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RESUMO

SILVERIO, Sara, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2024. Analise de
sobrevivéncia com censura intervalar aplicada na germinagao de sementes de
pitaia. Orientador: Sebastido Martins Filho. Coorientadores: Lausanne Soraya de
Almeida e Godofredo Quispe Mamani.

Devido a presenca de dados censurados nos ensaios de germinagao de sementes,
os métodos convencionais de analise de dados podem nao ser a escolha mais
apropriada. Uma alternativa recomendada é a aplicacdo da analise de sobrevivéncia.
Em muitos casos, a determinagao exata do momento da falha n&o € possivel devido
as observagbes serem realizadas em intervalos de tempo, caracterizando a censura
intervalar. Além disso, pode ocorrer que todas as unidades experimentais sejam
observadas nos mesmos intervalos de tempo, caracterizando um caso particular de
censura intervalar conhecido como dados grupados. No Capitulo 1, este trabalho teve
como objetivo fornecer uma revisao geral da analise de sobrevivéncia, enfatizando a
censura intervalar e abrangendo técnicas ndo paramétricas, paramétricas e
semiparameétricas. O Capitulo 2 teve como objetivo aplicar e avaliar métodos de
analise de sobrevivéncia com censura intervalar, utilizando dados de quatro
experimentos de germinagao de sementes de pitaia (Hylocereus spp.) obtidos da base
de dados Mendeley. Nos experimentos foram realizadas contagens semanais durante
quatro semanas. As sementes que nao germinaram até o final desse periodo foram
consideradas censuradas (ndo germinadas) a direita. Foram aplicadas as seguintes
técnicas: i) o algoritmo EMICM para avaliar o efeito combinado do tempo de
armazenamento e do tipo de luz; ii) regressdo paramétrica para analisar o efeito
conjunto do local e do tempo de armazenamento; iii) regressao semiparamétrica para
examinar o impacto do método de extragcdo das sementes; e vi) regressao discreta em
dados grupados para avaliar o efeito combinado do armazenamento e da temperatura.
As técnicas aplicadas permitiram avaliar esses fatores na germinacéo de sementes
de pitaia. Dessa forma, analise de sobrevivéncia demonstrou ser uma ferramenta
valiosa para lidar com dados censurados intervalares em estudos de germinagéo,
destacando a importancia da sele¢ao adequada do método de analise, de acordo com

a natureza dos dados e os objetivos do estudo.

Palavras-chave: Hylocereus spp.; Armazenamento; Temperatura; Tipos de luz;

Extracdo de semente; Tempo até o evento.



ABSTRACT

SILVERIO, Sara, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2024. Survival
analysis with interval censoring applied to the germination of pitaya seeds.
Adviser: Sebastido Martins Filho. Co-advisers: Lausanne Soraya de Almeida and
Godofredo Quispe Mamani.

Due to the presence of censored data in seed germination tests, there may be more
appropriate choices than conventional data analysis methods. A recommended
alternative is the application of survival analysis. In many cases, it is impossible to
observe the exact moment of failure due to observations made at time intervals,
resulting in interval censoring. Furthermore, all experimental units may be observed at
the same time intervals, representing a specific interval censoring case known as
grouped data. In Chapter 1, this work aimed to provide a general review of survival
analysis, emphasizing interval censoring and covering non-parametric, parametric,
and semi-parametric techniques. Chapter 2 aimed to apply and evaluate survival
analysis methods with interval censoring using data from four pitaya seed germination
experiments (Hylocereus spp.) obtained from the Mendeley database. In the
experiments, weekly counts were performed over four weeks. Seeds that did not
germinate by the end of this period were considered right-censored (non-germinated).
The following techniques were applied: i) the EMICM algorithm to assess the combined
effect of storage time and light type; ii) parametric regression to analyze the joint effect
of storage location and time; iii) semiparametric regression to examine the impact of
seed extraction methods; and iv) discrete regression on grouped data to evaluate the
combined effect of storage and temperature. These techniques allowed for an
evaluation of these factors in pitaya seed germination. Thus, survival analysis proved
to be a valuable tool for handling interval-censored data in germination studies,
highlighting the importance of selecting the appropriate analysis method according to

the nature of the data and the study’s objectives.

Keywords: Hylocereus spp., Storage; Temperature; Light types; Seed extraction;
Time-to-event.
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INTRODUGAO

A analise de sobrevivéncia € um conjunto de técnicas e modelos estatisticos
usados na analise de experimentos, cuja variavel resposta é o tempo até a ocorréncia
de um evento de interesse (Colosimo e Giolo, 2024). Esse periodo também é definido
como tempo de falha, sendo o termo falha determinada como a ocorréncia do evento
em questdo, neste caso a ocorréncia da germinagao. Uma caracteristica importante
dos dados de sobrevivéncia € a presenca de censuras, que € a observagao parcial da
resposta (ndo germinagéo). As censuras sao consideradas observagdes incompletas
e se caracterizam como dados de individuos em que a ocorréncia do evento nao foi
verificada por alguma razao.

Na presenca de censura, as técnicas estatisticas comumente utilizadas se
tornam inviaveis, pois ndo permitem o uso de observagdes parciais (Onofri et al., 2010;
Mcnair et al., 2012). Colosimo e Giolo (2024) ressaltam o fato de que todas as
observagdes provenientes de um estudo (completas e parciais) devem ser utilizadas
na analise estatistica. Esses autores afirmam que, mesmo sendo incompletas, as
censuras fornecem informagdes relevantes sobre o tempo do evento e sua omissao
no calculo das estatisticas de interesse pode acarretar conclusdes viesadas. Sendo
assim, sdo necessarios métodos estatisticos que possibilitem incorporar na analise a
informagé&o contida tanto nas observagdes completas quanto nas censuras (Duarte et
al., 2023).

Na analise de sobrevivéncia as técnicas utilizadas podem ser nao-
paramétricas, paramétricas e semiparamétricas. A modelagem normalmente
considera o tempo exato de falha, mas, em alguns casos, os dados sao coletados em
intervalos, indicando apenas que o evento ocorreu entre duas visitas, sem especificar
o tempo exato, caracterizando censura intervalar. Nesse caso, assumir que dados
coletados em intervalos tenham tempo exato de falha pode conduzir a vicios, bem
como resultados e conclusdes nao confiaveis (Bogaerts et al., 2017; Colosimo e Giolo,
2024).

Existem estudos que apresentam técnicas para lidar com a censura intervalar
dos dados, visando incorporar essa caracteristica especifica durante a analise
estatistica. Turnbull (1976) propde uma abordagem n&o paramétrica para estimar a
funcdo de distribuicdo empirica. O modelo de tempo de falha acelerado, uma

abordagem paramétrica para dados censurados, € discutido em Rabinowitz et al.
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(1995). Finkelstein (1986) propde um modelo de risco proporcional para lidar com
dados censurados por intervalo, representando uma abordagem semiparamétrica.

Um caso especial de dados com censura intervalar sdo os dados de
sobrevivéncia grupados, nos quais as informag¢des estdo disponiveis para todas as
unidades experimentais no mesmo intervalo de observacgao (Giolo et al., 2009). Este
tipo de dado é caracterizado por apresentar muitos empates, isto é, multiplas
ocorréncias de falha em um mesmo intervalo de tempo.

Existem trés alternativas para trabalhar com esse tipo de dados: (1) utilizar a
funcdo de verossimilhangca parcial exata no contexto do modelo de taxas
proporcionais; (2) utilizar aproximagdes para a fungao de verossimilhanga parcial no
contexto do modelo de taxas de falha proporcionais; (3) utilizar modelos de regresséo
discretos (Lawless, 2003). A variavel resposta € tratada como continua nas duas
primeiras abordagens e como discreta na terceira.

Considerando o que foi mencionado, o objetivo deste trabalho foi realizar uma
revisdo tedrica a respeito dos métodos nao paramétricos, paramétricos e
semiparameétricos de sobrevivéncia intervalar, incluindo técnicas para dados
grupados, e em seguida aplicar essas técnicas em quatro diferentes experimentos, a
fim de investigar os efeitos do método de extragdo, armazenamento, temperatura e
condi¢des de luz na germinagao de sementes de pitaia (Hylocereus spp.).

Este trabalho esta estruturado da seguinte forma: o Capitulo 1 apresenta o
referencial teorico, explorando a histéria da pitaia, suas caracteristicas e sua
importancia, além de realizar uma revisao bibliografica sobre analise de sobrevivéncia,
com énfase na censura intervalar. No Capitulo 2, € aplicada a analise de sobrevivéncia
com censura intervalar no contexto da germinacdo de sementes de pitaia, utilizando
conjuntos de dados extraidos de um trabalho previamente publicado (Zerpa-Catanho
et al., 2019).
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CAPITULO 1: REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo, esta apresentado o embasamento tedrico da producédo de
pitaia, explorando sua historia, caracteristicas e como alguns fatores ambientais e
fisiolégicos influenciam sua germinagdo. Além disso, foi realizada uma revisédo
bibliografica sobre a analise de sobrevivéncia, com énfase na censura intervalar e a

aplicacéo de analise de sobrevivéncia em germinagédo de sementes.

1.1. Germinagao de sementes e produgao da pitaia

A pitaia € uma fruta pertencente a familia Cactaceae e sua origem exata &
incerta, mas acredita-se que seja das regides tropicais do México e da América Central
(Rojas-Sandoval e Praciak, 2022). Existem, dentro desta familia, 35 géneros com
potencial alimenticio, destacando-se Cereus, Leptocereus, Hylocereus, Stenocereus,
Selenicereus, Escontria, Myrtillocactos e Opuntia (Nunes et al., 2014). A pitaia é
originada de diferentes espécies dos géneros. No Brasil, algumas espécies
comercializadas sdo Hylocereus undatus (pitaia-vermelha-de-polpa-branca),
Hylocereus  costaricensis  (pitaia-vermelha-de-polpa-vermelha),  Selenicereus
megalanthus (pitaia-amarela) e Selenicereus setaceus (pitaia-do-cerrado), (Junqueira
et al., 2010).

A pitaia, também conhecida como fruta do dragdo, € um fruto tropical
adaptado a ambientes aridos e semiaridos (Chen et al., 2023), sendo capaz de
suportar altas temperaturas, periodo de estiagem e solos pobres em nutrientes. Os
principais produtores de pitaia sdo os paises asiaticos como Vietna (38,20%),
Tailandia (20,22%) e China (10,11%) (Tarte et., 2023).

No Brasil, essa espécie comegou a ser cultivada em meados de 1990,
inicialmente na regido de Catanduva, no estado de Sédo Paulo (Nunes et al., 2014). As
condigdes climaticas favoraveis em diversas regides propiciam um cultivo bem-
sucedido dessa fruta exética. O clima subtropical e tropical dessas areas oferece um
ambiente ideal para o desenvolvimento das pitaias, enquanto a variabilidade de solos
permite a adaptagao de diversas variedades. Segundo Faleiro (2022), a producgao esta
concentrada nas regides Sudeste e Sul, com mais de 80% da produgéao brasileira. S&o
Paulo lidera os estados com maior producédo (40%), seguido por Santa Catarina
(24%), Minas Gerais (12%) e Para (10%).



16

O cultivo de pitaias no Brasil cresce constantemente devido a demanda
crescente, tanto no mercado interno quanto no externo. Como resultado, produtores
brasileiros tém expandido suas areas de cultivo e investido em tecnologias para
aumentar a produtividade e melhorar a qualidade dos frutos, destacando o potencial
econdmico e agricola dessa cultura no pais.

A producdo de mudas é o primeiro passo para se obter frutos de qualidade e
com elevado valor de mercado (Fernandes e Coutinho, 2019). A propagacéo clonal
por meio de estaquia € o modo preferido de reprodugcdo em Hylocereus spp., usando
estacas de caule (Le Bellec et al., 2006) ou cultura in vitro (Hua et al., 2015).
Entretanto, o uso de sementes é importante para o melhoramento convencional e
conservagao de recursos genéticos vegetais (Le Bellec et al., 2006; Hernandez e
Salazar, 2012).

A utilizagdo de sementes de alta qualidade fisiologica é indispensavel, dai
surge a importancia de avaliar a capacidade de germinagcdo das sementes. Neste
contexto, os testes de germinagao sao fundamentais para caracterizagéo do potencial
dos lotes de sementes (Hampton e TeKrony, 1995), tanto para uso em pesquisa
quanto para comercializagdo. Além disso, para que a germinagédo ocorra de forma
eficiente, diversos fatores ambientais e fisioldgicos influenciam diretamente no
sucesso desse processo. A compreensao desses fatores € crucial para otimizar as
condigbes de germinagao, seja em ambientes naturais ou controlados. Entre os
principais aspectos que influenciam a germinagéo, destacam-se a luz, a temperatura,
o tempo de armazenamento e os métodos de extragdo das sementes.

Ao se tratar da luz, a maioria das espécies de pitaia possui sementes
pequenas e com poucas reservas (Ruths et al., 2019), que, de acordo com Majerowicz
e Peres (2004) tendem a ser fotoblasticas positivas, tornando a luz um regulador
critico da germinacgao. A luz permite que as sementes detectem sua proximidade com
a superficie do solo, o que é crucial para espécies com sementes pequenas, que
podem falhar em emergir se germinarem muito profundamente (Fenner e Thompson,
2005).

Quanto ao tempo de armazenamento, Zerpa-Catanho et al. (2019), relatam
que as sementes de Hylocereus spp. permaneceram viaveis por 12 meses a 5,75 +
0,08 °C e 62,59 *+ 0,73 % de umidade relativa. Da mesma forma, Kataoka et al. (2013)
demonstraram que as sementes de Hylocereus undatus permaneceram viaveis por

12 meses a 4°C em condigbes secas. Além disso, Andrade et al., (2005) observaram
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gue o armazenamento em camara fria resultou em porcentagens de germinacgao de
sementes de Hylocereus undatus significativamente mais altas.

Em relagdo ao método de extragdo, Zerpa-Catanho et al. (2019) relataram que
a extracdo enzimatica apresenta resultados superiores. Esse efeito € atribuido a
degradagao dos componentes da parede celular da polpa por meio da enzima
pectinase, o que provavelmente amolece o tegumento das sementes e facilita a
absorcao de agua durante a embebicao, acelerando assim o processo de germinagéo.
Resultados semelhantes foram observados por Yambe e Takeno (1992), que
observaram que enzimas macerantes, como a pectinase, aceleraram e aumentaram
a germinacgao de aquénios de Rosa muiltiflora. Esse efeito foi atribuido a degradacéao
das substancias cimentantes e paredes celulares, o que separou as células ao longo
da sutura e dividiu o pericarpo, removendo a barreira fisica a germinagéo.

Quanto a temperatura, diversos estudos apontam que as temperaturas de 20,
25 e 30°C sao as mais adequadas para a germinacao de pitaia. Lone et al. (2014)
verificaram que as temperaturas constantes de 25 e 30°C, bem como a temperatura
alternada de 20-30°C, s&o ideais para a germinagdo de sementes de Hylocereus
undatus e do hibrido Hylocereus undatus x Hylocereus costaricensis. Além disso, para
Hylocereus polyrhizus, essas mesmas temperaturas constantes (20, 25 e 30°C)
também se mostraram ideais. De forma similar, Ruths et al. (2019) corroboraram com
esses achados, concluindo que tanto as temperaturas constantes de 25 e 30°C quanto
a alternada de 20-30°C s&do as mais propicias para a germinagao de Hylocereus
undatus e Hylocereus polyrhizus.

Durante o desenvolvimento destes testes de germinagédo € comum ocorrer o
apodrecimento de sementes e/ou chegar ao final deles com sementes que né&o
germinaram. Estas informacgdes, muitas vezes descartadas, sdo importantes e devem
ser colocadas na analise estatistica para que se possa fazer conclusbes corretas e
nao viesadas. Uma técnica estatistica que leva em consideracao estas informagdes é

a Analise de Sobrevivéncia.

1.2. Analise de sobrevivéncia

A analise de sobrevivéncia € uma abordagem empregada em estudos nos
quais a variavel de interesse € o tempo decorrido desde um ponto definido até a

manifestacdo de um evento especifico, denominado "evento de falha".
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O aspecto distintivo dessa técnica reside na sua habilidade de considerar
observacbes censuradas durante a analise dos dados, sendo censura o termo
utilizado quando um evento de falha nao é totalmente observado em um individuo.
Isso pode ocorrer devido a perda de acompanhamento desse individuo por motivos
diversos ou pelo fato de o evento de falha simplesmente n&o ter ocorrido para ele.

A censura pode assumir trés formas distintas: censura a esquerda, a direita e
intervalar. A censura a esquerda ocorre quando o evento de interesse ja ocorreu antes
da primeira observacao do individuo no estudo. A censura a direita ocorre quando o
evento de interesse nao é observado até o término do estudo; e a censura intervalar

ocorre quando ndo se conhece o momento exato de um evento, mas sabe-se que ele

ocorreu dentro de um intervalo de tempo (L, U], onde L < T < U (Radke, 2003).

A variavel aleatéria ndo-negativa T, que denota o tempo até a ocorréncia de

uma falha, conforme Colosimo e Giolo (2024), € geralmente especificada em analise
de sobrevivéncia pela sua fungao de sobrevivéncia ou pela fungdo de taxa de falha.
A funcdo de sobrevivéncia desempenha um papel fundamental na analise de

estudos de sobrevivéncia, ela € definida como a probabilidade de uma observagao
nao experimentar a falha até um tempo especifico t (George et al., 2014), conforme a

expressao definida pela Equacéo 1:
t
S(t)=P(T>t)=1—P(TSt)=1—F(t)=1—Jf(u)du (1)
0

Note que P(T < t) é a probabilidade de uma observaco falhar até um determinado
tempo t, sendo a prépria funcéo de distribuicdo acumulada.

A fungdo de taxa de falha ou fungdo de risco h(t) & determinada pela
probabilidade instantanea de um individuo sofrer o evento em um intervalo de tempo
[ t,t + At) dado que ele nao sofreu o evento até o tempo t dividida pelo comprimento
desse intervalo. Assumindo um intervalo muito pequeno, a taxa de falha de T é

definida pela Equacgao 2:

. PLST<t+ At|T>t) Sk)—S(t+ At)
h(t) = lim =
At—0 At At S(t)

(2)
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A funcao de risco nao representa uma probabilidade, mas sim um indicativo
do nivel de risco associado a ocorréncia do evento. Quanto maior o valor da fungao
de risco, maior € o risco associado ao evento em questao.

Na analise de sobrevivéncia, diferentes abordagens podem ser utilizadas para
estimar a funcao de sobrevivéncia e a fungao de risco, as quais sao classificadas em

técnicas ndo paramétricas, paramétricas e semiparamétricas.
1.2.1. Técnicas Nao Paramétricas

De acordo com George et al. (2014), ao comparar as fungdes de sobrevivéncia
de dois ou mais grupos, a estimativa ndo paramétrica de Kaplan-Meier e o teste log-
rank sdo os meétodos estatisticos basicos de analise. Por meio deste estimador
podemos, ainda, avaliar a adequagado do ajuste de modelos que utilizam técnicas
paramétricas e semiparamétricas. A estimativa Kaplan-Meier pode ser usada para
gerar graficos das curvas de sobrevivéncia, enquanto o teste log-rank (Mantel, 1966)
e Wilcoxon (Gehan, 1965) podem ser usados para comparar curvas de diferentes
grupos, como feito em Duarte et al. (2023) e Wijenayake e Hiroshima (2021). A
distingao entre os dois testes esta no fato de que o teste log-rank atribui o0 mesmo
peso para cada ponto no eixo do tempo, focando em tempos mais longos, ao passo
que o teste de Wilcoxon apresenta maior sensibilidade na identificacado de diferencas
nos estagios iniciais (Emmert-Streib e Dehmer, 2019).

O Estimador de Kaplan-Meier, ou estimador produto-limite, € uma técnica nao
paramétrica, o que significa que nao requer suposi¢des sobre a distribuicdo dos
dados. Ele calcula a probabilidade de sobrevivéncia em intervalos discretos de tempo,
fundamentando-se na relagdo entre o numero de eventos ocorridos € o numero de
individuos sob risco em cada instante (Kaplan e Meier, 1958). As estimativas podem
ser entdo visualizadas em um grafico de sobrevivéncia para ilustrar a probabilidade

de sobrevivéncia ao longo do tempo (Emmert-Streib e Dehmer, 2019).

Para comparar duas curvas S;(t) e S,(t) um dos testes ndo paramétricos
muito utilizado em analise de sobrevivéncia € o teste log-rank, no qual testa-se a
hipotese nula Hy: S; (t) = S, (t). Considerando os tempos de falha distintos da jungéo

das duas amostras: t; < t; <+ < tj., e supondo que no tempo t; ocorra dl-j

falhas, e que no momento t;_, existiam n;; individuos sobriscoparai = 1,2ej =
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1,...,k. Em cada tempo de falha, os dados podem ser representados conforme

Tabela 1.1.

Tabela 1.1 - Contagens observadas no tempo t; para calcular o teste log-rank para
comparar duas funcdes de sobrevivéncia

GRUPOS
1 2 Totais
Falha dq; dyj d;
Nao Falha Nnyj — d1j Nyj — dzj n; — dj
Totais ny; Ny j n;

A variavel aleatoria Dzj representa o numero de falhas observadas no grupo
2 no tempo t;. A distribuigcéo de Dzj, condicional a falha e censura até o tempo ¢t; e
ao numero de falhas no tempo t;, € uma hipergeométrica, com seu valor esperado

n2j(nj—n2j)d;(nj— d))
njz (nj— 1)

n, i Cn . g
E2j = —=2LJ & variancia (Vj)2 = . Dessa forma, a estatistica
n

D, — E,; tem média zero e variancia Vj,.

Supondo independéncia das k tabelas de contagens observadas, o teste log-

rank para verificar a igualdade de duas fungbes de sobrevivéncia € baseado na

estatistica conforme a Equacéo 3:

25, (D — Exp)]°

T =
?:1(‘/].)2

que possui uma distribuicdo qui-quadrado com 1 grau de liberdade sob hipétese nula
Hy: S;(t) = S,(t).
Para melhorar o poder desse teste em relacdo a diferentes alternativas, foi

proposto o teste log-rank ponderado (Tarone e Ware, 1977), que possui sua estatistica

apresentada na Equacao 4:
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2
XS iwj(Dz; — Ez)]

G =
?:1W]'2(Vj)2

em que wy, -+ ,W; representam os pesos atribuidos. Sob a hipotese nula de que as

funcdes de sobrevivéncia ndo diferem, a estatistica G segue distribuigdo qui-quadrado

com 1 grau de liberdade.
Pode ser observado que o teste de Wilcoxon e o log-rank sdo casos

especificos do teste log-rank ponderado. O teste log-rank apresentado na equacéo (3)

é derivado ao definir wj = 1,paraj = 1,..., k. Poroutro lado, o teste de Wilcoxon
é obtido tomando w; = n;, ou seja, colocando mais peso na porgao inicial do eixo do

tempo, pois nos tempos iniciais o numero de individuos sob risco (nj) € maior.
Uma generalizagdo mais ampla desses pesos foi proposta por Fleming e

Harrington (1991) é denominada G (p = 0,y = 0), e definida como w; = w/” =

{S(tj_l)p} {1- S(tj_l)y}. Os parametros p e y representam a sensibilidade do teste
em relacao as diferencas nos riscos de os eventos ocorrerem em momentos diferentes
de acompanhamento em um estudo de sobrevivéncia.

As técnicas nao parameétricas destacam-se pela sua aplicacao e interpretagao
simplificadas, mas apresentam a limitagdo de n&o permitir a inclusdo de covariaveis
na analise. E nesse contexto que ganham relevancia as abordagens paramétricas e
semiparameétricas, as quais oferecem modelos de regressdao adequados para

acomodar as covariaveis e dados censurados.
1.2.2. Técnicas Paramétricas

A abordagem paramétrica € assim chamada porque atribui uma distribuicdo
de probabilidade especifica para o tempo de sobrevivéncia. Nessa abordagem é
possivel utilizar modelos de regressao e incluir covariaveis no modelo, para assim
estimar o efeito dessas covariaveis sobre a variavel resposta. O modelo selecionado
assume a distribuicado que melhor descreve os dados, modelando a relagao entre as
covariaveis e a variavel aleatéria com base na fungao dessa distribuicdo e em seus

parametros.
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Entre os modelos paramétricos, a classe denominada tempo de vida
acelerado é muito utilizada (Carvalho et al., 2011). Os modelos com as distribui¢cdes
exponencial, Weibull, log-normal e log-logistica sdo os mais utilizados. O modelo de
tempo de vida acelerado relaciona linearmente o logaritmo do tempo as covariaveis,

como pode ser observado na Equacéo 5:
In(T) = Bo + Bix1 + -+ Bpx, + 0ln (&) (5)

em que T é o tempo até o evento; x4, ., Xp S80 as covariaveis; 31, ...,Bp Sa0 seus
respectivos coeficientes ajustados; € € o termo de erro que se presume ter uma

distribuicao paramétrica particular e o € o parametro de escala.

As funcdes de densidade de probabilidade e fungbes de sobrevivéncia para

as distribui¢des citadas podem ser vistas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2.22 - Fung¢des de densidade de probabilidade e de sobrevivéncia para as
distribuicbes Exponencial, Weibull, Log-normal e Log-logistica.

Distribui¢cdes Funciio densidade de Probabilidade’ Funcao de Sobrevivéncia
t
Exponencial t) = dexp{—At S(tlx) = ex {— }
A>0,t>0 f© pt=1t} P exp(Bo + BTx)
" 1
Weibull t) = Ayt Lexp {—At" S(tlx) = ex —( )0
y,1>0,t=0 f® ’ Pl J () P exp(fo + BTx)
1 1/In() — u\° —In(t) + + BTx
Log-normal  f£(t) = expi—= u S(tlx) =® O +5 +8
6>0,t>0 tov2m 2 o o
: Sl -
Y= X) =
Log-logistica £(¢) = g " %
YA>0,t>0 (1 + Atr)? 1+ ( T )
exp(Bo + B"x)

1 A=— In= Logaritmo natural; ® = fungéo de distribuigdo acumulada

exp (Bo+B"x)’

Q|

y:

da distribuigdo normal padrao.
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Além das distribuicdes pertencentes aos modelos de tempo de vida acelerado,
podem ser ajustadas outras distribuicbes como a normal, logistica, etc.

Na pratica, a escolha da distribuicdo paramétrica a ser utilizada envolve a
comparagao do ajuste do modelo utilizando diversas distribui¢des distintas, como
realizado em Martins Filho et al. (2023).

1.2.3. Técnicas Semiparamétricas

O modelo de regressao de Cox, ou modelos de taxas de falhas proporcionais
(Cox, 1972), também possibilita a analise de dados em que a variavel resposta € o
tempo até a ocorréncia do evento, incluindo covariaveis no modelo.

O modelo de taxas de falhas proporcionais de Cox, estima o efeito das
covariaveis a partir da proporcionalidade entre as fungdes taxa de falha de dois grupos
de individuos sem a necessidade de pressupor qualquer distribuicdo para o tempo de
sobrevivéncia (Carvalho et al., 2011). Ele é classificado como uma técnica

semiparameétrica pois € composto pelo produto de dois componentes, um nao
paramétrico, h(t), e o outro paramétrico, exp( 87 x). Esse modelo pode ser expresso

pela Equacéo 6:

hi(t) = ho(t)exp {B1x1 + Boxp + -+ Bpxp} (6)

Tém-se que h;(t) & a taxa de falha para o grupo i em fungéo do tempo t,

ho(t) € a fungéo taxa de falha de base e B é o vetor de parametros associados as

covariaveis.

De acordo com Colosimo e Giolo (2024), o modelo de regressdo de Cox
também é denominado modelo de taxas de falha proporcionais pois a razdo das taxas
de falha para dois individuos quaisquer € constante ao longo do tempo.

Esse modelo é mais flexivel se comparado aos modelos paramétricos, e para
o termo hy(t) ndo & assumida nenhuma distribuigdo especifica, sendo derivada

diretamente dos dados (McNair et al., 2012), o que torna o modelo mais adequado
para lidar com dados complexos. Além disso, os resultados podem ser faciimente

interpretados em termos da razdao de taxas de falhas proporcionais. Por esses
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motivos, segundo Colosimo e Giolo (2024), o modelo de regressao de Cox passou a
ser o mais utilizado em estudos clinicos.

Destaca-se a importancia da suposigao de proporcionalidade para a utilizagao
efetiva da regressédo de Cox. Essa suposicédo postula que a razao das taxas de falha
para dois grupos quaisquer ndo depende do tempo e por isso as taxas de falha sao
proporcionais.

Assim, é crucial validar essa suposicdo para garantir a robustez dos
resultados da analise (Struthers e Kalbfleisch, 1986). Normalmente, essa validagao &

conduzida por meio de testes formais, como o teste de correlagdo de Pearson (p)

entre os residuos padronizados de Schoenfeld (1982) e alguma fungéo do tempo g(t)
para cada covariavel, ou visualmente, por meio de graficos do log da fungéo taxa de
falha acumulada versus o tempo. Valores de p proximos de zero indicam evidéncias

a favor da nao rejeigao da suposigcao de proporcionalidade (Ng'andu, 1997). Curvas
nao paralelas sinalizam desvios dessa suposicdo, enquanto situagdes extremas de
violag&do ocorrem quando as curvas se cruzam (Bogaerts et al., 2017).

Seja nos modelos paramétricos ou semiparamétricos, ao empregar
abordagens baseadas em modelos probabilisticos, € necessario estimar os
parametros desses modelos com base nas observacgdes disponiveis, a fim de alcangar
o modelo final. Na literatura, sdo abordados varios métodos para a estimacédo de
parametros. Contudo, de acordo com Colosimo e Giolo (2024), quando se lida com
dados censurados, o método da maxima verossimilhangca emerge como uma escolha
apropriada em contextos paramétricos, enquanto a maxima verossimilhanca parcial —

proposta por Cox (1972) - se destaca na abordagem semiparamétrica.

1.3. Analise de sobrevivéncia aplicada em germinagao de sementes

Em estudos de germinacdo e emergéncia de sementes, o tempo até a
emergéncia da radicula ou até que a plantula se torne visivel acima do solo ou
substrato pode ser uma variavel de interesse. Dessa forma, a analise de sobrevivéncia
se destaca como uma ferramenta poderosa para modelar e interpretar esses dados
(Scott e Jones, 1982; Onofri et al., 2010; McNair et al., 2012; Manso et al., 2013).

A aplicacdo dessa abordagem permite considerar a presenga de dados

censurados, uma vez que o tempo exato de germinagéo ou emergéncia pode n&o ser



25

conhecido, resultando em dados incompletos. Nesse cenario, a germinagao pode ser
considerada como um processo qualitativo de resultado binario, onde 1 corresponde
a ocorréncia do processo de germinacao (falha) e 0 a auséncia desse evento
(censura). Embora a censura seja altamente relevante em estudos de germinagéo, de
acordo com Onofri et al. (2010), ela é frequentemente negligenciada e esse fato pode
levar a resultados tendenciosos.

No contexto da germinacdo e emergéncia das sementes e levando em
consideracao o esquema de monitoramento empregado Onofri et al. (2011) definem
a censura a direita quando as sementes ainda sdo viaveis, mas o tempo de
germinagao ou emergéncia € maior do que a duragdo do experimento; nesse caso,
elas devem ser incluidas na analise estatistica, pois ainda podem germinar. A censura
a esquerda quando, no primeiro momento de avaliagdo, algumas sementes ja
germinaram ou emergiram, de modo que sO6 se sabe que o tempo desse evento
ocorreu antes da primeira avaliagdo. E a censura intervalar quando o tempo exato de
germinagao ou emergéncia nao é conhecido precisamente, mas esta entre duas datas
sucessivas de monitoramento.

Além disso, Onofri et al. (2011) destacam que a relevancia pratica dessas
formas de censura pode variar de acordo com o tipo de monitoramento utilizado. Em
ensaios de germinagao de sementes com avaliagdes regulares e frequentes, como
monitoramentos diarios, € provavel que apenas a censura a direita tenha um impacto
significativo nas analises. Em contrapartida, em esquemas de monitoramento mais
espagados e irregulares, tanto a censura a esquerda quanto a censura intervalar
devem ser consideradas.

A analise de sobrevivéncia € uma técnica estatistica eficiente para explorar
como diferentes fatores afetam o processo de germinagdo de sementes, aplicando
uma modelagem adequada para dados que consideram o tempo até a ocorréncia de
eventos, como a propria germinagao. Entre os fatores frequentemente analisados
estdo a temperatura (Cristaudo et al., 2014; Solarik et al., 2016), o tempo de
armazenamento (Cristaudo et al., 2014), as caracteristicas fisicas das sementes
(Barak et al., 2018) e o envelhecimento acelerado (Adegbola e Pérez, 2016; Genna e
Pérez, 2016). Além disso, a andlise de sobrevivéncia também permite avaliar a
influéncia da dispersao de sementes por animais (Tang et al., 2012; Harich et al., 2016;
Ortega-Flores et al., 2018), ampliando as possibilidades de interpretacdo sobre as

interagcdes entre plantas e animais, bem como a dindmica reprodutiva das espécies.
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Essa modelagem utiliza a fungdo de sobrevivéncia, que, neste contexto,
representa a probabilidade de uma semente nio ter germinado até um determinado
momento. Para construir um grafico que ilustre a probabilidade de germinagc&o ao
longo do tempo, € necessario recorrer a fungao de sobrevivéncia acumulada. A fungao
de risco, por sua vez, descreve a probabilidade instantdnea de germinagdo em cada

momento, desde que a semente ainda nao tenha germinado

1.4. Censura Intervalar

A censura intervalar é frequentemente encontrada em estudos longitudinais
de saude publica, ensaios clinicos de longo prazo e pesquisas de campo que
envolvem coleta de dados em intervalos espacados. Essa forma de censura pode
resultar de limitagbes logisticas, financeiras ou praticas na observagao continua dos
eventos de interesse.

Segundo Lindsey e Ryan (1998), os casos de censura com tempos exatos de
falha, censura a esquerda e censura a direita, sdo casos especiais de dados de

sobrevivéncia intervalar. Quando os tempos de falhas sdo exatos, observa-se que
esse intervalo possui limite inferior e limite superior iguais, ouseja, L. = T = U.Em
situacdes de censura a direita, o limite inferior do intervalo corresponde a ultima data

de analise, enquanto o limite superior se estende até o infinito, ou seja, T € (L, o),

onde L representa o tempo decorrido desde o inicio do estudo até a Ultima avaliago.
Na censura a esquerda, o tempo inferior € zero, e o limite superior é estabelecido
como o dia de inicio do experimento, ou seja, T € (0, U], onde U representa o tempo

decorrido entre o inicio do estudo até a primeira avaliagao.

Uma abordagem alternativa comum para analisar os dados € assumir que o
evento ocorreu no final, no inicio ou no ponto médio de cada intervalo e, em seguida,
aplicar métodos para tempo de falha exato. No entanto, esta abordagem pode
conduzir a vieses e levar a inferéncias invalidas, principalmente quando se trata de
intervalos de maior comprimento (Rucker e Messerer, 1988; Brookmeyer e Goedert,
1989; Odell et al. 1991).

Contudo, dentro da analise de censura intervalar, existem abordagens
especificas para estimar a fungédo de sobrevivéncia, categorizadas em técnicas nao

parameétricas, paramétricas e semiparamétricas.
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1.4.1. Estimador nao paramétrico de maxima verossimilhan¢ca sob censura

intervalar

A busca pelo estimador nao paramétrico (NP) da fungao de sobrevivéncia sob
censura intervalar demanda a criacdo de um conjunto de intervalos. Esses intervalos

sao definidos com base em uma sequéncia de tempos que abrange todos os extremos
dos intervalos esquerdo e direito, variando de 0 até o m-ésimo termo. Sdo conhecidos
como intervalos de Turnbull, ou regides de possivel massa e sao representados por

(pj , qj], para j = 1,...,m. Segundo Anderson-Bergman (2017), foi demonstrado

que sao esses os intervalos onde se atribui a probabilidade de ocorréncia de eventos.

Essa abordagem de identificagdo de intervalos de possivel massa é
fundamental para a estimativa ndo paramétrica da funcao de sobrevivéncia em dados
censurados por intervalo, permitindo concentrar a analise nos intervalos onde eventos
podem ocorrer, o que simplifica o processo de estimativa da funcado de sobrevivéncia.

Peto (1973) observou que a probabilidade atribuida a cada um desses
intervalos é bem determinada. No entanto, dentro de cada intervalo, ndo ha
informacdes sobre como essa probabilidade ¢ distribuida, podendo afirmar que ha a
possibilidade de eventos ocorrerem dentro desses intervalos, mas nido & possivel
garantir que eventos de fato ocorrerdo neles.

Para determinar as regi6es de possiveis massa Peto (1973) e Turnbull (1976)
propuseram o seguinte algoritmo. Considere (L;, U;] (i = 1,...,n), os intervalos

de tempo que ocorreram o evento de interesse para n individuos analisados. Todos
os pontos de extremidade (inicio ou fim dos intervalos) sdo ordenados em ordem
crescente. Além disso, € registrado se cada ponto € o inicio (esquerdo) ou o fim
(direito) de um intervalo. Os intervalos de possivel massa sédo os intervalos que
possuem um ponto de extremidade esquerda seguido imediatamente por um ponto
de extremidade direita.

A proxima etapa do processo de estimativa da fungdo de sobrevivéncia é

estimar a probabilidade atribuida a cada um desses intervalos. Define-se entao o vetor

s = (S1,...,Sm)", onde cada s; ¢ calculado como s; = P(p; < T < q;) = S(p;) —
S(qj). Dessa forma, a verossimilhanga (Equacgao 7) depende apenas dos valores em

pjeq; (j = 1,...,m) e ndo de como a fungdo evolui entre esses pontos, assim a
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busca pelo Estimador de Maxima Verossimilhanca (MLE) da fungéo S pode ser restrita

a esses intervalos.
Portanto, em um estudo com n individuos, para determinar a MLE da fungao

S, € necessario maximizar a fungao de verossimilhanga:

= l—[ Zaijsj (7)

em que @;; € uma variavel indicadora cujo valor assume 1, se o intervalo (L; , Ui]

contém o intervalo de observagéo (pj , qj] e 0 caso contrario.

E importante notar que o NPMLE para a fungéo de sobrevivéncia corresponde

a nao ocorréncia do evento dentro cada intervalo de Turnbull (pj ) qj], ou seja, a

sobrevivéncia para um tempo t pertencente ao intervalo j de Turnbull é 1 — Sj, nao

sendo especificada dentro do intervalo.

No contexto da estimativa ndo paramétrica da funcdo de sobrevivéncia, o
objetivo é estimar essa fungdo sem assumir uma forma funcional especifica para a
distribuicao dos dados. Isso implica ndo fazer suposicoes sobre a forma da funcéo de
distribuicdo de probabilidade. Para alcangar esse objetivo, sao utilizados algoritmos
iterativos como o algoritmo EM, ICM ou a combinagdo de ambos (Bogaerts et al.,
2017).

O algoritmo convencional é o algoritmo de Turnbull (1976), uma generalizagao
do estimador de Kaplan-Meier, que € uma aplicagdo do algoritmo EM (Dempster et

al., 1977). Este procedimento consiste nos seguintes passos:

1) Os valores de s; iniciais s&o calculados pelos valores estimados para S(p;) e S(q;)

por Kaplan-Meier, considerando os tempos de falha de p; e qj-

2) Estimar o numero de eventos ocorridos em q; (Equagao 8).
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3) Obter o nimero estimado em risco no tempo q; (Equagao 9).

4) Atualizar o estimador produto-limite usando os resultados dos passos 2 e 3

(Equacéo 10).

. d;
S(t) = 1_[<1 — n—j) (10)

tht
Se a estimativa estiver proxima da anterior para todo q; o procedimento

termina, caso contrario deve se repetir os quatro passos anteriores com as novas
estimativas.

Conforme Anderson-Bergman, o algoritmo EM demonstrou lentiddo em
relagdo ao numero de iteragdes. Como alternativa para acelerar o processo, foi
desenvolvido o algoritmo ICM (Groeneboom e Wellner, 1992). Esse algoritmo foi
originalmente formulado utilizando processos estocasticos e algoritmos de regresséo
isotdnica, mas aqui sera apresentado como uma especificagdo do método de
otimizagdo conhecido como GGP (Bertsekas, 1982; Mangasarian, 1996), com o
objetivo de estendé-lo ao modelo semiparamétrico.

O algoritmo ICM iterativamente atualiza as estimativas da funcédo de
distribuicdo acumulada até convergir para uma solugdo que maximiza a log-
verossimilhanga dos dados censurados por intervalo conforme definida pela Equacao
11:

L= ) logl{1—F(L)}~ (1= FW (1)
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Para alcancgar essa solugao, o algoritmo utiliza informagdes do gradiente e da
Hessiana da fungao de verossimilhanga, garantindo que as atualizagdes preservem a
validade da funcao de distribuicdo acumulada.

O valor inicial da funcido de distribuicdo acumulada F pode ser calculada
tratando os dados como censurados a direita. Assim, 0 primeiro passo consiste em
calcular a primeira derivada parcial (gradiente) VL e a segunda derivada parcial
(hessiano) da fungao de verossimilhanga L em relagéo a F, para entdo construir uma
matriz diagonal G a partir dos valores negativos da matriz hessiana da funcao de
verossimilhanca.

Em seguida, a estimativa da funcao de distribuicdo acumulada é atualizada
(Equacéo 12). Uma projegao no intervalo restrito R ponderada por G (Equagao 13) é

utilizada para garantir que Fm+1) seja novamente uma fungao de distribuicao:

Fm+D) = proj [F™ + G='VL,G, R] (12)
k
Projly,G,R] = argmin » (y; — 5)?G;:0<s5; << 5, <1 (13)

=1

emque R={F:0<F(s;) << F(sy) <1} para 54, ..., S, 0s pontos em que F
pode ter saltos, sendo determinados pelos intervalos de Turnbull.

Proj é apenas um problema de regressao por minimos quadrados isotonica
e, portanto, pode ser eficientemente realizado por alguns algoritmos bem conhecidos,
como o algoritmo de violadores adjacentes ao grupo (PAVA) (Robertson, Wright e
Dykstra, 1988).

O processo de iteragdo, desde o calculo do gradiente e do hessiano, é
repetido até que a estimativa convirja para um valor estavel. Isso pode ser
determinado monitorando a mudanca na estimativa entre iteracbes sucessivas e
comparando-a com um critério de convergéncia predefinido.

Apesar de possuir vantagens, esse algoritmo apresentou um desempenho
inferior em casos em que o algoritmo EM tinha um desempenho excelente,
especialmente quando havia muitas observagcdes nao censuradas.

A combinacéao dos algoritmos EM e ICM para a formacao do EMICM (Wellner

e Zhan, 1997) levou a uma melhoria de desempenho. Nesse método, a etapa ICM do
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algoritmo busca a NPMLE no conjunto de todas as estimativas autoconsistentes
especificadas pelas iteracbes EM.

Com a finalidade de acelerar este algoritmo, Anderson-Bergman (2017)
propbés uma implementacéo eficiente do algoritmo EMICM. Em seu artigo, ele mostrou
que, embora teoricamente semelhante ao algoritmo original, essa nova
implementagao € consideravelmente mais rapida que as alternativas do EMICM e
outros algoritmos concorrentes. Isso permite a analise de conjuntos de dados com

varias ordens de magnitude maiores do que era possivel anteriormente.
1.4.1.1. Teste de Fleming-Harrington para dados com censura intervalar

O teste de hipdtese de Fleming e Harrington é uma versao do teste de log-
rank ponderado, utilizado para comparar duas ou mais fungdes de sobrevivéncia.

Proposto por Fleming e Harrington (1991), este teste é aplicavel apenas a dados
censurados a direita. Para contornar essa limitagéo, sabendo que os parametros p e
y indicam a sensibilidade do teste as variagdes nos riscos de ocorréncia dos eventos,

ao longo dos diferentes periodos de acompanhamento, Oller e Gémez, em 2012,

propuseram uma extensao desse teste para dados censurados por intervalo.
Sejam p =0,y = 0. Paraj =1,...,], tém-se definido ij’y (Equagao 14)

Como 0s pesos que especificam os testes:

(1-8(q;); v+1,p)— B(1=S(p;);v+1p)

S(p;) — S(a;)

. B
wf” = $(p)) (14)

em que, B(y;a,b) = fgxa_l (1 — x)?~1 dx é uma fungao beta incompleta, para

y=0,a>0b=0.

Assim como ocorre com dados censurados a direita, € possivel desenvolver
testes sensiveis para comparar curvas em qualquer periodo do tempo, avaliado por
meio de escolhas apropriadas dos valores de p e y. O parametro p controla a énfase
dada as diferencas na taxa de falha no inicio do estudo, enquanto y destaca variagdes

no meio ou no final (Oller e Langohr, 2017).
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Por exemplo, em um ensaio de germinagdo, para investigar se uma
temperatura afeta mais a sobrevivéncia no inicio, escolhe-se ¥y = 0 e aumenta-se p
para destacar diferencas mais pronunciadas nesse periodo. Se for previsto um efeito

mais evidente no meio ou no final do estudo, opta-se por p = ¥y > 0 ou p = 0,
aumentando y para enfatizar essas fases.

Quando p = 0 e y = 0, o teste adota uma abordagem semelhante ao teste

log-rank classico, que é apropriado quando ndo ha necessidade de ajustar para
variagdes nas taxas de falha ao longo do tempo. Isso permite a comparacgéao de curvas

de sobrevivéncia entre grupos sem considerar diferencas especificas em diferentes
fases do acompanhamento. Além disso, quando p =1 e y =0, o teste se

assemelha ao teste de Prentice-Wilcoxon, que é sensivel a diferengas no inicio das

distribuicbes de sobrevivéncia (Bogaerts et al. 2017).
Essa flexibilidade na escolha dos parametros p e Yy permite que os

pesquisadores ajustem os testes de sobrevivéncia de acordo com as caracteristicas
especificas dos dados e as hipoteses de pesquisa, maximizando assim a capacidade
de detectar diferengas significativas entre os grupos estudados.

Como foi apresentado anteriormente para dados sem censura intervalar, a
estatistica do teste log-rank ponderado é baseada na diferenga entre os numeros de
eventos observados e esperados (humerador da Equagao 4), sob hipotese nula de
que nao ha diferenca entre as duas fungdes de sobrevivéncia.

Esses valores sdo obtidos para cada tempo de falha j da amostra combinada

obtida pela fusdo dos tempos de sobrevivéncia de ambos os grupos.

Para comparar trés ou mais (k) curvas, pode-se estender esse procedimento

e calcular o vetor U= (Uy,...,Ux)T (Equagdo 15). Como Dj), segue uma
e . f . Njk
distribuicdo hipergeométrica, pode-se afirmar que Ekj = n—ij. Dessa forma o k-

ésimo componente do vetor U é uma diferenca ponderada integrada entre as fungdes

de risco estimadas da k-ésima curva e do geral (Equagéo 16).

]
Ug = ZW]‘ (Djx — Exj) (15)
=1
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]
D; D;
_ Jk j)
U= ) i (?‘7) (16)
=1 jk a)

Na comparacdo de duas ou mais curvas de sobrevivéncia em dados
censurados por intervalo, a estatistica do teste log-rank ponderado compara o numero
de eventos observados e esperados em cada regido de suporte da funcdo de
sobrevivéncia, estimada pelo método ndo paramétrico (NPMLE) na amostra

combinada. De forma geral, a estatistica do teste utilizado para esses cenarios (Fay,
1999) também pode ser definida pelo vetor U = (Uy,...,Ux)T (equagdo 16 e
equagao 17).

Nesse caso, Djk (Equagao 17) e n;;, (Equagao 18) sédo as estimativas do
numero total de eventos no k-ésimo grupo ocorrendo no j-ésimo intervalo (pj , qj]

€ 0 numero em risco imediatamente antes desse intervalo, respectivamente.

Djr = NifSk(p;) — Sk(a;)} (17)
e
njk = N Si(p;) (18)

Enquanto Dj (Equagdo 19) e nj (Equagao 20) representam essas mesmas

quantidades na amostra combinada referente ao j-ésimo intervalo (pj , qj].

D; = n{8(p;) = S(4,)} (19)

P

n; =n3(p;) (20)
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1.4.2. Técnica Paramétrica sob censura intervalar

Os modelos paramétricos ja apresentados na sec¢ao 1.2.2 também sao
aplicados na censura intervalar. Esses modelos assumem uma distribuicdo especifica
para os tempos de sobrevivéncia e usam parametros para descrever essa distribuicio.
Conforme destacado por Bogaerts et al. (2017), sob as premissas adequadas, a
funcdo paramétrica de sobrevivéncia estimada tende a proporcionar resultados mais
precisos em comparacao com o NPMLE.

Assim, como antes, o método da maxima verossimilhanca é utilizado para
estimar os parametros do modelo especificado. Segundo Sun (2006), a principal
vantagem das abordagens paramétricas é que a sua implementacao € simples em
principio e a teoria padrdo da maxima verossimilhanga geralmente se aplica. Nesse
caso, para a construcao da funcao de verossimilhanca a natureza intervalar dos dados
deve ser levada em consideragao analisando qual a contribuicdo de cada individuo
(Tabela 1.3).

Tabela 1.4.23 - Contribuigbes de cada individuo para a fungéo de verossimilhanga na
estimacéo dos parametros dos modelos paramétricos sob censura intervalar.

Individuo T Contribuicao
Com tempo exato de falha T =t f(t)
Censurado a direita T € (L,) S
Censurado a esquerda T € (0,U] 1-S)
Com tempo intervalar T € (L, U] S(H-Sw)

Dessa forma, a funcéo de verossimilhanga em relagdo ao vetor de parametros
(@) do modelo, para cada individuo i, com T; € (L;, U;] ou T; € (L;, %], fica definida
pela Equacéo 21:

n

L(8) = | [15Cilxd - SGuilx)

i=1
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S

L(O)= | [[SClx) — S(u|x)1% [S(|x)] 0 (21)

i=1

em que X; € o vetor de covaridveis associado ao i-ésimo individuo; §; uma variavel
indicadora que assume 1 se o evento ocorreu no intervalo (L; , U;], ou assume 0, se

ndo ocorreu até L;.

Para selecionar o melhor modelo paramétrico, de acordo com Bogaerts et al
(2017), é possivel usar critérios de informacao como o AlC - Critério de Informacéo de
Akaike (Akaike, 1973) e o BIC - Critério de Informagao Bayesiano (Schwarz, 1978).
Tanto o AIC quanto o BIC sdo medidas que penalizam a complexidade do modelo, o
que significa que modelos mais simples e parcimoniosos séo favorecidos.

Na pratica, pode-se ajustar varios modelos com diferentes distribui¢gdes e, em
seguida, comparar seus valores de AIC ou BIC. O modelo com a menor dessas
estimativas € considerado aquele que melhor se ajusta aos dados (Emiliano et al.,
2009).

1.4.3. Técnica Semiparamétrica sob censura intervalar

Assim como nos modelos com tempo exato de falha, o modelo semiparamétrico
de Cox emerge como uma alternativa para conjuntos de dados com censura intervalar
em que nao foi possivel encontrar um modelo paramétrico que se ajustasse bem.

O modelo de taxas de falhas proporcionais de Cox (Cox, 1972), adaptado para
a censura intervalar, mantém a mesma estrutura basica apresentada na se¢ao 1.2.3,
com modificagdes necessarias para lidar com a censura. O ajuste do modelo
considera a contribuicdo de cada individuo para a fung¢ao de verossimilhanga, levando
em conta a incerteza nos tempos de falha (Finkelstein, 1986).

No contexto intervalar a contribuicdo de cada individuo para a funcido de
verossimilhanga é a que esta especificada na Tabela 3. Dessa forma, a funcédo de
verossimilhanga é definida pela Equagéo 22:

n

1©) = | [15CiIx — SCuilx)]

i=1
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L(O) = | |[[So)]1e* B3] — [[So (u;)]e*P B2

i=1

1©) = | [[11 - Fo1o® "] = [1 - H@]® ¥ @2)

em que S, (.) é a fungdo de sobrevivéncia de base e F(.) é a respectiva fungdo de
distribuicdo acumulada de base.

Para maximizar L(0) = InL(0) com 6 = (F,,B) dessa fungdo de
verossimilhancga, uma extensao do algoritmo ICM para o modelo de Cox, no contexto
de dados censurados por intervalo, foi proposta por Pan (1999).

O algoritmo ICM original, foi desenvolvido para dados intervalares sem
covariaveis. Por outro lado, o algoritmo ICM estendido para o modelo de Cox € uma
adaptacado desse método para incorporar covariaveis no modelo (Bogaerts et al.,
2017). No contexto do modelo de Cox, o objetivo € maximizar a verossimilhanga do
modelo, realizando iteragées conjuntas para estimar a distribuigdo acumulada da
variavel de interesse (equagao 23) e os parametros de regressao das covariaveis
(equacao 24).

Da mesma forma que o valor inicial da fungdo de distribuigdo acumulada F,
pode ser calculada tratando os dados como censurados a direita, os valores dos
parametros da regressdo também podem ser determinados dessa maneira.

Para o ICM estendido é necessario calcular os gradientes V,L e V,L, da
fungdo de verossimilhanga L em relagdo a F,, e em relagdo aos parametros da
regress&o. E necessario também calcular as matrizes hessianas para a construgéo de
G e G,.

Em seguida atualiza-se a estimativa da fungdo de distribuicdo acumulada e
dos parametros, através das Equacdes 23 e 24:

Fo(m+1) — PTOj [FO(m) + a(m)Gl_lvlL , Gl’R] (23)
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(m+1) — pim) 1 (MG ~1y, |,
B B a 2 V2 (24)

Proj é uma operagao de projecdo que garante que a nova estimativa F, (m+1)

seja uma funcédo de distribuicdo adequada. Tém-se também que a™ & uma

constante e pode ser escolhida utilizando a  férmula a(™m=

max{—: L(F™ ™, ™) > L(F,™, B™), i =0,1,2,...}.

1.4.4. Dados Grupados

Os dados grupados sdo um caso especifico de censura intervalar em que
todos os individuos da amostra sdo avaliados sempre nos mesmos intervalos de
tempo. Esse tipo de dado é caracterizado por possuir muitos empates, ou seja,
ocorrem mais de uma falha com o mesmo tempo.

Segundo Colosimo e Giolo (2024), existem na literatura trés propostas para
trabalhar com dados grupados: (1) utilizar a fungao de verossimilhanga parcial exata
no contexto do modelo de taxas de falha proporcionais; (2) utilizar aproximacgdes para
a fungdo de verossimilhanga parcial no contexto do modelo de taxas de falha
proporcionais; (3) utilizar modelos de regressao discretos.

Devido a ocorréncia de empates, a ordenagao crescente dos dados de tempo

de falha torna-se inviavel, tornando a estimativa do vetor de parametros associados
as covariaveis, B, uma tarefa de extrema complexidade. Para abordar essa questao,

foram propostas aproximagdes para adaptar a fungao de verossimilhanca parcial
(Breslow, 1972; Peto, 1972; Efron, 1977; Farewell e Prentice, 1980), permitindo assim
a incorporacao dos empates no modelo de taxa de falha proporcional.

Quando existe um alto numero de empates, a saida é reconhecer a natureza
discreta dos tempos de falha, para isso, pode-se assumir que os tempos latentes de
falha vém de um modelo de taxas de falha proporcionais continuo (Prentice e
Gloeckler, 1978), de um modelo de chances proporcionais (Hosmer e Lemeshow,
2000) ou de um modelo log-normal generalizado (Silveira et al., 2010).

As aproximacdes a fungao de verossimilhancga parcial sdo mais apropriadas
quando ha poucos empates (Colosimo e Giolo, 2024). No entanto, determinar com

precisdo a quantidade de empates pode ser uma tarefa desafiadora. Chalita et al.
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(2002) propuseram uma regra empirica, descrita na Equagao 25, que oferece um

critério pratico para a tomada de decisao.

d—k
n

(25)

pe =

em que pe representa a proporgéo de empates, d € o nimero de falhas, k € o nimero
de falhas distintas e n é o total de individuos.

Se pe for menor que 20% ent&do deve ser utilizado o modelo continuo com
aproximagdes para a funcdo de verossimilhanca parcial. Se pe estiver na faixa de
20% a 25%, ambos os modelos podem ser considerados. Contudo, se pe for superior

a 25%, é aconselhavel adotar um modelo discreto.

1.4.4.1. Regressao Discreta

Ao agrupar os tempos de vida em k intervalos I; = [t;_4,t;), a fungédo de

verossimilhancga é escrita em termos da probabilidade de falha do i-ésimo individuo

no intervalo Ij, dado as covariaveis e dado que esse individuo estava vivo em tj_l,

como definido na Equacéo 26:
pj(xl-) = P[Tl < tj|Ti > tj_l,xl-] (26)

Como a contribuicdo de uma observagao censurada e de uma observacao
ndo censurada para a fungdo de verossimilhanca, s&o, respectivamente [ {1 —
pr(x)} . {1—pi1(x)}]e [{1—-p(x)}...{1— pj1(x)}]pj(x;), a

fungéo de verossimilhanca L(6) é dada pela Equacéo 27:

k

o) =] || [tr @y (1 - pyexye-o @7)

j=1 iERj
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em que R; é o conjunto de individuos emriscoem t;_;; e Sij € uma variavel indicadora
para o tempo de vida, (Sij = 0, se for censurado e (Sij = 1 caso contrario.

A probabilidade p;j(x;) na estrutura da regressdo discreta, € comumente

modelada empregando um modelo de riscos proporcionais ou um modelo de chances
proporcionais na fungcdo de verossimilhanca, resultando em modelos para dados

grupados em sobrevivéncia.

Considerando o modelo de riscos proporcionais, tem-se p; (x;) definida pela

equacao 28:

pi(x) = 1— y;o® %) (28)

So(t;
o)) .J = 1,...,keS, éafuncéo de sobrevivéncia de linha de base.
So(tj-1)

emaquey; =

Ao adotar a abordagem de chances proporcionais, tem-se p; (x;) definida

pela equacéao 29:
pj(x;))=1—{1+ y;exp(B"x;)}! (29)

p;(0)
1-p;(0)

emquey; = J =1,... k.

Os modelos de riscos proporcionais e de chances proporcionais podem ser
linearizados utilizando diferentes transformacdes. No modelo de riscos proporcionais,
isso € alcangado por meio da fungédo de ligagdo complemento log-log (cloglog), ou

seja, In[—In(1— p;j(x;)]. Enquanto no modelo de chances proporcionais, &

pj(xi)

). Assim, esses modelos podem ser
1-pj(xp)

utilizada a funcgéo de ligagao logito, In (

ajustados empregando meétodos usuais para modelagem de dados binarios.
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CAPITULO 2: ANALISE DE SOBREVIVENCIA COM CENSURA INTERVALAR
APLICADA NA GERMINACAO DE SEMENTES DE PITAIA.

2.1. Resumo

A analise de sobrevivéncia € recomendada para ensaios de germinagao de
sementes devido a presenca de censura. Em muitos casos, o momento exato da
germinagao nao pode ser determinado devido as observagdes serem realizadas em
intervalos, resultando em censura intervalar. Para lidar com esse tipo de dado, existem
técnicas especificas que podem ser empregadas. Assim, esse estudo avaliou o0 uso
de métodos de sobrevivéncia com censura intervalar na germinagéo de sementes de
pitaia (Hylocereus spp.), utilizando também técnicas para dados grupados, um caso
particular de censura intervalar. Quatro metodologias foram aplicadas: i) algoritmo
EMICM para o efeito combinado do tempo de armazenamento e luz; ii) regressao
paramétrica para o efeito conjunto do local e tempo de armazenamento; iii) regressao
semiparamétrica para o método de extragdo; e iv) regressdo discreta em dados
grupados para o efeito combinado do armazenamento e temperatura. A germinagéo
das sementes foi contabilizada semanalmente por quatro semanas. Como o tempo
exato de falha ndo era conhecido, as sementes foram consideradas censuradas por
intervalo e aquelas ndo germinadas até o fim do experimento foram consideradas
censuradas a direita. Os resultados obtidos foram consistentes com as técnicas
tradicionais, mas com o diferencial de permitir o estudo detalhado da trajetéria das
sementes até a germinacdo, além de incorporar adequadamente as censuras na
analise. Embora os dados apresentem poucos tempos de observacao e altas taxas
de empates, a aplicacdo dos métodos €& valiosa para estabelecer padrées e
conclusdes sobre a germinagao das sementes de pitaia. Dessa forma, esses métodos
sao particularmente relevantes ao lidar com dados censurados intervalares em

estudos de germinagéao, fornecendo uma analise mais completa e precisa.

Palavras-chave: Hylocereus spp., Armazenamento, Temperatura, Tipos de luz,
Extracdo de semente, Tempo até o evento, técnicas tradicionais.
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2.2. Introducgao

A analise de sobrevivéncia examina o tempo até a ocorréncia de um evento
de interesse a partir de um ponto inicial de observacgao (Silveira et al., 2010). Nos
estudos sobre germinacao de sementes, o evento de interesse é a germinacgao, e o
objetivo é estimar a probabilidade de as sementes germinarem ou nao até um

determinado momento do estudo. A funcdo de sobrevivéncia representa a
probabilidade de a semente ndo germinar até o tempo t. Desta forma, a probabilidade

de germinagao é calculada pela fungao de distribuigdo acumulada F = 1 - S(t).

Estudos de germinagdo de sementes s&o essenciais na agricultura para
avaliar a qualidade fisiologica e o vigor das sementes, além de orientar o planejamento
agricola (Barak et al., 2018). Também desempenham um papel crucial na pesquisa e
no melhoramento genético de plantas, ao identificar os fatores que afetam o potencial
de germinagéo das sementes e compreender os mecanismos de reparo de DNA que
mantém a viabilidade das sementes (Waterworth et al., 2019). No entanto, € comum
encontrar sementes que nao germinaram ao final do estudo, o que é considerado
censura, indicando a nao ocorréncia de germinagdo durante o periodo do
experimento.

Métodos convencionais, como ANOVA e regressdo, frequentemente
desconsideram as censuras em suas analises (Onofri et al., 2010), o que pode resultar
na subestimagdo de algumas estimativas, como o tempo médio e mediano de
germinagao (Scott e Jones, 1990). A analise de sobrevivéncia, por outro lado, € uma
abordagem alternativa capaz de lidar efetivamente com dados censurados.

Existem diversas situacdes em que as observacdes sao realizadas em datas
distantes, e o evento de interesse é detectado apenas durante essas observacoes,
tornando impossivel determinar o tempo exato de falha. Esse contexto resulta em um
caso especifico de censura, chamada censura intervalar, gerando dados conhecidos
como dados de sobrevivéncia intervalar (Colosimo e Giolo, 2024).

Para lidar com esse tipo de dado, existem técnicas nao paramétricas,
paramétricas e semiparamétricas especificas que podem ser empregadas. Os autores
Giolo et al., 2009; Gomez et al., 2009; Boruvka e Cook, 2015; Anderson-Bergman,
2017a, b; Vaca et al., 2021 discutem e aplicam alguns dos métodos estatisticos para

lidar com dados censurados por intervalo na analise de sobrevivéncia.
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Um caso particular dos dados de sobrevivéncia intervalar ocorre quando todas
as unidades amostrais compartilham os mesmos tempos de observagao. Nesse caso,
os dados censurados por intervalo, quando os intervalos sdo iguais, s&o denominados
dados de sobrevivéncia grupados (Giolo et al., 2009). Uma caracteristica distintiva
desses dados é a ocorréncia frequente de empates, ou seja, varios tempos de falha
no mesmo intervalo. Para lidar com esses empates de forma adequada, € necessario
tratar os tempos de falha como discretos e empregar modelos de regressao discreta
(Lawless, 2003).

Exemplos de estudos que utilizaram dados grupados incluem pesquisas sobre
os tempos de vida utilizando modelos de riscos proporcionais e modelos de chances
proporcionais (Colosimo et al., 2000; Liciana et al., 2006). Outros estudos também
exploraram modelos alternativos para dados de sobrevivéncia grupados, como o
modelo log-normal generalizado, proposto por Silveira et al. (2010).

Na aplicacdo dos métodos de censura intervalar, foram utilizados dados de
germinagao de pitaia. A pitaia, conhecida como "fruta-do-dragao" (Nishikito et al.,
2023), € uma fruta da familia Cactaceae e suas variedades comerciais mais comuns
pertencem ao género Hylocereus (Jalgaonkar et al., 2020). A pitaia destaca-se pelo
sabor refrescante e adocicado, além de ser rica em agua, minerais, vitamina C,
gorduras saudaveis, proteinas e fibras (Luu et al., 2021). Sua casca e polpa séo
usadas como corantes e ingredientes naturais nas industrias alimenticia e
farmacéutica (Nur et al., 2023). Embora domesticada recentemente, tornou-se popular
globalmente devido ao sabor e aparéncia exoticos, mas muitos aspectos dessa cultura
ainda precisam ser estudados (Shah et al., 2023).

A propagacéo clonal por meio de estaquia € o modo preferido de reproducao
em Hylocereus spp., usando estacas de caule (Le Bellec et al., 2006), ou cultura in
vitro (Hua et al., 2015). Entretanto, o uso de sementes & importante para o
melhoramento convencional e conservagao de recursos genéticos vegetais (Le Bellec
et al., 2006; Hernandez e Salazar, 2012).

O objetivo deste trabalho, de forma geral, o foi avaliar o uso dos métodos de
sobrevivéncia com censura intervalar para verificar a germinagao de sementes de
pitaia (Hylocereus spp.), mais especificamente, o uso dos métodos nao paramétricos,

paramétricos, semiparamétricos e dados grupados.
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2.3. Materiais e Métodos

Para estudar a aplicacéao dos métodos de censura intervalar, foram utilizados
dados de quatro experimentos publicados por Hernandez-Pridybailo (2018) e
descritos por Zerpa-Catanho et al. (2019). Nos experimentos foi avaliada a
germinagao de sementes de pitaia de polpa vermelha, das variedades Orejona (OR),
San Ignacio (Sl) e Criollo (CR).

Para os quatro conjuntos de dados os tempos exatos de germinagao das
sementes sdo desconhecidos. Sabe-se apenas que ocorreu entre os intervalos de
duas visitas consecutivas, realizadas semanalmente entre o sétimo e o trigésimo dia
apods o inicio do experimento. Dessa forma, os dados foram classificados como dados
de sobrevivéncia com censura intervalar e as sementes que nao germinaram até o
final do experimento foram consideradas censuras a direita.

Realizou-se uma analise preliminar aplicando quatro modelos distintos — nao
paramétrico, paramétrico, semiparamétrico e regressao discreta para dados
agrupados — aos quatro conjuntos de dados obtidos. A partir dos resultados, foi
possivel identificar o modelo mais adequado para apresentar em cada caso.
Entretanto, é valido ressaltar que todas as metodologias podem ser aplicadas a
qualquer um dos conjuntos de dados aqui analisados, desde que atendam as
condigbes exigidas por cada método e proporcionem resultados adequados,

considerando que todos os dados se referem a germinagdo com censura intervalar.

2.3.1. Estimador nao paramétrico de maxima verossimilhanca

Na abordagem nao paramétrica ndo € feita qualquer suposi¢do sobre a
distribuicdo probabilistica do tempo de sobrevivéncia T, essa é a abordagem mais

basica para analisar dados de sobrevivéncia com censura intervalar. Diferentemente
do estimador de Kaplan-Meier (Kaplan e Meier, 1958), o estimador da funcédo de
sobrevivéncia ndo paramétrico de maxima verossimilhanga (NPMLE), para dados
censurados por intervalo deve ser obtido por um algoritmo iterativo.

Turnbull (Turnbull, 1976) demonstrou que, para estimar a fungdo de

sobrevivéncia sob censura intervalar, pode-se simplificar o problema concentrando a
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analise exclusivamente nos intervalos de Turnbull denotados por (pj ) qj], paraj =

1,...,m.

As analises foram conduzidas com dados de um experimento que investigou
o efeito das luzes branca, vermelha, azul e da auséncia de luz na germinagao de
sementes de pitaia, armazenadas em camara fria por 12, 13 e 14 meses. Zerpa-
Catanho et al. (2019) observaram que o armazenamento em camara fria por até 12
meses ndo tem um impacto significativo na germinacdo das sementes. Com base
nessa constatacao, os pesquisadores realizaram experimentos a partir desse periodo,
avaliando os efeitos da germinagdo em intervalos mensais apdés os 12 meses de
armazenamento. Utilizou-se 225 sementes para cada combinacao de luz e tempo de
armazenamento. A germinacéo foi avaliada aos 7, 15, 22 e 30 dias, sendo considerada
a protrusao da radicula como critério.

Para cada condi¢do de luz em cada tempo de armazenamento, o conjunto
possui 225 individuos com intervalos de censura {(L;, U;],1 <i<225)}=
{(1,7],(7,15], (15,22}, (22,30], (30, oo ]}, os intervalos de Turnbull correspondente
séo dados por I = (p;, q;] = {(1,7],(7,15], (15,22}, (22,30],(30, ]}, para j =
1,...,5.

Como a fungao de sobrevivéncia estimada permanece constante fora desses

intervalos e é indeterminada dentro deles, pode-se definir a probabilidade do j-ésimo
intervalo de Tumnbull s; = P(p; < T < g;) = S(p;) — S(q;)- Dessa forma, o NPMLE

das fung¢des de sobrevivéncia para o conjunto de dados se reduz a maximizagao da

seguinte fungao de verossimilhanca:

225 [/ 5
i=1 \j=1

em que a;; € uma variavel indicadora cujo valor assume 1, se o intervalo (L; , Ui]

contém o intervalo de observagao (p;, q;] e 0 caso contrario.

Existem diferentes algoritmos para o calculo do NPMLE. Nesse trabalho ele
foi obtido a partir de um procedimento iterativo EMICM proposto por Wellner e Zahn

(1997) que combina os algoritmos EM e ICM. Com base nas estimativas das fungdes
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de sobrevivéncia, foram construidos graficos exibindo as curvas da fungédo de
distribuicdo acumulada da germinacao.

Apos estimar as fungdes de sobrevivéncia, foi testada a igualdade entre a
germinagdo em duas condicdes de luz em cada tempo de armazenamento,
combinando-os de dois em dois. Para essa andlise, foi empregada o vetor das
estatisticas ndo paramétricas do teste de Fleming e Harrington (1991) estendido para
dados censurados por intervalo por Oller e Gomez (2012).

Esse teste € uma versao do teste log-rank ponderado (Tarone e Ware, 1977),

que se baseia na comparagcao do numero de eventos observados e esperados para
cada j-ésima regido de suporte da funcéo de sobrevivéncia estimada pelo método ndo

paramétrico (NPMLE) na amostra combinada dos grupos.

J
Ug = ) wy (D = i) = Zw,( ¢ =Dy 2y
j=1

Nesse caso, Dj, = Nk{gk(pj)— Sk(qj)} e Ny = ngk(pj) sdo o
nimero estimado observado de eventos no k-ésimo grupo ocorrendo no j-ésimo
intervalo (p;, q;] e o numero em risco imediatamente antes desse intervalo,
respectivamente. Enquanto, Dj =n {S(pj) — S(qj)} en; =n S(pj) representam
essas mesmas quantidades na amostra combinada referente ao j-ésimo intervalo
(pj, q;]. O w;representa o peso dado ao teste.

Considerando p = 0,y = 0,tém-se paraj =1, ..., J:

v sy B(=S8(g;iv+1p)— B(1-S(p;)v+1p) (12
=5(e)) SOEEC) >

em que B(y;a,b) = fgxa_l (1 —x)?~1 dx & uma fung&o beta incompleta, para

y=0,a>0b=0.
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Esse teste foi implementado utilizando o pacote FHtest versao 1.5.1 (Oller e
Langohr, 2023) do software R versao 4.4.1 (R Development Core Team, 2024). Nesse
caso, os parametros do teste Fleming-Harrington foram p = 0 e y = 0, resultando em
um teste log-rank.

Na aplicagao do algoritmo EMICM foi utilizado o pacote icenReg verséao 2.0.16
(Anderson-Bergman, 2017b) do software R versao 4.4.1 (R Development Core Team,
2024).

2.3.2. Modelo Paramétrico

Os dados desta analise foram obtidos de um experimento que avaliou a
germinagao de sementes de pitaia armazenadas no escuro por 1, 2, 3, 5,7, 9 e 12
meses. As sementes foram armazenadas em dois locais: em condi¢gdes ambientais
(22,37 £ 0,18°C e 61,23 + 2,98% de umidade relativa) e camara fria (5,75 £ 0,08°C e
62,59 + 0,73% de umidade relativa). Utilizou-se 350 sementes para cada combinagéo
de tempo e local de armazenamento, com os registros da germinagdo obtidos
visualmente aos 7, 15, 22 e 30 dias, com a protrusao da radicula.

Para analisar esses dados, foi ajustado um modelo de regressao paramétrico
que pressupde uma distribuicdo de probabilidade para o tempo até a germinagéo. O
modelo considera as covariaveis tempo de armazenamento e o ambiente (camara fria

ou condi¢cdes ambientais), além da interagao entre elas, conforme o preditor linear:
N = ,éo + ﬁlarmaz + ,ézambfrio + [)33 (armaz * ambg,;,)

Neste modelo, armaz representa o tempo de armazenamento (em meses),
enquanto ambfn-o €@ uma variavel indicadora para o local de armazenamento,
assumindo o valor 1 para sementes armazenadas em camara fria e 0 para sementes
armazenadas em condicdes ambientais. A interacdo armaz * ambfn-o reflete o

efeito combinado do local e do tempo de armazenamento sobre o tempo de
germinacgao.
Para selecionar a distribuicdo que melhor se adequasse aos dados, testou-se

as distribuicdes exponencial, Weibull, log-normal e log-logistica, mostradas na Tabela
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1.2. Os parametros da regressao foram estimados para cada modelo, permitindo
avaliar o ajuste de cada distribuigcdo aos dados.
Na estimagao dos parametros com censura intervalar, € empregado o método

da maxima verossimilhanca, utilizando a fungado de verossimilhanca em relagéo aos

parametros do modelo (0):

350

L(®) = 1—[[5 (Lilx) — SCu;|x)1% [S (U |2)]*°

i=1

em que [; e u; representam, respectivamente, os limites inferior e superior dos
intervalos de tempo de germinacéo na i-ésima semente; x; € o vetor de covariaveis
associado a i-ésima semente (i = 1,...,350); §; uma variavel indicadora que

assume 1 se o evento ocorreu no intervalo (L; , U;], ou assume 0, caso contrario.

Os modelos paramétricos foram ajustados com a fungéao survreg do pacote
survival versédo 3.6-4 (Therneau, 2024) do software R verséo 4.4.1 (R Development
Core Team, 2024). A distribui¢cao foi selecionada com base no valor do AIC - Critério
de Informacao de Akaike (Akaike, 1974) e do BIC (Critério de Informagao Bayesiano
(Schwarz, 1978). Com base no modelo selecionado, foram construidos graficos que

exibem as curvas da fungao de distribuicdo acumulada da germinacgao.

2.3.3. Modelo Semiparamétrico

O modelo de taxas de falhas proporcionais, ou riscos proporcionais de Cox
(Cox, 1972), € uma abordagem semiparamétrica que visa modelar a fungao taxa de
falha e é a técnica utilizada nesta secéo.

Os dados desta analise foram obtidos de um experimento que investigou a
germinagao de sementes de pitaia utilizando dois métodos de extragao: enzimatico e
manual. O teste de germinagao foi conduzido com 150 sementes para cada método,
avaliando visualmente a germinagéo aos 7, 15, 22 e 30 dias, utilizando a protrusédo da
radicula como critério.

Este modelo pode ser expresso por:
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h(t) = ho(t)exp {B1 * extracensim}

Tém-se que h(t) representa a taxa de falha para o grupo de sementes

extraidas enzimaticamente em fungéo do tempo t, e h,(t) é a fungéo taxa de falha
de base, que corresponde a taxa de falha das sementes extraidas manualmente. A
variavel extrac,,,i» € indicadora, assumindo o valor 1 para o método de extragéo

enzimatico e 0 para o manual.

O modelo néao calcula taxas de falha separadas para cada grupo, mas sim a
razao da taxa de falha entre eles. Isso significa que a razdo das taxas de falha entre
as sementes extraidas enzimaticamente e manualmente permanece constante ao
longo do tempo, desde que a suposigao de proporcionalidade das taxas de falha seja
mantida. Portanto, essa pressuposi¢cao € essencial para que o modelo de Cox seja
aplicado corretamente.

Para estimar os parametros desse modelo no contexto intervalar, utilizou-se

a seguinte funcao de log-verossimilhanga:

150
L (6) = Z log[ {1 — FO (LL) }EXp{ﬁl* extracenzim} — {1 — FO(UL) }eXP{ﬁl* extracenzim}]

=1

Pan (1999) propbés uma extenséo do algoritmo ICM para o modelo de Cox.
Enquanto, o algoritmo original do ICM foi desenvolvido para o NPMLE para dados
intervalares sem covariaveis, a extensao para o modelo de Cox incorpora covariaveis.
Este algoritmo visa maximizar a verossimilhanga do modelo. Ao contrario do ICM
original, o algoritmo estendido realiza itera¢gdes conjuntas para estimar tanto a fungao
de distribuicdo acumulada de linha de base, quanto os parametros de regressao.

O algoritmo utilizado possui dois passos distintos para atualizar os
parametros: um passo de Newton-Raphson condicional para os parametros de
regressao e um passo ICM para os parametros de sobrevivéncia de base. Em casos
de muitas observagdes nédo censuradas, um método de ascensao de gradiente é
empregado para atualizar os parametros de sobrevivéncia de base. Foram utilizadas
500 amostras bootstrap para o calculo do erro padrdo, com o objetivo de aplicar a

estatistica do teste Wald e realizar inferéncias sobre o pardmetro do modelo.
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Com os resultados dos parametros, modelou-se a probabilidade de
germinagao e construiram-se graficos que exibem as probabilidades acumuladas ao

longo do tempo. Para avaliar a suposi¢céo de proporcionalidade de taxas de no modelo

de Cox, foi utilizado um grafico descritivo de diagnostico que exibe In [—In(S,(t))]

versus t, em que S, (t) representa a fungéo de sobrevivéncia de base.

Esse método estatistico foi aplicado utilizando o pacote icenReg versao 2.0.16
(Anderson-Bergman, 2017b) do software R versao 4.4.1 (R Development Core Team,
2024).

2.3.4. Regressao Discreta em dados grupados

Os dados grupados geralmente apresentam muitos empates, isto €, multiplas
falhas ocorrem simultaneamente em um mesmo intervalo de tempo, tornando a
ordenacao dos tempos de falha inviavel, o que complica a estimativa dos parametros
do modelo. Duas abordagens comuns sao: usar aproximagdes para a funcao de
verossimilhanga parcial ou modelos de regressao discretos.

Foi utilizada uma regra empirica proposta por Chalita et al. (2002) para auxiliar
na decisao sobre a abordagem a ser adotada. Com base na propor¢ao de empates,
que ultrapassou 25%, indicou-se a utilizacdo de modelos de regressédo discreta.
Segundo Hashimoto et al., (2011) modelos de regressado discreta para dados de
sobrevivéncia grupados podem modelar efetivamente o tempo de censura e eliminar
empates, utilizando fungbes de ligagao logito e complemento log-log.

Os dados foram obtidos de um experimento que avaliou o efeito das
temperaturas de 15, 20, 25 e 30 °C armazenadas em camara fria por 12, 13 e 14
meses. Foram utilizadas 225 sementes para cada tratamento, com a germinagao
avaliada visualmente aos 7, 15, 22 e 30 dias, utilizando a protrusido da radicula como
critério.

Os dados dessa analise estdo grupados em 4 intervalos de tempo Ij =
[tj_l, tj),j = 1,..,40nde 0 = t5 < - < ty € tyyq = . Define-se R; como o
conjunto de sementes sob risco no inicio do intervalo Ij, ou seja, no tempo t;_4. Para

casa sementei (i = 1,...,225), avariavel indicadora Sij = 1 se o tempo de falha

da i-ésima semente ocorrer no intervalo I; e §;; = 0, caso contrario.
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A probabilidade de germinag&o da i-ésima semente no intervalo [;, dado as
temperaturas e os tempos de armazenamento, condicionado ao fato de que essa
semente nao havia germinado em t;_, € representada por p; (x;).

A verossimilhanca € escrita em fungéo das probabilidades de falha p; (x;) de

cada semente em cada intervalo, levando em consideracdo a contribuicado de

sementes censuradas e ndo censuradas

4

1_[ 1_[{ pj(xi)}6ij {1- pj(xi)}(l_ 8i)

j=1 iERj

Essa probabilidade foi modelada com dois modelos: o de taxas de falhas
proporcionais de Cox e o de chances proporcionais. No modelo de taxas de falhas

proporcionais de Cox, como proposto por Prentice e Gloeckler (1978), a probabilidade

p;(x;) € dada por:

T,
p(x) =1—y P

So(tj)
So(tj-1)’

emquey; = =1,..,4.

Ja no modelo de chances proporcionais, como sugerido por Hosmer e

Lemeshow (2000), a p;(x;) assume a forma:

pi(x)=1-{1+ y;exp(BTx)} "

p;(0)
1-p;(0)’

emquey; = =1,..,4.

Esses modelos foram linearizados, utilizando transformagdes que permitiram

utilizar métodos usuais para a modelagem de resposta binaria.



58

No modelo de riscos proporcionais de Cox, utilizou-se a fungao de ligagao

complemento log-log (cloglog):
In[—In(1-p;j(x)] = vj +B"x; =n;

No modelo de chances proporcionais, esse resultado foi alcangado por meio
da fungao de ligagao logito:

ln( pj(xi)

- J - -z :yf"-|-ﬁTx.:n..
1- pj(xi)> J v

em que, y; = In (y;) é o efeito do j-ésimo intervalo de tempo.
Com o modelo ajustado pelo método da maxima verossimilhanga, foram

construidos graficos para visualizar as probabilidades de germinagéo p; (x;) em cada

temperatura para os trés tempos de armazenamento, ao longo dos intervalos de
tempo considerados.

Na avaliacdo do desempenho dos modelos selecionados, utilizou-se a curva
ROC (Receiver Operating Characteristic) como o critério de validagao. A curva ROC,
baseada nas medidas de sensibilidade e especificidade, possibilita a analise empirica
da precisao e qualidade dos modelos, ao avaliar sua capacidade de discriminar
corretamente entre sementes germinadas e ndo germinadas. A area sob a curva
(AUC) foi calculada para representar a eficacia geral dos modelos na classificagao
dos resultados de germinagao.

Para a aplicagdo da regressao discreta foram utilizando o pacote icenReg
versdao 2.0.16 (Anderson-Bergman, 2017b) do software R, versao 4.4.1 (R
Development Core Team, 2024).

Para simplificar a apresentacdo da metodologia, a seguir é fornecido um

quadro resumindo os principais aspectos analisados.
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Quadro 2.1 - Sintese das covariaveis analisadas em cada abordagem metodoldgica.

Metodologia Covariaveis analisadas

Efeito conjunto da condi¢cdo de luz (vermelha,
N&o paramétrica — NPMLE azul, branca e auséncia) e do tempo de

armazenamento (12, 13 e 14 meses)

Efeito conjunto do local (condigdes do ambiente
Paramétrica e camara fria) e do tempo de armazenamento
(1,2,3,5,7,9 e 12 meses)

Semiparamétrica Efeito do método de extracdo

o Efeito conjunto da temperatura (15, 20, 25 e
Regressao Discreta para dados
30°C) e do tempo de armazenamento (12, 13 e
grupados
14 meses)

2.4. Resultados

2.4.1 Estimador nao paramétrico de maxima verossimilhanga

Os percentuais finais de germinagao para as diferentes condigbes de luz e
tempos de armazenamentos estdo apresentados na Tabela 2.1. Esses resultados
foram obtidos por meio do calculo simples da porcentagem de sementes germinadas

em relacao ao total de sementes observadas.

Tabela 2.1 — Porcentagem de falhas (germinagao) e censuras (ndo germinagao) de
sementes de pitaia (Hylocereus spp.) em funcdo da condigédo de luz e do tempo de
armazenamento: analise descritiva dos dados.

12 meses 13 meses 14 meses
b Falha (%)  Censura (%) Falha (%)  Censura (%) Falha (%) Censura (%)
Vermelha 100,0 00,0 98,2 01,8 100,0 00,0
Azul 100,0 00,0 96,9 03,1 99,1 00,9
Branca 99,6 00,4 98,2 01,8 99,6 00,4

Auséncia 78,2 21,8 97,8 02,2 06,2 93,8
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A partir dos valores de s; obtidos pelo algoritmo EMICM ao maximizar a
funcao de verossimilhanga, pode-se apresentar as curvas de germinagao (Figura 2.1).
Nessas curvas estdo mostradas a proporgao de sementes que germinaram ao longo

do tempo sob diferentes condi¢des de luz.
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Figura 2.1 — Probabilidades de germinagao de sementes de pitaia (Hylocereus spp.),
estimadas pelo método ndo paramétrico de censura intervalar, para sementes
expostas as luzes azul, vermelha, branca e a auséncia de luz em trés tempos de
armazenamento: (a) 12 meses, (b) 13 meses e (¢)14 meses.

E possivel notar que as sementes germinaram mais rapidamente sob
condigbes de luz, apresentando altas porcentagens de germinagdo. De modo
contrario, na auséncia de luz a germinagao foi mais lenta e as porcentagens de

germinagao menores. Pode ser observado na Tabela 2.2, pelo teste utilizado, que as
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curvas de germinacao das sementes na auséncia de luz diferiram significativamente
(p < 0,05) dos tipos de luzes estudadas.

Os percentuais de germinagéo sob condigdes de luz, independentemente do
tipo de luz utilizada, foram altos desde o primeiro intervalo observado (entre 1 e 7
dias), variando aproximadamente de 80% a 98%. Embora mais demorados, os
percentuais de germinagdo na auséncia de luz apés 12 e 13 meses de
armazenamento, foram aproximadamente 78% e 98% ao final do ultimo intervalo de
observacao. Em contraste, apds 14 meses de armazenamento, esse percentual foi de
apenas 7%.

De modo geral, ndo houve diferenga significativa na germinagdo das
sementes sob as luzes branca, azul e vermelha, exceto entre as luzes azul e vermelha
no 13 més (Tabela 2.2). Embora o teste tenha mostrado um resultado significativo,
observa-se que, no ultimo intervalo de tempo, as curvas para as luzes azul e vermelha
ficaram muito préximas, com percentuais de germinagdo de 96,9% e 98,22%,

respectivamente.

Tabela 2.2 - Teste de Fleming e Harrington, usado na técnica ndo paramétrico de
censura intervalar, baseado em uma distribuicdo de permutagao, para comparagao
das curvas de germinagao das sementes de pitaia (Hylocereus spp.) expostas a
diferentes condigdes de luz e tempos de armazenamento.

Comparagoes Estatistica  Valor-p Comparagoes Estatistica  Valor-p

Armazenamento de 12 meses

Azul vs Vermelha -0,90 0,3680 Vermelha vs Branca -0,10 0,9940

Azul vs Branca -1,10 0,2700 Vermelha vs Auséncia 15,10 0,0020

Azul vs Auséncia -15,20 0,0020 Branca vs Auséncia 15,00 0,0020
Armazenamento de 13 meses

Azul vs Vermelha 3,00 0,0040 Vermelha vs Branca -1,30 0,1840

Azul vs Branca 1,80 0,0700 Vermelha vs Auséncia 11,10 0,0020

Azul vs Auséncia -9,20 0,0020 Branca vs Auséncia 10,80 0,0020
Armazenamento de 14 meses

Azul vs Vermelha 1,10 0,2980 Vermelha vs Branca -1,00 0,3700

Azul vs Branca 0,10 0,9140 Vermelha vs Auséncia 20,40 0,0020

Azul vs Auséncia -20,20 0,0020 Branca vs Auséncia 20,30 0,0020

2.4.2. Modelo Paramétrico

Os percentuais finais de germinagéao para os diferentes tempos e locais de

armazenamento estdo apresentados na Tabela 2.3. Esses resultados foram obtidos
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por meio do calculo simples da porcentagem de sementes germinadas em relagao ao

total de sementes observadas.

Tabela 2.3 — Porcentagem de falhas (germinagao) e censuras (ndo germinagao) de
sementes de pitaia (Hylocereus spp.) em fungdo do local e do tempo de
armazenamento: analise descritiva dos dados.

Tempo de Condigdes ambiente Camara fria
armazenamento Falha (%)  Censura (%) Falha (%) Censura (%)
1 98,0 02,0 96,3 03,7
2 97,0 03,0 97,0 03,0
3 98,3 01,7 98,7 01,3
5 91,3 08,7 98,8 01,2
7 88,7 11,3 96,3 03,7
9 88,0 12,0 97,7 02,3
12 55,7 443 95,7 04,3

Os resultados da analise paramétrica estdo apresentados na Tabela 2.4., na
qual estdo as estimativas dos parametros que foram utilizados para determinar a

fungdo de sobrevivéncia S(t) e a curva de germinagao.

Tabela 2.4 - Estimativas dos parametros, erros padréo (SE), log-verossimilhanca,
critério de informagao de Akaike (AIC) e Critério de Informagéo Bayesiano (BIC) dos
modelos avaliados na germinagdo de sementes de pitaia (Hylocereus spp.), sob
diferentes tempos de armazenamento e ambientes.

Exponencial Weibull Log-normal Log-logistico
Parametros!
Estimativa  SE Estimativa  SE Estimativa SE Estimativa SE
Bo 1,2409 0,0398 1,3777 0,0333 0,9854 0,03249 0,9733 0,03296
B 0,1741 0,0062 0,1606 0,0051 0,1659 0,00446 0,1643 0,00437
B 0,1713 0,0563 0,1443 0,0458 0,1517 0,04728 0,1310 0,05004
B -0,1659 0,0086 -0,1518 0,0070 -0,1601 0,00682 -0,1593 0,00715

o (scale) 1,0000 0,0000 0,8060 0,0110 0,6820 0,0045 0,3580 0,0058

LogL - 4604,40 - - 4440,90 --- -3530,90 --- -3369,30 ---
AIC 9216,75 --- 8891,76 - 7071,85 - 6748,55 -
BIC 9242.74 --- 8924.24 - 7104.34 - 6781.04 -—-

'Modelo: #; = By + fiarmaz + f,amb_frio + fzarmaz * amb_frio; Pr(f3 > z) <0,0001.
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A interagao entre tempo e local de armazenamento, foi significativa para todos
os modelos estudados, mostrando a dependéncia desses fatores sobre a germinacao.
Dentre os modelos analisados, foi selecionado o modelo log-logistico, por apresentar
menores valores de AIC e BIC.

O sinal negativo da estimativa da interagdo indica, em média, que as
sementes armazenadas em camara fria tendem a germinar mais rapidamente em
comparagdo com as armazenadas em temperatura ambiente, especialmente
conforme o tempo de armazenamento aumenta. Em outras palavras, o efeito do tempo
de armazenamento na porcentagem de germinagao € reduzido quando as sementes
sdo armazenadas em camara fria.

A analise da probabilidade de germinacgao, utilizando o modelo log-logistico
para calcular a funcdo de sobrevivéncia, revelou que quanto maior o tempo de
armazenamento em condigdo ambiente, menor a probabilidade de germinagao das
sementes (Figura 2.2 a). Em contrapartida, para as sementes armazenadas em
camara fria, a probabilidade de germinagdo manteve-se estavel ao longo do tempo de
armazenamento (Figura 2.2 b).
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Figura 2.2 — Curvas de germinagao estimadas a partir do modelo de regressao log-
logistico, para sementes de pitaia (Hylocereus spp.), mantidas sob (a) condigbes
ambientes e (b) em camara fria, por diferentes tempos de armazenamento.
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2.4.3. Modelo semiparamétrico

Os percentuais finais de germinagdo para os métodos de extragdo estédo
apresentados na Tabela 2.5. Esses resultados foram obtidos por meio do calculo
simples da porcentagem de sementes germinadas em relagao ao total de sementes

observadas.

Tabela 2.5 — Porcentagem de falhas (germinagao) e censuras (ndo germinagao) de
sementes de pitaia (Hylocereus spp.) em fungdo do método de extragdo: analise
descritiva dos dados.

Extragdo manual Extracdo enzimatica
Falha (%) Censura (%) Falha (%) Censura (%)
97,3 02,7 98,0 02,0

Para o estudo dos métodos de extragcao das sementes, foi ajustado o modelo
de Cox, em que a extragdo manual foi usada como categoria de referéncia. Os

resultados estao apresentados na Tabela 2.6.

Tabela 2.6 - Valores estimados pelo modelo de Riscos Proporcionais de Cox, para a
germinagao de sementes de pitaia (Hylocereus spp.), extraidas pelos métodos manual
e enzimatico.

Método de Extragdo  Estimativa (f5;) RTF! Erro padrdo z Valor p

Enzimatico 0,6772 1,9680 0,3449 1,964 0,0496
'Razao de taxas de falha

Com uma razao de taxas de falha associada a extragao enzimatica de 1,968,
exp (0,6772), o risco de germinagdo das sementes extraidas enzimaticamente, foi
aproximadamente duas vezes a das sementes extraidas manualmente. A
probabilidade de germinagdo das sementes extraidas por ambos os métodos pode
ser observada na figura 2.3a.

O modelo de Cox assume a proporcionalidade das taxas de falha, essa
suposicéo foi verificada com base nas curvas apresentadas na Figura 2.3b. A analise

nao encontrou evidéncias para rejeitar a hipotese de proporcionalidade.



65

(a) (b)

o
- i | g -
[ee} ]
= o
O
S
£ S
— (o) —
& o =
3 B3 o |
8 £ °
< g
S o £«
3 S
©
0
oo o <
- — Enzimatica < —— Enzimética
—— Manual ° — Mahual
O‘ = 1
T T | | | | | T | | T
1 7 15 22 30 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 2.3 — Curvas de germinacgao estimadas a partir do modelo semiparamétrico de
Cox (a) e grafico de diagndstico para avaliar a suposi¢ao de riscos proporcionais (b),
para sementes de pitaia (Hylocereus spp.) extraidas pelo método manual e
enzimatico.

2.4.4. Regressao Discreta

Os percentuais finais de germinagdo para as diferentes temperaturas e
tempos de armazenamento estdo apresentados na Tabela 2.7. Esses resultados
foram obtidos por meio do calculo simples da porcentagem de sementes germinadas
em relacao ao total de sementes observadas.

No estudo utilizando a regressao discreta foram utilizados os modelos de
riscos proporcionais de Cox e o modelo de chances proporcionais que apresentaram,
respectivamente, valores de AIC iguais a 3240,85 e 2998,17. Desta forma, o modelo
selecionado para o estudo da germinagdo de sementes de pitaia foi o de chances
proporcionais, que apresentou menor valor de AIC. Os valores estimados por este
modelo estdo apresentados na Tabela 2.8, na qual podem ser observados os efeitos
significativos (p < 0,05) dos intervalos de tempo (y;) e das interagdes entre os fatores

tempo de armazenamento versus temperatura, ¢ a 11, com excecgao de S, e B-
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Tabela 2.7 — Porcentagem de falhas (germinagao) e de censuras (ndo germinagao)
de sementes de pitaia (Hylocereus spp.) em fungédo da temperatura e do tempo de
armazenamento: analise descritiva dos dados.

12 meses 13 meses 14 meses
Temperatura
Falha (%) Censura (%) Falha (%) Censura (%) Falha (%) Censura (%)
15°C 96,7 03,3 93,3 06,7 32,9
20 °C 98,7 01,3 99,6 00,4 00,0
25°C 100,0 00,0 97,8 02,2 00,9
30°C 97,8 02,2 99,1 00,9 00,9

Tabela 2.8 - Valores estimados pelo modelo logistico, para a germinagao de sementes
de pitaia (Hylocereus spp.), armazenadas por diferente tempos e temperatura.

Pardmetros Estimativa Erro Padrao z Valor p
Y1 -1,2703 0,1321 -9,6140 <0,0001
Vs 0,2363 0,1168 2,0220 0,0432
Y3 1,2698 0,1592 7,9740 <0,0001
Vs 0,8453 0,2083 4,0590 <0,0001
b1 -0,7630 0,1400 -5,4510 <0,0001
B> -1,9111 0,1546 -12,3580 <0,0001
B3 3,7867 0,2841 13,3300 <0,0001
Ba 4,7140 0,4059 11,6140 <0,0001
Bs 3,5061 0,2596 13,5040 <0,0001
Be 1,5532 0,4612 3,3680 0,0008
B -0,3424 0,4709 -0,7270 0,4671
Ps 0,8204 0,3496 2,3470 0,0189
Bo 2,8383 0,4847 5,8560 <0,0001
B1o 0,9246 0,4811 1,9220 0,0546
P11 2,0750 0,3627 5,7210 <0,0001

Mmi =v1 *intl +y, xint2 +y; *xint3 + y, * int4 + B, * armaz(13) + B, * armaz(14) + B3 *
temp(20) + B, * temp(25) + B * temp(30) + B¢ * armaz(13) x temp(20) + B, * armaz(13) *
temp(25) + Pg*armaz(13) *x temp(30) + Bo * armaz(14) * temp(20) + B, * armaz(14) *

temp(25) + By, * armaz(14) * temp(30); y; = In(y;) € o efeito do i-ésimo intervalo de tempo.
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Na Figura 2.4 estd apresentada a curva ROC com a finalidade de avaliar o
desempenho do modelo selecionado. Pode ser observado que a area abaixo da curva
(AUC) foi de 0,9040, considerando o modelo com um alto desempenho em classificar

as sementes em germinadas e ndo germinadas.
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Figura 2.4 — Curva ROC mostrando a area abaixo da curva (AUC), estimada pelo
modelo de chances proporcionais, no estudo da germinagdo de sementes de pitaia
(Hylocereus spp.), armazenadas por diferente tempos e temperatura.

Na Figura 2.5, observa-se que as temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C
resultaram em porcentagens de germinagdo semelhantes e elevadas em todos os
tempos de armazenamento. Essas temperaturas alcangaram valores expressivos ja
no primeiro intervalo de observagéo (1-7 dias), aproximando-se de uma germinagao
total no segundo intervalo (7-15 dias). Em contraste, a temperatura de 15°C
apresentou porcentagens de germinacao inferiores, que foram diminuindo com o

aumento do tempo de armazenamento.
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Figura 2.5 — Curvas de germinacao de sementes de pitaia (Hylocereus spp.),
estimadas pelo modelo de chances proporcionais, sob diferentes temperaturas e por
tempos de armazenamento de: (a) 12 meses, (b) 13 meses e (c)14 meses.

2.5. Discussao

Ao investigar o efeito da luz e dos periodos de armazenamento de 12, 13 e
14 meses por meio de uma abordagem nao paramétrica, os dados indicam que a
auséncia de luz retarda a germinagao das sementes de pitaia. Nos estudos de Lone
et al. (2014), as sementes de Hylocereus undatus, Hylocereus polyrhizus,
Selenicereus megalanthus e dos hibridos Hylocereus undatus x Hylocereus
costaricensis e Hylocereus costaricensis x Hylocereus undatus germinaram no escuro.
Kataoka et al. (2013) sugerem que, apesar do retardamento na auséncia de luz, a

espécie Hylocereus undatus nao necessita de luz para germinar, uma vez que sua
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porcentagem de germinacao foi alta ao final do periodo avaliado. No presente artigo,
0 mesmo ocorreu para os tempos de armazenamento de 12 e 13 meses, indicando
também que a germinagao ocorre mesmo na auséncia de luz, mesmo que de forma
mais lenta. Em contraste, no tempo de armazenamento de 14 meses, as porcentagens
foram significativamente baixas, sugerindo que a capacidade de germinagdo na
auséncia de luz diminui com o tempo de armazenamento maior.

Lepiten (2023) relatou que, embora as qualidades da luz fossem comparaveis,
a luz vermelha promoveu uma porcentagem de germinagao mais alta do que as outras
cores. No entanto, de forma geral, este estudo ndo encontrou diferengas significativas
entre as cores de luz na germinagao. A diferenga observada entre a luz vermelha e a
luz azul no 13° més de armazenamento pode ter sido influenciada pela diferenca das
porcentagens de germinagao no primeiro intervalo observado.

Pelos resultados obtidos na analise paramétrica, nota-se que o tempo de
armazenamento em condigdes ambiente pode contribuir para a perda de viabilidade
e vigor das sementes. Isso pode ocorrer porque, segundo Girardi et al. (2013), apos a
maturacao fisiolodgica, inicia-se o processo de deterioragdo progressiva, reduzindo as
porcentagens de germinacgdo. Resultados semelhantes aos deste estudo foram
observados por Zerpa-Catanho et al. (2019), embora com algumas variagdes nas
porcentagens de germinagdo. Em sua pesquisa, ao analisar os efeitos do local e do
tempo de armazenamento, as técnicas tradicionais demonstraram porcentagens finais
de germinagdo mais altas em comparagédo a analise de sobrevivéncia paramétrica.
Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que as técnicas tradicionais nao
consideram adequadamente as censuras a direita, limitando-se a calcular a média das
porcentagens de germinagao de cada repeticdo, subestimando as porcentagens de
germinacgao (Scott e Jones, 1990).

Os resultados da modelagem semiparamétrica sugerem que a extragao
enzimatica € uma técnica mais eficiente para promover a germinagéo das sementes
de pitaia, visto que a porcentagem de germinacdo das sementes submetidas a
extracdo enzimatica supera a da extragdo manual, além de apresentar maior
velocidade no processo, alcangando valores superiores ja no primeiro intervalo
observado. Isso indica que, além de ser mais eficaz, a extracao enzimatica oferece
uma vantagem temporal em relag&o a extragcdo manual.

Quando comparada a analise tradicional, os valores obtidos pela analise

semiparamétrica de sobrevivéncia para verificar o efeito do método de extragao séo
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proximos, mas nao idénticos. Essa diferenca pode ser explicada pela limitacdo da
analise tradicional, que ndo consegue capturar a trajetéria completa das sementes ao
longo do tempo. A analise de sobrevivéncia, por outro lado, oferece uma
representacdo mais precisa dos dados, considerando toda a evolugao do processo de
germinagao, inclusive as censuras e as variagdes temporais que a abordagem
tradicional tende a ignorar (Onofri et al., 2010).

Os resultados da regressao discreta indicam que a temperatura de 15 °C
prejudica a germinacéo de Hylocereus spp. A temperatura influencia a velocidade de
absorcao de agua e modifica a velocidade das reagbes quimicas que mobilizam ou
degradam as reservas armazenadas, além de promover a sintese de substancias
necessarias para o crescimento das pléantulas (Bewley e Black, 1994). Segundo
Carvalho e Nakagawa (2000), temperaturas baixas podem afetar negativamente a
velocidade e a porcentagem de germinacgao, prejudicando a absorgédo de agua pelas
sementes e, consequentemente, reduzindo as reagdes bioquimicas e fisioldgicas que
determinam a germinagé&o. Isso explica por que as sementes germinaram em menor
quantidade e mais lentamente na temperatura de 15°C.

O tempo de armazenamento ter afetado a germinagao das sementes apenas
na temperatura de 15°C, reduzindo o percentual e a porcentagem de germinagao pode
ser explicada por um estresse térmico sofrido pela semente nessa temperatura
intensificando os efeitos da degradacdo das sementes pelo tempo de
armazenamento.

Em contraste com a analise tradicional, a analise de sobrevivéncia nao
apenas leva em consideracdo todos os tipos de censura, mas também permite
explorar a trajetdria completa da germinagdo. Com isso, a analise de sobrevivéncia
oferece uma compreensido mais profunda de outros fatores, como a velocidade de
germinagao e vigor das sementes, ao invés de se restringir apenas a momentos
especificos de germinagao, como pode ocorrer em analises convencionais.

Nesse contexto, com a finalidade de comparar os diferentes grupos de
sementes, utilizar um método ndo parameétrico € uma escolha apropriada, pois evita-
se qualquer dependéncia de suposicoes paramétricas (McNair et al., 2012). Além
disso, como apontado por Anderson-Bergman, (2017b) o uso de métodos néao
paramétricos é frequentemente preferido, especialmente para diagnosticos. As curvas

estimadas por esses métodos podem servir como base para técnicas paramétricas ou
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semiparamétricas adicionais e podem ser interpretadas de maneira semelhante as
curvas de Kaplan-Meier para censura a direita (Gomez et al., 2009).

Embora as técnicas ndo paramétricas sejam valiosas para descrever dados
de sobrevivéncia devido a sua simplicidade e facilidade de aplicagdo, é importante
reconhecer suas limitagdes. Essas limitacdes incluem a reducao do poder estatistico
(McNair et al., 2012) e a incapacidade de incorporar covariaveis diretamente na
analise (Colosimo e Giolo, 2024). Tal situagdo pode exigir a divisdo da amostra em
varios subgrupos, como foi realizado nessa analise. Embora a separagdo por
condicoes de luz e tempos de armazenamento nao tenha complicado a interpretacao
dos resultados, essa abordagem pode se tornar mais complexa quando o numero de
subgrupos € grande.

Para incorporar covariaveis e realizar predicdes, a alternativa é utilizar a
abordagem paramétrica. Lindsey e Ryan, (1998) concluiram que métodos
paramétricos para censura intervalar sdo os mais prontamente disponiveis e que seu
desempenho ¢é satisfatorio, o que se confirma também no presente estudo. Porém, é
preciso ter cautela ao utilizar esses métodos pois eles sdo fortemente influenciados
pela escolha do modelo paramétrico, para o qual a inspecédo do modelo pode ser dificil
(Anderson-Bergman, 2017b). Nesse contexto, foi selecionado o modelo paramétrico
que apresentou o melhor ajuste, o qual alinhou-se aos resultados obtidos na analise
nao parameétrica e as expectativas.

Uma alternativa ao uso dos modelos paramétricos, sdo os modelos
semiparamétricos. O algoritmo proposto por Anderson-Bergman (2017b) demonstrou
ser eficiente na estimativa do modelo proporcional de Cox para dados censurados por
intervalo. Contudo, a validade desse modelo depende da suposicdo de
proporcionalidade das taxas de falha, que requer que a razdo das taxas de falha entre
dois individuos permanega constante ao longo do tempo. A simetria das curvas para
os grupos de extragao enzimatica e manual sugere que a razao de risco entre esses
grupos é constante ao longo do tempo.

O tempo até a germinagcdo foi medido semanalmente durante quatro
semanas, o que resultou em muitos dados empatados. Nesse contexto, a regressao
discreta apresentada surge como uma alternativa para abordar esse problema. No
entanto, devido a pitaia apresentar rapida germinagdo, observou-se um alto
percentual de germinagdo ja na primeira semana, sugerindo que intervalos de

monitoramento mais curtos poderiam ter capturado mais informag¢des durante esse
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periodo critico. Portanto, recomenda-se que o acompanhamento da germinagao das
sementes de pitaia seja realizado em intervalos menores, a fim de garantir uma analise
mais precisa da dindmica desse processo. Além disso, considerando que a pitaia néo
esta incluida nos padrdes da ISTA (Associagéo Internacional de Testes de Sementes),
€ fundamental realizar estudos adicionais para estabelecer um padrao especifico para

essa espécie.

2.6. Conclusoes

Apesar da alta incidéncia de empates nos dados, a aplicagcdo dos métodos
utilizados mostrou-se valiosa para estabelecer padrées e conclusbes sobre a
germinagao das sementes com censura intervalar. Esses métodos se destacam n&o
apenas por considerarem a censura na analise, mas também por permitirem o uso de
intervalos de tempo em vez de exigir uma observagao exata para cada evento, o que
possibilita captar tendéncias e obter uma visdo mais completa do processo de
germinagao e suas variabilidades. Futuras pesquisas podem explorar esses métodos
em contextos distintos, ampliando o conhecimento sobre a germinagcéo e outros

fendbmenos de interesse.
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APENDICE

Apéndice A - Algoritmos utilizados para as analises

## Andlise ndo paramétrica

#Pacotes e Funcoes
require (openxlsx)
require (survival)
require (icenReq)

#Leitura do banco de dados
dados <- read.xlsx("EfeitolLuz.xlsx")
head (dados)

#Preparacdo dos dados
dados[is.na(dados[,"right"]), "right"]<-"inf"
dados[is.na (dados[,"left"]), "left"]<-0
dados$right<-as.numeric (dadosS$Sright)
attach (dados)

#Ajuste dos modelos

#::::::::::::::::::::::::::::::::::::
#1-Selecdo do ARMAZ=12
7
dadosl?2 <- subset (dados, armaz==12)
dadosl?2

fitl2<-ic np(cbind(left, right) ~ luz, maxIter = 10000,
tol = 107-10, data = dadosl2?)

fitl2$scurves

azull2 <- fitl2S$scurves[[1]]
escurol?2 <- fitl2Sscurves[[2
vermelhal2 <- fitl2S$scurves]|
brancal2 <- fitl2$scurves[[4
dadosvazios <- data.frame (x=numeric(0), y=numeric(0))

1]
[31]
1]

#Curvas com as probabilidades de germinacdo para o tempo de
armazenamento de 12 meses
par (mfrow=c(2,2))
color = c("blue","black","red", "seagreend")
lty=c(1,1,2,1)
plot (dadosvazios, xlab="Time (days)", xlim=c(1,30),
ylab="Seed germination probability",ylim=range(c(0,1)),
xaxt="n", yaxt="n")
axis(l, at=c(1,8,15,22,30))
axis (2, at=seqg(0,1,by=0.1))
lines (azull2, fun = "cdf", lty=1, col="blue", lwd = 2.5)
lines (escurol2, fun = "cdf", lty=1l, col="black", lwd = 2.5)
lines (brancal2, fun = "cdf", 1lty=2, col="seagreend", lwd = 2.5)
lines (vermelhal?2, fun = "cdf", 1lty=3, col="red", lwd = 2.5)
mtext (" (a)",side=3,adj=-0.05,at=0.3,1ine=0.2, font=2, cex=1.0)
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#Teste logrank para comparacao das curvas
require (FHtest)

#Azul x Auséncia

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl?2, luz %$in%
c("blue","darkness")), alternative="different")

#Azul x Vermelha

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl2, 1luz %in%
c("blue","red")), alternative="different")

#Azul x Branca

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl2, 1luz %in%
c("blue","white")), alternative="different")

#Auséncia x Vermelha

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl2, 1luz %in%
c ("darkness","red")), alternative="different")

#Auséncia x Branca

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
method="exact.mc",data=subset (dadosl?2, luz %$in%
c ("darkness","white")), alternative="different")

#Vermelha x Branca
FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0

,method="exact.mc",data=subset (dadosl?2, luz %$in%
c("red","white")), alternative="different")
7 S
#1-Selecdo do ARMAZ=13
#::::::::::::::::::::::::::::::::::::
dadosl3 <- subset (dados, armaz==13)
dadosl3

fitl3<-ic np(cbind(left, right) ~ luz, maxIter = 10000,
tol = 107-10, data = dadosl3)

fitl3$scurves

azull3 <- fitl3S$scurves[[1]]
escurol3 <- fitl3Sscurves[[2
vermelhal3 <- fitl3S$scurves]
brancal3 <- fitl3S$scurves|[[4
dadosvazios <- data.frame (x=numeric(0), y=numeric(0))

1]
[31]
1]

#Curvas com as probabilidades de germinacdo para o tempo de
armazenamento de 13 meses

color = c("blue","black","red", "seagreend")

lty=c(1,1,2,1)
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plot (dadosvazios, xlab="Time (days)", xlim=c(1,30),
ylab—"Seed germination probability",ylim=range(c(0,1)),
xaxt="n", yaxt="n")

axis(l, at=c(1,8,15,22,30))

axis (2, at=seqg(0,1,by=0.1))

lines (escurol3, fun = "cdf", lty=1l, col="black", lwd = 2.5)
lines (brancal3, fun = "cdf", lty=1, col="seagreend", lwd 2.5)
lines (vermelhal3, fun = "cdf", lty=1, col="red", 1lwd = 5)
lines (azull3, fun = "cdf", lty=2, col="blue", 1lwd = 2.5)
mtext (" (b)",side=3,adj=-0.05,at=0.3,1ine=0.2, font=2, cex=1.0)

#Teste logrank para comparacao das curvas
require (FHtest)

#Azul x Auséncia

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
method="exact.mc",data=subset (dadosl3, luz %$in%
c("blue","darkness")), alternative="different")

#Azul x Vermelha

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl3, 1luz %in%
c("blue","red")), alternative="different")

#Azul x Branca

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl3, 1luz %in%
c("blue","white")), alternative="different")

#Auséncia x Vermelha

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl3, 1luz %in%
c ("darkness","red")), alternative="different")

#Auséncia x Branca

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl3, luz %$in%
c("darkness","white")), alternative="different")

#Vermelha x Branca
FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0

,method="exact.mc",data=subset (dadosl3, luz %$in%
c("red","white")), alternative="different")
R S
#1-Selecdo do ARMAZ=14
#::::::::::::::::::::::::::::::::::::
dadosld4 <- subset (dados, armaz==14)
dadosl4

fitld4<-ic np(cbind(left, right) ~ luz, maxIter = 10000,
tol = 107-10, data = dadoslé)
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fitl2$scurves

azulld <- fitld4Sscurves|[[1l]]
escurold <- fitldSscurves[[2
vermelhald <- fitl4S$Sscurves]|
brancald4d <- fitl4S$scurves|[[4
dadosvazios <- data.frame (x=numeric(0), y=numeric(0))

1]
[3]]
1]

#Curvas com as probabilidades de germinagdo para o tempo de
armazenamento de 14 meses
color = c("blue","black","red", "seagreend")
lty=c(1,1,2,1)
plot (dadosvazios, xlab="Time (days)", xlim=c(1,30),
ylab="Seed germination probability",ylim=range(c(0,1)),
xaxt="n",yaxt="n")
axis(l, at=c(1,8,15,22,30))
axis (2, at=seqg(0,1,by=0.1))
lines (escurol4, fun = "cdf", lty=1l, col="black", lwd = 2.5)
lines (brancaléd4, fun = "cdf", 1lty=1, col="seagreend", lwd = 2.5)
lines (vermelhal4, fun = "cdf", lty=1, col="red", lwd = 2.5)
lines (azull4, fun = "cdf", 1lty=2, col="blue", lwd = 2.5)
mtext (" (c)",side=3,adj=-0.05,at=0.3,1ine=0.2, font=2, cex=1.0)

#Teste logrank para comparacao das curvas
require (FHtest)

#Azul x Auséncia

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl4, luz %$in%
c("blue","darkness")), alternative="different")

#Azul x Vermelha

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl4, luz %in%
c("blue","red")), alternative="different")

#Azul x Branca

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl4, luz %in%
c("blue","white")), alternative="different")

#Auséncia x Vermelha

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl4, luz %$in%
c ("darkness","red")), alternative="different")

#Auséncia x Branca

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0
,method="exact.mc",data=subset (dadosl4, luz %$in%
c ("darkness","white")), alternative="different")
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#Vermelha x Branca

FHtesticp (Surv (left, right, type="interval2")~1luz, rho=0, lambda=0

method="exact.mc",data=subset (dadosl4, luz %$in%
c("red","white")), alternative="different")
#Legenda
Lty<-c(1,1,1,1)
Color = c("seagreend","blue","red","black")
plot(1:15, 1:15, type = "n", ann = FALSE, axes = FALSE, bg =
ugreenu ,
xaxt = "n", yaxt = "n")

legend ("left", 1lty=Lty, 1lwd=2,bty="n",ncol=1,cex=1.0, col =
Color,

X.intersp=1.0,y.intersp=1.4,seg.len=2.0,

c ("Branca","Azul","Vermelha", "Auséncia"))

## Andlise paramétrica

#Pacotes e Funcoes

require (openxlsx)

require (survival)
#Leitura do banco de dados

dados <- read.xlsx("EfeitoArmazenamento.xlsx")
head (dados)
#Preparacao dos dados

dados$right[is.na (dados$right)] <- Inf
dados$lugar<- factor (dados$lugar, levels=c ("ambiente", "cold"))
attach (dados)
#Ajuste dos modelos e calculo dos erros padréo
#Exponencial

fitl<-

survreg (Surv (left, right, type="interval2") ~month*lugar,dados,

dist="exponential")

summary (fitl)

AICI1<-AIC(fitl);AICl

BIC1<-BIC(fitl);BIC1

vb <- vcov (fitl);vb #ou ajust2$var

grad <- fitlS$scale;grad #ja em exponencial
vb2 <- vcov (fitl) [5,5];vb2

vG <- grad %% vb2 %% grad;vG

sqgrt (vG) # Std. Error do scale

#Weibull

fit2<-

survreg (Surv (left,right, type="interval2") ~month*lugar, dados,

dist="weibull")

summary (£it?2)

AIC2<-AIC(fit2);AIC2

BIC2<-BIC(fit2);BIC2

vb <- vcov (fit2);vb #ou ajust2$var

grad <- fit2S$scale;grad #ja em exponencial



vb2 <- vcov (fit2) [5,5];vb2

vG <- grad %% vb2 %% grad;vG

sqgrt (vG) # Std. Error do scale
#Lognormal

fit3<-
survreg (Surv (left,right, type="interval2") ~month*lugar, dados,
dist="lognorm")

summary (£it3)

ATIC3<-AIC(fit3);AIC3

BIC3<-BIC(fit3);BIC3

vb <= vcov (fit3);vb #ou ajust2S$var

grad <- fit3S$scale;grad #ja em exponencial

vb2 <- vcov (fit3) [5,5];vb2

vG <- grad %% vb2 %% grad;vG

sqrt (vG) # Std. Error do scale
#Loglogistico

fitd<-
survreg (Surv (left, right, type="interval2") ~month*lugar,dados,
dist="loglogistic")

summary (fit4)

AIC4<-AIC(fit4);AIC4

BIC4<-BIC(fit4);BIC4

vb <- vcov (fitd);vb #ou ajust2$var

grad <- fit4d4S$scale;grad #ja em exponencial

vb2 <- vcov (fit4d) [5,5];vb2

vG <- grad %% vb2 %% grad;vG

sqgrt (vG) # Std. Error do scale

#Tabela de AIC e BIC

dist <- c("Exponencial", "Weibull", "LogNormal",

"Log-Logistica", "Logistica", "Gaussiana")

AIC <- as.numeric(c (AIC1l,AIC2,AIC3,AIC4,AIC5, AICH))
BIC <- as.numeric(c(BIC1l,BIC2,BIC3,BIC4,BIC5,BIC6))
resultados <- cbind (AIC,BIC)

rownames (resultados) <- dist

colnames (resultados) <- c("AIC","BIC")

print (resultados, digits = 7)

min (AIC)

min (BIC)

#Ajuste do modelo sem a interacdo para efeito de comparacdo
fitda <- survreg(Surv(left,right, type =
"interval2")~~month+lugar,

data = dados, dist = "loglogistic")
summary (fitda)
AIC(fitda)
anova (fitda, £it4)
# hO = ndo héd diferenca real entre os modelos

# Interacao continuou no modelo

#Sobrevivencia considerando o modelo Log-Logistico
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summary (fit4)
sigma<-fit4S$scale;sigma
tempokE<-1:30; tempok

month <- 1
lugarcold <- 0
etaambl<-exp (fitd4$Scoefficients[1] +
fitd4Scoef[2]*month + fitd4$coefficients[3]*lugarcold +
fitd4Scoefficients[4] *month*lugarcold)
etaambl
stAambl<- 1/ (1+ (tempoE/etaambl)” (1/sigma)) ;stAambl
FtAambl<-1-stAambl;FtAambl

month <- 2
lugarcold <- 0
etaamb2<-exp (fitd4$Scoefficients[1] +
fitd4Scoef[2] *month + fit4Scoefficients[3]*lugarcold +
fitd4Scoefficients[4] *month*lugarcold)
etaamb?2
stAamb2<- 1/ (1+ (tempoE/etaamb2) ™ (1/sigma)) ; stAamb?2
FtAamb2<-1-stAamb2; FtAamb?2

month <- 3
lugarcold <- 0
etaamb3<-exp (fitd4Scoefficients[1l] +
fitd4Scoef[2] *month + fit4Scoefficients[3]*lugarcold +
fitdScoefficients[4] *month*lugarcold)
etaamb3
stAamb3<- 1/ (1+ (tempoE/etaamb3) " (1/sigma)) ; stAamb3
FtAamb3<-1l-stAamb3;FtAamb3

month <- 5
lugarcold <- 0
etaambb5<-exp (fitd4Scoefficients[1] +
fitd4Scoef[2]*month + fitd4$coefficients[3]*lugarcold +
fitd4Scoefficients[4] *month*lugarcold)
etaambb
stAamb5<- 1/ (1+ (tempoE/etaamb5)” (1/sigma)) ; stAamb5
FtAambb<-1-stAamb5; FtAamb5

month <- 7
lugarcold <- 0
etaamb7<-exp (fitd4$Scoefficients[1] +
fitdScoef[2]*month + fitd4$coefficients[3]*lugarcold +
fitd4Scoefficients[4] *month*lugarcold)
etaamb7
stAamb7<- 1/ (1+ (tempoE/etaamb7)” (1/sigma)) ;stAamb7
FtAamb7<-1-stAamb7; FtAamb7
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month <- 9
lugarcold <- 0
etaamb9<-exp (fitd4Scoefficients[1] +
fitdScoef[2]*month + fitd4$coefficients[3]*lugarcold +
fitd4Scoefficients[4] *month*lugarcold)
etaamb9
stAamb9<- 1/ (1+ (tempoE/etaamb9) " (1/sigma)) ; stAamb9
FtAamb9<-1-stAamb9; FtAamb9

month <- 12
lugarcold <- 0
etaambl2<-exp (fitd4$coefficients[1] +
fitd4Scoef[2] *month + fit4Scoefficients[3]*lugarcold +
fitd4Scoefficients[4] *month*lugarcold)
etaambl?2
stAambl2<- 1/ (1+ (tempoE/etaambl2) " (1/sigma));stAambl?2
FtAambl2<-1-stAambl2; FtAambl?2

#Curvas com as probabilidades de germinacdo para condicéo

ambiente

par (mfrow=c(1l,2))

color = c("black","blue","red", "seagreend", "limegreen",

"pink", "purple")

lty=c(1,1,1,1,1,1,1)

plot (tempoE, tempoE*0, pch="", xlim=range(c(1,30)),
ylim=range (c(0,1)), xlab="Time (days) ", ylab="Seed
germination probability",xaxt="n", yaxt="n")

axis(l, at = c¢(1,8,15,22,30))

axis (2, at = seq(0, 1, by = 0.1))

lines (tempok, FtAambl, 1ty=1,col="black",lwd =2.5)

lines (tempok, FtAamb2, 1ty=1,col="blue", lwd =2.5)
lines (tempok, FtAamb3, col="red", lwd =2.5,1ty=1)

lines (tempok, FtAamb5, col="seagreend", lwd =2.5,1ty=1)
lines (tempok, FtAamb7, col="1imegreen", lwd =2.5,1ty=1)
lines (tempok, FtAamb9, col="pink", 1lwd =2.5, 1ty=1)
lines (tempok, FtAambl2, col="purple", lwd =2.5,1ty=1)

legend (20,0.35,1ty=1ty,col=color, lwd=2,c("1","2"™,"3","5", "7",
"gmr,"12"), bty="n", y.intersp = 1.2, ncol=2, title =
"Armazenamento (meses)")

mtext (" (a)",side=3,adj=-0.05,at=0.3,1ine=0.2, font=2, cex=1.0)

month <- 1
lugarcold <- 1
etacoldl<-exp (fit4Scoefficients[1l] +
fitdScoef[2]*month + fitd$coefficients[3]*lugarcold +
fitdScoefficients[4] *month*lugarcold)
etacoldl



stAcoldl<- 1/ (1+ (tempoE/etacoldl) " (1/sigma)) ;stAcoldl
FtAcoldl<-1-stAcoldl;FtAcoldl

month <- 2
lugarcold <- 1
etacold2<-exp (fitd4Scoefficients[1l] +
fitdScoef[2]*month + fitd4$coefficients[3]*lugarcold +
fitd4Scoefficients[4] *month*lugarcold)
etacold?
stAcold2<- 1/ (1+ (tempoE/etacold2)” (1/sigma));stAcold2
FtAcold2<-1-stAcold2;FtAcold2

month <- 3
lugarcold <- 1
etacold3<-exp (fitd4Scoefficients[1l] +
fitd4Scoef[2]*month + fitd4$coefficients[3]*lugarcold +
fitd4Scoefficients[4] *month*lugarcold)
etacold3
stAcold3<- 1/ (1+ (tempoE/etacold3) " (1/sigma));stAcold3
FtAcold3<-1-stAcold3;FtAcold3

month <- 5
lugarcold <- 1
etacoldb<-exp (fitd4$coefficients[1] +
fitd4Scoef[2]*month + fitd4$coefficients[3]*lugarcold +
fitd4Scoefficients[4] *month*lugarcold)
etacoldb
stAcoldb<- 1/ (1+ (tempoE/etacold5) " (1/sigma)) ;stAcold5
FtAcoldb5<-1-stAcold5;FtAcoldb

month <- 7
lugarcold <- 1
etacold7<-exp (fitd4$coefficients[1] +
fitd4Scoef[2] *month + fit4Scoefficients[3]*lugarcold +
fitdScoefficients[4] *month*lugarcold)
etacold’
stAcold7<- 1/ (1+ (tempoE/etacold?)” (1/sigma)) ;stAcold?
FtAcold7<-1-stAcold7;FtAcold’

month <- 9
lugarcold <- 1
etacold9<-exp (fitd4Scoefficients[1l] +
fitd4Scoef[2] *month + fit4Scoefficients[3]*lugarcold +
fitdScoefficients[4] *month*lugarcold)
etacold9
stAcold9<- 1/ (1+ (tempoE/etacold9) " (1/sigma));stAcold?
FtAcold9<-1-stAcold9;FtAcold9

month <- 12
lugarcold <- 1
etacoldl2<-exp (fitdScoefficients([1l] +
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fitd4Scoef[2] *month + fit4Scoefficients[3]*lugarcold +
fitdScoefficients[4] *month*lugarcold)
etacoldl?
stAcoldl2<- 1/ (1+ (tempoE/etacoldl2) " (1/sigma));stAcoldl?2
FtAcoldl2<-1-stAcoldl2;FtAcoldl?2

#Curvas com as probabilidades de germinacdo para condig¢do cémara

fria

color = c("black","blue","red", "seagreend", "limegreen",

"pink"™, "purple")

lty=c(1,1,1,1,1,1,1)

plot (tempoE, tempoE*0, pch="", xlim=range(c(1,30)),
ylim=range (c(0,1)), xlab="Time (days) ", ylab="Seed
germination probability", xaxt="n", yaxt="n")

axis(l, at = c¢(1,8,15,22,30))

axis (2, at = seq(0, 1, by = 0.1))

lines (tempok, FtAcoldl, lty=1,col="black",lwd =2.5)

lines (tempok, FtAcold2,1lty=1,col="blue",lwd =2.5)
lines (tempok, FtAcold3,col="red", 1lwd =2.5,1ty=1)

lines (tempok, FtAcold5, col="seagreend", lwd =2.5,1ty=1)
lines (tempok, FtAcold7,col="1imegreen", lwd =2.5, 1ty=1)
lines (tempok, FtAcold9,col="pink",1lwd =2.5,1ty=1)
lines (tempok, FtAcoldl2, col="purple",lwd =2.5,1ty=1)

legend (20,0.35,1ty=1ty,col=color, lwd=2,c("1","2"™,"3","5", "7",
"gmr,"12"), bty="n",y.intersp = 1.2, ncol=2, title =
"Armazenamento (meses)")

mtext (" (b)",side=3,adj=-0.05,at=0.3,1ine=0.2, font=2, cex=1.0)

## Andlise semiparamétrica

#Pacotes e Funcoes

require (openxlsx)

require (survival)

require (icenReq)

#Leitura do banco de dados

dados <- read.xlsx("EfeitoExtracdo.xlsx")

head (dados)

#Preparacdo dos dados

dados$right[is.na (dados$right)] <- Inf

dados$extrac< factor (dados$extrac, levels=c("manual",
"enzymatic"))

attach (dados)

#Usando doParallel para diminuir o tempo de processamento

ptm <- proc.time ()

library(doParallel)

myCluster <- makeCluster (4)

registerDoParallel (myCluster)

#Ajuste dos modelos - risco proporcional (Cox PH)
fit ph <- ic sp(cbind(left, right) ~ extrac, model = 'ph',B =
c(0, 1), bs _samples = 500, data = dados,useMCores = TRUE)
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stopCluster (myCluster)

proc.time () - ptm

summary (£fit ph)

newdata <- data.frame (extrac = c("manual","enzymatic") )
newdata

rownames (newdata) <- c("Manual","Enzymatic")
getSCurves (fit ph,newdata )

#Curvas com as probabilidades de germinacéo

Color = c("blue","red")
Lty=c(1,1)
plot (fit ph, fun="cdf", newdata,xlab = "Time (days)",
x1lim= c(0,30), xaxt= "n",yaxt="n", ylab = "Seed germination

probability", col=Color, lwd=2, plot legend= F)
axis(l, at = ¢(1,8,15,22,30))
axis (2, at = seq(0,1, by = 0.1))
legend (21,0.35, 1lty= Lty,col=Color, 1lwd=2, c("Manual",
"Enzimdtica"), bty="n",y.intersp = 1.3)

#Graficos para diagndstico

Colorl = c("red","green")

Lty=c(1,1)

diag covar (fit ph, "extrac", col = Colorl, xlab = "Time
(days)", main = "", lgdLocation = NULL)

legend(22,-1.2, lty= Lty, col= Colorl, lwd= 2, c("Enzymatic",
"Manual"), bty="n",y.intersp = 1.3)

## Andlise para dados grupados

#Pacotes e Funcoes
require (openxlsx)
require (tidyverse)
require (survival)
require (ROCR)
require (pROC)

#Para o ajuste do modelo de riscos proporcionais deve ser usado

0 arquivo intervs obtido pelo SAS

#Leitura do banco de dados
dados<-read.xlsx ("INTERVS.x1lsx")

dim (dados)
head (dados)

#Preparacdao dos dados
dadosSarmaz<-factor (dadosS$Sarmaz, levels=c ("12","13","14"))
dados$temper< factor (dadosS$Stemper, levels=

c("is5","20","25","30"))

—_~ o~ o~ —~

attach (dados)
#Ajuste dos modelos
fit2a<-glm(y~-1+intl+int2+int3+int4+factor (armaz, levels=
14:12)+as.factor (temper), family=
binomial (1ink="1logit"))
summary (fit2a)



#Ajuste do modelo sem a interacdo para efeito de comparacédo
fit2b<-glm(y~-1+intl+int2+int3+int4d+
factor (armaz, levels=14:12) +as.factor (temper) +
factor (armaz, levels=12:14) *as.factor (temper),
family=binomial (1ink="1logit"))
summary (£it2b)
anova (fit2a, fit2b, test="Chisqg")

# CURVA ROC - fit2b

roc2=plot.roc(y, fitted(fit2b))

plot (smooth (roc2,method="density"), xlab="Especificidade",
ylab="Sensibilidade",
print.auc=TRUE,
auc.polygon=TRUE,
grud=c(0.1,0.2),
grid.col=c ("gray", "red"),
identity.lty=2,identity.lwd=2,identity.col="red",
max.auc.polygon=TRUE,
auc.polygon.col="lightgreen",
print.thres=F)

# Selecionado o Modelo Logistico

summary (fit2b)

cf<-fit2bScoefficients[1:4];

gi<-exp(cf) ;gi

cfl<-fit2bScoefficients[5:18];cfl

#Armazenamento de 12 meses com temperatura de 15°C
qil<-(1/(1+gi))
SA12T15<-gil
for(i in 1:3){
SA12T15[i+1]<-prod(gil[1l: (i+1)1)}
SA12T15<-c(1,SA12T15)
FA12T15<-1-SA12T15;FA12T15
#Armazenamento de 12 meses com temperatura de 20°C
gqi2<-(1/(1l+gi*exp(cfl[4]1)))
SA12T20<-gi2
for(i in 1:3){
SA12T20[i+1]<-prod(gi2[1: (i+1)]1)}
SA12T20<-c (1,SA12T20)
FA12T20<-1-SA12T20;FA12T20
#Armazenamento de 12 meses com temperatura de 25°C
qi3<-(1/(1l+gi*exp(cfl[5]1)))
SA12T25<-gi3
for(i in 1:3){
SA12T25[i+1]<-prod(gi3[1: (i+1)1)}
SA12T25<-c (1,SA12T25)
FA12T25<-1-SA12T25;FA12T25
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#Armazenamento de 12 meses com temperatura de 30°C
qid<-(1/(1l+gi*exp(cfl[6])))
SA12T30<-gid
for(i in 1:3){
SA12T30[i+1l]<-prod(gid[1l: (i+1)1)}
SA12T30<-c (1,SA12T30)
FA12T30<-1-SA12T30;FA12T30
#Curvas com as probabilidades de germinagdo para o tempo de
armazenamento de 12 meses
#tiff ("FigRegDiscreta.tiff", width=200, height=180,
units="mm", res=600)
par (mar=c(4.0,4.0,1.5,1)+0.1)
par (mfrow=c(2,2))
t<-c(1,7,15,22,30)
cbind (t,FA12T15,FA12T20,FA12T25,FA12T30)
color = c("mediumorchidl", "darkgreen", "blue", "red")
plot (t,FA12T15, type="s", lty=1l, ylim=range(c(0,1)),
xaxt="n",xlab="Tempo (dias)", col="mediumorchidl", lwd=2,
ylab="Probabilidade de germinacdo")
axis(l,at=c(1,7,15,22,30))
lines (t,FA12T20, type="s",lty=2,1lwd=2,col="darkgreen")
lines (t,FA12T25, type="s",l1lty=3,1lwd=2,col="blue")
lines (t,FA12T30, type="s",lty=3,1lwd=2,col="red")
mtext (" (a)",side=3,adj=0.1,at=0.3,1ine=0.2, font=2, cex=1.0)

#Armazenamento de 13 meses com temperatura de 15°C
qib<-=(1/ (1l+gi*exp(cfl[2]1)))
SA13T15<-gib5
for(i in 1:3){
SA13T15[i+1]<-prod(giS5[1: (i+1)1)}
SA13T15<-c(1,SA13T15)
FA13T15<-1-SA13T15;FA13T15
#Armazenamento de 13 meses com temperatura de 20°C
gi6e<-(1/(l+gi*exp(cfl[2]+cfl[4]+cfl1[9])))
SA13T20<-gi6
for(i in 1:3){
SA13T20[i+1]<-prod(gi6[l: (i+1)]1)}
SA13T20<-c(1,SA13T20)
FA13T20<-1-SA13T20
#Armazenamento de 13 meses com temperatura de 25°C
qi7<-(1/ (1+gi*exp (cfl[2]+cfl[5]+cfl1[10])))
SA13T25<-gi7
for(i in 1:3){
SA13T25[i+1]<-prod(gi7[1: (i+1)1)}
SA13T25<-c(1,SA13T25)
FA13T25<-1-SA13T25

#Armazenamento de 13 meses com temperatura de 30°C



qi8<-(1/(l+gi*exp(cfl[2]+cfl[6]+cfl[11])))

SA13T30<-gi8

for(i in 1:3){
SA13T30[i+1]<-prod(gi8[1l: (i+1)1)}

SA13T30<-c(1,SA13T30)

FA13T30<-1-SA13T30
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#Curvas com as probabilidades de germinagdo para o tempo de

armazenamento de 13 meses
cbind (t, FA13T15,FA13T20,FAL13T25,FA13T30)

color = c("mediumorchidl", "darkgreen", "blue",

"red" )

plot (t,FA13T15, type="s", lty=1l, ylim= range(c(0,1)),

xaxt="n", xlab="Tempo (dias) ", col=

"mediumorchidl",

lwd=2,ylab= "Probabilidade de germinacé&o")

axis(l,at=c(1,7,15,22,30))

lines (t,FA13T20, type="s",lty=2,1wd=2,col="darkgreen")

font=2, cex=1.0)

lines (t,FA13T25, type="s",lty=3,1lwd=2,col="blue")
lines (t,FA13T30, type="s",lty=3,1lwd=2,col="red")
mtext (" (b)",side=3,adj=0.1,at=0.3,1ine=0.2,
#:::::::::::::::::::::::::::::::::

#Selecdo do ARMAZ=14
T

#Armazenamento de 14 meses com temperatura de
qio<-(1/(1l+gi*exp(cfl[1]1)))
SA14T15<-gi®9
for(i in 1:3){
SA14T15[i+1]<-prod(gi9[1l: (i+1)1)}
SA14T15<-c(1,SA14T15)
FA14T15<-1-SA14T15
#Armazenamento de 14 meses com temperatura de
qil0<=(1/(1l+gi*exp(cfl[1]1+cfl[4]+cfl[12])))
SA14T20<-gil0
for(i in 1:3){
SA14T20[i+1]<-prod(gilO[1l: (i+1)1)}
SA14T20<-c(1,SA14T20)
FA14T20<-1-SA14T20
#Armazenamento de 14 meses com temperatura de
qill<—(1/(l+gi*exp(cfl[1]+cfl[5]+cfl[13])))
SA14T25<-gill
for(i in 1:3){
SA14T25[i+1]<-prod(gill[1l:(i+1)])}
SA14T25<-c (1,SA14T25)
FA14T25<-1-SA14T25
#Armazenamento de 14 meses com temperatura de
qil2<-=(1/(l+gi*exp(cfl[1l]l+cfl[6]+cfl[14])))
SA14T30<-qgil2
for(i in 1:3){
SA14T30[i+1]<-prod(gil2[1:(i+1)1)}
SA14T30<-c(1,SA14T30)
FA14T30<-1-SA14T30

15°C

20°C

25°C

30°C
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#Curvas com as probabilidades de germinagdo para o tempo de
armazenamento de 14 meses
cbind (t,FA14T15,FA14T20,FA14T25,FA14T30)

color = c("mediumorchidl", "darkgreen", "blue", "red")
plot (t,FA14T15, type="s", lty=1, ylim= range(c(0,1)), xaxt="n"
xlab= "Tempo (dias)", col="mediumorchidl", 1lwd=2, ylab=

"Probabilidade de germinacédo")
axis(l,at=c(1,7,15,22,30))
lines (t,FA14T20, type="s",lty=2,1lwd=2,col="darkgreen")
lines (t,FA14T25, type="s",l1lty=3,1lwd=2,col="blue")
lines (t,FA14T30, type="s",lty=3,1lwd=2,col="red")
mtext (" (c)",side=3,adj=0.1,at=0.3,1ine=0.2, font=2, cex=1.0)

#Legenda

Lty<-c(1,2,3,3)

Color = c("mediumorchidl", "darkgreen", "blue", "red")

plot (1:15, 1:15, type = "n", ann = FALSE, axes = FALSE, bg =

"green", xaxt = "n", yaxt = "n")

legend ("left", lty=Lty, 1lwd=2,bty="n",ncol=1,cex=1.0, col =
Color, X.intersp=1.1,y.intersp=1.5,seg.len=3.0,
c("Temp. 15 °C", "Temp. 20 °C", "Temp. 25 °C", "Temp.
30 °C"))

#dev.off ()



