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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar trés métodos para deter-
minacdo do nimero de grupos em estudos com aplica¢ao de métodos
hierarquicos de agrupamentos, baseando-se em dados obtidos a partir
da caracteriza¢do de acessos de Capsicum, de modo a identificar
aquele com maior poder de discriminag@o. Os métodos de Mojena,
de Tocher e 0 método RMSSTD foram aplicados com a finalidade de
determinar o nimero ideal de grupos formados na fase final do proce-
dimento de agrupamento com o método UPGMA. Foram analisados
49 acessos da espécie Capsicum chinense do Banco de Germoplasma
de Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa, em relagdo a dez
caracteristicas morfologicas com o intuito de identificar e agrupar
0s acessos mais similares, tornando possivel a sele¢do de genotipos
superiores, ou se¢ja, com as caracteristicas comerciais de interesse.
Os resultados mostraram que o método RMSSTD permitiu concluir
sobre a existéncia de sete grupos, evidenciando um maior poder de
discriminagdo para este método, em relagao ao método de otimizagao
de Tocher e ao método de Mojena, que formaram respectivamente,
quatro e trés grupos.

Palavras-chave: Capsicum chinense, método de Mojena, método
de Tocher, RMSSTD.

ABSTRACT
Clustering methods in a study of genetic diversity of peppers

The objective of this study was to compare three methods to
determine number of groups in studies with hierarquical cluster
analysis, based at data from characterization of Capsicum accessions,
in order to identify those with the greatest power of discrimination.
Mojena method, Tocher method and RMSSTD method were applied
to determine the optimal number of groups formed in final stage
of the UPGMA method. Forty nine Capsicum chinense accessions
from the Vegetable Germplasm Bank of the Universidade Federal
de Vicosa were analyzed, in relation to ten morphological characters
for identifying the most similar accessions group, making possible
the selection of superior genotypes, i.e., of commercial interest. The
RMSSTD method allowed to conclude on the existence of seven
groups, with a greater power of discrimination for this method,
compared to the Tocher optimization method and the Mojena method,
which formed, respectively, four and three groups.

Keywords: Capsicum chinense, Mojena method, Tocher method,
RMSSTD.
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diversidade genética pode ser ava-

liada de forma simultdnea em rela-
¢do as varias caracteristicas, e para isso
recomenda-se a utilizacdo de medidas
de dissimilaridade (Cruz & Carneiro,
2003). Uma forma pratica e eficiente
de se obter essas medidas ¢ por meio da
analise de agrupamentos (ou analise de
cluster), a qual tem por finalidade reunir
os individuos em grupos, de forma que
exista a maxima homogeneidade dentro
do grupo e a maxima heterogeneidade
entre os grupos (Johnson & Wichern,
1992; Cruz & Regazzi, 2001). Dos
métodos de agrupamento, os mais
utilizados s3o os de otimizacdo e os
hierarquicos (Cruz et al., 2011).

Uma dificuldade na ectapa final dos
estudos que se utilizam de algoritmos
hierarquicos de agrupamento ¢ a falta
de critérios objetivos para identificar o
numero ideal de grupos formados, uma
vez que na pratica este numero ¢ dado
simplesmente por uma inspecéo grafica
visual ou estabelecido em pontos de alta
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mudanc¢a de nivel dos dendrogramas
(Milligan, 1981). Milligan & Cooper
(1985) apresentaram um estudo compa-
rativo de 30 critérios de corte para deter-
minagao do numero de agrupamentos, €
utilizando dados artificiais com ntimero
conhecido de agrupamentos, mostraram
que critérios diferentes podem conduzir
a resultados muito diferentes.

Um dos métodos considerados
como “objetivos”, dentre os poucos
existentes, ¢ o de Mojena (1977). Este
método recorre a um critério estatistico
e propde um procedimento de calculo
baseado no tamanho relativo dos niveis
de fusdes ou distancias no dendrograma.
Dessa forma, o método nio necessita do
conhecimento prévio da conformagao
dos grupos, ao contrario do método
subjetivo, com base na inspecao visual
das ramifica¢des do dendrograma.

Varios trabalhos tém utilizado a
analise de agrupamentos no estudo
da diversidade genética e relatado a
subjetividade no estabelecimento do

ponto de corte no dendrograma. Dentre
eles, Sudré et al. (2005) analisaram a
divergéncia genética entre acessos de
pimenta e pimentao utilizando técnicas
multivariadas, obtendo a separagido dos
acessos em sete grupos distintos, uti-
lizando pontos de mudanga brusca de
nivel como referéncia para estabelecer
o corte. Karasawa et al. (2005) relata-
ram que a utilizagdo do procedimento
subjetivo, baseado no exame visual do
dendrograma, pode gerar alguma difi-
culdade na tomada de decisdo quanto
ao numero de grupos gerados, uma vez
que qualquer inferéncia rigida sobre este
numero pode ndo ser produtiva.

Na tentativa de solucionar esse
problema, Faria (2009) propds que o
M¢étodo da Maxima Curvatura Mo-
dificado (Lessman & Atkins, 1963)
fosse utilizado juntamente com o indice
RMSSTD (Root Mean Square Standard
Deviation). A metodologia proposta ¢é
fundamentada na obten¢do do ponto
de maxima curvatura para a trajetéria
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do indice RMSSTD dada em funcao
do nimero de grupos, onde o referido
ponto ¢ que determina o numero ideal
de grupos.

O objetivo deste trabalho foi com-
parar trés métodos aplicados com a
finalidade de determinar o nimero de
grupos de agrupamentos hierarquicos,
quais sejam: Método de Mojena, Méto-
do de otimizagao de Tocher e 0 método
que utiliza o indice RMSSTD, a fim de
se detectar aquele com maior poder em
discriminar grupos homogéneos em re-
lagdo a caracteres do fruto de pimentas
Capsicum chinense.

MATERIAL E METODOS

O Banco de Germoplasma de Hor-
talicas da Universidade Federal de
Vigosa (BGH/UFV) possui cerca de
100 acessos de C. chinense com grande
potencial para contribuir em programas
de melhoramento, uma vez que grandes
quantidades de informagdes a respeito
de caracteristicas agronomicas, qui-
micas, morfologicas e moleculares ja
foram coletadas. Neste trabalho foram
utilizados resultados de caracterizacao
feita para 49 desses acessos por Faria
(2009).

O experimento foi conduzido em
area experimental da UFV no ano de
2009 sob delineamento em blocos
casualizados com trés repetigdes,
utilizando espagamento de 1x1 m, sendo
cada linha constituida por trés plantas
de cada acesso. Os tratos culturais
seguiram as recomendacdes feitas por
Filgueira (2000). Foram utilizados
dados de caracteres quantitativos de
fruto, os quais foram colhidos no estadio
maduro e imediatamente caracterizados
de acordo com os descritores
de Capsicum (IPGRI, 1995). Dez
caracteristicas foram avaliadas:
comprimento do fruto (mm); maior
diametro do fruto (mm); espessura
do pericarpo (mm); porcentagem de
matéria seca (g/100g); massa seca do
fruto (g); massa fresca do fruto (g);
capsaicina total (mg/gMS); teor de
solidos soluveis (°Brix); Vitamina C
(mg/100 g de fruto fresco); cor extraivel
(unidades ASTA de cor). A identificagido
dos referidos acessos pode ser verificada
em Faria (2009).
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Realizou-se analise de varidncia
univariada para se verificar a existéncia
de variabilidade genética significativa
entre os 49 acessos, em relagdo as carac-
teristicas avaliadas com base na média
das parcelas.

Foram calculadas as médias de cada
acesso para cada variavel analisada. A
matriz de correlagdes residuais entre
as variaveis foi estimada por ocasido
da realizacdo de analise de variancia
univariada. Foi aplicado o teste de esfe-
ricidade de Bartlet (Rencher, 2002) para
testar a hipotese de que esta ¢ uma ma-
triz diagonal, isto €, se as dez variaveis
apresentadas sdo independentes. Tendo
encontrado resultado ndo significativo
(p>0,05) pela aproximacdo de qui-
-quadrado com 45 graus de liberdade, a
distancia generalizada de Mahalanobis
coincidiu com a distdncia euclidiana
como medida de dissimilaridade. Pode-
-se concluir entdo, que a utilizagdo de
quaisquer das distancias supracitadas na
analise de agrupamento realizada neste
trabalho ndo altera significativamente os
resultados obtidos. Desta forma, optou-
-se pelo uso da distancia Euclidiana. A
diversidade genética entre os acessos
foi avaliada utilizando-se o método da
ligagao média entre grupos ou UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean).

Trés métodos foram utilizados para
determinag@o do numero 6timo de gru-
pos no dendrograma, a saber: o Método
de Mojena, o Método de Tocher e o
método que utiliza o indice RMSSTD.

O método de Mojena (1977) é um
procedimento baseado no tamanho re-
lativo dos niveis de fusdes (distancias)
no dendrograma. Este método consiste
em selecionar o niimero de grupos no
estagio j que, primeiramente, satisfizer a

seguinte inequagdo: O [ 0, ,emque
o ¢ o valor de distancias dos niveis de
fusdo correspondentes ao estagio j (j =
1,2,..,n)e ek ¢é o valor referencial de
corte, exXpresso por: ek =o+ kéa ,
emque L ¢ G . S30, respectivamente,
as estimativas ndo viesadas da média e
do desvio padrao dos valores de Ol ; k é
uma constante. Adotou-se k= 1,25 como
regra de parada na definicao do ntimero
de grupos, como sugerem Milligan &

Cooper (1985).

O método de otimizagdo de Tocher
¢ um método de agrupamento que se
baseia na formacdo de grupos cujas
distancias dentro dos grupos sejam
menores que as distdncias entre grupos.
Ao final do processo obtém-se o nimero
de grupos e os acessos contidos em cada
grupo. A aplicagdo deste método foi feita
conforme sugerem Cruz & Carneiro
(2003).

A determinacdo do niimero de gru-
pos pelo indice RMSSTD foi realizada
por meio de analise grafica (determi-
nagdo geométrica) dos valores da raiz
quadrada do desvio padrdo médio
(valores de RMSSTD). De acordo com
Sharma (1996) o valor do indice deve
ser tao baixo quanto possivel para um
agrupamento, isto €, quanto menor o
RMSSTD, mais homogéneo ou com-
pacto ¢ o agrupamento formado a um
determinado passo.

Juntamente com o indice RMSSTD,
utilizou-se o Método da Maxima Cur-
vatura Modificado (Lessman & Atkins,
1963), que se baseia na modificacdo do
método de Smith (1938). Relacionaram-
-se entdo os valores de RMSSTD em
funcdo do ntimero de grupos. Assim,
o ponto que estabelece declinio acen-
tuado do RMSSTD indica no eixo das
abscissas 0 nimero 6timo de grupos.
A metodologia pode ser expressa pela
seguinte equacao,

RMSSTD = ;b

em que X representa o nimero de
clusters (grupos), a e b sdo constantes
estimadas. A partir desta fungdo de
curvatura, determinou-se o valor da
abscissa onde ocorre o ponto de maxima
curvatura ou ponto critico da fungdo de
curvatura, conforme apresentado por
Meier & Lessman (1971), por meio da

seguinte equagao, |

| a*h*(2b+1) 202
me (b+2)

em que X, . € o numero de grupos
que representa a maxima curvatura
em RMSSTD; a e b sdo constantes
estimadas.

As andlises foram realizadas utili-
zando-se o modulo 'Diversidade Gené-
tica' do programa GENES (Cruz, 2006),
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para obtencdo do nimero de grupos
pelo Método de Mojena e pelo Método
de Tocher; e SAS® (SAS, 2003), para
o método de agrupamento UPGMA e
para empregar a metodologia proposta
por Faria (2009), que utiliza o método
da maxima curvatura modificado e o
indice RMSSTD.

PN Faria et al.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise de variancia (p<0,01),
foi possivel detectar diferencas
significativas entre os acessos para
todas as caracteristicas avaliadas,
indicando a presenca de variabilidade
genética. Os coeficientes de variagao

Tabela 1. Distancias dos niveis de fusdo entre acessos de C. chinense obtidas pelo método
UPGMA para estimagdo do valor referencial de corte (0,) no dendrograma por meio do
Método de Mojena (1977), utilizando k= 1,25 (distance of fusion levels between C. chinense
accessions by UPGMA method to estimate the cut reference value (0,) in dendrogram using
the Mojena method (1977), with k= 1.25). Vigosa, UFV, 2009.

Estagio  Acessox Acessoy Distincia (o) Distancia (%) 0,

1 5 28 9,47 2,04

2 2 12 11,48 2,47 12,25
3 9 10 11,90 2,56 12,57
4 1 48 12,56 2,71 13,02
5 23 34 12,73 2,74 13,26
6 17 49 14,90 3,21 14,39%
7 3 46 16,40 3,53 15,62*
8 11 15 16,71 3,60 16,43*
9 41 47 16,87 3,63 16,98
10 33 42 18,64 4,02 17,85*
11 21 23 18,91 4,08 18,53*
12 30 36 19,32 4,16 19,11*
13 4 43 19,57 4,22 19,59*
14 19 26 21,11 4,55 20,27*
15 8 9 21,37 4,61 20,84*
16 29 37 21,74 4,69 21,36%*
17 1 4 22,96 4,95 21,98%
18 3 11 23,89 5,15 22,63*
19 21 31 25,73 5,55 23,46%*
20 7 20 26,82 5,78 24,32%
21 5 32 27,04 5,83 25,06*
22 6 24 27,47 5,92 25,73%*
23 19 39 28,30 6,10 26,42%
24 38 41 29,23 6,30 27,12%
25 16 33 29,61 6,38 27,76*
26 1 35 31,93 6,88 28,60%*
27 18 38 33,15 7,15 29,47*
28 6 8 33,32 7,18 30,24*
29 17 30 33,62 7,25 30,95%
30 7 16 34,89 7,52 31,70*
31 5 19 37,60 8,11 32,65*
32 3 18 40,02 8,63 33,75%
33 6 21 40,12 8,65 34,72*
34 6 7 42,35 9,13 35,81*
35 1 17 45,03 9,71 37,04%
36 5 25 46,63 10,05 38,30*
37 2 40 48,18 10,39 39,56*
38 1 3 50,73 10,94 40,93*
39 14 29 52,06 11,23 42,28%*
40 6 22 57,14 12,32 43,96*
41 2 5 66,01 14,23 46,35*
42 1 6 70,06 15,11 48,85%*
43 2 44 76,05 16,40 51,66*
44 14 45 80,03 17,26 54,53*
45 13 14 94,34 20,35 58,51*
46 1 2 108,79 23,46 63,50*
47 1 13 210,88 45,48 81,51*
48 1 17 463.59 100,00 135,27*

*a; >0,
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CV (%) do experimento variaram de
5,34% (capsaicina total) a 36,82% (cor
extraivel).

De acordo com a Tabela 1 € possivel
verificar que os acessos 5 e 28 foram os
mais similares geneticamente, possuin-
do a menor distancia (9,47); entre os
acessos 1 e 27 houve a maior magnitude

Tabela 2. Agrupamento de 49 acessos de
C. chinense do Banco de Germoplasma
de Hortaligas da Universidade Federal de
Vigosa pelo método de Tocher (grouping of
49 C. chinense accessions from Vegetable
Germplasm Bank of the Universidade Federal
de Vigosa by Tocher method). Vigosa, UFV,
2009.

Acessos

3,43,47,28,5, 15,

48, 38,11, 32, 23,
4,7,21,13,6, 1, 16,
26,9, 10, 14,17, 2,

I 12, 46, 37, 30, 19,

41, 22,42, 34,8,

31, 44, 39, 24, 36,

29, 49, 33, 25, 40,

20, 18

II 35
III 27
v 45

Grupo

Tabela 3. Agrupamento de 49 acessos de
C. chinense do Banco de Germoplasma
de Hortalicas da Universidade Federal de
Vigosa pelo método RMSSTD juntamente
com o da maxima curvatura modificado
(grouping of 49 C. chinense accessions from
Vegetable Germplasm Bank of the Universi-
dade Federal de Vigosa by RMSSTD method
with modified maximum curvature method).
Vigosa, UFV, 2009.

Grupo Acessos
1,48, 4,43, 35,17, 49,
I 30, 36, 21, 23, 34, 31,
6,24,8,9,10, 7,20,
...................................... 16,33, 4222 .
3,46, 11, 15, 18, 38,
II 41,47,44, 5,28, 32,
19, 26, 39, 25, 40
.......... 11121214
v 45
v 13
VI 29, 37
Vil 27
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Figura 1. Dendrograma obtido pelo método UPGMA, a partir das medidas de dissimilaridade entre 49 acessos de C. chinense, baseado
na distancia Euclidiana (dendrogram obtained by UPGMA method from the dissimilarity between 49 C. chinense accessions, based on

Euclidean distance). Vigosa, UFV, 2009.
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Figura 2. Regressao das estimativas de RMSSTD em fung¢do do niimero de grupos de aces-
sos de pimenta e determinacao do ponto de maxima curvatura geométrica (regression of the
estimates of RMSSTD depending on the number of accessions groups and determination of
the point of maximum geometric curvature). Vigosa, UFV, 2009.

(463,59), sendo portanto os acessos mais
dissimilares. Observa-se ainda que ¢

viavel um corte no dendrograma na
altura de 6=135,27
(critério geral: B, = +1,25G,), indi-
cando que o numero ideal de grupos
deve ser igual a trés. Sendo assim, o
primeiro grupo foi composto somente
pelo acesso 27, o segundo grupo pelos
acessos 2, 12, 14, 45, 13,29, 37 e o
terceiro grupo contendo o restante dos
acessos (Figura 1).

Pelo método de Tocher, foi detectada
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a formagdo de quatro grupos distintos,
sendo os grupos I, IIT e IV formados
por apenas um acesso cada (Tabela 2).
O grupo I foi composto por 46 acessos,
aproximadamente 94%. Verifica-se,
portanto, a dificuldade em analisar a
divergéncia entre 0s acessos, visto que a
maioria deles encontra-se em apenas um
grupo. Em estudo sobre dissimilaridade
genética entre 17 acessos de pimentas
Capsicum spp., Neitzke et al. (2010)
encontraram resultados semelhantes,
quando verificaram a formacgdo de
quatro grupos distintos pelo método

de Tocher para dados quantitativos. Os
mesmos autores relatam ainda que o
primeiro grupo também reuniu a grande
maioria dos acessos (13 acessos, cerca
de 76%), e que, quando o método foi
aplicado a dados qualitativos, foi maior
o numero de grupos formados (oito
grupos distintos).

A informacdo do indice RMSSTD
permitiu a identificagdo do nimero
otimo de grupos por meio da maxima
curvatura (Figura 2). De posse desta
informagao, os 49 acessos foram agrupa-
dos, e a utilizagdo do indice RMSSTD,
juntamente com o método da maxima
curvatura modificado possibilitou a
formagao de sete grupos (Tabela 3). Pos-
teriormente foi possivel identificar um
ponto de corte no dendrograma, obtido
pela utilizagdo do método UPGMA com
base na distancia Euclidiana (Figura 2).
Observou-se que o maior grupo formado
foi composto por 24 acessos € 0s grupos
IV, V e VII formados apenas por um
acesso cada: o acesso 45 pertencente
ao grupo IV, o acesso 13 pertencente
ao grupo V e o acesso 27 pertencente
ao grupo VII (Tabela 3). O acesso 27
mostrou-se bastante divergente dos
demais, visto que formou um grupo
exclusivo e permaneceu isolado dos
demais acessos no dendrograma. Sua
divergéncia genética pode ser explorada
em programas de melhoramento com
base em descritores quantitativos para
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obtencao de novas cultivares.

Utilizando os métodos de agru-
pamento de Tocher e UPGMA em
estudo sobre diversidade genética entre
23 acessos de espécies cultivada de
pimentas Capsicum spp., Monteiro et
al. (2010) relataram que a espécie C.
chinense foi a mais divergente em to-
dos os agrupamentos, com as maiores
distancias intragrupo. Este fato esta de
acordo com os resultados obtidos no pre-
sente trabalho, evidenciando o elevado
nimero de acessos num mesmo grupo.
Nesse caso, tendo a espécie C. chinense
apresentado grande divergéncia genéti-
ca, ¢ esperado que haja a formacao de
mais grupos e até mesmo com alguns
dos grupos contendo muitos acessos,
uma vez que apenas poucos destes aces-
sos apresentam grande dissimilaridade.
Assim, um método mais sensivel para
determinacdo do numero de grupos
consegue captar mais eficientemente a
existéncia de acessos discrepantes.

A aplicacdo da metodologia do
RMSSTD aos dados de pimenta permi-
tiu concluir sobre a existéncia de sete
grupos. Este numero de grupos foi su-
perior ao obtido pelo método de Tocher
(quatro grupos) e ao método de Mojena
(trés grupos), sendo, portanto de maior
poder de discriminacdo, possibilitando
aidentificagdo de mais grupos contendo
acessos similares.

PN Faria et al.
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