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RESUMO

Apobs medir ou estimar a intensidade da doenca em uma populacao de hospedeiros, o uso
de analises estatisticas auxilia na compreensao do processo epidémico. Este trabalho tem
como objetivo abordar aspectos sobre modelagem estatistica com aplicagoes no estudo
das principais doencas do pessegueiro. Inicialmente, aborda-se a teoria geral em mode-
lagem estatistica com foco na aplicacao em epidemiologia de doencas de plantas, seguida
dos aspectos gerais da cultura do pessegueiro e suas principais doencas. O trabalho esté
organizado em trés artigos. Primeiro, fez-se um estudo sobre parametrizagoes do modelo
logistico, pois sua expressao pode ser escrita de forma que os parametros tenham inter-
pretacoes convenientes, mas as propriedades estatisticas dos modelos, seu comportamento
numeérico e a validade das inferéncias sao afetados pela parametrizacao. Avaliou-se a re-
lacao entre as inferéncias e o comportamento nao linear de quatro parametrizagoes do
modelo logistico ajustado aos dados do progresso temporal da incidéncia da ferrugem do
pessegueiro causada por Tranzschelia discolor. Calcularam-se medidas de nao linearidade
do modelo e, para as estimativas dos parametros, avaliou-se o viés de Box, construiram-
se superficies de log-verossimilhanga, respectivas aproximagoes quadraticas e perfis de
verossimilhanca. No segundo trabalho, caracterizou-se o inicio e o progresso temporal
da ferrugem do pessegueiro (7. discolor) em ramos nos tergos inferior, médio e superior
da copa da planta, em pomares com e sem o uso de fungicidas. Avaliou-se incidéncia e
severidade da ferrugem em folhas e lesoes nos ramos. Nas andlises, adotou-se um modelo
linear misto, considerando a altura do ramo na copa da planta como efeito fixo, cultivares
e blocos como efeito aleatorio. A area abaixo da curva de progresso da ferrugem foi maior
nos ramos do tergo superior em comparacao aos ramos do terco inferior. O in6culo inicial
diferiu entre as posicoes, entretanto com taxas de progresso similares para incidéncia e
severidade. No terceiro trabalho, utilizou-se dois estudos de caso sobre incidéncia de po-
dridao parda em poés-colheita de péssegos causada por Monilinia fructicola, considerando
safras conjuntamente e a existéncia de efeito aleatorio compartilhado por frutos de uma
mesma, arvore para descrever as principais técnicas em analise de sobrevivéncia. Aplicou-
se a técnica nao paramétrica de Kaplan-Meier e a estatistica log-rank, além do modelo
semiparamétrico de Cox para estimar o efeito de cultivares e do nimero de dias apos a
floracao plena no momento da inoculagao sobre a sobrevivéncia ao sintoma de podridao
parda e sobre o risco instantaneo de expressa-lo em duas safras consecutivas. A analise
de sobrevivéncia com efeito basal variando entre safras e a verificacao do efeito de arvore
como fator de agrupamento com efeito aleatoério mostraram-se adequados para interpre-
tar o comportamento da doenca, além de respeitar a natureza da varidvel e do fendmeno

estudado.



Palavras-chave: Epidemiologia. Modelos nao lineares. Modelos mistos. Analise de sobre-

vivéncia. Tranzschelia discolor. Monilinia fructicola.
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ABSTRACT

After measuring or estimating the disease intensity in a population of hosts, statistical
analysis helps to understand the epidemic process. This work aims to apply statistical
models to study one of the most common diseases of the peach tree. The work starts with
a general description of statistical modeling, focusing on its application in plant disease
epidemiology, followed by a discussion of general aspects of the peach tree cultivation
and its main diseases. This thesis is divided into three prospectives articles. Firstly, a
study of the logistic model parametrization was performed, because its formula can be
written such as that the parameters have a convenient interpretation, but the model’s
statistical properties, its numerical behavior and the inferences validities are influenced
by parametrization. The relation between inferences and nonlinear behavior of the logis-
tic model was evaluated, with the model parametrized in four different ways and fitted
to data from temporal progress of peach rust incidence caused by Tranzschelia discolor.
The nonlinearity measures of the model were calculated and, for the estimation of pa-
rameters, the bias Box, log-likelihood surfaces, respective quadratic approximations and
likelihood profiles were constructed and evaluated. In the second study the onset and
the temporal progress of peach rust (7. discolor) was characterized, in twigs of the lower,
middle and upper third of the tree canopy, in orchards with and without fungicides. Po-
sitional information on the disease within the canopy was obtained by assessing incidence
and severity of peach rust on leaves of both orchards. A mixed linear model was used,
considering height of the twig in the canopy as a fixed effect, cultivars and blocks as
random effects. The area under the rust progress curve was bigger in twigs of the upper
third compared to twigs of the lower third. The primary inoculum was different among
positions, though with similar progress rates in terms of incidence and severity. The third
investigation was an analysis of two case studies over the incidence of post harvest brown
rot (Monilinia fructicola) in peaches were used, considering the harvests together and the
existence of a random effect shared by fruits of the same tree to describe the main tech-
niques for survival analysis. We used the Kaplan-Meier method, the log-rank statistics
and the semi-parametric Cox model to estimate the effect of cultivars and number of days
after full bloom at inoculation, over survival to brown rot and over the immediate risk
of expressing the disease in two consecutive harvests. The survival analysis with varying
baseline effect between seasons and the verification of the effect of tree as grouping factor
with random effect proved to be suitable to interpret the disease and complementary to

conventional analyzes respecting the nature of the variable and the phenomenon.

Key words: Epidemiology. Nonlinear models. Mixed models. Survival analy-

sis. Tranzschelia discolor. Monilinia fructicola.
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1 INTRODUCAO

A caracterizacao da intensidade de uma doenca de plantas no tempo é funda-
mental em epidemiologia para descrever e compreender a sua dinamica. Utilizando-se
curvas de progresso da doenca, interacoes entre patégeno, hospedeiro e ambiente podem
ser caracterizadas, estratégias de controle avaliadas e niveis futuros de doencas previstos.
Além disso, a partir da curva de progresso varios aspectos podem ser observados, como o
inicio da epidemia, as quantidades inicial, maxima e final da doenca, a taxa de aumento
da doenga, a forma da curva e a duragao da epidemia (Van Der Plank, 1963; Madden e
Hughes, 1995; Garrett et al., 2004; Madden et al., 2007; Bergamin Filho, 2011).

O estudo de modelos estatisticos para descrever dinamicas de doencas assume
posicao de importancia na teoria epidemiolégica. Apo6s medir ou estimar a intensidade
da doenca em uma populagao de hospedeiros, o uso de ferramentas estatisticas auxilia
na compreensao do processo epidémico. Geralmente, utilizam-se modelos para resumir os
aspectos essenciais das observacoes de interesse. No modelo estatistico, as estruturas de
casualidade, que sao concebidas através do raciocinio epidemiol6gico e motivadas por evi-
déncias empiricas, sao representadas pelos efeitos principais e interacoes, associados a cada
covariavel escolhida para compor o modelo. Uma vantagem dos modelos estatisticos para
a descricao e representacao do conhecimento cientifico esta na possibilidade de afirmacoes
probabilisticas. Na construcao de intervalos de confianca a variabilidade é geralmente
interpretada como o grau de incerteza associado as predi¢oes produzidas pelo modelo
e para os testes de hipoteses estd relacionada a estimativa da probabilidade do erro de
rejeicao da hipotese nula (Madden et al., 2007; Carvalho et al., 2011).

Por razoes biologicas, muitas curvas de progresso de doencas tém formato sig-
moide, principalmente doencas em que ocorrem multiplos ciclos de infecgao durante uma
mesma epidemia (policiclicas). Numerosas fungdes matemaéticas ja foram propostas para
descrever estas curvas, destacando-se a logistica que é amplamente utilizada em biologia
de populagbes e, especialmente, em patologia de plantas (Van Der Plank, 1963; Mad-
den et al., 2007). Utilizando-se reparametrizagoes, a expressao do modelo logistico pode
ser escrita de forma que os parametros tenham sentido biolégico e interpretacoes mais
convenientes. Por outro lado, nem sempre a forma paramétrica facilita a convergéncia
dos processos iterativos utilizados na estimacao dos seus parametros, sendo necessario
procurar uma parametrizacdo mais apropriada. Entretanto, as propriedades estatisticas
de modelos nao lineares, seu comportamento numérico no processo de estimacao, além da
validade de inferéncias assintoticas sao fungoes da aproximacgao linear destes modelos o
que ¢é afetado, principalmente, pela parametrizacao adotada (Ratkowsky, 1993; Cordeiro
et al., 2009; Fox e Weisberg, 2010; Tjorve e Tjorve, 2010).



H4 situagoes de relevancia pratica em epidemiologia de doencas de plantas nas
quais os modelos de regressao tradicionais nao sao adequados pela existéncia, por e-
xemplo, de heterogeneidade entre individuos ou unidades experimentais, interagoes entre
covariaveis ou observagoes correlacionadas no tempo e no espaco. Nestes casos, a varia-
bilidade das observagoes usualmente nao segue a variabilidade prescrita pelo modelo de
probabilidades e o modelo de regressao pode ser estendido pela adicao de efeitos aleatorios
(McCulloch e Searle, 2001; Schabenberger e Pierce, 2002; Bonat et al., 2012). Outra si-
tuagao comum em epidemiologia é aquela em que se avalia a ocorréncia de um evento e
do tempo para sua ocorréncia em uma populacao de individuos. Neste caso, técnicas de
analise estatistica convencionais nao sao apropriadas para este tipo de dados, pois o tempo
de observacao raramente tem distribuicao normal e os dados podem ser censurados, ou
seja, o estudo pode terminar antes que todos os individuos avaliados sofram o evento de
interesse, observando-se parcialmente a resposta. Frequentemente, dados desta natureza
sao submetidos & analise estatistica convencional com exclusao de observagoes censuradas
e transformacao de dados, o que limita a capacidade de inferéncia. Nestes casos, a analise
de sobrevivéncia, que utiliza o método da verossimilhanca para estimar os parametros,
efetivamente extrai informagoes relevantes e estimativas confiaveis (Bewick et al., 2004;
Scherm e Ojiambo, 2004; Colosimo e Giolo, 2006; Carvalho et al., 2011).

Nos estados da regiao Sul do Brasil, apesar da grande importancia da cul-
tura, a produtividade dos pessegueiros é baixa devido a falta de tecnificacao das pro-
priedades com problemas relacionados, principalmente, ao manejo fitossanitario dos po-
mares, destacando-se as doencas ferrugem do pessegueiro ( Tranzschelia discolor), queima,
das flores e a podridao parda nos frutos causadas por Monilinia fructicola (Kowata et
al., 2011; Fachinello et al., 2009). Assim, esforcos em pesquisa devem ser empregados
no desenvolvimento e aplicacoes de técnicas estatisticas que auxiliem os pesquisadores
das areas aplicadas no conhecimento detalhado das epidemias destas doencas e, com isso,

contribuir para melhorar a eficiéncia das praticas de manejo adotadas.

1.1 Objetivo geral

Estudar aspectos relacionados a modelagem estatistica em doencas de plantas

com aplicagoes no estudo das principais doencas da cultura do pessegueiro.



1.2 Objetivos especificos

i) Avaliar a relacdo entre a condugdo de inferéncias e o comportamento nao linear de

parametrizacoes do modelo logistico;

i1) Utilizando a técnica de modelos mistos, caracterizar o inicio e o progresso temporal da
ferrugem do pessegueiro em diferentes alturas dos ramos na copa das plantas em pomares

com e sem uso de fungicidas;

i11) Utilizar estudos de caso de incidéncia de podridao parda em poés-colheita de péssegos

para abordar e aplicar as principais técnicas em anélise de sobrevivéncia.

Este trabalho inicia com uma revisao de literatura sobre a teoria em modelagem
estatistica seguida pela abordagem de aspectos gerais da ferrugem do pessegueiro causada
por Tranzschelia discolor e a queima das flores e podridao parda causadas por Monilinia
fructicola. No Capitulo I, faz-se um estudo de diferentes parametrizacoes do modelo
logistico e seus efeitos nas inferéncias. O Capitulo 1I, utiliza modelos lineares mistos
na comparacao da intensidade da ferrugem do pessegueiro entre alturas dos ramos na
planta e, por fim, no Capitulo III sao abordados os principais métodos em analise de

sobrevivéncia, com aplicacoes em estudos de podridao parda em pos-colheita de péssegos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Modelagem estatistica em epidemiologia

Uma epidemia de doencas de plantas pode ser compreendida como uma mudanca
na intensidade da doenga na populagdo do hospedeiro no tempo e/ou no espago. Em
muitas situacoes, o componente espacial nao é explicitamente considerado e o foco do
estudo é sobre a mudanca na intensidade da doenca com o tempo. Geralmente, uma
representacao da epidemia é feita com a curva de progresso da doencga, dada por um gréfico
da intensidade da doenca como variavel resposta e o tempo como variavel explicativa. A
partir dessa curva, pode-se resumir o efeito das interacaoes entre hospedeiro, patoégeno
e fatores ambientais (fisicos e biologicos) sobre o desenvolvimento da doenga (Van Der
Plank, 1963). A curva de progresso da doenca expressa a relacdo fundamental entre
intensidade de doenca e tempo, mas outras relacoes incluem intensidade de doenca e
distancia da fonte de inoculo, perdas no rendimento em funcao da intensidade da doenca

no campo ou intensidade em funcao do nivel de controle.

A quantificacao do progresso da doenca é desejavel por varias razoes, incluindo
determinar se duas ou mais epidemias sao diferentes em algum sentido e avaliar o efeito de
tratamentos na maior (ou menor) intensidade da doenga ou na sua taxa de mudanga. A
compreensao destes fatores pode ser usada para predizer a quantidade de doenca em um
momento particular do tempo, quantificar o efeito de estratégias de controle ou desenvolver
uma base tedrica para determinar se uma epidemia ocorrerd e, no caso de ocorréncia,
identificar fatores que afetam a magnitude da taxa de incremento e a sua intensidade
final (Van Der Plank, 1963; Madden, 1980; Madden et al., 2007).

A modelagem e a anélise estatistica dos dados sao fundamentos metodologi-
cos para a compreensao da epidemia e, como resultado, utiliza-se todo o conhecimento
adquirido no controle da doenca (Madden, 2006; Scherm et al., 2006). Modelos sao repre-
sentagoes simplificadas de um sistema e, por isso, quanto e como simplificar dependem,
dentre outros fatores, do objetivo que se espera alcancar com o modelo. Na construcao do
modelo considera-se somente os elementos essenciais para que o objetivo seja alcancado.
Desta forma, para qualquer fendmeno ou processo nunca se conseguird uma completa
descrigao ou compreensao da realidade (Bergamin Filho e Amorim, 2001; Madden et al.,
2007).

Em uma populagao de hospedeiros pode-se medir ou observar seus individuos



com relacao a intensidade da doenca ou outra variavel de interesse. Entretanto, apenas
a coleta do conjunto de dados nao conduz automaticamente a compreensao da epidemia.
Além disso, as populacoes sob estudo em epidemiologia raramente sao pequenas, o que
torna necessaria a observacao do fenomeno de interesse em apenas alguns individuos
(amostra), mas com objetivo em aplicar os resultados obtidos nestes pequenos conjuntos
de dados para compreender o fendmeno em grandes populagoes (Madden et al., 2007).
Logo, modelos estatisticos também sao necessarios para se fazer inferéncia sobre grandes
populagoes baseado em informagao limitada (Madden, 1980; Scherm et al., 2006; Madden
et al., 2007).

2.2 Modelos de Regressao

Modelos de regressao sao modelos estatisticos que descrevem a variagao em uma
ou mais variaveis resposta como funcao de uma ou mais varidveis explicativas ou co-
varidveis. Nestas situagoes, procura-se verificar a existéncia e quantificar o efeito de
covariaveis sobre a resposta, embora a relagao nao seja necessariamente de causa e efeito.

Inferéncia baseada em tais modelos é conhecida como analise de regressao.

Considere-se que Y7, Y5, ..., Y, sao variaveis aleatérias independentes e identica-
mente distribuidas, X é a matriz de delineamento conhecida associada ao conjunto de
varidveis explicativas e 6 o vetor de parametros desconhecidos. Um modelo de regressao

em nota¢ao matricial pode ser escrito na forma (Bonat et al., 2012):

Y[X ~ f(p,9), com p = g(8; X).

A distribuigao de probabilidades da variavel resposta f(u,¢) é descrita por dois
conjuntos de parametros, os de locagdo (meédia, p) e os de dispersao (precisao/variancia,
¢). Nas anélises realizadas neste trabalho supe-se que o parametro de dispersao é comum
a todas as observacgoes e o que muda é o parametro de média. Em geral, ¢ tem como
espaco paramétrico os reais positivos. Para a média, a func¢ao ¢(.) deve mapear o preditor

linear ou nao linear, de forma que possa produzir valores no espaco paramétrico de p.

Para a declaracao completa do modelo sao necessarias duas suposicoes. A
primeira se refere a distribuicao de probabilidades atribuida & varidvel resposta, neste
caso f(u,¢). A segunda ¢é a defini¢do de uma funcio g(.) fazendo com que o preditor
linear ou nao linear, que pode apresentar qualquer valor nos reais, seja mapeado ade-

quadamente para o espaco paramétrico da parte de média do modelo.



A fungao g(.) deve ser duplamente diferenciavel, exceto para modelos nao lineares
e, no caso linear, tem como argumentos a matriz de delineamento X conhecida e os
parametros ¢ desconhecidos a serem estimados. Sendo a fungao g(.) definida e mapeando
os valores do preditor (linear ou ndo) para o espago paramétrico de y, o modelo é composto
e pode ter seus parametros estimados, por exemplo, pela maximizacao da funcao de

verossimilhanca.

2.2.1 Estimacao

A seguir serao apresentados os conceitos de estimacao por maxima verossimilhan-
¢a e por minimos quadrados. As definicoes apresentadas sao baseadas em diversas obras,
destacando-se Draper e Smith (1966), Bates e Watts (1980), Azzalini (1996), Pawitan
(2001), Dobson (2002), Seber e Wild (2003), Ritz e Streibig (2008) e Bonat et al. (2012).

a) Estimacgao por maxima verossimilhanga

A fungao de verossimilhanca é dada pela expressao da distribuicao conjunta de
todas as variaveis aleatorias envolvidas no modelo, porém vista como funcao dos parame-
tros que as indexam, uma vez que observando-se os dados, estes se tornam quantidades
fixas. Para cada particular valor do parametro (escalar ou vetor), a verossimilhanca é
uma medida de compatibilidade, plausibilidade ou similaridade com a amostra observada
(Bonat et al., 2012).

Considere-se que y = [Y,...,Y,]T denota um vetor aleatério com fungio de pro-
babilidade dada por f(y;6) que depende do vetor de parametros 6 = [6y,...,0,]". A
fungao de verossimilhanga para 6, dado os valores observados de y, é a fun¢ao L(y;0). A
verossimilhanca L(y; 0) é algebricamente a mesma que a fungdo densidade de probabili-
dade f(y;0), mas a notacao reflete a mudanga na énfase da variavel aleatoria y com 6 fixo,
para os parametros ¢ com y fixo. Como L é definida em termos de um vetor aleatorio vy,
L também é uma varidvel aleatoria, uma vez que a cada amostra e um conjunto fixo ¢

tem-se L's diferentes.

Denotando-se ©® como o conjunto de todos os possiveis valores do vetor de
parametros 6, © é chamado de espaco paramétrico. A estimativa de méaxima verossi-

milhanca de 0 é o valor # que maximiza a funcao de verossimilhanca, isto é



L(6;y) > L(6;y)

para todo 6 pertencente a ©. Equivalentemente, 8 ¢ o valor que maximiza a funcao de
log-verossimilhanga [(6;y) = log L(f;y), uma vez que a funcao logaritimo ¢ mondtona

crescente. Entao,

1(6; ) > 1(6;y)

para todo 6 pertencente a ©. Normalmente é mais facil trabalhar com a funcao de log-

verossimilhanca do que com a funcao de verossimilhanca.

O estimador 6 ¢ obtido diferenciando-se a fun¢ao de log-verossimilhanca em re-

lacao a cada 0; de 0 e resolvendo-se as equacgoes simultaneas

ol(0;y)
00

=0

para j =1,...,p.

E necessario checar se a solu¢do corresponde ao maximo de [(6;y), verificando se

a matriz de segundas derivadas
0*1(6;y)
00,00y,

avaliada em 6 = 6 é negativa definida. Também é necessario verificar se existem quaisquer
valores de 6 do espaco paramétrico que resultam em maximos locais de [(0;y). Quando
todos os maximos locais sao identificados, o valor de # correspondente ao maior valor é o

estimador de maxima verossimilhanca.

Uma propriedade importante dos estimadores de maxima verossimilhanca é que
se g(f) é uma funcao real qualquer dos parametros 6, entdo o estimador de maxima ve-
rossimilhanga de ¢(6) é g(@), denominada propriedade da invariancia dos estimadores de
méaxima verossimilhanca. Uma consequéncia é que se pode trabalhar com uma funcao dos
parametros que é conveniente para estimagao por maxima verossimilhanca e entao usar a

propriedade da invariancia para obter as estimativas dos parametros de interesse.

b) Estimagao por minimos quadrados

Considere Y7, ..., Y,, como varidveis aleatorias independentes com valores espera-

dos pu1, ..., ptn, Tespectivamente. Suponha que os p)s sao funcoes do vetor de parametros



que se deseja estimar, 0 = [0y, ...,0,]", p < n. Entao,

E(Y;) = g(x,0).

A forma mais simples do método de minimos quadrados consiste em encontrar a
estimativa 6 que minimize a soma de quadrados das diferencas entre os Y/s e seus valores

esperados

n

SQR(0) =Y _[Yi— g(x,0)

i=1

Usualmente, 0 ¢ obtido por diferenciagdo de SQR(6) em relagao a cada elemento

6; de 0 e resolvendo as equacoes simultaneas

OSQR(0) 0
00, -
comj=1,..p.

Entretanto, para modelos nao lineares, a busca pelo minimo é um problema a ser
resolvido com o uso de métodos numéricos, usando-se aproximagao linear que converge
para o ponto de minimo a cada iteracao. Desta forma, este procedimento também apre-
senta estimativas baseadas em aproximacoes assintoticas para os erros padroes e os testes
de hipoteses, e a qualidade de tal aproximacao depende de quao forte é a nao linearidade
do modelo. Na estimacao por minimos quadrados também é necessario checar se a solucao
corresponde a um minimo, isto é, se a matriz de derivadas é positiva definida e identificar

o minimo global entre estas solucoes e qualquer minimo local no espaco paramétrico.

Supondo-se que os Y;'s tém variancias que nao sado todas iguais, pode ser desejavel

minimizar a soma de quadrados ponderada das diferencas

SQR(0) = Zwi[Yi — g(z.,0))?

2

em que os pesos sao dados, por exemplo, por w; = (0}

2)~1. Desta forma, as observagoes

com grandes variancias terao menos influéncia sobre as estimativas.

Ressalta-se que quando ¢ ~ N(0, Io?), a estimativa de minimos quadrados de ¢
¢ também estimativa de maxima verossimilhanca para 6. Isto ocorre pois a funcao de

verossimilhanca para este problema pode ser escrita por

—SQR(6)

10,0%) = (2m0?) "2 exp ™ 202

Neste caso, se 02 é conhecido, maximizar [(6,0%) em relacao a 0 é equivalente a



minimizar SQR(A) também em relagio a 0.

2.2.2 Testes de hipdteses

Geralmente hé interesse em testar hipoteses sobre os parametros ou sobre funcoes
dos parametros. Com efeitos fixos, o teste de hipoteses pode ser de que as diferencas entre
as médias dos niveis de um fator sao zero ou, ocasionalmente, que os parametros sao iguais
a uma constante pré-definida. Para efeitos aleatorios, uma hipoétese 1til é a de que um
componente de varidncia é zero ou igual a algum valor pré definido. Além destes casos,
pode-se usar estimativas dos parametros para estabelecer intervalos de confianca para os

parametros ou suas combinagoes (McCulloch e Searle, 2001).

a) Teste da razao de verossimilhanga

Na metodologia da anélise de variancia tradicional (sob suposi¢cao de normali-
dade), testam-se hipoteses utilizando-se a estatistica F' que é uma razao de quadrados
médios. Para modelos mais gerais, como estatistica de testes de hipoteses pode-se utilizar
o teste da razdo de verossimilhangas (TRV) que por sua forma pode ser utilizado em uma,

maior variedade de situacoes.

A forma geral do TRV pode ser descrita como a seguir. Seja 6 o méximo de
todos os valores de . Similarmente, seja 6y o méximo de 0 limitado (restrito ou definido)
por alguma hipotese H, pertencente a alguns elementos de 6; e seja L(éo) o valor da
verossimilhanca usando 6, para 6. Entdo, o teste da razio de verossimilhanca é L(6)/L(0)

e isto leva, sob certas condicoes, a uma estatistica teste para a hipotese Hy.

b) Teste de Wald

Outro procedimento geral para teste de hipoteses é conhecido como teste de Wald.

Se 0 ¢ uma estimativa de 6 e I(é) é a matriz de informacao para é, entao

(6 —00)T[1(9)] (0 — 6y)



é uma estatistica teste para a hipdtese H: § = 0y que tem, sob algumas condigoes,

aproximadamente uma distribuicao X;% em que p é o nimero de hipoteses.

2.2.3 Modelos lineares mistos

Modelos mistos surgem quando algum dos componentes do modelo sao fixos
enquanto outros sao aleatérios. Um modelo misto envolve no minimo duas varidveis
aleatorias e duas constantes na parte sistematica do modelo. Modelos mistos sao usa-
dos para representar experimentos com varios fatores onde os niveis de algum fator sao
pré-determinados enquanto os niveis de outros sao escolhidos aleatériamente. Nos mo-
delos mistos, alguns componentes do vetor de médias nao sao tratados como constantes
mas como realizacoes de variaveis aleatorias (McCulloch e Searle, 2001; Schabenberger e
Pierce, 2002).

Nas diversas aplicacoes da modelagem estatistica, surgem situacoes nas quais os
modelos de regressao tradicionais nao sao adequados pela existéncia de caracteristicas
que violam suposicoes de modelos usuais. Isto pode ocorrer quando ha observagoes cor-
relacionadas no tempo, interacoes complexas no efeito conjunto de algumas covariaveis,
heterogeneidade entre individuos que pode nao ser suficientemente descrita por covaria-
veis, entre outras. Nestas situagoes, a variabilidade das observacoes usualmente nao segue
a prescrita pelo modelo de probabilidades e a classe de modelos de regressao é estendida
pela adigao de efeitos aleatorios, incorporando variaveis nao observadas (latentes). Con-
siderando que Y é um vetor de observacoes de dimensao n, a seguinte estrutura hierarquica

descreve um modelo de regressao com efeitos aleatorios (Bonat et al., 2012):

¥ [ b, X] ~ f(:6) com
g(p) = XB+Zbe

b~ NMV(0,5),

O preditor linear é decomposto em duas componentes, a parte de efeitos fixos
X3 e a parte aleatoria Zb. Nos modelos lineares, as matrizes de delineamento X e Z
sao consideradas conhecidas representando os efeitos de covariaveis de interesse. O vetor
B representa os efeitos fixos que deverdo ser estimados e o vetor b sdo quantidades nao
observadas (latentes) para a qual atribui-se aqui uma distribui¢ao gaussiana multivariada
de média 0 e matriz de covariancia . De acordo com a estrutura imposta a > pode-se

induzir diversos tipos de correlagao entre as observacoes Y. E usual adotar a suposicao de

10



independéncia condicional em [Y" | b], ou seja, dado os efeitos aleatorios as observagoes sao
independentes, o que é usado na construcao de verossimilhanca e explorado por algoritimos

numeéricos.

2.2.4 Modelos nao lineares

Um modelo é nao linear quando o valor esperado de uma variavel dependente Y
nao pode ser escrita como funcoes lineares dos seus parametros. A forma classica de um

modelo normal nao linear é expressa como

Y =93 X)+e,

em que g(5; X) = E(Y | X) e os €}s sao ndo correlacionados e normalmente distribuidos
com média zero e variancia comum o2, isto é, € ~ N(0, [0?), g(8; X) ¢ uma funcao dife-
renciavel em 3, 8 = 81, Ba, ..., 3] contém pardmetros desconhecidos a serem estimados
e X = (W, 2@ . () representa a matriz de dimensdo n x s, dos valores de s variaveis
explanatorias (Seber e Wild, 2003; Cordeiro et al., 2009).

Ao contrério de regressao linear, a minimizagao da SQR(S) sera um problema néo
linear devido & nao linearidade de ¢(.), sendo necessario utilizar métodos de otimizacao
numérica. Estes métodos sao procedimentos iterativos que, idealmente, aproximam-se do
valor 6timo do parametro a cada passo. Em cada passo, os algoritimos determinam o

novo valor do parametro baseado nos dados, no modelo e no valor da estimativa corrente.

As principais complicagoes dos métodos de otimizacao numérica sao a escolha
de valores inicias para os parametros e a técnica para distinguir o minimo global de um
minimo local. Estes dois problemas sao relacionados, de forma que se o valor inicial for
suficientemente proximo do valor 6timo do parametro, o procedimento estard cada vez
mais proximo do valor ideal do parametro e o algoritimo convergird em poucos passos.
Desta forma, é fundamental especificar valores iniciais adequados, pois uma escolha ruim
pode levar ao ajuste de um modelo incorreto. Caso nao se consiga o ajuste do modelo
apesar de tentativas adequadas de valores iniciais, isso pode indicar que o modelo nao
é apropriado para os dados em questao (Seber e Wild, 2003). Como as solugoes de um
problema de regressao nao linear sao numéricas, elas podem diferir como consequéncia
de diferentes algoritimos, diferentes implementacoes de um mesmo algoritimo, diferentes

parametrizacoes ou diferentes valores iniciais.

A principal caracteristica dos modelos ndo lineares é que a parte fixa g(5; X)
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geralmente decorre de um processo deterministico deduzido a partir de situacoes teoricas,
quase sempre baseado em equacoes diferenciais, de tal forma que os parametros podem
ter interpretacoes praticas. Muitas vezes, assume-se que o pesquisador tem algum conhe-
cimento sobre o tipo de fung¢ao g(.) a ser utilizada. Os métodos de regressao nao lineares
sao empregados na andlise de dados para os quais hd uma relacao funcional nao linear
entre preditor e resposta empiricamente ou teoricamente estabelecida (Ritz e Streibig,
2008; Cordeiro et al., 2009).

Em epidemiologia de doencas de plantas, alguns modelos nao lineares sao comu-
mente utilizados para descrever o progresso temporal das doencas. Os principais modelos
sao o exponencial, o monomolecular, o logistico, o de Gompertz e de Richards, descritos
brevemente a seguir, com base em Van Der Plank (1963), Madden (1980), Madden (2006),
Madden et al. (2007) e Bergamin Filho (2011).

a) Modelo Exponencial: este modelo também é conhecido como modelo logaritimico,
geométrico ou Malthusiano. E apropriado quando individuos doentes dio origem a novos
individuos doentes o que indica que a velocidade de aumento da doenca é proporcional a
propria quantidade de doenca. Por ser demasiado simplista, este modelo pode ser utilizado
para descrever estagios iniciais de doencas policiclicas, enquanto a quantidade de doenca
nao exceder (arbitrariamente) a 5%. A equacgao que descreve a quantidade de doenca (y)

em fungao do tempo (t) é dada por
Yy = yoeTEt7

em que yo ¢ um parametro interpretado como quantidade inicial de doenca e rg um
parametro de taxa de incremento da doencga. A forma linearizada deste modelo é dada
por

In(y) = In(yo) + ret

que descreve uma relagao linear entre In(y) e t com inclina¢ao rg e intercepto In(yp).

b) Modelo Monomolecular: este modelo é apropriado para epidemias em que nao héa
dispersao de inéculo secundario na mesma estacao de crescimento, o que significa que o
aumento da doenca se deve ao in6culo produzido em epidemias anteriores ou epidemias
em outros locais. Neste modelo, a velocidade de aumento da doenca é proporcional ao

in6culo inicial e & taxa de incremento, ambos supostos constantes. A equacgao que descreve
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a intensidade de doenca (y) em funcdo do tempo () é dada por

y=1-(1—yo)e ™",

com interpretacao dos parametros analoga ao modelo exponencial. A equacao produz
uma curva concava em relacao a abscissa, aproximando-se assintéticamente da quantidade

méaxima de doenca. Pode ser linearizada por

+7‘Aﬂf.
-y 1—y0>

~ . 1 . . ~
Esta equacdo produz uma reta com intercepto ln(%) e inclinacao ry;. Para
baixos valores de v, ln(ﬁ) ¢ aproximadamente igual a y mas a transformacao se desvia

substancialmente de y com o seu incremento.

¢) Modelo Logistico: este modelo incorpora aspectos dos modelos monomolecular e
exponencial e tem sido o mais empregado desde que Van Der Plank (1963) propos seu uso
para descrever o progresso de doencas policiclicas. A equacao que descreve a intensidade

de doenga (y) em fun¢ao do tempo (t) é dada por

1

1+ (yi0 —1)erzt’

y:

Plotando-se y em funcao do tempo t d& origem a uma curva em forma de 'S’
simétrica em torno de y = 0,5 e assintdtica para 0 e 1 com gy, representando a intensidade
da doenca em ¢t = 0 e r; a taxa de incremento. O modelo logistico pode ser linearizado

por

In( i )= hq(1 goyo) +rpt,

configurando a equacao de uma reta com intercepto ln(%) e inclinagao . Ressalta-se
que ha diferentes formas equivalentes de escrever o modelo logistico (parametrizacoes),

como serd abordado no Capitulo I.

d) Modelo de Gompertz: apropriado para doengas policiclicas como alternativa ao

modelo logistico, com ponto de inflexao em torno de y = 0,37, fazendo com que a curva
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alcance um maximo mais rapidamente que o modelo logistico. A equagao que descreve a

quantidade de doenga (y) em fun¢ao do tempo (t) é dada por

—(—1Inyg)e "Gt

y=e )

com g, relacionado ao ino6culo inicial e o a taxa de incremento.

Esta equacao pode ser linearizada transformando-se em

—In(—1In(y)) = — In(—Inyy) + ret,

que produz uma reta com intercepto — In(—Inyp) e taxa rg.

e) Modelo de Richards: este modelo difere dos demais por ser mais flexivel, podendo
assumir outras formas, devido a inclusao de um parametro adicional 'm’. O modelo de
Richards pode acomodar uma ampla variedade de formas e incluir modelos mais simples
como casos especiais. A equagdo que descreve a quantidade de doenca (y) em fungio do

tempo (t) é dada por

y=(1+ (" =D,

com ¥y e rgr interpretados como nos modelos anteriores.

Para m = 0 a equacao transforma-se na funcao monomolecular, para m = 2 na
logistica e para m tendendo a 1 na de Gompertz. A forma linearizada da equacao é dada

por

1
————)=—In(y, ™ — 1) + rgt.

2.2.5 Modelos em analise de sobrevivéncia

O modelo de sobrevivéncia, como qualquer modelo de regressao, é composto por
uma variavel resposta, covariaveis explicativas, a funcao de ligacao e a estrutura de erro
(Carvalho et al., 2011). A variavel resposta pode ser expressa de trés formas interconver-

siveis: probabilidade de sobrevivéncia, taxa de incidéncia e taxa de incidéncia acumulada.

14



A probabilidade de sobrevivéncia é definida como a probabilidade de nao ocorrer o evento
de interesse dentro do intervalo de tempo [tg,t]. Por defini¢ao, essa probabilidade é 1
no inicio da observacao (em ty). Normalmente, costuma-se utilizar uma transformagao
em escala tal que a probabilidade de sobrevivéncia seja interpretada como frequéncia de
sobreviventes no tempo t em relacao ao total de individuos sob estudo, ao invés de uma
probabilidade. A taxa de incidéncia é definida como a taxa instantanea de ocorréncia
do evento de interesse no tempo t, condicionada a sua nao ocorréncia anterior a t. A
incidéncia acumulada difere do conceito de risco, embora sejam aproximadamente iguais

numericamente, quando a incidéncia é baixa.

a) Funcoes de sobrevivéncia e de risco

A funcao de sobrevivéncia S(t) descreve a probabilidade de um individuo sobre-
viver por mais de um determinado tempo ¢, ou seja, a probabilidade de que, decorrido um
tempo ¢, o individuo ndo apresente o evento. Isto é definido como S(t) = Pr(T > t), em
que T é o tempo até a ocorréncia de um evento. De maneira semelhante, a distribuicao
acumulada do tempo de vida F'(t) é a probabilidade de que o individuo expresse o evento
antes do tempo t. A partir dessa definigao, S(t) é simplesmente o complemento da fungao

de distribuicao acumulada:

S(t)=Pr(T >t)=1—Pr(T <t)=1— F(t).

A fungdo A(t) expressa o risco instantaneo de um individuo expressar o evento

no tempo t, condicional a permanecer sem o evento até o tempo t:

Prit<T At |T >
) = o, HEES SR,
—

A funcao de risco é também chamada de funcao ou taxa de incidéncia, forca de
infeccao, taxa de falha, forca de mortalidade ou forca de mortalidade condicional. Apesar
de se utilizar o nome risco, A(f) é uma taxa e ndo uma probabilidade. Sua unidade

1

é tempo~" e pode assumir qualquer valor real maior que zero, nao estando restrita ao

intervalo [0,1]. A func¢do de risco pode ser relacionada com a fun¢ao de sobrevivéncia de

véarias formas, entre elas

em que f(t) é a fungao densidade de probabilidade interpretada como a probabilidade de
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um individuo sofrer um evento em um intervalo instantaneo de tempo (Colosimo e Giolo,
2006; Carvalho et al., 2011).

De maneira geral, a andlise de sobrevivéncia visa obter estimadores das fungoes
usadas para especificar o tempo de vida, testando a dependéncia dessas funcoes com

covariaveis.
b) Estimador produto Kaplan-Meier

Os métodos de estimacao das funcoes apresentados até o momento podem ser
utilizados quando nao ha censura. Ocorre censura quando nao se conhece o momento de
ocorréncia do desfecho do evento. O estimador de Kaplan-Meier, proposto por Kaplan e
Meier (1958), traz uma solugao para a estimacao de S(t) quando ha individuos censura-
dos. Ele utiliza os conceitos de independéncia de eventos e de probabilidade condicional
para desdobrar a condicao de sobreviver até o tempo ¢ em uma sequéncia de elementos
independentes que caracterizam a sobrevivéncia em cada intervalo de tempo anterior a t,
cuja probabilidade é condicional aos individuos que estao em risco no periodo (Akbar et
al., 2009; Goel et al., 2010; Carvalho et al., 2011). Assume-se que as ocorréncias dos even-
tos sao independentes entre os individuos e, consequentemente, a funcao de sobrevivéncia
é estimada pelo produto das probabilidades de permanecer sem o evento até o tempo .

A func¢ao de sobrevivéncia S(t) é estimada empiricamente por

em que d; é o numero de individuos que sofreram o evento em um dado tempo ¢;(i =
1,...,k) e n; ¢ o nimero de individuos sob risco no tempo t;, ou seja, os individuos
que nao sofreram o evento e nao foram removidos do estudo (censurados) até o instante

imediatamente anterior a ¢;.

O grafico de S(t) em func¢ao do tempo (t) é chamado curva de sobrevivéncia. O
método de Kaplan-Meier estima esta curva a partir dos tempos de sobrevivéncia sem que
seja necessario pressupor uma distribuicao de probabilidades mesmo quando ha censura
no conjunto de observacoes (Akbar et al., 2009). Por convencao, os graficos de Kaplan-
Meier sao representados com degraus para indicar os instantes do tempo em que ocorrem
eventos terminais (sintomas) e sinais (-+) para indicar observacoes censuradas (Carvalho
et al., 2011). A abordagem nao paramétrica da analise de sobrevivéncia, utilizando o
estimador de Kaplan-Meier, permite realizar testes de significancia estatistica para com-

parar tratamentos (Akbar et al., 2009; Goel et al., 2010). Neste contexto, o teste log-rank
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(LR) é o mais usado, mas deve ser aplicado apenas para comparar grupos definidos por
varidveis categoricas (Akbar et al., 2009) e quando a razao das fungoes de risco dos trata-
mentos a serem comparados é aproximadamente constante, caracteristica denominada de
riscos proporcionais (Colosimo e Giolo, 2006). Com o teste log-rank, testa-se a hipotese
nula de que nao hé diferenca entre as curvas de sobrevivéncia de cada estrato. O teste
log-rank compara a distribuicao da ocorréncia dos eventos observados em cada estrato
com a distribuicao que seria esperada se a incidéncia fosse igual em todos os estratos. A

estatistica do teste é calculada por

" (0; — E;)?
LR: Z%,
i=1 i

em que O e F sao, respectivamente, o total de eventos observados e esperados em cada
estrato, em que os esperados sao obtidos supondo que a hipotese nula é verdadeira (Car-
valho et al., 2011). Para comparagdo de apenas dois tratamentos, o valor da estatistica
log-rank tem distribuigao de x? com um grau de liberdade (Akbar et al., 2009). O teste
log-rank pode ser estendido para mais de dois tratamentos, embora em varias situacoes,
seja necessario estudar a relacao entre o tempo de vida e diversas variaveis explicativas
simultaneamente, além de categorizar variaveis continuas para aplicacao do teste. Para
contornar estes inconvenientes e tornar a analise mais explicativa, utilizam-se os modelos

de regressao paramétricos ou semiparamétricos.
¢) Modelo semiparamétrico de sobrevivéncia

A regressao paramétrica exige que se suponha uma distribuicdo estatistica para
o tempo de sobrevivéncia, e esta suposicao, caso nao seja adequada, pode fazer com que
as estimativas dos parametros sejam incorretas. Entretanto, muitas vezes o interesse
do estudo nao ¢ estimar os parametros da distribuicao do tempo de sobrevivéncia, mas
estimar o efeito de covariaveis. Foi partindo dessas questoes que Cox (1972) propos um
modelo denominado modelo semiparamétrico de riscos proporcionais, que passou a ser o

mais utilizado na analise de dados de sobrevivéncia (Carvalho et al., 2011).

O modelo de Cox de riscos proporcionais é definido em McGilchrist e Aisbett

(1991) pelo produto dos componentes nao paramétrico A\o(t) e paramétrico g(z"6)

A(t) = Xo(t)g(z"0),

em que A(t) descreve o risco do individuo apresentar o evento de interesse no tempo t,
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Ao(t) € o risco basal no tempo t e g(z"8) ¢ o efeito multiplicativo das variaveis explicativas
combinadas na func¢do. O componente ndo paramétrico A\o(t) ndo é especificado e é uma
funcao nao-negativa do tempo, usualmente chamado funcao de risco de base ou basal,
pois A(t) = Ao(t) na auséncia de covariaveis (x = 0). O componente paramétrico é

frequentemente expresso na forma

g(z"0) = exp(x70) = exp (0121 + ...+ 0,1,),

em que x é o vetor de varidveis explicativas e 6 é o vetor de parametros a ser estimado
(Fox e Weisberg, 2011).

O modelo de Cox é dito de riscos proporcionais porque as razoes entre as taxas de
risco dos individuos sao assumidas constantes no tempo de acompanhamento do estudo
(Carvalho et al., 2011). Assim, a razao entre o risco de ocorréncia do evento para dois

individuos k e [, com covariaveis x] = (Tg1, Tpa, ..., Tap) € 7] = (z11, T12, .., Tpp) €

A (t|zg) _ exp(z; 0)
N(tlz)  exp(x]0)’

ou seja, é constante no tempo.

O modelo de regressao de Cox é caracterizado pelos coeficientes 6's que medem
os efeitos das covariaveis sobre a funcao de risco. Estas quantidades devem ser estimadas

a partir das observagoes amostrais para que o modelo fique determinado.

O procedimento de regressao usado para ajustar o modelo de Cox consiste em

maximizar a fungao de verossimilhanga parcial L(6) para o vetor de parametros (6),

exp( 5,
H{Zexp xTQ .

em que ¢; ¢ uma variavel aleatoria que indica a ocorréncia (6 = 1) ou censura (6 = 0) do
evento (Colosimo e Giolo, 2006; Carvalho et al., 2011).

Eventualmente, os individuos sob estudo podem apresentar grande heterogenei-
dade ou diferentes fragilidades nao atribuiveis a qualquer caracteristica medida. FEste
problema pode ser tratado com a introducao de um efeito aleatoério para cada indivi-
duo, o que torna as estimativas dos efeitos das covariaveis mais consistentes (Colosimo e
Giolo, 2006; Carvalho et al., 2011). Partindo do modelo de Cox classico, a inclusdo de
efeitos aleatorios é feita a partir de uma variavel aleatoria desconhecida (Z), que reflete a
heterogeneidade ou fragilidade do individuo ou grupo (McGilchrist e Aisbett, 1991; Sar-

gent, 1998) atuando multiplicativamente sobre o risco de base. Assim, para um individuo
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com covariaveis representadas pelo vetor z e efeito aleatério Z = z, o modelo de riscos

proporcionais passa a ser

A(t) = zx()g(z" B).

Assume-se que os valores das fragilidades sao uma amostra independente da va-
riavel aleatoria Z com distribuicao de probabilidade conhecida de média 1 e variancia
desconhecida (Kosorok et al., 2004; Gorfine et al., 2006). Para estimar a variancia do

efeito aleatorio é necessario escolher uma distribuicao estatistica para a variavel aleatoria
Z.

2.3 Aspectos gerais na cultura do pessegueiro

O pessegueiro (Prunus persica (L.) Batsch) ¢ uma frutifera de origem asiatica,
adaptada a areas temperadas e subtropicais. Em 2009, a producao mundial de péssegos e
nectarinas foi de aproximadamente 19 milhoes de toneladas, sendo os principais produtores
a China, a Italia, os EUA e a Espanha. O Brasil ocupa a 142 posicao mundial, com uma
producao anual proxima a 220 mil toneladas. Entre os paises da América do Sul, o Brasil
¢ superado pelo Chile e Argentina com producoes aproximadas de 357 e 318 mil t ano ™!,

respectivamente (FAO, 2012).

A 4rea de pessegueiro no Brasil é superior a 20.000 ha, com produgao em torno
de 220.700 t ano~! o que leva & produtividade média de 11 t ha=!. A regido Sul do pais
¢ responsavel por cerca de 73% da quantidade produzida, sendo o Rio Grande do Sul
o maior produtor nacional (60,2%), seguido pelo Parana (6,7%) e por Santa Catarina
(6,1%). A produtividade nestes estados é de 8,9 t ha™', 10,2 t ha™' e 12,4 t ha™! para Rio
Grande do Sul, Parana e Santa Catarina, respectivamente, bem abaixo daquelas obtidas
nos pomares de Minas Gerais (22,1 t ha™!) e Sao Paulo (21,0 t ha™') (IBGE, 2010).

Nos estados da regiao Sul, a baixa produtividade é devida a falta de tecnificacao
das propriedades, com problemas na adubacao, nos tratos culturais e, principalmente, no
manejo fitossanitario dos pomares (Fachinello et al., 2009). No Parand, a ferrugem do
pessegueiro que causa danos principalmente nas folhas, a queima das flores e a podridao
parda nos frutos estao entre os maiores problemas fitossanitarios da cultura (May De Mio
et al., 2004).

Diante disso, esforcos em pesquisa devem ser empregados para o conhecimento
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detalhado das epidemias destas doencas e com isso contribuir para melhorar a eficiéncia

das praticas de manejo adotadas nesta cultura.

2.3.1 Ferrugem do pessegueiro

A ferrugem do pessegueiro, causada pelo fungo Tranzschelia discolor (Fuckel)
Tranzschel & Litv., é considerada a doenca foliar mais importante da cultura em regioes
subtropicais. Essa doenca tem sido observada com maior frequéncia nos pomares da
regiao metropolitana de Curitiba, devido as temperaturas amenas e alta umidade relativa
(Alves e May-De Mio, 2008; Kowata et al., 2011). A sintomatologia da doenca comeca
com manchas verde-amareladas em ambas faces da folha, formando lesoes angulares e
irregulares que, apos iniciada a colonizacao, se tornam amarelo brilhante na face superior.
Com o desenvolvimento do patégeno forma-se uma massa pulverulenta na face inferior da

folha pela presenca dos urediniosporos (Goldsworthy e Smith, 1931).

Infeccoes em folhas e cancros nos ramos sao 0s sintomas mais comuns em
pessegueiros no Brasil, embora na Califérnia, EUA, infec¢oes nos frutos também sao
observadas, caracterizando componente da doenca que resulta em perda econoémica di-
reta (Adaskaveg et al., 2000; Soto-Estrada e Adaskaveg, 2004). Um importante dano
causado pela ferrugem é a queda precoce das folhas infectadas que pode estimular, ante-
cipadamente, a floracao e brotacao e reduzir a produtividade do pomar na safra seguinte
(Soto-Estrada e Adaskaveg, 2004). No trabalho de Alves e May De Mio (2008), a desfolha
precoce causada por ferrugem em pessegueiros da cultivar Chimarrita causou o prolonga-
mento do periodo de floragao e diminuiu a produtividade, sendo que no tratamento com
maior controle da ferrugem a produtividade foi 45% superior a testemunha sem controle.
Este fato pode ser explicado pelo trabalho de Alves et al. (2008) que observaram corre-
lagao negativa entre concentragao de carboidratos nos ramos e desfolha e evidenciaram a
importancia do controle quimico da doenca para reduzir a intensidade da ferrugem apos a
colheita dos frutos. Variacoes nos valores de incidéncia e severidade entre as safras podem
estar relacionadas com a época de inicio da epidemia (Alves et al., 2008) que ocorre em

fungao da quantidade de in6culo inicial presente nos ramos (Soto-Estrada et al., 2005).

Atualmente, as pesquisas no Brasil buscam cultivares tolerantes e praticas de
manejo como forma de reduzir a intensidade da ferrugem. Nos ultimos anos, isto pode ser
observado nos trabalhos de Carvalho et al. (2002), Citadin et al. (2005), Rodrigues et al.
(2008), Assmann et al. (2010), Citadin et al. (2010), Alves et al. (2011), Alves (2012),
Dolinski (2012) e Alves et al. (2013).
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2.3.2 Podridao parda

A queima das flores e a podridao parda sao causadas pelo fungo Monilinia fructi-
cola (Wint) Honey. Este fungo causa danos em flores, ramos e frutos em pré e pos-colheita,
o que torna os periodos de floracao e maturacao dos frutos as fases de maior suscepti-
bilidade da cultura. Na infecccao das flores pode ocorrer necrose das anteras, ovario e
pedinculo e até a sua morte. As flores mortas tornam-se marrons, podendo exibir esporu-
lagao do fungo e permanecerem fixas ao ramo por uma goma exsudada. A partir deste
ponto, o fungo pode penetrar no ramo e causar cancros que levam a murcha e morte da
parte terminal do ramo com intensa esporulac¢ao do fungo (Byrde e Willetts, 1977; May
De Mio et al., 2004).

Nos frutos em amadurecimento, inicialmente sao observadas pequenas lesoes par-
das que evoluem para extensas manchas marrons cobertas pela esporulacao do fungo, prin-
cipalmente na fase de maturacao dos frutos. Em seguida, os frutos comecam a desidratar,
tornam-se mumificados, permanecendo na planta ou no solo (Moreira, 2005). Villarino
et al. (2012) verificaram a existéncia de correlagdo positiva para incidéncia de podridao
parda em péssegos entre o dia da colheita e sete dias apos. Neste mesmo estudo, 72% de
incidéncia de podridao parda em poés-colheita foi devida & incidéncia na colheita e uma

perda total dos frutos quando a incidéncia na colheita chegou a 30%.

O controle da doenca é feito, basicamente, eliminando-se fontes de ino6culo e
com aplicacoes de produtos quimicos (May De Mio et al., 2004). Entretanto, novas
formas de controle tém sido buscadas visando o uso racional de produtos quimicos ou até
mesmo eliminando o seu uso. Neste sentido, Blood et al. (2007) avaliaram a eficiéncia
de ingredientes ativos ainda nao recomendados para a cultura, comparando sua eficiéncia
com o fungicida mancozebe, liberado para o controle da doenca. O efeito de aplicagoes
de fungicidas de diferentes grupos quimicos associados ou nao com fosfitos de K, além de
controladores bioldgicos como os fungos Trichothecium roseum e Penicillium sp. foram
avaliados no trabalho de Moreira et al. (2008). Keske et al. (2010) verificaram o efeito
de cultivares e da posicao do ramo na planta em relacao as linhas de plantio sobre a
incidéncia de podridao parda latente em frutos verdes e na colheita, além da dinamica do
inoculo em pomar sob sistema organico. A susceptibilidade de 11 cultivares a queima das
flores e & podridao parda em frutos verdes, na colheita e em pos-colheita, foi avaliada em

sistema de producao integrada no trabalho de Alves (2012).

Resultados relevantes com este patossistema também podem ser encontrados nos
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trabalhos de May De Mio et al. (2011), Negri et al. (2011), Kowata et al. (2011), Dolinski
(2012) e Keske et al. (2013).

2.3.3 Curvas de progresso nas doencgas do pessegueiro

A seguir serao abordados alguns trabalhos que utilizaram modelagem e curvas
de progresso de doencas para compreensao dos patossistemas da ferrugem, da queima
das flores e da podridao parda em pessegueiros, destacando-se os aspectos relacionados a

modelagem dos dados.

Para ferrugem do pessegueiro, Martins e Amorim (1999) avaliaram o progresso
da frequéncia de infec¢do por ferrugem (pustulas cm™2) em fungdo do tempo apos a
inoculagao com urediniésporos em mudas de pessegueiro de duas cultivares com diferentes
periodos de molhamento foliar. Em outro trabalho, Martins e Amorim (2000) utilizaram
curvas de progresso da doenga para avaliar o progresso da ferrugem (pustulas cm™?2) em
funcao do tempo apoés inoculagao cruzada com urediniésporos de T. discolor coletados de
folhas de pessegueiro, nectarineira e ameixeira. Nos dois estudos, ajustou-se aos dados o

modelo nao linear de Gompertz, estimando-se taxa de infeccao e frequéncia de infeccao
final.

Carvalho et al. (2002) avaliaram o progresso da severidade da ferrugem do
pessegueiro em plantas sem tratamento quimico. Aos dados do percentual de area foliar
lesionada (severidade) ajustou-se um modelo linear quadratico com o qual foi estimado
o momento no tempo de maxima severidade. Furman et al. (2003) relacionaram o pro-
gresso temporal da ferrugem com diferentes estagios de crescimento do fruto. Avaliou-se
o progresso da severidade (nimero de lesGes por fruto) e da incidéncia (proporgao de fru-
tos infectados) em diferentes fases fenologicas de duas cultivares de pessegueiro por trés
safras, além do progresso da incidéncia em funcao do peso do fruto. Em todos os casos,
ajustou-se o modelo logistico para estimar parametros relacionados a inéculo inicial, taxa

de progresso e quantidade final da doenca.

Soto-Estrada e Adaskaveg (2004) estudaram o progresso temporal da incidéncia
de lesoes nos ramos de pessegueiros e a porcentagem de germinagao de urediniésporos de
T. discolor. Aos dados de incidéncia ajustou-se um modelo linear quadratico para estimar
o momento de incidéncia maxima. Para comparar o progresso temporal das lesoes nas
folhas, em diferentes locais e cultivares, os autores ajustaram aos dados formas linearizadas

dos modelos logistico e monomolecular.
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O progresso temporal da incidéncia e da severidade da ferrugem do pessegueiro em
duas safras foi descrito por Alves et al. (2008). Para comparar as epidemias e relacionar
a intensidade da doenca com desfolha, os autores calcularam a area abaixo da curva
de progresso da doenca. Apods poda verde como estratégia para controle da ferrugem,
Rodrigues et al. (2008) utilizaram curvas de progresso do percentual de folhas lesionadas
(incidéncia) e do percentual de area foliar lesionada (severidade) da doenca entre 33 e
81 dias apds a poda verde. Tanto para incidéncia quanto para severidade, ajustou-se o

modelo linear quadratico para estimar os valores finais de incidéncia e severidade.

Em Horsfield e Wicks (2010), o declinio da viabilidade de urediniosporos de T.
discolor em folhas de amendoeiras foi expresso por curvas de progresso para comparar
areas geograficas de origem e local de permanéncia das folhas (na planta, no solo ou em
laboratorio) apds a colheita dos frutos. A comparacao de locais foi feita utilizando-se
andlise de variancia sobre o percentual de germinacao de uredinidésporos em cada uma de

cinco datas de avaliacao.

Assmann et al. (2010) avaliaram o progresso temporal da incidéncia, da severi-
dade e da desfolha causada por ferrugem em cultivares de pessegueiro agrupadas de acordo
com o nivel de sensibilidade dos geno6tipos. A incidéncia e severidade nos gendtipos foram
comparadas por analise de variancia em cada uma das avaliacoes. Aos dados de desfolha,
em quatro avaliacoes, ajustou-se o modelo linear quadratico, sem realizar inferéncias a
partir das estimativas dos parametros. Para comparacao dos fungicidas de trés grupos
quimicos, Alves et al. (2011) empregaram andlise de varidncia sobre a area abaixo da
curva de progresso da incidéncia e da severidade e ajustaram o modelo logistico aos dados
de incidéncia no tratamento testemunha, estimando-se in6culo inicial e taxa de progresso

da doenca.

Os trabalhos citados a seguir utilizaram curvas de progresso da doenga e mode-

lagem estatistica no estudo de doencas causadas por Monilinia fructicola em pessegueiros.

Souza et al. (1999) avaliaram o progresso temporal da area lesionada por podridao
parda em péssegos inoculados com e sem ferimentos e tratados com agua destilada ou
com cloreto de célcio. Moreira e May De Mio (2006) avaliaram o progresso temporal da
incidéncia de lesoes de podridao parda em frutos com ferimentos e tratados com ingredi-
entes quimicos e agentes biologicos. O efeito de tratamentos com fungicidas na incidéncia
de podridao parda em frutos (colheita e pos-colheita) foi avaliado aos 10, 13 e 16 dias apos
as aplicagoes dos fungicidas no trabalho de Blood et al. (2007). Basseto et al. (2007)
avaliaram o progresso dos didmetros das colonias de M. fructicola em funcao do tempo
(dias) apés exposicdo a diferentes doses de luz UV-C, além de incidéncia e severidade

de podridao parda em péssegos inoculados com M. fructicola e submetidos a diferentes
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tempos de exposicao a luz UV-C. Nestes trabalhos, fez-se a comparacao dos tratamentos

utilizando-se analise de variancia.

O progresso temporal da incidéncia de podridoes em poés-colheita de péssegos foi
avaliado diariamente (por nove dias) em sete tratamentos fisicos e quimicos por Sestari et
al. (2008). Os tratamentos foram comparados por andlise de variancia realizada a cada
dia. No trabalho de Carvalho et al. (2009), a incidéncia e severidade da podridao parda
em péssegos foi comparada entre produtos alternativos e convencionais para o controle
da podridao por analise de variancia aplicada nas avaliacoes aos trés e cinco dias apos a

colheita.

Moreira et al. (2008) avaliaram o progresso da incidéncia de podridao parda entre
colheita até cinco dias na pos-colheita. Keske et al. (2010) avaliaram o progresso temporal
da podridao parda em fruto verde e na colheita em diferentes cultivares. Vilarino et al.
(2010) relacionaram incidéncia de infeccao latente, nimero de conidios de M. fructicola
no ar e nos frutos com o tempo e calcularam as respectivas areas abaixo da curva de
progresso para relacionar com outras varidveis. O niamero de conidios m~2 do ar em
funcao do tempo e a incidéncia de infecgoes latentes foram avaliados em flores e frutos de

diferentes cultivares de pessegueiro e safras no trabalho de Vilarino et al. (2012).

Nos trabalhos com ferrugem, em geral observa-se o ajuste de modelos nao line-
ares, formas linearizadas destes modelos e/ou modelos polinomiais. Nos trabalhos com
podridao parda, uma caracteristica comum é a utilizagao de analise de variancia para
comparar epidemias em avaliacoes pontuais no tempo. Frente a isto, observa-se que hé
um padrao na relacao entre técnica de andlise e fenémeno estudado, deixando-se talvez,
de se aplicar técnicas de modelagem estatistica mais adequadas ao estudo do fenomeno,

principalmente nos trabalhos com podridao parda.
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3 CAPITULO I - INFERENCIAS COM O MODELO LOGISTICO SOB
DIFERENTES PARAMETRIZACOES

RESUMO

O modelo logistico geralmente ¢ utilizado para caracterizar o progresso temporal de uma
epidemia. Com reparametrizacoes, a sua expressao pode ser escrita de forma que os
parametros tenham interpretagoes convenientes. FEntretanto, as propriedades estatis-
ticas de modelos nao lineares, seu comportamento numérico e a validade das inferén-
cias dependem da aproximacao linear dos modelos e sao afetadas pela parametrizacao.
Neste trabalho, avaliou-se a relacao entre a conducao de inferéncias e o comportamento
nao linear de quatro parametrizagoes do modelo logistico. Utilizaram-se dados do pro-
gresso temporal da incidéncia de ferrugem do pessegueiro nas cultivares Chimarrita e
Chiripa (seis repeticoes) em 14 avaliagbes quinzenais. Avaliaram-se as parametrizagoes
y=o1/(1+exp(az—x)/az) (I); y = B1/(1+ faexp(B3z)) (I); y = 1/ (1 +exp(v2 +732))
(IT); y = 01/(1 4+ (=1 4 1/d2) exp(—dsx)) (IV), em que y: incidéncia estimada; z: dias
apos o inicio das avaliagoes; «y, 1, 71, d1: assintota superior fixada em 1 (100% das
folhas com sintomas); s, fa, Y2, d2: parametros relacionados ao intercepto e ao ponto
de inflexao; ag, fs, 73, 03: parametros relacionados a taxa de incremento. Calcularam-se
medidas de nao linearidade intrinseca (NLI) e devida ao efeito de parametros (NLP).
Avaliou-se o viés das estimativas calculando-se o vicio de Box. Apds o ajuste do modelo
nas quatro parametrizacoes, construiram-se as superficies de log-verossimilhancga baseadas
na deviance, as respectivas aproximacoes quadraticas e os perfis de verossimilhanca para
as estimativas dos parametros 2 e 3. As parametrizacoes I e III para as duas culti-
vares apresentaram, proporcionalmente as estimativas dos parametros, os menores erros
padroes para os dois parametros. Em II e IV os erros padroes de By e 95 sdo maiores
que o valor das estimativas na cultivar Chiripd. A nao linearidade intrinseca foi nao
significativa para as parametrizacoes nas duas cultivares. As medidas de NLP sao signi-
ficativas nas parametrizacoes II e IV com viés dos parametros 35 e d9 acima do aceitavel,
caracterizando-os como responsaveis pelo afastamento da linearidade. Os contornos da
deviance sao praticamente elipticos na parametrizacao I, com eixos paralelos aos eixos
cartesianos. A parametrizacao III, em comparacao a I, apresentou rotacao dos eixos do
contorno com inclinacdo negativa e leve assimetria dos contornos. As parametrizacoes
IT e IV apresentaram forte desvio da forma eliptica e Il parecem ser mais suscetiveis
a problemas numéricos pois apresentam assimetria mais acentuadas, principalmente na
cultivar Chiripa. Nos perfis de verossimilhanca, observa-se assimetria acentuada nos pa-
rametros 5 € 5 0 que corrobora os resultados até entao apresentados. Com as expressoes
que relacionam as parametrizacoes entre si, pode-se ajustar o modelo aos dados com a

parametrizacao adequada e a partir dela calcular as estimativas em parametrizacoes de
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interesse. Com contornos de verossimilhanca elipticos e os parametros pelo menos aproxi-
madamente ortogonais (como na parametrizacao I), as estimativas pontuais e intervalares
do modelo em uma parametrizagao podem levar aos seus equivalentes em outra pelo

principio da invariancia do estimador.

Palavras-chave: Progresso temporal. Nao-linearidade. Viés. Verossimilhanca.
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INFERENCES USING A LOGISTIC MODEL UNDER DIFFERENT
PARAMETERIZATIONS

ABSTRACT

The logistic model is generally used to characterize the temporal progress of an epi-
demic. Varying the parameters, its formula can be written such that the parameters
gain themselves convenient interpretations. In the meantime, statistical properties of
nonlinear models, their numeric behavior and validity of inferences depend on linear
approximation of the model and are influenced by parametrization. In this chapter,
the relation between conduction of inferences and nonlinear behavior of the logistic
model parametrized in four different ways was evaluated. Data of peach rust tempo-
ral progress incidence on cultivars Chimarrita and Chiripa were used (six repetitions)
during 14 evaluations every fifteen days. The parameters were evaluated as follows :
y=ai/(1+exp(as —x)/a3) (1); y = B1/(1 + Brexp(Bsz) (I1); y = 1/(m + exp(re + 737)
(II1); y = 61/(1 + (=1 + 1/02) exp(—dsz) (IV), where y: estimated incidence, z: days
after the start of the assessments; ay, 51, 71, 01: upper asymptote fixed at 1 (100 % of
the leaves with symptoms); o, fa, 72, d9: parameters related to the intercept and the
inflection point; as, 03, 73, d3:parameters related to the rate of increase. Measures of
intrinsic nonlinearity (INL) and parametric nonlinearity (PNL) were calculated. Bias of
the estimations was evaluated calculating the bias of Box. After adjusting the model
in four different sets of parameters, the log-likelihood surfaces based on deviance were
constructed. The respective quadratic approximations and the likelihood profiles for the
estimations of parameters 2 and 3 were defined too. The set of parameters IT and III for
the two cultivars presented, proportionally to the estimation of parameters, the lowest
default errors for the two parameters. In II and IV the default errors of 85 and J, esti-
mates are higher than the estimates for the cultivar Chiripa. The IN was not significant
for the parametrizations in the two cultivars. The measures of PNL are significant in
parametrizations II and IV with bias above the tolerance for the parameters Sy and d,
thus characterizing them as responsible for deviation from linearity. The deviance con-
tours are substantially elliptical for parametrization I, with axes parallel to the Cartesian
axes. Parametrization III, compared to I, presented contour axes rotation with negative
inclination and slight contour asymmetry. Parametrizations II and IV presented huge
deviations from elliptical shape and II seemed to be more sensible to numerical problems
since they showed a more intense asymmetry, mainly in Chiripa cultivar. In the likelihood
profiles, a clear asymmetry observed in S5 and 7, parameters, which confirms the results so
far presented. With parametrizations interacting formulas, it is possible to adjust model
to data with the adequate parametrization and, from there, calculate the estimations of

the parametrization of interest. With elliptical likelihood contours and almost orthogonal
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parameters (like in parametrization I), the model punctual and interval estimations in one
parametrization can lead to its equivalents in another, due to the principle of invariance

of the estimator.

Key words: Temporal progress. Non-linearity. Bias. Likelihood.
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3.1 INTRODUCAO

A curva de progresso da doenca, usualmente expressa plotando-se a porcao da
doenca em funcao do tempo é a primeira e importante forma de representacao de uma
epidemia de doengas em plantas (Van Der Plank, 1963). Nestas curvas, o inicio da
epidemia, a quantidade de ino6culo inicial, a taxa de aumento da doenca, a forma da
curva, as quantidades maxima e final da doenca e a duracao da epidemia, entre outros,

podem ser caracterizados (Bergamin Filho, 2011).

Modelos que descrevem curvas de progresso de doencas fazem parte da classe
de modelos denominados nao lineares, expressos como y; = g(z;,0) +¢;, (i = 1,2,...,n)
em que x; € um vetor conhecido de varidveis explanatorias associadas com a i-ésima
resposta observavel y;, 8 ¢ um vetor de parametros desconhecidos e a funcao g é nao
linear nos parametros e assume-se conhecida e diferencidvel em #. Usualmente assume-se
que os erros €; sao independentes, identicamente e normalmente distribuidos com média
zero e varidncia constante (Seber e Wild, 2003). A principal caracteristica dos modelos
nao lineares é que a parte fixa g(z;,0) geralmente decorre de um processo deterministico
deduzido a partir de situacoes tedricas sendo que os parametros podem ser interpretaveis
(Cordeiro et al., 2009).

Por razoes bioldgicas, muitas curvas de progresso da doenca tém formato sig-
moide, principalmente doencas consideradas policiclicas, ou seja, aquelas em que ocorrem
miultiplos ciclos de infecgdo durante uma mesma epidemia (Van Der Plank, 1963; Mad-
den et al., 2007). Numerosas fun¢des matemaéticas foram propostas para descrever estas
curvas, destacando-se a logistica que ¢ amplamente utilizada em biologia de populacoes
e especialmente em patologia de plantas. Devido a ampla aplicacao do modelo logistico
em epidemiologia (Madden et al., 2007), utilizando-se de reparametrizacoes adequadas
a expressao desse modelo pode ser escrita de forma que os parametros tenham sentido
biologico o que resulta em interpretagoes mais convenientes (Ratkowsky, 1993). Por outro
lado, nem sempre o modelo é expresso numa forma paramétrica adequada, que facilite
a convergéncia rapida dos processos iterativos utilizados na estimativa dos seus parame-
tros, sendo necessario procurar uma parametrizagdo mais apropriada (Cordeiro et al.,
2009; Tjorve e Tjerve, 2010). Entretanto, as propriedades estatisticas de modelos nao
lineares, seu comportamento numérico no processo de estimacao, além da validade de
inferéncias assintoticas sao funcoes da aproximacao linear destes modelos o que ¢é afetado,

principalmente, pela parametrizacio adotada (Ratkowsky, 1993; Fox e Weisberg, 2010).

Em geral, a técnica usada para estimar os parametros em equagoes lineares ou

nao lineares ¢ o método de minimos quadrados ordinarios que coincide com o método
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de maxima verossimilhanga nos casos em que o modelo tem resposta normal indepen-
dente e variancia constante (Seber e Wild, 2003; Cordeiro et al., 2009). O estimador de
minimos quadrados para parametros em modelos lineares sao nao viesados, normalmente
distribuidos e de minima variancia. Quando estas pressuposicoes sao satisfeitas, o critério
de minimos quadrados proporciona estimativas 6timas (Seber e Wild, 2003). Entretanto,
para modelos nao lineares as propriedades dos estimadores de minimos quadrados sao
validas apenas assintoticamente, ou seja, quando o tamanho da amostra aumenta para o
infinito as propriedades do estimador aproximam-se das propriedades de minimos quadra-
dos para modelos lineares. Assim, percebe-se que todos os procedimentos inferenciais para
modelos nao lineares admitem suposicao de adequada aproximacao linear para fazerem

uso de propriedades assintoticas.

Existem medidas para verificar se o grau de nao linearidade de um modelo de re-
gressao nao linear é suficientemente pequeno para que as técnicas usuais de estimacao, de-
senvolvidas para a regressao linear, sejam utilizadas como uma boa aproximagao (Cordeiro
et al., 2009). Bates e Watts (1980) desenvolveram medidas de nao linearidade baseados no
conceito geométrico de curvatura e mostraram que a nao linearidade de um modelo pode
ser devida & curvatura real do modelo (intrinseca), que é invariante a parametrizagao, e
a nao linearidade devida a forma como os parametros aparecem no modelo e pode ser
modificada por meio de reparametrizacao. Pequenos valores para curvatura intrinseca e
para curvatura devido ao efeito de parametros indicam boa aproximagao linear (Cook e
Witmer, 1985).

Assim, em modelos nao lineares, quando se avalia se 0 modelo proposto propor-
ciona uma boa descricao dos dados, a comparagao do coeficiente de determinacao e a
analise de residuos (Draper e Smith, 1998) podem ser insuficientes na sele¢do de mode-
los. Baixos valores de curvatura intrinseca e de curvatura devida ao efeito de parametros
significam, respectivamente, menor viés nos valores preditos da resposta e maior validade

dos testes estatisticos associados as estimativas dos parametros.

Trabalhos que utilizam medidas de curvatura para escolha de modelos e
parametrizacoes adequadas sao escassos na literatura, principalmente no que se refere
a curvas de progresso de doencas de plantas. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a relacao entre a conducao de inferéncias e o comportamento nao linear de qua-
tro parametrizacoes do modelo logistico ajustados aos dados de progresso temporal da

incidéncia da ferrugem do pessegueiro causada pelo fungo Tranzschelia discolor.

Neste trabalho serao avaliadas quatro parametrizagoes do modelo logistico e a in-
terpretacao dos respectivos parametros. Apos o ajuste do modelo em cada parametrizacao,
serao discutidas medidas de nao linearidade e de vicio das estimativas, além da visualiza-

cao das superficies e perfis de verossimilhanca e respectivas aproximacoes quadraticas. A
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relacao entre as expressoes em cada parametrizagao sera abordada.

3.2 MATERIAL E METODOS

Os dados utilizados neste trabalho foram obtidos de Alves (2012) e sdo prove-
nientes de plantas das cultivares Chimarrita e Chiripa num pomar de pessegueiros im-
plantado em 2004, localizado em Curitiba/PR (25° 55’ 10”7 S, 49° 57" 26” W e altitude
de 945 m), com plantas conduzidas no sistema 'Y’ e espagadas de 1 m entre plantas e
2,5 m entre linhas. Cada arvore foi considerada uma unidade experimental e de obser-
vacao. Em cada lado da arvore voltado para as entrelinhas, foram marcados trés ramos
do ano (aproximadamente 35 cm de comprimento), totalizando seis repetigdes. Em cada
ramo avaliou-se o ntimero de folhas com sintomas de ferrugem do pessegueiro causada
por Tranzschelia discolor em relacao ao ntumero total de folhas do ramo em 14 avaliacoes
quinzenais no periodo entre 15/09/2008 e 26,/02/2009.

Aos dados de incidéncia ajustou-se o modelo logistico nas parametrizacoes pro-
postas por Ratkowsky (1993) e Madden et al. (2007):

Yy = Hﬁiﬁ (II)a

o (IIT),

Yy = 1+er2t732

y = W (IV),
em que: «q, 1, 71 e 0 representam a assintota maxima do modelo; as é o valor do tempo
para o qual a resposta é a metade da assintota maxima, o que corresponde ao ponto
de inflexao da curva; [y é um parametro relacionado ao tempo até a inflexdo; vy, é um
parametro relacionado a inclinacdo no ponto de inflexao; 5 é o valor de y para tempo
zero (t = 0), o que corresponde a intersecgao com o eixo ; ag, f3, Y3 € d3 $a0 parametros
relacionados & taxa de incremento da incidéncia. Neste estudo, a incidéncia atingiu todas
as folhas nas ultimas avaliagoes e, dessa forma, a assintota méaxima (aq, f1, 71 e d1) foi

fixada em 1 em todas as parametrizacoes.

Os parametros foram estimados por minimos quadrados, utilizando-se o proce-

dimento iterativo de Gauss-Newton para obtencao das estimativas e demais estatisticas,
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definido como padrao na fun¢ao nls desenvolvida para ajuste de modelos nao lineares no

conjunto de fungoes basicas do programa R (R Development Core Team, 2011).

Os intervalos de confianga assintoticos com 100(1 — a)% de confianga para os

parametros serao construidos pelos limites
0+ Loy x (RI9)12,

em que 0 ¢ o vetor de estimativas dos parametros, t,/2 € o quantil (1 — a/2) de uma
distribui¢ao ¢ de Student com n — p graus de liberdade e (K%7) ¢ a estimativa do elemento

(7,7) da estrutura de variancia-covariancia (Cordeiro et al., 2009).

As medidas de curvatura foram obtidas com a funcao rms.curv( ) disponivel
no pacote MASS (Venables e Ripley, 2002). Esta fun¢do tem como padrdo decompor a
ndo linearidade do modelo em intrinseca (NLI) e devida ao efeito de parametros (NLP),
conforme proposto por Bates e Watts (1980). Os valores de curvatura foram comparados
com o raio do disco de confianca 100(1 — a), portanto, situacoes em que NLI x /F < 1/2
e NLP x /F < 1/2 com F = F,,,, (n = nimero de observagdes e p = niimero de
parametros), indicam que a aproximacao linear é razoavel (Ratkowsky, 1993; Seber e Wild,
2003). Os valores de NLI x v/F < 1/2 e NLP x \/F < 1/2 sio calculados diretamente

pela fungao utilizada.

Uma ferramenta auxiliar no diagnoéstico de nao linearidade é o viés da estima-
tiva, capaz de detectar componentes individuais do vetor de parametros que tenham
comportamento excessivamente nao linear (Seber e Wild, 2003; Cordeiro et al., 2009). A
avaliacao do viés dos estimadores foi realizada calculando-se uma estatistica proposta por
Box (1971) e denominada vicio de Box expresso em relacio a estimativa do parametro
(VR%) e em relacdo ao erro padrao da estimativa (VRep%). O vicio de Box foi obtido
com fungao escrita por Zeviani (2009) e implementada em R. Vicios expressos como uma
porcentagem da estimativa do parametro, em valor absoluto, sao um indicador do com-
portamento ndo linear do modelo quando excedem 1% e indicam qual ou quais parametros
sao 0s maiores responsaveis pelo comportamento distante do linear (Box, 1971; Mazucheli
e Achcar, 2002).

Apos o ajuste do modelo nas quatro parametrizacoes, construiram-se as superfi-
cies de log-verossimilhan¢a em duas dimensoes (dois parametros) baseadas na deviance e
as respectivas aproximacoes quadraticas (Bonat et al., 2012). Os perfis de verossimilhanga,
para as estimativas dos parametros 2 e 3, em cada parametrizacao, foram construidos
utilizando-se a fun¢ao mle2 disponivel no pacote bbmle (Bolker e R Development Core
Team, 2012).

39



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na FIGURA 3.1 observa-se o progresso temporal da incidéncia da ferrugem do
pessegueiro nas cultivares Chimarrita e Chiripa. A cultivar Chiripa apresentou como ca-
racteristica retardar o inicio da doenca em relacao & Chimarrita o que resultou em incidén-
cia préxima a zero até os 50 dias para a cultivar Chiripa. Independente da parametrizacao
adotada, os valores ajustados para a curva do modelo logistico sao os mesmos nas dife-

rentes parametrizagoes.

1.0

—e— Chimarrita
—e+= Chiripa .

Incidéncia

0.4

0.2

0.0

0 50 100 150

Dias apo6s a primeira avaliagdo

FIGURA 3.1 Valores observados (circulos) e curvas ajustadas (linhas) para o progresso
temporal da incidéncia de ferrugem do pessegueiro causada por Tranzsche-
lia discolor nas cultivares Chimarrita e Chirip4.

Nas duas cultivares ha progresso lento no inicio da epidemia, seguido por um
crescimento rapido estabilizando no final, comportamento caracteristico de uma curva de

crescimento sigmoide com assintota superior como o modelo logistico (Tjorve e Tjgrve,
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2010). O modelo logistico se ajusta bem a epidemias de doengas policiclicas, ou seja,
aquelas em que lesoes dao origem a novas lesoes no mesmo ciclo da cultura, com velocidade

de aumento proporcional a propria quantidade de doenca em cada instante (Bergamin
Filho, 2011).

Na TABELA 3.1 observam-se as estimativas dos parametros do modelo logistico
seguidas dos respectivos erros padroes e intervalos de confianca. Pela parametrizagao I
estimou-se em 73,13 e 95,54 dias, respectivamente para as cultivares Chimarrita e Chirip4,
o tempo para que 50% das folhas apresentassem sintomas. Destaca-se a imprecisdo das
estimativas como observado pela magnitude dos erros padroes o que reflete na grande
amplitude dos intervalos de confianca, principalmente nas parametrizacoes II e IV para
as estimativas de (3 e do, respectivamente. Na parametrizacao II, o parametro [y controla
o tempo até a inflexdo e, apesar da grande magnitude para a cultivar Chiripa (18770), ndo
difere de zero como mostra o intervalo de confianca. Observa-se que as parametrizagoes I e
III, para as duas cultivares, apresentam, proporcionalmente as estimativas dos parametros,
0s menores erros padroes para os dois parametros. Nas parametrizacoes II e IV os erros

padroes de 5 e d, sa0 maiores que as estimativas na cultivar Chiripa.
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TABELA 3.1 Estimativas dos parametros, respectivos erros padroes (EP) e intervalos
de confianga (IC) para o modelo logistico, em quatro parametrizacoes,
ajustados aos dados de progresso temporal de incidéncia da ferrugem do
pessegueiro causada por Tranzschelia discolor nas cultivares Chimarrita e

Chiripa.
Parametrizagao Parametro Estimativa EP IC (95%)
Chimarrita
y=- 1 (1) g 73,1270 1,5830 (70,023; 76,230)
+e a3
as 15,2370 1,4250 (12,443; 18,030)
Y=t (D) By 1214475 57,0267 (9,677; 233,22)
B3 -0,0656 0,0061 (-0,077; -0,0536)
Y= e (11D 7 47995 046955  (3,8791: 5,7198)
Y3 -0,0656 0,0064 (-0,0777; -0,0536)
V= e (1Y) 5, 0,0082  0,0038 (0,0007; 0,0156)
J3 0,0656 0,0061 (0,0536; 0,0777)
Chiripa
y=- () a 95,5400  1,2830  (95,025; 100,055)
+e a3
a3 9,9130 1,0780 (7,800; 12,025)
Y=t (D) By 18770 20210 (-20836; 58374)
Bs 20,1009 0,01987  (-0,1224; -0,0794)
Y= e (D) o 08399  1,0766  (7,7298; 11,9501)
s 20,1009 00110  (-0,1224; -0,0794)
V= e (V) 5 0,000053  0,000057  (-0,000059; 0,000166)
3 0,1009 0,01092 (0,07938; 0,1224)

As medidas de nao linearidade sao apresentadas na TABELA 3.2. Nesta situacao,

as medidas de curvatura intrinseca (NLI) e devida aos efeitos de parametros (NLP) devem

ser inferiores a 0,5, para as duas cultivares, indicando curvatura aceitavel. Para os dados

de uma mesma cultivar todas as parametrizacoes apresentam o mesmo valor de NLI, que é

invariante a parametrizacao (Bates e Watts, 1980; Bonat et al., 2012). A nao linearidade

intrinseca é geralmente a menor componente e neste trabalho, nao significativa para os

dados das duas cultivares. As medidas de NLP sao significativas nas parametrizacoes
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IT e IV, pois seus valores sao superiores a 0,5. Entretanto, na parametrizacao I, a NLP
é inferior & NLI, ressaltando a qualidade desta parametrizacao. Destaca-se que para a
cultivar Chiripa a NLP é bem superior que para a Chimarrita, corroborando a afirmacao
de Seber e Wild (2003) de que o efeito da parametrizagdo na curvatura é dependente dos
dados. Nas parametrizacoes II e IV ha afastamento significativo da linearidade, o que
compromete as inferéncias (Ratkowsky, 1993; Cordeiro et al., 2009), pois quanto mais
proximo do linear for o comportamento de um modelo nao linear, mais precisos serao os
resultados assintoticos e, consequentemente, mais confidveis serao as inferéncias (Cook e
Witmer, 1985; Mazucheli e Achcar, 2002).

TABELA 3.2 Medidas de nao linearidade intrinseca (NLI) e devida ao efeito de parame-
tros (NLP) para o modelo logistico em quatro parametrizagoes, ajustado
aos dados do progresso temporal da incidéncia de ferrugem do pessegueiro
causada por Tranzschelia discolor nas cultivares Chimarrita e Chiripa.

Chimarrita Chiripa
Parametrizacao NLI NLP NLI NLP
Y= —2= (I) 0,1779 0,1179 0,1976  0,1400
14+e <3

y=12s (I 01779 32013 0,1976 13,7100

Y=l (D) 01779 0,2604  0,1976  0,2988
y= e (V) 01779 31982 0,1976 13,6930
do ©

O afastamento da linearidade para as parametrizacoes II e IV nas duas cultivares,
deve-se aos parametros (35 e 02, respectivamente, com vicios superiores a 1% (TABELA
3.3). A parametrizagao I apresentou vicios menores que 1% para os dois parametros nas
duas cultivares e a parametrizacao I1I apresentou valores pouco superiores a 1% na cultivar
Chiripa. Observando-se os vicios em relagao ao erro padrao da estimativa (VRep%) tem-se

as mesmas conclusoes, mas sem o efeito da magnitude do parametro.
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TABELA 3.3 Resultados do viés de Box em relagdo a estimativa do parametro (VR)
e em relacdo ao erro padrao das estimativas dos parametros (VR,,) do
modelo logistico em quatro parametrizacoes ajustados aos dados de pro-
gresso temporal da incidéncia de ferrugem do pessegueiro causada por
Tranzschelia discolor nas cultivares Chimarrita e Chiripa.

Chimarrita Chiripa

Parametrizacao Parametro VR VR, VR VR,
____________ /S

y = 1 1 (I) Qs -0,0026 -0,1212 -0,0019  -0,1457

+e O3

as 0,0041  0,0436 0,0219  0,2011

Y = W (1) B2 15,2764 32,5335 69,3405 64,4068
B3 0,8709  -9,3107 1,1603 -10,6718

Y = m (III) V2 0,8859  9,0556 1,1572 10,5766
V3 0,8709 -9,3107 1,1603 -10,6718

Y= W (IV) 02 6,382 14,0388 46,5596 43,2485
03 0,8709  9,3107 1,1603 10,6718

As parametrizacoes Il e IV, com maiores erros padroes e intervalos de confianca
(TABELA 3.1) também apresentam maiores medidas de NLP (TABELA 3.2). Nestes
casos, os parametros [y e do, sao aqueles com viés acima do aceitavel, caracterizando-os

como responsaveis pelo afastamento da linearidade.

A FIGURA 3.2 apresenta as regioes de confianca exata e aproximada em cada
parametrizacao. Verifica-se que na parametrizacao I os contornos da deviance sao prati-
camente elipticos com eixos paralelos aos eixos cartesianos. De acordo com Bonat et
al. (2012), para otimizagao dos algoritimos, os procedimentos baseados em avaliacao de
gradiente tém melhor taxa de convergéncia quando a funcao objetivo apresenta simetria
e ortogonalidade. Do ponto de vista de inferéncia estatistica, como a obtencao de inter-
valos de confiancga, a ortogonalidade permite fazer inferéncia para um parametro sem a

necessidade de correcoes considerando a curvatura na direcao dos demais parametros.

A parametrizacao III, em comparacao a I, apresentou rotacao dos eixos do con-
torno com inclinacdo negativa e uma leve assimetria dos contornos. A rotacao se deve
ao fato de que as funcoes de reparametrizacao entre I e III sao praticamente lineares e a
assimetria se deve ao fato de uma delas ser um quociente (TABELA 3.4). As parametriza-

coes IT e IV apresentaram forte desvio da forma eliptica, destacando-se a parametrizacao
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IT como mais susceptivel a problemas numéricos pois apresenta assimetria mais acentuada

que a parametrizacao IV, com efeito notavel na cultivar Chiripa.

Chimarrita Chiripa
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FIGURA 3.2 Regioes de confianca baseadas na deviance (linha cheia) e respectivas apro-
ximagoes quadraticas (linha tracejada) para as estimativas dos parametros
em quatro parametrizagoes do modelo logistico ajustados aos dados do
progresso temporal da incidéncia da ferrugem do pesegueiro ( Tranzschelia
discolor) nas cultivares Chimarrita (coluna da esquerda) e Chiripa (coluna
da direita). I, II, III e IV correspondem as parametrizagoes utilizadas.

Na FIGURA 3.3 sao apresentados os perfis de verossimilhanca para os parametros

2 e 3 em todas as parametrizagoes. Por padrao, o método grafico para verossimilhanca
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perfilhada apresenta a raiz quadrada da diferenca da deviance, com graficos em forma de
"V’ para os casos em que ha boa aproximacao quadratica (Bolker e R Development Core
Team, 2012). Observa-se assimetria acentuada nos parametros 3 e 2 0 que corrobora o0s
resultados até entao apresentados. O método utilizado nao perfilhou a verossimilhanca
para (35 na cultivar Chiripa devido a forte assimetria do parametro, o que leva a problemas

numéricos na exploracao da verossimilhanca perfilhada.

100 300 500 -0.085 -0.070 -0.055 -0.104 -0.101 -0.098
B2 B3 B2 B3
_I"'Qé% """ / B D i Qé%""l _I"'QQ"/U """ /
' ! ' ' ! ' ' ! '
S B vt 4 B R 1 e
- - - - 9@%- - - R
S S N/ T I D s /A S IS ) S A
= Py -80% -/ = o X-86% -4 = Pk -80% -4
S i ! [ Sd v ! T S Jin ! ]
- [N ! [ = [ ! [N = v ! [
RN Y 1 [ 0% 111 v %7
oo\ i 1 = v N\ /i i IR\ RN 1
AV AIREEE o o\ oo N/ ne
e e St Vorano S diwra Mo iaa oo
e T T T 1 S T T T T T T e T T T T T 1
4.0 5.0 6.0 -0.085 -0.070 -0.055 8 9 11 13
& &3 %
] ] ]
- "99"%' """" g _I""99‘% """ g _I"'99‘0/U """ /
' ' ' ' '
| 1 I (AN AL B . H\—e
g NI g TN g ! I B
To i\ | e i N A ] e | To N
« [ ! [N ' — [N ! [ — ' al [N ! [
T q% [ ' L Q% o ' L q% [
b AR [ | 1 o [ 1 1 o [ 1
IRAVAREEN ' IEAVAREEE ' NIERAVAREEE
I I A e e < [ Q Liwra Vo iaa o
e T T 1 S T T T T T T i S T T T T T T
0.005 0.015 0.055 0.070 0.085 0e+00 3e-04 6e-04 0.08 0.10 0.12 0.14
\Z Y3 Y2 Y3

FIGURA 3.3 Perfis de verossimilhanca para as estimativas dos parametros em quatro
parametrizacoes do modelo logistico ajustados aos dados do progresso
temporal da incidéncia de Tranzschelia discolor em duas cultivares de
pessegueiro. I, II, TIT e IV correspondem as parametrizacoes utilizadas.
Coluna da esquerda para a cultivar Chimarrita e da direita para a cultivar
Chiripa.
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Na TABELA 3.4 apresentam-se as expressoes que relacionam as parametrizacoes
do modelo logistico entre si, deixando claro que sao todas formas de um mesmo modelo,
com diferentes significados para os parametros conforme abordam os trabalhos de Tjgrve
e Tjorve (2010) e Ueda et al. (2010). A partir destas relagbes, pode-se ajustar o mo-
delo aos dados com a parametrizacao que mais se aproxime do comportamento linear
(Cordeiro et al., 2009) e a partir dela calcular as estimativas em parametrizagoes que te-
nham interpretacao de interesse. Desde que os intervalos de confianca sejam obtidos pela
verossimilhanca perfilhada, ou os contornos sejam elipticos e os parametros pelo menos
aproximadamente ortogonais (como na parametrizacao I), as estimativas pontuais e in-
tervalares do modelo em uma parametrizacao podem levar aos seus equivalentes em outra

parametrizacao pelo principio da invariancia do estimador de méxima verossimilhanca.

TABELA 3.4 Relacoes entre os parametros do modelo logistico em funcao da
parametrizacao adotada.

PN 5
Parametrizagio y=—%— y= —1+66216531 Y= Y= m
l+e 3 5o
pr = M=o =0
«@2
y=—%_ By = eos Yo =22 0y =~z
14+e <3 e3 +1
-1 _ -1 1
B3 = s M= o 03 = s
ap = f =5 o0 =
_ B _ —log(B2) _ 1
Y= T ay = —3 = 72 = log(fs) 0y = 54
04325—31 V3 = B3 03 = — 33
a1 =mn Br=m h=m
- 1
Y= Trenrnr = f=ev 0 =
043:;—; f3 =73 03 = —73
a; =0y p1 =10 M =01
log(55—1)
_ 0 _ 5 _ 1 _ 1
y—w a=—g— fo=5 -1 n=log(; -1
Q3 = % Bs = —03 V3 = —03

Utilizando-se as estimativas apresentadas na TABELA 3.1 para a cultivar Chi-
marrita e a relacao entre os parametros na TABELA 3.4, os intervalos de confianga para
as estimativas dos parametros em I, II, III e IV foram calculadas a partir daquelas obti-

das em I e II. Para as estimativas pontuais os valores sao os mesmos estimados para cada
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parametrizacao e apresentados na TABELA 3.1.

Como os intervalos de confianga (TABELA 3.1) ndo sdo perfilhados, ha uma
discrepancia em relagao aos valores dos limites dos intervalos de confianca obtidos a partir
das estimativas I e II e apresentados na TABELA 3.5. Partindo-se da parametrizacao I,
as estimativas em II, ITT e TV sao proximas daquelas obtidas diretamente com o ajuste
do modelo. Entretanto, partindo-se de II a diferenca é maior, principalmente quando se
migra da parametrizacao II para a I como refletido na grande amplitude dos intervalos de

confianca, principalmente para a estimativa de as.

Merece destaque o fato de que parametros com estimativas proximas de zero estao
mais sujeitas a problemas computacionais no momento da estimagao (Gilat e Subrama-
niam, 2008).

TABELA 3.5 Limites dos intervalos de confianca para as estimativas dos parametros
nas parametrizacoes I, II, III e IV obtidos a partir das estimativas dos
parametros em I e II.

Parametrizacao Parametro y = - "g%gz (T) y = Héﬁ (I1)
Y= —G= ) ay (29,2253; 101,7173)
14+e 3
s (12,8758; 18,6569)
Y=t () By (68,5791; 277,9799)
Bs (-0,0804; -0,0555)
Y= omme (D) Yo (4,2280; 5,6275) (2,2698; 5,4520)
s (-0,0804; -0,0555) (-0,0777; -0,0536)

5 (IV) 5 (0,0036; 0,0144) (0,0043; 0,0937)

Y= 17T 1otz
1+(g—1)e 3%

53 (0,0555; 0,0804) (0,0536; 0,0777)
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3.4 CONCLUSOES

Diante do exposto, ficou clara a relacao existente entre parametrizacao e qua-
lidade das inferéncias. Avaliando-se as parametrizacoes pela precisao das estimativas,
pelas medidas de nao linearidade e de viés ou pela visualizacao das superficies e perfis
de verossimilhanca, pode-se recomendar, em termos de conveniéncia para a estimacao e
inferéncia, que a ordem de preferéncia deve ser para este caso I, III, IV e II entre as

parametrizagoes.
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4 CAPITULO II - HETEROGENEITY OF PEACH RUST PROGRESS
CURVE WITHIN THE TREE CANOPY

ABSTRACT

Peach rust ( Tranzschelia discolor) is the main foliar disease in peach trees, and because it
is active early in the season, it can cause severe defoliation. Few epidemiological studies
have been conducted on peach rust, and there is no information concerning the spatial
distribution of the disease within the canopy. This study aims to characterise the disease
onset and temporal progress of peach rust in three height strata in peach trees in or-
chards both with and without fungicide. Evaluations of both incidence and severity were
conducted fortnightly between November and April for two consecutive years. Positional
information for the disease within the canopy was obtained by assessing the incidence and
severity of peach rust on leaves in both orchards. A linear mixed model with the position
of stems as the fixed effect and cultivars and blocks as random effects was adopted for the
data analysis. In the orchard using fungicide, incidence and severity reached 80 and 1.5%,
respectively, while reaching 100 and 15% in the orchard not using fungicide. The area
under the curve of disease progress was higher for the upper stems compared with the
lower. The initial inoculum differs in virulence depending upon its the position, however,
with similar rates for both of the disease growth models considered. The models were
logistic and exponential for incidence and severity, respectively. There was evidence of
autoinfection, with surviving pathogens having been observed on stems at the beginning
of the second season. Urediniospores were detected by traps within the experimental area

between late winter and early spring.

Key-words: Prunus persica. Tranzschelia discolor. Canopy. Spatio-temporal progress.
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HETEROGENEIDADE DA CURVA DE PROGRESSO DA FERRUGEM DO
PESSEGUEIRO NA COPA DA PLANTA

RESUMO

A ferrugem do pessegueiro (Tranzschelia discolor) é a principal doenga foliar do
pessegueiro e quando a infeccao ocorre no inicio da estacao de crescimento pode causar
desfolha severa. Poucos estudos epidemiologicos tém sido conduzidos e nao ha informacoes
sobre a distribuicao espacial da doenca dentro da copa da planta. Este estudo teve como
objetivo caracterizar o inicio e o progresso temporal da ferrugem do pessegueiro em trés
alturas de ramos na planta em pomares com e sem o uso de fungicidas. Avaliacoes de
incidéncia e severidade foram conduzidas quinzenalmente entre novembro e abril durante
dois anos consecutivos. Informagoes sobre a doenca dentro da copa da planta foram obti-
das avaliando-se incidéncia e severidade da ferrugem em folhas nos dois pomares. Um
modelo linear misto, considerando a altura do ramo como efeito fixo, cultivares e blocos
como efeito aleatorio foi adotado para as analises. No pomar com fungicida, a incidéncia
e a severidade atingiram, respectivamente, 80 e 1,5% e no pomar sem fungicidas 100 e
15%. A érea abaixo da curva de progresso da ferrugem foi maior nos ramos superiores
em comparacao aos inferiores. O indculo inicial diferiu entre as posicoes, entretanto com
taxas de progresso similares para incidéncia e severidade. H& evidéncias de autoinfeccao
com patogeno sobrevivendo em ramos a partir do segundo ano. Urediniésporos foram de-
tectados inicialmente em armadilhas dentro da area experimental, entre o final do inverno

e inicio da primavera.

Palavras-chave: Prunus persica. Tranzschelia discolor. Progresso espago-temporal.
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4.1 INTRODUCTION

Peach rust, caused by Tranzschelia discolor (Fuckel) Tranzschel & Litvinov, is of
increasing importance in the south and southeast of Brazil, where the winter season is
mild, and peach rust causes frequent epidemics (Alves and May-De Mio 2008; Citadin et al.
2010; Kowata et al. 2011). Rainy periods, high relative humidity and mild temperatures
in the region are favourable to the development of this disease (Goldsworthy and Smith
1931).

The disease can produce twig cankers, leaf lesions and fruit lesions on peach
trees (Prunus persica (L.) Batsch) (Adaskaveg et al. 2000; Sadravi et al. 2007; Alves
et al. 2010). In regions with a subtropical climate, twig cankers are thought to be the
major survival medium for the inoculum, when plants are completely defoliated during
the dormancy period, providing an initial inoculum for infections in the following season
(Soto-Estrada et al. 2005; Alves et al. 2008; Alves et al. 2010; Horsfield and Wicks 2010).

The damage caused by rust is of economic importance because the early loss of the
injured leaves can stimulate early flowering and sprouting (Soto-Estrada and Adaskaveg
2004), reducing the orchard’s yield (Alves and May-De Mio 2008). Although fruit infec-
tions are not common in Brazil, epidemics during the initial stages of fruit growth result
in deformed fruit at harvest (Soto-Estrada and Adaskaveg 2004).

Many studies correlate the occurrence of peach rust with early defoliation (Alves
et al. 2008; Rodrigues et al. 2008; Assmann et al. 2010). Alves et al. (2008) observed
that with a larger number of pulverisations, plants kept their leaves longer and increased
the photosynthate concentration in stems. An early occurrence of rust outbreaks on peach
trees, with consequent early defoliation, reduced the number of flowers and, consequently,
the number of fruits in the subsequent crop (Alves and May-De Mio 2008). Fungicide
application is a common phytosanitary management strategy for rust control. However,
it can be inefficient (Kowata et al. 2011).

The epidemiological characterisation of this disease is challenging, as it is depen-
dent on many factors, such as, the source of inoculum, the cultivar, weather, plant spacing
and cultural management. In California, USA, rust was found on leaves in the fall during
several growing seasons. But in some other years, the disease developed to epidemic levels
during the spring and summer seasons. The inconsistent occurrence of epidemics limits
detailed research on the epidemiology of this disease, as reported by Soto-Estrada and
Adaskaveg (2004).

There have been few studies examining the spatial variation of diseases within

the plant canopy, especially for diseases on fruit trees. However, information concerning
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whether the introduction of the primary inoculum came from inside or outside of the peach
orchard can be partially inferred from the spatial pattern of the disease on the trees. On
soybeans, Zambenedetti et al. (2007) observed that Asian leaf rust severity (Phakopsora
pachyrhizi H. Sydow & P. Sydow) was higher on the lower third of the plant canopy,
which can be explained by the specific micro-climate in this area of the plant. Pires
et al. (2009) examined the spatial pattern of rust lesions caused by Puccinia triticina
Erikss on individual wheat leaves and modelled the appearance of rust in time and in
space along the leaf blade, but they did not examine spatial patterns within the stand of
wheat grass. For peach trees, Rodrigues et al. (2008) observed that disease development
could be influenced by the variable exposure of different areas of the plant canopy to solar
radiation and humidity, having observed a higher incidence and severity of rust on the

leaves of stems positioned in the shaded portions of the plant.

Peach rust studies have not considered the patterns of rust intensity inside the
tree canopy, which could provide useful epidemiological information, as demonstrated by
Everhart et al. (2011), in which the tridimensional spatial pattern of brown rot (Monilinia

laza) in sour cherry canopies (Prunus cerasus) was characterised.

The current study has the following aims: ) to characterise the beginning of the
disease and the temporal progress of leaf rust in peach tree canopies at three different
height strata from observations of orchards that did or did not use fungicides; and i)
to verify the relative predominance of autoinfection or alloinfection in the experimental

orchard.

4.2 MATERIAL AND METHODS

This study was performed in two orchards, one with the use of fungicides another
without, in the metropolitan region of Curitiba City, Parana State, Brazil. The regional
climate is subtropical, in Képpen’s classification, with cool summers and no definite dry
season (Cfb). The climate data for both orchards were obtained from the Simepar Tech-
nological Institute, PR (station 25474946, Lapa, PR)

Orchard descriptions

Orchard using fungicide (OF): Data were obtained from an experiment carried out
inside a commercial orchard in the municipality of Lapa, PR (25° 24’ 427 S, 49° 14’ 53" W
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and 863 m of altitude) during the 2007/08 and 2008/09 seasons, managed in accordance
with integrated peach production protocols (Fachinello 2001). The orchard was planted
in 2004, using a randomised block design with three replications. Each block consisted
of one peach tree row containing 11 cultivars. The experimental unit consisted of three
plants per cultivar, with the central plant used as the observation unit and the side plants
used as borders. The orchard were trained to an Y-shaped system, with a spacing of 1.5
m and 6.0 m between trees and rows, respectively. Alternating sprayings of mancozeb
and captan were applied between October and January of both the 2007/08 and 2008/09
seasons, with two more sprayings of metiran fungicide applied in February and March of

the second season, for a total of 8 and 10 sprayings, respectively.

The measurements were taken from the central plant of each experimental unit,
on eight stems per year, with approximately 35 cm of length each, selected from opposite
sides of the plant. Two stems were in the lower third of the tree, four stems were in
the middle third (two stems facing the row and two facing the between-row area) and
two stems were in the upper third of the plant canopy. The measurements were taken
approximately every 15 days from the beginning of November (November 13", 2007 and
November 20", 2008) until the end of April (April 23, 2008 and April 17", 2009).

Orchard without fungicide (OWF): The study was carried out in an orchard planted
in 2004, located in Curitiba, PR (25° 55" 10” S, 49° 57’ 26” W and 945 m of altitude), also
during the same 2007/08 and 2008/09 seasons as the other study (OF).The 11 cultivars
studied were the same as those used in the OF, with orchard trained in Y-shaped system

and spaced with 1 m between trees and 2.5 m between rows.

Each tree was considered to be both an experimental and an observation unit.
Three stems each year (approximately 35 cm in length, each) were measured on each side
of the tree with a total of two stems in the lower third, two stems in the middle third and
two stems in the upper third of the plant canopy, all of them facing the between-row area.
The fortnightly evaluations were performed for two consecutive seasons from November
5th, 2007 to February 25th, 2008, and from September 15th, 2008 to February 26th, 2009.

Evaluation of peach rust on leaves

Incidence and severity were measured in both orchards at each evaluation. The
incidence was defined by the number of leaves with rust symptoms divided by the total
number of leaves on the stems, while severity was defined as the percentage of leaf tissue

damaged by rust on each leaf. Severity evaluation used a diagrammatic scale with levels
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of 0%, 0.8%, 2.4%, 4.5% and 13.7% of damaged leaf area (Peretto and Silva 2002). Values

were assigned individually to each of the leaves on the twig and then averaged.

Evaluation of peach rust on stems

Thirty-five stems were collected per cultivar and kept in a moist chamber for 20
days at a temperature of 25° C during the 2008/09 and 2009/10 seasons for the OF and
the 2010/11 season for the OWF. Both groups of stems were collected at the beginning of
the growth season. After this incubation period, the occurrence of T. discolor in lesions
on the stems was evaluated using a stereoscopic microscope and an optical microscope.

For both orchards, the occurrence of T. discolor in the lesions on the stems was recorded.

Evaluation of T. discolor urediniospores in the air

Two wind-driven traps for monitoring urediniospores (Casa et al. 2004) were
installed at the central part of the experiment, one at canopy height (1.5 m from the
soil) and the other above the canopy (2.8 m from the soil) in the OF. A third wind-
driven trap was installed 1.5 m from the soil and positioned 300 m from the experiment,
facing the direction of the prevailing winds in the area. Each trap had a Vaseline-covered
sheet covering 100% of its surface. Sheets were collected weekly and the presence of
urediniospores was determined from June, 2008 to December, 2010, using an optical
microscope (400x). An area equivalent to the area of two adjacent glass slides (2.2 x 2.2
cm), in the centre of the microscope stage, was considered as the visual field. Only the
presence or absence of urediniospores was recorded during the two first seasons, while a
quantification of urediniospore numbers was made during the third season (urediniospores
per 4.84 ¢cm?). Traps were not installed in the OWE because there were no commercial
orchards near the experimental orchard although such set of traps could have been used

to compare both orchards: ratio of inside/outside inoculum with and without fungicide.

Data Analysis

The area under the disease progress curve (AUDPC) was computed by trapezoidal
integration (Campbell and Madden 1990) for both the incidence and the severity data,

and a linear mixed model (Madden and Paul 2009) was used to assess the effect of stem
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height on the AUDPC. In both orchards, stem height in the plant canopy was considered
to be a fixed effect, while the effects of blocks and cultivars were considered to be random

effects. The analysis of the OF data used the following model:
Y;jk :u—i—ai—l—bj—i—ckvLeijk,

where Y;;;, is the AUDPC (incidence and severity), u is a constant, a; is the height effect
i, b; is the block effect j, ¢ is the cultivar effect & and ¢, is the experimental error. For
the OWF there is no block term and the model reduces to:

Yin = u+a; + ¢ + €.

Temporal progress was described by fitting the disease progress curves to inci-
dence and severity data. We employed the following linearised forms of the growth model
(Soto-Estrada and Adaskaveg 2004; Madden et al. 2007) to compare stem heights:

Gompertz: —log(—log(y)) = —log(—log(yo)) + rat;
Logistic: log(y/(1 —y)) = log(yo/(1 — vo)) + 71.t;
Exponential: log(y) = log(yo) + rgt;

where y is the incidence or severity as a proportion, g, is the initial disease level and r is

the disease increase rate for the gompertz (rq), logistic (ry) and exponential (rg) models.

Model fitting adopts a mixed model, considering the stem height as a fixed effect
and cultivars and blocks as random effects (Madden and Paul 2010).

We initially consider a simple mixed model for the incidence or severity in the
OF were the linearised variable according to the above models is at the [-day after onset
epidemic is modelled by Y = (8o + boij + boir) + 5121 + €ijrt, boij and boy, ~ N(0,0%by),
gijkr ~ N(0,0%). This model consider cultivar and block with random effects over inter-
cept (Bp) and the same parameter 5y among the heights (fixed effects). The next model
consider that 3, vary among heights: Y = (Bo; + boij + boix) + S121 + €ijii, boi; and
boi ~ N(0,02%by), €ijr1 ~ N(0,0%). In the following model, cultivar and block have ran-
dom effects over slope (81) Yiju = (Boi + boij + boix) + (81 + b1ij + biij)@i + €ijri, boi; and
boi ~ N(0,0%bg), €ij1 ~ N(0,02%¢). The following model consider also that 3; vary among
heights Yiju = (Boi + boij + boir) + (Bri + b1ij + biij) i + €ijrt, boij and by ~ N (0, 0by),
ik ~ N(0,0%).

Similar models were used for the OWEF' just excluding the block term.
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The model fitting was assessed by comparing nested models using the likelihood
ratio test (LRT) (Pawitan 2001):

LRT = 2(log Ly — log Ly)

where L; is the maximum likelihood under the more parameter-rich, complex model (i.e.,
alternative hypothesis) and Lg is the maximum likelihood under the less parameter-rich,
simple model (null hypothesis). The value of this statistic is always equal to or greater
than zero simply because the superfluous parameters in the complex model provide a
better explanation for the stochastic variation in the data than does the simpler model.
In this case, the LRT statistic is asymptotically y? distributed, with the number of degrees
of freedom being equal to the difference in the number of free parameters between the
two models. When the value of the LRT is considered statistically significant (p-value
< 0.05), the conclusion is that the inclusion of additional parameters in the alternative
model significantly increases the likelihood of the data and, consequently, the use of the
more complex model is favoured. Conversely, a difference in the log-likelihood close to zero
means that the alternative hypothesis does not fit the data significantly better than does
the null hypothesis. The effect of plant height on the AUDPC (for incidence and severity)
and on parameter estimates for the models chosen were compared using the Wald test
(Pinheiro and Bates 2000). Data analyses were performed using the R statistical system
(R Development Core Team 2011) and the add-on package 1me4 (Bates et al. 2011).

Data about weather conditions as temperature (°C), relative humidity (%) and

precipitation (mm) in both orchards were obtained from Simepar / PR.
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4.3 RESULTS

The results are presented separately for each orchard because orchard manage-
ment was different between the OF and OWF. The climate conditions were similar in
both of the orchards.

Temporal progress of peach rust

Rust incidence in the OF was detected beginning at the end of January during
the 2007/2008 season. During the 2008/2009 season, however, symptoms were visible only
after the beginning of March (Figs. 4.1a and 4.1b), reaching a maximum of 60% during
the 2007/2008, and 90% during the 2008/2009, season. For the OWF, rust symptoms
were detected from November onwards during the 2007/2008 season, with a maximum
incidence of 90% at the last evaluation on February, 25", 2008 (Fig. 4.1c). For the
2008/2009 season, the symptoms appeared in September, peaking with an incidence of
100% at the last evaluation on February, 26, 2009 (Fig. 4.1d).

60



o o
o o
— —
o _| o _| A
[e] [ee]
< < »*
S o S o
< 3 ~ © 7]
@ #® o
o (8]
c C
[} [} °
=] o _| =] o _|
s ¥ S ¥
- o & - a
(]
S S *
° e 00O
o o
TT T T T T T T T T T T T T T T T T T T TT1 TT T T T T T I T T T T T T T I T T T T T T T T T I TT1TT]
~N I I I O O W O O W O o W 0O O W W 0V O W D DD DD DD D
S ¢ S 8 8 8 8 8 S 8 8 8 S8 988S8S88838838¢98 88
— < N &N 4 +H4 o N ™o o g <« O O O O 4 4 N N 4 4 N N O o0 g
& 4 9 2 8 8 g 8 S & g o SS8adddxdI888888388
% % 5 4L & % & S 5 45 EERFTLTLETLETEETLETEE
8 8
=] 3 = ;“
o _| e o _| *0
[ee] A [ee]
s o¥ g At
= S
e o e o
S _ S _
[(e} (e}
[0} A ¥ [0} oF
(8] (8]
5 5 U
° er
° ¥ pp
o o _| %* =} o _| A °
8 < 8 <
= = * A Middle
(J
o _| o _| A
I *: N Tald_ ¥ #* Lower
*te o;
(]
o o
TT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TT T T T T T T T T T T T T T I T T T I T T TTTITITT1]
N~ N I I 0 O ©® W O O W W 0O W W W W W W D DD DDD
o © O © O O O O O ©o o o O O O ©O O O O © O O O © © O O ©
S g S g ¢ 888 8 588 2 SS98688S5888883588¢8
= N N H4 <4 o N ™ o T < O O O O « «+J4 N N o4 4 N N OO O g I
-4 =24 +H4 =€ O O O O O O O o O O 4 4 d 4 4 4 O O O O O © O o
T § ¢ © § & & & &« 8 & o T T 8 8 ¥ & @ o ¥ 8 ¢ &8 8 & T o
- M = ™M «=H ™M «=H ™M = ™M «=S ™ N < N < N < N < N < N < N < N <
Weeks Weeks

FIGURA 4.1 Temporal progress of peach rust incidence caused by Tranzschelia discolor
in orchards managed with (OF, a and b) or without (OWF, ¢ and d) fungi-
cides, both depending on the height of the stem in the canopy. Growing
seasons 2007/2008 (a, ¢) and 2008/2009 (b, d).

Rust severity in the OF reached 0.5% during the 2007/2008 season (Fig. 4.2a)
and 2.0% during the 2008/2009 season (Fig. 4.2b). In the OWF, rust during the first
season reached 10% and 15% during the second (Figs. 4.2¢ and 4.2d). Phytosanitary
treatments at the OF were effective when the maximum observed severity was below 4%

(Fig. 4.2), and there was no evidence of defoliation.
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Weeks
orchards managed with (OF, a and b) or without (OWF, ¢ and d) fungi-

cides, both depending on the height of the stems in the canopy. Growing

seasons 2007/2008 (a, ¢) and 2008/2009 (b, d).
During all seasons and in both orchards the symptoms caused by rust were first
detected at least four weeks after the mean temperature ranged from 18°C to 22°C, the
relative humidity between 74% and 94% and accumulated precipitation was approximately

FIGURA 4.2 Temporal progress of peach rust severity caused by Tranzschelia discolorin
100 mm (Fig. 4.3).
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FIGURA 4.3 Average biweekly temperature (°C), relative humidity (%) and biweekly

accumulated precipitation (mm) observed in peach orchards with (a, b, c

and d) or without (e, f, g and h) fungicides. Growing seasons 2007/2008

and 2008/2009. Data obtained from Simepar/PR.

The incidence AUDPC differed when comparing the upper and middle stems with

the lower stems in the OF during both seasons, but it did not demonstrate any differences

in the OWF (Table 4.1).
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TABELA 4.1 Area under the incidence progress curve (AUDPC) for peach rust
(Tranzschelia discolor) depending on the height of the stem in the canopy
of orchards with or without fungicides. Growing seasons 2007,/2008 and
2008,/2009.

Season 2007/2008 Season 2008/2009

Contrasts® Means p-value Means p-value

OF - Orchard with fungicides®

Upper/Middle ~ 19.79/19.15 0.6400  17.53/14.71  0.0570
Upper/Lower  19.79/16.41 0.0140  17.53/11.12 <0.0001
Middle/Lower ~ 19.15/16.41 0.0460  14.71/11.12  0.0160

OWF - Orchard without fungicides
Upper/Middle 33.10/29.38  0.4800 39.17/47.93  0.1200

Upper/Lower ~ 33.10/35.65 0.6300  39.17/48.42  0.1000
Middle/Lower ~ 29.38/35.65 0.2300  47.93/48.42  0.9300

@ Hypothesis testing of differences between pairs of stem height in the canopy carried out using the Wald test; ® Orchard
handled in accordance with the standards of integrated production of the peach system.

Regardless of the season or the use of fungicides, the AUDPC for severity was
larger for the upper stems and differed significantly from the value for the lower ones
(Table 4.2). In the OWF, the magnitude of the area under the curve was higher during
the 2008/2009 season for all stem heights.
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TABELA 4.2 Area under the severity progress curve (AUDPC) for peach rust
(Tranzschelia discolor) depending on the height of the stem in the canopy
of orchards with or without fungicides. Growing seasons 2007,/2008 and
2008,/2009.

Season 2007/2008 Season 2008/2009

Contrasts® Means p-value Means p-value

OF - Orchard with fungicides®

Upper/Middle 0.13/0.13  1.0000 0.34/0.13  <0.0001
Upper/Lower 0.13/0.08  0.0094 0.34/0.05 <0.0001
Middle/Lower 0.13/0.08 <0.0095 0.13/0.05  0.1000

OWF - Orchard without fungicides
Upper/Middle 0.87/0.55  0.0500 1.90/1.11  0.0300

Upper/Lower  0.87/0.43 0.0079  1.90/0.79  0.0021
Middle/Lower  0.55/0.43 0.4900  1.11/0.79  0.3700

@ Hypothesis testing of differences between pairs of stem height in the canopy carried out using the Wald test; ® Orchard
handled in accordance with the standards of integrated production of the peach system.

The linearised form of the logistic model was best fitted for modelling the tempo-
ral progress of disease incidence, while the exponential model was best fitted for modelling
severity (Table 4.3), with significant (p < 0.05) random effects for blocks and cultivars.
The selected model for incidence and severity have cultivar and block with random ef-
fects over intercept (fy) and slopes () and heights varying among y. The models with
different rate parameters “r” for each height were also fitted but they are not superior to

simpler model with common “r” (by LRT).

Parameter estimates from the fitted models for both the temporal progress of

disease incidence and the severity data are shown in Tables 4.4 and 4.5.
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TABELA 4.3 Log-likelihoods of the fitted models for incidence and severity of peach rust
(Tranzschelia discolor) in orchards with or without fungicides. Growing
seasons 2007/2008 and 2008/2009.

Season 2007/2008 Season 2008,/2009
Model log gomp  exp log gomp  exp
OF - Orchard with fungicides® Incidence
i/ijkl = (ﬁo + bOij + bOik) + Bix; + Eijkl 209 201 142 189 137 125
Yvijkl = (501 + b(]ij + bOik) + Bra; + €ijkl 212 204 146 211 157 148
Yijer = (Bo + boij + boir) + (B1 + biij + brik) @t + €k 218 204 146 214 157 148
Yijkt = (Boi + boij + boix) + (B1i + b1ij + brik)wi + €ijm 217 209 151 215 164 157
Severity
Yijkt = (Bo + boij + boik) + Bras + €45k 2027 2027 2053 1487 1480 1486
Yijikt = (Boi + boij + boik) + B171 + €45k 2041 2040 2066 1540 1538 1540
Yijkt = (Bo + boij + boix) + (B1 + biij + b1in) T + €45k 2041 2040 2068 1540 1538 1544
Yijre = (Boi + boij + boik) + (Bri + b1ij + brik) s + €55k 2042 2042 2069 1545 1541 1540
OWTF - Orchard without fungicides Incidence
Yiji = (Bo + bosj) + Bizy + €451 126 105 31 159 127 45
Yiji = (Boi + bosz) + Brzy + €451 131 109 35 172 138 53
Yiji = (Boi + boij) + (B1 + b1ig)z + €451 134 116 35 175 139 53
3/1']'1 = (607; + b()ij) + ( 1i + bh‘j)wl + €ij1 134 116 35 175 142 53
Severity
Yiji = (Bo + bosz) + Bray + €451 819 816 819 1101 1091 1114
Y;jl = (/BOZ + bOij) + Bix; + €ijl 847 843 858 1133 1123 1161
Y;jl = (,802 + bOij) + (81 + blij)xl + €ij1 851 847 868 1154 1144 1190
Yvijl = (,301 + bOij) + ( 1i + blij)xl + €ij1 850 846 869 1156 1146 1190

b Orchard handled in accordance with the standards of integrated production of the peach system; log: log(y/(1 — y)) =
log(yo/(1 — yo)) + rrt, gomp: —log(—log(y)) = —log(—log(yo)) + rat, exp: log(y) = log(yo) + rrt e y= incidence or
severity; Bo: intercepts; B1: slopes; bg e bi:random effects on the intercept and slopes, respectively; i: i-height; j: j-cultivar;

j:j-block;l:l-days after epidemic onset.

For rust incidence in the OF, there is a gradient in the values of log(vyo/(1 — o)),
with higher values for the upper stems in comparison with the lower ones (Table 4.4).
In the OWF this behaviour is consistent for the 2007/2008 season; however, in the next
season, the opposite result occurs, and higher values of log(yo/(1 — yo)) were verified for

the lower stems.
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TABELA 4.4 Parameter estimates of the linear mixed-models fitted to the data of peach
rust ( Tranzschelia discolor) incidence depending on the height of the stem

in orchards with or without fungicides. Growing seasons 2007,/2008 and
2008,/2009.

Season 2007/2008 Season 2008/2009

Contrasts Estimates® p-value Estimates p-value

o5 (i) os (i)

OF - Orchard with fungicides®
Upper/Middle -5.94/-6.08  0.2400 -10.13/-10.61 <0.0001
Upper/Lower -5.94/-6.21  0.0100 -10.13/-11.18  <0.0001
Middle /Lower -6.08/-6.21  0.1400 -10.61/-11.18  <0.0001
r;, = 0.04 rr, = 0.10

OWF - Orchard without fungicides

Upper/Middle -4.48/-4.33  0.3200 -3.97/-3.30  <0.0001

Upper/Lower -4.48/-4.83  0.0160 -3.97/-3.60 0.0033

Middle /Lower -4.33/-4.83  0.0001 -3.30/-3.60 0.0210
rr = 0.06 rr, = 0.05

@ Parameter estimates for the transformed data log(y/(1 — vy)) = log(yo/(1 — yo)) + rrt, where y = incidence as a ratio
0-1 in the time ¢, yo = initial level of disease and r;, = disease increase rate for the logistic model. ® Orchard handled in
accordance with the standards of integrated production for the peach system.

For the progress of rust severity (Table 4.5), during both seasons and in both
orchards, the initial level of severity had been always higher on the upper stems when
compared with the lower ones, until the end of the cycle, due to the constant ratio between
stem heights and to the same pattern in the incidence values. The estimated progress

rates for both incidence and severity were not related to stem position (Tables 4.3 and
4.5).
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TABELA 4.5 Parameter estimates of the linear mixed-models fitted to the data of peach
rust (Tranzschelia discolor) severity depending on the height of the stem
in orchards with or without fungicides. Growing seasons 2007,/2008 and
2008,/2009.

Season 2007/2008 Season 2008/2009
Contrastes Estimates® p-valor Estimates p-valor
log (o) log (o)
OF - Orchard with fungicides®
Upper/Middle -12.44/-12.62  0.1200 -16.67/-17.60  <0.0001
Upper/Lower -12.44/-13.06  <0.0001 -16.67/-18.37  <0.0001
Middle/Lower -12.62/-13.06  <0.0001 -17.60/-18.37  <0.0001
rg = 0.04 rg = 0.11
OWF - Orchard without fungicides
Upper/Middle -10.46/-10.73  0.0250 -9.05/-9.23 0.1300
Upper/Lower -10.46/-11.52  <0.0001 -9.05/-10.03  <0.0001
Middle/Lower -10.73/-11.52  <0.0001 -9.23/-10.03  <0.0001

@ Parameter estimates for the transformed data log(y) = log(yo) + rgt, where y = severity as a ratio 0-1 in the time ¢, yo =
initial level of disease and r; = disease increase rate for the exponential model. ® Orchard handled in accordance with the
standards of integrated production for the peach system.

Rust lesions on stems

Rust lesions from urediniospores of T. discolor were not detected on the stems
from the canopy assessed during the spring of 2008, the first evaluation season. Rust
lesions were observed on 38.8% and 31.6% of the stems in the springs of 2009 and 2010,
respectively, in the OF, and on 32.7% of the stems from the OWF during the 2010/2011

season. The rust on stems from the OF were not assessed during the previous seasons

(2008/2009 and 2009,/2010).
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Urediniospore detection in the air

Urediniospores were not detected in the air during the 2008,/2009 season, until
December, 2008, in the OF (Table 4.6). The first detection of urediniospores was at
the beginning of February, extending until May, 2009, inside the orchard (at the 1.5 m
height trap). Outside the orchard, the urediniospores were detected during the second
fortnight of February, 2009, and in April, 2009, and during the first fortnight of May, 2009.
During the 2009/2010 season, no urediniospores were observed from June to August. The
first urediniospores in the air were detected in September, 2009 (at the 1.5 m and 2.8
m heigh traps), inside the orchard. From October until the end of December, 2009, no
detection occurred, but the urediniospores appeared again in January, 2010. Outside
the peach orchard (1.5 m* hight trap), no detection was observed until January, 2010.
Beginning in January, the urediniospores were present during all the intervening months
until June, 2010. The urediniospores peaked from January, 2010 to March, 2010, inside
the orchard. Outside the orchard, they were detected in January, February and March,
2010. The number of urediniospores was higher, and they were detected more frequently
from February, 2010, to May, 2010, as well as in the upper trap inside the orchard. In
June and July, 2010 (resting time), there was no detection of urediniospores outside the
orchard and the number of spores was higher in the trap in the central part of the tree

canopy (1.5 m from the soil) then in the trap in the upper part (2.8 m from the soil).
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4.4 DISCUSSION

This study characterised the first onset of peach rust infection and its temporal
progress on three height strata in peach orchard canopies with or without the use of
fungicides, assessing the predominance of autoinfection or alloinfection. Based on our
results, peach rust severity is higher in the upper portion of the canopy and autoinfection

is predominant.

The lower intensity of disease in the OF and the late onset the epidemic are
attributed to phytosanitary treatment. Studies performed by Carvalho et al. (2002) and
Citadin et al. (2005) evidenced an effect from management techniques in the control of
peach rust. Alves et al. (2008) and Alves and May-De Mio (2008) highlighted the benefits

of chemical control in retarding the beginning of the epidemic and early defoliation.

The high disease severity recorded in the 2008/2009 season can be attributed
to environmental conditions. Severity values observed in the OWF during 2008/2009
are emphasised because they reached magnitudes above the maximum proposed by the
diagrammatic scale which was used (13.7%). Martins and Amorim (1999) reported defo-
liation when the severity reached 10%, using a scale developed for different cultivars and
environmental conditions. Additionally, we can hypothesise that plants from this study
region tolerate a higher severity than the maximum allowed by the scale, without early
defoliation. A severity of approximately 20% and 40% of leaf area was observed in Ass-
man et al. (2010) and Citadin (2010), respectively, in studies carried out in the southeast
of Paranéd State (Brazil), with many cultivars, using the same diagrammatic scale as a
reference. However, this variability could be related to environmental conditions because
these laster two studies were carried out in regions with hot summers. Alves et al. (2013)
found differences in susceptibility between cultivars, and also differences when comparing
tolerance to defoliation, which led to the conclusion that the level of severity can vary in
relation to leaf abcision. Kowata (2009), in studying management systems for controlling
peach rust, observed some interference with the defoliation and a positive relationship
between the initial inoculum and the severity. Carvalho et al. (2002), Citadin et al.
(2005) and Alves et al. (2011) found the highest AUDPC incidence for orchards without
peach rust control, compared with treated ones. In the absence of rust control, there is an
increase in infections during secondary cycles because the diseased plant serves as an ino-
culum source for further infections inside its own plant canopy (Agrios 2005). Although
this disease is economically significant, causing early plant defoliation in Brazil, the main

causes of defoliation are complex and not well understood for this pathosystem.

71



During this study, optimal conditions for pathogen development were observed
during both seasons and in both orchards. Goldsworthy and Smith (1931) found the opti-
mum temperature to lie between 13° and 26° C, and the best growth of the germ tubes was
observed at approximately 22° C. Soto-Estrada and Adaskaveg (2004) concluded that the
presence of sporulating stem lesions in the spring, combined with frequent precipitation
and cool temperatures, were likely to be the optimal conditions for disease development.
According to these authors, when disease incidence increased early in the season, total
precipitation ranged from 163.4 to 184.5 mm during the spring, but when late-season epi-
demics occurred or when no epidemics were observed, total precipitation ranged from 36.6
to 88.3 mm. Additionally, average and maximum temperatures were 20.4 and 28.0° C,
respectively, when disease incidence was high during the early part of the growing season,
while when these temperatures were higher (21.3 and 30.8°C), the disease incidence was

low during the early part of the season.

When considering models for the data, the exponential model for severity best fit
the low value (approximately 5%) severity progress data and may be useful for representing
the early part of polycyclic epidemics (Madden et al. 2007). Stem position did not
show differences in estimated incidence and severity progress rates, thus appearing to be
an intrinsic characteristic of the disease related to the environmental conditions. Same
was shown for watermelon gummy stem blight epidemics, where disease progressed at
similar rates, irrespective of the disease onset (Café-Filho et al. 2010). Alves et al.
(2011), studying the same pathosystem for a fungicide efficiency trial in two experimental
areas owned by the principal peach producers in the State of Parana, concluded that the

estimated progress rate was similar between the two areas.

The higher values for incidence and severity in the upper and middle parts of the
canopy can be explained by the longer period of leaf wetness that resulted from rain and
dew. Zambenedetti et al. (2007) studied of Asian rust (Phakopsora pachyrhizi) in soybean
plants and observed severe symptoms in the lower areas of the canopy, attributing this
to longer wetness. For peach rust, there is a rise in infection frequency with an increase
of in the length of the leaf wetness period, with a minimum period of four hours of leaf
wetness required for an infection to occur (Martins and Amorim, 1999). On the leaves
of plants that experience multiple disease cycles of peach rust during the growing season,
urediniospores germinated after four hours of wetness (Soto-Estrada et al. 2005). On
apple trees, Sentelhas et al. (2005) and Batzer et al. (2008) observed a longer duration
of wetness in the upper portion of the canopy (over two hours), in part because of the
additional moisture from dew. Sentelhas et al. (2005) associate this observation with
the shape of the canopy because they verified an opposite behaviour during leaf wetness
periods in young coffee trees due to their cone-shaped canopies. In the present experiment,

a plant with a “Y” shape similarly to what Sentelhas et al. (2005) reported for apple

72



trees, with a moisture gradient occurring between 1 m and 3.3 m of canopy height. In an
experiment carried out in the State of Sao Paulo, Brazil, using plants without any fungicide
treatment, Rodrigues et al. (2008) reported a mean rust incidence of approximately 1.6%
on shaded stems and of 1.3% on un-shaded stems. They hypothesised that a longer period
of wetness occurred on the shaded stems, but they did not assess the spatial distribution

within the canopy nor the environmental conditions.

In this present study, it is evident that the peach rust inoculum surviving on
the stems could be related to early symptoms on the leaves. Goldsworthy and Smith
(1931), and Adaskaveg et al. (2000) observations confirmed that cankers on twigs were
an important inoculum source during the beginning of the season (Soto-Estrada et al.
2005; Horsfield and Wicks 2010). Moreover, this reinforces the importance of the initial
inoculum inside the orchard in the form of urediniospores present in the air, increasing in
number year after year. The urediniospore detection in the orchard agrees with the Mundt
(2009) study, who reviewed studies of many pathosystems and attributed the greater
proportion of rust infections on peach trees to the inoculum from the infected plant itself

(autoinfection) when compared with inoculum from other host units (alloinfections).

4.5 CONCLUSIONS

From the present results, we conclude that peach rust caused by T. discolor is
more severe on the leaves of stems located in the upper portion of the plant canopy
when compared with the lower portion. Another relevant finding was that, under the
experimental conditions, autoinfection predominates. Sanitation measures must be taken
to reduce the inoculum that survives on the plant from one season to another. The
results obtained in this study can serve as the basis for fungicide application technology
because the severity gradient in the canopy show a need for careful fungicide distribution,
with fungicide deposition being placed in the upper parts of the canopy where existing

inoculum is more likely to result in the appearance of new lesions.
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9 CAPITULO III - ANALISE DE SOBREVIVENCIA COMO FERRA-
MENTA NO ESTUDO DE DOENCA NA POS-COLHEITA DE PESSE-
GOS

RESUMO

A andlise de sobrevivéncia é aplicada quando o tempo até a ocorréncia de um evento for
o objeto de interesse. Em doencas de plantas, dados dessa natureza sao rotineiramente
coletados, embora aplicagoes do método sejam pouco comuns. O objetivo deste trabalho
foi utilizar dois estudos de caso de doencas em pos-colheita de péssegos considerando
safras conjuntamente e a existéncia de efeito aleatorio compartilhado por frutos de uma
mesma, arvore para descrever as principais técnicas em anéalise de sobrevivéncia. Aplicou-
se a técnica nao paramétrica de Kaplan-Meier e a estatistica log-rank, além do modelo
semiparamétrico de riscos proporcionais de Cox para estimar o efeito de cultivares e
do namero de dias apo6s a floracao plena sobre a sobrevivéncia ao sintoma de podridao
parda (Monilinia fructicola) e sobre o risco instantaneo de expressa-lo em duas safras
consecutivas. A andlise conjunta com efeito basal variando entre safras e a verificacao do
efeito de arvore como fator de agrupamento com efeito aleatério mostraram-se adequados
para interpretar o fendmeno avaliado (doenga) e podem ser ferramentas importantes para
susbstituir ou complementar as anélises convencionais respeitando a natureza da variavel

e do fendmeno.

Palavras-chave: Tempo-ocorréncia. Kaplan-Meier. Regressao de Cox.
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SURVIVAL ANALYSIS AS A TOOL IN THE STUDY OF DISEASE IN
POST-HARVEST OF PEACHES

ABSTRACT

Survival analysis is applied when the time until the occurrence of an event is the object
of interest. In plants diseases, such data are routinely collected, although application is
uncommon. The objective of this study was to use two cases of brown rot in post harvest
peaches, considering jointily two seasons and the existence of random effect shared by
fruits of the same tree to describe the main techniques in survival analysis. We used
Kaplan-Meier methods, log-rank test, and Cox proportional hazards to estimate the effect
of cultivars and the number of days after full bloom on the survival of brown rot (Monilinia
fructicola) symptoms and on the instantaneous risk of expressing. The joint analysis with
varying baseline effect between crops and verification of the effect of tree as grouping
factor with random effect proved to be suitable to interpret the phenomenon evaluated
(disease) and can be important tools for replace or complement to conventional analyzes

respecting the nature of variable and the phenomenon.

Key-words: Time-occurrence. Kaplan-Meier. Cox regression.
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5.1 INTRODUCAO

A anélise da ocorréncia de um evento e do tempo para sua ocorréncia em uma
populacao de individuos é um problema estatistico comum. Neste contexto, um evento
é definido como uma mudanca qualitativa do individuo observado que ocorre em um
ponto particular no tempo (Scherm e Ojiambo, 2004). Na area médica, frequentemente
o evento de interesse é o tempo até a cura ou morte do individuo, medido a partir de
um particular tratamento ou do inicio da doenca (McGilchrist e Aisbett, 1991; Goel et
al., 2010). Para situagoes como estas foi desenvolvida uma técnica de analise estatistica
denominada analise de sobrevivéncia, aplicada quando o tempo até a ocorréncia de um
evento (variavel dependente) for o objeto de interesse (Carvalho et al., 2011). Técnicas de
analise estatistica convencionais nao sao apropriadas para este tipo de dados, pois o tempo
de observagao raramente tem distribuicao normal e os dados podem ser censurados, ou
seja, o estudo pode terminar antes que todos os individuos avaliados sofram o evento de
interesse (censura a direita), observando-se parcialmente a resposta (Bewick et al., 2004).
Frequentemente, dados desta natureza sao submetidos & analise estatistica convencional,

o que limita a capacidade de inferéncia.

Para dados de sobrevivéncia muitos pesquisadores utilizam anélises convencionais,
como regressao logistica e regressao por minimos quadrados ordinarios para quantificar
a importancia de covariaveis na ocorréncia de um evento (Scherm e Ojiambo, 2004). Na
regressao logistica faz-se a classificacao de individuos em dois grupos, aqueles que sofre-
ram e aqueles que nao sofreram o evento durante o periodo de observacao, o que acarreta
perda de informagao, pois as diferencas nos tempos de ocorréncia nao sao consideradas.
Com anélise de regressao por minimos quadrados as observacoes em que nao se conhece o
tempo exato em que o evento ocorreu (observagoes censuradas) sdo descartadas, embora
carreguem informacoes importantes para a compreensao do fenémeno (Scherm e Ojiambo,
2004; Lima Junior et al., 2012). Descartar observagoes censuradas reduz o poder dos
testes estatisticos devido a perda de graus de liberdade e introduz viés nas funcoes de
sobrevivéncia (Colosimo e Giolo, 2006), além de superestimar o risco, pois o tempo até
a ocorréncia do evento é desconhecido (Carvalho et al., 2011). Neste sentido, a andlise
de sobrevivéncia utiliza o método da verossimilhanca para estimacao de parametros e
efetivamente extrair informacoes relevantes e estimativas confidveis mesmo em situacoes
com censura (Colosimo e Giolo, 2006). Apesar do termo ter origem em estudos na area
da saide humana, a metodologia de analise de sobrevivéncia é aplicada em muitas areas
do conhecimento, como em demografia (Oliveira et al., 2006), economia (Oliveira e Rios-
Neto, 2007), entomologia (Kriiger et al., 2008), agronomia (Couto et al., 2009), educagao

(Lima Junior et al., 2012) entre outros.
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No estudo de doencas de plantas, apesar de dados sobre ocorréncia e tempo
serem rotineiramente coletados em laboratérios ou campos experimentais, a andlise de
sobrevivéncia ¢ ainda pouco comum. Aplicacoes desta técnica em doencas de plantas po-
dem ser observadas em Dallot et al. (2004), que identificaram fatores de risco na infecgao
de pessegueiros por Plum pox wvirus no tempo e, como resultado, afetar a persisténcia
da doenca. Ojiambo e Scherm (2004) empregaram a técnica no estudo do tempo para
abscisao de folhas de mirtilo em funcao da severidade da mancha foliar causada por Sep-
toria albopunctata, considerando conjuntamente a idade e a localizacao da folha na copa.
Copes e Thomson (2008) utilizaram essa anélise para determinar o periodo de incubagao
da ferrugem causada por Colletotrichum gloesporioides em ramos de camélia. O periodo
latente de Mycosphaerella pinodes em ervilhas foi estimado utilizando anélise de sobre-
vivéncia, considerando-se como variaveis explicativas a agressividade do isolado, a duragao
do molhamento foliar, a concentracao do inoculo, a idade da planta e a susceptibilidade
do hospedeiro no trabalho de Setti et al. (2010).

Nos trabalhos expostos, a utilizacao de anélise de sobrevivéncia para dados em
doencas de plantas nao abordam situacoes comuns como a possibilidade de acomodar a
variacao entre safras numa andlise conjunta ou agrupamentos naturais como frutos de uma
mesma arvore o que pode influenciar o tempo para ocorréncia do evento (Gorfine et al.,
2006) e invalidar a suposi¢do de independéncia dos tempos entre os individuos (Colosimo e
Giolo, 2006). Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi utilizar dois estudos de caso
de doencas em pos-colheita de frutos de péssegos considerando safras conjuntamente e a e-
xisténcia de efeito aleatorio compartilhado por frutos de uma mesma arvore para descrever

as principais técnicas nao paramétricas e semiparamétricas em andlise de sobrevivéncia.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Descricao dos dados

Neste estudo foram utilizados dois conjuntos de dados provenientes de experimen-
tos sobre podridao parda causada por Monilinia fructicola em péssegos na pos-colheita.
O objetivo foi quantificar o efeito de covariaveis relacionadas aos frutos sobre o tempo
para expressao dos sintomas. Nos exemplos, ha observacoes censuradas a direita, pois
as avaliacoes encerram-se antes que todos os frutos em estudo apresentem o sintoma da

doenca.
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Exemplo 1:

Nas safras 2009/2010 e 2010/2011, péssegos no estadio de endurecimento do
caroco de cinco cultivares foram envolvidos com sacos de papel manteiga para evitar
o contato do fruto com o patdégeno ou com fungicidas. Apo6s colhidos, os frutos foram
levados ao laboratorio e aqueles sem qualquer dano aparente foram dispostos em emba-
lagens plésticas desinfestadas, inoculados com suspensao de conidios de M. fructicola e
mantidos em temperatura e umidade controladas. Avaliacoes visuais de podridao parda
em cada fruto foram realizadas a cada 12 horas durante cinco dias. Neste experimento,
o objetivo da andlise de sobrevivéncia foi quantificar o efeito de cultivar (covariavel) na
sobrevivéncia dos frutos (permanecer sem sintomas) e no risco de expressar sintomas da,
doenca. Ha frutos que nao expressaram sintomas até o fim do periodo de observacao,
além de se considerar um risco de base para expressao dos sintomas que pode variar entre

as safras na anélise conjunta.

Exemplo 2:

Em pessegueiros de uma mesma cultivar, dez frutos verdes por planta (24 plantas)
foram inoculados com suspensao de M. fructicola em cinco diferentes momentos: 17, 24,
49, 64, e 67 dias apds a plena floragao. Imediatamente apos a inoculacao, os frutos
foram envolvidos com sacos de papel parafinado e assim se mantiveram até o momento da
colheita. Apds colhidos, os frutos sem sintomas ou injurias foram incubados a temperatu-
ra constante com luminosidade continua durante 10 dias. O ensaio foi conduzido em duas
safras consecutivas (2008/2009 e 2009/2010). Para cada fruto, avaliou-se o tempo desde
o momento da colheita até o aparecimento dos sintomas em pos-colheita. O objetivo da
analise de sobrevivéncia foi avaliar o efeito do momento da inoculagdo (nimero de dias
apos a plena floragdo), na sobrevivéncia e no risco de expressar sintomas de podridao
parda em poés-colheita. Considerou-se que o risco de base pode variar entre as safras
e avaliou-se a existéncia de um efeito comum compartilhado por frutos de uma mesma

arvore.
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5.2.2 Técnicas de analise

Funcgoes de sobrevivéncia e de risco

Estimou-se a distribui¢do do tempo sem sintomas de podridao parda (tempo de
sobrevivéncia) nas duas situagoes experimentais. Entre outras coisas, isto permite calcular
quantidades derivadas como o tempo de sobrevida mediano, que neste caso significa o
tempo em que 50% dos frutos permaneceram sem sintomas e comparar distribuicées do
tempo de sobrevida entre covariaveis (Carvalho et al., 2011), como cultivares e momento

de inoculacao dos frutos.

Em anélise de sobrevivéncia sao fundamentais as funcoes matematicas de sobre-
vivéncia, S(t), e de risco instantaneo, \(t) (Bewick et al., 2004). A funcao de sobrevivéncia
S(t) descreve a probabilidade de que um individuo possua tempo de vida maior que ¢,
neste caso, a probabilidade de que, decorrido um tempo ¢, o fruto nao apresente sintomas.
Isto é definido como S(t) = Pr(T > t), em que T é o tempo até a expressao do sintoma
para o fruto observado. De maneira semelhante, a distribuicao acumulada do tempo de
vida F'(t) é a probabilidade de que o sintoma se expresse antes do tempo t. Em amostras
numerosas, a funcdo de sobrevivéncia S(t) pode ser pensada como uma fracao de frutos
sem sintomas em fun¢ao do tempo (Lima Junior et al., 2012). A fungdo A(¢) expressa o
risco instantaneo de um fruto apresentar sintomas no tempo ¢, condicional & permanecer

sem sintomas até o tempo t:

Prit<T <t+At|T >1)
At—0 At '

A funcao de risco pode ser relacionada com a funcao de sobrevivéncia de varias

formas, entre elas

em que f(t) é a funcdo densidade de probabilidade do fruto apresentar sintoma e S(t) é a
probabilidade de um fruto permanecer sem sintoma por mais que um determinado tempo
(Colosimo e Giolo, 2006; Carvalho et al., 2011).

De maneira geral, a andlise de sobrevivéncia visa obter estimadores das funcoes
usadas para especificar o tempo de vida, testando a dependéncia dessas fungoes com cova-

riaveis. Neste estudo, foram utilizadas técnicas de analise de sobrevivéncia nao paramétri-
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cas e semi-paramétricas.
Técnicas nao paramétricas

A principal técnica nao paramétrica em andlise de sobrevivéncia é o estimador
de Kaplan-Meier, proposto por Kaplan e Meier (1958). Neste método, a funcao de so-
brevivéncia é recalculada apos cada fruto observado expressar sintomas. A ideia basica
é que a probabilidade de um fruto permanecer sem sintomas por k ou mais periodos a
partir do momento em que entrou no estudo é um produto de k taxas de sobrevivéncia
observadas para cada periodo (Akbar et al., 2009; Goel et al., 2010). Assume-se que
as ocorréncias dos eventos (expressdo dos sintomas) sao independentes entre os frutos e,
consequentemente, a funcao de sobrevivéncia é estimada pelo produto das probabilidades
de permanecer sem sintomas até o tempo t. A funcdo de sobrevivéncia S(t) é estimada

empiricamente por

n

i=1

em que d; é o namero de frutos que apresentaram sintoma em um dado tempo t;, (i =
1,...,k) e n; &€ o nimero de frutos sob risco no tempo ¢;, ou seja, os frutos que nao
apresentaram sintomas e nao foram removidos do estudo (censurados) até o instante
imediatamente anterior a t;. O grafico de S(t) em fungao do tempo () é chamado curva
de sobrevivéncia. O método de Kaplan-Meier estima esta curva a partir dos tempos
de sobrevivéncia sem que seja necessario pressupor uma distribuicao de probabilidades
mesmo quando ha censura a direita no conjunto de observacoes (Akbar et al., 2009).
Por convencao, os graficos de Kaplan-Meier sao representados com degraus para indicar
os instantes do tempo em que ocorrem eventos terminais (sintomas) e sinais (+) para
indicar observagoes censuradas (Carvalho et al., 2011). A abordagem nao paramétrica da
analise de sobrevivéncia, utilizando o estimador de Kaplan-Meier, permite realizar testes
de significancia estatistica para comparar tratamentos (Akbar et al., 2009; Goel et al.,
2010), como as cultivares e momentos de inoculagao dos frutos abordados neste estudo.
Neste contexto, o teste log-rank ¢ o mais usado em analise de sobrevivéncia, mas deve
ser aplicado apenas para comparar grupos definidos por variaveis categoricas (Akbar et
al., 2009) e quando a razao das fungoes de risco dos tratamentos a serem comparados é
aproximadamente constante, caracteristica denominada de riscos proporcionais (Colosimo
e Giolo, 2006). Com o teste log-rank (LR), testa-se a hipotese nula de que nao ha di-
ferenca entre as curvas de sobrevivéncia de cada cultivar ou diametro do fruto, isto é, a

probabilidade de um fruto apresentar sintoma em qualquer ponto no tempo é a mesma
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em todas as cultivares ou momentos de inoculagao. A estatistica do teste é calculada por

" (0; — E;)?
LR:Z—( = ),
i=1 ¢

em que O e E sao, respectivamente, os nimeros observados e esperados de frutos com
sintomas em cada tratamento, em que os esperados sao obtidos supondo que a hipotese
nula é verdadeira (Carvalho et al., 2011). Para comparacao de apenas dois tratamentos, o
valor da estatistica log-rank tem distribui¢ao de qui-quadrado com um grau de liberdade
(Akbar et al., 2009). O teste log-rank pode ser estendido para mais de dois tratamentos,
embora em virias situacoes, seja necessario estudar a relacao entre o tempo de vida e
diversas variaveis explicativas simultaneamente. Para contornar estes inconvenientes e

tornar a analise mais explicativa, utilizam-se os modelos de regressao semiparamétricos.
Técnicas semi-paramétricas

A regressao de Cox é um modelo de riscos proporcionais definido em McGilchrist

e Aisbett (1991) pelo produto dos componentes nao paramétricos e paramétricos

A(t) = Xo(t)g(z" ),

em que \(t) descreve o risco de expressar sintomas nos frutos sobre o tempo ¢, A\o(t) é
o risco basal no tempo t e g(x'3) é uma funcdo das variaveis explicativas combinadas
na fungdo. O componente nao paramétrico \g(t) nao é especificado e é uma func¢ao nao-
negativa do tempo, usualmente chamado fungao de risco de base ou basal, pois A(t) = A\o(t)
quando todas as covaridveis assumem valor zero (z = 0). O componente paramétrico é

frequentemente expresso na forma

g(xTB) = exp(xTﬁ) =exp (fiz1 + ... + Bpxp),

em que x é o vetor de varidveis explicativas e 3 é o vetor de parametros a ser estimado.
O modelo de Cox é dito de riscos proporcionais porque as razoes entre as taxas de risco
para frutos em diferentes varidveis explicativas sao assumidas constantes no tempo de

acompanhamento do estudo (Carvalho et al., 2011).

O modelo de regressao de Cox é caracterizado pelos coeficientes 5's que medem os
efeitos das covaridveis sobre a funcao de risco. Estas quantidades devem ser estimadas a

partir das observagoes amostrais para que o modelo fique determinado. O procedimento
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de regressao usado para ajustar o modelo de Cox consiste em maximizar a funcao de

verossimilhanca parcial L(/3) para o vetor de parametros (f3),

exp(x 5,
H{ > exp( wTﬁ) .

em que ¢; ¢ uma variavel aleatoria que indica a ocorréncia (6 = 1) ou censura (6 = 0) do
evento (Colosimo e Giolo, 2006; Carvalho et al., 2011).

Para considerar a possivel existéncia de associacao entre os tempos para expressar
sintomas em frutos de uma mesma arvore, avaliou-se um modelo com efeito aleatorio nao
observavel e compartilhado pelos individuos, denominado modelo de fragilidade (Colosimo
e Giolo, 2006; Carvalho et al., 2011). Partindo do modelo de Cox classico, a inclusao
de efeitos aleatorios foi feita a partir de uma variavel aleatoria desconhecida (Z), que
reflete a heterogeneidade individual ou fragilidade de cada arvore (McGilchrist e Aisbett,
1991; Sargent, 1998) atuando multiplicativamente sobre o risco de base. Assim, para um
individuo com covaridveis representadas pelo vetor = e efeito aleatério Z = z, o modelo

de riscos proporcionais passa a ser

At) = zXo(t)g(z" ).

Assume-se que os valores das fragilidades sao uma amostra independente da va-
ridvel aleatoria Z com distribuicao de probabilidade conhecida de média 1 e variancia
desconhecida (Kosorok et al., 2004; Gorfine et al., 2006). Para estimar a variancia do
efeito aleatorio é necessério escolher uma distribuicao estatistica para a variavel aleatéria
Z. Assumiu-se distribuicao gama e estimou-se a varidncia da fragilidade utilizando-se
a verossimilhanca perfilhada (método EM) e o critério de informagao de Akaike (AIC).
Como alternativa, assumiu-se fragilidade com distribui¢ao log-normal, em que o método
padrao de estimacao da variancia é o da maxima verossimilhanca restrita aproximada
(REML) e também o critério AIC. A suposi¢do bésica para o modelo de Cox ¢ a dos
riscos proporcionais (Carvalho et al., 2011), que neste trabalho (Exemplo 2) foi avaliada,
pela visualizacao grafica dos residuos de Schoenfeld e pela significancia do coeficiente de
correlacao linear simples entre os residuos padronizados de Schoenfeld e o tempo para

cada uma das covariaveis.

Todas as analises foram realizadas com o sistema estatistico R, versao 2.15.0 (R
Development Core Team, 2012), utilizando-se o pacote survival, versao 2.36-12 (Ther-

neau, 2012). Os comandos utilizados nas analises sdo apresentados no Apéndice.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de sobrevivéncia estimadas por Kaplan-Meier nos dois exemplos sao
apresentadas por safra e conjuntamente (FIGURA 5.1). Nos dois exemplos e safras, a
probabilidade dos frutos permanecerem sem sintomas de podridao parda reduz com o
tempo em todos os tratamentos, mas tem comportamento diferente para cultivares entre
os anos. A distingao no efeito de cultivar nao ¢ clara na primeira safra (FIGURA 5.1a)
com probabilidade de os frutos permanecerem sem sintomas inferior a 50% a partir de 60h
da inoculagdo. Na segunda safra (FIGURA 5.1b), observa-se formagao de dois grupos,
um deles com probabilidade de permanecer sem sintomas acima de 80% até o final do
estudo (120h). No exemplo 2, a probabilidade de observar fruto sadio se mantém acima,
de 85% na primeira safra (FIGURA 5.2d) e de 75% na segunda (FIGURA 5.2e).
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FIGURA 5.1 Estimativas das curvas de Kaplan-Meier das fun¢oes de sobrevivéncia S(t)
descrevendo os tempos para expressao dos sintomas de Monilinia fruc-
ticola em péssegos inoculados. a, b e c¢: cultivares avaliadas nas safras
2009/2010, 2010/2011 e conjunta entre as safras, respectivamente; d, e e
f: momento em que os frutos foram inoculados em dias apds o floresci-
mento pleno, avaliados nas safras 2008/2009, 2009/2010 e conjunta entre
as safras, respectivamente.

O tempo mediano para expressao de sintomas (TABELA 5.1) nao pode ser es-
timado para algumas cultivares (exemplo 1) na safra 2010/11 e conjuntamente entre as
safras e em nenhum momento de inoculacao no exemplo 2, pois menos de 50% dos frutos
apresentaram sintomas. O baixo ntmero de frutos com sintomas para as cultivares A, B

e C explica o grupo de cultivares com menor risco na safra 2010/2011 (FIGURA 5.1b).
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TABELA 5.1 Numero de frutos observados (n), namero de frutos com sintomas de
Monilinia fructicola (e), seguidos do respectivo tempo mediano para ex-
pressdo dos sintomas (t) em fung¢ao da cultivar (Exemplo 1) ou momento
de inoculagao do fruto (Exemplo 2)

Safra 1 Safra 2 Conjunta
Covariavel n e ¢t n e t n e t
Cultivar Exemplo 1
A 36 35 36 5 5 - 91 40 -
B 20 20 24 23 2 - 43 22 84
C 20 20 42 32 5 - 52 25 -
D 23 21 36 25 19 48 48 40 42
E 40 40 24 42 28 42 82 68 24
log-rank 34,1 78,2 60,4
p-valor 7,05.1077 4,44.10716 2,34.10712
DAF Exemplo 2
17 122 3 - 65 1 - 184 4 -
24 194 6 - 44 - 268 10 -
49 199 10 - 232 20 - 431 30 -
64 219 14 - 240 43 - 459 57 -
67 129 18 - 225 64 - 354 82 -
log-rank 20,9 53,1 72,7
p-valor 3,36.10~% 8,05.10 1 6,00.10~1

Safra 1: 2009/2010 e 2008/2009 para os exemplos 1 e 2, respectivamente; Safra 2: 2010/2011 e 2009/2010 para os exemplos
1 e 2, respectivamente; t: tempo mediano para expressao dos sintomas, medido em horas no exemplo 1 e em dias no exemplo

2; - nao foi possivel estimar o tempo mediano; log-rank: teste log-rank de associacdo; DAF: dias apos pleno florescimento.

Nos dois exemplos, o valor da estatistica log-rank para comparar as curvas de
Kaplan-Meier resultou em valores significativos (p-valor<0,05) em todas as safras e con-
juntamente, indicando diferencas na funcao de sobrevivéncia entre as cultivares ou mo-
mentos de inoculacao em algum instante do tempo. Embora a técnica nao paramétrica de
Kaplan-Meier e o teste log-rank nao facam quase nenhuma restricao sobre a distribuicao
dos tempos de vida, os métodos sao limitados pois nao permitem testar o efeito de di-
ferentes covariaveis ao mesmo tempo (Colosimo e Giolo, 2006; Carvalho et al., 2011).
Como exemplo desta limitagdo, Setti et al. (2010) determinaram o periodo latente de
Mycosphaerella pinodes em ervilhas, com niveis dos fatores idade da planta, cultivar,

isolado, concentracao do inéculo e duracao do molhamento foliar comparados separada-
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mente utilizando-se o teste log-rank. Este mesmo trabalho utilizou a regressao de Cox
para acomodar as variaveis explicativas em um mesmo modelo. O efeito de cultivares e
do momento de ensacamento do fruto pode ser quantificado pela interpretacao das esti-
mativas dos parametros do modelo de Cox transformados em razao de riscos. A func¢ao
de risco A(t) fornece o inverso da informacgao dada pela fungao de sobrevivéncia S(t), de
forma que quanto maior S(¢) para um dado tempo, menor é A(t) (Oliveira e Rios-Neto,
2007).

Para o ajuste do modelo de Cox nos dois exemplos, os dados das duas safras foram
agrupados considerando safra como fator de estratificacao, o que equivale afirmar que o
risco de base (Ao(t)) ndo é o mesmo nos dois anos, como se pode suspeitar observando-se
as curvas de Kaplan-Meier (FIGURAS 5.1a, 5.1b, 5.1d e 5.1e). Neste caso, a mudanca no

risco basal entre as safras pode estar relacionada com diferentes condi¢des no campo.

A suposicao de riscos proporcionais pode ser avaliada de forma aproximada nas
curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (FIGURA 5.1), cuja distancia entre elas deve
ser aproximadamente constante em todo o tempo. O coeficiente de correlacao entre os
residuos padronizados de Schoenfeld e o tempo para cada um dos tratamentos e para
o modelo global (TABELA 5.2) sdo todos proximos de zero e nao significativos, o que
indica nao haver evidéncias para a rejeicao da suposicao de riscos proporcionais. Para
que a suposicao seja valida, o grafico dos residuos padronizados de Schoenfeld em funcao
do tempo para cada um dos niveis de tratamento (FIGURA 5.2) deve ser uma linha
horizontal, pois a inclinacao zero nao indica evidéncias contra a proporcionalidade de
riscos (Colosimo e Giolo, 2006). Isto posto, observa-se que nenhum tratamento apresenta
tendéncia acentuada ao longo do tempo, corroborando a suposi¢ao de proporcionalidade

de riscos necesséria para o modelo de Cox.
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FIGURA 5.2 Residuos padronizados de Schoenfeld estimados para o modelo semi-
paramétrico de Cox em funcao dos tempos para cada covariavel no estudo.
Gréficos A, B, C e D para avaliacao do efeito de cultivares (Exemplo 1)
e graficos E, F, G e H para avaliacao do efeito do momento em que os
frutos foram inoculados e protegidos (Exemplo 2).

No exemplo 2, os frutos observados tém a arvore como agrupamento natural, o
que pode levar a tempos para expressao dos sintomas nao independentes. A introducao
de um efeito aleatorio para cada arvore (fragilidade) torna as estimativas dos efeitos das
covaridveis mais consistentes e aumenta a confianca nas estimativas (Carvalho et al., 2011).
Para nenhum método de estimacao e distribuicao da fragilidade a variancia do efeito
aleatorio de arvore foi significativa (FIGURA 5.3), sugerindo que observagoes de diferentes
frutos provenientes de uma mesma arvore podem ser considerados independentes para o
tempo de expressao dos sintomas. A hipotese nula de que os efeitos dos momentos de
inoculacao sao iguais a zero foi rejeitada pelo teste de Wald nos quatro modelos, além de

proporcionarem estimativas semelhantes para os parametros.

91



©
— v vyvYY v vvYY
- vv 0 | vv
_ YvY — Yoy
— <YY Y <7y \4
4 vYY vyY
v IEE X A4 1919
D_ L O_ L
o = p o - q
3 ® IR KR 3 IFE R
o c 1 |d4e @ IFX
1 ATA ATA
g - A A
A A
ZS‘M&ZS 0 | z>£“>£51>
A o A
AAS A AA B
< _[A A
© TTTTTTTTTTTTTTTTITITITTITITTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTITTITTTT
CONOON——HDILON TN O T LOMMON0M CONOON—H—HDILON AN O T LM MON0M
— —N N —N e =N N - —N N N el =N N
Arvore Arvore
S
o _| YvY o Yvy
- vvvyYYYYY vvvvYYYYY
— vy vy
< v 2 v
- 7 -
o <7<7Y7§7< <7<7§7<7Y7
v v
A L vVY 49
A4 44492111 v 449711
L L
o © 9 o © [
5] — p (] — P!
(%] 449 (%] ey
@ <9 @ b
«© _] [ A p A
o 9 AA 49 AB
4 AAA AAL
ASA ATA
© _| A AA
o AAAAAA o AAAAA
AAD C o | AAS D
A A
TTTTTTTTTTTTTTTTITITITTITITTT TTTTTTTTTTTTTTTTTTITTITTTT
CONOON—HHDILONTANNO T HITLOMMON0M CONOON—HHDILON T AN O HITLOMMON0M
- N N N e =N Nl - —N N —N el =N Nl
Arvore Arvore

FIGURA 5.3 Estimativas pontuais de fragilidade e respectivos intervalos com 95% de
confianca, utilizando diferentes distribuicoes para o efeito de fragilidade
(Gama e Lognormal) e algoritimos de estimagao (EM, AIC e REML): (A)
Gama-EM com variancia do efeito aleatorio de 0,078 (p—0,14), (B) Gama-
AIC com variancia do efeito aleatorio de 0,087 (p=0,14), (C) Gauss-REML
com variancia do efeito aleatorio de 0,074 (p=0,14), (D) Gauss-AIC com
variancia do efeito aleatorio de 0,085 (p=0,13).

Nos graficos dos intervalos de confianca das fragilidades para cada arvore, orde-
nadas pela estimativa pontual da variancia (FIGURA 5.3), ndo ha alteragdo na ordem
das fragilidades entre os modelos e todos os intervalos de confianca contém o valor um,
o que indica nao haver arvore com efeito diferenciado sobre a doenca. Destaca-se que
arvores com fragilidades acima de um tendem a expressar sintomas nos frutos com taxa
mais rapida que sob o modelo de Cox classico e aquelas com fragilidades menores que um
teriam tempos maiores até os sintomas. Diante disso, considerou-se que os modelos com

fragilidade sao equivalentes ao modelo de Cox classico utilizado na estimativa do efeito
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do momento da inoculagao do fruto na incidéncia de podridao parda.

Para o risco relativo apresentado na TABELA 5.2, se o valor 1 estiver entre os
limites do intervalo de confianca (IC) indica nao haver evidéncias de que os riscos de
expressar sintomas diferem entre os tratamentos e aquele utilizado como padrao, neste
caso a cultivar A (exemplo 1) por ter maior nimero de frutos e o 17 daf (exemplo 2) por
ser o menor valor na escala. Assim, o risco relativo de expressar sintomas na cultivar B ou
24 daf nao diferem significativamente dos padroes. Entretanto, os frutos da cultivar E e
momento de inoculagao 67 daf tém, respectivamente, 3,82 e 9,60 vezes o risco de expressar
sintomas em relacao aos padroes. Destaca-se a boa precisao das estimativas associadas
as razoes de riscos para o exemplo 1, observada a pequena amplitude dos intervalos de

confianca, o que nao ocorre para o exemplo 2.

TABELA 5.2 Estimativas do risco relativo de expressao de sintomas de Monilinia fruc-
ticola estimados pelo modelo semiparamétrico de Cox, seguidos dos inter-
valos com 95% de confianca e coeficiente de correlagao linear simples (ry,)
entre os residuos padronizados de Schoenfeld e o tempo, para cultivares
(Exemplo 1) e momento de inoculagio do fruto (Exemplo 2).

Estimativas dos Parametros Qualidade do Ajuste
Covariavel — Risco IC (95%) T, p-valor
Relativo LI LS
Cultivar Exemplo 1
A - - - - -
B 0,82™ 0,496 1,362 0,0741 0,300
C 1,19™ 0,703 2,000 -0,0508 0,476
D 1,34 0,851 2,100 0,0010 0,988
E 3,82% 2,559 5,706 -0,0716 0,327
Global - - - - 0,368
DAF Exemplo 2
17 - - - - -
24 1,86™ 0,582 5,930 -0,1060 0,151
49 2,770,972 7,880 -0,0512 0,490
64 5,20 1,883 14,370 -0,0401 0,589
67 9,60« 3,501 26,310 -0,0530 0,0476
Global - - - - 0,514

- nao se aplica; LI e LS correspondem, respectivamente, aos limites inferior e superior do intervalo de confianca para o risco
relativo; DAF: dias ap6s pleno florescimento.
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Muitos trabalhos apresentados na literatura utilizam data tinica de avaliagao para
comparar tratamentos avaliados no controle de doencas em frutos na pos-colheita. Geral-
mente, os dados sao submetidos a anélise de variancia apés transformacao da variavel
original para atender as pressuposicoes da andlise como observado em alguns trabalhos
discutidos a seguir. Moreira e May-De Mio (2006) avaliaram o efeito de fungos antago-
nistas e produtos quimicos no controle de podridao parda de péssegos em pos-colheita,
considerando apenas a incidéncia média aos trés dias de incubagao. O efeito da irradiagao
UV-C e o intervalo entre tratamento e inoculacao sobre a incidéncia de podridao parda
em péssegos foi avaliado separadamente aos trés e quatro dias de armazenamento, con-
siderando o esquema fatorial na anélise de variancia e teste de comparacao de médias no
trabalho de Bassetto et al. (2007). Sestari et al. (2008) avaliaram o efeito de tratamentos
fisicos e quimicos sobre o percentual de péssegos podres em avaliagoes diarias por nove
dias, com anélise de variancia para comparacao dos tratamentos em cada dia. A incidén-
cia de podridao parda em poés-colheita foi avaliada aos sete dias de incubacao em péssegos
provenientes de trés pomares e em trés safras consecutivas, em amostras coletadas em 10
arvores (10 frutos por arvore) no trabalho de Villarino et al. (2010), apresentando-se so-
mente a incidéncia aos sete dias sem comparar pomares, safras ou considerar possivel efeito
de arvore. Da mesma forma, Pinho et al. (2010) avaliaram a incidéncia de Colletotrichum
musae em bananas de nove geno6tipos inoculados com seis concentracoes de in6culo em

duas datas de avaliacao considerando-se o esquema fatorial na andlise de variancia.

As técnicas de analise de sobrevivéncia apresentadas tém extensoes ou diferentes
abordagens para problemas mais complexos. A ocorréncia do evento antes da obser-
vacao no individuo (dados com censura & esquerda) ou a ocorréncia em um intervalo de
tempo (censura intervalar) necessitam de abordagens diferentes das apresentadas (Scherm
e Ojiambo, 2004; Carvalho et al., 2011). Além disso, quando o pressuposto de riscos pro-
porcionais no modelo de Cox nao é atendido, pode-se utilizar modelos cujas covaridveis
sao tempo-dependentes, denominados de modelos de tempo de vida acelerados (Raman
e Venkatesan, 2012). Em casos de covariaveis continuas, como o nimero de dias apos
o florescimento no exemplo 2, a relagdo entre covariavel e os riscos associados podem
ser estimados respeitando a forma funcional da covariavel (Gray, 1994) com funges nao
paramétricas, como regressao linear local (lowess) e as fungoes spline (Carvalho et al.,
2011).
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5.4 CONCLUSOES

A apresentacao das técnicas mais usuais em andlise de sobrevivéncia aliada &
aplicagao em dois problemas reais permitiram ilustrar uma primeira abordagem para
dados de tempo-ocorréncia. Nos exemplos apresentados, a analise conjunta com efeito
basal variando entre safras, a verificacdo de um fator de agrupamento (arvores) como
efeito aleatério além do pressuposto de riscos proporcionais para o modelo de Cox, sao
procedimentos padroes em problemas convencionais e permitem anélise respeitando a

natureza da variavel.
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Apéndice

Comandos em R utilizados no artigo “Andélise de sobrevivéncia como ferramenta no
estudo de doenca na poés-colheita de péssegos”.

require(survival)
source("Rfun.r")

##### Exemplo 1

exemplol <- read.csv(’dadosl.csv’, header=T)

# Kaplan-Meier

kmi<-survfit(Surv(tempo,status)” cultivar,data=subset(exemplol,ano=="1"))
km2<-survfit(Surv(tempo,status)” cultivar,data=subset(exemplol,ano=="2"))
km<-survfit(Surv(tempo, status)” cultivar, data=exemplol)

plot(kml, conf.int=F, xlab="horas", ylab="S(t)", main="")

plot(km2, conf.int=F, xlab="horas", ylab="S(t)", main="")

plot(km, conf.int=F, xlab="horas", ylab="S(t)", main="")

# Tempo mediano

survdiff (Surv(tempo, status)” cultivar, data=subset(exemplol, ano=="1"))
survdiff (Surv(tempo, status)” cultivar, data=subset(exemplol, ano=="2"))
survdiff (Surv(tempo, status)”~ cultivar + strata(ano), data= exemplol)

# Regressdo de Cox
modi <- coxph(Surv(tempo, status) ~ cultivar + strata(ano), data=exemplol)
summary (mod1)

# Residuos de Schoenfeld

residuo.modl <- cox.zph(modl))
plot(residuo.modl, var="cultivarB", main="")
plot(residuo.modl, var="cultivarC", main="")
plot(residuo.modl, var="cultivarD", main="")
plot(residuo.modl, var="cultivarE", main="")

##### Exemplo 2
exemplo2 <- read.csv(’dados2.csv’, header=T)

# Kaplan-Meier

kmi<-survfit(Surv(tempo,status)” daf, data=subset(exemplo2, ano=="1"))
km2<-survfit(Surv(tempo,status)” daf, data=subset(exemplo2, ano=="2"))
km<-survfit(Surv(tempo, status)” daf, data=exemplo2)

plot(kml, conf.int=F, xlab="dias", ylab="S(t)", main="")

plot(km2, conf.int=F, xlab="dias", ylab="S(t)", main="")

plot(km, conf.int=F, xlab="dias", ylab="S(t)", main="")

# Tempo mediano

survdiff (Surv(tempo, status)”~ daf, data=subset(exemplo2, ano=="1"))
survdiff (Surv(tempo, status)”~ daf, data=subset(exemplo2, ano=="2"))
survdiff (Surv(tempo, status)” daf + strata(ano), data= exemplo2)

# Regressdo de Cox

mod1<- coxph(Surv(tempo, status)” daf + strata(ano), data=exemplo2)

mod2<- coxph(Surv(tempo, status)” daf + strata(ano)+ frailty(arvore), data=exemplo2)

mod3<- coxph(Surv(tempo, status) ~ daf + strata(ano)+ frailty(arvore, method="aic"), data=exemplo2)

mod4<- coxph(Surv(tempo, status) ~ daf + strata(ano)+ frailty(arvore, dist="gauss"), data=exemplo2)

mod5<- coxph(Surv(tempo, status) ~ daf + strata(ano)+ frailty(arvore, dist="gauss", method="aic"), data=exemplo2)

# Grafico de fragilidade

plot.frail(exemplo2$arvore, mod2, xlab="Arvore", main="")
plot.frail(exemplo2$arvore, mod3, xlab="Arvore", main="")
plot.frail(exemplo2$arvore, mod4, xlab="Arvore", main="")
plot.frail(exemplo2$arvore, mod5, xlab="Arvore", main="")

# Residuos de Schoenfeld para o modelo de Cox sem fragilidade
residuo.mod <- cox.zph(mod))

plot(residuo.mod, var="daf24", main="")

plot(residuo.mod, var="daf49", main="")

plot(residuo.mod, var="daf64", main="")

plot(residuo.mod, var="daf67", main="")
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06 CONCLUSOES GERAIS

Diante do exposto sobre modelagem estatistica e suas aplicacoes no estudo das prin-
cipais doencas do pessegueiro, pode-se concluir:

Ha relacao entre a parametrizacao do modelo logistico, suas medidas de curvatura e
de vicio e o formato da superficie e dos perfis de verossimilhanca. Desta forma, a escolha
da parametrizacao afeta sua aproximacao linear e o processo de inferéncia.

A aplicacao da técnica de modelos mistos permitiu verificar que a severidade da fer-
rugem do pessegueiro é mais severa nas folhas dos ramos localizados na parte superior da
planta quando comparados aos ramos inferiores.

A andlise de sobrevivéncia aplicada aos dados de incidéncia de podridao parda de
péssegos proporcionou a analise dos dados respeitando a natureza do fené6meno em estudo.
Considerar safras conjuntamente, verificar a existéncia de um fator de agrupamento como
efeito aleatorio e do pressuposto de riscos proporcionais sao procedimentos que qualificam
as analises em problemas convencionais.
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