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RESUMO

KAMADA, Takeshi., D.S., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2005. Avaliacao
da diversidade genética de populacbes de féfia (Pfaffia glomerata (Spreng.)
Pedersen) por RAPD, caracteres morfoldgicos e teor de beta-ecdisona. Orientador:
Wagner Campos Otoni. Co-orientador: Roberto Fontes Vieira. Conselheiros. Cosme
Dami&o Cruz e Luiz Claudio de Almeida Barbosa.

A féfia (Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen) € uma espécie nativa da América do
Sul e de ocorréncia comum nos Estados do Parana, Mato Grosso do Sul e Goiés. Possui
valor econdmico principamente devido a semelhanca das suas caracteristicas fitoquimicas
a0 ginseng-coreano (Panax ginseng). InstituicBes de pesquisa vém realizando freqlentes
coletas de germoplasma, uma vez que os riscos de perda da variabilidade sGo acentuados
pelo extrativismo e comercializagcdo de suas raizes aos laboratérios de fitoterapicos. No
presente estudo, objetivou-se avaliar a diversidade genética de quatro popul acbes coletadas
na regido do rio Parana e preservadas na colegdo de germoplasma de plantas medicinais da
Embrapa/Cenargen, por meio da avaliacdo dos caracteres fenotipicos e marcador RAPD.
Utilizaram-se 14 caracteres fenotipicos continuos e oito multicategéricos. Os marcadores
RAPD foram obtidos pela selecéo de 67 primers, amplificando-se 267 marcas polimérficas.
Os dados foram analisados, inicialmente, pelas medidas de dissimilaridade calculadas pelas
distancias de Mahalanobis (caracteres continuos), indice de dissimilaridade dos dados
binérios (multicategoricos) e complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li (RAPD).

As matrizes de dissimilaridade foram utilizadas para agrupamento dos individuos e
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populacbes pelo método de otimizacdo de Tocher e UPGMA. A importancia relativa dos
caracteres para estudo da diversidade foi analisada pela metodologia de SINGH. As
correlaces entre os grupos de caracteres foram verificadas pela estatistica Z (teste de
Mantel) pelas matrizes de dissmilaridade das distdncias genéticas. As medidas de
dissmilaridades das populagbes apresentaram semelhante resultado com relagdo aos
caracteres moleculares e multicategoricos, coincidindo as populacbes de maior
dissimilaridade. Os resultados indicaram menores niveis de dissimilaridade entre os
individuos e maiores entre as populacdes, sugerindo que novas populacfes podem ser
obtidas para incremento da diversidade na colecdo do banco de germoplasma. Em todas as
analises, a populacdo coletada no municipio de Queréncia do Norte, PR, destacou-se pela
maior dissimilaridade estabelecida entre as populagdes, aém de seus individuos
apresentarem altos teores de [-ecdisona, tornando-se indispensavel priorizar a preservacdo
dessa populacdo, que também estd localizada em &rea de intenso extrativismo. As
correlacdes entre as matrizes de distancia genética apresentaram valores significativos no
teste-Z (p < 0,01), entretanto esses valores foram baixos. A maior correlagdo foi encontrada
entre a diversidade obtida dos caracteres multicategéricos e o marcador RAPD (0,2815). Os
resultados permitiram concluir que ndo é recomendavel utilizar apenas um tipo de
caracteristica, sgja fenotipica ou molecular, para estimar a diversidade genética no aspecto
qualitativo, uma vez que as correlacdes entre as distancias genéticas de cada caracteristica
foram baixas (< 0,30). O uso exclusivo de marcador RAPD pode ser uma escolha favorével
sob alguns aspectos, principa mente quando n&o se dispbe de tempo e recursos para visitas
freqlientes a0 local de avaliacdo das populacBes. No entanto, quando a espécie ja se
encontra em estagios avancados de melhoramento sera indispensavel a avaliagdo dos

caracteres fenotipicos.



ABSTRACT

KAMADA, Takeshi. D.S., Universidade Federal de Vigosa, December 2005. Genetic
diversity of pfaffia populations (Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen) by RAPD,
mor phological characters and 3-ecdisone contents. Adviser: Wagner Campos Otoni.
Co-adviser: Roberto Fontes Vieira. Committee Members: Cosme Damid Cruz and
Luiz Claudio de Almeida Barbosa.

Pfaffia (Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen) is a native species of South America
with widespread occurrence in the States of Parand, Mato Grosso do Sul and Goiés. Its
economic value is mainly due to the similarity of their phytochemical characteristics to the
Korean-ginseng (Panax ginseng). Research institutions are carrying out continual
germplasm collections, once the risks of losing variability are increased by the extracting
and commercialization of roots to pharmaceutical companies. The objective of the present
study was to evaluate the genetic diversity of four populations collected in the region of the
Parand river, and maintained in the germplasm collection of medicinal plants at
Embrapa/Cenargen, through the evauation of phenotypic characters and RAPD markers.
Fourteen continuous and eight multicategorical phenotypic characters were used. RAPD
markers were obtained by screening 67 primers, with the amplification 267 polymorphic
patterns. Data were initially analyzed for the dissimilarity measures using the Mahalanobis
D% statistics (continuous characters), dissimilarity index of binary data (multicategorical)
and arithmetic complement of Nel and Li’s coefficient (RAPD). Dissimilarity matrices

were used for grouping individuals and populations by the Tocher optimization method and



UPGMA. The relative importance of the characters towards diversity was anayzed by the
SINGH methodology. The correlations between the types of characters were tested by the Z
statistics (Mantel test) for the dissimilarity matrix of genetic distances. The dissimilarity
measurements of the populations presented similar results regarding molecular and
multicategorical characters, with the populations of larger dissimilarity coinciding. The
results indicated lower dissimilarity levels among individuals and higher among
populations suggesting that new populations can be obtained to increase diversity in the
germplasm collection. In al the analyses, the population collected in the municipality of
Northern Queréncia, PR, stood out as the largest established dissimilarity among
populations, besides their individuals present high [3-ecdisone contents, becoming
fundamental to prioritize the preservation of this population, which is aso located in an
area of intense extractivism. The correlations between the genetic distance matrices were
significant by the Z test (p < 0,01), however those values were low. The largest correlation
was found between the diversity obtained with the multicategorical characters and the
RAPD marker (0,2815). The results led to the conclusion that it is not recommended to use
just one type of characteristic, either phenotypic or molecular, to evaluate the genetic
diversity in the qualitative aspect, once the correlations between the genetic distances of
each characteristic were small (< 0,30). The exclusive use of RAPD markers can be a
suitable choice in some aspects, mainly when there is no time and resources for periodic
visits to the site for evaluation of the populations. However, when the species is aready in
advanced stages of improvement, the evaluation of the phenotypic characters will be

essential.
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1. INTRODUCAO

A flora medicinal brasileira vem se tornando alvo de exploracdo insustentavel,
principamente pelo extrativismo motivado pela crescente demanda das industrias
(VIEIRA, 2002). Estudos das espécies medicinais nativas sdo incipientes, ou inexistentes,
em diversas &reas de pesquisa, sobretudo os relacionados com os aspectos genético e
ambiental, que influenciam a producéo de fitofarmacos. Assim, tornam-se necessarios
estudos relacionados a preservacao, caracterizacdo e selecdo de gendtipos, com o intuito de
obter variedades apropriadas aos sistemas de cultivo para producéo de fitofarmacos em
quantidade e qualidade requeridas pelas indUstrias de produtos naturais.

As espécies de féfia nativas no Brasil pertencem ao género Pfaffia, sendo
comumente utilizadas Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen e Pfaffia iresinoides (Kunth)
Spreng. para fins medicinais (LORENZI e MATOS, 2002). Outra espécie, Hebanthe
paniculata Martius (Sin.: Pfaffia paniculata (Mart.) Kuntze), também é denominada féfiae
possui expressiva importancia medicinal e econdmica (ibidem). As saponinas e 0s
compostos esteroidais representam um grupo de constituintes quimicos importantes em
espécies de Pfaffia e atuam, principalmente, como coadjuvantes na absorcdo de outras
substéncias ativas pelo organismo (VIGO et al., 2003). Em P. glomerata foram descritas a
b-ecdisona, acido glomérico, &cido pfamérico, oleandlico, rubrosterona, b-D-glucopiranosil
oleanolato e seus glicosideos (SHIOBARA et al., 1992; DE-PARIS et al., 2000). O teor de
(-ecdisona, um dos constituintes quimicos principais, apresentou niveis diferentes em
alguns estudos associados a época de colheita, variacdo genética e fertilidade do solo,
evidenciando-se valores entre 0,3 e 0,75% nas raizes de P. glomerata (MAGALHAES,
1998; FIGUEIREDO, 2002; CORREIA JUNIOR, 2003).

1



A féfia possui importante valor econbémico devido a semelhanca das suas
caracteristicas fitoquimicas com as do ginseng-coreano (Panax ginseng) (DE-PARIS et al.,
2000). Ming e Correia Junior (2002) verificaram que aproximadamente 120 toneladas de
raizes de Pfaffia spp. foram exportadas para 0 Japdo em 1995 e, em 2002, estimou-se que
720 toneladas de raizes foram destinadas aos mercados interno e externo (CORREIA
JUNIOR, 2003), ressaltando que a maior parte do extrativismo ocorreu na bacia do rio
Paran& e no municipio de Mogi das Cruzes, SP. Tal procedimento de extrativismo severo e
descontrolado ocorreu também em outras regides, colocando em risco a variabilidade
genética encontrada nas populacfes naturais, assm como a continuidade do fornecimento
da matéria-prima.

No melhoramento vegetal, uma etapa fundamental € a obtencdo de variabilidade
genética entre individuos de uma espécie ou entre grupos de cruzamentos interespecificos.
Em geral, o pesquisador forma as colegbes de individuos a partir da variabilidade das
caracteristicas desgjadas para obtencdo das variedades agronémicas. Portanto, uma das
etapas indispensaveis é o conhecimento da diversidade genética, principalmente em
espécies que ainda ndo foram domesticadas. Diversos par@metros podem ser empregados
para caracterizacdo dos individuos, dentre esses a divergéncia genética avaliada por meio
de caracteres morfolégicos, histoguimicos, fitoquimicos, bioquimicos e marcadores
molecul ares.

Os caracteres morfol 6gicos foram os primeiros a serem descritos e até hoje sdo o0s
mais utilizados com eficiéncia nos diversos tipos de germoplasma (ARAUJO et a., 2002;
MARTEL, 2002; NEGREIROS, 2004). Suas principais vantagens sao justificadas pela
simplicidade na deteccdo e quantificagdo dos fendtipos, 0 que muitas vezes representa
baixo custo e relativa eficiéncia na obtencdo dos resultados. No entanto, os marcadores
fenotipicos sofrem efeitos ndo-controlaveis do meio ambiente, apresentando resultados
variaveis conforme a capacidade de resposta do gendtipo as variaces do ambiente.

Os marcadores moleculares também possuem especial aplicacdo e tém sido
utilizados em diversos trabalhos de melhoramento de plantas, sobretudo para estimar, de
forma répida, os padrdes de distribuicdo da variabilidade genética e para a tomada de
decisdo em conservacdo de recursos genéticos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).
Entre as classes de marcadores moleculares existentes, aqueles baseados em sequéncias
simples repetitivas (SSR) ou microssatélites sGo considerados 0s que mais se aproximam
dos marcadores ideais para estudos de genética de populagdes (ZUCCHI, 2002). Entretanto,

requerem estudo prévio do genoma para construcdo dos primers e apresentam elevado
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custo e caréncia de informagcbes nos genomas parentais de Pfaffia ssp. Os marcadores
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), embora pouco informativos para
caracterizacdo dos locos génicos e amplamente distribuidos ao longo do genoma
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998), tornam-se apropriados para caracterizacdo inicia
do genoma da féfia.

Assim, o presente trabalho teve como principais objetivos. i) caracterizar a
diversidade genética da féfia oriunda de quatro populagdes naturais da regido do rio Parana,
visando obter informagdes Uteis na determinacdo de estratégias de conservacdo in sSitu,
assim como de preservacdo ex situ, para futuros estudos de melhoramento vegetal; ii)
avaiar a magnitude de diversidade genética entre os individuos e as populacfes, mediante
métodos que utilizam diferentes caracteres fenotipicos e moleculares em andlises
estatisticas apropriadas; iii) associar 0s caracteres de importancia agrondémica aos

parametros relacionados a divergéncia genética de individuos e popul agoes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Féfia

2.1.1. Descricéo botanica e ocorréncia

As espécies de fafia (Pfaffia spp.) sdo conhecidas popularmente como ginseng-
brasileiro, corango, paratudo e suma, sendo usadas na medicina popular de forma
semelhante ao ginseng-coreano (Panax ginseng), devido a sua atividade adaptégena contra
estresses fisico e mental e ao uso afrodisiaco atribuido a planta (LORENZI e MATOS,
2002; VIGO et a., 2003). Atuamente, a Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen € a mais
explorada comercialmente, principalmente pelo extrativismo na regido do rio Parana
(CORREIA JUNIOR, 2003).

Vasconcelos (1986) descreve que a espécie P. glomerata atinge até 2 m de atura;
caule ereto, n06s engrossados, entren6s de até 23 cm de comprimento, ramificacOes
predominantemente dicotdmicas. Folhas com peciolo muito curto; laminas foliares
variaveis desde linear-oblongas até largo-ovaladas, comprimento de 1 - 14 cm e largura de
0,3 - 4,5 cm, apice acuminado a mucronado, base decurrente, nervuras mais proeminentes
na face dorsal, pubescéncia ténue ou densa, principamente na face dorsal, coloracdo verde-
clara ou azulada na face abaxial. Possui inflorescéncia capituliforme com longo pedinculo
(3 - 20 cm), branco-amareladas e capitulos com menos de 8 mm de didmetro. Bréactea

ovalada, uninervada e mucronada com 1 - 1,5 mm de comprimento. Flores hermafroditas



com cercade 3 - 4 mm, tépalas branco-amareladas, trinervadas, vilosas e pélos que crescem
apos a antese. Tubo semina de 0,5 - 1,0 mm; parte livre dos filamentos com margens
fimbriadas, apice diminutivamente trilobulado; e anteras de 0,3 - 0,8 mm de comprimento.
Ovério ovalado-globoso, geramente menor do que o tubo estaminal na antese; estigma
capitado, bilobado e papiloso. Segundo 0 mesmo autor, observou-se flor hermafrodita em
fase de botdo, ainda fechada, com anteras ja bem desenvolvidas; indicando que a flor sgja
hermafrodita e, possivelmente autégama.

O género Pfaffia € nativo da América Tropical, e sua presenca € relatada em muitos
paises latino-americanos, como Guiana, Brasil, Paraguai, Argentina, Bolivia e Colémbia
(SIQUEIRA, 1988; VASCONCELOS, 1986; SMITH e DOWNS, 1972). No Brasil foram
descritas 27 espécies, que sdo encontradas nos Estados da Amazénia, Mato Grosso, Goias,
S&0 Paulo e Parana (TERAN, 1990). E comum encontrar P. glomerata na beira de rios e
nas orlas das matas de gal erias, onde podem receber bastante luz (MAGALHAES, 1998).

As espécies Pfaffia iresinoides e Pfaffia glomerata foram citadas nas atividades de
extrativismo em regides alagadas das ilhas de Porto Rico, PR (CORREIA JUNIOR, 2003).
A extracdo indiscriminada dessas plantas tem causado sério problema ecoldgico nessa
regido, onde tem sido utilizada a préatica de queimadas nas éreas escolhidas para favorecer a
coleta, provocando danos irreparaveis na flora e fauna da regido (MING e CORREIA
JUNIOR, 2002).

2.1.2. Constituintes quimicos e usos

Os principais compostos isolados das espécies de fé&fia (Pfaffia ssp.) foram as
saponinas triterpénicas, fitoecdisterdides e demais esterdides e triterpenos (SHIOBARA et
al. 1993; DE-PARIS et a., 2000; VIGO et a., 2003). Entre os constituintes presentes na P.
glomerata, destaca-se o composto 20-hidroxiecdisona ou b-ecdisona (20E) (Figura 1), que
€ um andlogo dos hormbnios de insetos envolvidos na ecdise (DINAN, 2001). A 20E é
encontrada em concentragdes variaveis em diversas espécies vegetais, dentre elas milho,
espinafre, samambaia e Ajuga, sendo essa Ultima utilizada comercialmente nas formulactes
de cosméticos e de complementos dietéticos obtidos por processos fitoquimicos de extracéo
em Rhaponticum carthamoides, Achyranthes bidentata, Pfaffia glomerata e Hebanthe
paniculata (CORREIA JUNIOR, 2003). Os laboratérios manipulam em seus produtos uma
mistura de ecdisteroides, b-ecdisona e seu derivado acetilado, visando fortalecer a barreira

hidrica da pele e atribuir uma func&o hidratante aos cosméticos. O derivado acetilado da b-
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ecdisona, devido a sua lipossolubilidade, € largamente empregado em preparacdes na forma

de emul sOes (ibidem).

OH

HO,

HO

Figura 1 - Estrutura quimica do fitoecdisteréide 20 hidroxiecdisona (b-ecdisona— Cy7H4407).

De modo geral, a mistura de compostos produzidos na féfia possui importante
atividade biolgica no organismo pelos seus efeitos favoraveis a adaptacdo das condicbes
de estresse fisico e mental (SHIOBARA et a., 1992; BRUNETON, 1993; VIGO et 4d.,
2003). Atualmente, ha grande interesse na obtencdo de farmacos adaptégenos, os quais
promovem aumento inespecifico da resisténcia do organismo animal, sendo no caso de
Pfaffia, essa atividade ja evidenciada (VIGO et a., 2003). Em estudos realizados por
Marques et al. (1998), foram verificados alguns efeitos na memaria de ratos idosos apos
tratamentos crénicos e com baixa toxicidade dessa espécie em roedores. Michiro et al.
(1998) relataram que o extrato de P. glomerata, de plantas obtidas da flora brasileira,
administrado na dose de 1.000 mg/kg, induziu maior taxa de natalidade, bem como
espermatogénese vigorosa, histologicamente analisada, em “hamsters’. Além disso, a
sintese de DNA em espermatogbnia de ratos, tratados com o extrato a 1.000 mg/kg,
aumentou significativamente.

2.1.3. Biossintese e producéo de [J-ecdisona

A [-ecdisona e outros fitosterGides possivelmente utilizam a via metabdlica do
&cido meval6nico, onde o acetil-CoA participa como precursor inicial (DINAN, 2001). No
entanto, em estudos realizados in vitro na cultura de raizes de Ajuga reptans, Nagakari et al.
(1994) observaram que adicgo do colesterol marcado (carbono **C) no meio de cultura pode
atuar como precursor direto da [J-ecdisona, porém ndo sendo possivel afirmar que também
atua na formagdo dos demais fitosterGides. Os dados disponiveis ainda ndo sdo suficientes



para esclarecer qual o limite onde se inicia a biossintese e se existem outras vias de
biossintese dos ecdisterdides (DINAN, 2001).

As citacOes na literatura sugerem que a biossintese dos fitoster6ides pode ocorrer
nos tecidos em desenvolvimento e que, posteriormente, haja sua translocacéo para outros
orgaos. Os acumulos de fitosterdides do tipo fitoecdisterdides, incluindo [J-ecdisona, foram
observados nas partes jovens da planta, folhas apicais, tecidos em desenvolvimento, flores,
sementes e, sobretudo, em 6rgdos de armazenamento como raiz, caule e rizoma (CAMPS et
a., 1990; GREBENOK e ADLER, 1993; TOMAS et a., 1993; REIXACH et a., 1996;
MOREAU et a., 2002); entretanto, o seu local de sintese ainda é pouco conhecido e,
possivelmente, difere de acordo com tipo de estrutura e a espécie. Tomas et al. (1993)
quantificaram o teor de fitoecdisteréides de estruturas C27, C28 e C29 produzidos na parte
aérea e raiz de Ajuga reptans cultivados in vitro a partir de diferentes explantes (segmento
nodal e fragmento de raiz). Ainda, observaram que o maior acimulo de fitosteréides nos
trés tipos ocorreu em raizes obtidas de plantas inteiras propagadas a partir dos segmentos de
raizes. Nas plantas que originaram apenas parte aérea ou raizes, também foram encontrados
fitoster6ides em menor quantidade, sendo a [-ecdisona ausente nesses dois tecidos. Os
autores concluiram que a sintese desses fitosterdides ocorre naraiz.

Cultivos experimentais de fafia tém sido avaliados no intuito de obter aumento no
teor de [-ecdisona e producdo de matéria seca de raizes. Magalhdes (1997) observou 0,65 a
0,75% de b-ecdisona em raizes de P. glomerata cultivadas em solo argiloso. Em outro
estudo, avaliando a idade da planta, Montanari et al. (1999) obtiveram teores de 0,71 e
0,67% de [-ecdisona em plantas colhidas aos 12 e 24 meses, respectivamente. Figueiredo
(2002) observou teores de [I-ecdisona entre 0,15 e 0,47% em 23 acessos de féfia apds 13
meses de cultivo, no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ. Correia Janior (2003)
estudou o efeito da época da colheita em quatro acessos de fafia e obteve teores de [I-
ecdisona entre 0,12 e 0,50 %, sendo a média geral da producéo de raizes estimada em 1.211
kg/ha.

2.2. Divergéncia genética

A divergéncia genética pode ser definida, de forma simplificada, como a distancia
entre populagdes, individuos ou organismos, com base numa série de caracteristicas de
aspectos morfoldgico, fisioldgico, bioquimico e molecular (AMARAL JUNIOR, 1994).
Estudos de divergéncia genética sdo importantes no conhecimento da variabilidade e geram
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informacgdes Uteis na preservacdo, manejo e uso dos gendtipos ou populacdes in situ e ex
situ (PERECIN, 2000).

AvaliacOes sobre a divergéncia genética sdo Uutilizadas em programas de
melhoramento que visam identificar genitores ou combinagdes promissoras e que
possibilitam maior efeito heterético na progénie, reducdo de tempo na obtencdo de
gendtipos superiores durante as geracdes segregantes (OLIVEIRA et al., 1999; ARAUJO et
al., 2002). Ainda, sdo importantes na identificagdo de populacdes e locais de coleta de
germoplasma com elevada diversidade e, em estudos de evolucdo, permitem melhor
compreensdo das rel acdes filogenéticas entre as espécies (PERECIN, 2000).

Nas andlises de divergéncia genética empregam-se técnicas estatisticas que
permitem obter inferéncias mais precisas sobre grande numero de genétipos e
caracteristicas (MARTINELLO et a., 2001). Nessas situagdes, as avaliagbes combinam
multiplas informagfes sobre 0s gendtipos e 0s respectivos caracteres, tornando-se Uteis na
caracterizacdo de colecdes de germoplasma de espécies cultivadas ou de populacbes
nativas, mesmo nado tendo definido os descritores da espécie.

Diversos coeficientes ou indices de dissimilaridades tém sido propostos para
expressar a distancia entre amostras e populaces (CRUZ e CARNEIRO, 2003). Alguns
desses coeficientes se baseiam nas frequéncias alélicas estimadas, enquanto outros operam
com indices que representam a auséncia (0) ou presenca (1) do aelo. As distancias
genéticas sdo, entdo, determinadas pelos complementos aritméticos dos coeficientes de
similaridades e sdo apresentadas na forma de matriz de dissimilaridade.

A distancia de Mahalanobis (D?) tem sido muito utilizada nas andlises envolvendo
varidveis continuas (OLIVEIRA et da., 1999; MARTINELLO et a., 2001). A vantagem
desse método esta relacionada ao uso das variancias e co-variancias residuais dependentes
dos dados experimentais, que permitem a obtencéo da matriz de dispersdo residual (CRUZ
e CARNEIRO, 2003). Além de possibilitar o estudo da diversidade genética, é possivel, por
meio das distancias generalizadas, quantificar a contribuicdo relativa dos caracteres pela
metodologia proposta por Singh. As disténcias Euclidianas também sdo utilizadas nas
andlises das varidveis continuas, porém dispensam dados residuais (ibidem).

Segundo Cruz e Carneiro (2003), no calculo das disténcias das varidveis
multicategéricas geralmente se utilizam os indices de dissimilaridade, mediante a sua
conversdo em dados hin&rios. Os caracteres cujos fendtipos sdo quantificados pela
atribuicdo de valores as suas classes fenotipicas, ou comumente denominados caracteres

qualitativos, recebem notas ou valores (0, 1, 2, 3, ...), conforme os critérios determinados
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pelo pesquisador. As categorias ou classes fenotipicas de um caréter sdo, entdo, convertidas
em informacdes do tipo auséncia (0) ou presenca (1) em relacdo a todas as categorias e
genatipos.

Diversos coeficientes sdo propostos na determinacéo das disténcias a partir das
informagdes dos dados binarios. Entre eles, os mais utilizados sdo o coeficiente de
coincidéncia simples, Nei e Li e Jaccard (CRUZ e CARNERO, 2003). O coeficiente de
coincidéncia, embora sgja idéntico ao quadrado da distancia euclidiana média, apresenta a
desvantagem de considerar o fator de similaridade de coincidéncia do tipo (0-0), categoria
ausente nos dois gendtipos. Nos indices de Jaccard e de Nei e Li sdo excluidos esse tipo de
coincidéncia e considerados apenas a coincidéncia do tipo (1-1), presenca da categoria em
ambos os gendtipos. O coeficiente de Nei e Li difere de Jaccard por considerar que a
coincidéncia do tipo (1-1) sgja menos esperada.

Segundo Cruz e Carneiro (2003), em estudos em que a freqliéncia de coincidéncias
do tipo 1-1 esperada é baixa, recomenda-se 0 uso do coeficiente de Nei e Li, sendo
geralmente utilizada nos trabalhos de diversidade de populagdes naturais da mesma espécie.
O indice de Jacard seré recomendado em populagdes onde a coincidéncia de ocorréncia do
tipo 1-1 pode ser admitida como fendmeno esperado, a exemplo de avaliagdes de genétipos

de determinada variedade agronémica.

2.3. Técnicas de agrupamento

Em estudos envolvendo grandes quantidades de gendtipos, torna-se impraticavel o
reconhecimento e limitagdo visual dos individuos que estabelecem algum tipo de relacdo de
similaridade (CRUZ e CARNEIRO, 2003). Portanto, utilizam-se os métodos de
agrupamento, 0s quais devem ser criteriosamente analisados, pois propiciam diferentes
resultados. Basicamente, os métodos de agrupamento estabelecem homogeneidade dentro
dos grupos e heterogeneidade entre grupos.

Segundo Cruz e Carneiro (2003), os principais métodos de agrupamento sao
classificados em dois tipos: i) métodos de otimizagdo, em que os individuos sdo incluidos
No MesmMo grupo, com O objetivo de estabelecer maxima ou minima particdo que otimize
alguma medida predefinida; e ii) método hierdrquico onde os gendtipos sdo agrupados por
UM Pprocesso que se repete em VA&rios nivels, caracterizando-se pelo estabelecimento do

dendrograma ou diagrama de arvore.



O método de otimizacdo de Tocher é um dos mais utilizados no melhoramento
vegetal. Inicialmente, esse método identifica o par de individuos mais similares e forma o
grupo inicial. A possibilidade de inclusdo de novos individuos no grupo respeita um limite
de disténcia média intragrupo menor que a distancia média intergrupos (ibidem). Os grupos
formados serdo claramente definidos, ndo permitindo a subjetividade para visualizacdo de
possivels subgrupos.

O método hierérquico das médias da dissimilaridade ponderada (UPGMA) é o mais
utilizado entre os métodos hierarquicos, principamente em estudos de sistematica e
ecologia. O dendrograma é estabelecido com base nas médias de dissimilaridade dos pares
de individuos, sendo apresentadas graficamente as ramificacBes que indicam o nivel de
similaridade entre eles. A delimitacdo dos grupos pode ser estabelecida por critérios
visuais, em que se avaliam pontos de alta mudanca de nivel, tornando-se, em geral, critérios
determinantes do nimero de gendtipos no grupo (CRUZ e CARNEIRO, 2003). Outros
autores preferem adotar diferentes niveis de dissimilaridade no dendrograma para

estabel ecer os grupos e subgrupos.
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CAPITULO 1

AVALIACAO DA DIVERGENCIA GENETICA DE POPULACOES NATURAIS de
Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN ORIUNDAS DA REGIAO DO RIO PARANA,
MEDIANTE CARACTERES FENOTIPICOS E ASSOCIACAO COM A PRODUCAO
DE O-ECDISONA

1. INTRODUCAO

Estudos das espécies medicinais nativas sd0 incipientes ou inexistentes em diversas
areas de pesguisa, principalmente em relacdo aos aspectos genético e ambiental que
influenciam a producdo de fitofarmacos. A féfia [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen] é
espécie de ocorréncia comum em vegetacdes naturais nos Estados do Parang, Mato Grosso
do Sul e Goias, tendo nos ultimos anos grande projecdo no mercado internacional devido as
suas propriedades medicinais utilizadas semelhantemente ao ginseng-coreano (Panax
ginseng) (DE-PARIS et al., 2000). Aproximadamente 120 toneladas de raizes de Pfaffia
spp. foram exportadas para o Japdo em 1995 e, em 2002, estimou-se que 720 toneladas de
raizes foram destinadas aos mercados interno e externo, sendo que a maior parte do
extrativismo ocorreu na bacia do rio Parana e no municipio de Mogi das Cruzes, SP (MING
e CORREA JUNIOR, 2002; CORREIA JUNIOR, 2003). Esse procedimento de

extrativismo severo e descontrolado ocorre também em outras regifes, colocando em risco
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a variabilidade genética encontrada nas populacbes naturais de fé&fia, assim como a
continuidade do fornecimento da matéria-prima.

No melhoramento vegetal, uma etapa fundamental € a obtencédo de variabilidade
genética entre individuos de uma espécie ou entre grupos de cruzamentos interespecificos.
Em geral, o pesquisador estabelece as colectes de acessos a partir da variabilidade coletada
nos locais de ocorréncia comum da espécie. Portanto, uma das etapas indispensaveis no
melhoramento é o estudo da diversidade genética, principamente em espécies que ainda
ndo foram domesticadas. Diversos parametros podem ser empregados para caracterizagéo
dos gendtipos, dentre esses os caracteres morfologicos, histoquimicos, fitoquimicos,
bioquimicos e marcadores moleculares.

A exploragdo adequada das plantas medicinais em nivel comercial, referente a
otimizacdo na producdo e qualidade de principios ativos, demanda prévio conhecimento e
caracterizacdo do germoplasma. Portanto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a
diversidade genética de quatro populacdes oriundas da bacia Rio Parana, Brasil, por meio
de estudos dos caracteres fenotipicos, visando obter informagdes relacionadas a diversidade
genética para acdes de conservacdo in situ, assim como dados na caracterizacdo da colecéo

de germoplasma para futuros estudos agronémicos.
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2. MATERIAL E METODOS

A divergéncia genética foi avaliada em 64 individuos de fafia [Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen] coletadas em quatro populacdes na bacia do rio Parana, Brasil, e
oriundas da colecéo de germoplasma de plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos
Genéticos e Biotecnologia (Embrapa/Cenargen). Utilizaram-se 14 caracteres fenotipicos de
distribuicdo continua e oito caracteres multicategoricos. As andlises de diversidade foram
distintas em cada grupo de caracteres, sendo avaliadas as magnitudes da diversidade por

mel o desses caracteres em 64 individuos, em suas popul acdes e entre as popul acoes.

2.1. Procedéncia das populagdes e cultivo dosindividuos

As populacdes foram coletadas nos Estados do Parand e Mato Grosso do Sul,
percorrendo parte da regido da bacia do rio Parana. Os locais de coleta com as respectivas
caracteristicas e nUmero de individuos encontram-se descritas no Quadro 1. A identificacéo
dos individuos e popul acdes atribuidas nesse estudo foi denominada pelas referéncias que
se encontram no Quadro 2.

Os individuos (genétipos) foram multiplicados vegetativamente in vitro, adaptando-
se aos protocolos descritos por Nicoloso et al. (2001) e Kgjiki (1996). Paratal, culturas in
vitro foram estabelecidas utilizando-se explantes nodais provenientes de plantas mantidas
em casa de vegetacao, 0s quais, apds procedimento de desinfestacdo, foram cultivados em
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescidos de 30 g/L de sacarose, vitaminas
(2,0 mg/L glicina, 0,5 mg/L acido nicotinico, 0,5 mg/L piridoxinaHCl e 0,1 mg/L

13



tiamina.HCI), 100 mg/L de mio-inositol e 6,5 g/L agar (Merck, Alemanha). Posteriormente,
o meio foi gustado ao pH 5,7 £ 0,1, sendo autoclavado a 120° C, 1,1 Papor 20 minutos. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2°C, fotoperiodo
de 16 horas e irradiancia de 36 umol m? s*. As plantas, aos 34 dias, foram submetidas &
etapa de aclimatacdo, transferindo-se, iniciadmente, para recipientes fechados contendo
agua pura (3 - 5 dias). Posteriormente, foram transferidas para recipientes (copo plastico -
300 mL) contendo 100% substrato (Plantmax®). A etapa de aclimatacdo foi conduzida em
estufa equipada por nebulizadores (15 - 20 dias) e estufa aberta com cobertura de tela de
nailon (7dias).

Apbs obtencdo das mudas aclimatadas, esses foram transplantadas em vasos
plasticos com capacidade para 18 L, contendo mistura de solo e esterco de curra (3:1) e
sem adubacéo quimica, durante o periodo de Junho/2004 a fevereiro/2005 em Vicosa, MG.
Utilizou-se o0 delineamento estatistico inteiramente casualizado com trés repeticoes,

totalizando 192 parcelas.

Quadro 1 — Descricdo das populagdes de féfia (Pfaffia glomerata) avaliadas no estudo da
diversidade genética

Popu- Qde. de Local de coleta Coordenadas Vegetacdo predominante
lacdo individuos geogr &ficas
1 19 Rio Ivai (Querénciado Norte, PR) Lat 23°13 09,2" Pastagem e vegetacdo nativa
Long 53°3407,6" em regeneracio
Alt. 233 m
2 18 Ilha do Mineiro (Querénciado Norte, PR) Lat 23° 07" 27" Vegetacdo nativa
Long 53° 38" 49,9
Alt. 239m
3 16  Entre Porto Primaverae S0 José, beirade Lat 22° 33 24,1”  Vegetacio nativa
estrada (Baitapord, MS) Long 53° 06" 13,9" fragmentada
Alt. 239 m
4 11 Ilhado Marcal, Prainha - Parque Nacional Lat 23° 23" 09,7 Vegetagdo nativa preservada
dellha Grande (VilaAlta, PR) Long 53° 50" 02,1" em é&rea de conservagéo
Alt. 232 m

2.2. Caracteres avaliados

Na auséncia de descritores para caracterizacdo da Pfaffia glomerata, foram
observadas vérias caracteristicas desde o inicio do crescimento até a colheita, sendo
avaliadas em intervalos de dois dias com relacdo a alguns caracteres. Do total de 30
caracteres observados, foram selecionados 22 relacionados a morfologia, e a aspectos
agrondmicos, fisiologicos e fitoquimicos, que demonstraram consistente distingdo entre os
individuos, mesmo que tenha sido diferenciado em apenas um estagio de desenvolvimento
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da planta. Os caracteres fenotipicos foram divididos em dois grupos, conforme a descricao

e quantificacdo de seus fendtipos.

Quadro 2 — Individuos avaliados no estudo da diversidade genética da féfia (Pfaffia

glomerata)
individuo Identifica- Populagdo L ocalizagdo Individuo Identifica- Populagdo L ocalizagédo
(referéncia) cdo do BG (referéncia) céo do BG

1 2202-01 1 Rio lval 33 2209-09 3 Baitapora

2 2202-02 1 Rio lval 34 2209-10 3 Baitapora

3 2202-04 1 Rio lval 35 2209-11 3 Baitapora

4 2202-05 1 Rio lval 36 2209-12 3 Baitapora

5 2202-07 1 Rio lval 37 2209-13 3 Baitaporad

6 2202-09 1 Rio lval 38 2209-14 3 Baitaporad

7 2202-10 1 Rio Ivai 39 2209-15 3 Baitaporad

8 2202-11 1 Rio lval 40 2209-16 3 Baitaporad

9 2202-12 1 Rio Ival 41 2202-06 1 Rio lvai

10 2202-13 1 Rio lval 42 2202-08 1 Rio lval

11 2202-14 1 Rio lval 43 2205-01 2 [Ihado Mineiro
12 2202-15 1 Rio lval 44 2205-06 2 [Ihado Mineiro
13 2202-16 1 Rio lval 45 2205-07 2 [Ihado Mineiro
14 2202-17 1 Rio lval 46 2205-08 2 [Ihado Mineiro
15 2202-18 1 Rio lval 47 2205-10 2 Ilhado Mineiro
16 2202-21 1 Rio Ivai 48 2205-11 2 IThado Mineiro
17 2202-22 1 Rio lval 49 2209-04 3 Baitaporad
18 2205-02 2 Ilhado Mineiro 50 2209-08 3 Baitaporad
19 2205-03 2 ITha do Mineiro 51 2209-20 3 Baitaporad
20 2205-11 2 Ilhado Mineiro 52 2209-23 3 Baitaporad
21 2205-12 2 ITha do Mineiro 53 2209-26 3 Baitaporad
22 2205-17 2 Ilhado Mineiro 54 2216-06 4 VilaAlta
23 2205-18 2 Ilhado Mineiro 55 2216-07 4 VilaAlta
24 2205-19 2 Ilhado Mineiro 56 2216-08 4 VilaAlta

25 2205-20 2 Ilhado Mineiro 57 2216-10 4 VilaAlta
26 2205-21 2 Ilhado Mineiro 58 2216-12 4 VilaAlta
27 2205-22 2 Ilhado Mineiro 59 2216-14 4 VilaAlta
28 2205-23 2 ITha do Mineiro 60 2216-15 4 VilaAlta
29 2205-24 2 ITha do Mineiro 61 2216-17 4 VilaAlta
30 2209-01 3 Baitapora 62 2216-18 4 VilaAlta

31 2209-02 3 Baitapora 63 2216-19 4 VilaAlta

32 2209-06 3 Baitapora 64 2216-20 4 VilaAlta

BG": Banco de Germoplasmalcolegdo de plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos Genéticos e

Biotecnologia.

2.2.1. Caracteresfenotipicos das variaveis continuas

1. Matéria fresca do caule (MFC): determinacdo do peso de massa fresca do caule e

inflorescéncia, em gramas, obtida no momento da colheita entre 259 e 271 dias.
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2. Matéria seca do caule (MSC): peso da massa seca do caule e inflorescéncia, em gramas,

determinado apds a secagem em estufa de ventilagdo forcada por 96 h a 70 °C.

3. Matéria fresca da raiz (MFR): determinacéo da massa fresca da raiz, em gramas, no
momento da colheita entre 259 e 271 dias. llustracdo do aspecto da raiz encontra-se na

Figural.

4. Matériasecadaraiz (MFR): peso da massa seca da raiz, em gramas, determinado apos a
secagem em estufa de ventilagdo forgcada por 72 h a 70 °C.

5. Altura da planta (AL T): medida tomada em centimetro desde o coleto até o Ultimo né do
caule principal, excluindo-se o comprimento da inflorescéncia. A medida foi anotada
semanalmente, sendo utilizada a altura maxima atingida pela planta. llustracéo do porte

da planta encontra-se na Figura 2.

6. Abertura da flor (AF): média de dias em que iniciou a abertura das flores dos dois

principais caules da planta.

7. Senescéncia de 90% das folhas (S90): corresponde ao nimero de dias necessérios para
atingir a queda esponténea de 90% das folhas desde a data de transplantio. A data para
atingir a senéscencia foi obtida a partir da contagem das folhas de trés ramos principais
de cada planta, em intervalo de trés dias, quando alcancava o indice de queda de folhas
(1) correspondente a 0,9. Utilizou-se a seguinte formulaz | = (n. de folhas
senescentes)/[(n. gemas) X (2)].

8. Intervalo entre inicio da abertura da flor e senescéncia de 90% das folhas (IAYS):

diferenca de dias entre abertura da flor e queda de 90% das folhas.

9. Didmetro do caule (DC): medida obtida pela média do didmetro de trés caules de cada

planta, tomada a 10 cm acima da regi&o do coleto.

10. Numero de caules (NC): contagem de caules verticais lancados na regido basa da
planta até altura de 10 cm acima do coleto.
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11. Distancia de entrends (DE): medida avaliada entre o 4° e 0 5° entrend. Valores anotados

em cm, no periodo de 111 a 116 dias.

12. indice de colheita (IC): vaor obtido entre a relagio da produco de raizes e o peso da
parte aérea no momento da colheita determinado pela seguinte expressdo: IC =
MSR/(MSR + MSC), em que MSR: matéria secada raiz e MSC: matéria secado caule.

13. Relagdo comprimento/largura do limbo (RL): medidas tomadas a partir da base do
limbo até o 4pice (comprimento), dividida pela largura maxima perpendicular ao

comprimento.

14. Determinagéo do teor de [1-ecdisona (20-E)

O fitosteride 20-hidroxi-ecdisona ou [-ecdisona (Apéndices la e 1b) foi
quantificado pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), analisando-se
amostras de raizes obtidas do extrato metandlico. Utilizou-se o método descrito por
Figueiredo (2002), com algumas modificagdes. As raizes frescas foram cortadas na se¢cdo
de maior diametro em fragmentos de aproximadamente 0,4 - 0,7 mm e submetidas a
secagem em estufa de ventilacdo forcada (45 a 50 °C) durante oito dias e, em seguida,
moidas em moinho do tipo Willey. As amostras foram preparadas a partir de 200 mg de
raizes e 20 mL de metanol, as quais ficaram armazenadas na temperatura ambiente (25 + 2
°C), durante oito dias sob agitacdo diaria do extrato. Apods esse periodo, os extratos foram
centrifugados (8 minutos/10.000 rpm) e o sobrenadante coletado para filtragem em filtro de
0,45 Om (Millex LCR com membrana PTFE modificada). Obtido o extrato metandlico
filtrado, este foi analisado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando
as seguintes condi¢cdes. equipamento da Shimadzu modelo LC 10AD equipado com
detector SPD 10AV, CBM 10A; coluna Bomdesil C 18 (5,0 Om x 4,6 mm x 250 mm); fase
movel metanol (100%) com fluxo de 1 mL/min; volume de amostra injetada de 20 [L;
leituraem O = 245 nm; e tempo médio de corrida da amostra de 12 minutos.

A curva de calibragcdo foi obtida com padrédo de 99% de pureza de [1-ecdisona
(Sigma Chem. Co., EUA), em concentragbes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 e
120 mg/L metanol, os quais foram injetados (20 [JL) em triplicatas. Os valores obtidos nos
cromatogramas, correspondentes as concentraces das amostras-padréo, foram plotados no
grafico e obtido a equacdo para célculo do teor de [J-ecdisona dos individuos:

Teor de O-ecdisona = 2,6382 + 2.10° x 4rea do pico (r? = 0,9963).
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2.2.2. Caracteresfenotipicos das variaveis multicategoricas

1. Cor do peciolo (CP): atribuiram-se valores ao padréo da coloracéo na regido do peciolo,
de acordo com a deposicdo de pigmento vermelhos nas faces abaxial e adaxial do
peciolo e no mesofilo margeante, observada nas folhas basais do 3° e 4° n6s e, antes do
periodo de florescimento: 1 = deposi¢cdo de pigmento em qualquer face do peciolo e no
mesofilo; 2 = deposicdo apenas no mesofilo; e 3 = nenhuma deposicdo na regido do
peciolo. A caracteristica foi avaliada semanalmente, sendo obtidos dados consistentes
ao0s 94 e 109 dias apds o transplantio.

2. Pilosidade do caule (PIL): os valores foram atribuidos conforme a freqiiéncia,
persisténcia e local de ocorréncia dos pelos: 1 = abundante em locais proximos ao dpice
e ao longo do caule, pelos persistentes, porém sem diferenciacdo do comprimento; 2 =
pouco freqlente, presenca de pélos em regiGes jovens e pouca freqiéncia de pélos
persistentes ao longo do caule; e 3 = rara freqiiéncia, baixa quantidade préxima ao apice
e auséncia de pélos persistentes ao longo do caule.

3. Cor do caule (CC): padréo de coloracéo avaliada desde a base até a regido proxima ao
dpice e no inicio do florescimento (formagéo do bot&o floral): 1 = distribuicdo abundante
de pigmento vermelho, a qual atinge acima de 75% da altura do caule; 2 = distribuicéo
freqliente de pigmento vermelho, entre 25 e 75% da altura do caule; e 3 = predominio da
cor verde e pouca quantidade de pigmento atingindo no maximo 25% da altura do caule

(Figuras 3a— 3c).

4. Crescimento inicial do caule (CIC): descricéo predominante da disposicéo do caule entre
60 e 87 dias ap0Os o transplantio. Foram atribuidos os seguintes valores. 1 = caules
eretos, proximos entre si, sem ramificacdo e pequena area projecdo lateral da copa; 2 =
caules ramificados e distanciados, com lancamento perceptivel de ramos laterais e média
projecdo da area da copa; e 3 = prostrado, caules com predominio de crescimento

paralelo a superficie horizontal (Figuras 4a— 4c).

5. Abertura da copa (AC): disposicdo e projecdo dos caules apos queda de 90% das folhas.
Foram atribuidos os seguintes valores: 1 = caules eretos e muito préximos, auséncia de
ramos laterais até altura de 2/3 da planta; 2 = caules eretos, porém com pequeno

afastamento entre si e ramificagOes do caule a partir de 1/3 altura da planta; 3 = caules
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abertos, com angulo de afastamento de até 45° na altura de 1/3 planta e ramificacdes
abaixo de 1/3 da dtura; e 4 = caules abertos, com pequena expansao horizontal préximo

ao coleto (Figuras 5a— 5d).

6. Cor daraiz (CR): coloragdo atribuida com base em observagdes visuais da raiz seca e
moida. Foram atribuidos os seguintes valores. 1 = branca; 2 = amarelo-creme; 3 =

amarelo; e 4 = amarel o-canarinho (Figura 6).

7. Descricdo do apice e base do limbo foliar (ABL): atribuiram-se valores conforme o tipo

de combinacdo entre aforma do épice e da base do limbo foliar.

Vaor Formado Apice FormadaBase
1  Agudo aacuminado Obliqua a acunheada
2 Agudo a acuminado Truncada areniforme
3 Mucronado Obliqua a acunheada
4 Mucronado Truncada areniforme

8. Formato do limbo (FL): descricdo do formato predominante do limbo das folhas
localizadas entre 1/3 e 2/3 da dtura da planta e antes da abertura da flor. Foram

atribuidos os seguintes valores. 1 = eliptico; 2 = lanceolado; e 3 = oval.

2.3. Andlises estatisticas

Inicialmente foram obtidas as disténcias genéticas entre todos os pares de
individuos, utilizando-se os valores quantitativos dos caracteres continuos e valores das
classes ou categorias fenotipicas dos caracteres multicategéricos. Posteriormente,
realizaram-se 0 agrupamento dos individuos, o estudo da importancia dos caracteres,
correlacdo simples dos caracteres e a correlacdo da dissimilaridade entre os grupos de
caracteres. As analises foram todas processadas no programa “ Genes’ — versao Windows
2005.6.1 (CRUZ, 2001). Os métodos estatisticos foram utilizados na seqiéncia, como

mostrado nos topicos subsegiientes.

2.3.1. Medidasde dissmilaridade

Para avaliar as informagdes multiplas do conjunto de caracteres de cada individuo
foram determinadas as medidas de dissimilaridade, as quais indicam os pares de individuos
com maior ou menor magnitude de divergéncia genética. Esses dados também foram

utilizados na elaboracdo das matrizes de dissimilaridade das andlises de agrupamento no
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estudo dos caracteres. A diversidade entre os individuos com base nos caracteres continuos
foi determinada pela distancia de Mahalanobis. A diversidade com base nas informagdes
multicategdricas foi determinada pelo indice de dissimilaridade, obtido pelas varidveis
binarias, em que os valores foram convertidos em dados binérios dos tipos 0 e 1, atribuidos,

respectivamente pela auséncia ou presenca da categoria no individuo.
A Distancia de Mahalanobis é dada pela expressao:

D% = 00"
em que:
D? = distancia de Mahalanobis entre os genétiposi ei;
O = matriz de variancias e co-variancias residuais,
0" = [dy ds ... dy], sendo: d=Yi-Yij;e
Y;; = média do i-ésimo gendtipo em relacdo aj-esimavariavel.

O indice de dissimilaridade, obtido a partir dos dados binérios é dado pela

eXpressao:
v b+c
di- = E<a+ b+c>j

sendo:
di;- = indice de dissimilaridade;
a = categoria observada nos dois individuos;
b = categoria observada no primeiro individuo e ausente no segundo;
C = categoria ausente no primeiro individuo e observado no segundo; e
V = nUmero de variaveis multicategoricas.

2.3.2. Métodos de agrupamento

Os individuos e as populacbes foram agrupados seguindo os critérios de
dissimilaridade pelos métodos de otimizacdo de Tocher e método hierarquico das médias
aritméticas das medidas de dissimilaridades (UPGMA). O método de Tocher segue o
critério de inclusdo dos individuos no mesmo grupo, quando a distancia média dos
individuos (intragrupo) ndo excede a distancia média intergrupo (CRUZ e CARNEIRO,
2003). O vaor maximo da distancia dentro do grupo ((0) pode ser estabelecido
arbitrariamente (ibidem). A inclusdo de um individuo € aceito quando:

A k

<O
n

considerando que:

gijy =ik + dik
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em que:
dgjk = distancia entre o grupo ij e o individuo k;
dix = distdncia entre osindividuosi ek;
dix = disténciaentre osindividuosj ek; e
n = nimero de individuo que constitui o grupo original.

No método UPGMA, a distribui¢do dos individuos no dendrograma ndo segue um
critério de formacao dos grupos, umavez que o principa aspecto desse método consiste nas
ramificagdes que sdo obtidas. Os individuos sdo agrupados aos pares, utilizando-se médias
aritméticas da dissimilaridade. O dendrograma prioriza 0s genétipos com maior
similaridade, e as distancias entre um individuo e um grupo formado pelos individuosi e |

s40 cal culadas por:

d(ij)k -média{di + dx} = Gk + dik
2

em que:
dgjk = disténcia média entre o grupo ij e o individuo k;
dix = disténciaentre osindividuosi ek; e

dj = distanciaentre osindividuosj e k.

2.3.3. Importancia dos car acter es no estudo da diver sidade genética

A identificacé@o dos caracteres de menor contribuicéo relativa para divergéncia entre
os individuos, assim como agueles que apresentam alta correlacdo, pode ser excluida ou
substituida em estudos futuros da divergéncia. A importancia relativa dos caracteres
quantitativos de distribuicdo continua foi avaliada pela metodologia de Singh (1981). As
correlagdes entre os caracteres foram avaliadas pela correlacdo de Pearson, visando

destacar os caracteres que possivelmente influenciam a producéo de [1-ecdisona.
2.3.4. Correlagéo entre dados das matrizes de dissmilaridade

A magnitude e significancia da correlagdo das medidas de dissimilaridade
determinadas pelas variaveis dos caracteres continuos e multicategéricos, foi avaliada pela
estatistica Z (teste de Mantel) para verificar a correlagdo entre as matrizes de distancias dos
dois grupos de caracteres, como também verificar a correlacdo de cada grupo com a matriz-

soma

21



Figura 1 — Aspecto das raizes dos gendtipos de féfia cultivados em vasos de 18 litros e
colhidos a partir de 259 dias ap6s o transplantio.

Figura 2 — Campo experimental com detalhe da parte aérea dos individuos de féfia cultivados
em recipientes de 18 litros. As plantas alcangaram méaxima altura entre 164 e 230
dias ap0s transplantio.
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Figura 3 - Descricéo da cor do caule com base na distribuicdo de pigmentos no inicio da
floracéo: a) distribuicdo abundante de pigmento vermelho, a qual atinge acima de
75% da altura do caule; b) distribuicdo freqliente de pigmento vermelho, entre 25 e
75% da atura do caule €, c) predominio da cor verde e pouca quantidade de
pigmento vermelho, atingindo no maximo 25% da atura do caule.

Figura 4 - Descrigdo do crescimento inicial, com base no crescimento e disposi goes dos caules
entre 60 e 87 dias apos o transplantio: @) caules eretos, proximos entre si, sem
ramificacdo e pequena érea projecdo lateral da copa; b) caules ramificados e
distanciados, com langamento de ramos laterais e média projecdo da area da copa €;
c) prostrado, caules com predominio de crescimento paralelo a superficie horizontal
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Figuras 5 - Descricao dos tipos de abertura da copa, com base na distribuicdo dos caules apds queda
de 90% das folhas: @) caules eretos e muito préximos, auséncia de ramos laterais até
altura de 2/3 da planta; b) caules eretos, porém com pequeno afastamento entre si e
ramificagdes do caule a partir de 1/3 atura da planta; c) caules abertos, com angulo de
afastamento de até 45° na atura de 1/3 da planta; d) caules abertos, com pequena
expansao horizontal préximo ao coleto.

Figura 6 — Cores das raizes de fafia apds secagem e moagem: a) branca; b) amarelo-creme; c) amarelo
€, d) amarel o-canarinho.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

Nesse estudo, os dados foram analisados individualmente para o0s grupos de
caracteres de variaveis continuas e variaveis multicategéricas, com o intuito de destacar os
aspectos agrondmicos e fitoquimicos de interesse no melhoramento da espécie.
Posteriormente, foi realizada uma analise conjunta dos caracteres continuos e
multicategoricos, denominando-se caracteres fenotipicos binarios devido a transformacéo
das varidveis continuas em dados binarios. Os resultados da andlise de variancia
demonstraram significativa variacdo de origem genética dos caracteres continuos
associados aos elevados indices de determinacéo genética (H?) (Quadro 3). Os dados das
médias foram agrupados pelo teste de Scott e Knott (Quadro 4). Para os caracteres
multicategoricos, os valores atribuidos as diferentes classes fenotipicas sdo descritos no
Quadro 5.

Do total de 30 caracteres observados, utilizaram-se 22 que apresentaram favoravel
descricdo e quantificacdo em todos os individuos. As caracteristicas excluidas foram:
coloragdo da nervura principal; disposicdo dos ramos laterais; coloracdo, ondulagao,
pilosidade e borda do limbo; dias para abertura de 50% das flores da inflorescéncia
principal; e concentracdo de clorofila. Esses caracteres, embora ndo foram estaveis em
todos os individuos ou tiveram metodologias inadequadas de avaliacdo, poderdo ser Uteis
em estudos de outras populagdes, uma vez que em alguns individuos foram consistentes

durante o desenvolvimento da planta.

25



9¢

Quadro 3 — Quadrado médio dos individuos (QMA), média geral (MD), coeficiente de variagdo (CV), coeficiente de determinacdo genotipico (H?)
e contribuicdo relativa da caracteristica no estudo da diversidade (S,;) avaliada nos caracteres continuos de quatro populagdes de féfia
(P1, P2, P3 e P4) e no total de 64 individuos (T64)

MFC MSC MFR MSR
QMA MD CV__ H? S, QMA MD CV H° S, QMA MD cv  H? S, QMA MD  CcV H® S,
P1 1309245~ 903,64 12,69 89,95 0,0863 14940,47" 300,89 14,88 86,75 0,0449 56400 43546 1945 86,75 0,1355 4818627 126,91 18,71 8830 0,1985
P2 3533351 1180,74 17,87 86,72 27482 38754,16 " 42566 16,84 86,73 4,8971 33906,35"° 400,02 21,92 77,31 45234 2633,17" 121,62 22,80 70,89 4,9838
P3 160141,40" 116377 10,22 91,15 0,0012 25562,44°° 410,47 11,05 91,94 0,0026 100424,7" 58820 15,26 91,98 0,0021 4703,73" 177,66 1563 92,05 0,0001
P4 54410,44™ 111557 1599 4259 2,2179 7397,79™ 403,29 16,71 38,61 0,639 1843585 367,29 1559 8221 16,104 1294,14™ 1096 16,74 73,98 19,7188
T64 217262,17"° 1083,00 14,72 88,31 0,1847 30424,20" 380,98 1516 89,03 4,7769 72577,04™ 451,96 1834 90,52 5,1720 6540,00" 135,13 18,63 90,31 15,0619
ALT AF S90 IAS
QMA MD cv H? S, QMA MD CV H? S, QMA MD CV H? S, QMA MD CV H? S,
P1 2121,09°7 25281 513 92,06 0,0739 256,29 11560 2,12 97,65 39,0129 336,11" 189,03 1,89 9658 49,385 60,38 7343 459 81,18 10,7161
P2 3255477 267,35 8,01 8593 0,4299 248837 140,42 1258 99,47 42,8594 814,16 20348 260 9656  4,6846 1096,81°° 62,99 10,69 9587 18,8460
P3 282585 277,43 5,08 92,98 0,0050 1641,39™ 14531 3,15 98,72 49,9979 470,737 214,31 2,34 9467 39,4073 1174,65° 69,00 881 96,85 10,5661
P4 748107 29472 4,70 7432 22722 766,28 149,03 265 97,98 40,5630 7366 200,33 140 89,22  8,0564 48815° 51,30 9,05 9558 11,7686
T64 291161 270,26 593 91,02 3,3332 1806,59 " 13575 2,69 99,25 51,9400 709,17 201,36 218 97,27 14352 84755 6558 814 9657  4,8827
NC DC DE IC
QMA MD cVv H? S, QMA MD CV H? S, QMA MD (Y] H? S, QMA MD CV H? S,
P1 723" 631 21,02 7310 0,0086 389" 1331 7,60 7367 00311 9782,606"° 211,84 1629 87,81 0,0111 0,0138™ 0,2969 10,11 9347 0,1931
P2 1466~ 842 2406 71,95 0,1382 295" 13,34 1053 3312  0,2882 395855 156,44 942 9451 5,8482 0,0092" 02280 12,82 9143 2,3773
P3 2462 971 2157 8214  0,0008 671" 1262 7,60 86,26  0,0020 3820,74" 162,56 897 9443 0,0060 0,0229" 0,3040 11,84 94,36  0,0021
P4 469™ 669 2296 49,68  0,8992 222" 1347 59 7106  1,2175 706,93° 148,09 10,19 67,73 1,2436 0,0045™ 0,2152 1339 81,78 1,1893
T64 1839 7,82 2300 8220 08776 417 1317 832 7125  0,9801 6893,08" 17298 1302 9264 41778 0,0172" 0,2600 11,66 9443  7,6017
20E RL o e
OMA MD _ CV HZ S, OMA MD CV  H? S, e ™ gignificativos a5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
P1 0,0290 06147 9,64 87,90 0,0839 05267 272 1462 69,93 0,0185 MFC: matéria fresca do caule, MSC: matéria seca do caule, MFR: matéria fresca
P2 0,0206™ 04365 852 9330 4,6669 06457 251 10,83 8854 27090 da raiz, MSR: matéria seca da raiz, ALT: altura da planta, AF: abertura da flor,
P3 0,0179™ 05089 9,49 87,01  0,0030 11,0271 270 933 9380 0,0038 S90: senescéncia de 90% das folhas, |AS: intervalo entre AF e S90, NC: nimero
P4 0,0147" 04608 860 89,33  0,9091 12462 305 874 9428 3,2007 de caules verticais, DC: didmetro do caule, DE: disténcia entrend, IC: indice de
T64 0,0363"" 05100 935 9356 6,7737 08620 271 1141 8886 28045 colheita, 20E: teor de [J-ecdisona, e RL: relagdo largura/comprimento do limbo.




Quadro 4 — Média dos caracteres das variaveis continua: matéria fresca do caule (MFC), matéria seca do caule (MSC),
matéria fresca daraiz (MFR), matéria seca daraiz (MSR), altura da planta (ALT), dias para abertura da flor
(AF), dias para senescéncia de 90% das folhas (S90), intervalo entre abertura da flor e senescéncia de 90%
dafolha (IAS), nimero de caules verticais (NC), didmetro do caule (DC), distancia dos entrenés (DE), indice
de colheita (I1C), teor de O-ecdisona (20E), e relagdo comprimento/largura do limbo (RL), em 64 individuos
de Pfaffia glomerata

Indivi- MFC MSC MFR MSR ALT AF S90 IAS NC DC DE IC 20E RL
ducs (g (9 9 ()] (cm) (dias)  (dias) (dias) (mm)  (mm) (%)
1 750,77 d 262,77d 40317d 12653d 24267d 113,00 18867g 7567c 567c 133la 21933c 03244d 06496 b 292c
2 75397 d 209,63d 44867d 11364d 25500d 112,83 18567g 7283c 500c 1286b 23000c 03525c 05461c 288c
3 111460c 357,77c 22717e 6862e 271,17c 11217 186009 7383c 733c 1290b 30267b 01609f 0,7493a 254d
4 111107 c 35753c 447,73d 12943d 247,17d 11850i 191,33g 7283c 700c 1442a 18833d 02625e 0,6072c 288c
5 1094,02c 33907c 46343d 131,26d 27483c 11667 18433g 6767d 533c 1537a 21733c 0280le 07285a 187e
6 102397 c 38563c 758,17b 230,75b 284,17c 13833 g 21400c 7567c 567c 1204b 12667e 03736b 06391b 287c
7 88327 d 330,37c 364,17d 10454e 27417 c 10833 k 18867g 80,33b 567c 1351a 30000b 02401e 06448b 368Db
8 739,67 d 246,13d 431,07d 13422d 19400e 11017k 18167h 7150c 900b 11,62b 20500c 03475c 05712c 222e
9 880,60d 32623c 56967c 17741c 293,00c 127,83 h 19567f 67,83d 433c 1448a 22833c 0,3528c 04847d 232d
10 837,45d 29530d 63229c 160,17c 20833e 11750i 187,00g 6950c 9,00b 1301b 14500e 0,3563c 0,5332c 239d
11 1102,70c 403,87 b 378,77d 110,75d 252,83d 11267) 188679 7600c 800c 1311b 17667d 02158f 0,6409b 2,73d
12 1321,20b 42563 b 47357d 141,33d 26883d 135009 21233c 7733c 833b 1330a 13233e 02498e 0,7485a 2,70d
13 868,80 d 28823d 56863c 16584 c 23383d 11000k 189,67g 7967b 733c 11,29c 18667d 0,3633c 04202e 243d
14 791,13d 23697d 51147c 14458d 23533d 110,00k 18567g 7567c 733c 1363a 17500d 03787b 04629d 232d
15 646,63 d 19843d 41443d 11737d 22150e 111,83 18633g 7450c 600c 1242b 19167d 03717b 05438c 333b
16 122120 b 35350c 390,47 d 121,80d 24633d 11950i 19500f 7550c 533c 1516a 18000d 0,2565e 0,6076 c 3,06 c
17 62843d 24690d 31357e 929 e 257,00d 11350) 18833g 7483c 433c 1356a 33833a 02775e 06928b 286¢c
18 135517 b 413,63 b 426,67 d 11877d 241,33d 16500c 21867 c 5367e 1333 a 1252b 11667 e 02240e 04565d 188e
19 706,07 d 38250c 35533d 10940d 26000d 137,679 20233 e 6467d 600c 1425a 14667 e 02202e 05158d 194 e
20 105500 c 390,07 c 43227d 13206 d 25500d 117501 19333f 7583c 667c 1425a 17833d 0254l1e 03598 e 246d
21 1392,13b 53550a 32313e 10391e 25633d 144,33f 21500c 7067c 867b 1425a 13500e 0,1602f 04784d 243d
22 170843 a 601,07a 44160d 129,82d 331,00a 19750a 21767c 2017h 867b 1339a 14167e 0,1809f 03763e 236d
23 106980 c 38757c 509,23c 152,04c 28083 c 124,67 h 22100c 9633a 933b 1273b 14167e 0283le 04806d 28lc
24 152347 a 53003a 29440e 9536e 310,00b 19367 a 21767c 2400h 1033b 13,02b 146,67e 0,1530f 0,3700e 243d
25 121490b 429,77b 517,77 c 14558 d 27500c 120,67i 187,009 66,33d 7,33c 1390a 23600c 02514e 04439d 20le
26 124210b 451,03b 46593d 136,14d 239,17d 12217 h 19767f 7417c 7,00c 1393 a 24667c 02317e 03909e 203e
27 158963 a 621,20a 28927e 90,14e 28383 c 16350c 21767c 5417e 667c 1506a 150,00e 0,1261f 0,6026c 2,39d
28 94153 c 34383c 25543e 8l26e 26050d 12867 h 190,00g 61,33d 733c 1262b 15333 e 0,1913f 05045d 293c
29 164793 a 47961b 60310c 17220c 29967 b 16050d 21500c 5450e 900b 1440a 13500e 02648e 04423d 195e
30 147300a 49780b 381,23d 10862 d 330,17 a 15383e 21600c 6217d 967b 1469a 190,00d 0,1792f 05762c 310c
31 132497 b 44497b 58997c 16944c 26917d 18217b 21900c 3683g 867b 1380a 13500e 02757e 05330c 198e
32 135734 b 45263b 43020d 11857 d 327,00 a 149,67 e 21467c 6500d 1300a 1312b 19500d 0,2075f 05986 c 3,16 cC
33 115467 b 41460b 111470a 32621a 24283d 159,00d 23833a 7933b 833b 1198b 12167e 04394 a 03459e 2l4e
34 150513 a 61893 a 52487c 16224c 30050b 12750h 22167c 9417a 1067 b 14,04 a 20167c 02097 f 0551lc 262d
35 1319,77b 551,00a 61437c 19418 c 306,17 b 12567 h 21867c 9300a 867b 1452a 22167c 02641e 05107d 22le
36 120220 b 41047 b 598,07 c 17755c 247,17d 147,00f 23233 a 8533b 1467a 1029c 13500e 0,3022d 05382c 430a
37 138685b 45650b 516,77 c 158,72c 272,00c 190,00a 227,00b 3700g 800c 1342a 14267e 02591e 05484c 234d
38 1288,00b 41317b 576,07 c 17491c 24950d 155,67 d 21367c 5800e 1200a 1294 b 12333e 0,2977d 04519d 237d
39 868,87 d 31543c 81660b 25576b 243,17d 169,67 c 21633c 4667f 1533a 889d 10833 e 04484 a 04676d 257d
40 899,39d 31727c 672,73c 21927 b 28250c 12800h 203,67e 7567c 500c 1298b 22000c 04043b 05172d 270d
41 611,03d 19057d 28306e 8l191e 25417d 101,671 174331 7267c 500c 1221 b 21833c 0,2968d 06647 b 2,65d
42 788,73d 26247d 19434e 5815e 28900c 107,00k 168331 61,33d 433c 1465a 26333c 0,1813f 0,7461a 3,05c
43  1490,07 a 572,47a 38828d 12836d 32333 a 15717d 20400e 4683f 1267a 1196 b 18000d 01836 f 05704c 3,07 c
44 827,80d 26413d 409,80d 12348 d 20483 e 11567 17800h 6233d 900b 1255b 12167e 03196d 03240e 295c
45 114837 b 41197b 484,07d 15214c 26250d 10850 k 187,00g 7850c 933b 1341a 16333d 0,2741e 04758d 253d
46 907,17d 32990c 50780c 16385c 256,67d 160,17d 23333a 7317c 500c 14,03 a 10667e 03272d 0419e 243d
47 746,67 d 25937d 24747e T7644e 24117d 10733k 18067 h 7333c 933b 11,29c 15667d 0228le 0,3349e 313c
48 687,20d 25833d 24883e 7813e 231,17d 102831 18667g 8383b 600c 1257b 16000d 02315e 03117e 347b
49 843,07d 29313d 59395c 187,08 c 24583d 12333h 21333c 9000a 633c 1216b 16500d 0,3868b 05806 c 245d
50 807,80d 29697 d 64360c 201,03c 24533d 120,331 20367e 8333b 700c 1286b 14500e 04040b 06139c 257d
51 1039,77c 36460c 36398d 106,87 d 28333 c 105171 19400f 8883a 867b 1199b 18500d 0,2260e 04157 e 3,50 b
52 984,33 c 347,73c 57057 c 16439c 281,17c 135509 194,00f 5850e 9,00b 11,78b 156,67d 0,3216d 05121d 237d
53 116523 b 37227c 40360d 117,69d 313,00b 15250e 20267e 5017f 1033b 1254 b 15500d 0,2392e 0,3818e 2,86 cC
54 118057 b 39450c 459,07d 130,87d 300,33 b 167,00c 20600d 3900g 467c 1388 a 13500e 02517e 03916e 3,79 a
55 101383 c 36037c 44697d 124,09d 301,67 b 17800b 20600d 2800h 4,67c 13,70a 150,00e 02583 e 04121 e 346b
56 1102,07c 39417c 26993e 80,90e 28750c 13433g 19900f 6467d 833b 1371a 14500e 0,1702f 05566 c 2,60 d
57 142897 a 527,10a 43720d 127,62d 29833 b 14650f 19633f 4983f 733c 1439a 13733e 0,1938f 059%61c 190e
58 125020 b 43463 b 29,67e 9382e 317,83a 14167f 20267e 61,00d 633c 1517a 170,00d 0,1806f 05134d 242d
59 118870 b 431,40b 302,77e 9589e 29550c 14350f 19767f 5417e 767c 13,09b 13833 e 0,1816f 0,4023e 2,63d
60 1069,73c 41693b 351,63d 109,26 d 301,67 b 137179 190,33g 5317e 700c 1385a 16333d 0,2085f 04217e 2,73d
61 100247 c 35887c 277,70e 8532e 25667 d 15883d 20333e 4450f 567c 1253b 12500e 0,1909f 04776d 343 b
62 1001,93c 381,00c 43393d 13567d 28250c 138839 19767f 5883e 800c 1252b 15833d 0,2632e 04780d 361b
63 102847 c 38433c 31143e 91,18e 30750b 12717h 19867f 7150c 733c 1248b 170,00d 0,1924f 04315d 3,07 c
64 1002,17 c 35290 c 45291d 131,00d 29250c 166,33c 20600d 3967g 667c 1286b 13667e 02766e 03879e 393 a
Md 1083,00 380,98 451,96 13513 270,26 135,76 201,36 65,58 7,82 13,17 172,98 0,27 051 271

M édias seguidas da mesma | etra constituem um grupo homogéneo, pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.
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Quadro 5 — Valores atribuidos aos caracteres multicategdricos avaliados em 64 individuos de
Pfaffia glomerata de quatro populactes

individuos PIL CcC CP CiC AC CR ABL FL
1 2 2 2 1 1 4 1 1
2 3 3 2 1 1 3 1 1
3 2 1 1 1 2 3 1 1
4 2 2 2 1 2 3 1 1
5 2 1 1 1 1 4 2 3
6 2 1 2 3 4 3 1 1
7 3 2 2 1 2 4 1 1
8 2 3 3 2 2 2 1 1
9 3 2 1 1 1 4 1 1
10 2 1 1 1 2 4 1 1
11 3 1 2 2 3 2 1 1
12 2 1 1 2 2 2 1 1
13 3 3 2 1 2 3 1 1
14 2 3 3 1 2 2 2 1
15 3 2 1 1 2 3 1 2
16 3 1 1 1 2 3 1 1
17 3 2 2 1 1 3 1 1
18 1 1 2 2 3 3 2 3
19 1 2 3 1 2 1 2 1
20 1 1 1 2 3 2 2 1
21 1 2 2 2 2 2 1 1
22 1 1 1 2 3 1 1 1
23 1 3 3 1 1 1 1 1
24 1 1 1 3 3 1 2 1
25 1 1 2 2 3 2 2 1
26 1 1 2 2 4 2 2 1
27 1 1 1 2 3 3 1 1
28 1 2 3 2 2 1 1 1
29 1 2 1 1 2 4 2 1
30 1 2 2 2 3 3 1 1
31 1 3 3 2 2 2 4 1
32 1 2 2 2 3 3 1 1
33 1 2 3 2 3 2 4 1
34 1 2 1 1 3 4 1 1
35 1 2 2 1 3 4 2 1
36 1 3 3 2 1 4 1 2
37 1 3 3 2 2 3 3 1
38 1 3 3 2 3 1 2 1
39 1 2 2 3 2 3 1 1
40 1 2 2 1 2 4 1 1
41 2 2 2 1 1 3 1 1
42 3 1 1 2 2 4 1 1
43 1 2 2 2 3 2 1 1
44 1 2 3 2 4 2 1 1
45 1 3 3 1 3 3 1 1
46 1 2 2 2 2 3 2 1
47 1 1 2 2 3 2 1 1
48 1 1 2 2 3 2 1 1
49 1 3 3 2 2 4 1 1
50 1 3 3 2 2 3 1 1
51 1 2 2 2 3 3 1 2
52 1 3 3 2 3 4 1 1
53 1 3 3 2 3 2 1 1
54 1 1 2 2 4 1 1 2
55 1 1 2 2 4 1 1 2
56 1 3 3 1 2 2 1 1
57 1 1 2 2 3 2 2 3
58 1 2 2 2 3 1 2 1
59 1 1 2 3 4 1 2 1
60 1 1 2 2 4 1 2 1
61 1 3 3 2 2 2 1 2
62 1 2 2 2 4 2 1 2
63 1 2 3 3 4 2 1 2
64 1 1 2 2 4 2 1 2

Cor do peciolo (CP), 1 = deposi¢do de pigmento na face adaxial e abaxial no peciolo e mesdfilo margeante, 2 = deposicéo apenas no
mesofilo, 3 = nenhuma deposi¢éo na regido do peciolo; pilosidade do caule (PIL), 1 = abundante, 2 = pouco freqliente, 3 = rara freqliéncia;
cor do caule (CC), 1 = distribui¢do abundante de pigmento vermelho, 2 = distribuig¢&o freqliente de pigmento (25 e 75%) 3 = predominio da
cor verde; crescimento inicial do caule (CIC): 1 = caules eretos; 2 = caules ramificados; 3 = prostrado; abertura da copa (AC), 1 = caules
eretos e muito proximos, 2 = caules eretos, porém com pouca ramificacdo a partir de 1/3 altura da planta; 3 = caules abertos, com angulo de
afastamento de até 45° na altura de 1/3; 4 = caules abertos, com pequena expansdo horizontal préximo ao coleto; cor daraiz (CR): 1 =
branca; 2 = amarelo-creme; 3 = amarelo; 4 = amarel o-canarinho; descricdo do 4pice e base do limbo foliar (ABL): 1- agudo - acuminado e
obliqua - acunheada, 2- agudo - acumunado e truncada - reniforme, 3) mucronado e obliqua - acunheada, e 4) mucronado e truncada -
reniforme; formato do limbo (FL): 1 = eliptica; 2 = lanceolada; e 3 = ovalada.
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3.1. Potencial genético dosindividuos e populactes de fafia no melhoramento vegetal

A producdo de [-ecdisona (20E) e demais metabdlitos sdo as principais
caracteristica relacionada ao aspecto medicinal da fé&fia, sendo o teor de 20E
frequientemente visado nas avaiages de cultivo e selecdo de gendtipos (MAGALHAES,
1998; FIGUEIREDO, 20002; CORREIA JUNIOR, 2003). No presente estudo foi obtido
maiores médias de 20E nos individuos da populacéo 1, porém a producéo média de matéria
seca da raiz (MSR) apresentou, predominantemente, valores abaixo da média gera
(Quadros 3). Os individuos da populacéo 3 apresentaram maiores médias de MSR, em que
o teor de 20E foi superior as populacdes 2 e 4 (Quadro 4), o que indica presenca de alelos
relacionados com aumento no teor de 20E e producédo de MSR, demonstrando relativa
superioridade e potencia genético para melhoramento vegetal da populagcdo 3. Também,
destaques individuais foram observados nos genétipos da populagdo 1, onde combinam
maiores teores de 20E e MSR no mesmo individuo (Quadro 4), resultando em maiores
niveis de producgdo total de 20E. Tais individuos possuem potencial que permitem iniciar a
selecdo e submeter as avaliagdes com o intuito de originar variedades no curto prazo, pois
afafia possui mecanismos favoraveis para reproducéo vegetativa.

Os individuos da populacdo 1 (gendtipos: 03, 12, 42, 05, 41, 1, 7, 11 e 06) que
tiveram maiores valores de 20E em relacdo aos 64 individuos avaliados no presente estudo
(Quadro 4) apresentaram o seguinte perfil: MSR abaixo da média geral (135,1 g/planta),
exceto os acessos 06 (230,75 g/planta) e 12 (141,33 g/planta); antese precoce em relacéo a
média geral (135 dias), exceto 0s acessos 12 (212,3 dias) e 06 (214 dias); dias para ocorrer
a senescéncia de 90% das folhas abaixo da média geral (201,4 dias), exceto os individuos
12 (212,3 dias) e 06 (214,0 dias); intervalo entre antese e senescéncia acima da média
(65,5), exceto o individuo 42 (61,3 dias).

Os resultados sugerem que a producdo total de [1-ecdisona pode ser favorecida nos
gendtipos que apresentam longo periodo de area foliar durante o florescimento, enquanto a
producéo de raizes parece ser favordvel com a reducdo do periodo de florescimento.
Alguns estudos demonstram que o teor de 20E apresenta freqUentes variagdes em seus
nivels de acumulo. Correia Janior (2003), avaliando o teor de 20E em quatro épocas de
colheita (8, 10, 12 e 14 meses) de quatro acessos de fafia cultivados em condicdes
experimentais de campo, obteve maior média da concentragéo nas plantas colhidas aos 12
meses, e aos 14 meses houve reducdo no teor. Filippova et a. (2003), avaliaram a

producéo de 20E em suspensdo celular de Serratula coronata estabel ecidas por sete anos e,
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observaram que num ciclo de crescimento (20 dias) ocorrem picos de aumento e reducéo
na concentracdo de 20E desde a fase lag até a fase estacionaria, sendo que os picos de
queda foram menos acentuados na fase estacionaria. No entanto, ndo houve aumento de
20E na fase estacionéria, como é tipico em metabdlitos secundarios (RAMACHANDRA
RAO e RAVISHANKAR, 2002). Portanto, tais observacdes podem ser Gteis nos estudos de
sazonalidade, onde o acumulo de 20E pode ser influenciado pela capacidade fotossintética

dos gendtipos com destacado potencial genético para producdo do metabdlito.

3.2. Divergéncia genética avaliada pelos car acter es continuos

3.2.1. Dissimilaridade entre 64 I ndividuos

Os resultados das medidas de dissimilaridade ou distancias genéticas (Apéndice 2)
das variaveis continuas calculadas pela distéancia de Mahalanobis demonstraram que 0s
pares de individuos 42 x 22 e 54 x 64 apresentaram a maior e menor distancia,
respectivamente. A identificacdo dos pares mais distantes ou divergentes € um aspecto
visado pelos fitomelhoristas, uma vez que pode orientar uma combinagéo de genitores para
ganho em heterose (ALLARD, 1971). Foram destacados 20 pares de acessos, que
apresentaram maiores e menores distancias (Quadro 6). As maiores distancias foram
encontrados entre individuos de diferentes populacfes, e as menores entre individuos da
mesma populacdo, ou sgja, os individuos mais divergentes foram encontrados em
popul agbes distintas e os individuos mais semel hantes, na mesma popul acéo.

Os individuos 22 e 24 foram freqlentes na formagdo dos pares de maior
dissimilaridade (Quadro 6), os quais apresentaram as menores médias dos caracteres teor
de [-ecdisona (20E) e matéria seca da raiz (MSR) (Quadro 4). Ta evidéncia deve ser
analisada com ressalvas, pois, apesar de aumentar a variabilidade, n&o representa
necessariamente vantagem para uma colecdo ativa do banco de germoplasma. Os
individuos 42 e 41 também predominaram na classificagdo de maior dissimilaridade, sendo
pertencentes a populacdo 1, apresentando alto teor de 20E e baixa MSR. Os individuos 22
e 24; e 41 e 42 obtiveram altas médias das medidas de dissimilaridade (Quadro 7), e os

caracteres de interesse foram nitidamente de magnitude oposta (Quadro 4).
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Quadro 6 — Pares de individuos que obtiveram valores extremos de maior e menor medida
de dissimilaridade dos caracteres continuos (D?), calculados com base na

distancia de Mahalanobis
Ordem Maioresdistancias M enoresdistancias
Individuos Popula- D? Individuos Popula- D?
cOes cdes
1 42 x 22 1x2 1036,62 64 x 54 4x4 4,42
2 41x 22 1x2 957,58 4x 16 1x1 6,69
3 2x22 1x2 919,65 50 x 49 3x3 8,00
4 42X 24 1x2 896,23 59 x 60 4x4 9,41
5 48 x 22 2x2 859,07 34x 35 3x3 9,56
6 7x22 1x2 847,95 30x 32 3x3 9,65
7 41x 24 1x2 847,06 2x15 1x1 9,91
8 42 x 37 1x3 833,72 47 x 48 2x2 10,84
9 17x 22 1x2 822,32 4x11 1x1 11,36
10 3x22 1x2 819,58 31x37 3x3 13,20
11 47 x 22 2x2 815,62 54 x 55 4x4 13,41
12 8x22 1x1 814,78 9x 40 1x3 14,72
13 42 x 33 1x3 791,81 55 x 64 4x4 15,39
14 3x24 1x2 788,61 28 x 56 2x4 15,39
15 51x 22 3x2 781,00 56 x 58 4x4 15,70
16 41 x 37 1x3 766,61 18 x 38 2x3 16,20
17 5x22 1x2 758,57 22x 24 2x2 16,69
18 45x 22 2X2 752,90 13x 14 1x1 16,91
19 11x 22 1x2 750,31 4x1 1x1 17,71
20 11x21 1x2 750,31 60 x 63 4x4 18,57

Populagtes: 1 - rio lval; 2 - Ilhado Mineiro; 3 - Baitapor&; 4 - VilaAlta

Os pares de baixa distancia foram observados entre os individuos de todas as quatro
populacdes (Quadro 6), sendo predominante na populacdo 4. A maioria desses pares
apresentou valores médios e baixos em ambos os caracteres (20E e MSR). No
melhoramento vegetal, os gendtipos que apresentam baixa dissimilaridade e possuem os
alelos de interesse podem ser Uteis como genitores, visando, principalmente, reduzir o
tempo de geracBes necessarias para desenvolvimento da variedade. Nos individuos
avaliados, as principais caracteristicas desgjadas correspondem ao aumento do teor de 20E
e producéo de MSR. No Quadro 8, mostram-se as medidas de dissimilaridade entre os
individuos que produziram maiores niveis de 20E e MSR, como um possivel critério de
escolha dos genitores para melhoramento da féfia; evidentemente, outros aspectos devem
ser analisados como nivel de heterozigose, aspectos fitopatol gicos, efeito da sazonalidade
e outros ndo avaliados neste estudo. A dissimilaridade entre os individuos 12 x 06 revelou
menor disténcia com base nos caracteres continuos, o que possibilita obter um cruzamento
promissor em relacdo aos demais pares de individuos que combinam alto teor de 20E e
MSR.
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Quadro7— Médias das medidas de dissimilaridade dos individuos avaliados pelos
caracteres continuos (D? ng), multicategoricos (D mg) e fenotipicos binérios (D’
md) com base nas distancias obtidas pelo coeficiente de Mahalanobis (D?) e
indice de dissimilaridade dos dados binarios (D e D’), em 64 individuos de

féfia
Ordem Continuo Multicategorico Fenotipico
D?n¢ individuo Pop Dme  individuo Pop D'me  individuo  Pop
1 476,95 22 2 6,30 5 1 13,28 5 1
2 403,29 24 2 5,39 15 1 12,39 14 1
3 357,09 37 3 5,20 63 4 12,27 9 1
4 321,08 33 3 5,19 14 1 12,17 36 3
5 310,36 42 1 5,06 9 1 12,16 15 1
6 286,31 55 4 5,06 24 2 12,00 6 1
7 282,97 31 3 5,00 36 3 11,98 38 3
8 267,29 39 3 4,98 59 4 11,95 24 2
9 263,21 3 1 4,95 6 1 11,95 31 3
10 243,97 41 1 4,94 18 2 11,94 10 1
11 228,49 46 2 4,91 57 4 11,94 29 2
12 226,50 48 2 4,84 2 1 11,88 37 3
13 222,57 17 1 4,83 10 1 11,83 13 1
14 220,88 64 4 4,78 1 1 11,83 18 2
15 220,75 54 4 4,75 16 1 11,78 33 3
16 215,34 7 1 4,73 3 1 11,69 59 4
17 213,95 47 2 4,70 17 1 11,67 23 2
18 206,13 27 2 4,70 29 2 11,66 63 4
19 196,69 8 1 4,70 54 4 11,64 35 3
20 189,59 36 3 4,70 55 4 11,61 2 1
21 188,07 18 2 4,69 41 1 11,61 57 4
22 184,73 44 2 4,67 37 3 11,56 54 4
23 183,94 51 3 4,66 19 2 11,56 64 4
24 183,78 5 1 4,63 31 3 11,55 39 3
25 183,20 15 1 4,63 61 4 11,53 55 4
26 181,50 14 1 4,61 42 1 11,52 1 1
27 179,75 2 1 4,59 13 1 11,52 16 1
28 172,76 29 2 4,59 23 2 11,50 62 4
29 168,84 43 2 4,59 38 3 11,47 3 1
30 168,13 61 4 4,55 7 1 11,45 41 1
31 166,59 13 1 4,55 64 4 11,44 17 1
32 166,24 45 2 4,52 33 3 11,44 52 3
33 166,19 11 1 452 62 4 11,42 8 1
34 165,34 26 2 4,50 8 1 11,41 26 2
35 165,10 1 1 4,48 60 4 11,39 12 1
36 161,42 10 1 4,47 12 1 11,39 34 3
37 148,16 16 1 4,47 35 3 11,36 19 2
38 148,11 30 3 4,44 4 1 11,36 45 2
39 146,56 6 1 4,41 20 2 11,36 61 4
40 146,04 12 1 4,36 51 3 11,34 42 1
41 145,63 34 3 4,33 26 2 11,25 46 2
42 145,38 35 3 4,28 34 3 11,22 25 2
43 143,88 32 3 4,27 58 4 11,16 7 1
44 142,22 23 2 4,25 11 1 11,16 40 3
45 142,09 50 3 4,25 45 2 11,13 49 3
46 141,49 38 3 4,19 56 4 11,13 51 3
a7 141,29 49 3 4,16 39 3 11,13 60 4
48 138,36 4 1 4,14 25 2 11,08 4 1
49 138,15 19 2 411 22 2 11,08 20 2
50 136,60 53 3 4,11 46 2 11,03 50 3
51 136,04 25 2 4,11 52 3 11,00 58 4
52 135,18 20 2 4,08 49 3 10,97 22 2
53 130,66 21 2 4,03 44 2 10,95 11 1
54 130,59 57 4 3,98 27 2 10,86 44 2
55 130,03 40 3 3,98 40 3 10,84 53 3
56 124,45 28 2 3,98 50 3 10,83 56 4
57 121,33 59 4 3,98 53 3 10,72 27 2
58 119,90 9 1 3,97 28 2 10,64 30 3
59 118,55 63 4 3,69 30 3 10,64 32 3
60 117,63 56 4 3,69 32 3 10,64 43 2
61 116,38 60 4 3,69 47 2 10,58 28 2
62 115,51 58 4 3,69 48 2 10,36 21 2
63 107,39 62 4 3,66 43 2 10,27 47 2
64 106,33 52 3 3,63 21 2 10,17 48 2
Md geral 166,215 4,52 11,43

D? medida de dissimilaridade calculada com base na distancia de Mahalanobis.
D: medida de dissimilaridade cal culada com base no indice de dissimilaridade dos dados binarios.
D’: medida de dissimilaridade cal culada com base no complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li.
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Quadro 8 — Medidas de dissimilaridade cal culadas com base nas distancias de Mahalanobis
entre pares de individuos que obtiveram maiores médias dos caracteres
producédo de [1-ecdisona (20E) e matériasecadaraiz (MSR)

Individuo Individuo — Producéo de 20E (%)

M SR (g) 03 (0,7493) 12 (0,7485) 42 (0,7461) 05 (0,7461)
33(326,21) 660,40 283,73 791,81 490,34
39 (255,75) 590,33 253,34 693,80 436,52
06 (230,75) 275,58 46,61 343,52 152,08
40 (219,27) 191,92 85,22 247,51 98,86

3.2.2. Dissimilaridade das populacdes

Os resultados do estudo da diversidade genética entre e dentro das quatro
populagbes, mediante a transformacdo das variaveis continuas em dados binarios,
indicaram que a populagdo 2 apresentou maior valor de dissimilaridade oriundo de seus
individuos (Quadro 9). Na seqiiéncia, as populacfes 4, 3 e 1 representaram a ordem
decrescente da medida de dissimilaridade dentro das populagtes. Nos resultados para
avaiacdo das distancias entre as populacbes (Quadro 10), observou-se maior
dissmilaridade entre as populagbes 1 x 4, em que estes originaram 0s pares de maiores
medidas de dissimilaridade. Os valores indicaram que a diversidade € maior entre as
populacdes e menor dentro das populagdes. Essa observacdo significa que as populagdes 1
e 4 relinem maior diversidade que a populacdo 2, isoladamente. A estratégia de preservar
duas populagdes (1 e 4) de menor diversidade reine maior diversidade e seria
recomendavel preservar essas populagdesin situ.

Outro aspecto que pode ser considerado com base nas distancias entre as popul acdes
esta relacionado com os critérios de determinacdo do nimero de populacdes de coleta. Os
dados revelaram que as maiores dissimilaridades ainda séo obtidas entre as populacoes,
portanto € possivel coletar novas populagdes na mesma regido com o intuito de aumentar a
diversidade genética da colecdo, considerando-se que as amostragens das popul acdes

avaliadas foram representativas.

Quadro 9 — Valores das medidas de dissimilaridade das popul acbes com base no indice do
complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li, calculadas a partir de
dados binarios dos caracteres continuos, multicategéricos e fenotipicos

binarios
Populacéo Dissimilaridade dos car acter es
Continuos M ulticateg6ricos Fenotipicos binarios
1 (Rio lvai) 0,3802 0,4898 0,4413
2 (Ilhado Mineiro) 0,5898 0,4673 0,5060
3 (Baitapora) 0,3971 0,4489 0,4164
4 (VilaAlta) 0,4194 0,4773 0,4520
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Quadro 10 - Valores das medidas de dissimilaridade entre populacbes com base no indice do
complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li, calculados a partir dos
valores de dados binarios dos caracteres continuo, multicategéricos e
fenotipicos binérios

Populacéo Dissimilaridade dos car acteres

P x P Continuos M ulticateg6ricos Fenotipicos binarios
1x2 0,6403 0,6407 0,6372
1x3 0,5417 0,6410 0,5893
1x4 0,6776 0,7249 0,7023
2x3 0,5312 0,4917 0,4997
2x4 0,5635 0,5239 0,5332
3x4 0,5459 0,5728 0,5558

PeP': populagBes; 1 - rio lvai; 2 - IIhado Mineiro; 3 - Baitaporg; 4 - VilaAlta.

3.2.3. Agrupamento dos individuos e populacdes pelos métodos de otimizacdo de
Tocher e UPGMA

O método de Tocher forma grupos de similaridade, inicialmente a partir do par de
gendtipo de menor dissimilaridade ou maior similaridade. Outros gendtipos serdo incluidos
no mesmo grupo até que a distancia média dentro do grupo ndo seja superior a distancia
entre os demais grupos (CRUZ e CARNEIRO, 2003). Portanto, individuos de elevada e
baixa dissimilaridade média, calculada pelo somatério de todos os individuos, podem ser
incluidos no mesmo grupo ou em grupos distintos. Os pares de menor dissimilaridade,
geralmente, estardo N0 mesmo grupo, e os pares de maior dissimilaridade fregiientemente
estardo em grupos distintos. Os grupos maiores, formados por grande nimero de gendtipos,
geralmente agrupam os pares que apresentam menores distancias entre si, uma vez que 0
tamanho do grupo é delimitado pela distancia média dos pares de individuos.

Na avaliacdo dos 64 individuos, 0 método de otimizacdo de Tocher distribuiu os
gendtipos em 10 grupos (Quadro 11), sendo em apenas dois grupos incluidos 45 individuos
(70,3%). O grupo 1 foi composto por 20 individuos oriundos das populactes 2, 3 e 4
(Quadro 12). No segundo grupo, reuniram-se 25 individuos, tendo representantes de todas as
populagdes. Os demais grupos foram constituidos por 6, 3, 2 e 1 individuos, sendo no grupo
5 incluidos trés individuos exclusivos da populacdo 1. Quatro grupos foram constituidos por
um anico individuo oriundo da populacéo 3 (individuos 39 e 36) e populacdo 2 (individuos
19 e 26).

O agrupamento para estudo da diversidade das quatro populacdes formou trés grupos
(Quadro 13). As populagdes 1 e 4 foram incluidas isoladamente em cada grupo, ressaltando-

se que estes originam os pares de individuos com as maiores medidas de dissimilaridade. As
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populacdes 2 e 3 foram incluidas no mesmo grupo, embora a populagéo 2 tenha apresentada
maior dissimilaridade entre seus individuos (Quadro 9).

No método de agrupamento hierdrquico UPGMA, os individuos ou populacfes sdo
agrupados com base nas médias aritméticas das medidas de dissimilaridade. A representacéo
gréfica de suas distancias, indicada pelo comprimento das barras horizontais e as
ramificacdes no dendrograma, permite rapida visualizacdo da magnitude das distancias e
aproximacdo dos individuos. No dendrograma obtido para agrupamento dos individuos
foram distinguidos seis grupos, em que foi considerada uma dissimilaridade relativa de 37%
no critério de delimitacdo dos grupos (Figura 7). Os dois maiores grupos foram constituidos
por 34 e 14 individuos (75%), incluindo individuos das quatro populacdes e excluindo os da
populacdo 4, respectivamente. Os demais grupos foram formados por 9, 4, 2 e 1 individuos.
O grupo 4 foi congtituido por dois individuos exclusivos da populacéo 2. No agrupamento
das populacdes foi possivel observar que as populacbes 2 e 3 apresentam maior similaridade
em relacdo as populacdes 3 e 4 (Figura 8).

Quadro 11 — Agrupamento de 64 individuos de fé&fia pelo método de otimizacéo de Tocher
com base nas distancias generalizadas de Mahalanobis (D?) e indice de

dissimilaridade dos dados binarios (D e D’), mediante avaliacdo dos caracteres
continuos, multicategdricos e fenotipicos binérios

Grupos Caracteres
Continuos Multicategéricos Fenotipico binarios
1 54 64 55 61 53 38 2918 31 30 32 43 51 21 47 48 11 30 32 43 58 27 22 57 24
30 43 27 59 21 62 57 58 32 25 27 22 53 20 58 18 21 53
2 461012211154584125 13 54 55 64 62 26 60 47 48 28 44 51 63 61 62

14 2 15 10 20 50 51 9 28 59
44 63 47 7 48 56

3 34 35 23 49 40 6 12 141 417 2 7 13 40 9 49 50 10 13 40 14 8
4 22 24 37 3 10 16 12 42 117 41 2 47 15 16 3 42
5 3 42 17 18 57 25 26 20 11
6 33 46 37 50 49 31 8 56 61 52 34 35 29
28 44
7 39 19 29 35 34 55 64 54 60 59
8 36 23 45 38 31 37 38 33 36 45
19 39 46 39 46
10 26 06 59
11 - 15 23
12 - 33 52
13 - 24 6
14 - 63 12
15 - 14 56
16 - 36 19
17 - 5 -
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Quadro 12 — Descricdo dos individuos agrupados pelo método de otimizagdo de Tocher com base nas
distancias de Mahalanobis (D?) e indice de dissimilaridade dos dados binério (D eD’), para os
caracteres continuos, multicategéricos e fenotipicos binérios, especificando as respectivas
populagdes de origem (Pop), ordem dentro do grupo (Ord) e dissimilaridade média (D (yng) em
64 individuos de féafia (Ind)

Grupos Continuos Grupos Multicategoéricos Grupos Fenotipicos binarios
(Tocher) Ind Pop Ord D?g) (Tocher) Ind Pop Ord D g (Tocher) Ind Pop Ord D' (g
1 54 4 1 220,75 1 30 3 1 3,75 1 30 3 1 10,64
1 64 4 2 220,88 1 32 3 2 3,75 1 32 3 2 10,64
1 55 4 3 286,31 1 43 2 3 3,71 1 43 2 3 10,64
1 61 4 4 168,13 1 51 3 4 4,43 1 58 4 4 11,00
1 53 3 5 136,60 1 21 2 5 3,68 1 27 2 5 10,72
1 38 3 6 141,49 1 47 2 6 3,75 1 22 2 6 10,97
1 29 2 7 172,76 1 48 2 7 3,75 1 57 4 7 11,61
1 18 2 8 188,07 1 11 1 8 4,32 1 24 2 8 11,95
1 31 3 9 28297 1 25 2 9 4,21 1 18 2 9 11,83
1 30 3 10 148,11 1 27 2 10 4,05 1 21 2 10 1036
1 43 2 11 168,84 1 22 2 11 4,17 1 53 3 (11) 1084
1 27 2 12 206,13 1 53 3 12 4,05 2 a7 2 1 10,27
1 59 4 13 121,33 1 20 2 13 4,48 2 48 2 2 10,17
1 21 2 14 130,66 1 58 4 (14 433 2 28 2 3 10,58
1 62 4 15 107,39 2 54 4 1 4,78 2 44 2 4 10,86
1 57 4 16 130,59 2 55 4 2 4,78 2 51 3 5 11,13
1 58 4 17 11551 2 64 4 3 4,62 2 63 4 6 11,66
1 32 3 18 143,88 2 62 4 4 4,59 2 61 4 7 11,36
1 60 4 19 116,38 2 26 2 5 4,40 2 62 4 (8 11,50
1 52 3 (20) 106,33 2 60 4 6 4,56 3 49 3 1 11,13
2 4 1 1 138,36 2 59 4 7) 5,06 3 50 3 2 11,03
2 16 1 2 148,16 3 1 1 1 4,86 3 10 1 3 11,94
2 11 1 3 166,19 3 41 1 2 4,76 3 13 1 4 11,83
2 1 1 4 165,10 3 4 1 3 451 3 40 3 5 11,16
2 5 1 5 183,78 3 17 1 4 4,78 3 14 1 6 12,39
2 45 2 6 166,24 3 2 1 5 4,92 3 8 1 11,42
2 8 1 7 196,69 3 7 1 6 4,62 4 1 1 1 11,52
2 41 1 8 243,97 3 13 1 7 4,67 4 17 1 2 11,44
2 25 2 9 136,04 3 40 3 8 4,05 4 41 1 3 11,45
2 13 1 10 166,59 3 9 1 (9) 5,14 4 2 1 4 11,61
2 14 1 11 181,50 4 3 1 1 4,81 4 4 1 5 11,08
2 2 1 12 179,75 4 10 1 2 4,90 4 7 1 6 11,16
2 15 1 13 183,20 4 16 1 3 4,83 4 15 1 7 12,16
2 10 1 14 161,42 4 12 1 4 4,54 4 16 1 8 11,52
2 20 2 15 135,18 4 42 1 5) 4,68 4 3 1 9 11,47
2 50 3 16 142,09 5 18 2 1 5,02 4 42 1 (100 11,34
2 51 3 17 183,94 5 57 4 2 4,98 5 25 2 1 11,22
2 9 1 18 119,90 6 37 3 1 4,75 5 26 2 2 11,41
2 28 2 19 124,45 6 50 3 2 4,05 5 20 2 3 11,08
2 44 2 20 184,73 6 49 3 3 4,14 5 11 1 4 10,95
2 63 4 21 118,55 6 31 3 4 4,70 6 34 3 1 11,39
2 47 2 22 213,95 6 8 1 5 4,57 6 35 3 2 11,64
2 7 1 23 215,34 6 56 4 6 4,25 6 29 2 3 11,94
2 48 2 24 226,50 6 61 4 7 4,70 7 55 4 1 11,53
2 56 4 (25) 117,63 6 52 3 8 4,17 7 64 4 2 11,56
3 34 3 1 145,63 6 28 2 9 4,03 7 54 4 3 11,56
3 35 3 2 145,38 6 44 2 (10) 4,10 7 60 4 4 11,13
3 23 2 3 142,22 7 19 2 1 4,73 7 59 4 (5 11,69
3 49 3 4 141,29 7 29 2 2 4,78 8 31 3 1 11,95
3 40 3 5 130,03 7 35 3 3 4,54 8 37 3 2 11,88
3 6 1 6 146,56 7 34 3 (4) 4,35 8 38 3 3 11,98
3 12 1 (7) 146,04 8 23 2 1 4,67 8 33 3 4 11,78
4 22 2 1 476,95 8 45 2 2 4,32 8 36 3 (5 12,17
4 24 2 2 403,29 8 38 3 3) 4,67 8 45 2 1 11,36
4 37 3 (3) 357,09 9 39 3 1 4,22 9 39 3 2 11,55
5 3 1 1 26321 9 46 2 (2 417 9 46 2 (3 11,25
5 12 1 2 310,36 10 6 1 1) 5,03 10 5 1 1 13,28
5 17 1 (3 22257 1 15 1 (1) 548 10 9 1 2 1227
6 33 3 1 321,08 12 33 3 @ 4,59 11 23 2 (1 1167
6 46 2 (2 22849 13 24 2 (1) 514 12 52 3 (1) 1144
7 39 3 (1) 267,29 14 63 4 @ 5,29 13 6 1 (1 12,00
8 36 3 (1) 18959 15 14 1 () 527 14 2 1 (1) 11,39
9 19 2 (1) 138,15 16 36 3 1) 5,08 15 56 4 (1) 1083
10 26 2 (1) 16534 17 5 1 (1) 6,40 16 19 2 (1) 11,36

Pop: populagdes; 1 - rio lvai; 2 - Ilhado Mineiro; 3- Baitapord; 4 - VilaAlta.
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Quadro 13 — Agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher com base nas distancias

obtidas pelo indice de dissmilaridade de Nei e Li, mediante avaliacdo dos
caracteres continuos, multicategéricos e fenotipicos binérios de quatro
popul acbes de fafia

Grupos Caracteres
Continuos M ulticateg6ricos Fenotipicos binarios
1 23 2 34 2 34
2 4 1 1

LT R % Re L L]

Efm=mh
DoDoDooo

46-B

el
o=
m oo

b i o e h
AnoDoOor*oooo S

mELELD

o A= o L =
SR Pl e

oan

oo o h o d=
.._.-n.,-l_-nynf
mooan

10 m 20 an a0 60 I =] an 100

Figura 7 - Dendrograma da anadlise de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA,

com base na matriz de dissimilaridade determinada pelas distancias de
Mahalanobis dos caracteres de variaveis continuos avaliados em 64 individuos
de fé&fia. Populagdes: A) populagdo 1, rio Ivai; B) populagdo 2, Ilhado Mineiro;
C) populacédo 3, Baitaporg; e D) populacéo 4, VilaAlta.
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Figura8 - Dendrograma da andlise de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA,

com base nas distancias obtidas pelo indice de dissmilaridade de Nei e Li,
mediante avaliacdo dos caracteres de variaveis continuos de quatro populactes
deféfia

3.2.4. Estudo dos car acteres

3.2.4.1. Metodologia de Singh

O carédter dias para abertura da flor demonstrou a maior contribuicdo relativa

(51,93%) em relacdo a variacdo total dos caracteres continuos (Quadro 14), em 64

individuos de féfia. Na sequéncia foi atribuida uma contribuicdo de 7,60 e 6,77% nos

caracteres indice de colheita e teor de [J-ecdisona, respectivamente.

Quadro 14 — Contribuicao relativa dos caracteres (S.;), média gera (Md), e estimativas dos
coeficientes de determinacdo genotipica (H%) em 64 individuos de f&fia (T64)
e dentro de cada populagéo (P1, P2, P3 e P4)

Caréter SINGH (s.) M édia geral Coef. det. genotipica— H?

T64 P1 P2 P3 P4 T64 P1L P2 P3 P4 T64 P1L P2 P3 P4
MFC 01857 0086 2748 0001 2218 10830 9036 1.180,7 1.1637 1.115,60 88,31 89,95 86,72 91,15 42,59
MSC 4777 0045 4,897 0,003 0,639 380,98 300,89 42566 410,47 403,29 89,03 86,75 86,73 91,94 3861
MFR 5172 0,135 4,523 0,002 16,104 451,96 19,45 400,02 158820 367,29 90,52 86,75 77,31 91,98 82,21
MSR 5062 0198 4984 0000 9,719 13513 18,71 121,62 177,66 109,60 90,31 8830 70,89 92,05 73,98
ALT 3333 0074 0429 0005 2272 27026 513 267,35 277,43 294,72 91,02 92,06 8593 92,98 70,72
AF 51,938 39,010 42,850 49,998 40,563 13575 2,12 140,42 14531 149,03 99,25 97,65 99,47 98,72 97,98
S90 1,435 49,380 4,685 39,407 8,056 201,36 1,89 20348 214,31 200,33 97,27 96,58 96,56 94,67 89,22
IAS 4,833 10,720 18,850 10,566 11,769 6558 459 6299 6900 51,30 96,57 81,18 9587 96,85 9558
NC 0,878 0,009 0,138 0,001 0,899 782 631 842 971 669 82,20 73,10 7195 82,14 49,68
DC 0980 0031 0288 0002 1217 1317 1331 1334 1262 1347 71,25 73,67 3312 86,26 71,06
DE 4178 0011 5849 0006 1,244 172,98 211,80 156,44 172,56 148,09 92,68 87,81 9451 94,43 67,73
IC 7602 0193 2377 0002 1,189 0,2600 0,2969 0,2280 0,3040 0,2152 94,43 9347 91,43 94,36 8178
20E 6,774 0084 4667 0003 0909 051 061 044 051 046 93,56 87,90 9330 87,00 89,33
RL 2804 0018 2709 0004 3,201 271 272 2512 270 305 88,86 69,93 8854 93,80 94,28

MFC: matéria fresca do caule; MSC: matéria seca do caule; MFR: matéria fresca da raiz; MSR: matéria seca
daraiz; ALT: atura da planta; AF: dias para abertura da flor; S90: dias para senescéncia de 90% das folhas;
IAS: intervalo entre abertura da flor e senescencia de 90% da folha; NC: nimero de caules verticais, DC:
didmetro do caule; DE: distancia dos entrends; IC: indice de colheita; 20E: teor de [-ecdisona; e RL: relacdo
comprimento largura do limbo.

38



Na andlise individual das populagdes (Quadro 14), observou-se gque a contribuicéo
das caracteristicas foi notavelmente diferente, em que o teor de 20E apresentou baixissima
contribuicdo (0,003%) na populacdo 3. Essa grande discrepancia observada entre valores
obtidos nas populagdes e no conjunto de 64 individuos esta coerente com a alta divergéncia
detectada entre as populagbes. Nas populacdes 1 e 3, observa-se que a contribuicdo dos
caracteres limitou-se, basicamente, as caracteristicas AF, S90 e IAS. A populacéo 1
apresentou maior média no teor de 20E (Quadro 14), no entanto a variacdo desta
caracteristica estimada pela metodologia de Singh foi baixa (0,084) demonstrando um
predominio para elevado teor de 20E entre os individuos dessa populacdo. De modo gerdl,
as estimativas do coeficiente de determinacdo genotipica apresentaram valores que

atribuem confiabilidade ao controle da variagcéo de origem ndo-genética.

3.2.4.2. Correlacdo de Pearson

Valores significativos (p < 0,05 e 0,01) de correlagbes para teor de [1-ecdisona
(20E) foram detectados em quatro caracteres (Quadro 15), no entanto foram de baixas
magnitudes. Observaram-se consideravel correlacdo negativa (-0,2678) e significativa (p <
0,01) entre os caracteres nimero de dias para inicio da abertura da flor (AF) e teor 20E,
onde algumas plantas com baixo AF tiveram aumento no acimulo de 20E até a data da
colheita (271 dias). Também, foi observada correlacdo positiva e significativa (p < 0,01)
entre 20E e intervalo da antese até a senescéncia de 90% da folhas (IAS), mostrando que
houve pequena correlacéo (0,2226) no incremento do teor 20E e aumento do periodo de
florescimento na presenca de folhas. A correlagdo de 0,4199, detectada entre 20E X
disténcia entrend (Quadro 16), indicou que individuos de caules mais alongados entre o 3°
e 0 4° entrend tiveram média correlacdo no aumento do teor de 20E. No entanto, esses
valores ainda sdo de pequena importancia para recomendacao de critérios visando a coleta
de germoplasma para selecdo de 20E, sendo coerente considerar esses resultados como
uma tendéncia da associacdo dos caracteres de varidveis continuos na popul acéo estudada.

Das correlagOes significativas, os caracteres que apresentaram maior valor (0,9757)
foi entre matériafrescadaraiz (MFR) x matéria seca da raiz (MSR). Esse resultado indica
que é dispensdvel avaliar as duas caracteristicas no estudo da diversidade desses
individuos, pois a correlacdo foi préxima de 1. A segunda correlacdo de maior valor
(0,9070) foi observada entre os caracteres matéria fresca do caule (MFC) x matéria seca do

caule (MSC). Na situacdo em que € necessario reduzir o nimero de caracteres sera
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recomendavel desconsiderar o cardter MFC, uma vez que sua contribuicéo relativa pela
metodologia de Singh foi baixa (0,1847). O carater que apresentou, em média, maior
correlacdo entre os caracteres continuos foi 0 nimero de dias para atingir a senescéncia de
90% das folhas (S90). Esse resultado demonstra a importéncia da area foliar para o
desenvolvimento da fafia, que possivelmente esta associada a fotossintese e ao
metabolismo das substancias de reserva. Técnicas de cultivo que contribuem para ampliar
0 periodo de permanéncia da érea foliar, como época de plantio, irrigacdo, luminosidade e
adubacdo, dentre outras, podem favorecer os caracteres de maior correlagdo com SO0,
inclusive a producéo de 20E, que teve uma correlagéo negativa de 0,1758 (p < 0,05).

A avaliacdo entre os individuos estudados ndo demonstrou correlacdo significativa
entre teor de 20E e producéo de matéria seca daraiz. A amplitude do teor de 20E oscilou
entre 0,31 e 0,75%, sendo a média estimada em 0,51%. Os individuos da populagéo 1
apresentaram 0s maiores valores de 20E. Na producdo de matéria seca da raiz foram
encontrados valores entre 58,15 e 326,21 g/planta, sendo a média de 135 g e, os individuos
mai s produtivos foram os da popul agéo 3.

Quadro 15 — Correlacdo simples entre os caracteres continuos calculados pelo coeficiente
de correlacdo de Pearson, em 64 individuos de fafia

MFC MSC MFR MSR ALT AF S90 IAS NC DC DE IC 20E

MSC 0,907

MFR 01071  0,1019

MSR 0,043 01243 09757"

ALT 05375" 05498 -0,1250 -0,1144

AF  05682"° 052647 0,1819° 01870 0,4294""

S90 053177 055327 04417 04690 0,2728"° 0,71457

IAS -0,3257" -0,2468"" 0,1246° 0,1601" -0,3625"" -0,7723"" -0,1076

NC 03713" 0,3450" 0,1895" 0,1870"" -0,0137 0,2889"" 0,3651"" -0,788

DC 03567 03196 " -0,1398 -0,1537  0,3228"° 0,0133 -0,0612 -0751 -0,4708"

DE -0,2230" -0,2043" -0,2516"" -0,2652"" 0,0538 -0,5208" -0,4604"" 0,3209"" -0,3394"" 0,2054""

IC -0,4987"" 05406 0,7275"" 0,7324"" -0,4886"" -0,1964"" 00111 0,2899"" -0,0543 -0,3343"" -0,0842

20E -0,0917 -0,0898 -0,1206 -0,1364 -0,0044 -0,2678" -0,1758" 0,2226"" -0,1307 0,1369  0,4199 " -0,395
RL -02010" -0,1923" -0,2088"" -0,2123"" 0,0763 -0,0818 -0,0799 0,0452 -0,0293 -0,2323"" 0,0089 -0,0723 -0,0424

e ® significativo a1 e 5% de probabilidade, respectivamente pelo teste t.

3.3. Diver géncia genética avaliada pelos car acter es multicategoricos

3.3.1. Dissimilaridade entre 64 individuos

A divergéncia genética dos caracteres multicategoricos, obtidos pelo indice de

dissimilaridade dos dados binarios, demonstrou que os individuos 5 e 15 foram pertinentes
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nas combinagdes dos pares que apresentaram maiores medidas de dissimilaridade (Quadro
16). Os individuos 5 e 15 foram os que exibiram maiores médias de dissimilaridade
(Quadro 7), ressaltando-se que o individuo 5 também se destacou, com alta dissimilaridade
dos caracteres continuos. Em todos os pares de maxima dissmilaridade ocorreu
predominio entre os individuos da populacdo 1 e da populacdo 3, diferenciado dos
caracteres continuos.

Entre os pares de menor dissimilaridade, observaram-se trés combinacfes, em que a
disténcia foi nula (0), ou sgja, os individuos ndo demonstraram diferenca com relacéo as
variaveis multicategoricas avaliadas entre s (Quadro 16). Esses pares formados pelos
individuos 30 x 32, 47 x 48 e 54 x 55 também foram observados entre os pares de menor
dissimilaridade dos caracteres continuos (Quadro 6). De modo geral, notou-se 0 mesmo
padréo de combinacdo dos pares de individuos obtidos nos caracteres continuos, em que as
maiores distancias foram encontradas entre individuos de diferentes populaces e os
menores, entre aqueles da mesma populacdo. No entanto, os individuos pertinentes na

combinag&o dos pares foram diferentes.

Quadro 16 — Pares de individuos que obtiveram valores extremos de maior e menor medida
de dissimilaridade dos caracteres multicategoricos (D), calculadas com base
no indice de dissimilaridade dos dados binérios

Ordem Maioresdistancias M enoresdistancias
individuos Popula- D individuos Popula- D
¢Oes ¢les

1 5x21 1x2 8 30x 32 3x3 0
2 5x 28 1x2 8 47 x 48 2x2 0
3 5x 30 1x3 8 54 x 55 4x4 0
4 5x31 1x3 8 25x 20 2X2 1
5 5x 33 1x3 8 25X 26 2X2 1
6 5x 32 1x3 8 25x 47 2X2 1
7 5x 37 1x3 8 25x 48 2X2 1
8 5x 39 1x3 8 25x 57 2x4 1
9 5x 43 1x2 8 43 x 21 2x2 1
10 5x 50 1x3 8 43 x 30 2x2 1
11 5x 51 1x3 8 22x 27 2x2 1
12 5x 44 1x3 8 4x 41 1x1 1
13 5x 53 1x3 8 17 x 41 1x1 1
14 5x61 1x4 8 64 x 54 2X2 1
15 5x 62 1x4 8 49 x 50 3x3 1
16 5x 63 1x4 8 59 x 60 4x4 1
17 15x 25 1x2 8 55 x 64 4x4 1
18 15x 26 1x2 8 10x 3 1x1 1
19 15x 38 1x3 8 40x 7 3x1 1
20 15x 57 1x4 8 2x13 1x1 1

Populaces: 1 - rio lvai; 2 - Ilhado Mineiro; 3 - Baitaporg; 4 - VilaAlta.
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3.3.2. Dissimilaridade das populagtes

Os valores de dissmilaridade das populagbes, em geral, apresentaram menor
magnitude e pequenas diferencas em relacdo aos caracteres continuos (Quadro 9). Essa
baixa variacdo dentro das populacbes pode estar relacionada a0 nimero de caracteres,
forma de expressdo e quantificacdo do fendtipo. A delimitagdo e quantificacdo dos
fendtipos multicategdricos geralmente ndo atribuem valores que de fato abrangem todas as
categorias, sendo nesse aspecto mais vulneraveis aos erros de efeito ndo-ambiental.

A populacdo 1 apresentou maior medida de dissimilaridade (0,4898). No entanto,
esse valor ndo se destacou nitidamente da segunda maior dissimilaridade (0,4773) obtida
pela populacdo 4. Tais resultados diferem do obtido nos caracteres continuos, em que se
observou maior dissimilaridade na populagdo 2

A dissmilaridade entre as populagbes (Quadro 10) demonstrou semelhante
resultados dos caracteres continuos. Apesar de menor dissimilaridade das populacdes, as
comparagOes entre os pares de populacdo resultaram em similar magnitude e hierarquia de
dissmilaridade, portanto seréo consideradas as mesmas discussoes dos caracteres

continuos para preservacao e coleta das popul agoes.

3.3.3. Agrupamento dos individuos e populacdes pelos métodos de otimizacdo de
Tocher e UPGMA

O método de otimizacdo de Tocher distribuiu os 64 individuos em 17 grupos
(Quadro 11) sendo em dois grupos incluidos 24 individuos (37,5%). O grupo 1 foi
composto por 14 individuos oriundos das quatro populacdes (Quadro 12). No segundo
maior grupo, reuniram-se 10 individuos, tendo representantes de todas as populagbes. Os
demais grupos foram constituidos por 7, 9, 4, 3, 2 e 1. Um grupo foi formado por cinco
individuos exclusivos da populacéo 1. Oito grupos foram constituidos por Unico individuo,
oriundos da populacdo 1 (individuos 06, 15, 14 e 05), populacéo 2 (individuo 24),
populacdo 3 (individuos 33 e 36) e populacdo 4 (individuo 63). Esse maior nimero de
grupos em relacdo aos caracteres continuos pode estar relacionado com a menor variagdo
da amplitude das distancias médias dos individuos (Quadro 7), o que favorece a formagdo
de grupos com menores distancias. Em estudo realizado com 29 acessos de batata-baroa
envolvendo 10 caracteres quantitativos e quatro qualitativos, Granate et al. (2004)
observaram aumento no nimero de grupos de quatro para sete no método de Tocher, apds

a exclusdo datestemunha de elevada dissimilaridade.
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O agrupamento das quatro populagdes formou dois grupos (Quadro 13). As
populacbes 2, 3 e 4 foram incluidas no mesmo grupo, e a populagdo 1 destacou-se,
constituindo isoladamente 0 segundo grupo. Nessa andlise, os caracteres multicategoricos
demonstraram menores distancias da populagéo 4, considerando-se que esta popul acéo foi
incluida isoladamente num grupo de dissimilaridade para os caracteres de variaveis
continuas.

No agrupamento de 64 individuos pelo método hierarquico UPGMA (Figura 9),
foram delimitados 13 grupos, considerando-se uma dissimilaridade relativa de 55,0% no
ponto de delimitacdo dos grupos. Os trés maiores grupos foram constituidos por 10, 10 e
13 individuos (51,6%), incluindo individuos das populaces 2 e 4 e de todas as popul acdes,
sendo os demais grupos constituidos por 5, 4, 3, 2 e 1 individuos. Dois grupos foram
congtituidos por individuos exclusivos da populacdo 1 (5 individuos) e populacdo 4 (4
individuos). Trés grupos foram constituidos por unico individuo oriundo da populacéo 1
(individuos 05, 15 e 14). Esses individuos agrupados isoladamente também apresentaram
as maiores médias de dissimilaridade (Quadro 7). Os pares que apresentaram distancias
nulas (30 x 32; 54 x 55; 47 x 48) foram incluidas no mesmo grupo. No agrupamento das
populagdes (Figura 10) foi possivel observar que as populacdes 2 e 3 apresentaram maior

similaridade em relacdo as populacbes 3 e 4.

3.4. Diver géncia genética avaliada pelos car acter es fenotipicos binérios

3.4.1. Dissimilaridade entre 64 individuos

As medidas de dissimilaridade dos caracteres fenotipicos binarios (Apéndice 3)
foram obtidas a partir de uma Unica matriz originada pelo conjunto de caracteres continuos
e multicategdricos calculado pelo indice de dissimilaridade dos dados binérios. Os pares de
individuos 7 x 38 e 32 x 30 apresentaram a maior e a menor dissimilaridade,
respectivamente (Quadro 17). Os resultados ndo apontaram predominio de individuos nos
pares de maior distancia, como observado na avaliagcdo individual dos grupos de caracteres
anteriores. No entanto, individuos da populacdo 1 (01, 02, 04, 05, 07, 09, 14, 15 e 17)
estiveram entre todos os pares de maior dissimilaridade. As maiores médias de
dissimilaridade foram encontradas nos individuo 5, 14 e 9 (Quadro 7), sendo o individuo 5

0 Unico que se destacou nos trés grupos de caracteres.
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Dendrograma da andlise de agrupamento pelo método hierdrquico UPGMA,
com base na matriz de distancias determinada pelo indice de dissimilaridade
dos dados binarios dos caracteres multicategéricos, avaliados em 64
individuos de fafia. Populagbes. A) populacéo 1, rio Ivai; B) populacéo 2, Ilha
do Mineiro; C) populagdo 3, Baitapord; e D) populagéo 4, VilaAlta.
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Figura 10 - Dendrograma da analise de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA,

com base nas distancias obtidas pelo indice de dissimilaridade de Nei e Li,
mediante avaliacdo dos caracteres multicategoricos em quatro populacdes de
féfia
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Entre os pares de individuos de menor dissimilaridade, observou-se, novamente,
gue os pares 32 x 30, 47 x 48, 49 x 50 foram coincidentes nos trés grupos de caracteres, e 0
par 32 x 30 teve valor nulo, assm como na andlise das variaveis multicategoricas.

No Quadro 18, mostram-se as medidas de dissimilaridade estimadas pelos
caracteres fenotipicos binérios entre os individuos que apresentaram maiores médias de
20E e MSR, como um possivel critério de selecdo dos genitores para melhoramento da
espécie. A menor dissimilaridade estimada entre os individuos 12 x 06, 06 x 03, 42 x 40
indicou-as como uma combinacdo promissora. O par de individuos 12 x 06 demonstrou 0
mesmo resultado dos caracteres continuos, sendo indispensdvel a inclusdo desses

individuos nos demais critérios de escolha de genitores.

Quadro 17 — Pares de individuos que obtiveram valores extremos de maior e menor medida
de dissimilaridade dos caracteres fenotipicos binarios (D’), calculados com
base no indice de dissimilaridade dos dados binérios

Ordem Maiores distancias Menoresdistancias
Individuos  Popula- D’ Individuos  Popula- D’
coes coes

1 7x 38 1x3 21 32x 30 3x3 0
2 29x 2 2x1 20 47 x 48 2X2 1
3 9x 18 1x2 20 49 x 50 3x3 1
4 29x2 2x1 20 17x1 1x1 2
5 33x42 3x1 20 17x 2 1x1 2
6 24x1 2x1 19 7x41 1x1 2
7 37x1 3x1 19 25x 26 2x2 2
8 38x1 3x1 19 30x 43 3x2 2
9 38x4 3x1 19 32x43 3x2 2
10 5x 61 1x4 19 41x 1 1x1 2
11 5x 62 1x4 19 41x 2 1x1 2
12 7x33 1x3 19 41 x 17 1x1 2
13 14x 30 1x3 19 27x 22 2Xx2 3
14 14x 32 1x3 19 34x 35 3x3 3
15 14 x 43 1x2 19 59 x 60 4x4 3
16 15x 37 1x3 19 55 x 64 4x4 3
17 15x 38 1x3 19 22x 24 2x2 3
18 17 x 24 1x2 19 27 x 58 2x4 4
19 17 x 38 1x3 19 28x 44 2x2 4
20 24x7 2x1 19 31x37 3x3 4

Quadro 18 — Medidas de dissimilaridade calculadas com base no indice de dissimilaridade
dos binérios que obtiveram maiores médias dos caracteres producéo de [J-
ecdisona (20E) e matéria secadaraiz (MSR)

Individuo I ndividuo — Producéo de 20E (%)
M SR (9) 03 (0,7493) 12 (0,7485) 42 (0,7461) 05 (0,7461)
33(326,21) 17 10 20 17
39 (255,75) 15 13 16 18
06 (230,75) 12 10 14 14
40 (219,27) 10 12 10 11
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3.4.2. Dissimilaridade das populacdes

A populacdo 2 apresentou maior medida de dissimilaridade (0,5060), assm como
observado nos resultados dos caracteres continuos (Quadro 9). Na seqiéncia, as popul acfes 4,
1 e 3 exibiram a ordem decrescente de dissimilaridade das populagfes. Nos resultados da
avaliacdo das distancias entre as populagdes (Quadro 10), observaram maior dissimilaridade
na comparacao entre as populacdes 1 X 4 e menor entre as populacdes 2 x 3. Esses resultados
também confirmam que a diversidade € maior entre as populaces e menor dentro delas. As
possiveis aplicacbes ou interpretacfes desses resultados sGo as mesmas mencionadas nos

caracteres continuos.

3.4.3. Agrupamento dos individuos e populacfes pelos métodos de otimizacdo de Tocher
e UPGMA

O agrupamento dos individuos pelo método de otimizagdo de Tocher resultou em 19
grupos (Quadro 11), sendo nos dois maiores incluidos 21 individuos (32,8%). O primeiro foi
composto por 11 individuos oriundos das quatro populaces (Quadro 12). No segundo,
reuniram-se 10 individuos oriundos apenas da populagdo 1. Os demais grupos foram
constituidos por 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 e 1 individuos. Um grupo de cinco individuos foi
constituido exclusivamente por individuos da populacdo 4. Seis grupos foram constituidos por
anico individuo oriundo da populacdo 1 (individuos 06 e 12), populacdo 2 (individuos 23 e
19), e populagdo 4 (individuos 54 e 56). Nesse agrupamento foi possivel evidenciar a
dissmilaridade entre as populacbes 1 e 4, pois esses formaram considerdveis grupos
exclusivos (10 e 5 representantes) de seus individuos. No agrupamento das popul acoes,
observaram-se dois grupos (Quadro 13), em que as populacdes 2, 3 e 4 foram incluidas no
mesmo grupo e a populagdo 1 ficou isolada no segundo.

No método hierdrquico UPGMA para agrupamento dos 64 individuos, foram descritos
12 grupos, em que foi considerada uma dissimilaridade relativa de 70,5% no ponto de
delimitacéo dos grupos (Figura 11). Os dois maiores grupos foram constituidos por 11 e 11
individuos (34,8%), incluindo individuos de todas as populacfes e apenas da populagéo 1,
respectivamente. Os demais grupos foram formados por 9, 8, 7, 5, 3, 2 e 1 individuos. Um
grupo foi constituido por individuos exclusivos da populacdo 4 (5 individuos). Apenas um
grupo foi constituido por um Unico individuo, oriundo da populacgo 2 (individuo 19). Esse
método de agrupamento também evidenciou maior dissimilaridade entre as populagdes 1 e 4.
No agrupamento das populacdes (Figura 12) foi possivel observar que as populacbes 2 e 3

apresentaram maior similaridade em relacéo as populaces 1 e 4.
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Figura 11 - Dendrograma da analise de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA,
com base na matriz de distancias determinada pelo indice de dissimilaridade
dos dados bindrios dos caracteres fenotipicos binarios, avaliados em 64
individuos de féfia. Populagbes: A) populacéo 1, rio Ivai; B) populacéo 2, I1ha
do Mineiro; C) populagéo 3, Baitapord; e D) populagéo 4, VilaAlta.
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Figura 12 - Dendrograma da andise de agrupamento pelo método hierarquico UPGMA,
com base nas distancias obtidas pelo indice de dissimilaridade de Nel e Li,
mediante avaliagdo dos caracteres fenotipicos binédrios em quatro popul acbes
deféfia
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3.5. Correlacéo entreas matrizes de dissimilaridade

A estatistica de Mantel (teste-Z) foi utilizada para verificar a correlacdo entre as
matrizes de dissimilaridades obtidas dos grupos de caracteres continuos, multicategoricos e
fenotipicos binarios. O resultado (Quadro 19), embora tenha sido significativo (p < 0,01),
apresentou baixa correlagdo (0,1521), principamente entre os caracteres continuos e
multicategoricos. A baixa correlacdo indica que as medidas de dissimilaridades em cada
grupo de caracteres ndo representam a mesma distribuicdo nos individuos. No entanto, ndo
se pode afirmar que o grupo de caracteres gue demonstrou maior indice numérico possui 0s
melhores caracteres (variabilidade) para avaliar os individuos. E possivel que a baixa
correlacdo seja mais uma informacao de que os caracteres multicategoricos e continuos so
de importancia distinta.

As correlacbes envolvendo a matriz fenotipica binaria apresentaram maiores
indices, uma vez gue os dados foram obtidos pela juncéo de ambos 0s caracteres continuos
e multicategéricos. No entanto, observa-se que a correlacdo € maior (0,6441) entre
multicategoricos x fenotipicos bin&rios, o que pode ser explicado a origem comum dos
dados binarios. Na correlacéo entre caracteres continuos e fenotipicos binarios, tem-se uma
matriz de varidveis continuas e varidveis binarias que pode resultar numa consideravel
distorgéo.

Quadro 19 — Correlacdo entre as matrizes de dissimilaridade dos caracteres continuos
(d (conty), multicategoricos (d (vca) € fenotipicos binério (d enor))

M atI’IZ d (cont) d (Mcat) d (fenot)
d (cont) 1 0,1521 o 0,4291 -
d mcar) 1 0,6441*
d (fenot) 1

e ® ggnificativosa 1 e’5 % de probabilidade, pelo teste de Mantel baseado em 5.000 simulages.
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4. CONCLUSOES

Diante dos resultados, pode-se concluir que:

- A populacdo 1 demonstrou maiores indices de dissimilaridade nas avaliactes
entre populacdes, indicando maior distancia genética em relacdo as demais. No entanto, a
populacdo 2 apresentou maior indice de dissimilaridade dentro da populagdo para os
caracteres continuos.

- Entre as populagbes amostradas, torna-se prioritario a preservacdo in situ da
populacdo 1, embora ndo tenha demonstrado maior dissimilaridade entre seus individuos,
mas Situa-se em local de intenso extrativismo e modificagdo da vegetagédo local.

- As populacbes 1 e 4 relnem maior magnitude de dissimilaridade em relacdo as
populagbes avaliadas individualmente. Portanto, a estratégia de preservar ambas as
popul aces é recomendavel.

- A maor dissimilaridade observada entre as populacbes em relacdo a
dissimilaridade dentro das populacBes sugere que € possivel aumentar a diversidade do
banco de germoplasma, mediante amostragens de novas popul agdes da regiao.

- A andlise conjunta dos caracteres fenotipicos binarios resultou em baixa
correlacdo para os caracteres continuos, sendo, portanto, Util apenas para estudos de
diversidade quantitativa.

- O individuo 05 apresentou alta dissimilaridade para todos 0s grupos de caracteres
e elevada média na producdo de 20E (0,72%), sendo, assim, recomendavel para uso em
programas de melhoramento.

- A combinagdo entre os individuos 06 e 12 também demonstra potencial para

inclusdo nos trabalhos de melhoramento, uma vez gque representam individuos que relinem
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alto teor de 20E e producdo de matéria seca da raiz e, ainda, teve baixo valor de
dissimilaridade pertencendo ambos a populacéo 1.
- N&o se observaram correlacfes em niveis desgjados entre teor de 20E e demais

caracteres continuos.

50



CAPITULO?2

A\{ALIA(;AO DA DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES NATURAIS DE
FAFIA [Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen] COLETADAS NA REGIAO DO RIO
PARANA, MEDIANTE USO DE MARCADORES RAPD

1. INTRODUCAO

A constante pressao antropica sob as florestas tropicais, seja pelo extrativismo, pela
agricultura ou pelas agbes ambientais criminosas, tem afetado o estabelecimento e a
manutencdo das populagdes naturais. Dessa forma, nos Ultimos anos se tornou de grande
importancia conhecer e estabelecer estratégias de conservacdo das popul ages naturais que
ainda se encontram nos representativos biomas e, principalmente, ampliar as estratégias
visando ao cultivo comercial das espécies de reconhecida importancia econémica.

As diversas espécies denominadas fafias, também popularmente conhecidas como
“ginseng brasileiro”, pertencem a familia Amaranthaceae e possuem ampla distribuicéo
nas Américas Central e do Sul, sendo algumas de freqliente ocorréncia no territorio
brasileiro (SIQUEIRA, 1988). O estudo da diversidade da Pfaffia glomerata, assim como o
cultivo comercial, vem se tornando indispensavel entre as espécies medicinais, em

decorréncia do crescente interesse da populacéo pelos medicamentos fitoterapicos (MING
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e CORREIA JUNIOR, 2002). No entanto, a identificacio e selecéo dos gendtipos de f&fia,
por serem arbustos que requerem no minimo oitos meses para avaliacdo das principais
caracteristicas fenotipicas, necessitam de técnicas que otimizem essa etapa de avaliacdo.

Em vérias espécies, basicamente se utilizam quatro tipos de marcadores na
caracterizacdo dos gendtipos: morfologicos, bioguimicos, moleculares e citologicos. Os
morfolégicos sdo 0s mais utilizados até hoje devido a sua facilidade na obtencéo e
avaliagdo dos fendtipos. Entretanto, € um processo dependente do ciclo de
desenvolvimento da planta e intensamente influenciado pelo ambiente, especialmente no
caso dos gendtipos ndo domesticados e gue manifestam efeito da plasticidade fenotipica. O
uso de marcadores moleculares tem gerado grandes expectativas, uma vez que podem ser
usados em qualquer célula ou estagio de desenvolvimento das plantas, entretanto a baixa
correlacdo entre os caracteres morfoldgicos e moleculares sugere a necessidade de mais
estudo para tornar um marcador usual e eficiente nas avaliacdes da diversidade genética. O
marcador molecular RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) € muito utilizado em
populagdes naturais (LACERDA et al., 2001; STEINER e LOS SANTOS, 2001,
GONZALEZ-RODRIGUES et a., 2004; VICCINI et al., 2004; BOLARIC et a., 2005;
GOULART et a., 2005), pois podem detectar quantidade significativa de polimorfismo
distribuida por todo o genoma amostrando (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).
Segundo Thormann et a. (1994), esse marcador é recomendéavel no estudo da divergéncia
genética de individuos que estdo proximos ou pertencem a mesma espécie. O uso de
técnicas moleculares, como os marcadores baseados na amplificagcdo de fragmentos
aleatérios de DNA, representam as primeiras opcdes, principalmente pela quantidade de
polimorfismo associado ao baixo custo e rapidez em obter os resultados (NYBOM, 2004,
VICCINI et a., 2004; GOULART et a., 2005).

Nesse estudo, objetivou-se avaiar a diversidade genética de quatro populacdes
oriundas da regido do rio Parana, mediante uso de marcadores RAPD, visando obter
informacdes relacionadas a variabilidade genética e Util as acOes de conservacdo e mangjo

dadiversidade in situ das populacbes amostradas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Foram avaliados 64 individuos (Quadro 1) coletados em quatro popul acbes de parte
da regido da bacia do rio Parang, oriundos da colecdo de germoplasma de plantas
medicinais da Embrapa/Recursos Genéticos e Biotecnologia (Cenargen, Brasilia). As
populacdes foram coletadas nos Estados do Parand e Mato Grosso do Sul, em locais de
ocorréncia natural das féfias, sendo caracterizados por éreas de extrativismo e preservacao
permanente (Quadro 2 e Figura 1). As plantas foram estabelecidas e multiplicadas in vitro
no laboratério Cultura de Tecidos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria
(BIOAGRO), com os intuitos de obter material favorével a extragdo do DNA e promover a

reducdo dos custos e riscos de preservacdo do germoplasma em condicdes de campo.

As plantas foram propagadas a partir de explantes apicais (caule) e segmentos
nodais (0,5 - 1,0 mm) contendo uma gema, em meo cultura formulado pelas
concentragcoes de sais MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescidos de 30 g/L de
sacarose, vitaminas (2,0 mg/L glicina, 0,5 mg/L &cido nicotinico, 0,5 mg/L piridoxina.HCI
e 0,1 mg/L tiamina.HCIl), 100 mg/L de mio-inositol e 6,5 g/L &gar (Merck, Alemanha).
Posteriormente, 0 meio teve o pH gustado (5,7 + 0,1), sendo autoclavado a 120 °C, 1,1 Pa
por 20 minutos. Previamente a autoclavagem, aliquotas de 10 mL foram vertidas em tubos
de ensaio (25 X 150 mm) vedados com tampas plésticas de polipropileno. As culturas
foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2° C, fotoperiodo de 16
horas e irradiancia de 36 umol m? s (2 lampadas fluorescentes, luz do dia especial, 20 W,

Osram, Brasil). As culturas foram mantidas sob subcultivos a cada 60-90 dias.

53



Quadro 1 — Individuos avaliados no estudo da diversidade genética fé&fia (Pfaffia

glomerata)
individuo ldentifi- Populacdo L ocalizacdo individuo Identifi- Populacdo L ocalizacdo
(referéncia) cacdio BG (referéncia) cacdo BG'

1 2202-01 1 Rio Ivai 33 2209-09 3 Baitaporad

2 2202-02 1 Rio Ivai 34 2209-10 3 Baitaporéd

3 2202-04 1 Rio Ivai 35 2209-11 3 Baitapora

4 2202-05 1 Rio Ival 36 2209-12 3 Baitapora

5 2202-07 1 Rio Ival 37 2209-13 3 Baitapora

6 2202-09 1 Rio Ival 38 2209-14 3 Baitapora

7 2202-10 1 Rio Ival 39 2209-15 3 Baitapora

8 2202-11 1 Rio Ival 40 2209-16 3 Baitapora

9 2202-12 1 Rio lval 41 2202-06 1 Rio Ival

10 2202-13 1 Rio Ivai 42 2202-08 1 Rio Ival

11 2202-14 1 Rio lvai 43 2205-01 2 IThado Mineiro
12 2202-15 1 Rio Ival 44 2205-06 2 IThado Mineiro
13 2202-16 1 Rio Ivai 45 2205-07 2 IThado Mineiro
14 2202-17 1 Rio lvai 46 2205-08 2 IThado Mineiro
15 2202-18 1 Rio Ival 47 2205-10 2 Ilha do Mineiro
16 2202-21 1 Rio Ival 48 2205-11 2 Ilha do Mineiro
17 2202-22 1 Rio Ival 49 2209-04 3 Baitapora
18 2205-02 2 [lha do Mineiro 50 2209-08 3 Baitaporad
19 2205-03 2 Ilha do Mineiro 51 2209-20 3 Baitaporad
20 2205-11 2 [lha do Mineiro 52 2209-23 3 Baitaporad
21 2205-12 2 Ilha do Mineiro 53 2209-26 3 Baitaporad
22 2205-17 2 Ilha do Mineiro 54 2216-06 4 VilaAlta
23 2205-18 2 IThado Mineiro 55 2216-07 4 VilaAlta
24 2205-19 2 IThado Mineiro 56 2216-08 4 VilaAlta
25 2205-20 2 IThado Mineiro 57 2216-10 4 VilaAlta
26 2205-21 2 IThado Mineiro 58 2216-12 4 VilaAlta
27 2205-22 2 Ilha do Mineiro 59 2216-14 4 VilaAlta
28 2205-23 2 Ilha do Mineiro 60 2216-15 4 VilaAlta
29 2205-24 2 Ilha do Mineiro 61 2216-17 4 VilaAlta
30 2209-01 3 Baitapora 62 2216-18 4 VilaAlta
31 2209-02 3 Baitapora 63 2216-19 4 VilaAlta
32 2209-06 3 Baitapora 64 2216-20 4 VilaAlta

BG : Banco de Germoplasma / colecdo de plantas medicinais do Centro Nacional de Recursos Genéticos e

Biotecnologia

Quadro 2 — Descricdo das populactes de fafia (Pfaffia glomerata) avaliadas no estudo da
diversidade genética

Popu- Qde. de
lagdo individuos

L ocal de coleta

Coordenadas
geogr éficas

Vegetacdo predominante

1

19 Querénciado Norte, PR (beirado rio

Ivai)

18 Queréncia do Norte, PR (Ilhado

Mineiro)

16 Baitapord, MS (entre Porto Primaverae

S80 Jose, beira de estrada)

11  VilaAlta, PR (Parque Nacional Ilha
Grande, Ilhado Marcal, Prainha,)

Lat 23° 137 09,2”
Long 53°34 07,6
Alt. 233 m

Lat 23° 07 27"
Long 53° 38" 49,9
Alt. 239m

Lat 22° 33 24,1"
Long 53° 06" 13,9
Alt. 239 m

Lat 23° 23" 09,7
Long 53° 50" 02,1"
Alt. 232 m

Pastagem e vegetacdo nativa
em regeneracdo

Vegetacdo nativa

Vegetacdo nativa fragmentada

Vegetacdo nativa preservada
em éarea de conservagao
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Figura 1- Localizac8o georreferenciada das populagdes de fafia e curso do rio Parana: @)
estados que contribuem com a formagdo do rio Parand, iniciando-se em Minas
Geraid/S&o Paulo (rio Grande) e Goiéas/Minas Gerais (rio Paranaiba); b)
coordenadas das popul agdes col etadas.
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2.2. Extracéo do DNA gendmico

As amostras de DNA foram obtidas de folhas aos 25 e 30 dias apds o recultivo das
plantas in vitro. Todas as etapas das analises moleculares foram realizadas no Laborat6rio
de Patologia Florestal e Genética da Interacdo Planta — Patdégeno, do Ingtituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO).

O DNA foi extraido de acordo com o método descrito por Doyle e Doyle (1987),
com algumas modificagcdes. Cerca de quatro a seis folhas (100 a 150 mg) completamente
desenvolvidas em condi¢Bes in vitro foram maceradas apds congelamento em nitrogénio
liguido em tubos Eppendorf com capacidade para 1500 [OL. A cada tubo foram
adicionados 600 [JL da solugé@o-tampdo extratora CTAB (2%) e mercaptoetanol (2
OL/mL). Em seguida foram incubadas em banho-maria a temperatura de 60 e 65 °C por 45
a 60 minutos, sob agitacdo freqliente a cada 10 minutos. Apds a incubacdo procedeu-se a
desproteinizacéo pela adicdo de 500 [JL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), suave
agitacdo e centrifugacdo por seis minutos/13.500 rpm (12 separagéo). A fase superior foi
transferida para um novo tubo e realizou-se a segunda desproteinizacdo, seguindo 0s
mesmos procedimentos (500 [COL de cloroférmio-alcool isoamilico, centrifugacdo e
transferéncia para novo tubo). Um volume de 500 COL de isopropanol (-20 °C) foi
adicionado e centrifugado por cinco minutos/13.500 rpm para promover a precipitacdo do
DNA (pellet). A fase aguosa foi descartada, mantendo-se o pellet aderido ao fundo do
tubo. Um volume de 500 OL de dcool 70% foi adicionado e centrifugado por trés
minutos/13.500 rpm, para lavagem do pellet (etapa realizada duas vezes). Adicéo de 500
(L de @cool 95% e apds cinco minutos, verteu-se o tubo cuidadosamente para retirada do
dcool. A secagem foi finalizada no véacuo por aproximadamente 30 minutos. O material
seco foi ressuspendido em 60 [IL do tamp&o TE + RNAase (10 [IL/mL), sendo aetapa de

extracdo finalizada com incubagdo em banho-maria a 37 °C, durante 60 minutos.

2.3. Quantificacéo e diluicdo do DNA genémico

O DNA extraido de cada amostra foi quantificado em gel de agarose (0,8%),
comparando-se com [ DNA padrdo da Gibco (0,45 [0g/[IL), nas concentragcdes de 25, 50,
100 e 200 ng. Apobs a determinacdo das concentragfes aproximadas, que oscilaram entre 10
e 150 ng, realizou-se a diluicdo das amostras para concentracdo final de aproximadamente
2,5ng/L.
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2.4. Selecéo dos primers

Uma sequiéncia aleatéria de 116 primers das séries “Operon Technologies’ (A, B,
C,D,E F,GHIJK,L, M eN) inicidmente foi avaliada para um grupo de quatro
individuos (26, 38, 51 e 74) pertencentes a popul agdes distintas. Dos 116, selecionaram-se
74 primers e, destes, 67 foram utilizados para obtencdo dos dados dos marcadores
polimérficos. A selecdo dos primers obedeceu a dois critérios: amplificagdo (74 primers) e
reprodutibilidade (67 primers). No Quadro 3, encontram-se a descricdo dos primers
utilizados com respectivas quantidades de bandas avaliadas como polimorficas e

monomorficas em 64 individuos de fafia.

2.5. Condicbes de amplificacao

As reacOes de amplificagdo seguiram o protocolo descrito por Ferreira e
Grattapaglia (1998), com algumas modificagdes, utilizando-se os primers selecionados e
volume final de 25 [JL para cada amostra de DNA (individuo). A mistura de reagentes e
DNA foi composta de 9,4 [IL de &gua ultra-estéril e autoclavada; 3,0 [IL de tampdo 10X;
2,1 0L dNTPs (0,25 OM decadadGTP, dATP, dCTP, dTTP); 6 [IL de primer (5 ng/CIL);
4 OL DNA (+ 2,5 ng/LIL); e 0,5 Unidade da enzima Tag polimerase. Utilizou-se o
termociclador modelo PT 100 (MJ-Research), programado para 40 ciclos, sendo cada ciclo
constituido de uma etapa de desnaturacdo de um minuto a 92 °C, uma etapa de anelamento
de dois minutos a 35 °C e uma de polimerizacéo de trés minutos a 72 °C. Apds o ultimo
ciclo, uma etapa de sete minutos a 72 °C foi executada para promover a polimerizacdo
final, e atemperatura de finalizagdo foi gjustadaa4 °C.

2.6. I dentificacdo dos fragmentos por eletroforese em gel de agar ose

Os produtos da reacéo de amplificagdo (fragmentos ou bandas de DNA) foram
acrescidos de 2 [IL de solucéo de azul-de-bromofenol (40%) e, posteriormente, transferida
uma aliquota de 13 (L para o gel de agarose. O gel foi preparado com a solucéo-tampao
TBE (tris-borato 0,09 M e EDTA 0,002 M, pH 8,0), adicionada de 1,5% de agarose e
fundida em forno de microondas. Apos atingir a temperatura préxima de 50 °C, foi
acrescida de brometo-de-etidio para uma concentracdo final de 0,2 CJL/mL. A solucdo foi

57



vertida em placa de acrilico para cuba de eletroforese horizontal e formatada com pentes
espacados de 30 cm.

Um padréo de DNA ladder de 1 Kb foi carregado em cada extremidade na
sequéncia de cavidades do gel, juntamente com as amostras de DNA e submetidas a
eletroforese nas condigdes de 75 a 100 mA/4-5 h.

2.7. Andlise dos dados

Os dados foram obtidos pela avaliagdo visual das bandas mais evidentes e
consistentes nos 64 individuos avaliados. Foram atribuidos os valores “1” e “0" para
presenca ou auséncia, respectivamente, de determinada banda polimérfica

As andises edtatisticas foram realizadas no programa computaciona “Genes’,
versdo Windows 2005.6.1, desenvolvido no Laboratério de Bioinformatica/Biagro/UFV. A
partir dos dados binérios, estimaram-se as distancias entre os pares de individuos pelo

indice de dissimilaridade do complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li.
dii’ =1-Sy

em que:

dii’ = disténcia genética entre os genétiposi ei’; e
S = indice de similaridade do coeficiente de Nei e Li, sendo:

Si = 2a

2a+ b+c

em que:

a= numero de bandas presentes nos dois gendtipos;
b = nimero de bandas presentes apenas no gendtipoi; e
€ = nUmero de bandas presentes apenas no gendtipo i”.

A matriz de dissimilaridade obtida também foi utilizada na obtencdo do
agrupamento dos individuos e populactes pelos métodos de otimizacdo de Tocher e
método hierdrquico das médias aritméticas das medidas de dissimilaridade (UPGMA). Os
dados binarios foram utilizados para analisar a divergéncia entre os individuos e as
popul acoes.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

O método de extragdo CTAB associado a qualidade do material vegetal (cultivado
in vitro) mostrou-se eficiente na obtencdo de DNA, em quantidade e grau de pureza
satisfatorios para as amplificacbes (Figura 2). No ensaio preliminar, utilizando-se quatro
individuos, foram avaliados 116 primers e selecionados 74, que apresentaram
polimorfismo e bandas consistentes para posterior amplificagdo de todos os individuos.
Dos 74 primers, selecionaram-se 67 primers (Quadro 3) dos géis que apresentaram nitido
polimorfismo e resultados idénticos aos individuos observados na avaliagéo preliminar.

Foram obtidas um total de 384 marcas, sendo 267 polimorficas (69,53%) e 117
monomorficas (30,46%). Os primers amplificaram entre uma e nove marcas polimorficas,
sendo a média de 3,98 marcas/primer. O comprimento dos fragmentos avaliados oscilou
entre 300 e 2.980 pb. Apenas os marcadores polimérficos foram utilizados na elaboracdo
do arquivo de dados binérios dos tipos 0 (auséncia) e 1 (presenca), para obter a matriz de
dissimilaridade. Os fragmentos obtidos apresentaram aspectos favoraveis na amplificacéo e
reprodutibilidade para quantificagdo do polimorfismo, possibilitando credenciar os
marcadores RAPD como mais um tipo de caracteres apropriado no estudo da diversidade
genéticada féafia.

M 2122 2324 2526272829 3031323334353637 3839404142 43444546 47 4849505152 M

2.036 pb
1.636

T pp—

1.018
— — —

- - B - Fw =

-——— e — e PO S G e e

-— oo w = R — - 517
396

Figura 2 - Perfil dos fragmentos amplificados a partir do primer OPA-20 dos individuos 21
a 52, onde nas extremidades encontram-se 0 padrdo DNA ladder de 1kb (M).
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Quadro 3 — Relagdo dos 67 primers utilizados na amplificagdo de fragmentos polimérficos e monomarficos
em 64 individuos de f&fia

Primers Fragmentos Fragmentos Total de Fragmentos Tamanho aprox. dos
polimérficas monomorficas avaliadas Fragm. polimérficas (pb)
OPA-06 4 2 6 1.970 - 860
OPA-08 3 0 3 710 - 440
OPA-12 3 1 4 2.800 - 2.000
OPA-14 5 0 5 2.100 - 880
OPA-15 2 1 3 2.090 - 740
OPA-16 6 2 8 2.260 - 560
OPA-20 4 0 4 1.080 - 550
OPB-06 2 1 3 1.160 - 1.100
OPB-07 3 2 5 1.280 - 750
OPC-10 5 2 7 3.380- 870
OPC-11 3 1 4 3.980- 1.220
OPC-13 1 3 4 510
OPC-14 4 3 7 1.170- 470
OPC-16 7 1 8 1.260 - 460
OPC-20 3 2 5 2.140- 1.830
OPD-15 5 1 6 1.900 - 1.190
OPD-16 4 2 6 1.330- 920
OPD-20 4 2 6 1.100 - 700
OPE-01 2 3 5 1.500 - 1.130
OPE-08 7 0 7 3.020 - 1.000
OPE-09 5 3 8 2.230-910
OPE-12 4 2 6 1.650 - 840
OPE-13 5 1 6 2.980 - 1.400
OPE-14 2 4 6 1.150 - 690
OPF-01 2 1 3 2.100 - 660
OPF-03 4 2 6 2.350 - 500
OPF-12 2 2 4 2.290 - 420
OPF-13 3 1 4 2.000 - 910
OPF-14 4 2 6 2.280- 520
OPF-17 4 3 7 1.270 - 700
OPF-18 5 0 5 2.530- 1.080
OPF-20 5 0 5 1.250 - 840
OPG-03 4 1 5 1.460 - 1.000
OPG-05 6 1 7 1.250 - 520
OPG-06 5 2 7 1.510 - 680
OPG-09 4 1 5 2.070-1.370
OPG-12 5 0 5 2.560 - 770
OPG-15 6 2 8 2.260- 730
OPG-16 5 2 7 1.450- 720
OPG-17 4 3 7 1.450 - 650
OPG-18 2 1 3 1.080 - 560
OPH-01 3 0 3 1.960 - 1.100
OPH-02 4 1 5 1360 - 430
OPH-04 4 2 6 1.320 - 680
OPH-09 7 2 9 2.690 - 520
OPH-11 4 0 4 1.690 - 470
OPH-12 6 1 7 1.740 - 390
OPH-14 4 3 7 2.040 - 750
OPH-17 4 1 5 1.920 - 880
OPI-01 3 2 5 1.590 - 1.820
OPI-04 4 2 6 2.070 - 800
OPI-15 5 0 5 1.850 - 790
OPI-19 6 1 7 2.850 - 1360
OPK-14 1 2 3 1.250
OPK-15 3 2 5 1.650 - 450
OPL-03 9 1 10 2.080 - 650
OPL-04 6 1 7 1.590 - 670
OPL-05 1 5 6 1.550
OPL-06 4 3 7 1.780 - 740
OPL-11 1 2 3 1.020
OPL-14 2 4 6 2.450 - 1.040
OPM-06 4 4 8 1.500 - 500
OPM-07 1 3 4 780
OPM-08 2 2 4 1.660 - 700
OPM-17 4 3 7 1.280 - 470
OPM-20 3 6 9 1.040 - 400
OPN-13 9 1 10 1.780 - 300
267 117 384
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Segundo Correia Janior (2003), as féfias coletas na regido do rio Parana ja foram
citadas como Pfaffia glomerata e P. paniculata, o que poderia levantar hip6teses de que a
populacdo amostrada contém diferentes espécies de f&fia. No entanto, a proporcdo de
marcas polimorficas (69,53%) sugere que as populacdes naturais amostradas Sao
constituidas de uma unica espécie e demonstra concordancia com a identificacéo realizada
pelo herbario depositario das excicatas (CEN). Em alguns estudos de diversidade genética
avaliada por marcadores RAPD, os niveis elevados de polimorfismo, geramente,
envolvem diferentes espécies, enquanto que nas popul agdes naturais ou cultivadas de Unica
espécie ndo tem demonstrado altos niveis de polimorfismo. Em estudo realizado com nove
espécies de Lippia spp., utilizando 18 primers, Viccini et al. (2005) obtiveram 489 marcas
polimérficas do total de 490. Picoli (2005) avaliando o nimero de marcadores RAPD em
duas espécies de Eucaliptus spp., obteve 89,9 % de marcas polimorficas do total de 501
marcadores. A diversidade genética de 41 individuos de uma variedade cultivada de
Camelina sativa foi avaliada mediante uso de 24 primers e resultou em 63% de
polimorfismo (VOLLMANN et al., 2005). Em estudo redlizado com 48 plantas de de
ginseng (Panax quinquefolius) oriundos de érea de cultivo, utilizando-se 36 primers foi
obtido um polimorfismo de apenas 45,7% (BAI et a., 1997). Amorim et a. (2003),
estudando a variabilidade genética entre 13 gendtipos de milho-doce, mediante uso de 14

primers obtiveram 72,7% de polimorfismo.

3.1. Dissimilaridade entre 64 individuos

A divergéncia genética dos individuos avaliados pelos marcadores RAPD, obtidos
pelo complemento aritmético do indice de Nei e Li, demonstrou que os pares de individuos
54 x 41 e 47 x 48 apresentaram a maior e menor dissimilaridades, respectivamente
(Quadro 4 e Apéndice 2). Foram destacados 20 pares de individuos que apresentaram
maiores e menores distancias (Quadro 4). As maiores distancias foram encontradas entre
individuos de diferentes populacdes e as menores, entre individuos da mesma popul agéo,
sendo que os individuos da populagdo 1 foram predominantes em formar os pares de
maior dissimilaridade. Os individuos 54 e 39 tiveram destaque nas maiores distancias e
freqliéncia naformacéo dos pares.

Entre os pares de menor dissimilaridade (Quadro 4), destacou-se a populacéo 4,

com predominio de seus individuos (72% da populacdo). No entanto, outras observacdes
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merecem consideragbes para avaliagdo da baixa diversidade indicada nesta populacéo.
Aspectos relacionados ao local de coleta serdo importantes nessa andlise, como limites
extremos da variagdo climética e plasticidade fenotipica, distancia entre os pontos de
coleta, niveis de gradiente da vegetacdo local, historico da vegetacdo e ciclo fisioldgico da
planta. Outras observacdes que merecem mais inferéncias relacionadas ao local de coleta e
biologia floral referem-se a coincidéncia dos pares de menor dissimilaridade formados com
numeragdo sequencia: individuos 47 (2205-10) x 48 (2205-11); 25 (2205-20) x 26 (2205-
21); e 59 (2216-16) x 60 (2216-17), o que pode estar relacionado a pequena distancia entre
os pontos de coleta dos individuos, pois em condicdo de dta taxa de autogamia é
necessario coletar plantas com maiores distancias entre si.

Quadro 4 — Pares de individuos que obtiveram valores extremos de maior e menor medida

de dissimilaridade (d) com base no indice do complemento aritmético de Nei e
Li calculados a partir de 267 marcadores RAPD, em 64 individuos de f&fia

Ordem Maioresdistancias Menoresdistancias
Individuos Popula- d Individuos Popula- d
cOes ¢cles
1 54 x 41 4x1 0,5185 47 x 48 2Xx2 0,0277
2 54 x5 4x1 0,5087 25x 26 2Xx2 0,0310
3 54 x 31 4x3 0,4909 59 x 60 4x4 0,0320
4 8x9 1x1 0,4782 10x 12 1x1 0,0531
5 39x 13 3x1 0,4756 30x 32 3x3 0,0556
6 5x 57 1x4 0,4717 49 x 50 3x3 0,0638
7 39x5 3x1 0,4626 34x35 3x3 0,0732
8 39x8 3x1 0,4623 22x24 2Xx2 0,0965
9 39x 42 3x1 0,4609 54 x 55 4x4 0,1045
10 5x 23 1x2 0,4587 55 x 64 4x4 0,1088
11 8 x 50 1x3 0,4576 20x 47 2x2 0,1137
12 39x9 3x1 0,4570 20 x 48 2x2 0,1181
13 8x 30 1x3 0,4560 31x37 3x3 0,1225
14 39x1 3x1 0,4545 5x41 1x1 0,1705
15 8x44 1x2 0,4517 62 x 63 4x4 0,1808
16 9x 44 1x2 0,4516 64 x 54 4x4 0,1875
17 36x41 3x1 0,4515 54 x 61 4x4 0,2063
18 9x 41 1x1 0,4502 59 x 62 4x4 0,2088
19 6 x 54 1x4 0,4482 53x54 3x4 0,2121
20 11 x 56 1x4 0,4489 60 x 62 4x4 0,2137

Os resultados dos marcadores moleculares teoricamente possuem potencia para
detectar e quantificar as informacfes exclusivas de origem genética (VASCONCELOS,
1995). Portanto, conforme a metodologia utilizada na coleta, variagbes de origem
ambiental podem explicar a parcela de variacdo morfologica que ndo foi correlacionada
aos dados moleculares, 0 que ndo assegura como critério decisivo para reavaliar novas
coletas na populacdo. O individuo 54 apresentou alta freqliéncia em ambos os grupos de

maior e menor dissimilaridade (Quadro 4), o que pode ser um atributo desse gendtipo, que
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reline caracteristicas moleculares e visuais representativas da populacéo 4. Assim, pode-se
utilizé-lo como referencial nas comparacdes visuais e selecdo dos individuos durante a
coleta. Esse individuo demonstrou, em condictes experimentais, elevada atura (300 cm),
caule de didmetro espesso (13,88 mm) com elevada producdo de matéria seca, raiz de cor
branca e baixa producéo, caule predominantemente vermelho com alta fregiiéncia de pélos

persistentes, além de baixa producéo de [-ecdisona.

3.2. Dissimilaridade das populacdes

Os vaores de dissimilaridade das populacdes indicaram gue a populacdo 1 reline
maior distancia entre os pares de seus individuos, entretanto a diferenca € pequena
(0,0203) em relacdo a subsequiente populacdo 3 (Quadro 5). A menor dissimilaridade foi
observada na populacéo 4, que possui 0s individuos de menor média de dissimilaridade
(Quadro 6).

A dissmilaridade entre as populagbes (Quadro 7) demonstrou valores muito
préximos nos pares que envolvem a populacéo 1 (1 x 2, 1 x 3 e 1 x 4), entretanto essa
populacdo apresentou dissimilaridade superior as demais (Quadro 5). Esses resultados
novamente indicam maior distancia genética e importancia na preservacdo da populacédo 1,
aqual estalocalizada em érea de extrativismo (Queréncia do Norte, rio Ivai) e que, de certa
forma, deve-se considerar que os coletores procuram as plantas de melhores caracteristicas
comerciais neste local.

Em estudo redlizado entre seis populacGes de vinhético (Plathymenia reticulata)
oriundas dos municipios do Estado de Minas (Felixlandia, Sete Lagoas, Furnas e Serra do
Cipd) e Goias (Gouveia), foram detectados maiores indices de diversidade dentro das
popul aces (média = 16%) em relacdo a diversidade entre as populagdes (média = 12,3%),
mediante uso de 10 marcadores polimoérficos RAPD (LACERDA et a., 2001). Segundo
esses autores, populacdes de polinizacdo aberta ou que apresentam alta taxa de fecundagdo
cruzada sdo favorecidas no aumento da diversidade entre populacbes e, a ata taxa de
autofecundacdo favorece a diversidade dentro das populagdes. Por outro lado, Gauer e
Molina (2000) encontraram maiores niveis de divergéncia entre populacdes de mate (Ilex
paraguariensis), que é uma espécie autbgama e gue os individuos alcancam mais de 100
anos. Nas populacBes de féfia, de modo geral, as diferencas de dissimilaridade das
populagdes (Quadro 5) e entre populagdes (Quadro 7) ndo foram atas. Contudo, observam-

se tendéncias de maior dissimilaridade entre as populacdes, ainda que estudos sobre a

63



biologia reprodutiva da féfia ndo sdo concluidas até o presente momento. No entanto,
observou-se na colecdo mantida na casa de vegetacdo, a formacdo de sementes viaveis
obtidas da autofecundacdo de uma Unica planta florescida e isolada no vaso.

Os estudos sobre as taxas naturais de fecundagdo cruzada das popul acles de féfia
em seu habitat serdo (teis na estimativa dos niveis de dissimilaridade a serem
interpretados. Por exemplo, caso as referidas popul agdes tenham altas taxas de fecundagdo
cruzada é possivel obter maiores indices de dissimilaridades com novas coletas, pois 0s
dados obtidos revelam que as diferencas foram baixas apresentando tendéncia de maior
dissimilaridade entre as populacdes. Por outro lado, caso tenha ocorrido elevada taxa de
autofecundacdo seria justificavel reavaliar 0 nimero de individuos dentro populacdo
(tamanho da amostra), com o intuito de aumentar a dissimilaridade dentro da popul agéo,
coletando-se demais individuos em pontos mais distantes entre si.

Quadro 5 - Vaores das medidas de dissimilaridade de quatro populagbes com base no
complemento aritmético do coeficiente de Nel e Li, calculados a partir de 267

marcadores RAPD
Populagéo Dissimilaridade
1 (rio lvai) 0,3477
2 (Ilhado Mineiro) 0,3024
3 (Baitapord) 0,3274
4 (VilaAlta) 0,2704

Quadro 7 - Valores das medidas de dissimilaridade entre quatro populagdes com base no
complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li, calculados a partir de 267

marcadores RAPD
Populacbes Dissimilaridade
P x P
1x2 0,3706
1x3 0,3771
1x4 0,3677
2x3 0,3366
2x4 0,3235
3x4 0,3345

PeP': populagtes; 1 - rio Ivai; 2 - IIhado Mineiro 3 - Baitaporg; 4 - VilaAlta
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Quadro 6 — Médias das medidas de dissimilaridade (d ,q) dos individuos avaliados por 267 marcadores
RAPD, obtidas com base no indice do complemento aritmético do coeficiente de Nei eLi

Ordem d md Individuo Populagéo
1 0,3991 8 1
2 0,3898 5 1
3 0,3884 11 1
4 0,3850 39 3
5 0,3821 13 1
6 0,3817 9 1
7 0,3810 1 1
8 0,3690 44 2
9 0,3609 11 1
10 0,3569 3 1
11 0,3563 42 1
12 0,3560 16 1
13 0,3529 23 2
14 0,3492 17 1
15 0,3484 51 3
16 0,3478 56 4
17 0,3469 10 1
18 0,3469 37 3
19 0,3465 40 3
20 0,3461 15 1
21 0,3459 63 4
22 0,3456 38 3
23 0,3440 30 3
24 0,3439 14 1
25 0,3433 31 3
26 0,3429 32 3
27 0,3420 12 1
28 0,3409 45 2
29 0,3402 2 1
30 0,3395 6 1
31 0,3393 54 4
32 0,3389 19 2
33 0,3384 35 3
34 0,3380 57 4
35 0,3368 36 3
36 0,3361 4 1
37 0,3353 43 2
38 0,3343 7 1
39 0,3342 33 3

40 0,3338 49 3
41 0,3332 52 3
42 0,3323 20 2
43 0,3310 27 2
44 0,3304 24 2
45 0,3302 28 2
46 0,3300 61 4
47 0,3299 50 3
48 0,3263 25 2
49 0,3261 48 2
50 0,3251 18 2
51 0,3246 53 3
52 0,3239 29 2
53 0,3227 26 2
54 0,3203 34 3
55 0,3191 21 2
56 0,3184 22 2
57 0,3165 55 4
58 0,3157 47 2
59 0,3156 59 4
60 0,3154 62 4
61 0,3142 60 4
62 0,3125 58 4
63 0,3110 64 4
64 0,3034 46 2
Média 0.3408

Populagtes: 1 - rio lvai; 2 - Ilhado Mineiro; 3 - Baitapord; 4 - VilaAlta
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3.3. Agrupamento dos individuos e populagdes pelos métodos de otimizacdo de
Tocher e UPGMA

O método de otimizacdo de Tocher distribuiu os 64 individuos em 16 grupos
(Quadro 8), sendo incluidos 32 individuos (50%) no primeiro. OS grupos Mmaiores,
formados por grande nimero de genétipos, geramente agrupam 0s pares que apresentam
menores distancias, uma vez gque o tamanho do grupo é delimitado pela distancia média
dos pares de individuos. O grupo 1 foi composto por individuos oriundos de todas as
popul agbes, exceto da populacdo 1. Outro aspecto interessante foi a seqiiéncia da inclusdo
dos individuos que apresentaram a seguinte tendéncia: populacdes 2, 4 e 3 (Quadro 8). Os
demais grupos foram constituidos por oito, quatro, trés, dois e um individuos, sendo um
grupo de oito e outro de quatro individuos constituidos exclusivamente pela populacdo 1.
Nove grupos foram formados por um unico individuo oriundo da populacdo 1 (individuos
1, 8, 9 e 13), populacdo 2 (individuos 19, 23 e 44) e populacdo 3 (individuos 51 e 39).
Esses individuos agrupados isoladamente, de modo geral, apresentaram altas médias de
dissimilaridade (Quadro 6).

O agrupamento entre as quatro populagbes formou dois grupos (Quadro 9). As
populagdes 2, 3 e 4 foram incluidas nho mesmo grupo, e a populacdo 1 destacou-se,
constituindo isoladamente 0 segundo grupo. No entanto, um aspecto fitogeografico pode
ter interferido no estabelecimento das populagdes, assim como na diversidade genética. As
populacdes 3, 2 e 4 foram estabelecidas e coletadas ao longo do curso do rio Parana
(Figura 1), o que possibilita a dispersdo de alguma parcela em comum de propagul os
(sementes e estacas). O fluxo do rio Parand atinge sequencialmente os locais das
populacdes 3, 2 e 4. Por outro lado, a populacdo 1 encontra-se no rio lvai, um afluente do
rio Parand onde o fluxo de captacéo e tragjetdriafluvial diferente dos propagulos das demais
populacdes. A féfia desenvolve-se em locais alagados (CORREIA JUNIOR, 2003) e suas
inflorescéncias capituliformes (Figura 3A) conservam-se sobre a superficie da agua,
permitindo a dispersdo pelo fluxo da agua e germinacdo em solo alagado ou recém-
drenado (Figura 3B). As estacas cilindricas e ocas (VASCONCELOS, 1986) também
favorecem ao transporte pela dgua, mantendo-se vidvel ao enraizamento.

Todas as introdugdes recebidas dos afluentes poderiam contribuir no aumento da
diversidade das popul acBes localizadas préximas ao rio Parana. A populagdo 4 situa-se em
loca com potencial de maior recebimento de propagulos entre as quatro populacdes

avaliadas, pois pode receber materiais das populacdes 3, 2 e 1 (Figura 1). No entanto, a

66



populacdo 4 apresentou menor dissimilaridade entre seus individuos e a populagédo 1,
maior dissimilaridade. Tal resultado sugere a busca de novas populacfes na localidade da
populacdo 1 ou re-amostragem da mesma. Por outro lado, também é possivel que o fluxo
de propagulos originarios do rio lvai (populacéo 1) tenha sido limitado por algum tipo de
barreira que impediu a movimentac&o dos mesmos para o rio Parang, viabilizando a coleta
de novas populagdes nas proximidades do rio Ivai.

No método hierarquico UPGMA para agrupamento dos 64 individuos foram
delimitados 17 grupos, considerando-se uma dissimilaridade relativa de 80,5% no ponto de
delimitagdo (Figura 4 e Quadro 8). O primeiro grupo foi constituido por 26 individuos
(40,62%), incluindo individuos oriundos de todas as populacfes, exceto da populacdo 1.
Todos os individuos da populacéo 4 foram incluidos nesse grupo. Os demais grupos foram
formados por seis, cinco, quatro, dois e um individuos, sendo um grupo de quatro
individuos constituidos exclusivamente pela populagdo 1. Sete foram formados por um
anico individuo, oriundos da populagdo 1 (individuos 8, 9, 13 e 19), populacdo 2
(individuo 44) e populacéo 3 (individuo 51). Para o agrupamento das populacdes (Figura
3) foi possivel observar que as populactes 2, 3 e 4 apresentaram maior similaridade em
relacdo a populacéo 1.

Os dois métodos de agrupamento separaram nitidamente as populagdes 1 e 4 entre

si, sendo que ndo foi formado nenhum grupo contendo individuos dessas duas popul agdes.

Figura 3 — Detahe de inflorescéncias da fafia com longos pedunculos (tornan-se ocas,
guando secas) e flores abertas em estruturas capituliformes (A) e da germinagéo
da fafia em solo recém-drenado (B). Observa-se, ainda, a presenca de musgos
na superficie.
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Quadro 8 — Comparacéo entre os métodos de agrupamento de Tocher e UPGMA
determinados a partir do indice do complemento aritmético do coeficiente
de Ne e Li, especificando a ordem ou segiéncia dentro do grupo (Ord),
populacdo de origem (Pop) e dissimilaridade média (d 1q) em 64 individuos
de féfia (Indiv), calculadas a partir de 267 marcadores polimérficos RAPD

Tocher UPGMA
Grupo Indiv Ord Pop d g Grupo Indiv Ord Pop d g
1 a7 1 2 0,3157 1 a7 1 2 0,3157
1 48 2 2 0,3261 1 48 2 2 0,3261
1 20 3 2 0,3323 1 20 3 2 0,3323
1 46 4 2 0,3034 1 45 4 2 0,3409
1 55 5 4 0,3165 1 25 5 2 0,3263
1 64 6 4 0,3110 1 26 6 2 0,3227
1 54 7 4 0,3393 1 18 7 2 0,3251
1 58 8 4 0,3125 1 28 8 2 0,3302
1 61 9 4 0,3300 1 22 9 2 0,3184
1 59 10 4 0,3156 1 24 10 2 0,3304
1 60 11 4 0,3142 1 49 11 3 0,3338
1 62 12 4 0,3154 1 50 12 3 0,3299
1 57 13 4 0,338 1 46 13 2 0,3034
1 21 14 2 0,3191 1 21 14 2 0,3191
1 25 15 2 0,3263 1 54 15 4 0,3393
1 26 16 2 0,3227 1 55 16 4 0,3165
1 18 17 2 0,3251 1 64 17 4 0,3110
1 27 18 2 0,3310 1 53 18 3 0,3246
1 29 19 2 0,3239 1 61 19 4 0,3300
1 24 20 2 0,3304 1 62 20 4 0,3154
1 22 21 2 0,3184 1 63 21 4 0,3459
1 50 22 3 0,3299 1 59 22 4 0,3156
1 49 23 3 0,3338 1 60 23 4 0,3142
1 53 24 3 0,3246 1 57 24 4 0,3380
1 28 25 2 0,3302 1 58 25 4 0,3125
1 52 26 3 0,3332 1 56 (26) 4 0,3478
1 34 27 3 0,3203 2 29 1 2 0,3239
1 36 28 3 0,3368 2 43 2 2 0,3353
1 45 29 2 0,3409 2 30 3 3 0,3440
1 43 30 2 0,3353 2 32 4 3 0,3429
1 35 31 3 0,3384 2 27 (5 2 0,3310
1 33 (32 3 0,3342 3 19 (1) 2 0,3389
2 10 1 1 0,3469 4 34 1 3 0,3203
2 12 2 1 0,3420 4 35 2 3 0,3384
2 6 3 1 0,3395 4 23 3 2 0,3529
2 7 4 1 0,3343 4 33 4 3 0,3342
2 2 5 1 0,3402 5 16 (1) 1 0,3560
2 15 6 1 0,3461 6 31 1 3 0,3433
2 14 7 1 0,3439 6 37 2 3 0,3469
2 3 8 1 0,3569 6 40 3 3 0,3465
3 30 1 3 0,3440 6 36 (4) 3 0,3368
3 32 2 3 0,3429 7 51 (1) 3 0,3484
3 38 3 3 0,3456 8 1 1 1 0,3810
3 4 (4) 1 0,3361 8 2 2 1 0,3402
4 31 1 3 0,3433 9 15 1 1 0,3461
4 37 2 3 0,3469 9 17 2 1 0,3492
4 40 (3) 3 0,3465 10 3 1 1 0,3569
5 5 1 1 0,3898 10 4 2 1 0,3361
5 41 2 1 0,3884 11 10 1 1 0,3469
5 42 3 1 0,3563 11 12 2 1 0,3420
5 11 (3) 1 0,3609 11 6 3 1 0,3395
6 56 1 4 0,3478 11 7 4 1 0,3343
6 63 2 4 0,3459 11 14 5 1 0,3439
7 16 1 1 0,3560 11 52 (6) 3 0,3332
7 17 2 1 0,3492 12 9 1) 1 0,3817
8 19 (1) 2 0,3389 13 13 1) 1 0,3821
9 23 (1) 2 0,3529 14 38 1 3 0,3456
10 44 (1) 2 0,3690 14 39 2 3 0,3850
11 51 (1) 3 0,3484 15 44 (1) 2 0,3690
12 9 ) 1 0,3817 16 5 1 1 0,3898
13 1 1) 1 0,3810 16 41 2 1 0,3884
14 8 (1) 1 0,3991 16 11 3 1 0,3609
15 13 ) 1 0,3821 16 42 (4 1 0,3563
16 39 (1 3 0,3850 17 8 (1 1 0,3991

Populaces: 1 - rio lvai, 2 - Ilhado Mineiro, 3 - Baitapord, 4 - VilaAlta.
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Figura 4 — Dendrograma representativo do agrupamento de 64 individuos de fafia pelo
método hierarquico UPGMA com base no indice de dissimilaridade do
complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li, calculados a partir de 267
marcadores RAPD. Populagdes: A - populagdo 1, rio lvai; B - populacéo 2,
IThado Mineiro; C - populacdo 3, Baitapor&; D - populagéo 4, VilaAlta.
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Figura 5 — Dendrograma representativo do agrupamento de 4 populacbes de féfia pelo
método hierarquico UPGMA com base no indice de dissimilaridade do
complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li, calculados a partir de 267
marcadores RAPD.

Quadro 9 — Agrupamento de quatro populacdes de fafia pelo método de otimizacdo de
Tocher com base no indice de dissimilaridade do complemento aritmético do
coeficiente de Nel e Li, calculado a partir de 267 marcadores RAPD

Grupos Populacbes
1 2 43
2 1
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4. CONCLUSOES

Diante dos resultados, pode-se concluir que:

- A técnica molecular RAPD foi favoravel a producéo de fragmentos polimorficos
em guantidade e qualidade suficientes para analisar a diversidade genética de 64 individuos
de fafia, verificadas pela reprodutibilidade e repetibilidade do padréo de fragmentos.

- A dissmilaridade dentro das populagdes foi sutilmente inferior a dissimilaridade
entre populagbes, ndo podendo afirmar-se que a coleta de novas populagbes seria
dispensavel na preservacao do germopla ex situ.

- O agrupamento das populagdes 2, 3 e 4 no mesmo grupo de similaridade pelo
método de otimizagdo de Tocher e método hierarquico UPGMA foi concordante com as
aspectos fitogeograficos estabel ecidos pelo curso atual do rio Parana.

- A populacéo 1, localizada na regido de extrativismo, apresentou evidente distancia
genética em relacdo as demais populagdes, indicando que a preservacdo do seu ambiente e
novas coletas dessa popul agdo serdio necessarias para preservacao da variabilidade genética
daféfia

- A populacdo 4 demonstrou menor magnitude de dissimilaridade entre seus
individuos, no entanto é necessario rever os critérios de coleta relacionados ao tamanho da
amostra e distancia entre os individuos, para, de fato, mencionar a baixa variabilidade
existente no seu local de coleta (VilaAlta-PR, Parque Nacional de Ilha Grande).
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CAPITULO3

COMPARACAO DA DIVERGENCIA GENETICA AVALIADA POR CARACTERES
FENOTIPICOS E MOLECULARES EM QUATRO POPULACOES NATURAIS DE
Pfaffia glomerata (SPRENG.) PEDERSEN ORIUNDAS DA REGIAO DO RIO PARANA

1. INTRODUCAO

O conhecimento e manegjo adequados da diversidade constituem uma condigdo
indispensavel na preservacdo da variabilidade genética existente nas popul aces nativas e
colecbes ex sSitu e in sSitu. Diversos estudos avaliaram a diversidade por meio da
divergéncia genética para caracterizacdo e obtencdo de materiais geneticamente distintos
(MARTINELLO et a., 2001; ARAUJO et a., 2002). Esses estudos, basicamente,
descreveram e quantificaram os caracteres com suas variages peculiares aos gendtipos.

Os caracteres utilizados possuem vérias denominagBes, mas podem ser
compreendidos em dois grupos principais: 0s que informam o conteido e a organizagdo do
genoma de forma indireta (fenotipico) e os caracteres que descrevem diretamente a
molécula de DNA, sendo ambos interpretados como marcadores que evidenciam
diferencas entre individuos e que sdo reproduzidas com precisdo na progénie (CORREIA,
1995).
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Os caracteres amplamente utilizados sdo aqueles relacionados a morfologia da
planta. Embora, atualmente, existam técnicas mais ajustadas as analises moleculares, os
caracteres morfologicos ainda continuam sendo utilizados com eficiéncia nos diversos
tipos de germoplasma (ARAUJO et al., 2002; MARTEL, 2002; NEGREIROS, 2004). Suas
principais vantagens sdo justificadas pela simplicidade na deteccéo e quantificacdo dos
fendtipos o que, muitas vezes, representa baixo custo e relativa eficiéncia na obtencéo dos
resultados. No entanto, os marcadores fenotipicos sofrem efeitos ndo-controlaveis do meio
ambiente, apresentando resultados variaveis conforme a capacidade de resposta do
genétipo as variagdes do ambiente.

Os marcadores moleculares também possuem especia aplicacdo no manegjo dos
recursos genéticos, principalmente pela nédo-influéncia direta do meio ambiente e pela
obtencdo de dados no curto prazo (KHANUJA et al., 2005). Envolvem grande nimero de
variavels associadas a descricdo de sequéncias codificadoras e ndo-codificadoras, assim
como os sitios de controle da expressdo génica (CORREIA, 1995). Dessa forma, os
marcadores moleculares podem detectar maior nivel de diversidade no genoma relacionado
ou ndo aos marcadores fenotipicos (ibidem).

Estudos comparativos entre caracteres fenotipicos e moleculares sdo praticamente
inexistentes, uma vez que as expectativas de priorizar os marcadores moleculares em
detrimento aos fenotipicos ndo foram instigantes. A maioria dos trabalhos realizados nesse
aspecto revelou baixa correlacdo entre esses grupos de caracteres (BLACK-
SAMUELSSON et a., 1997; DAHLBERG et a., 2004; GELETA et al., 2004). No
entanto, torna-se necessario conhecer as tendéncias de aplicabilidade de cada marcador nos
diferentes estudos relacionados a diversidade dos genétipos e popul acoes.

No presente estudo foi comparado os métodos de caracterizacdo mediante as
andlises individuais e conjuntas dos grupos de caracteres fenotipicos continuos,
multicategéricos e moleculares (RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA) obtidos
em condi¢Bes experimentais de cultivo em campo e andlises laboratoriais do DNA. A
comparagao entre os métodos de caracterizagdo sera Util para estimar a eficiéncia de cada
grupo de caracteres com relagcdo aos diferentes objetivos dos estudos da diversidade

genética.
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2. MATERIAL E METODOS

A diversidade genética foi avaliada em 64 individuos de fé&fia [Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen] coletados em quatro populacdes da bacia do rio Parana, Brasil, por
meio de trés grupos de caracteres, os quais foram comparados e interpretados com
relacdo aos respectivos grupos. Utilizaram-se 14 caracteres fenotipicos continuos, oito
fenotipicos multicategéricos e 267 marcadores polimorficos RAPD. As andlises de
diversidade foram inicialmente distintas em cada grupo de caracteres, sendo avaliadas as
magnitudes da diversidade por meio desses caracteres em 64 individuos, em suas
populacdes e entre as populagdes. Posteriormente, todos os dados dos caracteres foram
reunidos em uma Unica matriz de dissimilaridade, a qual permitiu verificar os resultados

persistentes em relacdo a caracteres, individuos e popul acoes.

2.1. Material vegetal, procedéncia das populagdes e individuos

Os individuos foram coletados em quatro populacdes nos Estados do Parana e
Mato Grosso do Sul, percorrendo parte da regido do rio Parana. As populacdes com 0s
respectivos locais de coleta encontram-se descritas no Quadro 1, sendo que a
identificagdo dos individuos foi denominada pelas mesmas referéncias citadas nos
Capitulos 1 e 2.

As plantas foram multiplicadas vegetativamente e introduzidas no cultivo in vitro,
para obter materiais prontamente disponiveis as analises de RAPD, mudas favoraveis ao
desenvolvimento homogéneo das raizes e reduzir os custos e riscos de manutengdo da
colecdo de germoplasma. Para tal, culturas foram estabelecidas utilizando-se explantes
apicais (caule) e nodais provenientes de plantas mantidas em casa de vegetacéo, os quais,
apos o procedimento de desinfestacéo, foram cultivados em meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) acrescidos de 30 g/L de sacarose, vitaminas (2,0 mg/L glicina, 0,5 mg/L
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acido nicotinico, 0,5 mg/L piridoxinaHCI e 0,1 mg/L tiamina.HCI), 100 mg/L de mio-
inositol € 6,5 g/L agar (Merck, Alemanha).

Apbs a etapa de aclimatizacdo iniciada aos 34 dias, utilizaram-se trés repeticdes
de cada individuo, em delineamento inteiramente ao acaso. Os individuos foram
cultivados em vasos plasticos com capacidade para 18 L, contendo mistura de solo e
esterco de curra (3:1) e sem adubagdo quimica, durante o periodo de Junho/2004 a
fevereiro/2005 em, Vigosa, MG.

Quadro 1 — Descricdo das popul agdes de féfia (Pfaffia glomerata) avaliadas no estudo da
diversidade genética

Popu- Qde. de Local de coleta Coordenadas Vegetacdo predominante
lagcdo individuos geogr &ficas
1 19 Rio Ivai (Querénciado Norte, PR) Lat23°13 09,2" Pastagem e vegetacdo nativa
Long53°3407,6" em regeneracio
Alt. 233 m
2 18 Ilhado Mineiro (Querénciado Norte, PR) Lat 23° 07" 27" Vegetacdo nativa
Long 53° 38" 49,9
Alt. 239m
3 16 Entre Porto Primavera e S0 José, beirade Lat 22° 33" 24,1”  Vegetacdo nativa fragmentada
estrada (Baitapord, M S) Long 53° 06" 13,9"
Alt. 239 m
4 11 Ilhado Marcal, Prainha - Parque Nacional Lat 23°23° 09,7” Vegetacdo nativa preservada
dellha Grande (VilaAlta, PR) Long 53° 50" 02,1" em é&rea de conservagéo
Alt. 232 m

2.2. Caracteresavaliados

Os caracteres fenotipicos relacionados aos aspectos agrondmicos, taxiondmicos,
fisiologicos e fitoquimicos de féfia foram classificados e quantificados como variaveis
continuas e multicategoricas.

Os caracteres continuos avaliados foram: 1) matéria seca do caule; 2) matéria
fresca do caule; 3) matéria fresca da raiz; 4) matéria seca da raiz; 5) altura da planta; 6)
inicio da abertura da flor; 7) senescéncia de 90% das folhas; 8) intervalo entre inicio da
abertura da flor e senéscencia de 90% das folhas; 9) nimero de caules; 10) didmetro do
caule; 11) distancia de entrend; 12) indice de colheita; 13) teor de [I-ecdisona; e 14)
relacdo comprimento/largura do limbo. Os caracteres da classe multicategorica foram: 1)
pilosidade; 2) cor do caule; 3) cor do peciolo; 4) abertura da copa; 5) crescimento inicial
do caule; 6) cor daraiz; 7) descricdo do &pice e base do caule; e 8) forma do limbo. A
descricdo dos caracteres e os critérios utilizados na obtencéo dos dados se encontram no

Capitulo 1.
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A técnica de RAPD foi utilizada na avaliac8o dos caracteres moleculares, sendo
obtidas 267 marcas polimorficas pela amplificagcdo de 67 primers. A metodologia para
obtengdo dos dados foi descrita no Capitulo 2.

2.3. Andlises estatisticas

As distancias genéticas foram estimadas entre todos os pares de individuos
utilizando valores dos caracteres continuos, multicategoricos e moleculares, obtendo-se,
entdo, trés matrizes de dissimilaridade. Posteriormente, cada matriz foi utilizada no
agrupamento dos individuos e das populacfes para os respectivos caracteres. Uma matriz
contendo informacdes de todos os caracteres foi obtida pelo somatério das medidas de
dissimilaridade, calculada pela soma padronizada das trés matrizes. Essa matriz reuniu
proporciona mente as medidas estimadas em cada grupo de caracteres. As analises foram
todas processadas no programa“ Genes’ — versao Windows 2005.6.1 (CRUZ, 2001).

2.3.1. Medidasde dissimilaridade

A matriz de dissimilaridade dos caracteres continuos foi obtida com base na
medida das distancias de Mahalanobis, enquanto o indice de dissimilaridade dos dados
binarios foi empregado nas andlises dos caracteres multicategoricos. Para os marcadores
RAPD, foram utilizados apenas as marcas polimorficas, sendo calculado pelo
complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li (CRUZ e CARNEIRO, 2003). As
descri¢des de cada metodol ogia encontram-se nos Capitulos 1 e 2.

2.3.2. Métodos de agrupamento

Os individuos e as populacbes foram agrupados seguindo-se os critérios de
dissimilaridade pel os métodos de otimizacdo de Tocher e método hierérquico das médias
aritméticas das medidas de dissimilaridades (UPGMA), descritas no Capitulo 1.

2.3.4. Correlacao entreas matrizes de dissimilaridade
Para verificar o nivel de correlaco da dissimilaridade estimada pelos caracteres
continuos, multicategdricos e molecular foi utilizada a estatistica Z (teste de Mantel). A

citacdo da metodol ogia encontra-se no Capitulo 1.
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3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Medidas de dissimilaridade entre osindividuos

Os pares de maior dissimilaridade diferiram entre si nos trés grupos de caracteres
(Quadro 2). No entanto, os dados dos marcadores RAPD demonstram uma parcela de
concordancia entre os resultados dos caracteres continuos e multicategéricos, pois os
pares de maior disténcia dos dados moleculares sdo constituidos por, pelo menos, um
individuo gque se destacou nos pares de maiores distancias dos caracteres continuos e
multicategoricos. Por exemplo, o par de méaxima distancia molecular (54 x 41) é formado
pelo individuo 41, que constitui os pares de maiores distancias dos caracteres continuos.
A segunda maior disténcia molecular (54 x 5) possui o individuo 5, predominante nos
pares dos multicategéricos de méxima disténcia. Essa observacdo estd presente na
maioria dos pares dos dados moleculares e sugerem que os marcadores RAPD abrangem
maior dimensdo do genoma que, supostamente, envolve os locos relacionados aos
caracteres continuos e multicategéricos. A amplitude de amostragem do RAPD no
genoma € uma vantagem citada em diversos estudos (BLACK-SAMUELSSON et al.,
1997; FERREIRA, 2003; MIRALI e NABULSI 2003; NYBOM, 2004).

Outro aspecto evidente observado entre os pares de maior dissimilaridade foi a
predominancia na combinacdo de diferentes populacdes em cada grupo de caracteres. A
maioria dos pares foi formada por individuos oriundos de diferentes populacfes (Quadro
2) 0 que demonstra que as maiores divergéncias foram obtidas entre as populacfes. Nos
caracteres continuos observou-se que a maioria dos pares foram estabelecidos entre os
individuos das populagbes 1 e 2. Por outro lado, os caracteres multicategoricos
apresentaram predominio entre os pares das populacdes 1 e 3, e tendéncia semelhante foi
obtida nos dados dos marcadores RAPD. Esse resultado pode estar relacionado a

localizacdo e dispersdo dos propagulos (sementes e estacas) pelo rio Parang, pois a
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populacdo 1 situa-se em local ndo favoravel a entrada de propagulos oriundas das
populacles 2 e 3 pelo fluxo da dgua e vice-versa.

Nos pares de individuos que apresentaram as menores dissimilaridades (Quadro
3), ndo se observou a mesma combinacdo na minima distancia dos trés grupos de
caracteres, entretanto, alguns pares foram comuns entre as 20 combinacGes dos trés
grupos de caracteres. Os pares que destacaram foram: 47 x 48, 59 x 60, 30 x 32, 49 x 50,
54 x 55, 55 x 64, 64 x 54. Esses foram observados nos trés grupos e representam
combinagbes de alta similaridade na maioria dos locos, considerando-se que foram
avaliados os caracteres continuos, multicategoricos e 267 marcadores RAPD. Os
individuos 47 e 48 obtiveram a minima distancia molecular e multicategorica,
ressaltando-se que a medida de dissimilaridade estimada pelos caracteres continuos
(10,84) pode ser predominantemente de origem ambiental. Os pares 25 x 26, 34 x 35, 22
X 24 e 31 x 37 também foram comuns entre os caracteres dos marcadores RAPD e das
varidveis multicategéricas ou continuas. A coincidéncia dos pares ou combinactes de
individuos que apresentaram baixa dissimilaridade ou maior similaridade entre os trés
grupos de caracteres reforca a suposi¢cao de que os marcadores RAPD, de fato, informam
os alelos que estdo rel acionados a ambos os caracteres fenotipicos amostrados.

A maioria dos pares de menor dissimilaridade foi constituida por individuos da
mesma populacdo (Quadro 3), 0 que demonstra que as menores divergéncias sdo
encontradas dentro das populaces. Nos caracteres continuos e moleculares, observou-se
gue os pares de individuos foram formados predominantemente entre individuos da
populacdo 4, enquanto nos caracteres multicategoricos, pela populagcdo 2. Esses
resultados sugerem que a populacdo 4 possui baixa diversidade com relagdo aos
caracteres continuos.

No Quadro 4, encontram-se as médias das medidas de dissimilaridade calculadas
a partir do somatério de 64 pares. A ordem da magnitude de dissimilaridade dos
individuos difere entre os trés grupos de caracteres. Considerando-se apenas o 1° e 2°
individuo de maior magnitude de cada grupo, € possivel notar que as sequéncias foram
contrastantes. Nos caracteres continuos, os individuos 22 e 24 apresentaram as maximas
médias (1° e 2°), no entanto esses mesmos individuos tiveram consideravel mudanca de
sua magnitude para os caracteres multicategoricos (49° e 6°) e molecular (56° e 44°). Nos
caracteres multicategdricos a diferenca foi menor, pois os individuos 5 e 15 (1° e 29)
alteraram-se para a 2° e 20° posicdo (molecular) e 24° e 25° (multicategoricos). Essa
menor diferenca dos multicategéricos em relacdo ao molecular pode ser um indicio de

maior correlacdo entre esses dois grupos de caracteres.
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Quadro2- Pares de
dissmilaridade dos caracteres continuos, multicategoricos, moleculares e
dos dados da matriz soma cal culadas com base na distéancia de Mahalanobis
(D?), indice de dissimilaridade dos dados bindrios (D) e complemento
aritmético de Nei e Li (d)

individuos que obtiveram valores extremos de maior

Ord Continuo M ulticateg6ricos Moleculares Matriz soma
Indiv Popu- D? Indiv Popu- D Indiv Popu- d Indiv Popu- d’
lacBes lacBes lacBes lacdes
1 42x22 1-2 1036,62 5x21 1-2 8 54x41 4-1 0,5185 24x41 2-1 18,63
2 41x22 1-2 957,58 5x28 1-2 8 54x5 4-1 0,5087 8x24 2-1 1836
3 2x22 1-2 919,65 5x30 1-3 8 54x31 4-3 0,4909 41x54 1-4 1823
4 42x24 1-2 896,23 5x31 1-3 8 8x9 1-1 04782 37x41 3-1 1817
5 48x22 2-2 859,07 5x33 1-3 8 39x13 3-1 0,4756 22x41 2-1 1812
6 7x22 1-2 847,95 5x32 1-3 8 5x57 1-4 04717 5x54 1-4 18,02
7 41x24 1-2 847,06 5x37 1-3 8 39x5 3-1 0,4626 5x39 1-3 18,00
8 42x37 1-3 83372 5x39 1-3 8 39x8 3-1 04623 5x37 1-3 17,99
9 17x22 1-2 822,32 5x43 1-2 8 39x42 3-1 0,4609 39x42 3-1 17,60
10 3x22 1-2 819,58 5x50 1-3 8 5x23 1-2 0,4587 1x37 1-3 17,52
11 47x22 2-2 815,62 5x51 1-3 8 8x50 1-3 04576 33x41 3-1 1751
12 8x22 1-1 814,78 5x44 1-3 8 39x9 3-1 04570 33x5 3-1 17,50
13 42x33 1-3 791,81 5x53 1-3 8 8x30 1-3 0,4560 13x24 1-2 17,19
14 3x24 1-2 788,61 5x61 1-4 8 39x1 3-1 04545 31x41 3-1 17,09
15 51x22 3-2 781,00 5x62 1-4 8 8x44 1-2 04517 1x24 1-2 17,08
16 41x37 1-3 766,61 5x63 1-4 8 9x44 1-2 04516 17x24 1-2 17,08
17 5x22 1-2 75857 15x251-2 8 36x41 3-1 04515 5x22 1-2 17,06
18 45x22 2-2 752,90 15x26 1-2 8 9x41 1-1 04502 17x37 1-3 16,87
19 11x22 1-2 750,31 15x38 1-3 8 6x54 1-4 0,4482 17x22 1-2 1681
20 11x21 1-2 750,31 15x57 1-4 8 11x56 1-4 0,4489 1x22 1-2 16,79

Quadro 3 — Pares de individuos que obtiveram valores extremos de menor dissimilaridade dos
caracteres continuos, multicategéricos, molecular e dos dados da matriz soma
calculadas com base na distancia de Mahalanobis (D?), indice de dissimilaridade
dos dados binérios (D) e complemento aritmético de Nei e Li (d)

Ord Continuos M ulticateg6ricos Molecular Matriz soma
Indiv Popu- D? Indiv Popu- D Indiv Popu- d Indiv Popu- d’
lacBes lacBes lacBes lacBes
1 64x54 4-4 442 30x32 3-3 0 47x48 2-2 0,0277 47x48 2-2 0,65
2 4x16 1-1 6,69 47x48 2-2 0 25x26 2-2 0,0310 30x32 3-3 124
3 50x49 3-3 8,00 54x55 4-4 0 59x 60 4-4 0,0320 59x60 4-4 141
4 59x60 4-4 941 25x20 2-2 1 10x12 1-1 0,0531 25x26 2-2 159
5 34x35 3-3 956 25x26 2-2 1 30x32 3-3 0,0556 49x50 3-3 2,07
6 30x32 3-3 965 25x47 2-2 1 49x50 3-3 0,0638 54x55 4-4 229
7 2x15 1-1 991 25x48 2-2 1 34x35 3-3 0,0732 34x35 3-3 296
8 47x48 2-2 1084 25x57 2-4 1 22x24 2-2 0,0965 55x64 4-4 3,07
9 4x11 1-1 11,36 43x21 2-2 1 54x 55 4-4 0,1045 10x12 1-1 334
10 31x37 3-3 132 43x30 2-2 1 55x 64 4-4 0,1088 22x24 2-2 349
11 54x55 4-4 1341 2x27 2-2 1 20x47 2-2 0,1137 20x47 2-2 4,01
12 9x40 1-3 14,72 4x41 1-1 1 20x48 2-2 0,1181 31x37 3-3 4,02
13 55x64 4-4 1539 17x41 1-1 1 31x37 3-3 0,1225 48x20 2-2 411
14 28x56 2-4 1539 64x54 2-2 1 5x41 1-1 0,1705 54x64 4-4 4,65
15 56x58 4-4 1570 49x50 3-3 1 62x 63 4-4 0,1808 62x63 4-4 536
16 18x38 2-3 16,20 59x60 4-4 1 64x54 4-4 0,1875 58x60 4-4 643
17 22x24 2-2 16,69 55x64 4-4 1 54x 61 4-4 0,2063 60x62 4-4 643
18 13x14 1-1 1691 10x3 1-1 1 59x 62 4-4 0,2088 62x64 4-4 6,78
19 4x1 1-1 1771 40x7 3-1 1 53x54 3-4 0,2121 25x20 2-2 6,90
20 60x63 4-4 1857 2x13 1-1 1 60x62 4-4 0,2137 52x53 4-4 7,01
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Quadro 4 — Médias das medidas de dissimilaridade dos individuos avaliados pelos caracteres continuos (D?
ma), Multicategoricos (D ng), molecular (d q) e dados da matriz soma (d' ), com base nas
distancias obtidas pelo coeficiente de Mahalanobis (D?) e indice de dissimilaridade dos dados
binarios (D) e complemento aritmético de Nel e Li (d), em 64 individuos de féfia

Continuos Multicategoricos Moleculares Matriz soma
D’ Indiv Pop Dm¢ Indiv  Pop d md Indiv  Pop d m Indiv  Pop
1 476,95 22 2 630 5 1 0,3991 8 1 13,68 5 1
2 403,29 24 2 539 15 1 0,3898 5 1 13,01 24 2
3 357,09 37 3 520 63 4 0,3884 11 1 12,94 41 1
4 321,08 33 3 519 14 1 0,3850 39 3 12,79 37 3
5 310,36 42 1 506 9 1 0,3821 13 1 12,73 8 1
6 286,31 55 4 506 24 2 0,3817 9 1 12,66 39 3
7 282,97 31 3 500 36 3 0,3810 1 1 12,64 42 1
8 267,29 39 3 4,98 59 4 0,3690 44 2 12,59 22 2
9 26321 3 1 495 6 1 0,3609 11 1 12,44 3 1
10 24397 41 1 494 18 2 0,3569 3 1 12,34 1 1
11 228,49 46 2 491 57 4 0,3563 42 1 12,25 9 1
12 226,50 48 2 484 2 1 0,3560 16 1 12,24 13 1
13 222,57 17 1 483 10 1 0,3529 23 2 12,20 31 3
14 220,88 64 4 478 1 1 0,3492 17 1 12,18 33 3
15 220,75 54 4 475 16 1 0,3484 51 3 12,13 15 1
16 21534 7 1 473 3 1 0,3478 56 4 11,99 17 1
17 213,95 47 2 470 17 1 0,3469 10 1 11,94 14 1
18 206,13 27 2 4,70 29 2 0,3469 37 3 11,77 54 4
19 19669 8 1 470 54 4 0,3465 40 3 11,71 55 4
20 189,59 36 3 470 55 4 0,3461 15 1 11,71 36 3
21 188,07 18 2 469 41 1 0,3459 63 4 11,70 44 2
22 184,73 44 2 467 37 3 0,3456 38 3 11,68 16 1
23 18394 51 3 4,66 19 2 0,3440 30 3 11,63 10 1
24 18378 5 1 463 31 3 0,3439 14 1 11,62 2 1
25 18320 15 1 463 61 4 0,3433 31 3 11,59 63 4
26 181,50 14 1 461 42 1 0,3429 32 3 11,56 11 1
27 179,75 2 1 459 13 1 0,3420 12 1 11,52 7 1
28 172,76 29 2 459 23 2 0,3409 45 2 11,49 51 3
29 168,84 43 2 459 38 3 0,3402 2 1 11,47 23 2
30 168,13 61 4 455 7 1 0,3395 6 1 11,46 6 1
31 166,59 13 1 455 64 4 0,3393 54 4 11,42 18 2
32 166,24 45 2 452 33 3 0,3389 19 2 11,31 38 3
33 166,19 11 1 452 62 4 0,3384 35 3 11,29 57 4
34 165,34 26 2 450 8 1 0,3380 57 4 11,19 19 2
35 16510 1 1 4,48 60 4 0,3368 36 3 11,18 61 4
36 161,42 10 1 447 12 1 0,3361 4 1 11,18 12 1
37 148,16 16 1 4,47 35 3 0,3353 43 2 11,14 45 2
38 148,11 30 3 444 4 1 0,3343 7 1 11,13 29 2
39 14656 6 1 4,41 20 2 0,3342 33 3 11,10 35 3
40 146,04 12 1 436 51 3 0,3338 49 3 11,07 64 4
41 14563 34 3 433 26 2 0,3332 52 3 11,01 27 2
42 14538 35 3 428 34 3 0,3323 20 2 10,99 4 1
43 143,88 32 3 4,27 58 4 0,3310 27 2 10,93 56 4
44 142,22 23 2 425 11 1 0,3304 24 2 10,86 20 2
45 142,09 50 3 425 45 2 0,3302 28 2 10,84 48 2
46 141,49 38 3 419 56 4 0,3300 61 4 10,84 40 3
47 141,29 49 3 416 39 3 0,3299 50 3 10,82 59 4
48 13836 4 1 414 25 2 0,3263 25 2 10,80 26 2
49 138,15 19 2 411 22 2 0,3261 48 2 10,71 30 3
50 136,60 53 3 411 46 2 0,3251 18 2 10,71 49 3
51 136,04 25 2 411 52 3 0,3246 53 3 10,66 46 2
52 135,18 20 2 4,08 49 3 0,3239 29 2 10,66 32 3
53 130,66 21 2 4,03 44 2 0,3227 26 2 10,64 43 2
54 130,59 57 4 398 27 2 0,3203 34 3 10,59 34 3
55 130,03 40 3 3,98 40 3 0,3191 21 2 10,57 50 3
56 124,45 28 2 3,98 50 3 0,3184 22 2 10,56 25 2
57 121,33 59 4 398 53 3 0,3165 55 4 10,54 47 2
58 11990 9 1 397 28 2 0,3157 47 2 10,50 52 3
59 11855 63 4 3,69 30 3 0,3156 59 4 10,46 28 2
60 117,63 56 4 3,69 32 3 0,3154 62 4 10,42 60 4
61 116,38 60 4 3,69 47 2 0,3142 60 4 10,42 53 3
62 11551 58 4 3,69 48 2 0,3125 58 4 10,40 62 4
63 107,39 62 4 3,66 43 2 0,3110 64 4 10,23 58 4
64 106,33 52 3 363 21 2 0,3034 46 2 10,03 21 2
Md geral 166,215 4,52 0,3408 11,42

D? medida de dissimilaridade cal culada com base na distancia de Mahalanobis.

D: medida de dissimilaridade cal culada com base no indice de dissimilaridade dos dados binarios.

d: medida de dissimilaridade cal culada com base no complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li.

d': medida de dissimilaridade calculada com base na soma padronizada das matrizes de dissimilaridade dos caracteres continuos,
multicategdricos e molecular.
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A matriz soma reuniu as informagdes das medidas de dissimilaridade padronizadas
dos trés grupos de caracteres, permitindo fazer inferéncias sobre a avaliacdo conjunta e
pertinente a todos os caracteres. Os resultados demonstraram que os pares 24 x 41 e 47 X
48 obtiveram a maxima e minima dissimilaridades, respectivamente (Quadros 2 e 3). A
populacdo 1 foi predominante naformagao dos pares de maior distancia, sendo o individuo
41 mais fregiiente. Os individuos 5 e 24 apresentaram as maiores médias das medidas de
dissmilaridade (Quadro 4). Portanto, tais individuos sdo indispensaveis na colecéo de
germoplasma. Os 20 pares de menor dissimilaridade (Quadro 3) foram praticamente
concordantes entre 0s grupos dos caracteres fenotipicos, com excecéo dos pares 58 x 60 e
52 x 53.

As medidas de dissimilaridade estimadas pelos dados da matriz soma (Quadro 5)
relne informacdes dos caracteres fenotipicos e moleculares dos individuos que
apresentaram maiores médias de teor de [-ecdisona (20E) e matéria seca da raiz (MSR),
para um possivel critério de selecdo dos genitores no melhoramento da espécie. A menor
dissimilaridade estimada entre os individuos 12 x 06 indica que essa combinacdo pode
reunir os aelos de interesse em seus descendentes e reduzir o tempo de geracOes
necessarias para desenvolvimento da variedade. E importante ressaltar que nessa andlise, a
parcela de variagdo ambiental pode ter sido amenizada com a inclusdo dos dados do
marcador molecular na matriz soma.

Quadro 5 — Medidas de dissimilaridade calculadas com base nas distancias dos dados da
matriz soma entre pares de individuos de fafia (Pfaffia glomerata) que

obtiveram maiores médias dos caracteres producdo de [J-ecdisona (20E) e
matériasecadaraiz (MSR)

Individuo Individuo — Producéo de 20E (%)

M SR (g) 03 (0,7493) 12 (0,7485) 42 (0,7461) 05 (0,7461)
33(326,21) 16,11 12,88 16,77 17,51
39 (255,75) 14,57 13,69 17,60 18,00
06 (230,75) 10,19 8,64 13,12 11,47
40 (219,27) 10,55 11,99 12,40 12,87

3.2. Dissimilaridade das populacdes

Os resultados do estudo da diversidade genética entre e dentro das quatro
populagbes demonstraram padroes de dissimilaridade distintos nos trés grupos. A
populacdo 1 apresentou maior dissimilaridade no estudo dos caracteres multicategoricos
(0,4898) e molecular (0,3477), sendo as diferencas muito baixas nos caracteres
multicategdricos (0,0125 - 0,0275) (Quadro 6). Em relacdo aos caracteres continuos, a
populacdo 2 demonstrou maior dissimilaridade (0,5898).
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Nos resultados para avaliagdo das disténcias entre as populagdes (Quadro 7),
observou-se consenso nos caracteres fenotipicos, 0s quais apresentaram maiores
dissmilaridades na combinacdo entre as populagcbes 1 e 4 (0,6776 e 0,7249,
respectivamente, caracteres continuos e multicategoricos). Os caracteres moleculares ndo
apresentaram valores significativos para diferenciar uma combinacdo de maxima
dissimilaridade, pois os valores foram proximos nos trés pares de maior vaor (0,3677,
0,3706 e 0,3771,) e envolveram a populagdo 1. A baixa variagdo dos marcadores RAPD
em relacdo aos caracteres fenotipicos pode estar relacionada pela auséncia dos efeitos
ambientais. Apesar dos diferentes resultados, € possivel concluir que a populacdo 1
estabeleceu maior distncia genética entre as demais popul agdes, sendo sua preservacao in
situ ou ex situ indispensavel.

A plasticidade fenotipica € uma resposta do gendtipo as variagdes do ambiente de
origem genética, e 0s gendtipos apresentam diferentes niveis de resposta (PIGLIUCCI,
1997, citado por LEHMANN e REBELE, 2005). Portanto, considerando esse mecanismo
gue relaciona as magnitudes de variagdes de origem ambiental ao controle genético
(JASIENSKI et al., 1997), pode-se sugerir que a divergéncia foi maior entre as popul agdes
(Quadros 6 e 7) nos caracteres fenotipicos e moleculares, o que indica que novas
populacdes podem ser encontradas na mesma regido, com o intuito de aumentar a
diversidade da colecéo.

Quadro 6 — Valores das medidas de dissimilaridade das populacbes com base no indice do

complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li, caculadas a partir de
dados binarios dos caracteres continuos, multicategéricos e moleculares

Populacéo Dissimilaridade dos car acter es
Continuos M ulticateg6ricos M olecular es
1 (Rio lvai) 0,3802 0,4898 0,3477
2 (Ilhado Mineiro) 0,5898 0,4673 0,3024
3 (Baitapor &) 0,3971 0,4489 0,3274
4 (VilaAlta) 0,4194 0,4773 0,2704

Quadro 7 - Valores das medidas de dissimilaridade entre populactes com base no indice do
complemento aritmético do coeficiente de Nei e Li, calculados a partir dos
valores de dados bindrios dos caracteres continuos, multicategoricos e

moleculares

Populacéo Dissimilaridade dos car acteres

P x P Continuos M ulticateg6ricos M olecular es
1x2 0,6403 0,6407 0,3706
1x3 0,5417 0,6410 0,3771
1x4 0,6776 0,7249 0,3677
2x3 0,5312 0,4917 0,3366
2x4 0,5635 0,5239 0,3235
3x4 0,5459 0,5728 0,3345

PeP': populagdes; 1 - rio lvai; 2 - Ilhado Mineiro; 3 - Baitaporg; P4 - VilaAlta
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3.3. Agrupamento dos individuos e populacdes pelos métodos de Tocher e UPGMA

O método de Tocher forma grupos de similaridade, inicialmente a partir do par de
gendtipos de maior similaridade. Outros genétipos serdo incluidos no mesmo grupo até que a
disténcia média dentro do grupo ndo seja superior a disténcia entre os demais grupos (CRUZ e
CARNEIRO, 2003). Portanto, os grupos maiores, formados por grande nimero de gendtipos,
geralmente agrupam 0s pares que apresentam menores distancias, uma vez que o tamanho do
grupo é delimitado pela disténcia média dos pares de individuos.

Na avaliagdo dos 64 individuos, 0 método de otimizacdo de Tocher apresentou uma
distribuicdo semelhante nos caracteres continuos, moleculares e nos dados da matriz soma
(Quadros 8 e 9). O primeiro grupo incluiu grande nimero de individuos e, em nenhum deles
foi observado individuos da populagcdo 1 (Quadro 9). Nos caracteres multicategoricos o0s
grupos foram menores e em maior nimero. Os individuos das populacdes 4 e 2 apresentaram
tendéncias de agrupamentos para 0s caracteres continuos e moleculares. Os individuos da
populacdo 4 concentraram-se no grupo 1 dos caracteres continuos (81%) e dos dados da matriz
soma (72%) enquanto a populagcdo 2, se concentrou no grupo 1 dos caracteres moleculares
(85%). Esses resultados sugerem que os individuos da populacdo 4 apresentam
predominantemente, baixa dissimilaridade nos caracteres continuos, ao passo que naqueles da
populacéo 2 ha predominio de baixa dissimilaridade nos caracteres moleculares. Os individuos
da populagdo 1 formaram grupos exclusivos em todos os tipos de caracteres, evidenciando sua
consideravel dissimilaridade em relacdo as demais popul agles e grupos de caracteres.

O agrupamento das populacbes no estudo da diversidade avaliado pelos caracteres
continuos formou trés grupos (Quadro 10). As populacdes 1 e 4 foram incluidas isoladamente
em grupos distintos, ressaltando-se que estes originam os pares de individuos com as maiores
medidas de dissimilaridade. As populagdes 2 e 3 foram incluidas no mesmo grupo, embora a
populacéo 2 tenha apresentada maior dissimilaridade entre seus individuos. O agrupamento
dos caracteres multicategéricos e moleculares apresentaram a mesma distribuicdo, sendo
formado um grupo incluindo as populagdes 2, 3 e 4 e outro, exclusivamente pela populagéo 1.

No método de agrupamento hierarquico UPGMA, os individuos ou populacfes sdo
agrupados com base nas médias aritméticas das medidas de dissimilaridade. A representacdo
grafica de suas distancias pelo comprimento das barras horizontais e as ramificacbes no
dendrograma permitem uma répida visualizacdo da magnitude das distancias e aproximagao
dos individuos. No entanto, os critérios de delimitacdo dos grupos nos niveis de

dissimilaridade séo pouco arbitrarios, podendo o pesquisador determinar aformacdo de grupos
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grandes e seus subgrupos ou grupos menores, conforme a facilidade de interpretacéo dos
resultados do dendrograma.

No dendrograma dos caracteres continuos foi possivel visualizar um perfil de
agrupamento a partir de 10 grupos (Figura 1), enquanto nos caracteres multicategoricos,
moleculares e dados da matriz soma foram necessérios 13, 17 e 14 grupos, respectivamente.
As interpretacbes que evidenciam 0S grupos podem estar associadas ao nivel de
dissmilaridade dos individuos ou aos critérios utilizados na delimitacdo do tamanho dos

grupos.

Quadro 8 — Agrupamento de 64 individuos de fé&fia pelo método de otimizacdo de Tocher com
base nas distancias generalizada de Mahalanobis (D?), indice de dissimilaridade
dos dados binarios (D) e complemento aritmético de Nei e Li (d), mediante
avaliacdo dos caracteres continuos, multicategdricos, molecular e matriz soma

Continuos M ulticateg6ricos Molecular Matriz soma
1 54 64 55 61 53 38 30 32 43 51 21 47 48 20 46 55 64 47 48 20 25
2918 31 30 43 27 4748 11 25 27 22 54 58 61 59 60 62 26 60 59 58
59 21 62 57 58 32 53 20 58 57 21 25 26 18 27 57 62 21 64
60 52 29 24 22 50 49 53 43 18 46 3R
28 52 34 36 45 43 30 27 53 55
35 33 54 28 52
2 4 16 11 1 5 45 8 54 55 64 62 26 10 12 6 7 2 15 14 49 50 61 56
41 25 13 14 2 15 60 59 3 63
10 20 50 51 9 28
44 63 47 7 48 56
3 34 35 23 49 40 6 1 41 417 27 13 30 32 38 4 34 35 29 40 7
12 40 9 4
4 22 24 37 3 10 16 12 42 31 37 40 10 12 16 3 6
3 42 17 18 57 5 41 42 11 22 24
6 33 46 37 50 49 31 8 56 56 63 31 37 33 38
61 52 28 44
7 39 19 29 35 3# 16 17 5 41
8 36 23 45 38 19 1 2 17 15 13
9
9 19 39 46 23 23 45
10 26 06 44 11 42
11 15 51 8 14
12 33 9 19
13 24 1 44
14 63 8 51
15 14 13 36
16 36 39 39
17 5
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Quadro 9 — Descri¢ao dos individuos agrupados pelo método de otimizagdo de Tocher com base nas distancias de
Mahalanobis (D?), indice de dissimilaridade dos dados binério (D ) e complemento aritmético de Nei e
Li (d), para os caracteres continuo, multicategéricos, molecular e dados da matriz soma, especificando
as respectivas populagdes de origem (Pop), ordem dentro do grupo (Ord) e dissimilaridade média (D
(md)) €M 64 individuos de féfia (Indiv)

Continuos

M ulticategéricos

Molecular

Matriz Soma

GruDOSIndiv Pop Ord D?(mg Grupos Indiv Pop Ord D GruDOSIndiv Pop Ord dma GruDOSIndiv Pop Ord d' g
1 54 4 1 220,75 1 30 3 1 3,75 1 47 2 1 0,3157 1 47 2 1 1054
1 64 4 2 220,88 1 32 3 2 375 1 48 2 2 03261 1 48 2 2 1084
1 5 4 3 286,31 1 443 2 3 371 1 20 2 3 0,3323 1 20 2 3 10,86
1 61 4 4 168,13 1 51 3 4 4,43 1 46 2 40,3034 1 25 2 4 10,56
1 53 3 5 136,60 1 21 2 5 3,68 1 5 4 5 0,3165 1 26 2 5 10,80
1 38 3 6 141,49 1 47 2 6 375 1 64 4 6 0311 1 60 4 6 1042
1 29 2 7 172,76 1 48 2 7 3,75 1 54 4 7 0,3393 1 59 4 7 10,82
1 8 2 8 188,07 1 1 1 8 432 1 58 4 8 0,3125 1 58 4 8 10,23
1 31 3 9 28297 1 25 2 9 421 1 61 4 9 033 1 57 4 9 11,29
1 30 3 10 148,11 1 27 2 10 4,05 1 59 4 10 0,3156 1 62 4 10 10,40
1 43 2 11 168,84 1 22 2 11 417 1 60 4 11 0,3142 1 21 2 11 10,03
1 27 2 12 206,13 1 53 3 12 4,05 1 62 4 12 0,3154 1 64 4 12 11,07
1 59 4 13 121,33 1 20 2 13 448 1 57 4 13 0,338 1 43 2 13 10,64
1 21 2 14 130,66 1 58 4 (14 433 1 21 2 14 0,3191 1 18 2 14 11,42
1 62 4 15 107,39 2 54 4 1 478 1 25 2 15 0,3263 1 46 2 15 10,66
1 57 4 16 130,59 2 5 4 2 478 1 26 2 16 0,3227 1 32 3 16 10,66
1 58 4 17 115,551 2 64 4 3 4,62 1 18 2 17 0,3251 1 30 3 17 10,71
1 32 3 18 143,88 2 62 4 4 459 1 27 2 18 0,331 1 27 2 18 11,01
1 60 4 19 116,38 2 26 2 5 440 1 29 2 19 03239 1 53 3 19 1042
1 52 3 (20) 106,33 2 60 4 6 4,56 1 24 2 20 0,3304 1 5 4 20 11,71
2 4 1 1 138,36 2 59 4 (7) 5,06 1 22 2 21 0,3184 1 54 4 21 11,77
2 6 1 2 148,16 3 1 1 1 486 1 50 3 22 0,3299 1 28 2 22 1046
2 1 1 3 166,19 3 4 1 2 476 1 49 3 23 0,3338 1 52 3 (23) 10,50
2 1 1 4 165,10 3 4 1 3 451 1 53 3 24 0,3246 2 49 3 1 10,71
2 5 1 5 183,78 3 17 1 4 4,78 1 28 2 25 0,3302 2 50 3 2 1057
2 45 2 6 166,24 3 2 1 5 492 1 52 3 26 0,3332 2 61 4 3 11,18
2 8 1 7 196,69 3 7 1 6 4,62 1 34 3 27 0,3203 2 56 4 4 10,93
2 41 1 8 243,97 3 13 1 7 467 1 36 3 28 0,3368 2 63 4 (5 11,59
2 25 2 9 136,04 3 40 3 8 4,05 1 45 2 29 0,3409 3 34 3 1 10,59
2 13 1 10 166,59 3 9 1 (9 514 1 43 2 30 0,3353 3 35 3 2 11,10
2 14 1 11 18150 4 3 1 1 481 1 35 3 31 03384 3 29 2 3 11,13
2 2 1 12 179,75 4 10 1 2 49 1 33 3 (32 0,3342 3 40 3 4 1084
2 15 1 13 18320 4 6 1 3 483 2 10 1 1 0,3469 3 7 1 5 11,52
2 10 1 14 161,42 4 12 1 4 454 2 12 1 2 0,342 3 4 1 (6) 10,99
2 20 2 15 135,18 4 42 1 (5) 4,68 2 6 1 3 0,3395 4 10 1 1 11,63
2 50 3 16 142,09 5 8 2 1 502 2 7 1 4 0,3343 4 122 1 2 11,18
2 51 3 17 18394 5 57 4 2 498 2 2 1 5 0,3402 4 6 1 3 11,68
2 9 1 18 119,90 6 37 3 1 4,75 2 15 1 6 0,3461 4 3 1 4 1244
2 28 2 19 12445 6 50 3 2 405 2 14 1 7 0,3439 4 6 1 (5 1146
2 4 2 20 184,73 6 49 3 3 414 2 3 1 (8 03569 5 2 2 1 1259
2 63 4 21 11855 6 31 3 4 4,70 3 30 3 1 034 5 24 2 (20 13,01
2 47 2 22 21395 6 8 1 5 457 3 32 3 20,3429 6 31 3 1 12,20
2 7 1 23 21534 6 56 4 6 425 3 38 3 3 0,3456 6 37 3 2 12,79
2 448 2 24 226,50 6 61 4 7 470 3 4 1 (4 03361 6 33 3 3 12,18
2 56 4 (25 117,63 6 52 3 8 417 4 31 3 1 03433 6 33 3 (4 1131
3 34 3 1 14563 6 28 2 9 4,03 4 37 3 20,3469 7 5 1 1 1368
3 3 3 2 14538 6 4 2 (10) 410 4 40 3 (3 03465 7 41 1 (2) 12,94
3 23 2 3 142,22 7 19 2 1 4,73 5 5 1 1 0,3898 8 1 1 1 1234
3 49 3 4 141,29 7 29 2 2 4,78 5 41 1 2 03834 8 2 1 2 11,62
3 40 3 5 130,03 7 35 3 3 454 5 2 1 3 0,3563 8 7 1 3 11,99
3 6 1 6 146,56 7 34 3 (4 435 5 11 1 (3 03609 8 5 1 4 12,13
3 12 1 (7) 146,04 8 23 2 1 4,67 6 56 4 1 0,3478 8 13 1 5 1224
4 22 2 1 476,95 8 45 2 2 432 6 63 4 (2) 0,3459 8 9 1 (6) 12,25
4 24 2 2 403,29 8 38 3 (3 467 7 16 1 1 0,356 9 23 2 1 1147
4 37 3 (3) 357,09 9 39 3 1 422 7 17 1 (2 03492 9 45 2 (2 1114
5 3 1 1 26321 9 46 2 (2 417 8 19 2 (1) 0339 10 11 1 1 1156
5 2 1 2 310,36 10 6 1 (1 503 9 23 2 (1) 03529 10 42 1 (2 1264
5 17 1 (3 22257 11 15 1 (1) 548 10 44 2 (1) 0369 11 8 1 1 1273
6 33 3 1 321,08 12 33 3 (1) 459 11 51 3 (1) 03484 11 14 1 (2) 11,94
6 46 2 (2) 22849 13 24 2 (1) 514 2 9 1 (1 03817 12 19 2 (1) 1119
7 39 3 (1) 267,29 14 63 4 (1) 529 13 1 1 (1) 0381 13 4 2 (1) 113,70
8 3 3 (1) 18959 15 14 1 (1) 527 4 8 1 (1) 03991 14 51 3 (1) 11,49
9 19 2 (1) 13815 16 36 3 (1) 508 15 13 1 (1) 03821 15 36 3 (1) 1171
10 26 2 (1) 16534 17 5 1 (1) 640 16 39 3 (1) 0385 16 39 3 (1) 1266
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Figural - Dendrograma da andlise de agrupamento pelo método hierdrquico UPGMA, com
base na soma de matrizes padronizadas dos caracteres continuos,
multicatergérios e molecular, avaliados em 64 individuos de fé&fia. Populagdes:
A - populacdo 1, rio lvai; B - populagdo 2; Ilha do Mineiro; C - populagéo 3,
Baitaporg; D - populacdo 4,VilaAlta.
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Quadro 10 — Agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher com base nas distancias
obtidas pelo indice de dissimilaridade de Nei e Li, mediante avaliacdo dos
caracteres continuos, multicategoricos e molecular de quatro populacdes de

féfia
Grupos Caracteres
Continuos M ulticateg6ricos moleculares
23 234 2 4 3
2 4 1 1
3 1

3.4. Correlacéo entre as matrizes de dissimilaridade

A estatistica de Mantel (teste-Z) foi utilizada para verificar a correlagcéo entre as
matrizes de dissimilaridades obtidas dos grupos de caracteres continuos, multicategoricos,
molecular e dos dados da matriz soma. Os resultados, embora tenham sido significativos (p
< 0,01), apresentaram baixa correlacdo entre os caracteres fenotipicos e molecular (Quadro
11). No entanto, os caracteres multicategéricos demonstraram maior correlacéo (0,2816)
em relagdo aos caracteres continuos (0,1377). A baixa correlagdo entre os caracteres
continuos e multicategdricos (0,1521) também sugerem que a expressdo de seus fendtipos
apresenta mecanismos e importancias distintas 0 que ndo favorece uma andlise conjunta
destes grupos de caracteres. Observaram-se 0s maiores niveis de correlacdo envolvendo a
matriz soma (Quadro 11), sendo os resultados esperados, uma vez que a matriz € obtida a
partir dos dados padronizados das medidas de dissimilaridade dos trés grupos de
caracteres.

Para adotar um critério de selecdo dos caracteres nos estudos da diversidade
genética sera indispensavel considerar os objetivos mais relevantes do estudo. No caso de
avaiar a diversidade apenas no aspecto quantitativo, independentemente de quais variaveis
seriam predominantes, o uso exclusivo de marcadores RAPD pode indicar resultados com
certo nivel de confiabilidade e praticidade, sendo, entéo, recomendavel nos casos de estudo
de diversidade sem interesse especifico das varidveis no curto prazo, como nos trabahos
para valoracdo do patriménio genético. No caso em que o interesse esta definido para
algum tipo de carder, podem-se utilizar os caracteres fenotipicos conforme a

particularidade da varidvel ou associar aos marcadores previamente estudados.
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Quadro 11 — Correlacéo entre as matrizes de dissimilaridade dos caracteres continuos (d cont),
multicategoricos (d mca), molecular (d o) € dados da matriz soma (d soma)

Matriz d cont d Mcat d Mol d soma
d cont 1 0,1521 ** 0,1377** 0,6337 *
d categ 1 0,2816 ** 0,7044 *
d mol 1 0,6973 "
d soma 1

9 e ™ : ggnificativo a1 e 5 % de probabilidade pelo teste de Mantel, baseado em 5.000 simulagdes.
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4. CONCLUSOES

Os dados experimentais permitem concluir que:

As correlagbes entre os caracteres fenotipicos e moleculares foram baixas,
significando que os marcadores RAPD néo representaram, especificamente, as magnitudes
das varidvei s fenotipicas continuas e multicategoricas avaliadas.

Estudos comparativos da variabilidade genética no aspecto quantitativo entre as
populacdes podem adequar-se facilmente ao uso de marcadores RAPD mediante avaliagéo
prévia e selecdo dos oligonucl eotideos informativos.

Estudos da diversidade das varidvels dos caracteres continuos de interesse, como
producdo de [J-ecdisona e matéria seca da raiz, ndo foram favoraveis pelo uso exclusivo de
marcadores RAPD, sendo recomendada a andlise individual das variaveis continuas ou
associ adas a determinados marcadores RAPD.

A avdiacdo da diversidade apenas pelos marcadores RAPD pode fornecer
estimativas que quantificam aleatoriamente a diversidade entre individuos e populacdes a
curto prazo.

O uso combinado de marcadores RAPD e caracteres fenotipicos pode reunir
gendtipos promissores na colecdo pela identificacdo dos individuos mais divergentes, que
apresentam alta plasticidade fenotipica.
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CONCLUSOES GERAIS

A avaliacdo da diversidade genética das populacdes de féfia [Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen] amostradas na regido da bacia do rio Parand com base nas
caracteristicas fenotipicas e moleculares avaliadas, permitiu as seguintes conclusdes:

- A populacdo 1 apresentou os maiores indices de dissimilaridade nas avaliacdes
entre as populacdes destacando-se, também, pela maior média no teor de [I-ecdisona
(0,61%), coerentemente com a sua localizacdo em &area de intenso extrativismo e
modificacdo da vegetacdo local. Portanto, sua preservacdo in Situ e ex Situ torna-se
prioritaria.

- Osindividuos 05, 06 e 12 demonstraram alto potencial parainclusao nos trabalhos
de melhoramento vegetal, uma vez que relinem caracteres relacionados ao ato teor de -
ecdisona e relativa producéo de raizes.

- A técnica molecular RAPD permitiu a obtencdo de fragmentos polimorficos em
guantidade e qualidade suficientes para analisar a diversidade genética de 64 individuos de
féfia, verificadas pela reprodutibilidade e repetibilidade do padréo de bandas.

- As correlacBes entre os caracteres fenotipicos e moleculares foram baixas,
indicando gue os marcadores RAPD n&o representaram, especificamente, as magnitudes
das variaveis fenotipicas continuas e multicategéricas avaliadas. Os niveis de
dissmilaridade obtidos para cada populacdo foram diferentes, conforme os caracteres
utilizados.

- O uso combinado de marcadores RAPD e caracteres fenotipicos podem reunir
gendtipos promissores na colecdo pela identificacdo dos individuos mais divergentes e que

apresentam alta plasticidade fenotipica.
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- O uso exclusivo de marcador RAPD, em substituicdo aos caracteres fenotipicos,
pode ser uma escolha favoravel sob alguns aspectos, notadamente quando objetiva-se
apenas quantificar a diversidade e ndo se dispde de tempo e recursos para visitas frequentes
ao local de avaliagéo.

- O agrupamento das populagdes 2, 3 e 4 no mesmo grupo de similaridade pelo
método de otimizagdo de Tocher e método hierdrquico UPGMA foi concordante com os
aspectos fitogeograficos correlacionados ao curso atual do rio Parana que, supostamente,
indica origem distinta dos genétipos que comp&em a populagéo 1.

- A populacdo 4 demonstrou menor magnitude de dissimilaridade entre seus
individuos, no entanto é necessario rever os critérios de coleta relacionados ao tamanho da
amostra e distancia entre os individuos, para, de fato, mencionar a baixa variabilidade
existente no seu local de coleta (VilaAlta-PR, Parque Nacional de Ilha Grande).
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Data: HMethod : AM22G . HB1 Ch=1
Chrom:AMZ22G.C A1 Back chrom:
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Apéndice 1a — Cromatograma do extrato metandlico do acesso 12, analisado por CLAE,
utilizando coluna Bomdesil C 18 (5,0 Om x 4,6 mm x 250 mm); fase
movel metanol (100%) e leituraem O = 245 nm.

Data1:AM22G.DE1 Data2:PAD188_H.DB1
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Apéndice 1b — Cromatograma do extrato metandlico do individuo 12 e do padréo [-
ecdisona (100 mg/L), analisado por CLAE, utilizando coluna Bomdesil C
18 (5,0 Om x 4,6 mm x 250 mm); fase mével metanol (100%) e leitura
em [ = 245 nm.
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Apéndice 2 — Valores das medidas de dissimilaridade entre pares de individuos de f&fia avaliados pelos caracteres
continuos (acima do corte diagonal), com base na distancia Mahalanobis (D?) e marcadores RAPD
(abaixo da diagonal), com base no indice do complemento aritmético de Nei e Li, em 64 individuos

deféfia
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 30.93 75.26 17.71 29.03 140.87 31.08 26.10 57.23 57.48 31.14 99.22 48.77 44.42 27.62 27.12
2 0,2712 155.35 56.98 7255 164.20 71.42 46.04 54.54 42.89 84.01 155.28 29.36 21.36 9.91 74.65
3 0,3939 0,2946 68.97 58.55 275.58 45.88 08.83 180.68 191.91 5282 163.82 166.79 187.22 171.20 77.73
4 0,3942 0,3466 0,2846 25.83 120.47 47.75 37.85 62.71 48.33 11.36 64.70 53.30 57.03 54.98 6.69
5 0,4234 0,3879 10,3304 0,3249 152.88 68.12 53.14 81.14 80.44 28.72 84.60 85.83 77.04 88.92 36.06
6 0,3761 0,3279 10,3025 0,3253 0,3044 220.36  202.30 76.25 142.05 155.85 4561 14731 176.34 169.28 121.46
7 0,3957 0,3061 0,3195 0,3360 0,4113 0,2675 7287 105.85 127.76 5283 163.79 101.20 109.81 77.28 62.02
8 04220 0,3860 0,3393 04077 04112 10,3628 0,3216 93.28 40.09 4576 157.32 32.33 36.95 39.27 57.59
9 0,3889 10,3482 10,3484 10,3793 0,3839 10,2915 0,3244 0,3780 69.25 96.27 103.84 56.66 60.00 69.67 80.39
10 0,3729 0,3008 0,3527 0,3785 0,3793 10,2787 0,3143 0,3772 0,3244 69.80 134.29 25.18 21.42 40.67 75.08
11 0,4138 0,3471 10,3418 0,3198 0,2983 10,3333 0,3361 0,3661 0,3184 0,2975 83.66 67.80 78.56 83.09 23.00
12 0,3390 0,2927 0,3389 0,3466 0,3739 0,2675 0,3225 0,3860 0,3482 0,0531 0,3112 152.61 163.55 155.95 54.33
13 0,3364 0,3478 10,4018 0,3872 0,3982 10,3421 0,3450 0,3585 0,3744 0,3565 0,3628 0,3420 16.91 33.79 76.10
14 0,3879 0,3141 10,3080 0,3441 0,4123 0,3167 0,3278 0,3929 10,3394 0,3223 0,3277 0,3029 0,3274 22.92 78.68
15 0,3305 0,2846 0,3527 0,2988 0,4138 10,3443 0,3143 0,4211 10,3128 0,3171 10,3388 0,3008 0,3391 0,3141 67.66
16 0,4059 0,3414 03771 10,3622 0,4043 0,3117 10,3387 0,4026 0,3799 0,3173 0,3551 10,3307 0,4077 0,3633 0,349
17 0,3617 0,3388 10,3610 0,3440 0,3766 0,3580 0,3115 0,3745 10,3867 0,3306 0,3195 0,3443 0,3799 0,3610 0,3061 0,3226
18 0,3959 0,3961 0,3840 0,3231 0,4191 10,3492 10,3518 0,4153 04359 04095 0,3840 10,3834 0,4202 0,3200 0,3465 0,4186
19 0,3702 0,3306 0,3942 0,3440 0,3593 10,3471 0,3663 0,4071 10,3991 0,3607 0,4000 0,3416 0,3947 10,3417 0,3361 0,3548
20 0,4025 0,3705 04146 10,3281 0,3924 10,3548 0,3414 0,4397 10,3853 0,3600 0,3902 0,3790 0,4017 0,3659 0,3680 0,3701
21 0,3934 0,3386 0,3414 0,3125 0,4034 0,3440 0,3333 0,4043 10,3761 0,3597 0,3871 0,3413 0,4008 10,3468 0,3518 0,3828
22 0,3740 0,3516 0,3600 0,3023 0,3833 0,2937 0,2992 0,3671 0,3502 0,3333 10,3440 0,3333 0,3640 0,3200 0,3647 0,3488
23 0,4054 0,3593 0,3363 0,3613 0,4587 0,3478 0,3362 0,3767 0,3991 0,3793 0,3860 0,3593 0,4009 0,3362 0,3906 0,3532
24 0,3859 0,3626 0,3796 0,3490 0,4153 10,3522 0,3387 0,4286 0,3680 0,3494 0,3633 0,3574 0,3991 10,3388 0,3574 0,3755
25 0,3967 0,3413 10,4089 0,3774 04202 10,3735 0,3760 0,4249 10,4286 0,3466 0,3927 0,3466 0,3957 0,3603 0,3466 0,3804
26 0,3802 0,3254 0,4008 0,3463 0,3950 0,3655 0,3840 0,3991 10,4286 0,3546 0,3603 0,3546 0,3702 0,3522 0,3387 0,3804
27 0,4050 0,3571 0,3710 0,3074 0,3808 10,3360 0,3200 0,4335 04335 0,3730 0,3710 0,3546 0,3729 10,3952 0,3705 0,3516
28 0,3724 0,3333 0,3279 0,3228 0,3872 0,349 0,3279 0,4261 0,3772 0,3468 0,3689 0,3360 0,3535 0,3361 0,3387 0,3889
29 0,3937 0,3409 0,3668 0,3234 0,3680 0,3563 0,3282 0,4286 0,4016 0,3688 0,3900 0,3640 10,4089 0,3514 0,3536 0,3633
30 0,3583 0,3600 0,3496 0,3177 0,4237 10,3790 0,3655 0,4569 0,4286 0,3840 0,3902 0,3735 0,4188 10,3902 0,3920 0,3834
31 04204 0,3726 0,3120 0,3615 0,3776 0,3439 0,3518 0,4153 0,3906 0,3543 0,3840 0,3730 0,4310 10,3040 0,3780 0,4186
32 0,3734 0,3583 10,3610 0,3173 04348 0,3776 0,3640 0,4449 10,4375 04074 04034 0,4050 0,4248 0,3891 0,3975 0,3684
33 0,3814 0,3333 10,3361 0,2988 0,4224 10,3525 0,3469 0,4211 04071 03740 0,3554 10,3633 04174 0,3471 0,3659 0,3574
34 0,3787 03251 10,3249 10,3225 0,3826 0,2946 0,2869 0,3805 0,3867 0,3469 0,3671 0,3610 0,4061 0,3222 0,3498 0,2956
35 0,3808 0,3574 0,3607 0,3150 0,3957 10,3117 0,3145 0,4026 0,3887 0,3735 0,3878 0,3815 0,4163 10,3306 0,3815 0,3175
36 04132 0,3785 0,4008 0,3488 0,4393 0,3200 0,3440 0,4213 10,3680 0,3413 0,3629 0,3413 0,4008 0,3600 0,3785 0,3672
37 0,4359 0,3745 0,3587 0,3790 0,4236 0,3500 0,3444 04311 10,3812 0,3884 0,4202 10,3802 0,4386 0,3193 0,3416 0,3984
38 0,3865 0,3410 0,3307 0,3233 0,3765 0,3566 0,3668 0,3967 0,3859 0,3846 0,3516 0,3822 0,4016 0,3672 0,3385 0,4015
39 04546 0,3693 0,3814 0,3577 04626 0,4310 04250 0,4709 04570 04191 04177 10,4108 04756 04177 0,4108 0,4344
40 0,3860 0,3787 0,3130 0,3833 0,3874 10,3621 0,3535 0,4326 0,3774 03820 0,3712 0,3820 0,4091 10,3478 0,3617 0,3529
41 0,3909 0,3680 0,3540 0,3872 0,1705 10,3625 04174 0,4085 0,4502 0,4087 0,3304 0,4035 0,4178 0,4248 0,3939 0,4359
42 0,3363 0,3021 0,3707 0,3667 0,3032 0,3562 0,3192 0,3917 0,3581 0,3448 0,2987 0,3333 0,3455 10,3304 0,2992 0,3724
43 0,3913 0,3232 0,3514 0,3060 0,3655 0,3717 0,3359 0,4041 10,3992 0,3992 0,3591 0,3712 0,4008 0,3745 0,3764 0,3308
44 0,3991 0,3991 0,4149 10,3698 0,4155 10,3853 0,3966 0,4512 04512 04335 04323 04274 04378 0,3799 0,3820 0,3983
45 0,3840 0,3684 10,3663 0,3492 0,4421 10,3689 0,3633 0,4298 0,4159 0,3577 0,3884 0,3415 0,4348 0,3719 0,3415 0,3680
46 0,3934 0,3307 0,3387 0,2973 0,3750 0,3016 0,3123 0,3898 0,3787 0,3071 0,3200 0,2937 0,3950 0,3200 0,3228 0,2841
47 0,3917 0,3520 0,3796 0,3412 0,3898 10,3603 0,3065 0,4113 04174 03414 03796 0,3468 0,4163 10,3388 0,3735 0,3202
48 04142 03735 0,4016 0,3465 0,4043 10,3659 0,3198 0,4261 0,4236 03548 0,3934 0,3603 0,4397 0,3689 0,3790 0,3333
49 0,4091 0,3739 0,4044 10,3535 0,3704 0,3597 0,3656 0,4623 0,3839 0,3826 0,3540 0,3712 0,4178 0,3543 0,3568 0,3625
50 0,3853 0,3622 10,3871 0,3591 0,3667 0,3651 0,3597 04576 0,3532 0,3701 0,3440 0,3597 0,4118 0,3520 0,3386 0,3463
51 0,4302 0,3895 0,3838 0,3472 04350 0,3656 0,3441 0,3977 10,4286 03723 0,3838 10,3684 0,3596 0,3622 0,3511 0,3854
52 0,3902 0,3594 0,3680 0,3257 0,4298 10,3543 0,3177 0,4286 0,3644 0,3047 0,3730 0,3281 0,3417 0,3095 0,3438 0,3436
53 0,3976 0,3436 0,3202 0,3333 04367 0,3516 0,3230 0,3750 0,3724 0,3488 0,3780 0,3541 0,3719 10,3543 10,3488 0,3512
54 04182 0,2787 0,4098 0,3016 0,5088 0,4483 0,3115 0,3448 10,4138 0,3115 0,3559 10,2759 0,3667 0,2787 0,3333 0,2787
55 0,4023 0,3653 0,3736 0,3261 0,4008 0,3731 0,3234 0,4048 10,3815 0,3482 0,3609 0,3407 0,3937 0,3534 0,3407 0,3504
56 0,3610 0,3785 0,4251 0,3750 0,4477 10,3655 0,3629 0,4335 04310 0,3976 10,4449 044056 0,3898 10,3959 0,3785 0,3647
57 0,3700 0,3816 0,4286 0,3810 0,4792 10,3301 0,3756 0,4074 04211 03366 04129 0,3301 0,3299 10,3930 0,3561 0,3398
58 0,3494 0,3256 0,3597 0,3333 0,3878 10,3178 0,3101 0,4250 0,3640 0,3514 0,3490 10,3359 0,3607 0,3177 0,3436 0,3333
59 0,3853 10,3202 10,3840 0,3282 0,4440 10,3333 0,3123 0,3932 10,3898 0,3412 0,3705 0,3412 0,3389 0,3520 0,3465 0,3672
60 0,3872 0,3333 0,4083 0,3440 0,4397 0,3251 10,3197 0,3833 10,3833 0,3469 0,3802 0,3469 0,3565 0,3667 0,3551 0,3603
61 0,3787 0,3279 10,3640 0,3440 0,3621 10,3251 10,3361 0,4044 10,4071 0,3415 0,4050 0,3415 0,3826 10,3444 10,3551 0,3684
62 0,3961 0,3258 0,3591 10,3333 0,4183 10,3536 0,3258 0,3740 0,3934 0,3585 0,3640 0,3534 0,3976 0,3333 0,3509 0,3184
63 0,3802 0,3546 10,3846 0,3230 0,3866 0,3440 0,3626 0,4163 04372 04127 0,4032 10,3992 0,4153 0,3710 0,3492 0,3780
64 0,3822 0,3433 0,3460 0,3358 04275 0,3835 0,3184 0,3896 0,3927 0,3582 0,3788 0,3508 0,4048 0,3409 0,3358 0,3579
continua...
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Apéndice 2 — continuagdo

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

1 3216 307.64 14394 6789 17579 74750 11638 64943 57.83 99.74 30667 7447 28049 202.99 453.73 176.80
2 68.10 31522 18140 7616 21160 71413 12741 641.05 6154 11131 34021 11662 271.13 22383 456.96 195.25
3 5859 42536 246.78 16041 269.70 919.66 24536 788.61 112.95 158.06 41045 11845 409.31 29147 604.80 257.28
4 65.89 23212 10734 4255 11739 66797 9115 566.30 3849 7347 24814 3626 21552 15899 38549 139.62
5 6543 306.36 149.03 9242 184.11 75857 14206 66442 6047 12019 30305 87.08 26712 209.17 451.69 185.89
6 22694 136.83 11675 14987 100.63 397.34 70.60 353.66 146.21 187.86 14459 12869 8876 88.67 179.28 8441
7 18.01 40365 207.33 10628 239.84 84795 17476 73512 8239 12591 38281 10319 37401 24116 562.83 207.00
8 68.02 32409 17298 67.83 21179 81479 16483 70825 5389 8471 37572 9147 31949 286.89 503.16 252.08
9 9394 18202 7534 5053 10562 47811 6953 41326 3948 8472 19291 7772 13777 10652 26815 9555
10 13203 230.66 117.83 47.09 15393 66553 10573 58553 4970 84.83 299.86 8691 221.84 22286 384.86 196.02
11 81.17 28520 12112 5329 14204 75031 11423 64037 4782 9241 288.08 3879 27151 20102 46213 176.96
12 17810 14730 117.09 133.07 79.66 499.14 7145 42374 12968 16548 139.60 89.18 121.76 84.38 24480 79.16
13 11141 27318 147.06 37.00 17618 70445 9937 62285 36.05 7465 33949 88.67 243.75 23928 440.44 208.09
14 11149 29633 15156  46.62 193.02 749.04 10495 663.74 5469 10116 357.15 10937 267.74 24725 470.78 216.44
15 7925 31844 18119 76.72 20555 73243 130.84 650.81 80.63 118.13 341.17 111.73 290.05 237.63 466.36 211.33
16 8243 236.07 12832 61.80 11760 66934 9771 567.07 6485 9251 239.63 4758 21490 15821 38574 147.03
17 39518 20247 12694 25117 82232 19943 71463 8957 12533 37197 12997 37113 251.08 529.61 221.23
18 0,3701 11877 20098 56.81 191.87 15450 13098 21084 20820 7461 16644 2690 79.60 5457 94.56
19 0,3443 0,3228 6450 3993 41579 8623 327.74 8895 11054 12230 56,51 134.01 106.70 216.00 115.28
20 0,3600 0,3077 0,3120 89.45 59793 7029 499.70 2117 4787 24287 3551 192.68 166.73 367.90 154.47
21 0,3705 0,2548 0,3068 0,2868 30921 7640 23204 116.02 117.76 5172 6793 6840 5410 14868 74.10
22 03518 0,2679 0,3439 0,2923 0,2782 53148 1669 57877 58520 16120 519.82 17592 24633 79.39 309.14
23 0,3507 03141 0,3707 0,3587 0,2833 10,3471 450.02 10539 138.10 198.80 99.68 13349 9822 29682 81.26
24 0,3655 0,2587 0,3680 0,3020 0,2996 0,0965 0,3587 49326 490.67 121.66 414.89 14200 189.22 59.75 243.64
25 0,3466 0,2490 0,3227 0,2918 0,2644 10,3232 0,3277 0,2685 4048 24425 4542 186.34 16249 35435 143.86
26 03387 0,2414 0,2988 10,2763 0,2769 0,3130 0,3361 0,2763 0,0310 246.67 7753 20959 19743 353.66 189.56
27 0,3705 0,2901 0,3068 0,3230 0,2846 03206 03473 0,3152 0,2973 0,2819 181.64 7012 5737 7524 103.07
28 03548 0,2946 0,3226 0,2835 0,3125 0,3023 0,3814 03202 0,2706 0,2549 0,3125 17163 12380 306.13 117.01
29 0,3688 0,2894 0,3156 0,2714 0,3040 0,2800 0,3307 03011 0,2815 0,2815 0,2768 0,2959 5536 5599 73.33
30 03896 0,3436 0,3494 03804 0,2841 0,3591 03755 03622 03281 10,3281 10,2841 0,3281 0,2985 123.28 9.65
31 0,3937 02727 03307 03563 0,3333 10,3282 0,3306 03359 0,3257 0,3180 0,3588 0,3256 0,2967 0,3282 161.12
32 03833 03173 0,3636 03684 0,2713 0,3520 0,3593 03714 03117 03117 02880 0,3306 0,3000 0,0560 0,3254

33 0,3306 0,3255 0,3388 0,3626 0,3571 03622 03276 03626 03413 0,3413 03651 03253 03106 0,2960 0,3020 0,2975
34 03141 0,3253 10,3443 10,3466 0,3040 0,2742 02759 03089 0,3520 0,3520 10,3440 0,3659 0,2797 03145 03175 0,2803
35 0,3307 10,3488 0,3387 0,3465 0,3490 0,2763 03021 03150 0,3882 10,3726 03516 03810 03109 0,3597 0,3566 0,3388
36 03546 0,3487 0,3413 03125 0,3154 0,2824 03557 03177 03230 03152 03178 0,3490 0,3063 03152 10,3384 0,3147
37 04156 02648 03251 0,3494 03175 03571 03362 03821 03120 03120 03571 03388 03180 0,3710 0,1225 0,3583
38 03539 0,3630 0,3692 0,3684 0,3284 0,3704 0,3927 03887 0,3184 0,3034 03483 0,3333 0,3620 03132 03556 0,3178
39 0,4250 0,3840 0,4000 0,4065 0,3710 03760 04000 0,3878 03765 0,3684 03871 03689 04131 03714 04160 0,3833
40 03846 03279 0,3418 03610 0,3306 0,3361 03571 03333 03141 03306 03633 0,3613 0,3123 03306 02705 0,3333
41 0,3652 0,4083 0,3739 0,3898 0,3924 03724 04378 03983 04237 0,3898 10,3840 03906 03629 0,3991 0,3891 0,4009
42 03021 0,3827 0,3305 0,3640 0,3610 0,3443 04054 03557 04000 10,3917 03583 0,3277 03546 04202 0,3802 0,4323
43 03741 03162 03282 0,3508 0,3432 03333 03629 03358 03234 03160 0,3086 03384 02740 0,3184 0,3529 0,3231
44 0,3448 0,2810 0,3793 0,3445 0,3583 0,3223 04247 073361 0,3389 0,3305 03808 0,3220 0,3785 0,4008 0,3719 0,3799
45 0,3333 02734 03252 03175 10,3098 10,3385 03219 03466 03202 0,3202 0,3307 03440 0,3434 0,3466 0,3594 0,3225
46 0,3439 0,2928 0,3044 0,2973 0,2567 0,2852 10,3029 10,3023 0,2923 0,3000 0,2692 0,3385 0,2868 0,2946 0,3384 0,2720
47 0,3494 03127 03092 0,1137 0,2996 0,2973 03390 0,3228 0,2969 0,2969 0,3125 02806 0,2910 0,3622 0,3514 0,3522
48 03710 03178 03145 01181 0,3125 0,3101 03532 10,3202 0,3020 0,3098 073177 0,2937 0,2959 03676 03721 0,3659
49 03571 0,2911 0,3304 0,3247 10,2681 10,2750 10,3458 0,2814 03590 0,3820 0,3162 03391 03226 0,3846 0,3702 0,3812
50 03597 0,2852 10,3360 0,3282 0,2644 0,2852 10,3610 03023 0,3692 0,3846 03103 0,3307 0,3088 03798 03612 0,3790
51 0,3730 0,3402 0,3804 0,3226 10,3333 03636 03552 03617 03298 0,3158 0,3264 0,2910 03399 0,3474 0,3158 0,3548
52 044118 0,2981 04118 03103 0,3359 0,3184 03745 03231 0,3053 0,3053 03232 0,3359 0,2920 0,3308 0,3208 0,3413
53 0,3566 10,3060 0,3566 0,3333 0,2857 03209 0,3061 0,3308 0,3208 0,3208 0,3308 03206 0,2852 0,2928 0,3209 0,3150
54 03651 0,3548 0,3667 0,3651 0,3548 0,3226 0,3968 0,3016 0,3443 0,3667 03016 0,3448 04118 03898 0,4909 0,3771
55 0,3556 10,2857 0,3259 0,3188 0,2975 03096 03954 03164 02852 0,2924 0,2924 03066 0,3080 0,3455 0,3500 0,3434
56 03494 0,3050 0,3466 0,3412 0,3488 10,3282 10,3613 10,3307 0,2996 0,3074 03643 0,3333 0,3358 03726 0,338 03714
57 0,3498 0,2986 0,3134 0,3495 0,2952 03578 03535 0,3558 0,3110 0,3077 0,2952 0,3493 03273 0,3558 0,3649 0,3467
58 03488 0,3284 0,3411 02879 03209 0,3011 0,3633 03004 0,3636 0,3636 0,3008 0,3130 0,2899 0,3308 0,3185 0,3386
59 0,3439 03232 03123 0,3333 0,2901 0,2879 10,3333 0,3050 0,3000 0,3000 0,3180 03178 0,2915 0,3178 0,3460 0,3226
60 0,3443 0,3150 0,3033 0,3468 0,2880 0,3016 0,3448 10,3092 0,2880 0,2800 023173 0,3145 0,3077 03036 0,3307 0,3165
61 0,3115 03386 03279 0,3253 0,2857 10,3465 03766 03173 03147 0,3387 0,3466 03494 10,3435 0,3253 0,3701 0,3306
62 03258 0,3285 10,3182 03160 0,2794 0,3139 0,3280 0,3086 0,2963 0,3111 10,2868 0,3508 0,3121 03086 0,3212 0,3023
63 0,3387 03103 0,3227 0,3672 0,3462 03588 03587 0,3541 0,3307 0,3385 10,3566 03882 03532 0,3672 0,3717 03710
64 03284 0,2806 0,3060 0,3114 0,2924 0,3047 0,3804 03114 0,2847 0,2847 0,3091 0,3088 0,3007 0,3187 0,3381 0,3080
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Apéndice 2 — continuagao...

33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48
1 465.26 122,77 113.66 23151 553.99 218.02 393.46 64.17 28.11 93.34 23451 93.32 43.61 34574 100.61 102.29
2 45345 151.97 14139 247.27 565.73 226.76 380.21 71.06 5421 176.89 260.65 81.81 7053 34597 11399 116.77
3 660.40 21429 207.71 37439 70520 35238 590.33 191.92 68.26 3148 309.46 220.27 106.64 554.11 157.11 179.40
4 399.63 98.77 96.11 19357 484.28 162.37 357.29 73.65 52.50 92.80 194.64 74.82 2752 300.59 77.65 83.57
5 490.84 13557 12242 296.09 56228 23246 436.52 98.86 41.67 79.22 24587 14248 52.87 38241 14059 157.68
6 154.48 87.25 82.24 84.40 236.94 75.86 140.89 45,09 24765 34352 12016 22269 167.52 11596 269.99 277.22
7 57542 157.82 15054 28160 66167 30572 50539 116.36 48.39 60.02 271.20 15047 76.83 461.98 113.66 114.01
8 491.36 18284 167.31 296.16 62257 24152 41752 107.50 36.43 124.15 296.87 59.48 43.15 409.77 79.43 92.87
9 273.28 70.78 48.79 164.45 356.18 108.75 222.87 1472 12643 21590 13362 107.94 76.07 184.97 140.70 147.87
10 34945 14233 13123 22238 50750 161.79 313.37 91.86 9253 21358 254.21 42.08 51.63 289.43 90.99 98.31
11 477.92 11463 115.00 250.02 570.74 21526 43222 113.23 41.75 68.98 223.60 90.32 20.85 37231 66.92 78.46
12 283.73 72.03 86.21 112.08 306.62 10291 253.34 85.22 180.69 23146 131.87 207.63 12331 184.42 22660 236.89
13 369.86 13576 117.17 234.02 558.28 190.39 340.61 68.24 7111 200.15 260.47 42.65 35.55 318.92 66.48 73.62
14 429.81 14433 12729 263.15 596.35 211.69 380.80 85.78 65.83 201.11 289.86 47.39 4150 330.83 82.71 85.41
15 463.25 16158 157.69 231.92 570.60 22548 377.88 80.45 50.30 185.62 269.31 63.54 70.85 340.20 10551 101.23
16 409.66 107.76 11042 189.28 472.69 167.75 37456 82.76 69.71 107.37 203.96 97.21 46.97 29275 10357 102.76
17 566.83 175.05 157.84 309.45 62548 304.16 484.03 108.29 58.58 85.20 281.04 176.13 109.56 443.61 159.89 161.72
18 13391 164.06 176.12 111.12 98.77 16.20 92.72 188.37 44888 52751 103.18 26169 286.84 68.99 33555 363.36
19 261.10 86.67 77.07 18853 302.37 90.73 23898 11463 22442 27223 13436 139.84 120.56 138.38 156.15 159.76
20 343.31 88.96 76.44 209.26 47757 140.74 330.47 84.52 107.09 180.68 197.42 35.92 25.01 249.55 39.97 40.93
21 219.46 62.97 79.68 111.73 206.10 4436 19820 12435 284.81 338.08 83.08 167.02 150.10 94.66 199.06 202.73
22 32253 480.37 509.45 363.16 64.25 229.37 19275 489.49 95758 1036.62 20253 68176 75290 22401 81562 859.04
23 226.94 30.90 30.23 92.76 379.31 101.00 246.90 67.97 200.30 306.22 17285 152.12 9245 139.60 156.31 149.39
24 29327 407.72 43428 297.31 50.86 170.62 165.76 42881 847.06 896.23 15448 580.75 64741 181.10 686.50 727.95
25 360.31 98.75 81.85 233.85 464.89 14945 320.83 71.65 87.65 146.46 171.77 62.86 3211 296.10 67.67 87.21
26 34766 12964 11661 238.70 45225 159.07 339.07 111.75 15324 21519 215.10 89.77 83.52 286.50 106.99 112.00
27 259.00 14520 17753 16297 96.86 80.71 18895 207.17 45418 499.30 64.75 340.09 32430 101.64 40893 420.60
28 363.09 10956 110.83 183.98 39434 121.03 299.97 103.09 11337 131.83 13048 68.38 51.15 247.40 58.68 74.34
29 12312 13584 14190 11143 100.26 21.12 9206 136.97 41523 506.15 81.31 268.00 264.29 68.09 345.38 372.25
30 237.14 69.31 88.96 78.30 161.18 56.47 16154 11197 32799 363.36 3397 26437 21621 108.10 29223 309.90
31 139.29 280.79 290.11 181.41 13.20 71.67 73.62 262.63 640.13 71500 12536 44527 481.14 8248 56290 592.38
32 243.76 61.04 76.53 65.84 210.01 6245 157.38 96.15 288.95 328.23 4231 24358 18575 138.87 258.80 284.65
33 274.85 249.08 159.40 18217 113.95 97.68 231.19 65334 791.81 288.77 434.03 450.35 9344 530.35 531.98
34 0,2863 956 11148 35343 11229 266.59 76.11 21820 291.47 11890 199.20 106.78 169.95 200.24 199.69
35 0,3092 0,0732 13429 37177 11641 260.51 55.08 204.46 27850 14220 191.32 97.01 170.36 189.87 189.24
36 0,3281 0,3065 0,3047 213.16 69.26 122.31 12319 38323 47425 12446 268.46 25513 109.76 314.82 316.52
37 0,3225 0,3333 0,3740 10,3012 12322 106.06 336.63 766.61 833.72 160.81 565.82 603.29 111.13 690.77 717.15
38 0,3487 0,3000 0,3409 0,3358 0,3488 67.61 105.64 35147 436.76 75.78 19222 206.91 60.59 264.75 286.70
39 0,3361 0,3333 0,3525 10,3494 0,4118 10,2891 190.70 566.44 693.80 14150 364.83 411.08 11085 479.78 519.73
40 0,3502 0,3391 0,3698 0,3029 0,2936 0,3200 0,3621 148.84 24751 139.27 14274 100.02 17540 180.25 185.49
41 0,4372 0,3887 0,4017 10,4515 04336 0,4098 0,4756 0,3699 58.62 350.25 114.55 5355 52271 91.34 103.09
42 0,3590 0,3939 10,3866 0,4059 0,3793 0,3840 0,4609 0,3839 0,3000 37742 21624 11716 64825 14395 163.85
43 0,3004 10,3385 0,3384 0,3333 0,3514 0,3166 0,4109 0,3387 0,3927 0,3600 268.96 238.04 173.66 305.02 346.33
44 0,3734 0,3887 0,3729 10,3975 0,3712 0,3952 10,4474 04118 0,3548 0,3575 0,3280 52.75 340.80 34.60 43.62
45 0,3360 0,3441 0,3760 0,3360 0,3443 0,3359 10,3884 0,3333 10,4310 0,3814 0,3030 0,3504 360.78 38.00 50.40
46 0,3228 0,2727 0,3152 0,2973 0,3307 0,3011 0,3815 0,3223 0,3587 0,3498 0,2915 0,2946 0,2784 42984 417.24
47 0,3360 0,3120 0,3360 0,3203 0,3333 0,3283 0,3796 0,3417 0,3617 0,3808 0,3034 0,3080 0,2669 0,2481 10.84
48 0,3333 0,3226 0,3492 10,3255 0,3469 0,3409 10,3853 0,3557 10,3846 0,4008 0,3233 0,3220 0,2880 0,2685 0,0277
49 0,3333 0,3184 0,3333 10,3192 0,3333 0,3610 0,4182 0,3456 0,3674 0,3303 0,3577 10,3488 0,3540 0,2542 0,2957 0,2838
50 0,3465 0,3040 0,3230 0,3308 0,3494 0,3680 0,4217 0,3444 03724 03251 0,3432 03361 0,3569 0,2519 0,2946 0,2996
51 0,3122 0,3913 04136 0,3265 0,3403 0,3571 0,3514 0,3702 04070 0,3556 0,3769 0,3605 0,3730 0,3367 0,2903 0,2935
52 0,3594 0,3175 0,3282 10,3282 0,3333 10,3284 10,3466 0,3361 0,4333 0,3689 0,3626 0,3745 0,3541 0,2955 0,3077 0,3205
53 0,2896 0,3282 0,3512 0,3208 0,3101 0,2847 10,3858 0,3333 0,4050 0,3846 0,3044 0,3577 0,3231 0,3184 10,3156 0,3130
54 0,3333 0,3448 10,3016 0,3231 0,4386 0,4035 0,2983 04386 05185 0,3793 0,3438 0,3448 0,3333 0,3231 0,3016 0,3016
55 0,3210 10,3483 10,3723 10,3116 0,3233 0,3077 03759 0,3101 0,3961 0,3539 0,3125 0,3411 0,3235 0,2617 0,2800 0,2774
56 0,3175 0,3655 0,3676 0,3780 0,3680 0,3485 0,3976 0,3498 10,4213 0,3891 0,3534 10,3361 0,3360 0,3178 0,3333 0,3465
57 0,3366 0,3204 0,3561 0,3555 0,3039 0,3521 10,3636 0,3886 0,4404 04070 0,3581 0,4421 0,3168 0,3148 10,3301 0,3399
58 0,2868 0,2813 0,2950 0,3308 0,3569 0,3358 0,3439 0,3360 0,3910 0,3522 0,3236 0,3740 0,3154 0,2884 0,2748 0,2874
59 0,2964 0,3068 0,3203 0,3077 0,3413 0,3606 0,3360 0,3471 0,3924 0,3416 0,2889 0,3942 0,3098 0,2672 0,3152 0,3281
60 0,2898 0,3004 0,3145 10,2880 0,3333 10,3436 0,3278 0,3532 10,3974 0,3447 0,2846 0,3707 0,3117 0,2698 0,3171 0,3306
61 0,3361 0,3143 0,3360 0,3626 0,3967 0,3539 0,3698 0,3590 0,3799 0,3419 0,3487 10,3879 0,3415 0,2885 0,2984 0,3036
62 0,2955 0,2636 0,2884 0,3086 0,3030 0,3429 10,3822 0,3150 0,3976 0,3543 0,3025 0,3730 0,3384 0,2601 0,2836 0,2884
63 0,3307 0,3089 0,3307 0,3954 0,3680 0,3708 0,3821 0,3663 0,3840 0,3942 0,3134 03724 0,3755 0,3308 0,3490 0,3543
64 0,2985 0,3206 0,3432 10,2774 0,3208 0,3239 0,3460 0,3203 10,3992 0,3591 0,2983 10,3594 0,3185 0,2708 0,2794 0,2841
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Apéndice 2 — continuagao...

49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64
1 6467 4356 6622 8310 21065 34810 44855 9632 15738 12830 16392 12099 247.01 10422 9422 34252
5 7671 6215 7892 8267 19835 327.37 42283 14202 18690 15801 17877 13442 27314 117.70 10678 317.22
3 20615 18427 12566 20322 32888 51553 62616 14415 230.23 20108 24940 207.45 34682 21379 167.88 52344
4 6778 4874 5205 6856 16440 20646 39751 5012 10757 8620 11164 8449 18722 7831 6243 300.14
5 9340 67.66 10309 99.35 23258 30483 49347 89.15 12845 12093 17348 13511 27825 14569 11533 40323
6 4295 5227 19303 5338 10674 15794 22115 100.36 8L72 87.65 11002 11624 12069 7211 107.93 16265
7 14295 12145 67.77 15217 26329 41414 52205 13504 227.34 17403 21352 15850 30322 14090 11670 407.17
g 10135 7601 848l 10664 25043 41369 51665 13424 19304 18377 19265 150.58 290.14 14833 13180 40551
g 4403 4057 9929 2713 8919 19289 25806 7492 87.16 6020 8215 5372 16090 49.79 5439 186.80
10 7317 5121 8860 6092 17543 30517 394.98 10828 14274 14235 14096 11023 22748 10809 99.15 29753
11 10012 7506 4532 9341 20550 36534 47634 5561 12287 10663 12982 99.86 22892 10828 6892 37059
12 5561 57.80 15486 7883 14054 23092 31453 5620 6855 67.26 11199 11945 14696 89.85 9836 24372
13 6491 5331 5272 6366 18028 330.10 43235 12061 16813 14985 14469 11236 25456 109.78 8353 321.95
14 7255 5180 6798 8200 20093 360.18 46219 13015 18488 15530 16948 127.79 29145 130.78 10304 348.35
15 7723 5837 8078 9485 21059 32628 42642 14540 19986 170.13 18336 14054 26162 11266 11547 31272
16 7034 5639 6960 8965 17892 29623 40272 5826 11640 90.76 12319 10337 18539 8891 7813 30559
17 13798 12201 12009 15583 27644 42026 50839 15886 23021 18503 23403 17652 31375 16196 150.19 41114
1 18365 21141 32243 11425 6036 9583 12024 12519 8716 97.17 8L42 12555 7037 11608 16120 10131
19 11129 10839 15323 67.11 8872 18044 22988 3872 5665 39.88 4456 3058 10159 67.85 5645 180.87
o0 8527 7474 3836 5848 12011 25097 35293 5182 10948 7386 6946 4655 17431 6939 3218 258.09
o1 11239 12649 17279 7695 6242 12264 18003 3996 3991 2909 3071 5138 5991 5659 64.30 132.34
o 56612 61398 78160 380.09 22370 11482 7267 45897 29824 34472 29870 36597 210.76 34601 47330 127.30
23 3515 4705 8710 6918 10720 23609 32578 6629 11990 69.04 9805 9691 18629 8213 5335 230.67
on 49673 54060 67032 33017 16553 8868 5607 36152 24330 26845 22500 28896 14547 27582 38529  97.39
o5 9544 8302 5832 4476 12316 26869 35189 6329 9351 7979 8L37 5197 18793 7583 4692 26951
o5 12473 12480 10835 9600 16242 28342 36354 10263 13653 12020 11359 9491 19053 11057 9286 286.10
o7 21689 24129 360.05 15294 10157 8608 10859 13241 6210 8259 9OL62 127.03 6628 11864 174.94 104.24
og 11212 9827 6360 5463 9495 20619 28315 1540 6598 4561 3814 2752 9791 4058 2395 21021
o9 14983 17634 20878 8532 4651 7611 10896 12415 6429 77.28 7588 11197 8459 9958 14300 88.78
30 18527 15215 21842 8476 4111 8870 13162 7326 6083 3445 6266 7701 8089 5572 8767 9211
31 29468 32060 53113 20136 12166 7032 5598 25327 14625 18499 17085 22144 9872 19175 29610 8103
3 11834 13010 18356 7052 4315 12361 17313 69.87 7580 4371 7317 7973 10922 5364 7758 11872
33 23214 27878 47649 22666 20183 20406 22613 32014 26868 277.93 257.20 30229 22815 25320 31881 205.86
34 6457 7547 11400 8120 11421 23669 31752 6858 9341 5696 97.91 9136 18941 8359 6432 23506
35 5344 6325 11091 7286 11818 25312 33022 7410 10239 6140 10373 8995 20576 89.68 6491 250.05
36 11670 14263 23483 12763 10340 13902 20038 15235 17372 13050 14617 16950 12920 9069 149.00 127.31
g7 37480 42180 64521 28755 17940 9135 67.64 33467 21490 25201 23990 30326 13274 25556 382.83 104.64
3g 11312 13026 24008 6098 3621 7888 11648 9166 6464 6748 5726 8352 6010 6189 11155 79.29
39 22959 25352 44922 15332 11291 11115 11289 260.87 19652 22253 19045 22235 149.60 16363 27374 9511
4 2587 2948 11939 3759 10745 19833 26861 10007 11066 8662 11149 9017 16945 57.98 80.16 19194
41 14536 11005 7450 15342 31369 50043 61982 15203 23632 20813 24063 18375 366.28 190.35 14226 496.30
4 27310 22662 13523 24476 37951 570.39 68693 170.70 278.34 23049 28402 22273 39471 24352 19035 57547
43 19327 20012 25523 8690 4561 8369 11590 10065 56.65 6351 613l 7356 7365 5578 11037 8378
44 14403 11762 7224 9391 17186 30213 40097 11631 177.66 157.15 12207 9375 21298 10516 9041 20242
45 9320 6714 2292 7975 18553 367.80 48262 6942 14032 11193 12331 8838 25727 10689 57.60 365.17
46 16100 20226 37755 16439 11040 10118 12375 19205 15817 137.07 14264 18304 11694 150.38 20545 10311
47 18139 15507 2960 13291 21038 39285 50820 10553 21590 16561 140.75 10686 26581 13432 7289 38329
48 17559 15393 3186 16024 24025 40649 52865 12217 24577 18098 16277 127.46 27999 14829 8442 39861
29 800 11572 5690 14638 25438 339.39 9723 12367 10035 13490 12431 19966 9128 9301 250.43
50 00638 9950 5159 157.30 27564 36537 9013 12074 10334 137.33 11550 21233 87.67 90.08 269.74
51 03517 03438 107.21 187.12 36596 489.00 8536 189.33 12877 13527 10181 26617 107.97 4596 358.69
52 03333 02955 03163 4729 14369 20455 5030 4469 4691 4322 3352 10618 2850 40.84 139.87
53 02941 02950 03065 02863 5797 9644 7285 6247 4217 2455 3731 5645 3306 6054 53.80
54 03684 03651 04182 03548 02121 1341 18803 12880 13010 9611 12505 4047 8956 17980 442
55 02669 02760 03137 03238 02747 01045 26331 17846 18929 15090 18425 7192 15024 26119 1539
57 03500 03302 03258 03333 03271 03333 02978 0,3333 253 3133 4013 7380 5658 7086 14418
58 02757 02509 02893 02639 03382 02581 02606 03106 0,2546 195 2198 7772 3662 3016 13812
50 03447 03435 03474 03182 03308 03000 03047 02835 02359 0,2435 941 4587 2661 2016 101.76
60 03422 03413 03048 03228 03178 03571 02959 02720 02200 02344 0,0320 7340 2035 1857 12534
61 03216 03123 03552 03490 03463 02064 02963 03065 02843 02481 0,2863 0,2840 5396 11430 4985
62 03089 03114 03498 03236 03453 03750 02966 02985 02760 02734 02088 02137 0,3030 3060  84.89
63 03162 03077 03846 03588 03350 0,3438 03430 02713 03270 02981 02973 02857 02960 0,1808 17861
64 02857 02780 03107 02975 02766 01875 01083 03088 02719 02553 02754 02632 02734 02639 0,3164
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11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

bin&rios (acima do corte diagonal), com base no indice de dissimilaridade dos dados binérios e
10

caracteres fenotipicos multicategéricos (abaixo da diagonal), com base na disténcia do indice de

dissimilaridade dos dados binarios
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Apéndice 3 — Valores das medidas de dissimilaridade entre pares de acessos de fafia dos caracteres fenotipicos
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Apéndice 3 - continuacso...

2 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43
1 17 13 19 14 13 15 10 17 12 17 12 17 11 12 14 19 19 14 7 2 8 13
2 8 11 18 15 14 15 10 20 13 17 13 17 14 15 13 18 17 13 8 2 9 13
3 12 15 12 11 12 9 11 14 12 17 12 17 11 12 17 14 18 15 10 7 7 12
4 15 16 17 12 11 12 9 15 9 16 9 17 10 11 16 15 19 14 9 4 8§ 1
5 15 15 15 10 11 13 17 13 16 16 16 17 11 10 15 16 17 18 11 10 10 17
6 14 9 13 13 13 1 15 14 12 13 12 12 12 13 10 12 13 9 8 10 14 12
7 15 14 17 12 13 13 9 14 10 18 10 19 9 10 17 16 21 15 6 6 4 1
8 15 12 16 14 13 15 9 18 14 11 14 12 15 15 12 14 13 12 11 7 10 12
9 15 10 17 10 11 15 13 11 16 16 16 14 9 10 15 16 16 12 7 9 9 17
10 15 10 15 14 13 15 12 12 18 12 18 12 11 12 11 14 13 9 8 9 11 17
11 10 15 13 8 8§ 10 12 16 7 13 7 13 9 10 13 14 15 17 14 10 8 7
12 10 11 13 10 9 10 13 10 11 8 11 10 7 10 9 9 12 13 12 14 11 11
13 8 10 18 11 10 17 11 15 17 14 17 13 14 13 14 15 13 8 7 7 12 17
14 18 11 18 9 § 18 12 13 19 11 19 12 14 12 15 14 12 12 10 10 13 19
15 18 14 18 17 16 15 9 18 14 18 14 17 13 16 14 19 19 13 8 4 8 14
16 4 15 16 13 12 11 11 16 12 15 12 17 11 14 15 16 18 15 10 6 6 14
17 17 13 19 14 13 14 10 18 11 17 11 17 12 13 15 18 19 13 8 2 8 13
18 6 15 5 11 11 7 12 10 8 1 8 9 15 12 12 10 7 10 18 16 16 8
19 9 13 9 14 13 8 8 8 10 9 10 12 13 11 14 9 10 11 13 13 12 11
20 9 15 10 5 5 9 10 13 12 14 12 12 12 11 17 15 13 16 15 12 9 12
21 6 13 9 10 9 8 10 8 7 8 7 7 11 10 1 9 10 9 14 14 14 7
22 12 3 10 12 3 1 7 6 10 6 10 10 11 13 8 8 12 17 18 11 7
23 4 12 13 14 15 11 11 14 11 14 9 9 1 7 11 8 10 8 12 16 13
24 2 5 11 13 6 12 7 9 12 9 10 12 11 14 10 7 11 17 18 14 8
25 3 6 3 2 10 14 10 11 12 11 10 9 6 15 11 11 15 12 15 12 11
26 4 6 4 1 12 13 11 13 11 13 10 11 8§ 14 12 11 14 13 14 13 13
27 1 5 3 3 4 12 9 5 10 5 12 10 11 13 7 11 13 15 15 9 7
28 3 3 5 5 5 4 14 12 14 12 13 15 17 14 14 12 10 11 9 8§ 1
29 5 5 4 5 5 5 4 10 8 10 9 7 6 12 6 8 9 12 19 14 1
30 3 5 5 3 4 2 3 5 11 0 12 7 8 12 8 12 12 12 12 10 2
31 5 4 6 4 4 5 3 5 5 11 5 12 11 7 4 5 9 14 18 16 11
32 3 5 5 3 4 2 3 5 0 5 12 7 8 12 8 12 12 12 12 10 2
33 4 5 5 3 4 4 3 5 3 2 3 11 10 7 9 4 8 13 16 20 10
34 3 4 4 5 6 3 4 2 3 6 3 4 3 10 10 13 14 7 13 11 8
35 5 5 4 3 4 5 5 2 3 6 3 4 2 12 9 11 13 8 14 14 9
36 5 3 7 6 6 5 4 6 5 4 5 5 5 6 9 7 11 11 14 17 11
37 5 4 6 5 5 4 3 5 4 2 4 4 6 6 4 7 100 14 19 14 10
38 3 3 3 3 4 4 3 5 4 3 4 3 5 4 4 3 8§ 15 18 19 11
39 5 5 5 5 5 4 3 4 2 5 2 5 4 4 6 4 6 9 12 16 12
40 5 4 6 5 5 5 3 2 3 5 3 5 2 2 5 5 6 2 7 10 11
41 6 4 7 6 6 5 5 5 3 7 3 6 4 4 6 6 7 3 3 10 12
42 3 6 5 5 5 3 4 4 5 5 5 6 4 6 5 5 6 5 4 6 11
43 3 5 5 2 3 3 3 5 1 4 1 2 3 3 5 5 4 3 3 4 5
44 4 4 6 4 3 4 2 5 3 3 3 2 4 5 4 4 4 4 4 5 5 2
45 4 2 5 5 6 3 4 5 3 4 3 4 3 4 4 3 3 4 4 4 6 4
46 5 6 5 3 3 4 3 3 2 4 2 4 5 3 6 3 4 2 3 4 5 3
47 2 5 4 1 2 2 4 6 2 4 2 3 4 4 5 5 4 4 4 5 4 1
48 2 5 4 1 2 2 4 6 2 4 2 3 4 4 5 5 4 4 4 5 4 1
49 4 3 6 5 5 4 2 4 4 2 4 4 4 5 2 2 3 4 3 6 3 4
50 4 3 6 5 5 3 2 5 3 2 3 4 5 6 3 1 3 3 4 5 4 4
51 4 6 6 4 5 3 4 6 1 6 1 4 4 4 4 5 5 3 4 4 6 2
52 3 3 5 4 5 3 3 5 3 3 3 3 3 4 2 3 2 5 4 6 4 3
53 3 3 5 3 4 3 3 6 3 2 3 2 4 5 3 3 2 5 5 6 5 2
54 3 5 5 4 3 4 4 7 4 6 4 6 6 6 4 6 5 5 5 6 5 4
55 3 5 5 4 3 4 4 7 4 6 4 6 6 6 4 6 5 5 5 6 5 4
56 5 2 6 5 5 5 3 4 5 2 5 4 4 5 4 3 4 4 3 5 5 4
57 4 7 4 1 2 4 6 6 4 5 4 4 6 4 6 6 4 6 6 7 6 3
58 3 5 3 2 3 4 3 4 2 5 2 3 4 2 6 5 2 4 4 5 6 2
59 4 5 2 3 2 5 5 5 5 6 5 6 6 4 7 6 4 4 5 6 6 5
60 3 5 3 2 1 4 4 5 4 5 4 5 6 4 6 5 3 5 5 6 5 4
61 5 4 7 5 5 5 3 6 5 2 5 4 6 7 2 3 4 5 5 7 5 4
62 5 6 7 4 3 5 4 6 3 5 3 4 5 5 4 6 6 4 4 5 6 2
63 6 5 6 6 5 6 4 6 5 5 5 4 5 6 4 6 6 4 5 6 7 4
64 4 6 6 3 2 4 5 7 4 5 4 5 6 6 4 6 6 5 5 6 5 3
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44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63

10 13 12 10 9 11 12 10 14 1 16 12 12 15 14 15 13 14 15 12
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20 11 11 11 7 6 13 13 10 15 13 13 13 12 8§ 10 11 8§ 12 13 10
21 10 10 8 8 9 12 12 11 14 8 9 1 9 9 7 11 10 9 9 11
22 12 11 13 10 11 15 15 12 11 6 6 8 9 7 5 8 7 11 10 13
23 10 7 12 11 12 8 8 12 9 10 12 12 10 18 15 13 13 12 11 10
24 13 13 14 11 12 16 16 13 12 7 9 11 11 8 6 5 8 12 11 12
25 15 9 10 10 9 13 13 11 13 13 10 14 12 7 9 10 9 16 12 12
26 13 9 9 10 9 12 12 13 15 15 10 14 13 9 11 10 9 15 12 12
27 14 12 12 12 11 13 12 13 11 8 7 9 9 5 4 9 8 11 12 13
28 4 13 11 6 5 9 9 8 1 8 1 9 9 13 11 9 8 5 9 7
29 15 10 9 16 17 13 14 16 11 11 10 14 10 11 8 11 11

30 12 13 13 11 12 16 15 8 12 7 8 10 8 8 5 10 12 9 13

9
31 12 8 9 15 16 8 8 19 8 10 12 14 9 11 10 15 14 11 13 17

34 15 9 14 13 14 12 13 11 12 12 12 16 9 14 11 15 15 17 13 13
35 17 9 11 14 15 12 13 12 12 14 13 17 1 1 8§ 14 14 19 14 15
36 12 9 12 13 14 7 8 14 g 10 11 13 12 15 14 15 16 10 11 13
37 15 9 10 16 17 10 9 16 8 9 10 14 8 10 8 13 12 12 12 16
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44 1 12 5 6 10 10 8 9 7 13 9 9 14 14 11 10 7 7 7
45 4 10 11 12 9 8 13 9 12 14 16 9 14 14 15 15 15 14 13
46 4 5 12 11 7 6 13 1 14 12 10 17 13 10 14 11 11 13 15
47 3 4 4 1 11 11 5 1 7 12 10 10 11 13 10 9 8 8 8
48 3 4 4 0 10 10 6 12 8 1 9 11 10 12 9 8 7 9 7
49 3 3 4 4 4 1 14 6 12 15 13 13 16 14 17 16 9 15 13
50 3 2 3 4 4 1 13 7 122 15 13 13 16 14 17 16 9 15 13
51 4 4 3 3 3 5 4 12 12 10 12 13 13 12 11 10 7 7
52 3 2 5 3 3 1 2 4 8 14 12 11 12 12 14 13 11 10 14
53 2 2 5 2 2 2 2 4 1 9 9 7 10 9 9 10 5 8 10
54 4 6 5 3 3 5 5 3 5 5 4 11 8 7 6 5 9 8 10
55 4 6 5 3 3 5 5 3 5 5 0 13 10 9 8 5 7 8 10
56 3 2 5 4 4 2 2 6 3 2 6 6 9 10 10 10 10 10 9
57 5 6 4 2 2 6 6 4 5 4 4 4 6 4 7 6 12 10 12
58 4 5 2 3 3 5 5 3 4 4 4 4 6 3 7 6 12 11 13
59 5 6 4 4 4 6 6 6 6 6 3 3 6 4 3 3 11 8 8
60 4 6 3 3 3 5 5 5 5 5 2 2 6 3 2 1 10 7 9
61 3 4 5 4 4 2 2 4 3 2 4 4 2 5 6 7 6 8 8
62 2 6 4 3 3 5 5 2 5 4 2 2 5 4 4 5 4 3 6
63 2 5 6 5 5 5 5 4 5 4 4 4 4 6 6 5 6 3 2

64 3 6 5 2 2 5 5 3 5 4 1 1 5 3 5 4 3 3 1 3
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