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Resumo:

O objetivo deste trabalho foi comparar o agrupamento de 80 gendtipos de C. canephora com 15 diferentes
coeficientes de similaridade, obtidos por meio de marcadores moleculares RAPD. Os coeficientes de similaridade
analisados foram: Jaccard, Nei e Li, Ochiai, Indice 11, Coincidéncia simples, Rogers e Tanimoto, Sokal e Sneath, Yule,
indice 1, Haman, Ochiai 11, indice 111, Russel e Rao, Baroni et al. e Sokal. As estimativas de similaridade (Sgi) entre todos
os pares de gendtipos (ii”) foram convertidas em dissimilaridade por meio do complemento aritmético dos coeficientes
utilizados (Dgii» = 1 - Sgj). Para a anélise de agrupamento dos gendtipos foi empregado o método de otimizacdo de Tocher.
Verificaram-se diferencas quanto ao nimero de grupos formados com a utilizacdo dos diferentes coeficientes de
similaridade, variando de quatro a 43. Houve concordancia entre os coeficientes de Jaccard, Nei e Li, Ochiai, indice I,
Coincidéncia simples, Rogers e Tanimoto, Sokal e Sneath, Yule, indice I, Haman, Ochiai Il, indice 11l e Baroni et al.
quanto ao agrupamento dos genotipos mais dissimilares e mais similares. Os coeficientes de Russel e Rao e Sokal
apresentaram dados discrepantes e sugere-se que ndo sejam utilizados. Os resultados em conjunto caracterizam a
necessidade de estudos complementares para acuracia na definicdo do (s) coeficiente (s) para a andlise de dados
moleculares obtidos por meio de marcadores dominantes RAPD em C. canephora.
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DIFFERENT COEFICIENTS OF SIMILARITY IN THE GROUPING OF GENOTYPES OF Coffea canephora BY
MEANS OF MOLECULAR MARKERS

Abstract:

The objective of this work was to compare the grouping of genotypes of C. canephora by using 15 different
coefficients of similarity, obtained by means of RAPD molecular markers. The coefficients of similarity analyzed were:
Jaccard, Nei and Li, Ochiai, Indice 11, Simple coincidence, Rogers and Tanimoto, Sokal and Sneath, Yule, Indice I, Haman,
Ochiai II, Indice 11, Russel and Rao, Baroni et al. and Sokal. To analyze the grouping of the genotypes the method of
optimization of Tocher was used. Differences in the number of groups formed using the different coefficients of similarity,
varying from four to 43, were verified. There was agreement between the coefficients of Jaccard, Nei and Li, Ochiai, Indice
I1, Simple coincidence, Rogers and Tanimoto, Sokal and Sneath, Yule, Indice I, Haman, Ochiai Il, Indice 11l and Baroni et
al. in grouping the genotypes most dissimilar and most similar; the coefficients of Russel and Rao and Sokal presented data
discrepancies thus their use is not suggested. The results demonstrate the necessity of complementary studies for a precise
definition of the best coefficient for analysis of molecular data obtained by dominant RAPD markers in C. canephora.
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Introducéo

A espécie Coffea canephora é a mais cultivada no Espirito Santo e o Estado destaca-se como o principal produtor
de café Conilon do Brasil.

O Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper) possui um Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da espécie com 375 acessos e vem se dedicando a pesquisas com esta cultura a partir de 1985,
abrangendo diversas areas do conhecimento, entre elas, recursos genéticos, melhoramento genético vegetal e biologia
molecular (Ferrdo et al., 2004).

Marcadores morfolégicos e moleculares vém sendo empregados para estudar a diversidade genética em bancos de
germoplasma, concomitantemente com a utilizagdo de diferentes metodologias de analises multivariada. O método de
otimizacdo de Tocher permite o estabelecimento de grupos considerando-se a existéncia de homogeneidade dentro do
grupo e heterogeneidade entre grupos (Cruz, 2001).

Antes do emprego de qualquer método, uma matriz com valores de similaridade ou distancias genéticas deve ser
obtida entre os genétipos (Meyer et al, 2004) por meio de coeficientes de similaridade. Tratando-se da analise com dados



oriundos de marcadores moleculares, diferentes abordagens podem ser consideradas, implicando na escolha de diferentes
coeficientes.

Na literatura, observa-se que distintos coeficientes sdo aplicados com o mesmo propdsito, assim como um
determinado coeficiente sendo utilizado com culturas e objetivos variados, sem a devida justificativa da escolha pelos
autores (Emygdio et al., 2003). Nos estudos de diversidade genética com o género Coffea sp., alguns coeficientes diferentes
tém sido utilizados, sem contudo conhecimento de pesquisas comparativas sobre a aplicacdo de cada um deles.

A similaridade e dissimilaridade genética com base em marcadores moleculares é avaliada com base numa matriz
de dados originais, onde a presenga de determinada banda de DNA entre dois gendtipos é codificada como 1 e a auséncia
da banda, como 0. Assim, comparando-se gendtipos dois a dois, as seguintes situacdes podem ser apresentadas: a = 1:1
(presenca de banda nos dois gendtipos), b = 1:0 (presenca de banda no gendtipo 1 e auséncia no gendtipo 2), ¢ = 0:1
(auséncia de banda no gendtipo 1 e presenca no gendtipo 2) e d = 0:0 (auséncia de bandas nos dois gendtipos).

O objetivo do presente trabalho foi comparar diferentes coeficientes de similaridade na anélise de agrupamento de
gen6tipos de Coffea canephora com base em marcadores RAPD.

Material e Métodos

Neste estudo utilizaram-se folhas de 80 gen6tipos da espécie Coffea canephora Pierre ex Froenher, mantidos no
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural — Incaper,
situado na Fazenda Experimental de Marilandia, municipio de Marilandia-ES. O trabalho foi desenvolvido no Laboratério
de Biologia Molecular do Incaper, localizado no Centro Regional de Desenvolvimento Rural Centro Serrano, municipio de
Venda Nova do Imigrante-ES.

Para a extracdo do DNA, adotou-se o protocolo proposto por Doyle e Doyle (1990), com algumas modificacdes.
As amostras de DNA foram amplificadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700, pela técnica de RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) de acordo com Williams et al. (1990), utilizando-se um volume de 25 uL, contendo 25 ng
de DNA, 100 uM de cada um dos desoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); MgCl, 2,0 mM; Tris-HCI 10 mM (pH
8,3); KCI 50 mM; 0,4 pM de um primer decAmero e uma unidade da enzima Tag polimerase. As condi¢des de amplificagdo
foram as seguintes: desnaturacdo do DNA a 94°C, por 15 segundos, ligacdo do primer ao DNA molde a 35°C, por 30
segundos, e extensdo da fita de DNA a 72°C, por um minuto. Ap6s 40 ciclos, foi efetuada uma Gltima etapa de extensdo a
72°C, por sete minutos. Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese horizontal utilizando-se gel de
agarose 1,2%, imerso em tampéo TBE (Tris-Borato 90 Mm, EDTA 1 mM, pH 8,0), a 100 volts durante duas horas e 45
minutos. O gel foi corado com brometo de etideo (0,5 ug/uL) por 30 minutos e descorado em &gua destilada durante 30
minutos. Os fragmentos de DNA foram visualizados com o sistema de fotodocumentacdo Eagle Eye 1l (Stratagene).

A analise dos dados moleculares foi baseada na codificacdo 1 para presenca e O para auséncia de bandas de mesmo
peso molecular no gel de agarose.

Os coeficientes de similaridade analisados foram: Jaccard, Nei e Li, Ochiai, Indice I, Coincidéncia simples,
Rogers e Tanimoto, Sokal e Sneath, Yule, indice 1, Haman, Ochiai I, indice 111, Russel e Rao, Baroni et al. e Sokal. As
estimativas de similaridade (Sg;;) entre todos os pares de genotipos (ii”) foram convertidas em dissimilaridade por meio do
complemento aritmético dos coeficientes utilizados (Dgi- = 1 - Sgi) (Cruz e Carneiro, 2003). Para a analise de
agrupamento dos gendtipos foi empregado o método de otimizacdo de Tocher. As andlises estatisticas foram realizadas
com auxilio do software Genes (Cruz, 2001), versdo 2006.4.1.

Resultados e Discussao

O ndmeros de grupos formados por meio do método de otimizagdo de Tocher com base nos 15 coeficientes foi
bastante variavel, partindo da formagdo de quatro até 43 grupos (Tabela 1). A titulo de ilustracdo foram apresentados na
Tabela 2 os resultados dos agrupamentos observados para os coeficientes Sokal, Russel e Rao, Coincidéncia simples,
Jaccard e indice II.

Os coeficientes de similaridade de Jaccard, Nei e Li, Ochiai e Indice Il nfo consideram a op¢éo auséncia (0:0) de
banda como sinénimo de similaridade entre os gendtipos em suas expressdes. Os resultados demonstraram ndo haver
grandes discrepancias na estrutura do agrupamento dos gendétipos utilizando-se estes coeficientes. Jaccard e Nei e Li
formaram exatamente os mesmos 15 grupos, permanecendo 68,75% dos gendtipos no grupo 1. Para Ochiai e indice I,
algumas alteracdes na ordem de agrupamento foram verificadas. Ochiai formou 18 grupos, com 61,25% dos genétipos no
grupo 1 e o indice 11 permitiu a formag&o de 19 grupos, mantendo-se 56,25% dos gen6tipos no grupo 1. De maneira geral,
estes coeficientes permitiram a identificacdo dos genétipos mais similares sempre alocados no grupo 1 e apontaram 0s
mesmos gendtipos considerados mais dissimilares. Estes resultados concordam com Meyer et al (2004) que verificaram em
estudos de divergéncia genética em milho, por meio de marcadores moleculares dominantes RAPD, que os coeficientes de
Jaccard e Ochiai apresentaram resultados préximos, pois todos excluem as ocorréncias negativas (0:0). Estes autores
sugerem ainda, que os coeficientes que ndo consideram as auséncias de fragmentos como evidéncias de homologia séo os
mais indicados para a obtencdo da matriz de dissimilaridade para marcadores dominantes.



Tabela 1 - Coeficientes de similaridade utilizados para obtencéo da matriz de divergéncia genética entre 80 genétipos de C.
canephora e nimero de grupos formados, com base em marcadores moleculares dominantes RAPD.

Coeficiente Expresséo da similaridade'”) NGmero de grupos
Jaccard al(a+b+c) 15
Neie Li 2al(2a+b+c) 15
Ochiai al\/(a+b)@+c) 18
indice 11 05[a/(a + b) + al(a + c)] 19
Coincidéncia simples (a+d)/(a+b+c+d) 6
Rogers e Tanimoto (a+d)/[a+2(b+c)+d] 6
Sokal e Sneath 2(a+d)/[2(a+d)+b+c] 7
Yule (ab—bc)/(ad +bc) 4
indice I (ad —bc)/(ad + bc) 4
Haman [(a+d)—(b+c)]/(a+b+c+d) 6
Ochiai I ad//(a+b)(a+c)(d +b)(d +c) 4
Indice 11 0,25(a/(a+b) +al/(a+c)+d/(d +b)+d/(d +c)] 4
Baroni et al. [a + \/@J,ka tb+c+ mj 10
Russel e Rao alla+b+c+d) 20
Sokal Jb+c)i@a+b+c+d)] 43

Wa=1:1; b=1:0; c=0:1 e d=0:0.

Com relacdo aos coeficientes que consideram na expressdo a auséncia de bandas para os dois gen6tipos, ou seja
0:0=d, verificou-se por meio do coeficiente de coincidéncia simples que seis grupos foram formados, permanecendo o
grupo 1 com 92,5% dos gendtipos. Observacdo semelhante foi feita para os coeficientes de Rogers e Tanimoto e Haman,
porém diferindo na ordem dos geno6tipos dentro do grupo 1. O indice de Sokal e Sneath contribuiram para a formacéo de
sete grupos, sendo o primeiro grupo composto por 91,25% do total dos gendtipos. Os coeficientes de Yule, indice | e Indice
11 apresentaram resultados coincidentes, com a composicao de quatro grupos. Os grupos 1 de Yule, indice I e indice 1l
foram compostos por 95% dos genétipos, ordenados com algumas alteragBes. Com o coeficiente de Ochiai Il também
houve a formagéo de quatro grupos, porém com 96,25% dos gendtipos no grupo 1. Embora estes coeficientes consideram a
auséncia de ocorréncia de bandas (0:0) como similaridade entre os genétipos em suas expressdes, seguem o0 mesmo padrédo
de gendtipos mais similares e gendtipos mais dissimilares observados para os coeficientes que desconsideram a ocorréncia
0:0 (Jaccard, Nei e Li, Ochiai e indice 11). Contudo, pelo menor nimero de grupos formados, verificou-se que estes
coeficientes ndo sdo tdo eficazes para discriminar os gendtipos.

O coeficiente de Baroni et al. formou 10 grupos com 76,25% dos gendtipos concentrados no grupo 1. Seu padrdo
de agrupamento e a ordem dos gendtipos, bem como a classificagdo de gen6tipos mais similares e mais dissimilares foi
semelhante aos coeficientes que ndo consideram as ocorréncias 0:0 (Jaccard, Nei e Li, Ochiai e Indice 1) em suas
expressoes.

Considerando-se Russel e Rao, 20 grupos foram formados, sendo o Grupo 1 composto por 72,5% do total de
gendtipos estudados. Este coeficiente apresentou agrupamento e ordem de gendtipos bastante dissimilar dos demais
coeficientes estudados, sugerindo-se que ndo seja recomendado para o estudo da divergéncia em C. canephora. Meyer et al
(2004) sugeriram que o coeficiente de Russel e Rao ndo fosse utilizado em milho, com dados RAPD, pois observaram
resultados bastante distintos dos demais coeficientes estudados, considerando que o coeficiente exclui as ocorréncias
negativas (0:0) do numerador e inclui-as no denominador da expressao.

O coeficiente de Sokal permitiu o agrupamento dos gendtipos em 43 grupos. Verificou-se que a estrutura do
agrupamento foi também bastante contraditoria aos demais coeficientes estudados, uma vez que Sokal agrupou os
gendtipos tidos como mais similares pelos outros coeficientes, como os mais dissimilares e vice-versa. Portanto, sugere-se
que este coeficiente ndo seja recomendado para a analise de dados RAPD em C. canephora. A exemplo de Russel e Rao,
este coeficiente exclui as ocorréncias negativas (0:0) do numerador e inclui-as no denominador da expressdo. As
ocorréncias positivas (1:1) estdo inclusas apenas no denominador.



Tabela 2 - Agrupamento de 80 genétipos de C. canephora por meio do método de otimizacdo de Tocher, mediante a
utilizacdo de cinco coeficientes de similaridade.

Grupo Sokal Russel e Rao CS Jaccard indice 11

1 15,25,41,7,56,69, 50,51, 34, 26, 36, 11,12, 18, 57, 44, 11,12, 18, 57, 44, 11, 12,57, 44, 51,
45, 61, 80, 30, 78, 21,55, 72,73, 54, 51, 50, 54, 19, 39, 51, 50, 54, 19, 39, 54,55, 73, 72, 26,
37,9, 60, 6, 20, 33, 52, 62, 64, 33, 24, 55,72, 73, 14, 26, 55,72, 73, 14, 26, 62, 66, 65, 64, 74,
43, 16, 64, 49, 17, 29, 38, 37, 30, 35, 74,62, 34, 21, 36, 62, 74, 34, 21, 36, 36, 21, 34, 14, 23,

31,35 11,12, 57, 32, 23, 29, 23, 30, 24, 32, 29, 23, 30, 24, 32, 24, 29, 30, 39, 19,
14,6, 25, 67, 65,58, 22, 38, 10, 70, 66, 22, 38, 10, 70, 66, 18, 32, 33, 38, 50,
19, 74, 66, 44, 10, 63, 48, 65, 27, 42, 63, 48, 65, 27, 42, 10, 67, 70, 63, 71,
69, 71, 60, 70,63, 71,4, 40,53,67,68, 71,4,40,53,67,68, 52, 58, 22, 53, 48,
27, 56, 53, 40, 41, 13,5,79,59, 2, 1, 13,5,79,59, 2, 1, 37,42, 27, 35, 40
68, 59, 43,47, 39, 2, 64, 58, 33, 28, 35, 64, 58, 33, 28, 35,
42,22,28,4,13,48 37,3,43,47,77,75, 37,3,43,47,77,75,
46, 6,17, 69, 16, 15, 46, 6, 17, 69, 16, 15,

52,76,31,8,7,60, 76,52,31,8,7,60,
9, 20,49, 61 9, 20,49

2 5,58 7,83 78, 80 7,81,16,5,3 7,8,4,53,1,16,13
3 8, 40, 52 45, 46 45 60, 61 68, 76, 69, 77
4 2,18 18 56 45, 46, 49 59, 60, 61
5 38, 77,47 49 41 75,79, 17 47,49, 46,6
6 44,76, 28 80 25 76, 77 75,79
7 1,46 20 80 2,15
8 55,75 17 9 78
9 3, 65 77 15 20
10 23, 67 61 20 43
11 59,71 76 78 28
12 29, 66 5 31 80
13 53 9 56 17
14 13 1 25 9
15 79 16 41 31
16 57 79 56
17 4 78 41
18 42 31 45
19 11 15 25
20 12 75
21 50
22 19
23 68
24 32
25 70
26 21
27 74
28 10
29 48
30 34
31 24
32 22
33 14
34 54
35 27
36 39
37 72
38 36
39 63
40 73
41 51
42 26

43 62




Conclusoes

e O numeros de grupos formados por meio do método de otimizacdo de Tocher com base nos 15 coeficientes foi
bastante variavel, partindo da formacéo de quatro (Yule) até 43 grupos (Sokal).

e Houve concordéancia entre os coeficientes de Jaccard, Nei e Li, Ochiai, indice Il, Coincidéncia simples, Rogers e
Tanimoto, Sokal e Sneath, Yule, indice I, Haman, Ochiai Il, indice 11l e Baroni et al. quanto ao agrupamento dos
genotipos mais dissimilares e mais similares.

e Os coeficientes de Russel e Rao e Sokal apresentaram dados discrepantes e sugere-se que nao sejam utilizados.

e  Os resultados em conjunto caracterizam a necessidade de estudos complementares para se indicar com acuracia o
melhor coeficiente para a analise de dados moleculares obtidos por meio de marcadores dominantes RAPD na espécie
C. canephora.
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