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RESUMO

A Luffa cylindrica (L.) Roem., também conhecida como esponja vegetal ou bucha, tem
origem na Asia e é amplamente distribuida nos tropicos e subtropicos. Embora tenha
significativa importancia comercial, as informac6es disponiveis sobre sua variabilidade
genética e suas propriedades no Brasil sdo limitadas, evidenciando a necessidade de expandir
os estudos de mensuracdo de variabilidade, favorecendo a exploracdo do seu potencial nas
diversas areas de uso. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar
morfologicamente 13 acessos e molecularmente 24 acessos de bucha vegetal da colecdo de
germoplasma de cucurbiticeas do Centro de Ciéncias agrarias/Universidade Federal Rural do
Semiérido, por meio de descritores morfoldgicos e marcadores Inter Simple Sequence Repeat
(ISSR). O experimento para caracterizacdo morfoldgica foi conduzido na horta didatica da
UFERSA, em espaldeiras, com 2,0m entre linhas e 4,20m entre plantas. Foram mensurados
descritores de frutos e fibras (15 morfoldgicos, sete qualitativos e oito quantitativos). Para
caracterizacdo molecular, o0 DNA foi extraido pelo método CTAB a partir de folhas frescas
das plantas, e as amostras foram amplificadas via PCR, utilizando 23 iniciadores ISSR. Os
dados obtidos a nivel morfoldgico e molecular resultaram em diferentes configuracdes de
agrupamento, com ampla variabilidade genética entre eles. Com relagdo aos descritores
morfoloégicos quantitativos e qualitativos, os resultados mostram que 0S acessos Sd0
fenotipicamente diferentes em relagcdo as caracteristicas apresentadas pelos frutos e fibras.
Existe correlacdo positiva entre as varidveis massa da fibra, didmetro medial do fruto,
circunferencia basal, circunferencia medial, circunferencia apical, espessura minima da fibra,
espessura maxima da fibra, comprimento do fruto. A circunferéncia medial do fruto (26,7%)
foi 0 que mais contribuiu para a divergéncia encontrada. Com relagdo aos dados moleculares,
foram amplificadas 103 bandas, sendo 80% destas polimorficas, e o contetudo de informacéo
polimérfica apresentou média de 0,28, sendo classificados como medianamente informativos.
A técnica molecular foi eficiente para estimar a variabilidade genética entre 0s acessos, com
correlacdo cofenética de 0,774. Os acessos foram considerados distintos, o que indica que a
colecdo de germoplasma de cucurbitacea do CCA/UFERSA detém gendtipos de bucha
vegetal com expressiva diversidade genética.

Palavras-chave: Luffa cylindrica; Genética; Melhoramento; Potencialidades.



ABSTRACT

Luffa cylindrica (L.) Roem., also known as vegetable sponge or loofah, originates in Asia and
is widely distributed in the tropics and subtropics. Although it has significant commercial
importance, the information available about its genetic variability and its properties in Brazil
is limited, making it clear that there is a need to expand studies measuring variability,
favoring the exploration of its potential in different areas of use. Thus, the objective of the
present work was to characterize morphologically 13 accessions and molecularly 24 Luffa
accessions from the cucurbit germplasm collection of the Center for Agricultural
Sciences/Universidade Federal Rural do Semiérido, through morphological descriptors and
Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) markers. The experiment for morphological
characterization was conducted in the UFERSA teaching garden, in espaliers, with 2.0m
between rows and 4.20m between plants. Fruit and fiber descriptors were measured (15
morphological, 07 qualitative and 08 quantitative). For molecular characterization, DNA were
extracted by the CTAB method from fresh plant leaves, and the samples were amplified via
PCR, using 23 ISSR primers. The data obtained at the morphological and molecular level
resulted in different grouping configurations, with wide genetic variability between them.
Regarding quantitative and qualitative morphological descriptors, the results show that the
accessions are phenotypically different in relation to the characteristics presented by the fruits
and fibers. There is a positive correlation between the variables fiber mass, medial diameter of
the fruit, basal circumference, medial circumference, apical circumference, minimum fiber
thickness, maximum fiber thickness, and fruit length. The medial circumference of the fruit
(26.7%) was what most contributed to the divergence found. Regarding molecular data, 103
bands were amplified, 80% of which were polymorphic, and the polymorphic information
content presented an average of 0.28, being classified as moderately informative. The
molecular technique was efficient in estimating genetic variability between accessions, with a
cophenetic correlation of 0.774. The accessions were considered distinct, which indicates that
the CCA/UFERSA cucurbit germplasm collection contains loofah genotypes with significant
genetic diversity.

Keywords: Luffa cylindrica; Genetics; Breeding; Potentialities.
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1 INTRODUCAO

A Luffa cylindrica (L.) Roem., comumente denominada bucha, pertence a familia
cucurbitaceae, mesma do pepino, abobora, meldo, dentre outras. A sua origem € apontada nas
regides tropicais da Asia e dispersa em varios territorios. E uma espécie alogama,
domesticada, muito distribuida nos trépicos e subtrépicos como planta cultivada e
naturalizada (Snafi, 2019). E bastante cultivada na Asia, india, Brasil e EUA. No Brasil, é
observada variabilidade de espécies em seu territorio (Bisogni, 2002; Azeez et al., 2013).

E uma planta subtropical bastante exigente em temperatura com desenvolvimento
pleno entre 20 e 30°C, e luz de no minimo oito horas por dia. Seu cultivo necessita de baixo
nivel tecnoldgico, além da sua rusticidade a condi¢cdes edafoclimaticas, dispensando a
utilizacdo de fertilizantes e defensivos. Geralmente suas plantas sdo conduzidas em forma de
caramanché&o ou latada, sendo a etapa que mais sobrecarrega os custos de producéo (Ferreira
et al., 2010; Da Eira Aguiar et al., 2014; Blind, 2016).

A cultura da bucha é amplamente cultivada por agricultores familiares em pequenas
propriedades, devido a sua facilidade de cultivo, desempenhando importante papel
socioecondmico para essas comunidades. Além de manter as familias no campo, ela contribui
significativamente para a geracdo de emprego e renda nas areas rurais (Da Eira Aguiar et al.,
2014).

Os frutos da bucha sdo do tipo baga, fibrosos, lisos, com formato cilindrico, grossos e
alongados, com coloracdo geralmente amarelo palido quando maduro, com variagdes de
acordo com o gendtipo. Sua fibra é composta de um material lignocelulésico, constituida por
60% de celulose, 30% de hemicelulose e 10% de lignina (Mazali et al., 2005; Oboh et al.,
2009; Ferreira et al., 2010; Blind, 2016). Sua esponja fibrosa é muito utilizada na industria
por ser um material natural, biodegradavel e atoxico, quando tratado, além de oferecer baixo
custo de producéo (Davis, 1994; Siqueira et al., 2010; Silva et al., 2012; Azeez et al., 2013).
Vale ressaltar que os dados apresentados sdo referentes a um ndmero limitado de genétipos,
podendo-se inferir que, com base na variabilidade ja descrita para a espécie, pode ocorrer
variacdo de qualidade dessa esponja.

Vérios estudos apontam a utilizacdo das fibras da bucha para diversas aplicacdes,
como higiene corporal, limpeza doméstica (Ferreira et al., 2012; Blind, 2016; Blind et al.,
2018); artesanato, palmilhas de calcado (Blind, 2016; Blind et al., 2018); produtos

farmacéuticos e dermocosméticos, com constituintes antioxidantes, antifingicos e
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antibacterianos (Devi et al., 2009; Partap et al, 2012; Azeez et al, 2013.); isolamento térmico,
mecanico e aclstico de ambientes (Oliveira; Teodoro, 2005); filtro de 6leo, embalagens,
materiais de enchimento (Mazali et al, 2005); estofamento automotivo e industrial (Costa,
2018); adesdo e compatibilidade com polimeros, absor¢do de metais pesados (Paula, 2022);
além do uso da planta como porta enxerto (Galatti et al, 2013; Ito et al, 2014), dentre outros
(Oboh et al., 2009). O uso mais comum da bucha vegetal produzida no Brasil é como esponja
de banho (Da Eira Aguiar et al., 2014).

Apesar da sua significativa importancia comercial, uma das limitacGes para explorar
novas utilizacbes e potencialidades da fibra natural da bucha é a escassez de dados
relacionados a diversidade genética da cultura, suas estruturas e propriedades. A falta de
informacBes abrangentes sobre esses aspectos dificulta a realizacdo de pesquisas e 0
desenvolvimento de novas aplicacdes para essa fibra. Portanto, investimentos em estudos
genéticos e analises das caracteristicas da bucha podem abrir caminho para uma utilizacéo
mais ampla e eficiente desse recurso natural (Blind, 2016).

De acordo com Nass (2007), o conhecimento da variabilidade genética de espécies e
de como ela se apresenta € fundamental para que se possa fazer uso destas de forma racional e
sustentavel. Atualmente existem diversas técnicas da biologia molecular que séo utilizadas
com o objetivo de identificar a variabilidade genética de individuos ou grupos de individuos
em nivel de DNA. Os marcadores moleculares tém sido bastante utilizados em programas de
melhoramento, pois sdo capazes de distinguir a divergéncia genética, gerando grande
guantidade de informacdes, de diferentes individuos, de forma fiel (Bered et al., 1997;
Ferreira; Grattapaglia, 1996; Faleiro, 2007; Zhang et al., 2008).

A caracterizacdo morfol6gica, juntamente com a molecular, proporciona amplo
conhecimento genético, ajudando na escolha de individuos ou populacdes com caracteristicas
desejaveis para determinada finalidade (Fonseca et al., 1992). A bucha apresenta diversidade
genética entre as espécies e dentro das proprias espécies, o que pode ser explicado com base
em sua caracteristica de planta aldgama com poucos trabalhos de selecdo e melhoramento. A
caracterizacdo de acessos de bucha em bancos de germoplasma oferece informacdes Uteis,
como exemplares com diferentes potenciais e aplica¢des para a industria ou genes de interesse
para subsidiar pesquisas de melhoramento genético para a cultura, abrindo novas
oportunidades comerciais e contribuindo para uma utilizacdo mais eficiente.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar morfologicamente 13
acessos e molecularmente 24 acessos de bucha vegetal da colecdo de germoplasma de
cucurbitaceas do CCA/UFERSA.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos botanicos e agronémicos da bucha

O género Luffa é composto por sete espécies: L. echinata Roxb., L. acutangula., L.
aegyptiaca., L. graveolens Roxb., L. quinquefida (Hook. & Arn.) Seem., L. operculata (L.)
Cogn., e L. astorii Svens. (Bisognin, 2002). Dentre as espeécies citadas, a Luffa Cylindrica (L.)
Roem, que possui sinonimia botanica com a Luffa aegyptiaca Mill (Partap et al., 2012;
Bisognin, 2002), se destaca por sua ampla utilizacdo. E uma espécie alégama, domesticada,
muito distribuida nos tropicos e subtropicos como planta cultivada e naturalizada (Snafi,
2019).

A origem mais aceita é asiatica, mais precisamente na india, embora ocorra de forma
selvagem na Africa (Da Eira Aguiar et al., 2014). De acordo com Blind (2016; 2019), a bucha
(L. Cylindrica) atualmente encontra-se dispersa no mundo todo com grande variabilidade
genética. No Brasil, seu surgimento ocorreu ap6s a colonizacdo dos portugueses, sendo
conhecida em todas as regides, com grande variabilidade morfoagrénomica da espécie, além
de ser comum sua ocorréncia como planta invasora. Pertence a familia das cucurbitaceas,
mesma familia do pepino, meldo, melancia, dentre outras.

Suas folhas sdo palmadas e alternadas, com 13 cm de comprimento e 30 cm de
largura; peciolo com 5 a 15 cm de comprimento; caule angular, fino e peludo; sistema
radicular muito ramificado e superficial; flores amarelas brilhantes, monoicas, com
inflorescéncia de flor macho racemosa e flores femininas na mesma axila da masculina. As
sementes possuem coloracdo branca e preta, com formato elipsoides e achatadas (Snafi, 2019;
Oboh; Aluyor, 2019).

Os frutos da bucha sdo do tipo baga, fibrosos, lisos, com formato cilindrico, grossos e
alongados, com coloracdo geralmente amarelo palido quando maduro, com variagdes de
acordo com o genotipo. Sua fibra é composta por 60% de celulose, 30% de hemicelulose e
10% de lignina (Ferreira et al., 2010; Blind, 2016).

Da semeadura até a primeira colheita, compreende-se 120 dias em média, podendo
viver até trés anos, entretanto, em cultivo comercial o ideal é explorar por dez meses sem que
ocorram percas significativas de producdo (Ferreira et al., 2010; Blind, 2016).

O cultivo da bucha necessita de baixo nivel tecnolédgico a ser aplicado, além de ser
uma cultura de facil cultivo devido a sua rusticidade a condi¢des edafoclimaticas, dispensando

a utilizacao de fertilizantes e defensivos. Geralmente suas plantas sdo conduzidas em forma



18

de caramanché&o ou latada, sendo a etapa que mais sobrecarrega os custos de producao.

E uma planta subtropical bastante exigente em temperatura, com desenvolvimento
pleno entre 20 e 30°C, e luz de no minimo oito horas por dia. E um vegetal de temporada de
verdo. Sua exigéncia por agua € maior nos primeiros estadios de desenvolvimento, pois suas
raizes sdo superficiais com armazenamento de &gua quase nulo. No sudeste brasileiro €
comum seu plantio entre setembro e outubro, pois coincide com o comeco das chuvas e

aumento das temperaturas (Da Eira Aguiar et al., 2014; Blind, 2016; Ferreira et al., 2010).
2.2 Importéancia e utilizacédo da bucha

A bucha tem grande importancia socioeconémica, pois € um produto tipico da
agricultura familiar, cultivado em pequenas areas devido a sua facilidade de cultivo e
rusticidade, contribuindo para a permanéncia do homem no campo, gerando emprego, renda e
destacando a atividade feminina (Da Eira Aguiar et al., 2014; Carmo et al., 2007).

No Brasil, a bucha teve papel significativo na década de 1960. Contudo, com a
introducdo de produtos derivados do petroleo, como as esponjas sintéticas, que eram menos
onerosas, menos pereciveis, porém dificeis de degradar, a bucha perdeu sua relevancia (Da
Eira Aguiar et al., 2014). Foi somente no fim do século XX que o Brasil comegou a adotar
uma abordagem mais sustentdvel em um cenério de consciéncia ecoldgica, e devido a sua
natureza natural e biodegradavel, a bucha recuperou seu valor econémico. De acordo com
Oboh; Aluyor, (2009) é crescente a substituicdo de produtos sintéticos, sobretudo os
derivados de petroleo, por produtos naturais, devido aos pensamentos ambientais e
sustentaveis do mundo.

As fibras do fruto da bucha, por serem naturais, biodegradaveis e atdxicas quando
tratadas, apresentam potencial de utilizacdo na area industrial, medicinal ou do agroturismo,
como confeccdo de artesanato, devido a fatores como alta area superficial por volume,
estrutura forte e duravel e baixa gravidade especifica. A utilizacdo da bucha para finalidade
doméstica, dermocosmeética e industrial da sua fibra é comprovada por varios estudos (Carmo
et al., 2007; Oboh et al., 2009; Ferreira et al., 2010; Da Eira Aguiar et al., 2014).

O uso mais comum da bucha vegetal produzida no Brasil é como esponja de banho
(Da Eira Aguiar et al., 2014). De acordo com Davis e colaboradores (1993), citado por
Siqueira e colaboradores (2010), um dos principais mercados da bucha é para a industria
cosmética, sendo usada em produtos como sabonetes e esfoliantes, bem como para cuidados
com a pele, como é citado por Davis (1994), que diz que nos EUA a demanda para esta

finalidade tem aumentado.
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As plantas geralmente produzem alguns metabdlitos secundérios, que sdo usados em
produtos farmacéuticos, aromatizantes, agroquimicos, e na medicina tradicional a base de
plantas, denominada fitoterapia, que é base de 75-80% da populacdo quando se fala de
cuidados primarios com a saude, pois culturalmente é um tratamento de melhor aceitacgéo,
com menores efeitos colaterais ao corpo humano (Parpat et al., 2012).

As folhas, frutos e flores da Luffa cylindrica séo bastante utilizadas como plantas
medicinais. A planta é usada tradicionalmente para o tratamento de asma, vermes intestinais,
inflamacéo, sinusite, dentre outras finalidades (Parpat et al., 2012). As sementes e a esponja
dos frutos mais velhos sdo bastante utilizadas na medicina chinesa tradicional como
medicamento fitoterdpico, anti-reumatico, estomacal e antipirético (DU et al., 2006).

Snafi em 2019 discutiu os constituintes quimicos, os efeitos farmacoldgicos e a
importancia terapéutica da Luffa cylindrica. Seu estudo fitoquimico revelou que a planta
continha antocianinas, glicosideos, flavonoides, triterpenoides, glicosideos cardiacos,
saponinas, carboidratos, proteinas, alcaloides e taninos. Além disso, o estudo farmacoldgico
revelou que a planta possui acao anti-inflamatoria, analgésica, antipirética, hipoglicemiante,
antibacteriana, antifngica, antiviral, anti-helmintica, antioxidante, anticancerigena,
hepatoprotetora, antiemética, cicatrizante, imunoldgica, broncodilatadora, efeito reprodutivo e
no tratamento de catarata. Segundo Azeez et al. (2013), a semente da Luffa contém uma
proteina inativadora de ribossomos denominada luffin, que se mostrou eficiente contra o
crescimento de parasitas, protozoarios, insetos, fungos e até mesmo HIV.

A bucha consumida como hortalica é comum nas regides subtropicais da Asia, onde o
vegetal é descascado para consumo in natura (Du et al., 2006). Os frutos verdes sdo
consumidos cozidos. Das sementes pode-se extrair 6leo comestivel que também apresenta
propriedades medicinais antiflngicas e antibacterianas. Além disso, também é bastante
consumida torrada, como aperitivo (Blind, 2016; Da Eira Aguiar et al., 2014).

Alguns estudos foram realizados utilizando a luffa cylindrica como porta-enxerto para
cucurbitaceas, apresentando resultados satisfatérios. De acordo com Ito (2012) e Ito e
colaboradores (2014), em experimento utilizando a bucha como porta-enxerto para pragas que
atacam a cultura do meldo, a Luffa cylindrica ¢é indicada como porta-enxerto para o controle
de Meloidogyne javanica. Por sua vez, Galatti et al. (2013), também em experimento com
porta-enxerto para o meldo, viram que a Luffa cylindrica é considerada resistente a
Meloidogyne incognita. Os nematoides do grupo meloidogyne sdo espécies de nematoides de
galhas que atacam a cultura do meloeiro e provocam ruptura das células do sistema radicular,

prejudicando a producéo e desenvolvimento da cultura.
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Em estudo realizado por Pérez Bejerano et al. (2010), a bucha vegetal utilizada como
escova de dente para remocdo de placa supragengival apresentou a mesma eficiéncia que
produtos convencionais com a mesma finalidade, se tornando uma boa opcdo biodegradavel
‘ecologicamente correta’.

Além disso, as plantas de bucha podem ser utilizadas na producdo de produtos
artesanais ou industriais, como artigos decorativos, tapetes, luminérias, sandalias, bolsas,
forros a prova de som, estofamento de banco automotivo, enchimento de travesseiro,
substituir a espuma no derramamento de 6leo, adubo, matéria prima para o biodiesel, além da
sua ampla aplicagcdo em meio de embalagens (Da Silva et al., 2007; Azeez et al., 2013; Da
Eira Aguiar et al., 2014; Snafi, 2019).

Diante dos diferentes potenciais de utilizacdo, nota-se a necessidade de identificacdo
de genotipos e do conhecimento de suas caracteristicas especificas, permitindo sua utilizacédo
no meio industrial e em programas de melhoramento e garantindo uso mais eficiente da
espécie. A qualidade e durabilidade de fibra da bucha contribuem para uma elevada demanda
no setor industrial. Uma das limitacGes para se encontrar novas utilizacdes e potencialidade
para a fibra natural da bucha é a escassez de dados relacionados a diversidade genética da

cultura, suas estruturas e propriedades (Blind, 2016).
2.3 Diversidade genética e caracterizacdo morfologica

De acordo com Nass (2007), o conhecimento da variabilidade genética de espécies e
de como ela se apresenta € fundamental para que se possa fazer uso destas de forma racional e
sustentavel. A bucha apresenta grande diversidade genética entre as espécies e dentro das
préprias espécies, 0 que pode ser explicado porque é uma planta albgama com poucos
trabalhos de selecdo e melhoramento (Ferreira et al, 2010).

Devido a falta de informacdes referentes as culturas agrondbmicas em um banco de
germoplasma, ocorre uma limitagdo do uso destes materiais, de tal forma que a caracterizacéo
¢ uma etapa fundamental para viabilizar o germoplasma e favorecer sua utilizacdo em
programas de melhoramento (Silva, 2010).

A caracterizacao dos acessos permite a defini¢do dos fenotipos por meio de descritores
quantitativos e qualitativos, que sdo caracteristicas que permitem identificar e diferenciar os
acessos (Silva, 2010).

A caracterizacdo morfologica, juntamente com a molecular, proporciona melhor
conhecimento dos recursos genéticos, favorecendo a selecdo de individuos ou grupos de

individuos que apresentam caracteristicas desejaveis para determinadas utilidades (Fonseca;
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Ribeiro, 1992).

A exploracdo comercial da bucha pode ser mais favoravel quando se conhece melhor
sua variabilidade, permitindo classificacdo de acordo com relacdes de parentesco, além de
amostras com potencial para agroindustria e fontes de genes de interesse para programas de

melhoramento.

2.4 Marcadores moleculares ISSR

A caracterizagdo molecular permite a avaliagdo de grande numero de acessos, em
pouco tempo, sem sofrer acdo do meio ambiente (Silva et al., 2012). Atualmente diversas
técnicas da biologia molecular séo utilizadas com o objetivo de identificar a variabilidade
genética de individuos ou grupo de individuos em nivel de DNA (Ferreira; Grattapaglia,
1996; Bered et al., 1997; Faleiro, 2007).

Entre os principais marcadores moleculares utilizados para detectar polimorfismo
genético estd o ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), que é baseado em PCR (Reacdo em
cadeia de polimerase) e se mostra eficiente para a caracterizacdo de genomas complexos, se
destacando devido a caracteristicas como alta eficiéncia na deteccdo de polimorfismo,
reprodutibilidade e rapidez na obtencdo dos resultados (Silva, 2010).

A reacdo de PCR utilizando os marcadores moleculares ISSR é uma técnica de baixo
custo, simples, rapida e eficiente, que ndo requer o conhecimento prévio da sequéncia de
DNA para a construgdo do primer, além de gerar grande nimero de bandas informativas por
reacdo. Utiliza iniciadores longos com 16 a 25 pares de base, capazes de reconhecer varios
loci no genoma para amplificar, em uma sé reacdo de PCR (Zietkiewicz et al., 1994; Faleiro,
2007).

Levi et al. (2004), em experimento com variedades americanas de melancia,
perceberam que os marcadores ISSR e AFLP foram mais informativos do que os RAPD
quando utilizados para diferenciacdo das cultivares de melancia.

Os marcadores moleculares Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) s&o regides
gendmicas de 100 a 3000 pb amplificadas via PCR. Estes se baseiam em sequéncias de
microssatélites e amplificam sequéncias que estdo internamente a estas. Estes marcadores
permitem a identificacdo de ampla variabilidade intra e interespecificas, com elevado grau de
polimorfismo e baixo custo (Faleiro, 2007; Lorenzoni et al., 2014; LEMOS et al., 2021).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Origem dos acessos

Foram caracterizados 24 acessos de bucha vegetal da Colecdo de Germoplasma de
Cucurbitidceas do Departamento de Ciéncias Agrondmicas e Florestais CCA/UFERSA
(Tabela 1).

Tabela 1. Acessos de bucha vegetal Luffa spp. caracterizados morfoldgica e molecularmente.

Acesso! Data de Coleta Local da Coleta
Al -2 Mossor6/RN
A2 Dez/2015 Mossoré/RN
Ab Nov/2012 Governador Dix-Sept Rosado/RN
A6 - Mossoré/RN
A7 Fev/2012 Petrolina/PE
A8 Set/2012 Mossor6/RN
A9 Fev/2012 Santa Maria da Boa Vista/PE
Al10 Out/2012 Apodi/RN
All Out/2013 Mon Senhor Tabosa/CE
Al2 Out/2012 Apodi/RN
Al3 Nov/2012 Séo José do Belmonte/PE
Al4 Set/2013 Oroco/PE
Al6 Jan/2010 Apodi/RN
Al8 Out/2006 Mossoré/RN
A19 - Apodi/RN
A20 Out/2008 Mossoré/RN
A21 Out/2006 Mossor6/RN
A22 2010 Apodi/RN
A23 2010 Apodi/RN
A25 Out/2008 Mossoré/RN
A26 Out/2008 Mossoré/RN
A27 - Serra Talhada/PE

1 NGmero dos acessos faz referéncia a identificacdo original no Banco de Germoplasmas.
2 Data de coleta desconhecida.
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A3l - Apodi/RN
A32 Dez/2014 Serra Talhada/PE

Fonte: A autora (2024).

Foi feita a separacdo de 20 sementes de cada um dos acessos e realizada a superacéo
de dorméncia das sementes antes de semea-las, fazendo um pequeno corte do lado oposto ao
hilo, para favorecer absor¢do de agua. As sementes dos acessos foram semeadas em bandejas
de polietileno, uma semente por célula, totalizando 20 sementes por acesso.

As mudas foram transplantadas para campo ap6s o surgimento da segunda folha
definitiva. O experimento foi instalado e conduzido na Horta didatica do Departamento de
Ciéncias Agronémicas e Florestais do CCA/UFERSA. Foram plantadas 24 linhas com cinco
plantas, sendo um acesso por linha. As plantas foram conduzidas em espaldeiras com o
espacamento de 2,00 m entre linhas e 4,20 m entre plantas.

A irrigacdo foi realizada por gotejamento, uma a duas vezes ao dia, a depender da
umidade presente no solo. A colheita foi realizada 140 dias ap6s o transplantio, com os frutos
secos. As plantas que ndo foram transplantadas para campo foram conduzidas em vasos para

posterior extracdo de DNA das suas folhas.

3.2 Caracterizacdo morfologica

Apos a colheita dos frutos secos dos 13 acessos que frutificaram, foram mensurados 0s
seguintes descritores de fruto e fibras (Tabela 2), sendo sete qualitativos e oito quantitativos
(Joshi et al., 2004; Ferreira et al. 2010). Foram caracterizados até cinco frutos por acesso, um

de cada planta.

Tabela 2. Lista dos descritores quantitativos e qualitativos de fruto de bucha vegetal.

Descritores Escala avaliada
Tipo do fruto Cilindrico Achatado Triangular -
Casca do fruto Liso Rugoso Deprimido -
Formato apical do fruto Deprimido Pontudo Oval -
Formato basal do fruto Deprimido Pontudo Oval -
Forma do fruto Alongado Piriforme Redondo Elipsoide
Cor natural da fibra Cristalina Creme Amarela -

Maciez da fibra muito dura Dura Macia Muito macia
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Diametro do fruto (cm) - - - -
Comprimento do fruto (cm) - - - -
Circunferéncia apical do fruto (cm) - - - -
Circunferéncia medial do fruto (cm) - - - -
Circunferéncia basal do fruto (cm) - - - -
Massa seca da fibra do fruto (g) - - - -
Espessuras minima da fibra (cm) - - - -

Espessura maxima da fibra (cm) - - - -

Fonte: Joshi et al (2004)

Para a caracterizacdo das variaveis qualitativas, procedeu-se a analise visual (Blind,
2016; Joshi et al., 2004). Para as variaveis quantitativas, utilizou-se paquimetro e fita métrica
para mensuracdo da circunferéncia, didmetro, espessura e comprimento, ao passo que a
balanca digital foi utilizada para determinar a massa da fibra do fruto, apds a remogdo de

sementes e casca.

Deprimido Pontudo Oval

Redondo Elipsoide

Figura 1. Caracterizacdo dos frutos quanto ao seu formato apical, formato basal e sua forma,
extraido do “Descriptors for Sponge Gourd [Luffa cylindrica (L.) Roem.]”. Fonte: Joshi et al.
(2004).
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3.3 Caracterizacdo molecular

3.3.1 Extracdo de DNA

Foram coletadas folhas jovens e sem danos, de até dez plantas de cada acesso de luffa
spp., de acordo com a disponibilidade em campo, e levadas imediatamente ao Laboratério De
Biotecnologia Vegetal da UFERSA (LabBV), em seguida lavadas com agua destilada e secas,
para extracdo de DNA e posterior analise utilizando os marcadores ISSR.

O DNA de cada planta foi extraido individualmente em duplicata, conforme
metodologia descrita por Doyle; Doyle (1990), com modificacGes baseadas em Faleiro et al.
(2002). Foram maceradas folhas jovens em cadinho na presenca de nitrogénio liquido,
formando um pé, colocado em microtubos de 2ml, preparada a solu¢do tampdo com volume
fina de 800ul contendo 80ul Tris-HCL 100mM pH 8,0; 32ul EDTA 25mM; 320ul CTAB;
280ul Nacl 250 mM; 0,016g PVP 2%; 16ul 2-B-mercaptoetanol; 72ul agua ultrapura, e
adicionado imediatamente aos microtubos. As amostras foram incubadas em banho
termostético a 70°C por 60 minutos, sendo homogeneizadas a cada dez minutos. Apds o
tempo de incubacdo, foram adicionados 700 ul de cloroférmio-alcool-isoamilico 24:1 (CIA),
homogeneizadas manualmente e levadas a centrifuga por dez minutos em rotacdo de 10.000
rpm e 4°C. O sobrenadante das amostras foi transferido para um novo microtubo, sendo
adicionados 55 ul de CTAB 7%, mais 700 ul de CIA, homogeneizado e levado para
centrifugar novamente com as mesmas condi¢cdes citadas anteriormente. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi passado para mais um novo microtubo, adicionado 700ul de
alcool isopropanol gelado e incubados por 12h a -20°C para que fosse formado o pallet de
DNA no fundo do tubo. Decorrido o tempo de incubacdo, os tubos foram centrifugados e deu-
se inicio a etapa de lavagem.

Foram adicionados aos tubos 1000 ul de alcool 70%, centrifugado e desprezada a parte
liquida, permanecendo o pallet ao fundo do tubo, em seguida repetiu-se o processo com alcool
90%. Para o DNA da Luffa, foi necessaria mais uma etapa de lavagem devido as imagens
obtidas na quantificacdo, entéo foi repetido o protocolo desde a etapa em que se adicionam
700 ul de alcool isopropanol, mas agora incubados por 1h e repetidas as etapas seguintes.
Depois de desprezar a parte liquida do alcool 90%, os DNAs foram postos para secar em
estufa por um tempo de aproximadamente 2h ou até sair o cheiro de alcool presente no tubo.
Com o DNA seco, o pallet foi ressuspendido com solugdo de RNAse (10ug/mL). Foram
adicionados 5ul da enzima RNAse aos tubos, mais 45ul de &gua ultrapura, e incubados em

banho termostatico a 37°C por 30 minutos. A quantidade e qualidade do DNA isolado foram
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reveladas por meio de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio,
visualizados em fotodocumentador (Proteinsimple, Alphaimager HP) na presenca de luz UV.

Al A2 A5 A6 A7 AB A9 Al0 All Al2 Al3 Al4 A16 ALS A19

PRCIE—— RS » -

A20 A21 A22 A23 ¢ZS‘A26 A27 A31 A32

s Bl o e . .

Figura 2. Quantificacio do DNA dos 24 acessos de Luffa spp. visualizados em
fotodocumentador. Fonte: A autora (2024).

Depois de quantificar o DNA de cada planta individualmente, foram preparados os
bulks de DNA para cada acesso. Para isso, em microtubos identificados para cada acesso,
foram adicionados 10 pL de DNA de cada planta que compunha esse acesso especifico. Esse
procedimento foi repetido para os 24 acessos trabalhados molecularmente, resultando na
formagéo dos bulks. Em seguida, foi realizada nova quantificacdo, desta vez utilizando as 24

amostras em bulk.

3.3.2 Selecao de primers ISSR e reagdao de amplificagcdo via PCR

Para a analise com os marcadores ISSR, foi realizado teste preliminar de amplificacéo
com 28 primers (Tabela 3) por meio de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Os
marcadores ISSR selecionados no teste de amplificagdo (Figura 3) foram utilizados para

amplificacdo do DNA de todos 0s acessos.

Tabela 3. Primers ISSR polimdrficos com suas respectivas sequéncias de bases.

Nome do primer Sequéncia do primer (5°....3%)
1 UBC-808 AGAGAGAGAGAGAGAGC
2 UBC-810 GAGAGAGAGAGAGAGAT
3 UBC-811 GAGAGAGAGAGAGAGAC
4 UBC-12 GAGAGAGAGAGAGAGAA
5 UBC-23 TCTCTCTCTCTCTCTCC
6 UBC-825 ACACACACACACACACT

7 UBC-826 ACACACACACACACACC
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8 UBC-828 TGTGTGTGTGTGTGTGA

9 UBC-834 AGAGAGAGAGAGAGAGYT
10 UBC-835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC
11 UBC-836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA
12 UBC-840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT
13 UBC-841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC
14 UBC-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG
15 UBC-846 GAGAGAGAGAGAGAGAA
16 UBC-847 CACACACACACACACARC
17 UBC-848 CACACACACACACACARG
18 UBC-850 GTGTGTGTGTGTGTGTYC
19 UBC-852 TCTCTCTCTCTCTCTCCRA
20 UBC-855 ACACACACACACACACYT
21 UBC-856 ACACACACACACACACYA
22 UBC-857 ACACACACACACACACYG
23 UBC-858 TGTGTGTGTGTGTGTGRT
24 UBC-861 ACCACCACCACCACCACC
25 UBC-866 CTCCTCCTCCTCCTCCT
26 UBC-868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA
27 UBC-888 DBBCACCACACACACA
28 UBC-889 DBDACACACACACACAC

As reagdes de amplificagdo compreenderam um volume final de 12 pL, sendo
compostas por 1,2 ul de tampéo 10x (100 mM Tris-HCI (pH 8,8), 500mMMKCI, 1%Triton-
X-100, 16mM MgCl.), 2,5ul de BSA, 1ul de desoxirribonucleotideos (dNTPs) (0,25 mM),
1ul de DNA (10 ng/uL), 1ul de primer (0,2 uM), 0,2ul de Taq DNA Polymerase (SU/uL) e
4,1ul de &gua milli-Q. As amostras foram submetidas a amplificacdo em termociclador
(Nexux, Eppendorf) com a seguinte programacao: quatro minutos a 94 °C para desnaturacéo
inicial, seguindo-se de 35 ciclos de desnaturacdo (94 °C por 30 segundos), anelamento por 45
s, de 46 a 50°C, dependendo do primer, dois minutos a 72 °C (extensdo) e extensdo final a 72
°C por dez minutos.

Ao fim da programagéo, foram adicionados 2ul de corante azul de bromofenol aos
pocos e os produtos da amplificacdo (bandas) puderam ser visualizados por meio da
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eletroforese em tampao TBE 1X (Tris 89mM, &cido boérico 89mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3),
em gel de agarose a 2,0% (p/v), corado com brometo de etideo (0,5 ug.mL -1) e submetidos a
150 Volts por aproximadamente duas horas. Posteriormente, os géis foram visualizados sob
luz UV em fotodocumentador (Proteinsimple, Alphaimager HP). Como padrdo de peso

molecular, foi utilizado o marcador 100 pb “DNA Ladder Plus” (Sinapse Biotecnologia)

8 9 10 11 12 13 14 M

(=

15 16 17 1819 202122 232425 26 27 28 M
)
=

Figura 3. Teste preliminar utilizando os 28 primer ISSR com o DNA do Acesso 20. M=
marcador de peso. Fonte: A autora (2024).

3.4 Analises estatisticas

A analise estatistica foi feita separadamente para os dados morfoldgicos gualitativos e
quantitativos. Para as analises dos caracteres morfolégicos qualitativos, foram feitos 0s
agrupamentos hierarquicos dos acessos pelo método de UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method using Arithmetic Averages).

Para as analises quantitativas, os dados foram padronizados por meio da correlacdo de
Pearson. Foi feita analise dos componentes principais com os valores médios; o resultado
dessas analises também foi expresso em forma de dispersdo gréafica, apresentando a
distribuicdo dos acessos em funcdo dos dois componentes principais. Foi calculada a
contribuicdo de cada caractere e os agrupamentos hierarquicos dos acessos foram obtidos pelo
método de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages).

Todas as analises morfologicas foram feitas por meio do software estatistico R (R
Development Core Team v. 2024).

Para as analises moleculares, baseando-se na interpretagdo dos géis, foi feita uma
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matriz binaria com os dados moleculares, descritos conforme auséncia (0) e presenca (1) dos
fragmentos especificos de DNA que amplificaram, em uma planilha no software Microsoft
Excel, e as analises de variancia foram realizadas por meio de AMOVA.

O software NTSYS-pc 2.1 (Rolfh, 2000) foi utilizado para calcular o coeficiente de
Jaccard (1901), para analisar a similaridade dos diferentes acessos de bucha vegetal,
construindo uma matriz de dissimilaridade.

Os dados gerados pela matriz de dissimilaridade foram empregados na obtencéo do
dendograma, pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic
Averages) e, a partir da matriz, foi obtido o coeficiente de correlacdo cofenética.

Considerando a inexisténcia de delineamento experimental, as analises estatisticas
foram descritivas, permitindo apenas o agrupamento com base na distancia euclidiana média

padronizada por UPGMA e a dispersdo pelo método de componentes principais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Morfologicos

O conhecimento dos caracteres morfologicos € fundamental, pois possibilita a
identificacdo de caracteristicas relevantes em acessos, as quais podem ser utilizadas por
produtores ou programas de melhoramento. Isso € especialmente importante porque a maioria
dos materiais cultivados ndo apresenta nenhum nivel de melhoramento, resultando em
limitacbes como desuniformidade no padrdo dos frutos em relacdo a tamanho, coloracéo,
diametro, espessura, dentre outras caracteristicas importantes para a comercializacdo (Lira et
al., 2012; Blind, 2016; Blind et al., 2018).

Tabela 4. Caracteristicas qualitativas de fruto e da fibra avaliadas em acessos de bucha
vegetal (Luffa cylindrica) da colecdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Rural do Semi-Arido.

ACESSO TF CF FA FB FF CNF MF
Al Cilindrico Rugoso Deprimido Deprimido Redondo Creme Macia ou
ou Oval Dura
A2 Cilindrico Liso Oval Oval Redondo Creme MaDcl:?aou
Al2 Cilindrico Liso Pontudo Pontudo Elipsoide Amarela Mto Macia
Al8 Cilindrico Liso Pontudo Oval Alongado Creme Dura
A . Elipsoide ou Creme ou Macia ou
Al9 Cilindrico Liso Pontudo Pontudo Alongado Amarela Mto Macia
e I Pontudo ou Elipsoide ou Macia ou
A20 Cilindrico Deprimido Oval Oval Redondo Creme Dura
A21 Cilindrico Liso Pontudo Pontudo EI|_p§0|de ou Creme ou Macia ou
Piriforme Amarela Dura
Liso ou Elipsoide ou Creme ou Macia,
A22 Cilindrico o Pontudo Pontudo Mto Macia
Deprimido Alongado Amarela
ou Dura
A23 Cilindrico Rugoso Pontudo Pontudo Elipsoide Creme Mto Macia
A24 Cilindrico Deprimido Pontudo Pontudo Elipsoide Amarela Mto Macia
Cilindrico I L Macia,
A25 ou Deprimido Oval Deprimido Elipsoide ou Creme ou Mto Macia
. Ou rugoso Redondo Amarela
Triangular ou Dura
A3l Cilindrico Liso Pontudo Pontudo Elipsoide Creme Dura
A32 Cilindrico Deprimido Pontudo Oval Elipsoide Creme Dura

Fonte: A autora (2024). TF: tipo de fruto; CF: Casca do fruto; FA: Formato apical do fruto; FB:
Formato basal do fruto; FF: Forma do fruto; CNF: Cor natural da fibra; MF: Maciez da fibra.

Algumas caracteristicas das plantas de bucha sdo de interesse em qualquer setor de

producdo, como maior producdo de frutos e fibras, entretanto a definicdo do caractere ideal a
ser apresentado pelo fruto dependerd do setor ao qual serd destinado (Ghali et al., 2011;
Ferreira et al., 2012).

Para a producdo de esponja de banho, os frutos devem apresentar fibra macia e
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coloracdo clara (Tabela 4), além do tipo cilindrico, com maior comprimento e uniformidade,
evitando desperdicios, sendo os acessos A19 e A23 os mais indicados, ao passo que para
limpeza doméstica os frutos devem apresentar fibras duras (Tabela 4), sendo indicados os
acessos A31 e A32 (Ferreira et al., 2012; Blind, 2016; Blind et al., 2018).

Em relagdo a casca do fruto, foi observado que os frutos que possuiam casca do tipo
liso (Tabela 4) apresentaram maior facilidade de serem descascados. Para a maciez da fibra,
apesar de nao ter sido avaliada por meio de método especifico (foi avaliada sensitivamente),
foi observado que quando classificada como macia ou muito macia, suas fibrilas se
apresentavam relativamente finas, ao passo que as classificadas como duras as tinham mais
espessas (Tabela 4), corroborando o observado por Blind (2016).

As fibras mais duras (Tabela 4) sdo comumente utilizadas em confecgdes de
artesanato, para que apresentem maior firmeza e durabilidade, além de serem sugestivamente
indicadas para utilizacdo em compdsitos industriais como palmilhas e filtros de dleo, portanto
os acessos A18, A31 e A32 seriam os mais indicados. Por sua vez, as fibras macias (Tabela 4)
sdo comercializadas para uso dermocosmético e outros, acessos A12, A19, A23, A24 (Blind,
2016; Blind et al., 2018).

Em estudo da luffa cylindrica em assento e encosto (Costa, 2018), visando a
identificar o conforto térmico, foi constatado que para proporcionar maior conforto, sdao
preferidas fibras mais macias, ja4 que, de acordo com Medeiros (2015), o excesso de dureza
aumenta a pressdao, comprimindo os vasos sanguineos e dificultando a circulagdo. Os assentos
confeccionados com a fibra vegetal proporcionaram maior desconforto, resultado associado a
ndo homogeneidade da manta confeccionada com a fibra. Diante disso, o estudo do
melhoramento genético se faz necessario para promover homogeneidade aos frutos.

A figura 4 evidencia a diferenga morfologica em relagdo aos frutos coletados, sendo
possivel observar a ocorréncia de frutos de diferentes tipos e formas. Além disso, também foi

capturada a diferenca quanto a casca do fruto e formato do fruto, na figura 5.
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Figura 4. Variabilidade entre frutos coletados dos diferentes acessos de bucha vegetal (Luffa
cylindrica), da Colegdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Foto: Arquivo préprio, 2023

I

Rugoso Deprimido

Casca do fruto (A).

1]

Alongado Piriforme Redondo Elipsoide

Forma do fruto (B).

Figura 5. Variabilidade entre os descritores casca do fruto (a) e forma do fruto (b) observada
em diferentes acessos de bucha vegetal (Luffa cylindrica) da Colecdo de Germoplasma de
Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA). Fonte: Arquivo préprio, 2023.

Visando a ampliar a diversidade genética e as possibilidades hereditarias entre o0s
acessos estudados, é possivel estabelecer grupos com base em uma simples inspecdo visual, a
partir de combinacdes fenotipicas e biométricas (Blind, 2016; Ramos et al., 2000).
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Considerando ainda os caracteres qualitativos, foi possivel agrupar os acessos em dois
grupos (Figura 6). O primeiro grupo foi formado pelos acessos Al, A2, A18, A20, A25 e
A32, e 0 segundo grupo foi formado pelos acessos A12, A19, A21, A22, A23, A24 e A3l. A
elevada estimativa de correlacdo cofenética (0,71, p<0,05) sugere que as matrizes de

distancias original e final sdo semelhantes.

—

0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
Figura 6. Dendrograma UPGMA a partir da matriz de distancias euclidianas obtidas de
variaveis morfoldgicas qualitativas avaliadas em acessos de bucha vegetal (Luffa cylindrica)
da Colecdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). (Correlacdo cofenética = 0,71,
p<0,05). Fonte: A autora (2024).

No grupo 1 (Figura 6), dos seis acessos agrupados, cinco sdo provenientes da cidade
de Mossord/RN, e apenas um de Serra Talhada/PE, ao passo que no grupo 2 (Figura 6), dos
sete acessos agrupados, cinco séo provenientes da cidade de Apodi/RN, sendo todos do estado
do RN. Verifica-se, portanto, um fluxo génico das areas de plantio de bucha vegetal.

Pode-se perceber que o0s acessos que apresentaram tanto o formato apical quanto o
formato basal classificado como pontudo foram agrupados no grupo 2 (Figura 6). Ambos 0s
grupos apresentaram subgrupos em sua formacdo, indicando que, apesar da variacdo em
caracteres, ha semelhanca genética entre os acessos agrupados.

Em relagdo as cucurbitaceas, a forma de cultivo também pode estar associada. Para
atender as necessidades dos agricultores em escala ndo comercial, geralmente sdo cultivadas
poucas plantas. Isso resulta na fixacdo do conjunto génico das espécies e na reducdo das
alteracOes adaptativas devido a influéncia do meio ambiente (Ramos et al., 2000).

Na tabela 5, sdo encontradas as médias das caracteristicas quantitativas do fruto e

fibra, referentes a massa da fibra, didmetro medial do fruto, circunferéncia medial do fruto,
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circunferéncia basal do fruto, circunferéncia apical do fruto, espessura minima e maxima da
fibra e comprimento do fruto.

Tabela 5. Médias das caracteristicas quantitativas de fruto e fibra avaliadas em acessos de
bucha vegetal (Luffa cylindrica) da Colecdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

Acessos  MSF DMF CBF CMF CAF ENF EXF CF

Al 15,11 10,25 29,25 32,50 26,95 0,60 0,95 18,50
A2 18,45 11,20 27,25 32,50 27,25 0,90 1,10 24,50
Al2 2,73 3,90 10,50 11,50 7,50 0,10 0,20 14,00
Al8 11,31 5,70 16,00 17,50 9,50 0,30 0,40 26,60
Al9 11,17 6,55 16,00 18,25 12,25 0,20 0,50 27,00
A20 15,68 7,73 21,33 23,17 16,00 0,43 0,67 26,17
A21 7,74 5,33 13,83 15,83 10,67 0,30 0,40 19,83
A22 9,17 518 13,25 16,38 9,75 0,13 0,23 27,00
A23 5,98 5,80 15,00 17,00 17,00 0,10 0,10 20,50
A24 7,01 4,30 11,50 12,00 8,50 0,10 0,30 18,00
A25 11,02 1,27 18,17 21,17 18,00 0,33 0,47 21,00
A3l 7,74 5,60 13,50 16,00 9,00 0,20 0,30 20,50
A32 16,42 7,20 18,00 22,50 13,00 0,50 0,60 27,50

Fonte: A autora (2024). MSF: Massa da Fibra (g); DMF: Diametro medial do fruto (cm); CBF: Circunferencia
Basal (cm); CMF: Circunferencia Medial (cm); CAF: Circunferencia Apical (cm); ENF: Espessura Minima da
Fibra (cm); EXF: Espessura Maxima da Fibra (cm); CF: Comprimento do Fruto.

Os frutos e fibras avaliados apresentaram grande variabilidade quanto as
caracteristicas quantitativas (Tabela 5). Os acessos A2 e A32 apresentaram 0s maiores valores
para massa da fibra. Em relagcdo ao diametro medial, circunferéncias apical, medial e basal, e
espessuras maxima e minima, 0s acessos que se mostraram superiores foram Al e A2, que
apresentaram frutos no formato redondo. Para o comprimento do fruto, o acesso A32 foi
superior, seguido dos acessos A19 e A22, ambos com 0 mesmo comprimento médio (Tabela
5).

O agrupamento UPGMA (Figura 7), a partir das distancias euclidianas padronizadas,
gerou dois grupos de acessos: grupo 1 (Figura 7), contendo os acessos Al e A2; e grupo 2
(Figura 7), contendo os 11 demais acessos caracterizados morfologicamente, sendo eles A12,
Al8, A19, A20, A21, A22, A23, A24, A25, A31, A32. A elevada estimativa de correlagéo
cofenética (0,92, p<0,05) indica que as matrizes de distancias original e final sdo semelhantes.

O grupo 1 (Figura 7) foi composto pelos acessos que apresentaram os frutos com
maiores circunferencias, diametro e espessuras (Tabela 5), ao passo que o grupo 2 (Figura 7)
foi formado por dois subgrupos, indicando que apesar da variagcdo genética ha semelhanca
entre 0s acessos agrupados. O primeiro subgrupo do grupo 2 (Figura 7) € composto pelos

acessos que apresentaram as menores médias para as variaveis comprimento do fruto e massa
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das fibras (Tabela 5), sendo eles Al2, A21, A23, A24 e A31l, ao passo que o segundo
subgrupo apresentou valores superiores para estas varidveis, com os acessos Al18, A19, A20,
A22, A25, A32.

Os acessos mais semelhantes, de acordo com o dendograma (figura 7), sdo A21 e A31,
e na tabela 5 verifica-se que apresentaram meédias semelhantes para todas as variaveis
trabalhadas.

—{
o
—{

6 4 2 0
Figura 7. Dendrograma UPGMA a partir da matriz de distancias euclidianas obtidas de
variaveis morfologicas quantitativas avaliadas em acessos de bucha vegetal (Luffa cylindrica)
da Colecdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). (Correlacdo cofenética = 0,92,
p<0,05). Fonte: A autora (2024).

As estimativas da correlacdo de Pearson (Figura 8) foram positivas, com valores entre
0,219 (CF x CBF) a 0,991 (CMF x DMF), entre as variaveis estudadas. A variavel
comprimento do fruto foi a Gnica que ndo apresentou significancia para a maioria das
variaveis avaliadas, sendo elas diametro medial do fruto, circunferencia medial, apical e basal
do fruto, além de espessura maxima e minima da fibra (Figura 8). Blind et al. (2018) também
ndo obtiveram significancia entre comprimento e expessura maxima e minima em frutos de
luffa cilyndrica.

Houve significancia entre as variaveis comprimento do fruto e massa da fibra (Figura
8), com valor igual a 0,622 (Figura 8). Esta correlagdo € comum em espécies agrondémicas, ja
gue quanto maior for o fruto, maior serd a massa. Além disso, € uma caracteristica
importantes em diferentes setores da agroindustria, o que favorece a utilizacdo destas em
selecdo indireta (Blind, 2016; Blind et al., 2018).
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Figura 8. Correlagdes entre oito variaveis morfologicas medidas em acessos de bucha vegetal
(Luffa cylindrica) da Colecdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Fonte: A autora (2024).

Na analise de componentes principais, 0os dois primeiros autovalores explicaram
77,90% e 15,10% da variagédo (Figura 9), totalizando 93% da variagéo total, adequando-se a
uma representacdo bidimendional, jA& que Cruz et al. (2011) recomendam que uma
discriminacdo confidvel dos acessos é possivel quando as duas primeiras variaveis candnicas
explicam ao menos 80% da variacgdo total.

Resultado de variacdo inferior foi encontrado por Blind (2016), que, estudando a
caracterizacdo de diversidade genética de bucha vegetal, encontraram variacdo total de
81,12% utilizando dois componentes principais.

O estudo dos componentes principais foi utilizado com o objetivo de manusear os
acessos do banco de germoplasma, identificar parentais diferentes, estimar a variabilidade dos
grupos geneticamente relacionados e avaliar a importancia de cada caractere estudado (Cruz
et al., 2011). As variaveis circunferéncia apical, medial e basal do fruto, diametro medial do

fruto, expessura maxima e minima da fibra foram as que mais contribuiram para o primeiro
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componente principal, ao passo que o comprimento do fruto e a massa da fibra foram as que

mais contribuiram para o segundo componente principal (Figura 9).
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Figura 9. Contribuicéo das oito varidveis morfoldgicas medidas em acessos de bucha vegetal
(Luffa cylindrica) da Colecdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), para os dois primeiros

componentes principais. Fonte: A autora (2024).
A partir dos escores dos dois primeiros componentes principais, 0s acessos foram
distribuidos em dois grupos (Figura 10). O primeiro grupo foi formado pelos acessos Al e

A2, e 0 segundo grupo foi formado pelos demais acessos, confirmando o resultado obtido

pelo agrupamento UPGMA.
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Figura 10. Distribuicdo de acessos de bucha vegetal (Luffa cylindrica) da Colecdo de
Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), em funcio dos dois primeiros componentes principais
obtidos partir de variaveis morfoldgicas. Fonte: A autora (2024).
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Foi avaliada a contribuicdo das caracteristicas estudadas (Figura 11), observando-se
que a varidvel que mais contribuiu para a divergéncia genética foi a circunferéncia medial do
fruto (26,6%), sequida pela circunferéncia apical do fruto (26,3%), circunferéncia basal do
fruto (19,7%), massa da fibra (13%), comprimento do fruto (11,4%), diametro medial do fruto
(2,8%), expessura maxima do fruto (0,1%) e, por fim, a espessura minima do fruto (0%).

Os resultados obtidos discordaram dos encontrados na literatura, tendo Medeiros
(2015) e Blind et al. (2020) obtido maior contribuicdo do caractere comprimento do fruto,

com 18,09% e 62,32% de influéncia, respectivamente, em estudos com bucha vegetal.

(]
CAF (26.3%) CMF (26.7%)

B (@78k)
CF (11.4%)
SF (13%)

CBF (19.7%)

Figura 11. Contribuicdo de oito variaveis morfoldgicas medidas em acessos de bucha vegetal
(Luffa cylindrica) da Colecdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) para a divergéncia
genética. Fonte: A autora (2024).

4.2 Molecular

Os 23 primers apresentaram bom padrdo de amplificacdo (Figura 12) e geraram um
total de 103 fragmentos (Tabela 6), com aproximadamente 77% destes compostos por bandas
polimérficas. O numero de fragmentos totais (Tabela 6) variou de um (UBC-12; UBC-840;
UBC-841; UBC-846) a nove (UBC-888), e 0 nimero de fragmentos polimdrficos (Tabela 6)
variou de um (UBC-12; UBC-25; UBC-840; UBC-841; UBC-846; UBC868) a sete (UBC-
825; UBC-889), tendo percentual médio de 80% de polimorfismo (P%) (Tabela 6),
confirmando que os marcadores ISSR apresentam capacidade de identificar polimorfismo e
diversidade genética entre acessos de bucha vegetal.
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Figura 12. Produtos da amplificagdo em gel de agarose da PCR com 24 acessos de bucha
vegetal (Luffa cylindrica) da Colecdo de Germoplasma de Cucurbitdceas do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) utilizando o
marcador UBC-866. M= Marcador 100 pb (DNA Ladder Plus). Fonte: A autora (2024).

Este resultado é superior ao encontrado por Tyagi et al. (2015), que estudaram 45
acessos de L. cylindrica presentes em diferentes regides geograficas da india a partir de
marcadores SRAP, obtendo 72,8% de polimorfismo. Também se superou Blind (2016), que,
ao estudar a diversidade de acessos de bucha provenientes de sete estados do Brasil a partir de
marcadores AFLP, obteve 66,8% de polimorfismo total.

O conteudo de informacdo polimorfica (PIC), que indica o grau de polimorfismo de
um marcador genético em uma populacdo, ou seja, a existéncia de variabilidade, variou entre
0,15 (UBC-826; UBC-846; UBC-855; UBC-857) e 0,41 (UBC-834) (Tabela 6).

Tabela 6. Primers ISSR utilizados em acessos de bucha vegetal (Luffa cylindrica) da Colecéo
de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA).

NF  NFP %P PIC EMR Ml
UBC-808 4 3 75 0,35 225 0,79
UBC-810 5 3 60 0,38 1,80 0,68
UBC-811 4 3 75 0,33 225 0,74
UBC-12 1 1 100 0,22 1,00 0,22
UBC-23 2 1 50 0,28 0,50 0,14
UBC-825 7 7 100 0,28 700 194
UBC-826 7 4 57 0,15 2,29 0,35
UBC-834 5 5 100 0,41 500 2,07
UBC-835 5 4 80 0,33 320 1,06
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UBC-836 3 2 67 0,25 1,33 0,33
UBC-840 1 1 100 0,28 1,00 0,28
UBC-841 1 1 100 0,22 1,00 0,22
UBC-842 3 2 67 0,33 1,33 044
UBC-846 1 1 100 0,15 1,00 0,15
UBC-847 6 5 83 0,37 4,17 155
UBC-848 7 5 71 0,33 357 1,18
UBC-855 7 6 86 0,15 514 0,79
UBC-856 5 4 80 0,22 320 0,70
UBC-857 7 6 86 0,15 514 0,79
UBC-866 3 2 67 0,33 1,33 044
UBC-868 2 1 50 0,27 050 0,14
UBC-888 9 5 56 0,22 2,78 0,62
UBC-889 8 7 88 0,32 6,13 1,95
Total 103 79
Media 80 0,28 225 0,68

Fonte: A autora (2024). NUmero total de fragmentos amplificados (NTF), nimero de fragmentos polimorficos
(NFP), porcentagem de polimorfismo (%P), indice de contetdo polimoérfico (PIC), relagdo multipla efetiva
(EMR) e indice do marcador (M1).

De acordo com a classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores que apresentam
valores de PIC superior a 0,5 sdo considerados muito informativos, os que apresentam valores
entre 0,25 e 0,5 séo considerados medianamente informativos, e os que apresentam valores
inferiores a 0,25 sdo considerados pouco informativos. Portanto, no presente trabalho, oito
primers apresentaram valores de PIC inferior a 0,25 (Tabela 6), sendo considerados pouco
informativos, ao passo que os demais quinze primers apresentaram PIC entre 0,25 e 0,5
(Tabela 6), sendo considerados medianamente informativos, mais indicados, portanto, para
estudos de variabilidade (Ribeiro, 2011).

Os valores de similaridade genética, estimados a partir do coeficiente de Jaccard,
variaram de 0,408 a 0,914 (variacdo de 0,506), como pode ser observado nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Similaridade genética entre os quatro pares de acessos de bucha vegetal (Luffa
cylindrica) da Colegdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) que apresentam menor distancia
genética.

A6 A31 A23 A27
AT 0,914
A32 0,823
A24 0,821 0,821

Fonte: A autora (2024).
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Tabela 8. Similaridade genética entre os quatro pares de acessos de bucha vegetal (Luffa
cylindrica) da Colegao de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) que apresentam maior distancia
geneética.

Al A25
A26 0,408
A8 0,415
A26 0,444
A23 0,465

Fonte: A autora (2024).

Por meio do software NTSYS, o método de agrupamento UPGMA (Figura 13)
apresentou Coeficiente de Correlacdo Cofenética (CCC) de 0,774, o qual permite estimar o
ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o agrupamento, resultado inferior aos obtidos por
Blind et al. (2020), que obtiveram correlacdo cofenética de 0,9606 em estudo de diversidade
genética com Luffa cylindrica. A medida que o coeficiente de concordancia cofenética
aumenta, ocorre diminuigdo da distor¢do induzida ao agrupar individuos (Cruz et al, 2011).
De acordo com Vaz Patto et al. (2004), valores de CCC superiores a 0,56 representam bom
alinhamento entre as matrizes de dissimilaridade e de agrupamento; por sua vez, Sokal e
Rohlfe (1995) dizem que o ajuste ideal entre a matriz e o agrupamento € avaliado por valores
de CCC superiores a 0,80.

Al
A2 —’7
A25

AS

A23
A2F
A3l
A32
A26

Ab
N :I—’_‘
Al

A8

|
A9
Al3 I
Al4

AlD
Al2
AlG
A20r
A2}
A22
Al

AlG

Figura 13. Dendograma obtido pelo método UPGMA e complemento aritmético do indice de
Jaccard como média de similaridade, em 24 acessos de bucha vegetal (Luffa cylindrica) da
Colecdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
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Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) com base em 21 primers ISSR. Ponto de corte =
0,66%. Fonte: A autora (2024).

O dendrograma (Figura 13) representa a relacdo genética entre os acessos de bucha
vegetal, onde foram identificados trés diferentes grupos, considerando uma distancia média de
0,66 entre os grupos.

O primeiro grupo foi formado por dois acessos (Al e A2). O segundo grupo foi
formado por apenas um acesso (A25), ao passo que o terceiro grupo abrange os demais 21
acessos estudados, representando aproximadamente 83,33% dos acessos: A5; A6; A7; AS8;
A9; A10; All; Al12; Al13; Al4; Al16; Al18; Al19; A20; A21; A22; A23; A26; A27; A3l; A32
(Figura 13).

Os dois primeiros grupos sdo provenientes da cidade de Mossor6-RN. O terceiro
grupo foi o Unico que apresentou subgrupos em seu agrupamento (Figura 13). A presenca de
subgrupos pode indicar heterogeneidade genética dentro das regides ou grupos especificos.
Isso pode ser resultado de interagcfes complexas entre fatores ambientais, fluxo génico,
selecdo natural e praticas de manejo especificas.

O primeiro subgrupo do grupo 3 pode ser dividido em dois grupos, um contendo 0s
acessos A9, A13 e Al4, todos provenientes do estado de Pernambuco, e outro grupo contendo
mais 11 acessos (Figura 13). Entretanto, podemos observar ainda a formacdo de mais dois
grupos diminuindo o ponto de corte, sdo 0s grupos dos acessos A6, A7, All e A8, que
apresentam acessos de variadas origens agrupados (PE; CE; RN), e o grupo contendo 0s
acessos A5, A23, A27, A31, A32 e A26, que apresentam acessos de dois estados, sendo
33,3% provenientes do Pernambuco e 66,6% provenientes do Rio Grande do Norte (Figura
13).

O segundo subgrupo do grupo 3 apresentou sua totalidade de acessos provenientes de
um mesmo estado (Rio Grande do Norte), com cinco dos oito acessos (62,5%) da cidade de
Apodi, e os outros 3 (37,5%) da cidade de Mossor6 (Figura 13).

Resultado semelhante foi obtido por Blind (2016), que verificou resultado positivo a
expectativa de que a dispersdo e o agrupamento dos acessos de bucha vegetal correspondiam
a procedéncia destes. A tendéncia desse agrupamento sugere que a estrutura genética desses
acessos pode ter sido influenciada pela distancia geografica e pela limitacdo do fluxo génico
entre diferentes areas, possivelmente em virtude do compartilhamento de materiais genéticos
gracas a interacOes sociais e praticas agricolas em comum.

Entretanto, observando o subgrupo contendo diferentes estados (Figura 13), isto pode

ter ocorrido devido a dispersao e fluxo de cultivo, ja que a bucha é uma espécie com modo de
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reproducdo por alogamia, cultivada de forma incipiente, sem triagem prévia para uso de
acessos, além de sua ocorréncia ser predominantemente espontdnea. Estes resultados
corroboram os obtidos por Zhang et al. (2008) e Silva et al. (2012), que verificaram alto grau
de parentesco em acessos de bucha vegetal presentes em diferentes regides da Asia.

Os acessos A2 e Al8 (Tabela 1), segundo informacGes da colecdo de germoplasmas,
foram coletados na mesma propriedade, em anos diferentes, entretanto ndo estdo no mesmo
grupo, nao sendo o par com maior similaridade (0,706) representado no dendrograma (Figura
13), 0 que pode estar relacionado a alogamia da cultura, podendo a troca de genes ter ocorrido
em algum momento.

O acesso Al destacou-se como 0 menos similar aos demais acessos, conforme
evidenciado na Tabela 1. O acesso A25 apresentou perfil genético singular (Figura 13),
conforme indicado pelo dendrograma. Estes resultados sugerem que ambos 0s acessos podem
desempenhar papel crucial na preservacdo da diversidade genética. Além disso, por serem
genitores distantes, sugere-se a possibilidade de efeito heterético significativo em suas
progénies. Portanto, esses acessos especificos podem ser considerados importantes em

estratégias futuras de melhoramento genético (Cruz et al., 2011).



44

5 CONCLUSAO
Os descritores morfologicos utilizados neste trabalho se mostraram confidveis para

identificar variabilidade fenotipica entre os acessos estudados.

O marcador ISSR se mostrou eficiente para estimar a diversidade genética presente
nos acessos de luffa cylindrica da colecdo de germoplasma de cucurbitaceas.

Os acessos mais divergentes sdo Al e A25.

Os acessos A19, A20, A22 e A32 foram os que apresentaram melhores médias e
melhores rendimentos, sendo os mais indicados para o mercado cosmético, doméstico e
industrial.

Para o mercado de esponja vegetal, destino da maior parte da producgéo brasileira, sdo
indicados os acessos A19 e A23.
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