem prejuizo as medidas sanitdrias, o objetivo deste trabalho
foi verificar estatisticamente se a subdivisdo em subparcelas, prevista no item II do artigo 30
da IN N°35, pode ser dispensada, quando o nimero total de mudas de um mesmo cultivar
ndo ultrapassar 50.000 (cinquenta mil) mudas.

2 Material e métodos

Foi considerado que a varidvel aleatéria X representa a quantidade de nematdides por
(raiz de) muda. De acordo com as informacdes técnicas da drea, a terra usada na formagao
das mudas € coletada e homogeneizada, antes da preparag@o dos canteiros. Assim, acredita-
se que se houver presenca de nematdides, eles serdo distribuidos de forma aleatéria para
as mudas nos canteiros, parcelas e subparcelas. Assim, pode-se assumir que X ~ Poisson
(M), ou seja, a varidvel aleatéria X possui distribuicdo Poisson com pardmetro A > 0
(DeGROOT; SCHERVISH, 2011; FLORESCU; TUDOR, 2014; BLITZSTEIN; HWANG,
2015; ROHATGI; SALEH, 2015). O parametro A é o nimero médio de nematdides por
(raiz da) planta, sendo desconhecido.

De acordo com os procedimentos técnicos que sdo adotados, nas subparcelas sdo
realizadas amostragens de n plantas, que variam de 30 (minimo estabelecido pela Instrucdo
Normativa (IN)) até o méaximo de 50, correspondente a 0,1% de 50.000, que € o tamanho
maximo da subparcela, também estabelecido pela IN. Assim, foi considerado que a varidvel
aleatéria Y representa o nimero de plantas entre as n amostradas que possuam ao menos
1 nematdide. Esta varidvel aleat6ria possui distribuicdo binomial (n, ) (ROHATGI;
SALEH, 2015), em que n € o tamanho da amostra e 0 < # < 1 € a probabilidade de
sucesso, ou seja, a probabilidade de a planta amostrada ter ao menos 1 nematdide.

As plantas amostradas tém suas raizes retiradas, processadas e formam uma Unica
amostra composta, que ird para o laboratdrio para ser analisada por inspe¢do. A presenca
de um unico nematéide adulto invalida o lote de mudas da subparcela da qual ele foi
amostrado. Assim, a probabilidade do lote de mudas da subparcela ser rejeitado é
P(Y >1).

Entio, se estes dois casos forem reunidos, tem-se o seguinte desenvolvimento tedrico,
dado que os parimetros A\ e 6 sdo desconhecidos. Inicialmente, supondo que ndo ha
nematéide no solo, entdo A = 0,0 = 0e P(Y > 1) = 0, é uma solugio trivial, qualquer
que seja 30 < n < 50. Neste caso, trivial, qualquer valor de n dentro das normas técnicas
¢ suficiente para atender a IN. No caso em que A > 0, ou seja, na presenca de nematéides,
tem que se expressar o valor de # em funcdo de A. Assim, 6 refere-se a probabilidade de
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sucesso, ou seja, a probabilidade de uma planta amostrada apresentar nematdides, ou seja,
P(X >1). Portanto,

9:P(X21):1—P(X:O):1—e_;/\o =1- 6_1“,
resultando em .
f=1—e" 6))
Alternativamente, tem-se que
A=—In{l1-6}. 2)

A probabilidade do lote da subparcela ser rejeitado depende de a andlise laboratorial
identificar a0 menos um nematéide na amostra composta, que corresponde a P(Y > 1).
Essa probabilidade é

PY>1)=1-PY =0)=1- <g>90(1 — )0,

que resulta em
PY>1)=1-(1-0)"=1—-e"\ 3)
Para garantir que uma confianga de ao menos § = 1 — « seja atingida, fixados A e 6,
deve-se flexibilizar o tamanho da amostra. Assim, em outras palavras, deve-se determinar o
tamanho minimo de amostra n, dados A e 6 fixados, para se atingir uma confiangca minima
de § =1 — «, diga-se, 95%, por exemplo. Logo, P(Y > 1) > §. Assim,
1—-(1-6)">5
(1-6)"<1-94§
In{(1-0)"} <In(1-19)
nln(l —0) <In(1 — ),

que resulta em

In(1 —9)
>
" “In(l —0) @)
ou alternativamente em
n>_ml=9) (5)

- A

A defini¢do apresentada em (5) foi utilizada para se fazer a inferéncia necessaria, na
determinag@o dos tamanhos minimos amostrais, fixados valores da confian¢ca em um nivel
aceito cientificamente, que deve ser maior que 90% (MOOD; GRAYBILL; BOES, 1974).
Virios cenarios foram considerados e os resultados discutidos, tendo como referéncia a
instrucio normativa vigente. Para facilitar os procedimentos, uma procedimento R (R Core
Team, 2018) foi utilizado e apresentado na préxima subsecdo. Além disso, dados reais de
cinco anos (2012 a 2016) de avalia¢do foram utilizados. Os resultados dos ultimos cinco
anos estao apresentados na Tabela 1. Em um total de 2.752 viveiros ocorreram 9 detecgoes,
ou seja, 9 viveiros contaminados.
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2.1 Programa R Auxiliar

O programa a seguir, implementado em R, pode ser utilizado para estimar as
quantidades relatadas anteriormente. Neste caso, y, referem-se ao nimero de sucessos
observados em N viveiros. Assim, dados d e 6, pode-se utilizar o script R para se obter o
valor minimo de n com a confianga ¢ requerida.

options (digits = 14)

y <= 9
N <- 2752
ph <- y/N
n <- 30

thetah<-1l-exp(log(l-ph)/n) # eq (1) e (7)
lambh<- -log(l-thetah)
ph #Proporcdo de viveiros detectados P (Y>=1)
thetah #Probabilidade de 1 planta ter

#ao menos 1 nematdide
lambh #média de nematdides por planta

# Tamanho amostral

delta <- 0.95

theta <- 0.05

n <- log(l-delta)/log(l-theta)

n # Tamanho amostral minimo com confianca delta

3 Resultados e discussao

Na Figura 1 foram plotados os valores minimos necessdrios de n para se identificar
positivamente o nematéide na amostra combinada com 90% e 95% de confianga. Foi dada
énfase em representar os valores de n praticados, entre 30 e 50. Assim, percebe-se que
com 95% de confianca os valores de # estdo entre um pouco menos de 6% e um pouco
mais de 9,5%. Portanto, detecta-se facilmente, com estes tamanhos praticados, incidéncias
maiores que ao menos 6%. Observa-se que quanto maior o valor de 6, que € a probabilidade
de uma muda apresentar nematdides, menores sdo os tamanhos de amostras. Assim, se
considerarmos uma probabilidade de sucesso 6 de 5%, os tamanhos amostrais praticados
entre 30 e 50 pelo IN 35 parecem bem satisfatdrios, considerando 95% de confianca para
a detec¢do das amostras combinadas positivas. Se reduzirmos a confianga para 90%, os
valores praticados para os tamanhos amostrais sdo suficientes para detectar incidéncias
entre aproximadamente 4,5% e 7,3%, sendo que valores acima de 7,3% terdo obviamente
confian¢a maior que a nominal e valores de # menores do que 4,5%, terdo confianga menor
do que 90%.

Portanto, também ¢ necessdrio se responder ao questionamento se seria vidvel
tecnicamente dispensar a subdivisdo em subparcelas quando o nimero total de mudas
da mesma cultivar ndo ultrapassar 50.000 (cinquenta mil) mudas. Acredita-se que isso é
possivel, pois ao se praticar as mesmas condi¢des gerais, se estaria sob as mesmas margens
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Figura 1 - Tamanhos de amostras minimos necessdrios para se atingir 90% de confianca
de detectar a presenca de nematdides em funcdo de 6 (em azul) e de 95% (em
preto).

de confianca discutidas anteriormente para cada subparcela de uma mesma cultivar. Além
do mais, acredita-se que o procedimento de dispensa poderia ser estendido parcialmente
para situagdes que o nuimero total ndo atingisse 200.000. Logo, para cada condicdo
de muiltiplos de 50.000 (cinquenta mil) mudas se formaria uma subparcela, limitado ao
méximo de 200.000, situag@o esta que geraria as 4 subparcelas de 50.000 estabelecidas no
IN 35. Nao obstante, a decisdo de subdividir ou nao ficaria a cargo do produtor de mudas,
uma vez que a subdivisdo em subparcelas € uma forma de o proteger, por ndo se descartar
todo o seu viveiro em caso de detec¢do de nematdides.

3.1 Estimacao

Os resultados reais das avaliacdes de 5 anos no periodo de 2012 a 2016 estdo
apresentados na Tabela 1. Em um total de 2.752 amostras/viveiros ocorreram 9 deteccdes.

Com base em resultados experimentais deste periodo de 5 anos, tem-se em média 1,8
ocorréncias (produtores de mudas) por ano em uma média de 550,4 viveiros/ano analisados.
Considerando que p € um estimador da probabilidade de deteccdo real de uma amostra
combinada positiva, ou seja, é uma estimativa de P(Y > 1), supondo que 6 € constante
entre viveiros, entdo para este caso temos a seguinte estimativa p = 1,8/550,4 = 0,00327.
Se considerarmos que foi utilizada a situacdo mais conservativa na maioria destas andlises,
ou seja, com amostra combinada (bulk) com n = 30, podemos estimar §. Logo, um
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Tabela 1 - Ocorréncia de nematéides em viveiros de Minas Gerais no periodo de 2012 a

2016
Safra  Numero de Viveiros Viveiros Contaminados
2012 764 0
2013 505 0
2014 421 1
2015 530 3
2016 532 5
Total 2752 9

Fonte: Unidade Técnica Regional de Agricultura, Pecudria e Abastecimento/Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, Lavras, MG, 2018.

estimador de 6 é dado por

p=1-(1-0)"
(10" =1-p

nln(l —0) =In(1 — p)
1 — 6 =eln(-0)]/n
que resulta em
=1 — el=Pl/n, (6)
Para este caso, considerando n = 30, tem-se
6 =1,0918430948037 x 10~*,

que é uma taxa muito pequena de incidéncia de nematdides nos viveiros de producio de
mudas de cafeeiro no periodo considerado em Minas Gerais.
O parametro A, da distribui¢ao latente Poisson, € estimado, a partir de (2), por

A=—In(1-6)=—In (1 - e“““*ﬁ)]/“) . %)
A estimativa de A\, usando (7), é

X =1,0919027052099 x 104,

E possivel observar que com estas estimativas, os tamanhos amostrais minimos
seriam proibitivos, mesmo com uma confian¢a reduzida de 80%. Porém nédo se tem
consequéncia grave em relagdo a isso, uma vez que a probabilidade de que uma
planta contenha ao menos um nematdide é de apenas 0,011%, com média de 0,00011
nematdides/planta. A nado detec¢do de um resultado positivo nestas condi¢cdes com 0s
tamanhos maximos de n = 50 unidades por amostra de cada subparcela nao é preocupante.
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Outro fato que deve ser observado é que se a taxa real estiver em torno de 4%, o poder
de detecg¢io de nematdides é de no minimo 95% de confianca. Ademais, para este processo
de estimagfo se supde que 6 seja constante para todos os viveiros, o que ndo é verdade.
Assim, a maioria dos viveiros nos dados da Tabela 1 tera 6 nulo e os que foram detectados
terd 6, potencialmente, superiores a 4%, o que os tornariam prontamente detectdveis com
os tamanhos de amostras praticados entre 30 e 50. Por exemplo, se § = 10%, com 95%, o
valor de n minimo necessério é de 28, o que corrobora a informacdo apresentada.

Devemos salientar que o poder de detec¢do igual ou superior a 90% ocorre,
tanto na metodologia proposta quanto na original igualmente e que a subdivisdo ndo
altera esta probabilidade. Ademais, estes resultados sé ocorrem para os tamanhos
amostrais praticados em ambos os métodos quando as taxas forem iguais ou superiores
ao valor mencionado de 4%. Para taxas inferiores a 4%, o poder é menor que os dos
cendrios e exemplo real considerados. As expressdes deste trabalho permitem que sejam
determinados os valores de poder para qualquer caso que seja do interesse do leitor, como
também € possivel dimensionar a amostra além dos limits da IN 35 de 2012, fixados os
valores de confiancga de interesse.

4 Conclusoes

A dispensa de subdivisdo em subparcelas, quando o nimero total de mudas de um
mesmo cultivar ndo ultrapassar 50.000 (cinquenta mil), pode ser realizada, haja vista
que isso ndo acarreta perda de precisdo, podendo ser facultado ao produtor de mudas a
possibilidade de decidir se ird optar ou ndo por se submeter as subdivisdes em parcelas
menores. Também foi recomendada a possibilidade de se estender a subdivisdo em blocos
de 50.000 para aqueles casos que tenham menos de 200.000 mudas, alternativamente ao
que ¢é praticado de se tomar 4 subparcelas com menos de 50.000. Os resultados mostram
que ndo ha perdas de precisdo em relacdo ao que ja se vem praticando atualmente na IN 35
de 2012.
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= ABSTRACT: The Normative Instruction n°35/2012, of the Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, from Brazil, provides for the sampling in nurseries of coffee seedlings production,
for verification of defective roots and detection of Meloidogyne spp. Sampling is performed
by dividing the nursery into plots of a maximum of 200,000 seedlings of the same cultivar and
subdividing each plot into four subplots. The objective of this work was to evaluate the need to
carry out the sampling considering subplots as recommended in the Normative Instruction, seeking
to reduce the production cost of the small producers, without prejudice to sanitary measures. For
this purpose statistical estimates were calculated based on a probability study, considering the
Poisson distribution for the random variable X, which expresses the amount of nematodes per
coffee seedling in the nursery phase, based on the actual data of five years of all coffee seedlings
nurseries of Minas Gerais State. It was concluded that subdivision into subplots may be dispensed
when the total number of seedlings of the same cultivar does not exceed 50,000, without loss of
accuracy in the detection of the pathogen.

= KEYWORDS: Sampling; seedlings nurseries; Meloidogyne spp.; Coffea spp.

Referéncias

BLITZSTEIN, J. K.; HWANG, J. Introduction to probability. Boca Raton: Chapman &
Hall, 2015. 570 p.

BRASIL. Instrugdo Normativa n° 35. de 29 de novembro de 2012, Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Brasilia: Didrio Oficial da Unifo, Secdo 1, 3 de
dezembro, 2012.

CARVALHO, A. M. Caracterizag¢ao de gendtipos de Coffea arabica 1. em area infestada
pelo nematoide Meloidogyne paranaensis. Coffee Science, v. 12, n. 1, p. 1-8, 2017.

CECAFE. Conselho dos Exportadores de Café. Resumo das exportagdes de café, 2019.
Resumo das exportacdes de café, 2019. (Accessed: ago. 28, 2019). Disponivel em: (http:
/Iwww.cecafe.com.br/).

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da Safra Brasileira
de Café: Safra 2019 segundo levantamento, 2019. (Accessed: ago. 28, 2019). Disponivel
em: (https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/cafe/boletim-da-safra-de-cafe-2019).

DeGROOT, M. H.; SCHERVISH, M. J. Probability and statistics. 4. ed. Boston: Addison-
Wesley, 2011. 893 p.

ESCOBAR, J. A. D. et al. Teoria de valores extremos e tamanho amostral para o
melhoramento genético do quantil maximo em plantas. Revista Brasileira de Biometria,
v. 36, n. 1, p. 108-127, 2018.

Rev. Bras. Biom., Lavras, v.37, n.3, p.409-418, 2019 - doi: 10.28951/rbb.v37i3.418 417



FLORESCU, I.; TUDOR, C. A. Handbook of probability. Hoboken: Wiley, 2014. 449 p.

GONCALVES, W. et al. Patogenicidade de Meloidogyne exigua e M. incognita raga 1 a
mudas de cafeeiros. Bragantia, v. 11, n. 1, p. 88-93, 1996.

MOOD, A. M.; GRAYBILL, E. A.; BOES, D. C. Introduction to the theory of statistics. 3.
ed. Singapore: McGraw-Hill, 1974. 480 p.

MORALIS, A. R. et al. Models for estimating plot size in experiments. Revista Brasileira de
Biometria, v. 36, n. 2, p. 258-275, 2018.

MULLER, M. M.; MIGLIORANZA, E.; FONSECA, E. P. Producao de mudas de cafeeiro
(Coffea arabica 1.) cv. Mundo Novo em tubetes. Revista UNIMAR, v. 19, n. 3, p. 777-786,
1997.

PEREIRA, J. C.; MERGULHAO, R. C. Algoritmo para minimiza¢io do tamanho de
amostra em planos de inspecdo por amostragem por atributo. Revista Brasileira de
Biometria, v. 37, n. 1, p. 56-65, 2019.

R Core Team. R: a language and environment for statistical computing. Vienna, Austria,
2018. Disponivel em: (https://www.R-project.org/).

ROHATGI, V. K.; SALEH, A. K. M. E. An introduction to probability and statistics. 3.ed.
Hoboken: John Wiley, 2015. 689 p.

SALGADO, S. M. L. et al. Meloidogyne paranaensis e Meloidogyne exigua em lavouras
cafeeiras na regido sul de Minas Gerais. Coffee Science, v. 10, n. 4, p. 475-481, 2015.

SANTOS, M. F. A. et al. Genetic variability of Meloidogyne paranaensis populations and
their aggressiveness to susceptible coffee genotypes. Plant Pathology, v. 67, n. 1, p. 193—
201, 2017.

SILVA, R. V. et al. Otimizacdo da producdo de inéculo de Meloidogyne exigua em mudas
de cafeeiro. Nematologia Brasileira, v. 30, n. 3, p. 229-238, 2006.

VILLAIN, L. et al. Diversity of root-knot nematodes parasiting coffee in Central America.
Nematropica, v. 43, n. 2, p. 194-205, 2013.

Recebido em 04.12.2018.

Aprovado ap6s revisdao em 11.07.2019.

418 Rev. Bras. Biom., Lavras, v.37, n.3, p.409-418, 2019 - doi: 10.28951/rbb.v37i3.418



