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RESUMO: A estatistica multivariada tem sido utilizada em estudos de divergéncia genética dentro
de espécies vegetais medicinais. A andlise da distancia genética entre individuos é ferramenta
importante no estudo de populag@es e para as estratégias de melhoramento da espécie. Este
trabalho tem por objetivo apresentar as principais metodologias estatisticas para estudos de
divergéncia genética quando utilizados marcadores moleculares dominantes. O agrupamento
dos individuos segundo as distancias genéticas calculadas resulta em dendrograma de
dissimilaridade. Diferentes coeficientes de similaridade e metodologias de agrupamento apresentam
caracteristicas proprias, adequam-se as diferentes espécies e aos tipos de dados estudados. A
utilizacdo inadequada dos coeficientes de similaridade pode sugerir conclusdes 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 resultsin
adissimilarity 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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INTRODUCAO

A preservagdo 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 classificacdo dos genotipos, das caracteristicas e
daorganizacao genética, além de manter os acessos
na sua constituicdo genética original, diminuindo a
possibilidade de mutagéo, sele¢éo ou contaminagao
(Karp etal., 1997). Aagricultura moderna, o aumento
daarea urbana e a devastacao de vegetacdes naturais
tém sido os motivos principais para a criagdo dos
BAG’s em todo o mundo (Hidalgo, 1991). Atualmente,
a preocupagdo com a perda da variabilidade e a
extingdo de espécies com potencial medicinal tem
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gerado demanda por trabalhos de coleta, preservacéo
e estudo sobre tais plantas. Para conservagao e
manejo eficiente destas espécies medicinais, a
composicdo genética dos acessos coletados em
diferentes regides deve ser avaliada.

A investigacao 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). Varias
espécies de plantas medicinais tém sofrido este tipo
de avaliagdo, como Maytenus ilicifolia (Bittencourt,
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2001; Mossi et al., 2007), Chenopodiumambrosioides
(Santos & Corréa, 2006), Scutellaria (Hosokawa et
al., 2000), Prunus africana (Dawson & Powell, 1999),
Echinacea (Nieriet al., 2003), Epimedium (Nakai et
al., 1996), Phyllanthus amarus (Jain et al., 2003;
Palaniappan & Marappa, 2008), Casearia (Silva etal.,
2006), Jaborandi (Sandhu et al., 2006), Salvia (Lerin
etal., 2007a) e Oroxylumindicum (Jayaram & Prasad,
2008).

Os marcadores moleculares RAPD e AFLP
séo denominados marcadores dominantes, devido ao
polimorfismo genético detectado por estes serem de
natureza binaria, ou seja, detectam a presenca ou
auséncia do segmento amplificado (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Desta forma, estes marcadores
néo distinguem individuo homozigoto dominante de
heterozigoto para um determinado I6cus.

Para ser realizado o estudo de divergéncia
genética entre os acessos, ao final das andlises
genéticas, utiliza-se de analises estatisticas. Em
primeira instancia, determina-se a matriz de
similaridade entre os gendtipos para, posteriormente,
ser aplicado uma metodologia estatistica de analise
de divergéncia. A analise de agrupamento, analise
fatorial, andlise discriminante e a andlise do
componente principal sdo métodos estatisticos que
podem ser aplicados nos estudos de divergéncia
genética. Entre estes métodos, a analise de
agrupamento destaca-se por ser de facil interpretacéo
e por ndo necessitar de uma hipétese prévia da
distribuicdo provavel dos dados (Meyer et al., 2004).

Os métodos de classificacdo e ordenagéo
da variabilidade genética entre os acessos de BAG's
e das variedades lancadas pelos programas de
melhoramento que estdo se incrementando cada vez
mais, estdo ganhando cada vez mais significancia.
Neste ambito, a analise multivariada apresenta-se
como uma importante estratégia para classificacao
de germoplasma, ordenacgéo da variabilidade de um
amplo nimero de acessos, ou ainda para analisar as
relagbes genéticas entre materiais melhorados
(Mohammadiet al., 2003).

A estatistica multivariada permite a analise
simultanea das véarias medidas de um determinado
individuo que esteja sendo investigado (Hair et al.,
1987), ou seja, tendo-se duas ou mais variaveis
respostas (Y) de um individuo, aplica-se a andlise
multivariada. A crescente utilizagdo desta metodologia
de analise deve-se principalmente aos avancos da
computacédo, devido a disponibilidade de varios
programas aplicados a este fim, como GENES (Cruz,
2001), NTSYS (Rohlf, 1992), SAS (Sas Institute,
1992), entre outros.

O objetivo deste trabalho € demonstrar como
a analise multivariada pode ser aplicada ao estudo
de diversidade genética entre acessos de bancos de
germoplasma ou variedades diferentes de umamesma

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

Simulagao e andlise dos dados

Utilizando-se os dados obtidos através de
trabalhos com marcadores moleculares RAPD com
os acessos de fafia (denominados Baf e um nimero),
far-se-4 uma demonstragéo de como se procede a
analise estatistica destes. Supondo um estudo de
sete acessos de um BAG, utilizando-se vinte
marcadores RAPD. Os dados das leituras dos géis
estdo na Tabela 1.

Aandlise de agrupamento classifican itens
(podendo ser populagdes, individuos, variedades,
linhas, etc.), utilizando as avaliagdes de p caracteres
ou variaveis, a partir de medida de distancia entre os
itens. Esta técnica de agrupamento compreende duas
etapas: na primeira, gera-se uma matriz de distancias
entre cada item, resultando em n (n-1) /2 pares de
distancias. Num segundo momento, aplica-se um
algoritmo de agrupamento sobre esta matriz gerada, para
classificar e conectar os grupos homogéneos (Dias,
1998). O agrupamento final deve exibir alta
homogeneidade dentro dos grupos e alta
heterogeneidade entre os grupos (Mohammadi et al.,
2003). Os resultados finais serdo dados em nimeros
absolutos de distancia genética e em dendrogramas
de similaridade, para analise gréafica dos resultados
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A andlise genética entre n itens, com 0 uso
de marcadores moleculares dominantes como RAPD
e 0 AFLP, sdo feitas através da leitura dos géis de
eletroforese com as reacfes do marcador em
questdo. Esta leitura é feita dando-se notas para a
presenca ou auséncia (1 e 0, por exemplo) das bandas
nos geéis (Dias, 1998). Estes dados, denominados
dados binéarios, serdo analisados utilizando-se
coeficientes de similaridade, dois a dois, para o
céalculo das distancias genéticas. Os coeficientes de
similaridade séo especificos para variaveis binarias,
e sao utilizados em estudos de divergéncia genética
baseados em marcadores moleculares dominantes
(Meyer et al., 2004). Estes coeficientes representam
a relagéo linear entre dois itens avaliados por um
conjunto de p caracteres, sendo estes as respostas
das leituras dos géis. Tendo-se as distancias
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 binarios (0 para
auséncia e 1 para presenc¢a da banda) é transformada
em indices (a, b, c e d), quando comparamos dois
itens. Supondo uma situacédo, onde se tém duas
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populacdes, P e Q. O indice “a” representa a presenca
de uma mesma banda nas duas populacdes; o “b”
representa a presenca dabanda em apenas umadas
populages; o indice “c” indica a presenca da banda
somente na outra populacdo que ndo em “b”; e “d”
representa a auséncia de uma mesma banda nas
duas populacdes. Estes indices serao utilizados para

TABELA 1. Leituradas bandas de marcadores RAPD.
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o calculo dos coeficientes de similaridade. Existem
varios coeficientes de similaridade propostos por
diferentes autores (Tabela 2).

Os valores de distancia genética entre dois
genotipos (dissimilaridade - d;) sdo calculados,
geralmente, como complemento da similaridade (s,):
d; = 1 - s;. Outras funcGes para conversao de

Marcador | Baf 57 Baf48 Baf23 Baf07 Baf15 Baf84 Baf20
1 1 1 0 0 1 1 1
2 1 1 1 1 0 0 1
3 0 1 1 0 1 1 1
4 0 0 1 1 1 1 1
5 1 0 1 0 1 0 0
6 1 1 0 1 0 1 1
7 1 1 0 1 0 0 0
8 0 1 0 1 1 1 1
9 0 0 1 0 0 0 0

10 0 1 0 1 1 1 1
11 0 0 1 0 1 1 0
12 1 1 0 0 0 0 1
13 1 1 1 0 0 0 1
14 0 0 0 0 0 1 0
15 1 0 1 1 0 0 1
16 0 1 0 1 1 1 0
17 1 1 1 1 1 0 1
18 1 1 1 1 0 1 1
19 0 1 0 1 0 0 1
20 0 1 1 1 1 1 0

TABELA 2. Principais coeficientes de similaridade encontrados na literatura.

Coeficiente

Expressao da similaridade

Referéncia

Jaccard

Sorensen-Dice (Nei & Li)
Russel e Rao

Ochiai

allat+b+c)
2al/(2a+h+¢)
a/(a+b+c+d)

al/ J(a+b)a+rc)

JACCARD , 1901

DICE, 1945;SORENSEN, 1948
RUSSEL & Rao, 1840
OCHIAI, 1957

Coincidéncia Simples
Rogers e Tanimoto
Hamann

(@a+d)/(a+b+c+d)
(a+d)/[a+2(b+c)+d]
[(a + d)—(b + c)J/(a+b+c +d)

SOKAL & MICHENER, 1958
ROGERS & TANIMOTO, 1960
EMYGDIO et al., 2003

KulczynsKi 1/2[a/(a+b)+al(a+c) EMYGDIO et al., 2003
Yule (ab—hc)/ (ad + bc) EMYGDIO et al., 2003
Phi (ad g bC)/\/(Q’ I b)(C‘ I d)(a + b)(b o0 d) EMYGDIO et al., 2003
Rogers Modificada [(b+c)/ 2n]0'5 EMYGDIO et al., 2003
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similaridade em distancia existem e séo validas, como
por exemplo, d;=-In (s;) (Dias, 1998).

Analisando-se os acessos do exemplo em
duplas, obtém-se os indices a, b, c e d, para calcular-
se o indice de similaridade e, posteriormente o indice
de divergéncia genética (Tabela 3).

Tendo-se os indices, calculam-se os indices
de similaridade e de divergéncia genética entre os
acessos. Em primeira instancia, utilizar-se-a o
coeficiente de Sorensen -Dice (2a/(2a+b+c)). Os
coeficientes de similaridade entre os acessos séo
calculados e, logo apds, calculam-se os coeficientes
de dissimilaridade pela equacdo d, = 1 —s, (Tabela 4).

Agrupamento
Apbs o calculo da matriz com as distancias

TABELAZ3. indicesa, b, ¢ e d entre acessos estudados.

Acessos/Indices | a b c d
Baf57 e Baf48
Baf57 e Baf23
Baf57 e Baf07
Baf57 e Baf15
Baf57 e Baf84
Baf57 e Baf20
Baf48 e Baf23
Baf48 e Baf07 1
Baf48 e Baf15
Baf48 e Bafg4
Baf48 e Baf20 1
Baf23 e Baf07
Baf23 e Baf15
Baf23 e Bafé4
Baf23 e Baf20
Baf07 e Baf15
Baf07 e Bafé4
Baf07 e Baf20
Baf15 e Bafg4
Baf15 e Baf20
Baf84 e Baf20

O 00w wo o
A PR, NP OOOOO0OWCOONPROONNNPDBRN

O ~NW PR P PO OONWONOGOGOONO O O
W W NP, OOOAOOWRORE->200NOPOOR

~N O 00 O NN OO0 o = 0N

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 visualizag&o mais facil e
rapida dosresultados (Dias, 1998).

Os métodos de agrupamento podem ser
divididos em dois grupos, hierarquicos e néo-
hierarquicos, sendo o primeiro grupo mais utilizado
para analise de divergéncia genética de espécies
vegetais. Dentre os métodos nao-hierarquicos,
destacam-se os métodos de particdo e os métodos
de otimizagdo (Dias, 1998). Estes métodos nao
envolvem construgdo de arvores ou dendrogramas.
Estes métodos sao raramente utilizados para analise
de divergéncia genética intra-especifica devida,
principalmente, a falta de informacao prévia sobre o
namero 6timo de grupos para alocagéo precisa dos
individuos (Mohammadi et al., 2003).

As metodologias mais utilizadas em biologia
sdo 0s métodos hierarquicos aglomerativos. Estes se
caracterizam por séries sucessivas de fus@es, ou seja,
os itens sdo agrupados (fundidos) entre si, por
subdivisdes hierarquicas operadas sobre a matriz das
distancias genéticas calculada anteriormente, até
resultar no dendrograma. Os métodos hierarquicos
aglomerativos s&o o do Vizinho mais proximo, Vizinho
mais distante, e das Médias das distancias (Dias, 1998).

No método do vizinho mais préximo,
identificam-se os itens mais proximos na matriz, e
recalcula-se a distancia deste conjunto para 0s outros
itens {d[k, (i j)] = min [d(k,i), d(k,j)]}. Este célculo é
feito pegando-se a menor distancia entre um dos dois
itens fundidos e o outro item em questdo. Por
exemplo, se numa matriz fundirmosositensle 2, e
a distancia de um item 3 é menor para o 2 do que
parao 1, a distancia do grupo 1-2 para o item 3 sera
a distancia entre 2 e 3. A partir do céalculo da nova
matriz, segue-se sempre 0 mesmo principio, fundindo
os itens - grupos de menor distancia e recalculando
a matriz das distancias.

No método do vizinho mais distante, inicia-
se da mesma forma que o anterior, ou seja, fundem-
se 0s dois itens mais proximos. A partir deste ponto,

TABELA 4. Coeficientes de dissimilaridade entre os acessos estudados.

Acessos | Baf 57 Baf48 Baf23 Baf07 Bafi5 Baf84 Baf20
Baf 57 0,000 0,333 0,429 0,455 0,700 0,714 0,304
Baf 48 0,333 0,000 0,520 0,231 0,417 0,360 0,185
Baf 23 0,429 0,520 0,000 0,478 0,429 0,545 0,417
Baf 07 0,455 0,231 0,478 0,000 0,455 0,391 0,280
Baf 15 0,700 0,417 0,429 0,455 0,000 0,238 0,478
Baf 84 0,714 0,360 0,545 0,391 0,238 0,000 0,417
Baf 20 0,304 0,185 0,417 0,280 0,478 0,417 0,000
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os célculos da matriz das distancias séo feito
pegando-se a maior distancia entre este os itens deste
grupo e outro item comparado {d[k, (ij)] = max[d(k,i),
d(k,))I}. No mesmo exemplo anterior, se ositens 1 e
2 fossem fundidos, a distancia para um item 3 seria
a disténcia entre 3 e 1 (maior do que entre 2 e 3).

O método das Médias das distancias,
conhecido também como UPGMA (do inglés unweighted
pair-group method using an arithmetic average), utiliza
a média das distancias entre os itens fundidos e um
terceiro item {d[k, (ij)] = p, d(k,i) +p, d(k j)]}. Utilizando o
mesmo exemplo anterior, se 1 e 2 fossem fundidos,
a distancia de 3 para o grupo 1-2 seria a média das
distancias de 3 para 1 e de 3 para 2. Seguem-se as
fusbes sempre entre 0s itens-grupos de menor
disténcia genética na matriz. O método UPGMA é,
dentre os métodos hierarquicos aglomerativos, 0 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
distancias, e no eixo Y os itens avaliados. O
agrupamento dos itens forma uma “arvore” facilmente
visualizada. Dias (1998) ressalta, porém, a necessidade
daintuicdo e do conhecimento dos dados e algoritmo
utilizado pelo analista, para uma interpretacéo precisa
dosresultados.

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

Novamente, agrupam-se 0S acessos com
menor distancia, neste caso o Baf5 e o Baf84 e
constréi-se uma nova matriz. Este procedimento é
realizado até ocorrer o agrupamento de todos os

TABELA 5. Resultados do agrupamento segundo o
método UPGMA.

Niveis de
Fases Grupos fuséo

6 Baf48 Baf20 0,1852
5 Baf15 Baf84 0,2381
4 CL6 Baf07 0,2554
3 Baf57 CL4 0,3641
2
1

CL3 Baf23 0,4609
CL2 CLS 0,4906

343

baf57

baf48

baf20

bafo7y

baf23

baf15
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FIGURA 1. Dendrograma de similaridade genética
gerado pelo método UPGMA, utilizando-se o
coeficiente de Sorensen - Dice.

acessos (Tabela 5). A partir deste ponto procedendo-
se aesquematizacéo do dendrograma de similaridade
logo apos.

Observa-se que o0s resultados no
dendrograma (Figura 1) dispdem-se de formafacilitada
para uma primeira observagéo. Os valores absolutos,
porém, fazem-se necessarios para comparacdes
mais precisas, e para calculos posteriores.

A escolhado coeficiente de similaridade e
do método de agrupamento

Os coeficientes de Jaccard, Sorensen-Dice,
Ochiai e Kulczynskiapresentam a particularidade de
nao levarem em conta o indice d, resultante do néo
aparecimento de uma mesma banda nos dois
individuos estudados. Segundo Duarte et al. (1999),
esta caracteristica € importante para marcadores
RAPD, pois a auséncia de banda amplificada em dois
gendtipos ndo significa, necessariamente, similaridade
entre eles. O coeficiente de Sorensen-Dice, contudo,
mede a propor¢ao de bandas (alelos) compartiihadas,
como resultado destes terem sido herdados de um
mesmo ancestral, e representa a propor¢ao de alelos
presentes e compartilhados por dois genétipos (2a)
divididos pela propor¢do média de bandas presentes
em cada individuo (2 a + b + ¢). O coeficiente de
Coincidéncia Simples leva em conta as concordancias
e discordancias entre as bandas dos genétipos, dando
peso igual para estes na estimativa da distancia
genética (Mohammadiet al., 2003).

A escolha do coeficiente a ser utilizado deve
ser criteriosa, dependendo, inclusive, da espécie que
se esta estudando. Segundo Kosman & Leonard
(2005), a escolha do coeficiente mais apropriado
depende do tipo de marcador utilizado e do nivel de
ploidia do organismo em estudo. Aqueles coeficientes
gue nao consideram o indice d (como Jaccard e
Sorensen-Dice) sao preferidos, ja que ndo se sabe a
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natureza da auséncia da banda. O coeficiente de
Jaccard tem sido largamente utilizado em estudos
de biologia, para populacdes dentro de uma espécie,
onde as concordancias séo freqlientes. O coeficiente
de Sorensen-Dice é adequado para comparar itens
muito diversos, onde a probabilidade de detec¢éo dos
indices a (presenca comum de uma mesma banda)
€ menor (Dias, 1998).

Os coeficientes de Jaccard e de Sorensen-
Dice sdo os mais utilizados para estudos de
variabilidade genética em espécies medicinais.
Bittencourt (2001) e Mossi etal. (2007), em estudo de
variabilidade genética em populagfes naturais de
Maytenus ilicifolia, Wadt (2001) em estudo em
popula¢cdes naturais de pimenta longa (Piper
hispidinervum C.DC.), Echeverrigaray & Agostini
(2006), em estudo da correlagdo 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 populagdes naturais
de Piper aduncum, Lerin et al. (2007a, 2007b), em
estudo de diversidade genética de populagdes 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
& Corréa (2006), em estudos com Chenopodium
ambrosioides, Moura et al. (2005) em estudos de
diversidade genética em jaborandi (Pillocarpus
microphyllus Stapf.), Angelo etal., (2006) estudando a
diversidade genética entre acessos de Croton cajucara
utilizaram o coeficiente de Sorensen-Dice.

Trabalhos foram feitos para se comparar 0s
coeficientes de similaridade em estudos em espécies
ndo medicinais, que podem auxiliar na escolha
destes. Duarte et al. (1999), comparando diferentes
coeficientes de similaridade em estudo com feijao,
determinaram que o coeficiente de Sorensen-Dice
apresenta-se como o mais adequado para estudo de
divergéncia genética para esta espécie, quando
utilizados marcadores RAPD. Ja Emygdio et al. (2003)
constataram que os marcadores de Russel e Rao
ndo se adequam para esta espécie e paramarcadores
dominantes, enquanto os coeficientes de Sorensen-
Dice, Ochiai e Kulczynski sédo os mais adequados
para o estudo de divergéncia genética em feijao por
meio de marcadores RAPD. Meyer et al. (2004),
utilizando marcadores RAPD e AFLP em milho para
comparacdo de coeficientes de similaridade
demonstram que, para esta situacdo, pode-se utilizar
os coeficientes de Jaccard, Sorensen-Dice,
Anderberg e Ochiai, ja que os resultados para estes
coeficientes apresentaram pouca variagcdo. Os
mesmos autores salientam, ainda, que este resultado
vem corroborar a maior utilizagdo do indice de Jaccard
nas analises de divergéncia genética, apesar de ndo

ser 0 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 0 método UPGMA,
para melhoramento genético, é superior as
metodologias do vizinho mais préximo e do vizinho
mais distante. Ao se avaliar os métodos de
agrupamento, devem-se levar em conta dois aspectos:
a estabilidade do agrupamento formado e o grau de
concordancia entre o dendrograma e a matriz das
distancias. A primeira refere-se a possibilidade de se
separar os dados em subgrupos e analisa-los
separadamente, resultando no mesmo agrupamento
guando analisado conjuntamente ou ainda a nao
distor¢&o do agrupamento ao se excluir algum dado.
O grau de concordancia entre amatriz e o dendrograma
€ dado pelo coeficiente de correlagcao cofenética,
calculado através da correlag&o entre a matriz inicial
amatriz dos valores cofenéticos entre os itens.

Alguns métodos estatisticos de analises, por
exemplo, a andlise de correlacéo cofenética (Rohlf &
Sokal, 1961) associadas ao agrupamento, pode ser
empregada para aumentar a confiabilidade dos
agrupamentos gerados, bem como levar a
interpretacdes menos dubias dos agrupamentos
formados. O coeficiente de correlagédo cofenética
estima o grau de concordancia entre o dendrograma
formado pelo método de agrupamento e a matriz das
disténcias. Calcula-se esta se correlacionando os
dados da matriz cofenética C com os dados da matriz
de distancias D, pelo coeficiente de correlagao de
Pearson. Amatriz C constitui-se das distancias entre
os pares de itens que representam os niveis de fusédo
verificados no dendrograma. Quando o coeficiente de
correlacao 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 caracterizacao 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 & Corréa (2006) utilizaram o método
do vizinho mais préximo para o agrupamento de
acessos de Chenopodiumambrosioides. Arriel et al.
(2006) compararam os métodos hierarquicos (UPGMA,
vizinho mais préximo e vizinho mais distante) no
agrupamento de acessos de gergelim usando
marcadores RAPD, onde foi demonstrado o melhor
ajuste das distancias originais e estimadas pelo
método UPGMA, apresentando um coeficiente de
correlacao cofenética de 0,89.

A utilizagdo de métodos complementares
para a melhor visualizacdo da dispersdo dos acessos
tem sido uma alternativa aplicada por alguns autores.
Santos & Corréa (2006), no estudo da diversidade
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genética de Chenopodium ambrosioides utilizaram o
método do vizinho mais préximo juntamente com
analises de disperséo 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
0 método das coordenadas principais para analise
de dispersao. Arriel et al. (2006) concluiram que o
método UPGMA deve ser complementado com o
método de otimizagdo de Tocher para a andlise de
agrupamento. Relatam, ainda, que, caso o nimero
de gendtipos analisados seja elevado, deve-se utilizar
a disperséo gréfica originadas pela anélise das
coordenadas principais para melhor distincdo dos
agrupamentos formados.

A escolha dos parametros estatisticos para
analise dos resultados de um experimento deve
obedecer a critérios para que os resultados
apresentados sejam confiaveis. Cada coeficiente de
similaridade possui caracteristicas préprias que devem
ser levadas em conta, juntamente com a espécie
estudada. Estudos de comparacéo entre estes
coeficientes ddo aos pesquisadores as diretrizes para
se conduzir de maneira coerente suas analises. De
formageral, os coeficientes de Jaccard e de Sorensen-
Dice tém tido uma maior aceitagédo e tém sido os
mais utilizados para a andlise de divergéncia genética
em plantas medicinais. Entretanto, selecionar o
coeficiente a ser utilizado ndo pode depender apenas
da utilizacao prévia em trabalhos anteriormente
publicados para uma determinada espécie (Kosman
& Leonard, 2005). Trabalhos prévios de eficiéncia dos
coeficientes de similaridade para a espécie em estudo
podem dar maior garantia na escolha.

Em relacéo as metodologias de agrupamento,
Dias (1998) cita que a diferencga entre os algoritmos
de agrupamento (vizinho mais préximo, vizinho mais
distante e UPGMA) esta nas informagdes sobre
diferentes aspectos, nas respostas a diferentes
guestdes e na geracdo de diferentes solucdes que
proporcionam. Mohammadi et al. (2003) ressalta que
poucos estudos foram realizados para determinar as
vantagens e desvantagens de cadaum. De umaforma
geral, 0o método UPGMA é relatado como superior para
o agrupamento no estudo de divergéncia 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 parametros
estatisticos como o coeficiente de correlacéo cofenética.
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