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RESUMO: A estatística multivariada tem sido utilizada em estudos de divergência genética dentro
de espécies vegetais medicinais. A análise da distância genética entre indivíduos é ferramenta
importante no estudo de populações e para as estratégias de melhoramento da espécie. Este
trabalho tem por objetivo apresentar as principais metodologias estatísticas para estudos de
divergência genética quando utilizados marcadores moleculares dominantes. O agrupamento
dos indivíduos segundo as distâncias genéticas calculadas resulta em dendrograma de
dissimilaridade. Diferentes coeficientes de similaridade e metodologias de agrupamento apresentam
características próprias, adequam-se às diferentes espécies e aos tipos de dados estudados. A
utilização inadequada dos coeficientes de similaridade pode sugerir conclusões equivocadas em
trabalhos de pesquisa.
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ABSTRACT: Application of multivariate analysis for genetic divergence evaluations using
dominant molecular markers in medicinal plants. The multivariate statistic has been used in
genetic divergence studies concerning medicinal plants. Analysis of the genetic distance among
individuals is an important tool for population studies and breeding strategies. This work aims to
present the main statistical methodologies for genetic divergence studies when dominant molecular
markers are used. The clustering of individuals using their calculated genetic distances results in
a dissimilarity dendrogram. Different similarity coefficients and clustering methodologies present
particular characteristics, adapting to different species and studied data. The inadequate utilization
of similarity coefficients can lead to wrong conclusions in research works.
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INTRODUÇÃO
A preservação de recursos genéticos de

plantas cultivadas em bancos de germoplasma (BAG)
tem sido enfatizada no mundo inteiro, com o objetivo
de preservar uma amostra da extensa diversidade
genética de determinada espécie, preferivelmente com
a classificação dos genótipos, das características e
da organização genética, além de manter os acessos
na sua constituição genética original, diminuindo a
possibilidade de mutação, seleção ou contaminação
(Karp et al., 1997). A agricultura moderna, o aumento
da área urbana e a devastação de vegetações naturais
têm sido os motivos principais para a criação dos
BAG’s em todo o mundo (Hidalgo, 1991). Atualmente,
a preocupação com a perda da variabilidade e a
extinção de espécies com potencial medicinal tem

gerado demanda por trabalhos de coleta, preservação
e estudo sobre tais plantas. Para conservação e
manejo eficiente destas espécies medicinais, a
composição genética dos acessos coletados em
diferentes regiões deve ser avaliada.

A investigação da variabilidade genética dos
acessos de um BAG pode ser feita com o uso de
técnicas de marcadores moleculares, principalmente
por marcadores RAPD (Random  Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) e VNTR (Variable Number Tandem
Repeats) (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Várias
espécies de plantas medicinais têm sofrido este tipo
de avaliação, como Maytenus ilicifolia (Bittencourt,
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2001; Mossi et al., 2007), Chenopodium ambrosioides
(Santos & Corrêa, 2006), Scutellaria (Hosokawa et
al., 2000), Prunus africana (Dawson & Powell, 1999),
Echinacea (Nieri et al., 2003), Epimedium (Nakai et
al., 1996), Phyllanthus amarus (Jain et al., 2003;
Palaniappan & Marappa, 2008), Casearia (Silva et al.,
2006), Jaborandi (Sandhu et al., 2006), Salvia (Lerin
et al., 2007a) e Oroxylum indicum (Jayaram & Prasad,
2008).

Os marcadores moleculares RAPD e AFLP
são denominados marcadores dominantes, devido ao
polimorfismo genético detectado por estes serem de
natureza binária, ou seja, detectam a presença ou
ausência do segmento amplificado (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Desta forma, estes marcadores
não distinguem indivíduo homozigoto dominante de
heterozigoto para um determinado lócus.

Para ser realizado o estudo de divergência
genética entre os acessos, ao final das análises
genéticas, utiliza-se de análises estatísticas. Em
primeira instância, determina-se a matriz de
similaridade entre os genótipos para, posteriormente,
ser aplicado uma metodologia estatística de análise
de divergência. A análise de agrupamento, análise
fatorial, análise discriminante e a análise do
componente principal são métodos estatísticos que
podem ser aplicados nos estudos de divergência
genética. Entre estes métodos, a análise de
agrupamento destaca-se por ser de fácil interpretação
e por não necessitar de uma hipótese prévia da
distribuição provável dos dados (Meyer et al., 2004).

Os métodos de classificação e ordenação
da variabilidade genética entre os acessos de BAG’s
e das variedades lançadas pelos programas de
melhoramento que estão se incrementando cada vez
mais, estão ganhando cada vez mais significância.
Neste âmbito, a análise multivariada apresenta-se
como uma importante estratégia para classificação
de germoplasma, ordenação da variabilidade de um
amplo número de acessos, ou ainda para analisar as
relações genéticas entre materiais melhorados
(Mohammadi et al., 2003).

A estatística multivariada permite a análise
simultânea das várias medidas de um determinado
indivíduo que esteja sendo investigado (Hair et al.,
1987), ou seja, tendo-se duas ou mais variáveis
respostas (Y) de um indivíduo, aplica-se a análise
multivariada. A crescente utilização desta metodologia
de análise deve-se principalmente aos avanços da
computação, devido à disponibilidade de vários
programas aplicados a este fim, como GENES (Cruz,
2001), NTSYS (Rohlf, 1992), SAS (Sas Institute,
1992), entre outros.

O objetivo deste trabalho é demonstrar como
a análise multivariada pode ser aplicada ao estudo
de diversidade genética entre acessos de bancos de
germoplasma ou variedades diferentes de uma mesma

espécie, utilizando-se marcadores moleculares
dominantes. Para tanto, serão utilizados dados
simulados do estudo de divergência genética de
acessos de fáfia (Pfaffia paniculata) coletados no sul
do Brasil.

Simulação e análise dos dados
Utilizando-se os dados obtidos através de

trabalhos com marcadores moleculares RAPD com
os acessos de fáfia (denominados Baf e um número),
far-se-á uma demonstração de como se procede à
análise estatística destes. Supondo um estudo de
sete acessos de um BAG, utilizando-se vinte
marcadores RAPD. Os dados das leituras dos géis
estão na Tabela 1.

  A análise de agrupamento classifica n itens
(podendo ser populações, indivíduos, variedades,
linhas, etc.), utilizando as avaliações de p caracteres
ou variáveis, a partir de medida de distância entre os
itens. Esta técnica de agrupamento compreende duas
etapas: na primeira, gera-se uma matriz de distâncias
entre cada item, resultando em n (n-1) /2 pares de
distâncias. Num segundo momento, aplica-se um
algoritmo de agrupamento sobre esta matriz gerada, para
classificar e conectar os grupos homogêneos (Dias,
1998). O agrupamento f inal  deve exibir alta
homogeneidade dentro dos grupos e al ta
heterogeneidade entre os grupos (Mohammadi et al.,
2003). Os resultados finais serão dados em números
absolutos de distância genética e em dendrogramas
de similaridade, para análise gráfica dos resultados
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A análise genética entre n itens, com o uso
de marcadores moleculares dominantes como RAPD
e o AFLP, são feitas através da leitura dos géis de
eletroforese com as reações do marcador em
questão. Esta leitura é feita dando-se notas para a
presença ou ausência (1 e 0, por exemplo) das bandas
nos géis (Dias, 1998). Estes dados, denominados
dados binários, serão analisados utilizando-se
coeficientes de similaridade, dois a dois, para o
cálculo das distâncias genéticas. Os coeficientes de
similaridade são específicos para variáveis binárias,
e são utilizados em estudos de divergência genética
baseados em marcadores moleculares dominantes
(Meyer et al., 2004). Estes coeficientes representam
a relação linear entre dois itens avaliados por um
conjunto de p caracteres, sendo estes as respostas
das leituras dos géis. Tendo-se as distâncias
calculadas, aplicam-se os métodos de agrupamento
dos itens estudados. Estes visam maximizar a
similaridade dentro dos grupos e a dissimilaridade
entre os grupos (Dias, 1998).

A leitura dos géis em dados binários (0 para
ausência e 1 para presença da banda) é transformada
em índices (a, b, c e d), quando comparamos dois
itens. Supondo uma situação, onde se têm duas
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o cálculo dos coeficientes de similaridade. Existem
vários coeficientes de similaridade propostos por
diferentes autores (Tabela 2).

Os valores de distância genética entre dois
genótipos (dissimilaridade - dij) são calculados,
geralmente, como complemento da similaridade (sij):
dij = 1 - sij. Outras funções para conversão de

TABELA 2. Principais coeficientes de similaridade encontrados na literatura.
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TABELA 1. Leitura das bandas de marcadores RAPD.

populações, P e Q. O índice “a” representa a presença
de uma mesma banda nas duas populações; o “b”
representa a presença da banda em apenas uma das
populações; o índice “c” indica a presença da banda
somente na outra população que não em “b”; e “d”
representa a ausência de uma mesma banda nas
duas populações. Estes índices serão utilizados para
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similaridade em distância existem e são válidas, como
por exemplo, dij = -ln (sij) (Dias, 1998).

Analisando-se os acessos do exemplo em
duplas, obtêm-se os índices a, b, c e d, para calcular-
se o índice de similaridade e, posteriormente o índice
de divergência genética (Tabela 3).

Tendo-se os índices, calculam-se os índices
de similaridade e de divergência genética entre os
acessos. Em primeira instância, utilizar-se-á o
coeficiente de Sorensen - Dice (2 a / (2 a + b + c)). Os
coeficientes de similaridade entre os acessos são
calculados e, logo após, calculam-se os coeficientes
de dissimilaridade pela equação dij = 1 – sij (Tabela 4).

Agrupamento
Após o cálculo da matriz com as distâncias

genéticas entre todos os itens, procede-se o
agrupamento destes. Para tanto, utiliza-se de
metodologias de agrupamento. O objetivo destes
métodos é juntar aqueles itens com maior proximidade
em grupos, resultando em um dendrograma de
similaridade, que permite uma visualização mais fácil e
rápida dos resultados (Dias, 1998).

Os métodos de agrupamento podem ser
divididos em dois grupos, hierárquicos e não-
hierárquicos, sendo o primeiro grupo mais utilizado
para análise de divergência genética de espécies
vegetais. Dentre os métodos não-hierárquicos,
destacam-se os métodos de partição e os métodos
de otimização (Dias, 1998). Estes métodos não
envolvem construção de árvores ou dendrogramas.
Estes métodos são raramente utilizados para análise
de divergência genética intra-específica devida,
principalmente, a falta de informação prévia sobre o
número ótimo de grupos para alocação precisa dos
indivíduos (Mohammadi et al., 2003).

As metodologias mais utilizadas em biologia
são os métodos hierárquicos aglomerativos. Estes se
caracterizam por séries sucessivas de fusões, ou seja,
os itens são agrupados (fundidos) entre si, por
subdivisões hierárquicas operadas sobre a matriz das
distâncias genéticas calculada anteriormente, até
resultar no dendrograma. Os métodos hierárquicos
aglomerativos são o do Vizinho mais próximo, Vizinho
mais distante, e das Médias das distâncias (Dias, 1998).

No método do vizinho mais próximo,
identificam-se os itens mais próximos na matriz, e
recalcula-se a distância deste conjunto para os outros
itens {d[k, (i j)] = min [d(k,i), d(k,j)]}. Este cálculo é
feito pegando-se a menor distância entre um dos dois
itens fundidos e o outro item em questão. Por
exemplo, se numa matriz fundirmos os itens 1 e 2, e
a distância de um item 3 é menor para o 2 do que
para o 1, a distância do grupo 1-2 para o item 3 será
a distância entre 2 e 3. A partir do cálculo da nova
matriz, segue-se sempre o mesmo princípio, fundindo
os itens - grupos de menor distância e recalculando
a matriz das distâncias.

No método do vizinho mais distante, inicia-
se da mesma forma que o anterior, ou seja, fundem-
se os dois itens mais próximos. A partir deste ponto,

TABELA 3. Índices a, b, c e d entre acessos estudados.

TABELA 4. Coeficientes de dissimilaridade entre os acessos estudados.
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os cálculos da matriz das distâncias são feito
pegando-se a maior distância entre este os itens deste
grupo e outro item comparado {d[k, (ij)] = max [d(k,i),
d(k,j)]}. No mesmo exemplo anterior, se os itens 1 e
2 fossem fundidos, a distância para um item 3 seria
a distância entre 3 e 1 (maior do que entre 2 e 3).

O método das Médias das distâncias,
conhecido também como UPGMA (do inglês unweighted
pair-group method using an arithmetic average), utiliza
a média das distâncias entre os itens fundidos e um
terceiro item {d[k, (ij)] = pi d(k,i) + pj d(k,j)]}. Utilizando o
mesmo exemplo anterior, se 1 e 2 fossem fundidos,
a distância de 3 para o grupo 1-2 seria a média das
distâncias de 3 para 1 e de 3 para 2. Seguem-se as
fusões sempre entre os itens-grupos de menor
distância genética na matriz. O método UPGMA é,
dentre os métodos hierárquicos aglomerativos, o mais
comumente utilizado (Mohammadi et al., 2003).

O resultado final de cada um dos métodos é
um dendrograma, onde no eixo X colocam-se as
distâncias, e no eixo Y os itens avaliados. O
agrupamento dos itens forma uma “árvore” facilmente
visualizada. Dias (1998) ressalta, porém, a necessidade
da intuição e do conhecimento dos dados e algoritmo
utilizado pelo analista, para uma interpretação precisa
dos resultados.

Para o cálculo deste trabalho será utilizado
o método das Médias das distâncias (UPGMA).
Inicialmente, agrupam-se os dois acessos de menor
distância genética, neste caso o Baf20 e o Baf48
(0,185). A partir deste coeficiente, calculam-se as
distâncias genéticas dos outros acessos em relação
ao grupo Baf20-Baf48, utilizando-se as médias das
distâncias de cada acesso entre os acessos Baf 20
e Baf48. Por exemplo, a distância entre o acesso
Baf57 e o grupo Baf20-Baf48 será d[Baf57,
(Baf7Baf48) = (0,304 + 0,333)/2 = 0,3185. Uma nova
matriz é construída com as novas distâncias.

Novamente, agrupam-se os acessos com
menor distância, neste caso o Baf5 e o Baf84 e
constrói-se uma nova matriz. Este procedimento é
realizado até ocorrer o agrupamento de todos os

acessos (Tabela 5). A partir deste ponto procedendo-
se a esquematização do dendrograma de similaridade
logo após.

Observa-se que os resultados no
dendrograma (Figura 1) dispõem-se de forma facilitada
para uma primeira observação. Os valores absolutos,
porém, fazem-se necessários para comparações
mais precisas, e para cálculos posteriores.

A escolha do coeficiente de similaridade e
do método de agrupamento

Os coeficientes de Jaccard, Sorensen-Dice,
Ochiai e Kulczynski apresentam a particularidade de
não levarem em conta o índice d, resultante do não
aparecimento de uma mesma banda nos dois
indivíduos estudados. Segundo Duarte et al. (1999),
esta característica é importante para marcadores
RAPD, pois a ausência de banda amplificada em dois
genótipos não significa, necessariamente, similaridade
entre eles. O coeficiente de Sorensen-Dice, contudo,
mede a proporção de bandas (alelos) compartilhadas,
como resultado destes terem sido herdados de um
mesmo ancestral, e representa a proporção de alelos
presentes e compartilhados por dois genótipos (2a)
divididos pela proporção média de bandas presentes
em cada indivíduo (2 a + b + c). O coeficiente de
Coincidência Simples leva em conta as concordâncias
e discordâncias entre as bandas dos genótipos, dando
peso igual para estes na estimativa da distância
genética (Mohammadi et al., 2003).

A escolha do coeficiente a ser utilizado deve
ser criteriosa, dependendo, inclusive, da espécie que
se está estudando. Segundo Kosman & Leonard
(2005), a escolha do coeficiente mais apropriado
depende do tipo de marcador utilizado e do nível de
ploidia do organismo em estudo. Aqueles coeficientes
que não consideram o índice d (como Jaccard e
Sorensen-Dice) são preferidos, já que não se sabe a

TABELA 5. Resultados do agrupamento segundo o
método UPGMA.

FIGURA 1. Dendrograma de similaridade genética
gerado pelo método UPGMA, utilizando-se o
coeficiente de Sorensen - Dice.
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natureza da ausência da banda. O coeficiente de
Jaccard tem sido largamente utilizado em estudos
de biologia, para populações dentro de uma espécie,
onde as concordâncias são freqüentes. O coeficiente
de Sorensen-Dice é adequado para comparar itens
muito diversos, onde a probabilidade de detecção dos
índices a (presença comum de uma mesma banda)
é menor (Dias, 1998).

Os coeficientes de Jaccard e de Sorensen-
Dice são os mais utilizados para estudos de
variabilidade genética em espécies medicinais.
Bittencourt (2001) e Mossi et al. (2007), em estudo de
variabilidade genética em populações naturais de
Maytenus ilicifolia, Wadt (2001) em estudo em
populações naturais de pimenta longa (Piper
hispidinervum C.DC.), Echeverrigaray & Agostini
(2006), em estudo da correlação genética entre
cultivares comerciais e acessos brasileiros de Salvia
officinalis, Palaniappan & Marappa (2008) em estudo
entre acessos de Phyllanthus amarus, Gaia et al.
(2004), estudando similaridade em populações naturais
de Piper aduncum, Lerin et al. (2007a, 2007b), em
estudo de diversidade genética de populações de Salvia
sp., Cymbopogon sp., Stipa tenacissima e Andropogon
schoenanthus, Silva et al. (2006), em estudo de
variabilidade genética entre variedades de Caesaria
sylvestris, utilizaram o coeficiente de Jaccard; Santos
& Corrêa (2006), em estudos com Chenopodium
ambrosioides, Moura et al. (2005) em estudos de
diversidade genética em jaborandi (Pillocarpus
microphyllus Stapf.), Ângelo et al., (2006) estudando a
diversidade genética entre acessos de Croton cajucara
utilizaram o coeficiente de Sorensen-Dice.

 Trabalhos foram feitos para se comparar os
coeficientes de similaridade em estudos em espécies
não medicinais, que podem auxiliar na escolha
destes. Duarte et al. (1999), comparando diferentes
coeficientes de similaridade em estudo com feijão,
determinaram que o coeficiente de Sorensen-Dice
apresenta-se como o mais adequado para estudo de
divergência genética para esta espécie, quando
utilizados marcadores RAPD. Já Emygdio et al. (2003)
constataram que os marcadores de Russel e Rao
não se adequam para esta espécie e para marcadores
dominantes, enquanto os coeficientes de Sorensen-
Dice, Ochiai e Kulczynski são os mais adequados
para o estudo de divergência genética em feijão por
meio de marcadores RAPD. Meyer et al. (2004),
utilizando marcadores RAPD e AFLP em milho para
comparação de coeficientes de similaridade
demonstram que, para esta situação, pode-se utilizar
os coeficientes de Jaccard, Sorensen-Dice,
Anderberg e Ochiai, já que os resultados para estes
coeficientes apresentaram pouca variação. Os
mesmos autores salientam, ainda, que este resultado
vem corroborar a maior utilização do índice de Jaccard
nas análises de divergência genética, apesar de não

ser o mais indicado para todas as espécies.
A escolha dos métodos de agrupamento

também deve ser criteriosa. Os diferentes métodos
podem produzir diferentes resultados aos mesmos
dados. Dudley (1994) afirma que o método UPGMA,
para melhoramento genético, é superior às
metodologias do vizinho mais próximo e do vizinho
mais distante. Ao se aval iar os métodos de
agrupamento, devem-se levar em conta dois aspectos:
a estabilidade do agrupamento formado e o grau de
concordância entre o dendrograma e a matriz das
distâncias. A primeira refere-se à possibilidade de se
separar os dados em subgrupos e analisá-los
separadamente, resultando no mesmo agrupamento
quando analisado conjuntamente ou ainda a não
distorção do agrupamento ao se excluir algum dado.
O grau de concordância entre a matriz e o dendrograma
é dado pelo coeficiente de correlação cofenética,
calculado através da correlação entre a matriz inicial e
a matriz dos valores cofenéticos entre os itens.

Alguns métodos estatísticos de análises, por
exemplo, a análise de correlação cofenética (Rohlf &
Sokal, 1961) associadas ao agrupamento, pode ser
empregada para aumentar a confiabilidade dos
agrupamentos gerados, bem como levar a
interpretações menos dúbias dos agrupamentos
formados. O coeficiente de correlação cofenética
estima o grau de concordância entre o dendrograma
formado pelo método de agrupamento e a matriz das
distâncias. Calcula-se esta se correlacionando os
dados da matriz cofenética C com os dados da matriz
de distâncias D, pelo coeficiente de correlação de
Pearson. A matriz C constitui-se das distâncias entre
os pares de itens que representam os níveis de fusão
verificados no dendrograma. Quando o coeficiente de
correlação for acima de 0,80, tem-se um bom ajuste
entre as duas matrizes (Dias, 1998).

O método UPGMA tem sido o mais utilizado
para caracterização de diversidade genética em
plantas medicinais (Jayaram & Prassad, 2008; Gaia
et al., 2004; Lerin et al., 2007; Silva et al., 2006;
Sandhu et al., 2006; Bellon et al., 2007; Bertoni et
al., 2007; Mossi et al., 2007; Palaniappan & Marappa,
2008). Santos & Corrêa (2006) utilizaram o método
do vizinho mais próximo para o agrupamento de
acessos de Chenopodium ambrosioides. Arriel et al.
(2006) compararam os métodos hierárquicos (UPGMA,
vizinho mais próximo e vizinho mais distante) no
agrupamento de acessos de gergelim usando
marcadores RAPD, onde foi demonstrado o melhor
ajuste das distâncias originais e estimadas pelo
método UPGMA, apresentando um coeficiente de
correlação cofenética de 0,89.

A utilização de métodos complementares
para a melhor visualização da dispersão dos acessos
tem sido uma alternativa aplicada por alguns autores.
Santos & Corrêa (2006), no estudo da diversidade
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genética de Chenopodium ambrosioides utilizaram o
método do vizinho mais próximo juntamente com
análises de dispersão bidimensional. Bellon et al.
(2007), no estudo da variabilidade genética entre
acesos selvagens e comerciais de Passiflora edulis
utilizaram o método UPGMA para o agrupamento, e
o método das coordenadas principais para análise
de dispersão. Arriel et al. (2006) concluíram que o
método UPGMA deve ser complementado com o
método de otimização de Tocher para a análise de
agrupamento. Relatam, ainda, que, caso o número
de genótipos analisados seja elevado, deve-se utilizar
a dispersão gráfica originadas pela análise das
coordenadas principais para melhor distinção dos
agrupamentos formados.

A escolha dos parâmetros estatísticos para
análise dos resultados de um experimento deve
obedecer a critérios para que os resultados
apresentados sejam confiáveis. Cada coeficiente de
similaridade possui características próprias que devem
ser levadas em conta, juntamente com a espécie
estudada. Estudos de comparação entre estes
coeficientes dão aos pesquisadores as diretrizes para
se conduzir de maneira coerente suas análises. De
forma geral, os coeficientes de Jaccard e de Sorensen-
DIce têm tido uma maior aceitação e têm sido os
mais utilizados para a análise de divergência genética
em plantas medicinais. Entretanto, selecionar o
coeficiente a ser utilizado não pode depender apenas
da utilização prévia em trabalhos anteriormente
publicados para uma determinada espécie (Kosman
& Leonard, 2005). Trabalhos prévios de eficiência dos
coeficientes de similaridade para a espécie em estudo
podem dar maior garantia na escolha.

Em relação às metodologias de agrupamento,
Dias (1998) cita que a diferença entre os algoritmos
de agrupamento (vizinho mais próximo, vizinho mais
distante e UPGMA) está nas informações sobre
diferentes aspectos, nas respostas a diferentes
questões e na geração de diferentes soluções que
proporcionam. Mohammadi et al. (2003) ressalta que
poucos estudos foram realizados para determinar as
vantagens e desvantagens de cada um.  De uma forma
geral, o método UPGMA é relatado como superior para
o agrupamento no estudo de divergência genética (Dias,
1998; Arriel, 2006). Para maior confiabilidade, os
trabalhos desta natureza em plantas medicinais devem
conter uma justificativa para a escolha do coeficiente
de similaridade e do método de agrupamento utilizados
(Kosman & Leonard 2005), além de parâmetros
estatísticos como o coeficiente de correlação cofenética.
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