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Resumo

O fungo Colletotrichum é o principal causador da doenca Mancha Foliar de
Glomerella (MFG), muito severa em pomares de macieira do estado do Pa-
rana. Com os objetivos de verificar possiveis diferencas entre os géneros de
Colletotrichum em relacdo ao tempo com que a lesdo causada pelo fungo
progride no fruto de macga, quais os diametros maximos dessas lesdes e
seus tempos decorrentes, trés diferentes isolados do género acutatum e
dois do género gloeosporioides foram avaliados nas variedades de maca
Eva e Gala, nas inoculagdes em disco e esporo, e em frutos com e sem
ferimento. Para tais verificagbes foram utilizados modelos multiestados de
sobrevivéncia markovianos paramétricos e (ndo e) semiparamétricos e mo-
delos mistos de regressao nao linear. Modelos de sobrevivéncia podem ser
definidos como uma classe de modelos quantitativos estocasticos utilizados
para analisar caracteristicas e fatores associados ao tempo até a ocorréncia
do desfecho de interesse. Ja os modelos néo lineares de efeitos mistos séo
atribuidos a dados de medidas repetidas que permitem que variagées nos
dados possam ser explicadas por um modelo ndo linear. Entre os resultados
obtidos tém-se a verificagcao de baixissimas ocorréncias de lesdo em frutos
sem ferimento, independente da variedade e da forma de inoculacao, dife-
rencas entre os géneros de Colletotrichum de uma maneira geral e maiores
crescimentos da lesdo nos isolados do género acutatum.

Palavras-chave: Modelos multiestados de sobrevivéncia markovianos,
Colletotrichum, modelos mistos de regressao nao linear.



Introducao

A fruta de clima temperado de maior importancia comercial como fruta
fresca e uma das maiores em volume comercializado no pais é a maca (Ma-
lus domestica Borkh), com o cultivar Gala sendo o predominante no Parana
(Stadnik, 2009).

A pomicultura sofre sérios problemas com doencas, dentre elas destaca-
se a Mancha Foliar de Glomerella (MFG), que afeta a Gala e seus clones,
podendo causar desfolhamento superior a 75% e consequentemente afetar
a producao nos anos seguintes. Em todas as regides produtoras de maca
do Brasil a MFG vem se disseminando e aumentando sua incidéncia a cada
ciclo produtivo (da S. Boneti and Katsurayama, 1998).

No Brasil, o0 género Colletotrichum gloeosporioides foi inicialmente iden-
tificado como agente causal da doenca (Junior et al., 1988), mais tarde o
género Colletotrichum acutatum foi também associada a MFG, sendo o gé-
nero gloeosporioides mais agressivo e de maior frequéncia nos pomares
(Katsurayama et al., 2000). Estudando o género Colletotrichum em isolados
obtidos de macieira, Braganca (2013) relatou varias espécies causadoras
da MFG coletadas nas diferentes regides produtoras do Brasil, e descreveu
uma nova espécie denominada Colletotrichum paranaense.

Para estudar como os géneros gloeosporioides e acutatum se compor-
tam em relacdo ao tempo com que a lesdao causada pelo fungo progride
no fruto de maca perante diferentes variedades, formas de inoculagao e
estados do fruto, modelos multiestados de sobrevivéncia markovianos pa-
ramétricos (Jackson, 2011), (ndo e) semiparamétricos (Putter et al., 2007;
de Wreede et al., 2010, 2011) e modelos mistos de regressao nao linear
(Pinheiro et al., 2016) foram utilizados.



Revisao da literatura

3.1 Cultura da macieira e Mancha Foliar de Glomerella (MFG)

Com origens nas montanhas do Caucaso, Oriente Médio e Leste Asia-
tico, a maca (Malus domestica Borkh) pertence a familia Rosaceae. Apesar
do cultivo de macieira ter iniciado no Brasil somente na década de 70, a
atividade cresceu rapidamente. A producdo brasileira de maca esta con-
centrada no sul do pais, que é responsavel por 90% da producao nacional.
Contribuindo expressivamente na geragao de empregos e riqueza, essa ati-
vidade é parte importante para a economia dessa regiao (Stadnik, 2009). O
principal estado brasileiro produtor € Santa Catarina (SC) e possui a maior
area de producédo. O estado do PR é o terceiro produtor nacional quando se
considera a produc¢ao, 56.562 toneladas (safra 2010/11), e a area plantada,
2.118 hectares (IBGE, 2012).

A origem do patégeno nao é conhecida, sendo provavel que tenha che-
gado as macieiras a partir das culturas tropicais ou subtropicais, pois con-
forme Freeman et al. (1998), as espécies de Colletotrichum podem estabele-
cer relagOes parasiticas com varias espécies hospedeiras. A MFG é a mais
importante entre as diversas doencas foliares da macieira que ocorrem no
nosso pais, pois afeta as cultivares mais importantes do Brasil, Gala e seus
clones, podendo ser considerada tipicamente brasileira, apesar de relatos
nos EUA (Gonzalez and Sutton, 1999; Bost and Hale, 2004).

3.2 Modelos multiestados de sobrevivéncia markovianos

Modelos multiestados de sobrevivéncia podem ser definidos como uma
classe de modelos quantitativos estocasticos utilizados para analisar carac-
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teristicas e fatores associados ao tempo com que um individuo se move
entre uma série de estados.

De maneira geral um modelo multiestado de sobrevivéncia markoviano
pode ser escrito como

¢rs(Zij) = q5exp(B) Zij),

em que o efeito de um vetor de covariaveis Z;; na intensidade de transigao
para o individuo 7 no tempo j € modelado usando intensidades proporcio-
nais, em que ¢°, denota a intensidade de transicdo (a intensidade representa
o risco instantdneo de mover do estado r para o estado s # r) de base para
cada transigao e 3 € o vetor de coeficientes associado ao vetor de covaria-
veis Z (Jackson, 2011).

Os modelos multiestados markovianos sao fundamentados na suposicao
markoviana de que uma futura transicdo depende apenas do estado atual.
Esses modelos podem ser paramétricos, ndo paramétricos e semiparamé-
tricos. Nos modelos paramétricos é assumido que os tempos médios de
permanéncia em estados transitorios sdo exponencialmente distribuidos (na
grande maioria das situacoes), eles podem ser de tempo homogéneo e de
tempo ndao homogéneo (Jackson, 2011). Os modelos ndo e semiparamé-
tricos sdo modelos de regressdo de Cox (Cox, 1972) estratificados pelas
transicoes entre estados. Na presenca de covariaveis temos modelos se-
miparamétricos, em sua auséncia temos modelos n&o paramétricos (Putter
et al., 2007; de Wreede et al., 2010, 2011).

3.3 Modelos de regressao nao lineares de efeitos mistos

Modelos néo lineares de efeitos mistos sdo atribuidos a dados de medi-
das repetidas que permitem que variagdes nos dados possam ser explicadas
por um modelo n&o linear, além de acomodar os efeitos de grupos (tratamen-
tos) e de informagdes ao nivel de unidade experimental (covariaveis). Suas
vantagens incluem a capacidade de tratar dados desbalanceados e incom-
pletos, flexibilidade para acomodar diversas fontes de variagao e padrdes de
correlacéo, além de seu alto poder para comparar tratamentos (Greenland,
2000; Quené and Bergh, 2004; Zhao et al., 2005).



Materiais e métodos

Cinco isolados de Colletotrichum de diferentes espécies e regides pro-
dutoras de maca do Brasil foram utilizados. A partir de tese defendida por
Braganca (2013) os isolados foram selecionados e estao relacionados na
tabela 4.1.

Tabela 4.1: Resumo dos isolados de Colletotrichum obtidos de macieira (Malus domestica) utilizados no trabalho

Género Espécie Isolado Origem (Brasil) Ano
Colletotrichum acutatum Colletotrichum nymphae Coll5  Parand 2010
Colletotrichum acutatum Colletotrichum paranaense Coll9  Parani 2010
Colletotrichum acutatum Colletotrichum melonis Col31  Parana 2010
Colletotrichum gloeosporioides — Colletotrichum fructicola Col33  Rio Grande do Sul 2011
Colletotrichum gloeosporioides  Colletotrichum siamense Col146 Sao Paulo 2010

Toda a analise estatistica foi desenvolvida no ambiente de computacéo
estatistica R (R Core Team, 2016), com os modelos sendo ajustados com
as bibliotecas msm (Jackson, 2011), (Putter et al., 2007; de Wreede et al.,
2010, 2011) e (Pinheiro et al., 2016).

Quatro experimentos foram realizados onde foram combinados o tipo de
inoculacéo (disco e esporo) e a variedade de maca (Eva e Gala).

A inoculagao nos frutos foi realizada com gotas contendo 10* conidios
mL~! na regido equatorial no caso da inoculagdo em disco, e com gotas
contendo 40 uL de suspenséo de conidios na regido equatorial no caso da
inoculacdo em suspensdo. Sendo posteriormente realizado um ferimento
com agulha histoldgica esterilizada na epiderme de metade dos frutos, a
gota. O diametro (mm) médio de cada lesao foi avaliado diariamente apds
a inoculacao, em periodos variados dependendo da combinacao de inocula-
cao e cultivar. Nos experimentos envolvendo o cultivar Eva a duracao dos
periodos de avaliagdo sao iguais, 22 dias. No experimento disco - Gala a



duracédo do periodo de avaliacao foi de 56 dias e no experimento esporo -
Gala a duracéo do periodo de avaliagao foi de 34 dias. Para cada isolado,
seis frutos dos cultivares foram avaliados.

Em cada experimento foi ajustado um modelo multiestado de sobrevi-
véncia markoviano paramétrico, (ndo e) semiparameétrico e quatro modelos
mistos de regressao néao linear. A reparametrizacdo do modelo Michaelis-
Menten, a reparametrizagcdo do modelo exponencial assintético, a reparame-
trizacdo do modelo Mitscherlich e a reparametrizagao do modelo de Bleasdale-
Nelder.

Nos modelos de sobrevivéncia foram considerados cinco estados:

« 1: Estado inicial, a inoculagdo dos conidios nos frutos
« 2: (0, 10] mm

* 3: (10, 30] mm

* 4: (30, 50] mm

* 5: (50, diametro maximo observado] mm

e uma matriz de intensidade de transicao progressiva @, i.e., que nao
permite transicoes para tras.

Em todos os experimentos foram ajustados quatro tipos de modelos. Dois
de tempo homogéneo e dois de tempo ndo homogéneo, dois com a base
de dados completa e dois apenas com os dados correspondentes aos fru-
tos com ferimento, devido as baixas incidéncias de MFG nos frutos sem
ferimento. Interacdes entre a variavel indicando a presenca e auséncia de
ferimento com o género de Colletotrichum ou a espécie do isolado foram
consideradas nos modelos envolvendo a base de dados completa. A es-
pecificacdo para os modelos ndo homogéneos se deu com base no obser-
vado nas curvas de sobrevivéncia empiricas construidas pelo estimador de
Kaplan-Meier (Kaplan and Meier, 1958).

Nos modelos mistos de regressao nao linear também foram ajustados
modelos para a base de dados completa e modelos apenas com os dados
correspondentes aos frutos com ferimento.



Reparametrizacdo do modelo Michaelis-Menten (Zeviani, 2013; Michaelis
and Menten, 1913):

0, x
ﬁq%—’—x

Reparametrizacdo do modelo Exponencial assintotico, também conhe-
cido como modelo negativo exponencial e modelo monomolecular (Zeviani,
2013; Pinheiro and Bates, 2000; Tjorve, 2003; Box and Lucas, 1959):

b (- {8020

Reparametrizacao do modelo Mitscherlich (Zeviani, 2013; Pinheiro and
Bates, 2000; Schabenberger and Pierce, 2002):

0 <1 . {k»g(l g ‘_%“}) ,
q

em que 6, € o tempo de aquecimento pois a fun¢ao é nula para = < 6.

Reparametrizacdo do modelo de Bleasdale-Nelder (Zeviani, 2013; Bleas-
dale and Nelder, 1960; Schabenberger and Pierce, 2002; Watkinson, 1980;
Damgaard and Borksted, 2004):

x x —1/62
0t (a2

em que ¥, > 0 € o valor maximo correspondente ao valor na abscissa 9, > 0
e (0 < 6, < 1) esta associado a curvatura da funcdo ao redor do maximo.

Nos trés primeiros modelos 6, € a assintota, ¢ € uma constante (0 < ¢ < 1)
que representa uma fragao de ¢, para o qual J, > 0 é o valor correspondente
na abscissa. Entdo ¥, € o tempo para uma fragdo ¢ de vida. Foi considerado
um g = 0.5.

Foram utilizadas reparametrizagdes dos modelos com o intuito de ter in-
terpretacdes praticas para os parametros.

Interagdes entre a varidvel indicando a presenca e auséncia de ferimento
com o género de Colletotrichum foram consideradas nos modelos envol-
vendo a base de dados completa. As espécies de isolado foram conside-
radas como efeito aleatorio.
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Resultados e discussao

5.1 Analise descritiva

Em todos os experimentos alguns frutos se destacam por apresentar com-
portamentos distintos, como um atraso para a progressao da doenga ou di-
ametros maximos nao muito grandes, o que acaba puxando para baixo a
média geral e consequentemente tornando mais dificil o ajuste global de um
modelo de regressdo. A maioria desses comportamentos atipicos € obser-
vado nos frutos sem ferimento, como € apresentado nos graficos da direita
das Figuras 5.1, 5.2, 5.3 e 5.4. Os graficos de analise descritiva indicam
uma forte diferenga no tempo e na progressao do doencga entre frutos com e
sem ferimento, com maior énfase nos frutos da variedade Gala. Os diame-

tros maximos em todos os experimentos estdo ao redor de 70 mm, mas com
média em torno de 60 mm.

Disco — Eva: Todos os frutos Disco — Eva: Frutos com ferimento

60

40 — 40 —

Diametro (mm)
Diametro (mm)

Avaliagdo Avaliagdo

Figura 5.1: Dispersdo dos didmetros das lesdes em frutos de maga contra as avaliagdes para o experimento
envolvendo a inoculagdo em disco e a cultivar Eva, com didmetros médios em vermelho
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Disco — Gala: Todos os frutos Disco — Gala: Frutos com ferimento

60

40 — 40 —

Diametro (mm)
Diametro (mm)

20 20

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

Avaliagdo Avaliagéo

Figura 5.2: Dispersao dos didmetros das lesées em frutos de maca contra as avaliagdes para o experimento
envolvendo a inoculag¢do em disco e a cultivar Gala, com didmetros médios em vermelho

Esporo — Eva: Todos os frutos Esporo — Eva: Frutos com ferimento
| | | | | | | |
60 — L 60 — L
€ €
E E
o 40 = o 401 =
@ @
£ £
< k]
0 20 - O 20 -
- T T T T 3 - T T T T 3
5 10 15 20 5 10 15 20

Avaliagdo Avaliagéo

Figura 5.3: Dispersao dos didmetros das lesdes em frutos de maca contra as avaliagdes para o experimento
envolvendo a inoculag¢do em disco e a cultivar Eva, com didmetros médios em vermelho

Esporo — Gala: Todos os frutos Esporo — Gala: Frutos com ferimento
| | | | | |
60 - 60 — L
3 3
E E
o 40 - o 40 o
@ @
£ £
< <
O 20 o 20 -
0 = 0 -
T T T T T T
10 20 30 10 20 30

Avaliagdo Avaliagéo

Figura 5.4: Dispersao dos didmetros das lesées em frutos de macga contra as avaliagdes para o experimento
envolvendo a inoculagdo em disco e a cultivar Gala, com didmetros médios em vermelho
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5.2 Inoculacao: Disco - Variedade: Eva
5.2.1 Modelos multiestados de sobrevivéncia markovianos

Quatro modelos paramétricos foram ajustados, dois de tempo homogéneo
e dois de tempo ndo homogéneo, dois para toda a base de dados e dois
apenas para os frutos com ferimento. O modelo que apresentou o ajuste de
maior qualidade foi o modelo de tempo homogéneo.

Modelos com mais de uma covariavel ndo atingiram convergéncia nume-
rica, e entre os modelos com apenas uma covariavel, o ferimento (presenca
ou auséncia) foi a Unica significativa.

Com a figura 5.5 observa-se que dado que se esta no estado inicial os
frutos com ferimento apresentam uma consideravel menor probabilidade de
sobrevivéncia (probabilidade de néo ir para o estado absorvente, (50, diame-
tro maximo observado] mm) ao longo do tempo. Contudo, dado que o fruto
transitou do estado inicial a probabilidade de sobrevivéncia difere pouco.

Frutos sem ferimento

Frutos com ferimento

1.0 R
—— Inoculagéo
8 i - - (0,10] mm
Q o \ [ 1
& 08 N — Inoculagéo & 08 \ (10, 30] mm
= N = N (30, 50] mm
z N - - (0,10l mm z \
S EIRN <+++ (10, 30] mm 5 \
2 0.6 N . .= (30, 50] mm 2 0.6 \\
[0) RN [0) N
©° LN © \
() N ()
T 04 . AN T 04 \
o . TON - ‘ AN
= \ I = \ N
% .\. N '\.\ % N N ~
5 0.2 — N T g 0.2 \\ .. ‘\\
& N @ < T R
00 [ 0 P - 00 A R S
T T T T T T T T
5 10 15 20 5 10 15 20
Avaliacao Avaliagdo

Figura 5.5: Probabilidade de sobrevivéncia para cada estado transitério dividido pelo nivel da covaridvel presente
no modelo paramétrico de tempo homogéneo ajustado aos dados envolvendo a inoculagido em disco e a cultivar
Eva

Entre os modelos (ndo e) semiparamétricos ajustados 0 que se mostrou
mais significativo e adequado foi o modelo apenas com a covariavel feri-
mento. Com a Figura 5.6 observa-se grandes diferencas nas probabilidades
de transicdo ao longo do tempo entre os frutos sem e com ferimento. Fru-
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tos sem ferimento tendem a permanecer mais tempo no estado inicial, sem
desenvolvimento de lesao, e quando transitam suas probabilidades de pro-

gressao sdo baixas durante todo o periodo de acompanhamento.

Frutos sem ferimento

Frutos com ferimento

1.0 1 — Inoculagéo Inoculagao
- - (0,10l mm (0, 10] mm
° ---+ (10, 30] mm ° - (10, 30] mm
g 0.8 -=+ (30, 50] mm il (30,50]mm
% — — (50, maximo] mm % (50, observa@olm
> 06 g = '
° ° ! |
() () -
o S Ly
T 04 3 !
° ° : 2
g g : L
S 02 - o o ; T T
o . - L o H - T .
el st o T ! o !
!.H----;J--P.-.."-l' : e ;'l -
0.0 | =—c————— o ——— - 0.0 y — o i it gt Bl
T T T T T T T T
5 10 15 20 5 10 15 20
Avaliacao Avaliagcdo

Figura 5.6: Probabilidades de transi¢do para cada estado dividido pelo nivel da covaridvel presente no modelo
semiparamétrico ajustado aos dados envolvendo a inoculag@o em disco e a cultivar Eva

5.2.2 Modelos de regressao nao lineares de efeitos mistos

Dos quatro modelos apenas a reparametrizacao do modelo Mitscherlich
se ajustou bem. Na Figura 5.7 observa-se maiores didmetros nos isolados
do género de Colletotrichum acutatum, contudo, no isolado de Colletotri-
chum fructicola apenas dois frutos apresentaram lesdes, e um deles apenas
na vigésima avaliagdo. Na Figura 5.8 foram retirados os frutos sem ferimento,
ali, consequentemente, uma maior precisao foi obtida, além de apresentar
maiores diferencas entre os géneros.

Em ambos modelos apenas a variavel género foi significativa, entretanto,
para os dados completos ela foi significativa nos parametros referentes a as-
sintota e a avaliagdo correspondente a uma fragdo meia da assintota. Nos
frutos com ferimento ela foi significativa na assintota e no tempo de aque-
cimento. No modelo mais preciso (frutos com ferimento), uma assintota de
86 mm foi estimada para os frutos do género acutatum, e de 74 mm para
os frutos do género gloeosporioides. Em ambos géneros um fracao meia de
treze dias foi estimada.
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Diametro (mm)

60

50

40

30

20

10

5
|

Efeito fixo

10 15

Efeito aleatério

| |
Isolado: coll5

| |
Isolado: col19

| |
Isolado: col31

| |
Isolado: col33

| |
Isolado: col146

Género: Colletotrichum acutatum

Género: Colletotrichum gloeosporioides

/
5 10 15 20

Avaliagcdo

Figura 5.7: Dispersao fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliagdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predi¢do de 95 por cento de confianca para o
efeito fixo, para o modelo Mitscerlich ajustado a base de dados completa envolvendo a inocula¢do em disco e a
cultivar Eva
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Género: Colletotrichum acutatum

Efeito fixo Efeito aleatério
5 10 15 20 5 10 15 20
| | | | | | | | | | | | | | | | | | |
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Figura 5.8: Dispersdo fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliagcdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predi¢cdo de 95 por cento de confianca para o
efeito fixo, para o modelo Mitscerlich ajustado a base de dados de frutos com ferimento envolvendo a inoculagio
em disco e a cultivar Eva
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5.3 Inoculacao: Disco - Variedade: Gala

5.3.1 Modelos multiestados de sobrevivéncia markovianos

Entre os quatro modelos paramétricos ajustados o de maior qualidade
foi 0 modelo de tempo homogéneo ajustado para os frutos com ferimento.
As covariaveis género e espécie nao foram significativas. Com o grafico es-
querdo da Figura 5.9 observa-se as probabilidade de sobrevivéncia (probabi-

lidade de néo ir para o estado absorvente, (50, didmetro maximo observado]

mm) ao longo do tempo.

Entre os modelos (ndo e) semiparamétricos ajustados o que se mostrou
mais significativo e adequado foi o modelo apenas com a covariavel feri-
mento, ajustado para todos os frutos. Por problemas numéricos sé foi pos-
sivel obter as probabilidades de transicdo ao longo do tempo para os frutos
sem ferimento (grafico da direita da Figura 5.9).
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Figura 5.9: Esquerda: Probabilidade de sobrevivéncia para cada estado transitério no modelo paramétrico de
tempo homogéneo ajustado aos frutos com ferimento envolvendo a inoculagdo em disco e a cultivar Gala; Direita:
Probabilidades de transi¢@o para cada estado para os frutos sem ferimento do modelo semiparamétrico ajustado
aos dados envolvendo a inoculacdo em disco e a cultivar Gala

5.3.2 Modelos de regressao nao lineares de efeitos mistos

Todos os modelos tiveram ajustes satisfatorios, contudo, devido menores
variagées nos comportamentos, os modelos ajustaram melhor quando foram

considerados apenas os frutos com ferimento.
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Nas Figuras 5.10, 5.11, 5.12 e 5.13 os ajustes sao apresentados.
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Figura 5.10: Dispersao fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliagdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predi¢do de 95 por cento de confianca para o
efeito fixo, para o modelo Michalies-Menten ajustado para os frutos com ferimento envolvendo a inocula¢do em
disco e a cultivar Gala
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Figura 5.11: Dispersao fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliagdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predi¢cdo de 95 por cento de confianca para o
efeito fixo, para o modelo exponencial assintético ajustado para os frutos com ferimento envolvendo a inoculacio
em disco e a cultivar Gala
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Figura 5.12: Dispersdo fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliagdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predi¢do de 95 por cento de confianca para o
efeito fixo, para o modelo Mitscherlich ajustado para os frutos com ferimento envolvendo a inoculacdo em disco

e a cultivar Gala
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Figura 5.13: Dispersao fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliagcdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predi¢cdo de 95 por cento de confianca para o
efeito fixo, para o modelo Bleasdale-Nelder ajustado para os frutos com ferimento envolvendo a inoculagdo em

disco e a cultivar Gala
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Com excecao do modelo de Bleasdale-Nelder os resultados foram muito
similares, visualmente falando. Diferengas entre as espécies se mostraram
pequenas.

O didmetro maximo estimado entre os modelos para o género acutatum
variou de 64 a 83 mm, e para o género gloeosporioides de 64 a 95 mm. Ja
o tempo de fragdo meia variou de 8 até 11 dias no género acutatum, e de 13
até 22 dias no género gloeosporioides.

5.4 Inoculacao: Esporo - Variedade: Eva
5.4.1 Modelos multiestados de sobrevivéncia markovianos

Entre os quatro modelos paramétricos ajustados o de maior qualidade foi
o modelo de tempo homogéneo ajustado para os frutos com ferimento. A
covariavel género foi significativa.

Com a figura 5.14 observa-se maiores probabilidades de sobrevivéncia
nos frutos com ferimento, o que € contra intuitivo, entretanto, pouquissimos
frutos sem ferimento apresentaram lesao.

Frutos sem ferimento Frutos com ferimento
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Figura 5.14: Probabilidade de sobrevivéncia para cada estado transitério dividido pelo nivel da covaridvel
presente no modelo paramétrico de tempo homogéneo ajustado aos dados envolvendo a inoculagdo em esporo e
a cultivar Eva

Entre os modelos (ndo e) semiparamétricos ajustados 0 que se mostrou
mais significativo e adequado foi o modelo apenas com a covariavel feri-
mento, ajustado para todos os frutos. Com a Figura 5.15 observa-se gran-
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des diferencas nas probabilidades de transicdo ao longo do tempo entre os
frutos sem e com ferimento. Frutos sem ferimento tendem a permanecer
mais tempo no estado inicial, sem desenvolvimento de lesao, e quando tran-
sitam suas probabilidades de progressao sao baixas durante todo o periodo
de acompanhamento.
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Figura 5.15: Probabilidades de transicdo para cada estado dividido pelo nivel da covaridvel presente no modelo
semiparamétrico ajustado aos dados envolvendo a inoculagdo em esporo e a cultivar Eva

5.4.2 Modelos de regressao nao lineares de efeitos mistos

Apenas os modelos Mitscherlich e Bleasdale-Nelder tiveram resultados
satisfatérios, mas apenas para os frutos com ferimento. No modelo Mitscher-
lich o género do Colletotrichum foi significativo, e no modelo de Bleasdale-
Nelder s6 foi possivel obter um ajuste com o modelo sem covariaveis.

Nas Figuras 5.16 e 5.17 os ajustes sao apresentados. No modelo de
Mitscherlich maiores didmetros sdo estimados para os isolados do género
acutatum, e em ambos modelos diferencas visiveis entre os isolados sao
observadas.

Pelo modelo de Bleasdale-Nelder o diametro maximo estimado é de 59
mm. Pelo modelo Mitscherlich é estimado um diametro de 80 mm e um
tempo de fracdo média de 11 dias para o género acutatum, e um diametro
de 72 mm e um tempo de fracdo média de 10 dias para o género gloeospo-
rioides.
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Figura 5.16: Dispersao fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliagdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predicdo de 95 por cento de confianga para
o efeito fixo, para o modelo Mitscherlich ajustado para os frutos com ferimento envolvendo a inoculagdo em
esporo e a cultivar Eva
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Figura 5.17: Dispersao fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliagdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predi¢do de 95 por cento de confianga para o
efeito fixo, para o modelo Bleasdale-Nelder ajustado para os frutos com ferimento envolvendo a inoculagdo em
esporo e a cultivar Eva
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5.5

5.5.1

Inoculacao: Esporo - Variedade: Gala

Modelos multiestados de sobrevivéncia markovianos

Entre os quatro modelos paramétricos ajustados o de maior qualidade
foi 0 modelo de tempo homogéneo ajustado para os frutos com ferimento.

Nemhuma covariavel foi significativa.

Com o gréfico de baixo da Figura 5.18 observa-se que as probabilidades
de sobrevivéncia decaem bastante ao longo do tempo.
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Figura 5.18: Graficos de cima: Probabilidades de transi¢do para cada estado dividido pelo nivel da covaridvel
presente no modelo semiparamétrico ajustado aos dados envolvendo a inoculagdo em esporo e a cultivar Gala;
Griéfico de baixo: Probabilidade de sobrevivéncia para cada estado transitério presente no modelo paramétrico
de tempo homogéneo ajustado aos dados envolvendo a inoculagdo em esporo e a cultivar Gala
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Entre os modelos (ndo e) semiparamétricos ajustados o0 que se mostrou
mais significativo e adequado foi 0 modelo apenas com a covariavel feri-
mento, ajustado para todos os frutos.

Com os graficos de cima da Figura 5.18 observa-se grandes diferencas
nas probabilidades de transicdo ao longo do tempo entre os frutos sem
e com ferimento. Frutos sem ferimento tendem a permanecer muito mais
tempo no estado inicial, e quando transitam suas probabilidades de progres-
sd0 sao baixas durante todo o periodo de acompanhamento. Enquanto que
nos frutos com ferimento a probabilidade de sobrevivéncia chega muito pro-
xima de zero ao longo do tempo.

5.5.2 Modelos de regressao nao lineares de efeitos mistos

Dos quatro modelos apenas a reparametrizacdo do modelo Mitscherlich
se ajustou bem, tanto para a base de dados completa quanto para apenas
os frutos com ferimento.

Na Figura 5.19 observa-se maiores diametros nos isolados de Colletotri-
chum acutatum. Na Figura 5.20 foram retirados os frutos sem ferimento, e
uma menor precisdo na banda de precisao foi observada, talvez devido o
menor tamanho da amostra, contudo, maiores diferencas entre os géneros
ainda sao observadas.

Em ambos modelos apenas a variavel género foi significativa, além de ter
sido significativa apenas nos parametros referentes a assintota e a avaliagao
correspondente a uma fragdo meia da assintota.

No modelo para a base de dados completa foi estimada uma assintota de
72 mm e um tempo de fracdo meia de 12 dias nos frutos do género acutatum,
e de 104 mm e 30 dias para os frutos do género gloeosporioides.

No modelo para os frutos com ferimento foi estimada uma assintota de 72
mm e um tempo de fracdo meia de 14 dias nos frutos do género acutatum,
e de 104 mm e 30 dias para os frutos do género gloeosporioides.
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Figura 5.19: Dispersao fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliagdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predi¢do de 95 por cento de confianca para o
efeito fixo, para o modelo Mitscerlich ajustado a base de dados completa envolvendo a inoculagdo em esporo e a
cultivar Gala

Efeito fixo Efeito aleatério
10 20 30 10 20 30
| | | | | | | | | | | | | | |
Isolado: coll5 Isolado: col19 Isolado: col31 Isolado: col33 Isolado: col146

60

Diametro (mm)
N
o
|

20

Género: Colletotrichum acutatum
Género: Colletotrichum gloeosporioides

=

Ty

/

Figura 5.20: Dispersao fragmentada por género e isolado, do didmetro (mm) vs. avaliacdes (dias) com curva
estimada para o efeito fixo e para o efeito aleatério com banda de predi¢cdo de 95 por cento de confianca para o
efeito fixo, para o modelo Mitscerlich ajustado a base de dados de frutos com ferimento envolvendo a inoculagio
em esporo e a cultivar Gala
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Consideragoes finais

Entre as diferentes abordagens de modelos multiestados markovianos
aqui utilizados, em todos os experimentos melhores ajustes foram obtidos
com os modelos (ndo e) semiparamétricos (Putter et al., 2007; de Wreede
etal., 2010, 2011), que por ndo assumirem distribuicdo de probabilidade sao
mais flexiveis. Na implementacao existente no software R (R Core Team,
2016) do modelo paramétrico (Jackson, 2011), é assumida uma distribuicao
exponencial para os tempos de permanéncia, e a ndo adequacéao dessa su-
posicao pode ser o principal motivo para esses ajustes nao tao bons.

Devido a grande heterogeneidade de comportamentos dos frutos, foi di-
ficil o ajuste dos modelos nao lineares mistos, até mesmo quando foram
considerados apenas os frutos com ferimento. De maneira geral, o modelo
nao linear que apresentou os melhores ajustes foi 0 modelo Mitscherlich.

Os modelos de sobrevivéncia e os modelos de regressao nao linear mis-
tos ndo sdo comparaveis, ja que o modelo de sobrevivéncia modela o tempo
até a ocorréncia de um evento, neste caso, a transicdo de um estado para
outro estado, e o0 modelo de regressao nao linear modela o diametro da le-
sao nos frutos. Enquanto o modelo multiestados de sobrevivéncia fornece
inferéncias no ambito do tempo médio de permanéncia em estados e pro-
babilidades de transicdo, os modelos de regressdo nao linear utilizados for-
necem inferéncias no ambito de crescimento maximo da lesdo e tempos
correspondentes a esse e outros crescimentos desejados.

De maneira geral, foi observado maiores crescimentos tardios de lesao
nos frutos de maca Gala, independente da forma de inoculagéo, diferencas
consideraveis entre frutos com e sem ferimento e maiores crescimentos en-
volvendo Colletotrichum do género acutatum.
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Apreciagao do Orientador

7.1 Relatoério cientifico e desempenho no projeto

O Bolsista Henrique Aparecido Laureano desenvolveu o projeto de forma
organizada e comprometida. Ele foi sempre assiduo as reunides e ativida-
des desenvolvidas com as demais pessoas envolvidas e também sempre foi
atento aos prazos estabelecidos. No desenvolvimento das andlises dos da-
dos, procurou aprofundar nas questoes praticas do problema e se interar dos
procedimentos estatisticos mais adequados para as questdes | levantadas.
As demais pessoas ligadas a ele no projeto deram testemunhos positivos
sobre o envolvimento do Henrique.

7.2 Desempenho académico

Durante o periodo de desenolvimento do Projeto, seu desempenho aca-
démico ndo demonstrou decaimento. Pelo contrario, o contato com aspectos
aplicados de estatistica despertou nele maior interesse pelos temas e neces-
sidade de aprofundar além daquilo visto em sala de aula.

Pretensodes futuras do bolsista: Mestrado/Doutorado
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Data: Curitiba, 10/08/2016

Bolsista: Henrique Aparecido Laureano

Orientador: Walmes Marques Zeviani
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