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RESUMO

A bucha vem se destacando no mercado de fibras naturais pela facilidade de cultivo e
aplicabilidade em diversos setores da agroindustria. O estudo da diversidade varietal ao nivel
molecular, morfoldgico e produtivo, dentro de uma colecdo de germoplasma séo atividades
essenciais para o estabelecimento de um programa de selecéo e reproducao que permita triagens
de gendtipos com caracteristicas desejaveis, para diferentes finalidades. Neste sentido o
objetivo deste trabalho foi estudar a divergéncia genética de acessos de bucha a partir de dados
binarios, multicategdrios e dados de produtividade, além de anélises paralelas de correlagéo, e
andlise de regressdo sobre o0 desempenho produtivo durante seis meses. Os 24 acessos de bucha,
foram do Banco Ativo de Germoplasma-UFAM e séo provenientes dos estados do Amazonas,
Rondobnia, Pard, Distrito Federal, S0 Paulo, Parana e Santa Catarina reunidos e cedidos
institucionalmente por meio de cesséo de germoplasma entre a Universidade Federal do
Amazonas, Embrapa Hortalicas, Instituto Agronémico do Parand, e Instituto Agronémico de
Campinas. Os resultados obtidos sobre a diversidade a nivel molecular e morfo-agronémica
demostra que existe diferentes configuracGes de agrupamentos ambos com ampla variabilidade
poténcial a ser explorada entre os acessos mesmo que dispersos geograficamente. Com relacéo
aos dados qualitativos e quantitativos os resultados demostraram que 0S acessos Sao
fenotipicamente diferentes para 30 descritores analisados com diferentes conformacdes
botanicas e biométricas sendo que a variavel; comprimento de frutos (62,32%) foi o
componente que mais contribuiu para divergéncia encontrada. Existe correlagéo positiva entre
as variaveis; comprimento do fruto x massa de fibra x espessura da manta fibrosa. Com relagéo
ao desempenho produtivo, a maioria dos acessos possue aptidao para plantio na regido, podendo
acumular em periodo de seis meses até 87 frutos por planta. A analise de regressdo sobre o
comportamento produtivo durante os seis meses, para 0 nimero de frutos, a massa de fibra e o
comprimento de frutos, revelam melhor entendimento a partir da 4 ordem na equagéo
polinomial, evidenciando que entre uma colheita e outra existe sazonalidade moderadamente

acentuada.



ABSTRACT
The culture of the loofah has been outstanding in the market of natural fibers for easy
manipulation and applicability in various sectors of agribusiness. The study of the molecular
diversity varietal level, morphological and productive within a germplasm collection are
essential for the establishment of a selection and playback program that allows screening of
materials with desirable characteristics for different applications. In this sense the objective of
this work was to study the genetic divergence loofah access from binary data, multicategorios
and quantitative, in addition to parallel correlation analysis, estimates of genetic parameters and
regression analysis on performance for six months. 24 loofah access, are in the BAG-UFAM
and come from the states of Amazonas, Rondonia, Pard, Federal District, Sdo Paulo, Parana
and Santa Catarina assembled and assigned institutionally through germplasm assignment of
the Federal University of Amazonas, Embrapa vegetables, Institute Agronomic of Parana, and
the Campinas Agronomic Institute. The results of the diversity at the molecular level and
morphological and agronomic demonstrates that there different groups of settings both with
wide variability poténcial to be explored between accesses. Regarding the qualitative and
guantitative data results showed that the materials are phenotypically different for 30
descriptors analyzed with different botanical and biometric conformations of which the
variable; fruit length (62.32%) was the component that contributed most to divergence found.
There is a positive correlation between the variables; fruit length x fiber mass thickness x of the
fibrous web. The fruit number was the parameter showed the lowest heritability (71.9%) among
the analyzed carcteristicas. Regarding the productive performance, the most hits have aptitude
for planting in the area may accumulate in period of six months up to 87 fruits per plant.
Regression analysis on productive behavior for six months for the fruit number, the mass of
fiber and the length of fruits, reveal better understanding from the fourth order in the polynomial

equation, and between one harvest and another there is more seasonal or less marked.



1.0 INTRODUCAO

A bucha, também é conhecida popularmente como “esponja vegetal” [Luffa cylindrica
(Linn). Roem] e pode tornar-se uma importante planta industrial, no comercio de fibras naturais
em nivel mundial. O grande atrativo desse vegetal é que as fibras lignocelulésicas produzidas
sdo biodegradaveis e atoxicas quando ndo tratadas, € recurso natural renovavel e proporciona

custo relativamente baixo de produgéo.

Na revisao “Luffa cylindrica - an emerging cash crop” “Luffa cylindrica - uma cultura
emergente” realizada por Oboh e Aluyor (2009) comprovam a nobreza da fibra e potencialidade

do vegetal, nas areas da agricultura, medicina, engenharia de materiais e na biotecnologia.

Varios estudos evidenciam a aplicacdo da fibra da bucha para adeséo e compatibilidade
com polimeros (d’Almeida et al., 2005; Guimaraes, 2010; Laidani et al., 2012); absorvente para
remocao de agentes tenso ativos (Bal et al., 2004; Ye et al., 2013); filtros de 6leo, estofamento
automotivo e industrial (Mazali e Alvez, 2005; Carvalho, 2007); limpeza doméstica e higiene
corporal além de palmilhas de calgados (Melo e Moreira, 2007; Ferreira et al., 2012); uso
ortoddntico (Barra & Lima, 1990; Bottin et al., 1998; Leite et al., 2012); isolamento acustico,
térmico e mecanico em determinados ambientes (Oliveira e Teodoro, 2005); incluindo emprego
em artesanato (Ferreira et al., 2012) e fabricacdo de vasos e tubetes biodegradaveis (Vichiato
et al., 2008).

Atualmente o emprego de fibras naturais em matrizes e compdsitos biodegradaveis, tem
sido alvo de instituicdes, empresas e centros de pesquisa no mundo todo. Isto porque as
propriedades tecnoldgicas evidenciam a substituicdo e/ou incorporacdo em novos produtos e
compositos, como é o caso do uso da fibra de bucha (Davis, 1994; Dairo et al., 2007 Oboh e
Alyor, 2009; Laidani et al., 2012). A exploracdo da biodiversidade da bucha pode permitir
triagens para aplicacGes especificas em novos materiais, réplicas de inorganicos em que

predominam escalas micrométricas com baixo custo e fonte renovavel.

O Instituto Brasileiro de Fibras (IBRAFIBRA) reportou uma estimativa, que o mercado
de fibras naturais movimentou 18.8 bilhdes de reais no ano de 2012 com crescimento previsto
na ordem de 8% ao ano. Atualmente, é possivel observar entre consumidores, uma tendéncia
de consumo por produtos de origem vegetal e biodegradaveis e talvez isto venha a contribuir
com a crescente demanda em diversos paises. Conforme apontam Oboh e Alyuor (2009) a

substituicdo de produtos sintéticos, principalmente os derivados de petrdleo, por produtos
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naturais € crescente nos paises com acelerado crescimento, devido aos apelos ambientais para
utilizagdo de “produtos ecologicamente corretos”, além da oportuna chance de empresas start-
ups pesquisar e desenvolver novos produtos com “selos e rotulos verdes” para este crescente

publico.

A caracterizacdo de acessos de bucha pode sustentar pesquisas de aprimoramento
genético para fins de cultivo, atendendo ainda a prospec¢do sécio-econdmico-ambiental de
diversas regides do Brasil, incluindo a Amazonia. Além do mais, existe apelo governamental
sobre uso de matrizes e compositos biodegradaveis, com aplica¢Ges nas mais diversas areas da
agroindustria, aliada sobre tudo ao desenvolvimento, geracdo de emprego e renda ao setor

primario.

A exploracdo comercial da bucha torna-se mais oportuna uma vez que seja conhecida a
ampla variabilidade genética existente (Queiroz, 2004; Melo e Moreira, 2007; Zhang et al.,
2008; Ferreira et al., 2009; Silva et al., 2012). A pouca informacao bibliografica acerca do
desempenho produtivo institui a necessidade de estudos nos mais diversos campos da
agronomia, a fim de conhecer e subsidiar informacdes tecnologicas adequadas para cultura e/ou

visando o aprimoramento genético e cultivo em uma determinada regi&o.

Até o momento os trabalhos desenvolvidos com bucha focaram principalmente as
propriedades fisicas, mecanicas e quimicas da fibra (Tanobe et al., 2005; 2014) além da
limitacdo de diferenciacdo arbitraria entre acessos (Ferreiraet al., 2012). Sdo pouco os trabalhos
gue geram conhecimento da variacdo genetica em espécies do género (Tyagi et al., 2015)
havendo a necessidade de estudos sobre a diversidade em acessos distanciados
geograficamente, o que iria auxiliar na descoberta de possiveis amostras com potencial
diferenciado para a agroindustria e fontes de genes de interesse para programas de
melhoramento (Prakash et al., 2014).

Atualmente, os programas de melhoramento tém utilizado a associacdo de técnicas
classicas a ferramentas biotecnoldgicas como, por exemplo, 0 uso de marcadores moleculares
(Zhang et al., 2008; Borem et al., 2012) sendo possivel distinguir fielmente a divergéncia
genética entre acessos de plantas pouco conhecidas (Ferreira e Grattapaglia, 1998), entretanto
néo evidencia o desempenho produtivo e sua interagdo ambiental.

Para contrastar materiais potenciais de bucha foi sugerido avaliar as caracteristicas
agrondmicas (Davis, 1994; Lira et al., 2012) uma vez que fica evidente a aptidao produtiva
tanto quantitativamente como qualitativamente entre acessos e assim classifica-los ao passo que
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reline-se subsidios importantes para conducdo de uma cadeia economicamente produtiva e

viavel para a espécie.

O manuseio simultaneo das multiplas variaveis boténicas ajuizadas como descritores
sdo ferramentas vantajosas na discriminacéo de acessos. Além disso a caracterizacdo de acessos
desconhecidos pode fornecer informacdes sob a variabilidade genética de modo eficiente, onde

centenas de cruzamentos indesejaveis posteriormente podem ser evitados.

A divergéncia genética e 0 comportamento produtivo sao importantes indicadores para
melhorar o cultivo e aprimorar geneticamente uma espécie. A determinagdo da diversidade
existente de uma colecdo em um Banco Aivo de Germoplasma, pode ser eficiente na
identificacdo de materiais superiores, permitindo concentrar esforcos em uma ou em um
conjunto de caracteristicas desejaveis e predispor aqueles que reinem melhores atributos para

uso geral e especifico.

Neste sentido o presente trabalho teve por objetivo avaliar acessos de bucha
provenientes de diferentes regibes do Brasil, verificando a divergéncia genética entre os
materiais via analise de marcador molecular AFLP, descritores morfo-agronémicos e o
desempenho produtivo, visando identificar individuos adequados para o cultivo na regido e

superiores para serem utilizados em programa de melhoramento da espécie.



2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos botanicos relacionados a bucha Luffa cylindrica

O género Luffa possui espécies originarias na Asia, Africa e América (Cruz et al., 1997)
na ITIS — Integrated Taxonomic Information System, é citado apenas trés espécies para 0 genero
Luffa, sendo elas: Luffa acutangula (L.) Roxb, Luffa cylindrica e Luffa operculata (L.) Cogn.
Ja no guia de descritores botanicos elaborado por Joshi et al. (2004) é referenciado ocorréncia
de mais duas espécies, endémicas do Nepal: L. graveolens e L. echinata. No Brasil é comum
encontrar a espécie L. cylindrica, vegetando de Norte a Sul do Pais com caracteristicas rusticas
de planta daninha (Queiroz, 2004; Melo e Moreira 2007). Alguns estudos apontam sua
domesticacdo em regides de clima tropical no continente Asiatico, entretanto, atualmente a
espécie esta dispersa no mundo todo com ampla variabilidade genética (Heiser e Schiling 1988;
Cruz et al., 1997; Zhang et al., 2008; Ferreira et al., 2010).

Indicidios apontam que a bucha surgiu no Brasil logo ap6s a colonizagdo pelos
portugueses e posteriormente difundida para outras regides neste Pais (Bisognim, 2002; Melo
e Moreira, 2007). A bucha é bastante encontrada desde a regido norte, nordeste ao sul do Brasil
(Queiroz, 2004). O Estado de Minas Gerais € considerado maior produtor do pais,
particularmente 0 municipio de Bonfim (Ferreira et al., 2010). No Amazonas a producdo
comercial concentra-se nos municipios de Presidente Figueiredo, Rio Preto da Eva e Iranduba,
restringindo-se a pequenas areas caracterizadas na maioria das vezes, pelo baixo nivel de

técnicas no manejo e de qualificacdo profissional dos horticultores.

Pertencente a familia botanica Cucurbitaceae, L. cylindrica, possui sinonimia botanica
de L. aegyptica Muell, planta herbacea, geralmente mondica, habito de crescimento ramador
trepador (Bisognim 2002; Carvalho, 2007) apresenta frutos do tipo baga, fibrosos, cilindricos
ou trigonais alongados ou elipsoides que surgem em haste na axila foliar apresentando variacGes
biométricas de acordo com materiais cultivados e sua procedéncia (Joshi et al., 2004; 2010). Os
frutos geralmente sdo amarelo palidos quando maduros, com dimensdes variaveis de 20 até 160
cm, possuindo trés a sete loculos, flores amarelas masculinas e femininas na mesma planta
(Ferreira et al., 2010; Silva et al., 2012). As sementes elipsoides apresentam variacdo da cor
preta ao branco e possuem forma geralmente achatada (Joshi et al., 2004).

Para Cruz et al. (1997) Carvalho (2007) e Ferreira et al. (2010) os acessos de bucha de
modo geral, apresentam folhas alternadas, sdo amplas e crescem espacadas em volta do caule,

podendo ser ovaladas, orbiculares, reniformes ou pontiagudas, lisas ou dentadas e ainda
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conforme o genotipo, a coloracdo pode ocorrer em Varios tons de verde. No Brasil a pratica de
propagacdo seminal de bucha, contribui para diversidade relatada, principalmente nos Estado
de Minas Gerais e Sao Paulo (Melo e Moreira 2007; Ferreira et al., 2010).

O sistema radicular ¢ muito ramificado, fasciculado e superficial, na ocasido em que a
planta é transplantada, o sistema radicular explora os primeiros 30 centimetros do solo, sendo
que atraves da semeadura direta a raiz pivotante pode atingir até 50 cm de profundidade
(Siqueira, 2007).

Heiser e Schiling (1988) e Cruz et al. (1997) citam que as trés espécies em Luffa sp
podem diferir entre e dentre si, pelos tipos de folhas e frutos, tamanhos, formas, cores, texturas,
densidades e propriedades bioativas, além dos rendimentos produtivos.

No Brasil, poucos esfor¢cos foram concentrados no estudo da bucha, desta forma a
espécie até o presente momento consta com poucas variedades definidas, especificas para
determinado uso. As variedades mais conhecidas sdo denominaces institucionais de avaliacdes
preliminares e de locais de coleta, tais como: IAC - Cylinder N° 3, IAC — Futohechima e MAF-
263 que originaram-se de selecdo sobre avaliacbes em caracteres morfo-agronémicos

desejaveis conforme citam Melo e Moreira (2007), Carmo (2007), e Ferreira et al. (2009).

Na concepc¢éo de Melo e Moreira (2007), Zhang et al. (2008) Lira et al. (2012) a selecéo
de acessos e desenvolvimento de hibridos em bucha podem ser obtidas para abranger um maior
numero de caracteristicas indispensaveis para que a planta possa expressar e exercer sua
capacidade genética, tornando possiveis os melhores rendimentos econémicos e ainda com

aplicabilidade especifica.

O desenvolvimento de linhagens endogamicas em espécies aldgamas e posteriormente
desenvolvimento de hibridos € hoje pratica comum, e prioritaria nos paises em acelerado
processo de desenvolvimento motivado pelas vantagens oferecidas aos produtores e
consumidores, destacando-se: aumento da produtividade; maior uniformidade e melhor

padronizacédo; e melhor qualidade dos frutos/fibra.

Alguns aspectos sdo indispensaveis no desenvolvimento de novas variedades e/ou
hibridos em cucurbitacea no Brasil, dentre estes, a rusticidade, boa produtividade, resisténcia
e/ou tolerdncia maltipla a pragas e doengas, a fim de oferecer aos produtores genotipos,

adaptados &s condicbes prevalecentes na maior parte do territério nacional, além das



especulacOes agroindustriais para as propriedades mecénicas da fibra (Bisognin, 2002; Queiroz
et al., 2004; Melo e Moreira 2007, Ferreira et al., 2009).

2.2 Aspectos agrondmicos da bucha

Por ser uma espécie rustica e tolerante a adversidades fisicas, quimicas e bioldgicas de
solo (Bisognin, 2002; Rizo et al., 2004, Aumond et al., 2011) plantulas de bucha podem servir
como porta enxerto para outras cucurbitdceas, em virtude da resisténcia a determinados
fitopatdgenos (Ito et al., 2009) e pela eficiéncia na extracdo de nutrientes em solos de baixa
fertilidade natural (Siqueira, 2007).

A bucha pode viver por até trés anos, porem, quando em cultivo comercial é possivel
explorar economicamente por até dez meses, sem perdas significativas no rendimento em geral
conforme Davis, (1994) e Carvalho (2007) atentando-se para a disponibilidade hidrica e

nutricional.

A espécie requer bastante luz, no minimo oito horas por dia, e temperaturas em torno de
26 £12 C°, 0 que torna as regides tropicais potenciais ao cultivo (Cruz et al., 1997; Davis, 1994;
Silva et al., 2012). PrecipitacBes pluviométricas devem estar acima de 1.200 mm/anuais bem
distribuidos ao longo do ano (Bal et al., 2004; Carvalho, 2007; Marouelli et al., 2013).

Da semeadura até a primeira colheita acumulam-se em média 120 dias, posteriormente
é possivel colher frutos semanalmente o que depende do poténcial varietal de ramificacéo e
pegamento de frutos, da variacdo sazonal das condicBes térmicas e hidricas, do manejo
nutricional, além dos tratos culturais no sistema de cultivo adotado (Carvalho, 2007; Ferreira et
al., 2010).

De maneira geral, a bucha é considerada uma planta de ampla adaptabilidade em clima
subtropical ao equatorial, em regides Umidas até aridas podem apresentar condicOes
agroclimaticas favoraveis a sua producdo (Davis, 1994; Oboh e Aluyor, 2009; Silva et al.,
2012). Entretanto é passivel de haver variacbes em suas caracteristicas, nas taxas de

crescimento, nos niveis de produtividade e na qualidade das buchas.

VariagOes do meio ambiente, principalmente daquelas prevalecentes no habitat natural,
conduzem a modificagdes nos individuos quanto aos perfis de rendimentos e conformocdes de
forma muito dindmica, sendo estes responsaveis pelas rela¢des entre o individuo e o ambiente

onde ele se encontra. A interferéncia dessas variagdes no fenétipo da planta é classicamente



representada pela localidade de cultivo, gen6tipos e anos diferentes, assim como pela interacéo
entre os trés fatores (Borem e Miranda, 2005).

Devido a superficialidade de seu sistema radicular a bucha produz bem e adapta-se
melhor em solos de textura média destorroados, podendo ser areno-argilosos e/ou latossolos
bem drenados, rico em matéria organica, exigindo disponibilidade de nutrientes nas camadas
superficiais e pH entre 5,5 a 6,5 (Bal et al., 2004; Siqueira, 2007).

Apesar da bucha possuir rusticidade vegetativa independente dos niveis de fertilidade,
torna-se indispensavel a utilizagdo de incrementos férteis para a cultura, quando o solo néo
possui condicBes naturais de suprir a necessidade minima requerida pela espécie uma vez que
veiculam niveis de rendimento e qualidade. Para tanto € necessario realizar uma analise quimica
do solo na area pretendida para o cultivo, para efetivar se necessario, uma adubacdo correta e
equilibrada (Malavolta, 1992).

Estudos realizados por Siqueira (2007), sobre crescimento e acimulo de nutrientes em
bucha evidencia que a espécie é pouco exigente no aporte nutricional do solo, porém
extremamente influenciada pela fase de desenvolvimento x elemento disponivel - exportado,
sendo necessario em ordem de importancia para o crescimento: o fosforo (P2Os) e 0 nitrogénio
(N2), posteriormente para desenvolvimento de ramas e frutos: potéssio (k.0) célcio (Ca),
magnésio (Mg) e enxofre (S) integrados & disponibilidade e beneficios dos micronutrientes:
cobre (Cu), zinco (Zn), ferro (Fe), manganés (Mn) molibdénio (Mo) e boro (B) porem estes
ultimos em proporc¢des bem menores. O efeito benéfico destes elementos em cucurbiticeas séo

amplamente relatados por Malavolta (1992), Faquim (2004) e Filgueira (2008).

A deficiéncia de N e K determina todo incremento vegetativo e qualitativo de plantas
em cucurbitéceas, pois 0 nitrogénio se apresenta e atua na planta como componente estrutural
de macromoléculas e constituinte de enzimas, sendo precursores de horménios vegetais (Acido
Indol Acético e Etileno), clorofilas e citocromos (Grangeiro e Cecilio Filho 2005; Siqueira
2007). Tais elementos, devem ser disponibilizados para culturas em geral, parceladamente
devido as perdas por volatilizacdo e lixiviagdo (Malavolta, 1992).

Em cucurbitaceas, Grangeiro e Cecilio Filho (2005) e Filgueira (2008), descrevem que
a deficiéncia de fosforo provoca retardamento no crescimento das plantas, ma formagdo do

sistema radicular, folhas e flores raquiticas. Siqueira (2007) considerou que para a bucha a



extracdo de fosforo é semelhante para cultura da melancia (Citrullus lanatus) denotando sua
importancia para o evento produtivo, e deve ser disponibilizado de forma equivalente.

Em relacdo a disponibilidade e beneficios dos micronutrientes, estes sdo considerados
condicionadores e de extrema importancia tanto para a assimilacdo dos quais a bucha vegetal é
mais exigente, como desempenhar fungdes especificas no metabolismo vegetal, sendo

necessitado de proporc¢oes inferiores (Siqueira, 2007).

Para a producao de bucha, a combinacéo de fertilizantes quimicos e organicos pode ser
relevante, influenciando no dispéndio para implantacdo da cultura, considerando a eficiéncia
do adubo e os precos praticados dos insumos, no mercado local.

Para cucurbitaceas, experimentos comprovam que a irrigacdo, seja por aspersdo,
nebulizacdo, gotejamento ou infiltracdo, durante todo desenvolvimento do vegetal, contribui
para a qualidade da planta refletindo diretamente nos indices produtivos, desde que
disponibilizada de forma equilibrada (Marouelli et al., 2013). A bucha contém um teor de
umidade em torno de 20 % no pré amadurecimento dos frutos sendo pouco exigente em agua
(Zhang et al., 2008). O controle de plantas daninhas € essencial durante todo desenvolvimento
das plantas, as quais competem por agua, luz, gases e nutrientes do solo (Carvalho, 2007).

Outros aspectos devem ser considerados; o emprego de espacamentos apropriados que
permita melhor distribuicdo espacial do sistema radicular proporcionando melhor exploracéo
do perfil do solo e 0 monitoramento e/ou controle de pragas e doencas que podem comprometer
a lavoura em qualquer fase de desenvolvimento, quando estes atingem niveis de danos
econbmicos, sao praticas indispensaveis (Ferreira et al., 2010) e devem ser considerados em
estudos agrondmicos.

O nivel de emprego tecnolégico para o cultivo da bucha é baixo, o que torna seu cultivo
favorecida pela agricultura familiar, como € o caso do Estado do Amazonas, pois dispensa a
utilizacdo de fertilizantes e defensivos convencionais, sendo necessario um minimo de
operacdo, além de permitir que seu cultivo se de em é&reas alteradas, tais como capoeiras
“novas”, solo de véarzea, pastagens abandonadas e areas de constantes cultivos agricolas,

carecendo poucas praticas de manejo para seu cultivo.

A bucha e extremamente facil de ser cultivada, possui expressiva rusticidade (Silva et
al.,, 2012), e é encontrada em diversos ambientes, inclusive nascendo e produzindo

esporadicamente em quintais e margens de estradas (Carmo, 2007; Melo e Moreira, 2007).



Pela espécie ter habito de crescimento indeterminado ramador trepador é recomendéavel
que seja cultivada em parreirais e /ou espaldeiras, a campo aberto no sistema convencional e/ou
organico o que dependera de analises de vantagens e desvantagens para cada sistema (Carvalho,
2007).

Os dois sistemas diferem entre si em varios aspectos no manejo da cultura bem como
nos parametros agroecondémicos. Existem ainda os sistemas “caseiros” de cultivo, em que
predominam a criatividade de condugdo de plantas em cercas, muros residenciais e até mesmo

consorciado com outras especies.

Cada planta de bucha rende em média para um ano de colheita, cerca de 4 duzias de
frutos, que sdo colhidos geralmente a partir do quarto més, apos a semeadura (Carvalho, 2007;
Ferreira et al., 2010) mas isto depende da capacidade genética e do manejo agronémico para

cultura conforme apresentado anteriormente.

Atualmente o Estado de Minas Gerais € considerado o maior produtor de bucha do Brasil
(Lira et al., 2012), com uma producéo estimada em 100.000 (cem mil) dizias no ano de 2010,
com valor da dazia das estilhas, sendo comercializado a R$ 35,00 (Glogo rural - em
03/06/2013). N&o existem estatisticas sobre area cultivada e producdo em nivel nacional,

contudo verifica-se forte interesse entre agricultores de diversas regites do Brasil.

A colheita da bucha é realizada exclusivamente de forma manual, quando os frutos
apresentam a coloracdo amarelo palido (fase que as fibras apresentan-se fisiologicamente
maduras) conforme apontam Zhang et al. (2007) posteriormente os frutos séo descascados e

lavados para que as fibras permanecam com cristalinidade natural.

Apbs a retirada da casca e sementes, recomenda-se enxaguar novamente, pois elimina-
se assim 0s residuos e/ou sementes que por ventura ainda estiverem aderidos entre as fibras.
Posteriormente ao enxague, faz-se necessario “pendurar” as estilhas em varais, bancadas e/ou
ripas com ganchos, com finalidade de secar as fibras podendo ser & sombra e/ou no sol, em

local bem arejado por cerca de 48 h conforme Carvalho (2007).

Apls a secagem, preferencialmente a sombra porque as fibras ndo ressecam
excessivamente mantendo a maciez e cristalinidade (Zhang et al., 2007) pode-se estocar por
longo periodo em local seco e arejado para posterior beneficiamento e ou comércio (Carvalho,
2007; Melo e Moreira 2007).



2.3 Potencialidades da bucha

Conforme ja exposto, varios estudos comprovam as aplicabilidades domésticas, dermo-
cosméticas e industriais da fibra da bucha, além disso os frutos verdes podem ser utilizados na
fitomedicina por constituintes bioativos pertencentes a classe dos flavonoides, alcaldides,
terpendides e antioxidantes, os quais proporcionam tratamentos de enfermidades enddcrinas, e
ainda efeito antifungico e bactericida (Dairo et al., 2007; Ismail et al., 2010; Partap et al., 2012).
O consumo in natura de frutos procede particularmente da Asia Oriental (Du et al., 2006). Das
sementes extrai-se um 6leo fino de cor e semelhanca ao 6leo de oliva, que pode ser usado sobre

atividade antifungica e antibacteriana (Devi et al., 2009).

Enquanto algumas espécies fibrosas tém sido amplamente estudadas e utilizadas em
compositos, muitas outras fibras menos conhecidas possuem aplicabilidade limitada, por
exemplo, em confeccdo de cordas, tapetes, sacos e/ou tapecarias (Tanobe et al., 2005; Oboh e
Alyuor 2009).

Um dos entraves para encontrar novas utilizacbes para esta fibra natural é a falta de
dados cientificos disponiveis sobre a sua diversidade genética, estrutura e propriedades (Dairo
etal., 2007; Oboh e Alyor 2009; Silva et al., 2012). A maioria das fibras naturais tém resisténcia
moderada a influéncias ambientais e mostram uma variabilidade intrinseca das suas
propriedades e devem ser estudas empregadas em testes fisicos-mecéanicos e quimicos como
por exemplo os testes de d’Dalmeida et al. (2005) para acetilacdo da fibra com NaOH com
vistas a aumentar a adesdo, compatibilidade e/ou reforco a outras matrizes poliméricas

empregadas em compositos em geral.

O estudo das propriedades mecanicas e como ela se comporta entre diferentes épocas
de colheita, constitui carater importante porque evidenciam possiveis processamentos e

modelagens e devem ser considerados em culturas cuja producéo seja prioritariamente fibras.

Dentre as propriedades tecnolégicas do complexo fibroso dos frutos da bucha destaca-
se varias caracteristicas que evidenciam e despertam o interesse agroindustrial desta fibra
(Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades tecnologicas da fibra de bucha (Luffa cylindrica) compativeis a

matrizes téxteis

Caracteristicas ltem Dados
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Cheiro
Aparéncia

Cor

Organolépticas

Textura

. Densidade
Fisicas

Teor de Umidade

Toxidade
Quimicas Degradabilidade
Aerdbica

Elasticidade

. Flexibilidade
Mecanicas

Resisténcia

Ruptura

Macro e microporosidade (Altinisik et al., 2010)
Cristalina e/ou tom creme, amarelado (Ferreira et al.,
2010)

Macia - rispida (Tanobe et al., 2005)

Satisfatoria com resultados igual ou superior a 0.82
g/cm? (Ghali et al., 2011)

P&s secagem & sombra padrdo de 7.9 % a 9.5 %
(Boynard e D’Almeida 1999)

Reacdo tdxica nula (Partap et al., 2012)
Lenta (Krupp e Jewell, 1992)

Boa elasticidade, ndo apresenta casos de rompimento
brusco (Mazali e Alves, 2005)

Alta flexibilidade em testes de manuseio (Boynard et
al., 2003; Siqueira et al., 2010)

Ao calor até 200 ° C (Tanobe et al., 2005)

Boa resisténcia a tragdo com variagdo media de 53.1 +
19 MPa (Siqueira et al., 2010)

Além dos interesses agroindustriais, diversas espécies lignocelulésicas sdo exploradas

de maneira econémica, movimentando macro e micro regides, em virtude de apresentarem

atributos nobres com finalidades operacionais abrangentes, pela presenca de celulose,

hemicelulose e lignina (Tanobe et al., 2005; Siqueira et al., 2010). Na tabela 2, sdo apresentadas

algumas destas espécies e a comparacdo estrutural da fonte.

Tabela 2. Composicao estrutural de algumas fontes lignocelulésicas

Celulose  Hemicelulose  Lignina

Fibra Referéncia
% % %
Sisal 60 - 75.2 10 - 16.5 7.6-12  (Satyanarayana et al., 2007)
Rami 68.6 - 85 3-131 05-0.6 (Bledzki e Gassan 1999)
Algodao 82.7-90 57-6 - (Satyanarayana et al., 2007)

Luffa cylindrica 60 - 63

Madeira dura 40 - 45

(Tanobe et al., 2005;

19.4 - 22 106-112 | ini e Bouaziz 2003)

32-33 17 - 26 (Hanini e Bouaziz 2003)
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Fonte: Adaptado de Siqueira et al., (2010).

Outra vantagem competitiva refere-se aos cultivos realizados nos Estados da Amazénia
Brasileira comparados aos plantios dos Estados do Sul e Sudeste, pela possibilidade de ser
explorada o ano inteiro, pois naquelas regides, a estacao fria contribui com drasticas reducdes
na produtividade das plantas (Melo e Moreira 2007). Outro ponto favoravel € o extenso periodo
chuvoso na Amazénia (cerca de 2.500 mm ao longo do ano) o que pode favorecer a formagéo
de frutos e melhorar significativamente a rentabilidade das plantas, inclusive conta com o
Instituto de Fomento a Producdo de Fibras Vegetais na Amazonia (IFIBRAM), sediada em
Belém — PA, e que visa apoiar/subsidiar projetos que contemplem a exploracdo de plantas

produtoras de fibras.

Ainda nesta diretriz de competitividade e sustentabilidade de cultivo e produgéo, o uso
de matrizes energéticas biodegradaveis tem-se constituido cada vez mais a bandeira de diversos
paises, preocupados com os fatores antrdpicos da acdo do homem e aumento do consumo de
bens. Neste quesito, a fibra da bucha pode potencializar o uso racional de recursos naturais
frente a utilizacdo de elementos inorganicos em diferentes setores da atuacdo industrial do
Brasil e da Amazobnia, proporcionando, além disso, um desenvolvimento microrregional,

beneficiando tanto o homem do campo, a cadeia empreendedora e até polos industriais.

2.4 Divergéncia genética em recursos vegetais

O conhecimento da variabilidade genética em espécies vegetais e como ela se
apresenta, contribui para o uso racional e sustentavel dos recursos genéticos nativos e/ou
naturalizados (Nass, 2007). Em virtude da perda de algumas espécies e plantas nos ultimos
séculos e seu impacto negativo sobre os valores ambientais e socioeconémicos, ultimamente
diversos setores da pesquisa vem despertando a sociedade para estudos e conservacdo de

recursos vegetais pouco conhecidos.

As estimativas de divergéncia entre acessos de plantas ou populacGes que sdo
utilizadas para quantificar a variabilidade em germoplasmas, além de fomentar o conhecimento
das relacbes filogenéticas, permitem identificar, caracterizar e avaliar o nivel de dis-

similaridade entre diversos individuos.

Quantificar a similaridade genética torna-se um importante parametro a ser utilizado

para conservacao e aprimoramento de plantas com caraceristicas desejaveis a prospeccdo
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economica. Este parametro pode ser embasado em uma série de particularidades, provenientes
de dados moleculares, morfo-agrondémicos, biométricos e sobre o desempenho produtivo em
uma determinada regido. Esta abordagem de estudo que considera a combinacdo de varias
caracteristicas, tem-se mostrado mais eficiente na identificacdo e selecdo de materiais mais
promissores (Clement, 2012). No Brasil a maioria dos estudos genéticos com espécies pouco
conhecidas baseia-se na importancia econdmica, ou seja, nos dados quantitativos, o que torna

o melhoramento menos eficiente.

Em cucurbitaceas, diversas técnicas moleculares ou descritivas sdo empregadas para
caracterizacdo da variabilidade genética de modo adequado, com finalidades de subsidiar
programas de melhoramento e vistas ao uso agronémico (Zhang et al., 2008; Joshi et al., 2010;
Borem et al., 2012).

Para bucha, existe diversos estudos caracterizando geneticamente acessos via dados
morfolégicos x tecnoldgicos dos frutos de diversos paises como Turkia (Altinisik et al., 2010),
Filipinas (Cruz et al., 1997) Tunisia (Ghali et al., 2009) China (Zhang et al., 2008) Algéria
(Laidani et al., 2012) e Nepal (Joshi et al., 2010). Em todos os trabalhos citados, constata-se
grande variabilidade entre os acessos avaliados, confirmando possibilidade de selecdo de
individuos superiores com caracteristicas de interesse para cada localidade.

2.4.1 Marcadores moleculares

O uso de marcadores moleculares vem tornando-se cada vez mais comum no estudo
da diversidade vegetal, pois permitem detectar polimorfismos na molécula de DNA, cobertura
do genoma de modo eficiente e tempo reduzido. O aprimoramento das técnicas de deteccdo do
polimorfismo diretamente no DNA, teve impulso com o surgimento do DNA recombinante e a
amplificacdo da molécula de DNA, por PCR Polimerase Chain Reaction, evidenciando ainda
mais a potencialidade do uso de marcadores.

Dentre as técnicas mais utilizadas, por motivos de confiabilidade, particularidades e
vantagens de aplicagdo, o AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism, o RAPD -
Random Amplified Polymorphic DNA, 0 SCAR - Sequence-Characterized Amplified Regions,
0 RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism DNA, e Microssatéelites permitem,
quantificar o DNA gendmico e predispor a variabilidade de polimorfismo existente sem
interacdo ambiental (Vos et al., 1995). Estes sinalizadores de polimorfismo baseiam-se nas

alteracOes elementares da molécula de DNA, que sdo abundantes em genomas de plantas
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alégamas, isto é, ocorre mais variacdo nas bases nitrogenadas da cadeia (Adenina, Citosina,
Timina e Guanina) (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

O AFLP e RAPD, sdo marcadores dominantes que foram propostas como métodos
mais sensiveis, rapidos e relativamente simples de revelar diversos locos que estdo dispersos
pelo genoma, sem ser necessario o conhecimento prévio da informacdo de sequéncias-alvo
como € o caso dos Microssatélites, estes métodos ndo requerem um sistema especial para a
revelagdo destes polimorfismos (Lopes et al., 2002). Estas técnicas ndo sdo capazes de
expressarem, se 0 genoma é homozigético ou heterozigético, pois a Unica distingdo apresentada
é o alelo estar amplificado (1) ou ndo estar amplificado (0), ndo sendo levado em conta 0 motivo

pelo qual o fragmento nao foi amplificado.

O AFLP, ¢ robusto, e possui custo relativamente baixo pois baseia-se na amplificacao
de um subconjunto de fragmentos que sdo gerados a partir da combinacdo de enzimas de
restricdo de corte raro (Apal, EcoRlI, Hindlll, Pstl) e de corte frequente (Msel, Taql), que clivam
0 DNA genémico em sitios especificos (Lopes et al., 2002). Esta clivagem pode ser feita em
apenas uma etapa, desde que tenha-se disponivel um tampao adequado para as duas enzimas
(corte raro / corte frequente). A principal importéncia da utilizagdo dessa combinagdo de
enzimas € a digestdo completa da molécula de DNA, pois uma digestdo parcial pode levar a
uma caracterizacdo de falsos polimorfismos, sendo que a alta pureza desse DNA amostral € um
fator essencial para o sucesso da digestdo total, exigindo um excelente método de extracdo e
quantificacdo de DNA (Creste et al., 2001).

O processo de digestdo pela combinacédo das enzimas de corte raro e de corte frequente
vai gerar trés tipos diferentes de fragmentos, que s&o: os fragmentos de corte
frequente/frequente, frequente/raro e raro/raro. Haverd uma predominéncia dos fragmentos de
corte frequente/frequente, se comparada com os fragmentos de corte raro/raro, porém ja os
fragmentos de corte frequente/raro sdo preferencialmente amplificados pois ha uma baixa
eficiéncia na hibridizacdo dos inciadores da enzima de corte frequente comparando-a com a
hibridizacdo dos iniciadores da enzima de corte raro, somado ao fato de que os fragmentos de
corte frequente/frequente possuem uma extremidade terminal invertida (amplificado por um
unico iniciador) o que vai favorecer a formagdo de uma sequéncia, sendo que este ultimo

competird com os iniciadores pelo anelamento (Lopes et al., 2002).

14



As enzimas de restricdo deixam extremidades coesivas de sequéncia conhecida, apos
aclivagem do DNA, em que seré possivel a construcdo de sequéncias nucleotidicas de fita dupla
(adaptadores) que irdo se ligar as extremidades dos fragmentos de restricdo. Partindo do
conhecimento das sequéncias dos adaptadores e do sitio de restricdo € possivel construir
iniciadores especificos para estas sequéncias como é o caso dos Microssatélites e com isso pré-
amplificar os fragmentos de restricdo (Vos et al., 1995). Os primers, por sua vez, s&o
construidos a partir de uma sequéncia complementar ao do adaptador seguida de outra
sequéncia especifica para o sitio de restricdo da enzima e ainda uma extensao de nucleotideos
seletivos na regido terminal 3' (Ferreira e Grattapaglia, 1998). O resultado da digestdo e da pré-
amplificacdo podem ser verificados a partir de uma eletroforese em gel de agarose 1% (p/v),
sendo uma etapa importante, pois evita que possiveis erros na digestdo ou na pré-amplificagéo,
posteriormente sejam detectados no final de todo procedimento (Vos et al., 1995). A anélise
final dos resultados é feita por meio de leitura em gel de poliacrilamida desnaturante corado
com nitrato de prata, observando-se a presenca ou auséncia de bandas polimorficas (sinais).

A grande vantagem da utilizacdo da técnica AFLP, além da reprodutibilidade, é a
deteccdo de um maior nimero de locos, se comparada as demais técnicas de identificacdo dos
marcadores moleculares, possibilitando ainda, uma ampla cobertura do genoma e um custo

reduzido por loco obtido (Lopes et al., 2002).

A estratégia de exploracdo genémica em cucurbitaceas com marcador AFLP
predominante na literatura, contribui para a confeccdo de dendogramas, evidenciando a
diversidade genética em diversas espécies, e isto cria oportunidades para acdo integrada com
outras equipes envolvidas com a mesma prospec¢do, da mesma possibilidade que pode surgir

com a bucha.
2.4.2 Andlise multivariada

Paralelamente ao uso de analises moleculares para estudar a diversidade entre acessos
ou genotipos, sugere-se considerar as caracteristicas morfo-agronémicas (Allard, 1971; Davis,
1994), uma vez que fica evidente a aptiddo produtiva e assim classifica-los por meio meio de

agrupamentos, dendogramas, dispersdes graficas e figuracdes filogenéticas.

A técnica de analise multivariada tem sido muita utilizada, e permite aferir exiténcia de
correlagdo positiva ou negativa entre maltiplas variaveis avaliadas (Cruz, 1990),

proporcionando maior oportunidade de escolha de materiais potenciais. Dentre as mais
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empregadas citam-se as técnicas de bioinformatica, analise por componentes principais, e pelos
métodos de agrupamento por algum método de otimizacdo e que dependem de medidas de
dissimilaridade (Cruz, 1990; Cruz e Regazzi, 2001). A escolha do método mais adaptado a
determinada cultura depende, sobretudo, da precisdo experimental desejada, como também da

facilidade de andlise e pela forma de obtencéo dos dados (Cruz e Carneiro, 2003).

O emprego da técnica dos componentes principais para estudos sobre divergéncia
genética em plantas, tem sido realizado com o propdsito de manusear acessos em bancos de
germoplasma, identificar parentais divergentes, estimar a variabilidade disponivel em grupos
geneticamente relacionados, e avaliar a importancia de cada carater (Cruz, 2006). A grande
vantagem deste procedimento € gerar a eliminacao daqueles caracteres que contribuem pouco,

em termos de variacdo, sob um conjunto de individuos avaliados.

A eficécia de utilizacdo dos componentes principais em estudos sobre divergéncia
genética dependera da probabilidade de resumir o conjunto de variaveis originais em poucos
componentes, 0 que resultara na divergéncia genética entre os materiais. Com base no
principio de que a importancia ou variancia dos componentes principais decresce do primeiro
para o ultimo, tem-se que os Ultimos componentes explicam uma fracdo muito pequena da
variancia total. O interesse nesta avaliacdo reside na possibilidade de selecionar caracteres que
contribuem para a discriminacdo do material avaliado, reduzindo, dessa forma, méo-de-obra,

tempo e custo despendidos nos ensaios experimentais.

O conhecimento sobre o desempenho produtivo, isto é analisar variaveis quantitativas
sob determinadas condi¢Bes ambientais, constitui-se em fator importante a considerar para a

compreensdo varietal e como ela interage com o ambiente (Queiroz, 2011).

O estudo da diversidade genética em colecbes de germoplasma também pode ser
alcancada através de dados multicategoricos, ajuizados pela presencga/auséncia, formas, cores
e/lou posicoes, envolvendo flores, frutos, folhas, ramas e/ou sementes em espécies de
cucurbitaceas (Ramos et al., 2000; Torres Filho, 2008; Queiroz, 2011). O objetivo € considerar
a combinacgdo de diversas variaveis com classificacdo ordinal € obter uma matriz Unica que
traduza a distancia genética entre materiais por meio de agrupamento, seguindo algum critério
de similaridade ou dissimilaridade (Cruz e Regazzi, 2001). Esta técnica de classificacdo exige
olhar acurado e apresenta custo relativamente barato, pois envolve diretamente a observacgédo

e/ou mensurag&o de varios caracteres em um mesmo acesso e/ou genotipo.
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As técnicas de analise de agrupamento, considera dividir um grupo original de
observagdes em diversos grupos, seguindo algum critério de similaridade ou dissimilaridade,
que exista homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos (Cruz et al., 2004).
Na andlise de agrupamento, algumas decisfes devem ser tomadas entre elas, a adequacéo
arbitraria de particdo e o tipo de medida de similaridade a ser ponderada. Com relacdo ao
namero de grupos desejados, 0 mais comumente, é utilizar varios nimeros de grupos e, por

algum critério de otimizacao, selecionar o (s) mais conveniente (s) (Cruz et al., 2004).

Para escolha da adequacéo da parti¢do, € comum a utilizacdo da andlise discriminante e
com relacdo as medidas de similaridade, as mais empregadas no melhoramento séo as distancias
Euclidianas e a de Mahalanobis (Cruz e Carneiro, 2003). Ha grande nimero de métodos de
agrupamento disponivel, cabendo decidir qual o mais adequado ao trabalho, uma vez que as
varias técnicas podem evidenciar diferentes padrées de agrupamentos (Cruz et al., 2004).
Dentre os métodos de agrupamento mais empregados no estudo de varidveis quantitativas em
plantas, citam-se os métodos baseados em distancias, a exemplo dos hierarquicos, e o0s de
otimizacdo (Cruz e Carneiro, 2006). Entre os hierarquicos, destacam-se os métodos do vizinho
mais proximo, vizinho mais distante, e UPGMA (Unweighted Pair Group Method With
Arithmetic). Ja entre os métodos de otimizacdo o mais empregado é o proposto por Tocher, pois

permite facilidade na visualizacdo de divergéncia genética e formacéo de grupos.

A caracterizacdo por meio de descritores botanicos, pode fornecer informac@es sob a
variabilidade genética de modo eficiente, onde centenas de cruzamentos indesejaveis
posteriormente podem ser evitadas. Além disso a quantificacdo da divergéncia entre acessos
pode ter mais significado em uma cole¢do, quando a diversidade fenotipica refletir sobre a

divergéncia calculada.

Na lista dos descritores para a espécie L.cilyndrica, proposta por Joshi et al. (2004)
desenvolvida em parceria interinstitucional com Nepal Agricultural Research Council NARC,
Local Initiatives for Biodiversity, Research and Development LIBIRD e o International Plant
Genetic Resources Institute IPGRI constam 60 descritores qualitativos sugeridos para estudo
da divergéncia da bucha. Entre estes, os morfo-agronémicos envolvendo o vegetativo e o
reprodutivo das plantas representa maior importancia. Nesta diretriz, Cruz et al. (1997),
identificaram grupos distintos entre acessos de L. cilindrica e L. acutangula, na Asia Central
favorecendo o pré-melhoramento destas espécies para agroeconomia daquela regido. Os autores

comparam a divergéncia genética, baseada na presenca e frequéncia de descritores morfo-
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agronémicos e posteriormente agrupamento pelo método da distdncia média UPGMA e
coeficientes de correlagcdo. Da mesma forma, Joshi et al. (2010) realizaram cultivos com acessos
de bucha vegetal considerando a diversidade de nomes e micro regides de cultivo, agrupando
correlacdes entre 25 caracteres qualitativos, para formacdo de grupos varietais e posterior

conservacdo do germoplasma para trés distritos no Sudeste da Asia.

18



3.0 MATERIAL E METODOS (GERAL)

Estas etapas serviram para extrair os dados referentes aos trés estudos desenvolvidos,
portanto decidiu-se apresentar uma metodologia geral e uma metodologia especifica com suas

particularidades para cada trabalho realizado.
3.1 Origem dos acessos

Os acessos de bucha analisados, foram cedidos pelo Banco de Germoplasma da

Universidade Federal do Amazonas, e sdo provenientes de sete Estados Brasileiros (Tabela 3).

Tabela 3. Lista dos acessos de Luffa cilyndrica e suas procedéncias. Manaus, AM. 2016

Acesso*  ldent** Procedéncia Acesso*  ldent** Procedéncia
1 FBVAR - 15 Sédo José - SC 13 IAC - 86 Campinas - SP
2 FBVAR - 44 Tomé Agu - PA 14 IAC - 82 Campinas - SP
3 FBVAR - 20 Palotina - PR 15 IAC - 69 Embrapa Hortaligas - DF
4 IAC-9 Monte Alegre do Sul - SP 16 FBVAR - 06 P. Figueiredo - AM
5 IAC - 27 Umuarama - PR 17 FBVAR - 13 Manacapuru - AM
6 IAC - 30 Campinas - SP 18 FBVAR - 19 Manaus - AM
7 IAC -42  Presidente Prudente - SP 19 FBVAR- 34 Iranduba - AM
8 IAC - 12 Campinas - SP 20 FBVAR - 03 P. Figueiredo - AM
9 IAC - 92 Eldorado - SP 21 FBVAR - 10 Porto Velho - RO
10 IAC - 20 Umuarama - PR 22 FBVAR - 28 Porto Velho - RO
11 IAC-47  Monte Alegre do Sul - SP 23 FBVAR - 29 Manaus - AM
12 IAC-55  Embrapa Hortalicas - DF 24 FBVAR- 07 Vilhena - RO

* Numeragcdo utilizada para identificaco dos acessos nos trabalhos desenvolvidos.
** |dent. = Identificacdo do material genético no Banco de Germoplasma.

Ao todo 24 acessos foram estudados, os quais inicialmente foram reunidos
institucionalmente por meio de cessdo de germoplasma entre a Universidade Federal do
Amazonas, Embrapa Hortalicas, Instituto Agronémico do Parand e Instituto Agrondmico de
Campinas, representando diversas localidades do Brasil. Estes acessos foram selecionados pelo
historico de manutencao seminal com preceitos de variedades crioulas, as quais foram doadas

inicialmente por agricultores de cada localidade.
3.2 Area experimental

Os acessos foram cultivados na regido metropolitana de Manaus, na Estacdo
Experimental de Hortalicas “Alejo vom der Pahlem” 1°56’30°” - 1°56°00”°S e 60°02°15”" -
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60°01°45>°W, situado no acesso perimetral “Km 14”, com topografia moderadamente plana,
altitude de 82 m, em solo tipo: Argissolo Amarelo distréfico, de textura arenosa.

Desde o0 ano de 1980 esta area foi cultivada com diversas espécies olericolas, sendo que
nos ultimos dez meses encontra-se em pousio o local utilizado. O clima da regido é
caracterizado no esquema de Kdppen, como “Afi” equatorial quente e tmido, com precipitacdo
anual média de 2700 mm (INMET, 2013). A temperatura do ar, média anual é de 26.5 + 1 °C
variando entre minima e maxima na ordem de 22,5 e 38 °C (INMET, 2013).

A semeadura de cada acesso foi realizada em copos descartaveis de 180 ml perfurados
e preenchidos com substrato Topstrato Hortalicas HP®. As mudas foram mantidas em ambiente
protegido (viveiro), até atingirem o ponto ideal com 20 dias, com 4 folhas definitivas e + 25
cm. Antecedendo o transplante das mudas, a area experimental foi arada duas vezes com micro

trator, incorporando a matéria organica existente sobre no solo.

Amostra composta de solo da camada de 0 — 20 cm do local de cultivo teve sua
composi¢do quimica analisada, de acordo com a metodologia proposta pela Embrapa (1999), e
realizadas no Laboratorio Tematico de Solos e Nutricdo Mineral de Plantas da CSAS/INPA
(Tabela 4).

Tabela 4. Anélise quimica do local onde os acessos de bucha foram cultivados. Manaus, AM.
2016

Anélise Quimica do Solo

Identificacho pHagua C M.O P Ca Mg K A+H Fe Zn Mn Cu \%
LTSP/ariel- - - mg/Kg cmolc/Kg - mg/Kg %
2013 622 1088 1875 1745 302 056 009 232 16502 123 97 39 6126

Diante dos resultados da analise quimica do solo, foi realizado adubacdo de plantio
referente a uma populacéo de 1.500 plantas ha* adequando sugestdes de Cardoso (2007), e
Filgueira, (2008) para cucurbitaceas, sendo 200 kg ha™* do formulado NPK 8-20-10 + 5 g micros
FTE BR12 planta™.

O plantio foi a campo, com espacamentos de 1,50 m entre linhas x 2 m entre plantas,
utilizando o sistema de cultivo tipo espaldeira (Figura 1). O delineamento experimental foi em

blocos casualizados, sendo 24 tratamentos (acessos) 4 repeti¢Oes e 3 plantas por parcela.
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Em cada parcela foi cultivado trés plantas. O cultivo das plantas compreendeu o periodo
de Janeiro de 2014 a Setembro de 2014, considerando que 6 meses, serviram para estudar as

variaveis botanicas e quantitativas entre 0s acessos.

Figura 1 - Aspecto das mudas formadas em viveiro (A) plantas em desenvolvimento com 30

dias apo6s o transplante (B) e plantas desenvolvidas com frutos, 90 dias apds o transplante (C).
Manaus, AM. 2016. Fotos: A.D. Blind, 2014.

Durante as etapas de formacdo de mudas, transplante, desenvolvimento e producéo,
foram anotados dados meteoroldgicos incidentes em cada periodo, conforme apresenta a figura
2.

450 4 r 40
400 L35
350 4 F 30
= Precipitacdo (mm)
300 -
P25
250 4
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200 - ——T ° maxima
F1s
150 -
100 - 10
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50 | 3
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Semeadura  Transplante Alnicio da colheita Final de colheita®
17/12/13  05/01/2014

Figura 2. Dados médios de precipitacdo, temperatura maxima e temperatura minima que
ocorreram durante o desenvolvimento experimental no periodo de dezembro de 2013 a
setembro de 2014. Fonte: BDMEP — INMET. Estacdo 82331. Manaus, AM. 2016.

3.3 Tratos culturais

Houve necessidade de conducdo das ramas na espaldeira uma vez por semana (Figura
3) e capinas esporadicas durante o periodo de avaliacdo. No inicio da colheita, em meados de
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Abril de 2014, foi realizada uma adubagdo de cobertura, especificamente de nitrogénio (N -
Uréia) e potassio (K — Cloreto de Potassio) 10 g planta™ de cada fonte, conforme proposta de
Siqueira (2007).

Figura 3. Aspecto vegetativo da planta de bucha conduzida de forma tutorada no sistema de
espaldeira. Manaus, AM. 2016. Fotos: A.D. Blind, 2014.

Durante todo o desenvolvimento experimental, desde a formagdo de mudas, foi
monitorado a ocorréncia de fitopatdgenos que poderiam causar danos indiretos e diretos as
plantas. Apenas dois casos foram relatados durante todo ciclo avaliado, em que (frutos maturos)
com sintomas de doenca flngica, foram fotodocumentados e analisado junto ao Laboratério de
Fitopatologia/INPA, para caracterizagdo do (s) sintoma (s), isolamento e identificacdo do (s)
agente (s) causal (is) (Figura 4). Nao foi necessario adotar medidas de controle tanto para

insetos, quanto para doengas, mediante inspecéo sobre o nivel de dano econdémico.

Figura 4. Sintomas de doencas fungicas observadas em frutos de bucha cultivados na
Amazonia Central. Manaus, AM. 2016. Fotos: A.D. Blind, 2014.
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Capitulo 1

Diversidade genética entre acessos de Luffa cylindrica utilizando marcador molecular
AFLP

Resumo - O conhecimento da similaridade varietal em bucha vegetal ao nivel de DNA
gendmico, pode evidenciar a estrutura populacional entre acessos existentes e contribuir para o
aprimoramento e uso da espécie. Neste sentido, o presente estudo buscou ponderar a
diversidade entre 24 acessos de bucha provenientes de sete Estados do Brasil, utilizando dados
gerados pela analise molecular de marcadores AFLP. Foram testados oito combinacdes de
primers em testes de pré amplificacdo e selecionados as quatro combinagdes mais eficientes
nas taxas de polimorfismo; E+ATC/M+CAT, E+AGT/M+CAT, E+AAC/M+CTC,
E+ACA/M+CAT. Foi contabilizado a porcentagem de locos polimorficos, construido matrizes
de dissimilaridade para formacdo grupos pelo método UPGMA, analise de escalonamento
multidimensional nao-métrico das distancias genéticas, e analise da estrutura populacional por
meio de uma abosrdagem bayesiana de agrupamento. Entre os 241 locos revelados, 161 foram
polimérficos, representado 66,8 % do polimorfismo total encontrado. O dendograma originado,
revelou a formacédo de quatro grupos distintos e foi eficiente em separar 0s acessos da regido
norte daqueles acessos prospectados da regido centrosul do Brasil. A analise multidimensional
agrupou os individuos em praticamente quatro eixos representando a relacdo de similaridade
entre os acessos e corroborou com os resultados obtidos na analise de estrutura populacional
obtida peo software structure. Os marcadores AFLP foram eficientes na geracdo de dados para
detectar e discriminar divergéncia genética entre acessos de bucha, o que pode contribuir para
uso e conservacao da espécie. A maioria dos acessos oriundos da regido norte do Brasil possuem
certa irmandade entre acessos da regido centrosul mesmo que distanciados geograficamente,
fortalecendo a hipdtese de dispersdo seminal entre agricultores.

Palavras-chave: similaridade genética, AFLP, acessos de bucha
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Abstract - Knowledge of varietal similarity in loofah level of genomic DNA, may show the
population structure of existing access and contribute to the improvement and use of the species.
In this sense, this study sought to examine the diversity 24 among loofah from different parts
of Brazil, using data generated by AFLP molecular analysis technique. There were tested eight
combinations of primers in amplification assays pre and selected combinations of the four most
efficient polymorphism rates; E+ATC/M+CAT, E+AGT/M+CAT, E+AAC/M+CTC,
E+ACA/M+CAT. It was recorded at loci percentage generated, built dissimilarity matrices for
training groups by UPGMA method, multidimensional scaling analysis of non-metric genetic
distances, and groups of consistency analysis L(K) and AK. Between 241 revealed loci, 161
were polymorphic, represented 66.8% of the total polymorphism found. The dendogram
originated through differentiation between accessions revealed the formation of four distinct
groups r = 0.9428, distributed unevenly. The multidimensional analysis grouped the individuals
in nearly four pillars representing the relationship of similarity between accesses R? = 0.999.
The consistency of the four groups formed by cluster analysis was confirmed by the population
structure and consideration of different grouping values (K). The markers studied by AFLP
technique, were efficient in generating data to detect and discriminate between genetic
divergence loofah among, which can contribute to the use and conservation of the species.
Keywords: genetic similarity, AFLP, loofah among
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Introducéo

O mercado de materiais e compositos biodegradaveis desenvolvidos com fibra vegetal
é crescente em diversos paises (Bledzki e Gassan, 1999; Ghali et al., 2011) ao passo que a
facilidade de cultivo, beneficiamento da fibra e empregabilidade tornam diversas espécies
bastante competitivas, a exemplo da bucha vegetal (Oboh e Aluyor, 2009). A bucha vem se
destacando no mercado de fibras naturais em nivel mundial, pois trata-se de uma espécie
alégama, de origem Asiética (Bisognin, 2002) dispersa em todo territorio Brasileiro (Queiroz,
2004), bastante rustica a condi¢bes edafoclimaticas, produzindo facilmente em diversas
condi¢des ambientais (Davis, 1994; Ferreira et al., 2012). A qualidade e durabilidade das fibras
da bucha, também contribuem para elevar a demanda em diversos polos industriais (Boynard
et al., 2003; Satyanarayana et al., 2007; Siqueira et al., 2010).

O conhecimento da diversidade genética em espécies vegetais de uma populagao
qualquer em Bancos de Germoplasma, é essencial e se constitui como base em programas de
melhoramento genético no Brasil (Nass, 2007) podendo ser realizada por método especifico ou
ainda por uma combinacdo de métodos, com ou sem influencia ambiental. No Brasil a
exploracdo comercial da bucha pode ser mais oportuna, uma vez que seja estudado a
variabilidade existente entre acessos (Ferreira et al., 2012; Silva et al., 2012) de modo a
evidenciar similaridades (Cruz et al., 1997; Lira et al., 2012) e assim, classifica-los por meio de
agrupamento (s) e suas relacdes de parentesco (Cruz e Carneiro, 2006; Zhang et al., 2008).

Estudos de diversidade que baseiam-se de técnicas e dados moleculares surgiram como
ferramentas rapidas e eficazes por detectarem variacdes diretamente ao nivel de DNA, sem
interferéncia ambiental.

Dentre técnicas moleculares, a analise do Polimorfismo de Comprimento em
Fragmentos Amplificados (AFLP) pode ser utilizada em qualquer espécie vegetal, permitindo
detectar alto namero de loci e ampla cobertura do genoma (Lopes et al., 2003) sendo possivel
analisar centenas de fragmentos de DNA amplificados simultaneamente, decorrente
principalmente da variacdo nos sitios de restricdo para enzimas de corte raro e frequente (Mba
e Tohme 2005; Bonin et al., 2007). Esta técnica ndo requer sequenciamento do DNA ou
construcdo de bibliotecas gendmicas com informacdes previas (Vuylsteke et al., 2007) apenas
ha necessidade de testar e selecionar previamente sequéncias de primers que apresentem melhor
taxa de amplificacdo de locos para espécie em estudo.

Os dados obtidos a partir dos marcadores moleculares comumente sdo usados na

construcdo de matriz de dissimilaridade por meio do complemento aritmético do coeficiente de
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Jaccard (D;), considerando presenca e auséncia de bandas polimorficas reveladas do DNA,

admitindo posteriormente medir a distancia genética e o relacionamento entre individuos por

diversos métodos de agrupamento.

Entre os métodos de agrupamento para espécies vegetais, destaca-se 0 UPGMA
(Método de Agrupamento Hierarquico da Ligacdo Média entre Grupos), (Curi, 1983). Pelo
UPGMA a distancia entre os grupos é determinada pela média das distancias entre pares de
individuos pertencentes aos diferentes grupos. Paralelamente a este método, sugere-se o calculo
do coeficiente cofenético proposto por Sokal e Rohlf (1962), para estimar o ajuste entre a matriz
de dissimilaridade e o dendograma gerado.

Além de formalizar grupos e verificar sua integracdo, é possivel acomodar individuos
em um numero de eixos predeterminados, de modo a melhor representar a relagao de parentesco
entre os acessos por meio da analise de escalonamento multidimensional ndo-métrico (Oksanen

etal., 2013).

A abordagem bayesiana, possui importancia similar, por determinar e revelar o arranjo
da estrutura populacional (Pritchard et al., 2000), identificacdo de migrantes e de individuos
gue apresentam genoma de duas ou mais populacdes. Para Falush et al. (2003) esta abordagem
permite a inclusdo de informagdes, como a origem geogréfica ou distancias de adaptacédo e de
marcador molecular, o que tende a tornar as analises e a formacdo de grupos mais precisos
sendo apropriada ao estudar espécies com ampla distribuicao.

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo evidenciar a diversidade genética entre
acessos de bucha presentes no Brasil por métodos de agrupamento e configuracdes, a partir de

dados originarios da analise molecular AFLP.
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Material e Métodos

Folhas jovens e sadias de cada acesso cultivado (Tabela 3), foram colhidas,
acondicionadas em sacos de papel Kraft e levadas instantaneamente ao Laboratorio de
Melhoramento Genético Vegetal (LAB-MGV) da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFAM,
para extracdo do DNA e posteriormente, analise utilizando marcadores AFLP.

O DNA gendmico de cada acesso foi extraido segundo protocolo CTAB descrito por
Ferreira e Grattapaglia (1998). De cada amostra, macerou-se aproximadamente 60 mg de tecido
foliar fresco sem a nervura principal em cadinho contendo 700 pL de tampao de extragdo
(CTAB 20%, NaCl 1,4 M, Tris HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 20 mM, 2-p-mercaptoetanol 0,8%,

PVP-Polivinilpirrolidona 1% e agua ultrapura).

O macerado foi colocado em microtubo de plastico de 1,5 uL ¢ mantido em recipiente
com gelo até o término do processo de maceragdo de todas as amostras. As amostras foram
homogeneizadas mecanicamente por trinta segundos e incubadas em banho-maria a 60 °C por
trinta minutos com homogeneizacdo a cada dez minutos. Apos resfriamento a temperatura
ambiente, adicionou-se 600 pL da mistura gelada de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) na
amostra, que foi suavemente homogeneizada por cinco minutos e centrifugada a 14.500 rpm
por dez minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para novos tubos, aos quais
foram adicionados 450 pL de isopropanol gelado ¢ ap0s homogeneiza¢do suave, foram
incubados a -20 °C por 24h.

Decorrido o tempo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas por dez minutos a
7.500 rpm e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70%
por cinco minutos duas vezes e uma vez com 1 mL de etanol absoluto, ambos gelados. Apos a
retirada do etanol o precipitado foi deixado para secar a temperatura ambiente por uma hora
para entdo ser ressuspendido em 30 uL de tampao TE (Tris - EDTA) acrescido de RNase (39:1),
incubado em banho-maria por trinta minutos a 37 °C e posteriormente estocado a -20 °C.

Para algumas amostras foi necessario uma etapa de limpeza em que foi acrescentado
500 mL de NaCl 2M ao precipitado, que apds vortexado foi incubado a 4 °C por trinta minutos.
Os tubos foram centrifugados a 12000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para
novo tubo acrescido de 400 mL de isopropanol gelado. Apds duas horas de armazenamento a -
20 °C, os tubos foram centrifugados a 7500 rpm por dez minutos e o sobrenadante foi
descartado. Realizou-se a limpeza com etanol conforme feito anteriormente para as demais

amostras com folhas frescas, bem como o restante dos procedimentos.
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Para a quantificacdo, 2 pL. de DNA ressuspendido foi diluido em solugdo contendo 3 pL
do corante azul de bromofenol e 1 puL de gel Red. Este volume, 6 pL, foi aplicado em gel de
agarose 0,8 % (p/v). Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese, em tensédo de
100 V por dez minutos para a saida do pogo e 60 V por cinquenta minutos para o restante da
corrida. A quantidade de DNA extraida dos 24 acessos foi avaliada por analise comparativa
entre 0 DNA extraido de cada amostra e um DNA de concentracdo conhecida (Marcador - DNA
lambda-Invitrogen) visualizados em transluminador de UV e fotodocumentados por sistema
digital Vilber Lourmat (Figura 1). Apds quantificacdo, as amostras foram diluidas em agua
ultrapura para ajustar as suas concentragdes para condi¢do de trabalho (10 ng/uL) conforme
sugestdes de Vos et al. (1995).

-
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Figura 1. Revelacdo do DNA dos 24 acessos de Luffa cylindrica em gel-agarose. Manaus,
AM. 2016.

A analise de marcadores AFLP foi realizada segundo os procedimentos propostos por
Vos et al., (1995), com modificagdes de Lopes et al. (2003), conforme a sequéncia:
Digestdo do DNA

As reagdes de digestdo foram realizadas utilizando 200 ng de DNA genomico, 5,0 pL
do tamp&o One Phor All-OPA 10X (Pharmacia), 0,5 uL de solu¢do Albumina de Soro Bovino—
BSA (10 pg pL-1), 1,0 uL da enzima Msel (5 U pL-1) e 0,4 uL da enzima EcoRI (12 U pL-1),
ambas fornecidas pelo New England Biolabs e agua ultrapura completando o volume final para
50 pL. O material foi incubado em termociclador ESCO® PCR Thermal Ciclers por trés horas
a 37 °C para as reages de restrigdo e, em seguida, por quinze minutos a 70 °C para inativacao
das endonucleases.

Preparo e ligacdo dos adaptadores
Foram preparados adaptadores especificos de EcoRI e Msel que possuem terminais

complementares as extremidades resultantes da digestdo pelas enzimas de restricdo. O
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adaptador EcoRI foi preparado utilizando 5,6 pulL de adaptador EcoRI forward, 4,8 ulL de
adaptador EcoRI reverse, 6 uL de tampao OPA (Amersham®) e agua ultrapura esterilizada
para o volume final de 120 pL. O adaptador Msel foi preparado utilizando 64 pL de adaptador
Msel forward, 56 uL de adaptador Msel reverse, 7 uL de tampdo OPA (Amersham®) e dgua
ultrapura esterilizada para o volume final de 140 uL. Ambos os adaptadores foram incubados
no termociclador ESCO® PCR Thermal Ciclers, a temperaturas subsecutivas de 65, 37 e 25 °C,
com duracao de dez minutos cada.

Para a reagao de ligagdo dos adaptadores foi utilizado 1,0 uLL de adaptador EcoRlI, 1,0
puL de adaptador Msel, 1,0 uL de tampao para a enzima T4 DNA Ligase (10X), 0,33 uL da
enzima T4 DNA Ligase (3 U/uL) (Promega®) e agua ultrapura esterilizada completando o
volume para 10 puL. Este mix foi adicionado a 50 uL do DNA digerido com as enzimas de
restricdo. As amostras foram incubadas em termociclador a 23 °C por trés horas e estocadas a -
20 °C.

Reac6es de amplificacéo

Foram utilizados 0,6 uL. de MgClz (25 mM), 0,4 uL de dNTPs (10 mM), 0,5 pL de cada
oligonucleotideo contendo um nucleotideo seletivo adicionado a extremidade 3’: oligo Eco RI
(25 ng/pL) + A e oligo M sel (25 ng/uL) + C, 1,0 uL de tampao da enzima Taq DNA polimerase
(10X) (Fermentas®), 0,3 uL. de Taq DNA polimerase (5 U/uL) (Fermentas®), 2,5 uL. de DNA
digerido e ligado, e agua ultrapura para completar o volume para 10 pL. As amostras foram
incubadas em termociclador a 94 °C por dois minutos, seguidos de 26 ciclos de 94, 56 e 72 °C,
com duracdo de um minuto para cada temperatura, e uma extensao final de 72 °C por cinco
minutos. Terminada a reacdo de PCR foram acrescentados 40 pL de dgua ultrapura a cada
amostra, as quais foram armazenadas a -20 °C. A selecdo das sequéncias dos oligonucleotideos
usados na reacdo de pré-amplificacdo encontram-se na Tabela 1.

Na segunda reacdo de amplificacdo, conhecida como amplificacdo seletiva, 0s
iniciadores utilizados possuiram mais dois nucleotideos arbitrarios adicionais, 0 que torna a
selecdo bem mais significativa. Para esta etapa, utilizou-se trés amostras aleatorias dos acessos
combinadas com oito pares de primers, testados com base no polimorfismo apresentado por
Priori et al. (2013) em Cucurbita pepo, para ajuizar a qualidade de amplificagdo e o numero de
locos polimérficos amplificados.

Tabela 1. Combinacéo de Primers utilizados para examinar as taxas de polimorfismo dos

fragmentos amplificados de DNA em Luffa cylindrica. Manaus, AM. 2016
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Enzimas de Combinacéo do

corte Etapa Primer Especificacio

5 GAC TGC GTA CCA ATT CAAC +
E/AAC + MICTC 5 AT GAG TCC TGA GTA ACT C 3

5 GAC TGC GTA CCA ATT CAG C +
E/AGC+MICTC )\ GAG TCC TGA GTAACT C 3'
5 GAC TGC GTA CCA ATT CAT C +
E/ATC+MICTC o AT GAG TCC TGA GTAACT C 3

5 GAC TGC GTA CCA ATT GAG T +

E/AGT + M/CTC GAT GAGTCCTGAGTAACTC3

Pré amplificagdo

EcoRI / Msel .
seletiva

5 GACTGCCTACCAATTCACA+

E/ACA +MICTC 5 AT GAG TCC TGA GTAACT C 3

5 GACTGCGTACCAATTCATC +

E/ATC + MICAT 1A GAG TCC TGA GTAACA T 3

5GACTGCGTACCAATTGAGT +

EIAGT + MICAT  GTA GAG TCC TGAGTAACA T3

5 GACTGC CTACCAATT CAC A +GTA

EIACA+MICAT  GAGTCC TGAGTAACA TS

Para as reacdes de amplificagdo seletiva foram utilizados 1,2 uL. de MgCl2 (25 mM),
0,4 pL de dNTPs (10 mM), 1,0 pL do oligo EcoRI (25 ng/uL) + ANN, 1,2 pL do oligo Msel
(25 ng/pL) + CNN (Em que N ¢ o nucleotideo arbitrario usado na amplificagdo seletiva), 2,0
uL de tampao da enzima Tag DNA polimerase (10X) (Fermentas®), 0,2 de Tag DNA
polimerase (5 U/uL) (Fermentas®), 1,5 uL de DNA das amostras pré-amplificadas, e dgua
ultrapura para completar o volume de 20 pL. As amostras foram incubadas em termociclador a
temperatura 94 °C por dois minutos, seguida de 12 ciclos de 94, 65 e 72 °C com durac¢éo de 30,
30 e 60 segundos, respectivamente, mais vinte e trés ciclos de 94, 56 e 72 °C com duracao de
30, 30 e 60 segundos, respectivamente, e uma extensao final de 72 °C por dois minutos afim de
manter amostras previamente preparadas para as reacdes de eletroforese e armazenados a -20
°C.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 6%
(acrilamida/bis-acrilamida (19:1 v/v)). Para o preparo da matriz de poliacrilamida foram

utilizados 50,40 g de ureia, 0,36 g de bis-acrilamida e 7,20 g de acrilamida e tampéao 1X TEB
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(Tris base, Acido borico e EDTA) para completar o volume de 120 mL. Foi usado o sistema de
gel de sequenciamento "Sequi-Gen GT" (Biorad), fonte de 3.000 V.

As placas foram limpas duas vezes com etanol 95%. Em seguida, na placa maior foram
aplicados 1,5 mL de Repel quimico e na placa menor foi aplicada uma solucdo contendo 1 mL
de etanol 95 %, 5 pL de acido acético glacial ¢ 5 uL de Bind quimico. Apés cinco minutos as
placas foram limpas mais duas vezes com alcool 95%, neste caso com leves movimentos apenas
para a retirada do excesso das soluc6es. Foram utilizados lencos de papel, tanto na limpeza das
placas como na aplicacéo e retirada do excesso das solugdes.

Para o preparo do gel de poliacrilamida, utilizou-se 150 mL da matriz, 150 pL de
Tetrametiletilenodiamina - TEMED e 1 mL de persulfato de amonia (95 mg/mL). O gel
permaneceu, N0 minimo, por quatro horas em processo de polimerizacdo. Na parte superior da
cuba foi utilizado aproximadamente 1,2 L TEB 1X e na parte inferior 350 mL de TEB 1X adido
de 50 mL de acetato de sodio 3M.

Antes da aplicagdo das amostras, foi realizada uma pré-corrida conduzida sob poténcia

constante de 80 W durante uma hora, para aquecimento e limpeza do gel.

As amostras receberam adicdo de 8 pL de loading buffer (formamida 98%, EDTA 10
mM pH 8,0, azul de bromofenol 0,002% (p/v) e xilenocianol 0,002% (p/v) e incubadas no
termociclador por cinco minutos a temperatura de 95 °C para desnatura¢do. Em seguida, foram
aplicados 20 uL. da amostra desnaturada no gel para eletroforese sob poténcia constante de 80

W durante 150 minutos.
Revelacéo do gel

Para a revelacdo do gel, usou-se 0 método de coloracdo com nitrato de prata segundo o
protocolo proposto por Creste et al. (2001).

A placa com o gel foi imersa em 3 L de solucdo para fixacéo (etanol 10% e acido acético
glacial 1%) durante dez minutos, seguida de lavagem em 3 L de &gua destilada por um minuto.
Realizou-se entdo um pré-tratamento com solucdo de oxidacdo (acido nitrico 1,5% - 3 L)
durante 2,40 minutos e uma lavagem em 3 L de &gua destilada por um minuto. Para a
impregnacéo foram utilizados 3 L da solucdo de nitrato de prata (AgNO3 0,2%) por 20 minutos,
seguida de duas lavagens de 30 segundos em 3 L de &gua destilada cada. A revelagdo foi feita

em duas etapas, ambas utilizando 1,5 L de solucéo para revelagdo (Na2CO3 3% e formaldeido
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0,02%), durando a primeira etapa o tempo de surgimento das primeiras bandas e a segunda até
a obtencgdo do padrdo de revelacdo desejado. Por fim, a placa foi colocada em 3 L de solucdo
bloqueadora (acido acético glacial 5%) por cinco minutos e lavada em 3 L de &gua destilada
durante um minuto e mantida a temperatura ambiente para secar. Todos os procedimentos foram
realizados dentro de bandejas pléasticas sob agitacdo em mesa agitadora orbital MA-140.
Analises Estatisticas

Apols a revelacdo dos fragmentos de DNA gerados pelos marcadores AFLP, foi
contabilizado locos polimorficos revelados, mediante atribuicdo dos respectivos scorres; (1)
presenca e (0) auséncia, considerando orientacdo em linhas a sequéncia dos pares de bases.
Com base no levantamento dos dados resultante da amplificacdo dos locos, foi construida uma

matriz de dissimilaridade por meio do complemento aritmeético do coeficiente de Jaccard (D;),

através da expressdo: DJ(ij) = Sendo: DJ(ij) é a medida da dissimilaridade entre

a
(a+b+c)
individuos i € j; a € 0 nimero de bandas polimdrficas que sdo compartilhadas por i e j (ambos
acessos); b é o numero de bandas presentes em i e ausentes em j; ¢ € o nimero de bandas
presentes em j e ausentes em i. Optou-se pelo uso deste coeficiente, pois aléem de suas
propriedades matematicas, possibilita evidenciar diferengas intraespecificas e desconsidera a
auséncia de bandas como sindnimo de similaridade genética. Os dados gerados pela matriz de

dissimilaridade foram empregados na obtencdo do dendograma, pelo método UPGMA.

No método UPGMA a distancia entre os grupos é determinada pela média das distancias

entre pares de individuos pertencentes aos diferentes grupos, sendo uma expressdo geral para

n;

este método: d; jy, = ik dj, em que: d; . € a distancia entre o grupo (ij), com

i
ni+n]- ni+n]~

tamanho interno n; e n;, respectivamente, caracterizando i, j e k como individuos ou grupos
(Cruz e Carneiro, 2006). Desta forma, a construcdo do dendograma é constituida pelos acessos
de maior similaridade, previsto assim o primeiro grupo de acessos mais similares, em seguida
calcula-se a distancia entre este grupo e os demais acessos formando posteriormente novos

grupos também de maior similaridade.

Tanto as matrizes de dissimilaridade como os dendogramas foram obtidos com o auxilio
do software estatistico R (R Development Core Team v. 2014). O software R também foi
empregado para gerar a matriz dos valores cofenéticos e testar a adequacdo da anélise de

agrupamento aos dados originais.
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Para a obtencdo das andlises de escalonamento multidimensional ndo-métrico (nMDS)
foi utilizado o pacote vegan (Oksanen et al. 2013) do software R. Nesta analise o objetivo foi
acomodar os individuos em um pequeno ndmero de eixos predeterminados, de modo
representar a relacdo de similaridade entre os materiais de bucha. Deste modo, foi utilizado o
algoritmo isoMDS visando representar cada individuo em duas dimens@es de tal forma que as
distancias entre eles fossem preservadas ao méximo. O procedimento partiu de uma
organizacdo inicial que, interativamente, reorganizou os individuos de maneira a diminuir o
stress (STandard REsiduals Sum of Squares). O stress (S) € uma funcdo que informa a
magnitude da perda de informac&o na matriz de similaridade com a utilizac&o do procedimento,
sendo esta uma medida do quanto as posi¢fes dos individuos em uma configuracdo n-
dimensional desviam-se das reais distancias (similaridades) apds o escalonamento. O stress

pode ser interpretado pelo valor de R? = 1-S2.

A abordagem bayesiana implementada no software Structure v.2.4 foi utilizada para
revelar a estrutura das populacdes (Pritchard et al. 2000). Neste trabalho o nimero de intera¢6es
utilizadas no burn-in e MCMC (Markov Chain Monte Carlo) foram de 100.000 e 200.000,
respectivamente. Foi considerado o modelo de mistura com frequéncias correlacionadas e
testados valores de K variando de 1 a 10 com cinco repeti¢des idénticas para cada valor de K
testado. O valor mais provavel de K foi determinado pelo critério AK descrito por Evanno et al.
(2005). Para o célculo do valor AK foi utilizado o programa Structure Harvester (Earl e
Vonholdt, 2011).
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Resultados e Discussao

Entre oito combinacg6es de oligonucleotideos testadas, quatro foram selecionadas para a
andlise de todas as amostras por exibir maior nimero de locos polimorficos e melhor qualidade

de amplificacdo das bandas (tabela 2).

Tabela 2. Polimorfismo detectado por quatro combinacgdes de oligonucleotideos em acessos
de Luffa cylindrica. Manaus, AM. 2016.

Combinac6es de Total de locos Locos Polimorficos Polimorfismo (%0) taﬁ:ﬁ%?g )
oligonucleotideos P
E+ATC/M+CAT 55 31 56,36
E+AGT/M+CAT 75 56 74,67
50 - 500
E+AAC/M+CTC 56 40 71,43
E+ACA/M+CAT 55 34 61,81
Total 241 161 66,80 -

Do total observado de 241 locos gerados, 161 foram polimérficos, ou seja, 66,8 % de
polimorfismo total encontrado. Estes percentuais de polimorfismo, podem ser comparados com
trabalhos de Hoque e Rabbani (2009) ao estudarem as rela¢fes de parentesco entre acessos de
Luffa acutangula do Germoplama CVFB-Bangladlesh, utilizando marcadores RAPD. Estes
autores foram os primeiros a relatar a variabilidade genética ao nivel molecular, contribuindo
para conservacgdo e utilizacdo da espécie. O polimorfismo obtido é comparavel ao observado
por Tyagi et al. (2015) a partir de marcadores SRAP em 45 acessos de L. cylindrica presentes
em diferentes regides geograficas da india (72,8%), mas sensivelmente menor ao detectado por
Prakash et al. (2014) avaliando a diversidade genética de 37 acessos selvagens do género Luffa.
Neste estudo, os autores obtiveram 97,3% de polimorfismo usando marcadores dominantes
ISSR.

O padrdo de revelagdo dos locos na matriz de poliacrilamida pode ser visualizado na
figura 2. O padrdo de amplificacdo é variavel, pois depende das condic¢des laboratoriais, dos
reagentes, a combinagdo de primers analisada e tambem da habilidade do laboratorista em
manusear a técnica dos marcadores AFLP. N&o obstante, diversos trabalhos tem relatado que o
protocolo de extracdo do DNA pode influenciar e determinar a qualidade do DNA de trabalho

e etapas consequentes (Vuylsteke et al., 2007).
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Combinacéaoes de primers
E+ATC + M+CAT  E+AGT + M+CAT  E+AAC + M+CTC E+ACA + M+CAT

A B

Figura 2. Amplificacdo seletiva dos fragmentos de DNA gerados nas matrizes de
poliacrilamida (A e B) a partir de quatro combinagdes de oligonucleotideos selecionados e
empregados entre 0s 24 acessos de Luffa cylindrica. Manaus, AM. 2016. Foto: A.D. Blind,
2015.

A expectativa de que a dispersdo e 0s agrupamentos gerados corresponderiam a
procedéncia dos acessos em estudo foram confirmadas pelo relacionamento observado entre 0s
materiais (figura 3). E importante destacar que o coeficiente de correlagio cofenética (r = 0,943)
indicou bom ajuste da representacao simplificada da matriz de distancias genéticas por meio do

dendrograma.
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Figura 3. Analise de agrupamento UPGMA, a partir da distancia genética de Jaccard, em
24 acessos de Luffa cylindrica baseado nas analises de AFLP. Coeficiente de correlacdo

cofenética: r = 0,9428. A linha horizontal tracejada representa o corte estimado pelo método
de Mojema (1977). Manaus, AM. 2016.

E possivel verificar que os acessos 15 e 17 apresentam-se isolados dos demais grupos
formados I e IVV. Considerando a origem destes acessos, fica evidente que a distancia geografica
influenciou diretamente a constituicdo do genoma desses materiais. Pelo BAG, o acesso 15 é
oriundo da Embrapa Hortalicas - DF, e 0 acesso 17, oriundo de Manacapuru — AM. A
compreensdo da dissimilariade encontrada dentro dos grupos esta relacionada com o grau de
parentesco, principalmente em espécies aldégamas, porque a troca de genes pode ter ocorrido
em determinado momento (Falush et al. 2003; Zhang et al. 2008). O acesso 16, oriundo de
Presidente Figueiredo - AM, apesar de estar no grupo | que é representado pela maioria dos
acessos da regido Sul e Suldeste do Brasil, possui certa irmandade com os demais. Contudo,
apesar de apresentarem distancia genética proxima, este acesso possa ter sido trazido da regido
sul, pelos primeiros colonizadores agricolas deste local. Estas consideragdes assemelham ao
relatado por Zhang et al. (2008) e Silva et al. (2012) ao verificarem alto grau de parentesco

entre acessos de bucha presentes em diferentes regides da Asia.

Pela dispersdo multidimensional ndo-métrica das distancias genéticas, foi possivel
acomodar os acessos estudados em eixos, e também confirmar a formacéo de 4 grupos (Figura
4).
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Figura 4. Analise de escalonamento multidimensional ndo-métrico das distancias genéticas

entre 24 acessos de Luffa cylindrica baseado nas analises de AFLP. Manaus, AM. 2016.

Esta analise mostrou resultado idéntico ao dendograma apresentado pela figura 3, em
que 0s acessos 15 e 17 apresentaram-se mais dissimilares com origem ndo compartilhada com

os demais individuos.

Pela analise Structure, também foi possivel comprovar a formacéo de grupos (K), pelo

valor calculado mais provavel de AK conforme proposto por Evano et al. (2005) (Figura 5).

L(K; - SD
{K) (mean + } Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K))
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Figura 5. (A) Média dos logaritmos da func¢ao de verossimilhanga para valores de K testados;
(B) Valores de K mais provaveis obtidos pela amplitude de AK como fun¢do de K (média +

DP superior a partir de trés repeti¢des). Manaus, AM. 2016.

Para determinar os padrfes geneéticos de diferenciacao e subestruturagdo populacional,

foi feita a analise bayesiana de agrupamento pelo software Structure (Figura 6). O critério AK
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descrito por Evanno et al. (2005) apontou K = 2 como o numero mais provavel de
agrupamentos. Este resultado corrobora com a ideia de que os acessos 15 e 17 terem origem
compartilhada, sendo resultado de um intercimbio de genes entre as regides analisadas. No
entanto, o método Iplateau, indica que o nimero mais provavel de agrupamentos ¢ K = 3, neste
caso, os acessos 15 e 17 formariam um grupo independente, com origem ndo compartilhada
com os demais acessos. Independentemente do nimero de grupos considerados, observa-se a
tendéncia da separagdo dos acessos coletados no norte com aqueles prospectados nas demais

regides brasileiras.

Acessos: 1 . 2 ..3. 4.5 6.7 8.9 1011 12 13 14 1516 1718 19.20 21 22 23 24

K=2

Figura 6. Estrutura populacional em 24 acessos de Luffa cylindrica empregando o software

Structure para diferentes valores de agrupamento (K). Manaus, AM. 2016.

Os acessos 15, 16 e 17, parecem determinar a transigdo genica, correspondendo em parte
com a variabilidade detectada. Considerando a distribuicdo geografica de origem, estes
materiais possam ter sido selecionados e dispersados por diversas ocasifes, haja visto que a
espécie é de facil cultivo e a fibra dos frutos amplamente utilizada para fins de limpeza em areas
urbanas e rurais. A eficiéncia na diferenciacdo genética a nivel molecular, via aplica¢do de
marcadores AFLP também tem sido atestada para outras espécies, inclusive de outros reinos
(Fanizza et al., 2003; Oliveira et al., 2011; Chen et al., 2014).

Os acessos de bucha examinados foram geneticamente distintos, e essas diferencas
podem ser utilizadas para estratégias no desenvolvimento de analises genéticas mais profundas,
selecdo de parentais e melhoramento da espécie na regido amazoénica. A indicacdo das relaces
genéticas ressaltadas, utilizando os marcadores AFLP, apresentaram-se fortemente coesivas
pelas figuracdes obtidas.
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Conclusodes

1. A combina¢do dos primers ECOATC+MseCAT, ECOAGT+MseCAT, EcoAAC +
MseCTC e EcOACA + MseCAT, foram eficientes na geracdo de locos polimorficos
para analise de marcadores AFLP, entre os acessos de L. cylindrica.

2. As figuracbes desenvolvidas com base nos dados moleculares, determinaram a
formagao unénime de quatro grupos distintivos e o relacionamento genético entre os
materiais.

3. Os acessos mais divergentes foram 16 e 17 oriundos de Presidente Figueiredo e
Manacapuru e os mais similares foram 18 e 19 oriundos de Manaus e Iranduba.

4. Adistribuicdo da diversidade genética alcancada pela técnica AFLP permite sustentar

subsidios para uso e conservacao da espécie.
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Capitulo 2

Divergéncia genética entre acessos de Luffa cylindrica por descritores morfoagronémicos

Resumo — A bucha vegetal pertence a familia das cucurbitaceas e vem revelando-se uma
importante espécie produtora de fibras para 0o mercado agroindustrial, dermo-cosmetico e
automotivo. Os produtos e compdsitos gerados tornam-se biodegraveis, possuem baixo custo
de producédo e sdo atrelados ao forte apelo ambiental de consumo. A caracterizacdo morfo-
agrondmica de acessos reunidos em Bancos de Germoplasma institui a divergéncia instalada e
serve como base em pesquisas para 0 melhoramento e uso da espécie. Neste sentido, o presente
estudo teve por objetivo caracterizar e verificar o relacionamento genético em 24 acessos de
bucha, presentes no Banco Ativo de Germoplasma-UFAM, reunidos inicialmente como
divergentes. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao a caso, representados por
24 acessos X 4 repeticbes e 3 plantas por parcela. Por meio de afericdo em 22 descritores
qualitativos e 8 quantitativos foi realizado a caracterizacao fenotipica, agrupamento dos acessos
baseados na dissimilaridade genética, dispersao e contribuicdo relativa dos caracteres por meio
da técnica de componentes principais alem de correlacdo de caracteres. Verificou-se que os 24
acessos do BAG, possuem alta plasticidade fenotipica, possibilitando a formacéo de grupos de
individuos mais similares considerando as estruturas foliares, dos frutos e das sementes. As
variaveis quantitativas também admitiram formar grupos por meio das analises multivariadas
de componentes principais e da importancia relativa, o que contribuiu para dissimilaridade total
encontrada e correlacdo entre os caracteres estudados principalmente para o comprimento do

fruto, massa seca de fibra e circunferéncias do fruto.

Palavras-chave:  Caracterizagdo =~ morfo-agrondmica,  Descritores,  Germoplasma,

Dissimilaridade genética.
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Abstract - The loofah belongs to the family of cucurbits and is proving to be a major producer
of fiber species for agro-industrial market, dermo-cosmetic and automotive. Products and
composites generated become biodegrable, have low production costs and are linked to the
strong environmental appeal consumption. The morphological and agronomic characterization
of accessions collected in Gene Bank establishing at least divergence installed and serves as the
basis of research for the improvement and use of the species. In this sense, this study aimed to
characterize and verify the genetic relationship in 24 loofah access, present in the BAG-UFAM
initially gathered as divergent. The experimental design was in blocks at the case represented
by 24 hits x 4 replicates and three plants per plot. Through scouting on 22 qualitative descriptors
and 8 quantitative variables was performed phenotypic characterization, grouping of accesses
based on genetic dissimilarity, analysis of variance, dispersion and relative contribution of
major components in addition to the estimates of genetic parameters. It was found that 24
accesses BAG - UFAM have high phenotypic plasticity, enabling the formation of groups of
more dis-similar individuals. Quantitative variables also allowed formalizing groups by means
of multivariate analyzes of major components and the relative importance, which contributed
to the total dissimilarity and found correlation between the studied characters. The calculated
genetic parameters allow selecting materials that have better rates of heritability, and low
environmental co-option and can be employed in species breeding programs.

Keywords -  Morpho-agronomic characterization, Descriptors, Germplasm, Genetic

dissimilarity
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Introducéo

No Norte do Brasil a bucha vegetal (Luffa cylindrica), pode-se tornar uma importante
cultura, visto que as fibras ligno-celuldsicas produzidas pelos frutos acumulam caracteristicas
que agradam diversos setores do mercado agroindustrial. A regido possui condicOes favoraveis
ao cultivo da espécie (Davis, 1994; Siqueira, 2007; Marouelli et al., 2013) atrelado a facilidade
de producdo, beneficiamento e pela presenca de indUstrias de diversos setores que usam fibras
(Oboh e Aluyor, 2009; Silva et al., 2012).

A planta possui habito de crescimento indeterminado, ciclo anual, € mondica, os frutos
constituem-se de bagas, geralmente cilindricos e/ou trigonais, compridos e/ou ovalados, cujo
tamanho pode variar entre 20 centimetros a 1,6 metro de comprimento, apresentando variagdes
morfoldgicas e biométricas de acordo com origem dos acessos (Bisognin, 2002; Joshi et al.,
2010;). Diversos trabalhos tém relatado variabilidade entre acessos de bucha tanto na Asia como
nas Ameéricas (Cruz et al., 1997; Zhang et al., 2008; Ferreira et al., 2010; Prakash et al., 2013),
no entanto, com pouco conhecimento gerado sobre o relacionamento e caracterizacdo dos
materiais distanciados geograficamente, o que poderia auxiliar na descoberta de possiveis
amostras com poténcial diferenciado para a agroinddstria e fontes de genes de interesse para

programas de melhoramento.

A divergéncia genética dentro de espécies e como ela se distribui, € uma informacéao
importante em programas de reproducdo para qualquer espécie. A analise de caracteres
morfologicos, ajuizados como descritores sdo elementos indispensaveis ao cultivo e
melhoramento, pois apresenta custo relativamente barato de afericdo envolve diretamente a

observacao e mensuragédo de caracteres.

O manuseio simultaneo de mdaltiplas variaveis botanicas sdo ferramentas vantajosas na
discriminacdo de acessos, variedades e/ou populacgdes, porque permitem conferir caracteristicas
agrondmicas de interesse, relacdes e correlacdes genéticas de modo eficiente, proporcionando
maior oportunidade de escolha de materiais além de sinalizar cruzamentos indesejaveis (Cruz,
1990; Cruz et al., 1997; Lira et al., 2012).

A presenga ou auséncia de formas, cores e/ou posic¢Oes, envolvendo flores, folhas,
frutos, sementes e ramas em espécies de cucurbitaceas, contribuem diretamente para verificar
a diversidade genética, positiva ou negativa (Ramos et al., 2000; Taha et al., 2003; Queiroz,
2011).
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O emprego de dados discretos e biométricos surgiram como ferramentas eficazes em
analises de variagdes genéticas, uma vez que permitem verificar as dissimilaridades em curto
espaco de tempo, identificando genitores geneticamente distantes que possibilitem maior efeito

heter6tico em suas progénies (Cruz e Carneiro 2006; Aradujo et al., 2008)

Dentre os métodos mais empregados para analise de variaces genéticas, destaca-se o
uso de componentes principais, de varidveis candnicas, e anélise de agrupamento estimadas
pela distancia euclidiana ou a de Mahalanobis (Cruz e Regazzi, 1994). Esses métodos ja foram
amplamente utilizados para estudo de diversidade em diversas espécies, a exemplo com acessos
de colecgdes de Algoddo (Singh e Gupta, 1968) de Arroz (Chaudhary et al.,1973) de Mandioca
(Pereira et al., 1992) para Abobora (Ramos et al., 2000) Maracuja (Araujo et al., 2008) e
também em acessos de bucha na Asia (Joshi et al., 2004) contribuindo para 0 manejo adequado

e conservacgdo do germoplasma nestes locais.

Paralelamente, o calculo de parametros genéticos pode sinalizar as varidncias que
circundam as variaveis de interesse € que relaciona-se com o ambiente de cultivo e
sugestivamente devem ser considerados (Dudley e Moll, 1969). Além disso, a herdabilidade
das caracteristicas exercem forte influéncia na escolha da metodologia de selecdo e

melhoramento.

Desta forma, o presente estudo objetivou caracterizar a variabilidade genética em 24
acessos de bucha por meio de descritores morfoagronémicos, além de correlacionar variaveis
guantitativas evidenciando acessos poténcialmente adequados ao cultivo e ao melhoramento da

cultura.
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Material e Métodos

A partir do quarto més pds transplante em meados de abril de 2014, quando as plantas
cultivadas dos 24 acessos apresentados (Tabela 3 — metodologia geral) permitiram as primeiras
colheitas, foram analisados os descritores, sendo vinte dois qualitativos e posteriormente oito
quantitativos. Parte da caracterizacdo dos acessos desenvolveu-se por meio de descritores
botanicos extraidos e adaptados do “Descriptors for Sponge Gourd [Luffa cylindrica (L.)
Roem.]” conforme sugestdo de Joshi et al. (2004) para caracteres de facil mensuragdo e
variabilidade de expressdo. Ao todo foram considerados 22 caracteres envolvendo as estruturas
da rama, do fruto, da semente e da fibra dos acessos, sendo estes avaliados em todas as plantas

das parcelas (Tabela 1).

Tabela 1. Lista dos descritores botanicos ponderados entre 24 acessos de Luffa cylindrica.
Manaus, AM. 2016.

Descritores Escala avaliada

pequena, 10 x 10 + 2 média, 15 x 15 £ 3 cm grande, acima 20 x 20 cm
cm (1) @) (©)

Tamanho de Folhas

Potencial de Ramificacéo baixo, até 6 ramas (1)  media, 7 até 11 ramas (2) alto, acima de 12 ramas

(©)
Posicéao da Inflorescéncia ereta (1) intermediaria (2) pendular (3)
Margem da Folha lisa (1) dentada (2) intermediaria (3)
Formato da Folha orbicular (1) reniforme (2) oval (3)
Expresséo Sexual mondica (1) hermafrodita (2)
Cor da Flor amarela (1) amarelo claro (2) laranja (3)
Raiz Adventicia presente (1) ausente (2)

Cor do Fruto Maturo
Tamanho do Pedunculo
Tipo de Fruto
Casca do Fruto
Formato Apical do Fruto
Formato Basal do Fruto
Forma do Fruto
Ndmero de Locos

Cor da Semente

Tamanho da Semente

Formato da Semente

verde pintalgado (1)
pequeno, até 9 cm (1)
cilindrico (1)
liso (1)
deprimido (1)
deprimido (1)
alongado (1)
trés (1)
preta (1)

grande,12 mm x 0.8
mm =4 mm (1)

piriforme (1)

verde uniforme (2)

médio, 10-16 cm (2) grande, acima 17 cm (3)

achatado (2) Triangular (3)
rugoso (2) deprimido (3)
pontudo (2) oval (3)
pontudo (2) oval (3)
piriforme (2) redondo (3)
quatro (2) cinco (3)
cinza (2) creme (3)

média, 11 mm x 0.8 mm  pequena, 10 mm x 0.7 mm
+4mm (2) +4mm (3)

elipsoide (2) oval (3)

elipsoide (4)
multilocular (4)

branca (4)

48



Superficie da Semente rugosa (1) intermediaria (2) lisa (3)
Cor Natural da Fibra cristalina (1) creme (2) amarela (3)

Maciez da Fibra muito dura (1) dura (2) macia (3) muito macia (4)

Para os descritores quantitativos relacionados & producéo, foram tomados os dados
obtidos em cada colheita considerando 6 meses de producédo, adotando algumas sugestdes de
Ferreira et al. (2010). As variaveis de producédo avaliadas foram: nUmero medio de frutos (n),
contabilizados no momento de cada colheita; massa seca da fibra do fruto (g); comprimento do
fruto (cm), circunferéncia apical do fruto (mm), circunferéncia medial do fruto (mm),
circunferéncia basal do fruto (mm), espessuras minima da fibra (mm) e maxima da fibra (mm)
considerando ponto medial, foram aferidos 72 h posterior a lavagem e secagem da fibra a

sombra (Figura 1).

B

Figura 1. Exemplo de caracteristicas qualitativas observadas nas sementes (A) e aspectos
biométricos medidos nos frutos de 24 acessos de Luffa cylindrica, posterior a lavagem e
secagem da fibra (B e C). Manaus, AM. 2016. Fotos: A.D. Blind, 2014

Com base no levantamento de dados resultante da analise dos descritores qualitativos e
quantitativos, as variaveis foram padronizadas para eliminacdo das unidades de escalas, para

entdo proceder com as analises estatisticas multivariadas.

Para analise dos caracteres morfologicos qualitativos, foi obtido matriz de
dissimilaridade, a partir do coeficiente proposto por Cole-Rodgers (Cole-rodgers et al., 1997),
que considera classificacdo de caracteristicas em escalas, podendo assim, serem analisadas
como caracteristicas quantitativas discretas (Cruz e Carneiro, 2006). Para 0s caracteres
guantitativos, a matriz de dissimilaridade foi obtida com base na distancia genética de
Mahalanobis. De posse das matrizes de dissimilaridades, ambos os agrupamentos foram

realizados pelo métodos de otimizacdo de Tocher e procedimento hierarquico UPGMA.
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Adicionalmente realizou-se o célculo do coeficiente de correlagdo cofenético (Sokal e
Rohlf, 1962) para a estimativa do ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o dendograma
gerado. As tecnicas de analises multivariadas de componentes principais e importancia relativa
dos caracteres, baseando-se no método proposto por Singh (1981), também foram aplicadas aos

dados quantitativos.

As estimativas de correlagdo e demais andlises foram realizadas empregando-se o
aplicativo computacional em genética e estatistica, Programa Genes versdo 2014.6.1 (Cruz,
2013).
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Resultados e Discussao

E importante destacar a importncia da caracteriza¢o de acessos pelos descritores mofo-
agrondmicos, uma vez que este conhecimento permite a adogdo quase que imediata de acessos
com caracteristicas de interesse por parte dos produtores e programas de melhoramento da
espécie ou mesmo para discriminacdo, identificacdo e caracterizacdo de materiais potenciais
para serem designados como variedades (Joshi et al., 2010; Prakash et al., 2013). Na tabela 2

sdo apresentados os descritores morfologicos observados entre os acessos de bucha.

Tabela 2. Caracterizacdo de 24 acessos de Luffa cylindrica, considerando analise de 22

descritores morfolégicos. Manaus, AM. 2016.

Descritores

Acesso
TF PR Pl MF FF ES CF RA CFM TP TFr
1 pequena baixo intermediaria  dentada orbicular monoica amarela ausente verde pintalgado  pequeno cilindrico
2 média média pendular dentada orbicular monoica laranja ausente verde uniforme médio achatado
3 média baixo ereta dentada orbicular  hermafrodita amarela ausente verde uniforme pequeno cilindrico
4 grande média intermediaria lisa oval monoica amarelo claro ausente verde pintalgado grande cilindrico
5 média média ereta lisa orbicular monoica amarelo claro ausente verde pintalgado  pequeno cilindrico
6 média alta ereta lisa orbicular monoica amarelo claro ausente verde pintalgado médio cilindrico
7 grande média pendular dentada  reniforme monoica amarelo claro ausente verde pintalgado  pequeno cilindrico
8 grande media intermediaria lisa orbicular monoica amarelo claro ausente verde uniforme médio cilindrico
9 grande alta intermediaria lisa oval monoica amarela presente verde uniforme médio cilindrico
10 pequena baixo ereta dentada oval monoica amarela ausente verde pintalgado grande cilindrico
11 grande media intermediaria lisa reniforme monoica amarela ausente verde uniforme médio cilindrico
12 grande media pendular lisa orbicular monoica amarela ausente verde uniforme médio cilindrico
13 pequena alta ereta lisa reniforme monoica amarela presente verde uniforme médio triangular
14 media media intermediaria  dentada orbicular monoica amarela ausente verde pintalgado  pequeno triangular
15 media baixo pendular lisa orbicular  hermafrodita amarela ausente verde uniforme pequeno cilindrico
16 média media ereta dentada  reniforme monoica amarelo claro ausente verde uniforme grande cilindrico
17 média média intermediaria ~ dentada  reniforme monoica amarelo claro ausente verde pintalgado  pequeno cilindrico
18 média alta intermediaria  dentada  reniforme monoica amarelo claro ausente verde pintalgado  pequeno cilindrico
19 média alta intermediaria lisa reniforme monoica amarelo claro ausente verde uniforme grande cilindrico
20 grande alta intermediaria  dentada orbicular monoica amarelo claro  presente verde uniforme médio cilindrico
21 média alta pendular dentada  reniforme monoica amarelo claro  presente  verde pintalgado médio cilindrico
22 media media ereta dentada oval monoica amarelo claro  presente verde uniforme médio cilindrico
23 pequena alta intermediaria  dentada  reniforme monoica amarela presente  verde pintalgado médio cilindrico
24 grande alta pendular lisa orbicular monoica amarela ausente verde pintalgado médio triangular
cont.. CFr FAF FBF FFr NL CS TS FS SS CNF MFi

1 rugoso pontudo oval elipsoide trés preta grande piriforme lisa cristalina dura

2 deprimido pontudo oval alongado trés preta pequena piriforme intermediaria cristalina macia

3 deprimido pontudo pontudo elipsoide trés preta media elipsoide intermediaria creme muito dura
4 liso pontudo pontudo redondo trés preta grande elipsoide intermediaria cristalina dura

5 liso pontudo oval elipsoide trés preta grande elipsoide lisa cristalina dura

6 liso oval oval piriforme trés preta média elipsoide lisa cristalina dura

7 liso pontudo oval alongado trés preta pequena elipsoide intermediaria cristalina dura

8 liso pontudo oval alongado trés preta media piriforme intermediaria cristalina dura

9 deprimido pontudo pontudo piriforme trés branca grande elipsoide lisa cristalina  muito macia
10 deprimido  deprimido deprimido redondo trés creme pequena elipsoide lisa cristalina macia
11 deprimido pontudo deprimido piriforme quatro cinza media elipsoide lisa cristalina muito dura
12 deprimido pontudo pontudo piriforme trés cinza media elipsoide lisa cristalina dura
13 deprimido  deprimido deprimido elipsoide trés branca grande elipsoide lisa cristalina macia
14 deprimido oval oval elipsoide trés preta média elipsoide intermediaria creme macia
15 liso deprimido oval alongado trés preta pequena oval intermediaria creme muito dura
16 deprimido  deprimido deprimido redondo quatro preta media piriforme intermediaria amarela macia
17 deprimido pontudo deprimido elipsoide trés preta pequena elipsoide intermediaria cristalina macia
18 deprimido  deprimido pontudo piriforme trés preta media elipsoide rugosa amarela macia
19 liso pontudo pontudo elipsoide trés branca grande elipsoide intermediaria cristalina  muito macia
20 liso pontudo pontudo piriforme trés preta media piriforme lisa cristalina macia
21 liso oval pontudo piriforme trés cinza média elipsoide intermediaria cristalina macia
22 liso pontudo pontudo elipsoide trés preta pequena elipsoide intermediaria cristalina macia
23 liso deprimido pontudo elipsoide trés branca grande elipsoide lisa cristalina macia
24 liso deprimido pontudo alongado trés preta grande elipsoide lisa cristalina dura

TF = Tamanho da Folha; PR = Potencial de Ramificacéo; Pl = Posicéo da Inflorescéncia; MF = Margem da Folha; FF = Formato da
Folha; ES = Expressdo Sexual; CF = Cor da Flor; RA = Raiz Adventicia; CFM = Cor do Fruto Maturo; TP = Tamanho do Pedunculo;
TFr = Tipo de Fruto; CFr = Casca do Fruto; FAF = Formato Apical do Fruto; FBF = Formato Basal do Fruto; FFr = Forma do Fruto; NL
= Numero de Locos; CS = Cor da Semente; TS = Tamanho da Semente; FS = Formato da Semente; SS = Superficie da Semente; CNF =
Cor Natural da Fibra; MFi = Maciez da Fibra.

Os dados morfoldgicos mostram que, em geral, os materiais analisados possuem
diferengas fenotipicas marcantes, dentre elas cita-se a expressdo sexual (ES), forma do fruto
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(FFr) e cor da semente (CS), caracteristicas estas consideradas de baixa interagdo ambiental
(Joshi et al., 2004). Considerando a FFr, os acessos 2, 7, 8, 15 e 24 mostraram-se com frutos
alongados relativamente grandes quando conferidos pelo comprimento. A cor das sementes de
bucha séo geralmente pretas como verificado para maioria dos acessos estudados (Tabela 2),
contudo, os materiais 9, 13, 19 e 23 produzem sementes brancas enquanto que o0s acessos 11,
12 e 21 produzem sementes de coloracdo cinza e 0 acesso 10, Unico a produzir sementes de cor

creme.

Duas varidveis boténicas adicionalmente consideradas apds o desenvolvimento das
plantas foram relatadas (Figura 2). Os acessos 3 e 15, apresentaram plantas com flores
masculinas e femininas na mesma haste, o que é raro, pois para bucha nao é relatado androginia
(Joshi et al., 2010). Ademais, foi verificado a presenca de raizes adventicias também em
algumas plantas entre os acessos, mostrando que ha divergéncia por esta caracteristica.

Figura 2. Registro da presenca de flores masculinas e femininas na mesma haste (A)
e raizes adventicias (B e C) em L. cilindrica. Manaus, AM. 2016. Fotos: A.D. Blind,
2014.

A manifestacdo de raiz adventicia inserida na axila foliar sentido solo, foi mais frequente
em acessos oriundos da regido norte, os acessos 20, 21, 22 e 23, contudo o0s acessos 9 e 13
também desenvolveram esta estrutura que por sinal é funcional e pode ter relagdo bem mais
especifica do que uma simples segregacédo varietal e sim uma estrutura de adaptabilidade. Na
regido Norte, além do solo ser pobre nutricionalmente, em diversos municipios os setores
agricolas permanecem com o solo bastante himido e até encharcado, o que pode ter levado a
surgir tal adaptacdo, tanto para extracdo nutricional como também para aeracdo radicular,
todavia necessitando de estudos aprofundados que comprovem esta hipotese. E comum o
lancamento de raizes axilares em cucurbitaceas quando ha certa proximidade com solo e
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sombreamento da rama (Filgueira, 2008), calhando por estimulo hormonal, porém, ndo relatos
especificos explicando presenca e funcionalidade de raizes adventicias em bucha curiosamente

com até 1,5 metro da axila foliar até o solo.

Na caracterizacdo de plantas de bucha, Carmo (2007) também relatou heterofilia
principalmente em folhas da mesma planta em acessos do Espirito Santo. Embora este autor
ndo tenha estipulado uma determinacéo para avaliar este parametro, é aceitavel que tal diferenca
realmente ocorra, pois folhas mais jovens apresentam-se irregularidades no limbo & medida que
se desenvolve. Neste estudo, as configuracOes foliares evidenciadas foram determinadas
considerando repeticGes e moda de frequéncia em folhas maduras expandidas (folha com
insercdo de pedunculo e fruto desenvolvido) constatando assim, variacdo entre 0S acessos
(Tabela 2) pelas escalas determinadas (Tabela 1) evitando ter influéncia do desenvolvimento
da folha.

Joshi et al. (2004) também constataram elevada diferenca entre caracteristicas
qualitativas envolvendo estruturas de rama, do fruto, da semente e da fibra entre acessos de L.
cilindrica, oriundas de diversas localidades da Asia. Estes autores relataram ainda que as
principais caracteristicas de interesse para agricultores desse local foram a forma e formato dos

frutos, além da cor e maciez da fibra.

No Brasil, poucos trabalhos tem relatado as diferengas morfologicas envolvendo as
estruturas da planta de bucha. Os trabalhos desenvolvidos por Carmo (2007), Lira et al., (2011)
e Ferreira el al. (2009; 2010; 2012), basearam-se na discriminagao ¢ sele¢ao de acessos locais
principalmente dos Estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Estes autores avaliaram
caracteristicas produtivas e qualitativas entre acessos visando diversos usos, porém nao

relataram o grau de parentesco genético e sua inter-relagao.

Observa-se que tanto no Brasil como na Asia, as caracteristicas relacionadas ao fruto e
fibra coincidem com a preferéncia e habito cultural dos agricultores do pais, haja visto que em
determinados locais a escolha de plantio e uso ¢ determinada apenas pela forma do fruto, cor e
maciez da fibra. Em contrapartida, para uso industrial, independente do Pais, existe forte
interesse nas analises fisicas e mecanicas nas fibras e como a estrutura fibrilar se comporta ao

longo do tempo (Bledzki e Gassam, 1999; Ghali et al., 2011).

Pela figura 3, evidencia-se algumas diferencas que foram avaliadas nas analises

morfologicas quanto a cor, aspecto da casca, forma e formato dos frutos maturos
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fisiologicamente. Além disso foi possivel distinguir os acessos cujos frutos produzidos foram
classificados em alongados, piriformes, elipsoides e/ou redondos, caracteristicas essas que

refletem diretamente sobre o comprimento dos frutos.
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Figura 3. Aspectos morfoldgicos de frutos maturos, produzidos entre 24 acessos de
Luffa cilindrica. Manaus, AM. 2016. Fotos: A.D. Blind, 2014.

Também foi foto documentado a variabilidade de caracteristicas pos-colheita, quanto &
cor, tamanho, formato e superficie de sementes, além da cristalinidade natural e maciez da fibra

entre 0s acessos de bucha estudados (Figura 4).

®®

Cores de sementes (A) Tamanhos de sementes (B)
Formatos de sementes (C) superficies de sementes (D)

Cristalinidade natural da fibr, és colheita (E) o .
Aspecto da espessura das fibrilas — relacdo com a

maciez (F)

Figura 4. Apresentagdo morfologica de sementes (A, B, C, D) e da fibra (E e F)
observada entre acessos de L. cilindrica. Manaus, AM. 2016. Fotos: A.D. Blind, 2014.

Neste estudo, a determinacdo da maciez da fibra ndo foi estudado com metodologia a
sua densidade. Apesar de ndo ter sido avaliado por método especifico a espessura das fibrilas
gue compdem a manta fibrosa, sensitivamente, é possivel discernir que os acessos classificados
por terem fibra macia e muito macia, possuem fibrilas relativamente finas quando comparado
aos acessos que produziram fibra dura e muito dura. Esta caracteristica visivelmente ndo tem
relacdo com a densidade da manta fibrosa, visto que alguns acessos produziram parede fibrosa
relativamente fina e fibrilas muito grossas, com baixa deformidade manual, classificadas assim

como duras ou muito duras.
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Conforme relatos de Carmo (2007), Ferreira et al. (2010) e Blind et al. (2013), buchas
de fibras macias séo preferencialmente comercializadas em estilhas para uso dermo-cosmeético,
para limpeza de pele, enquanto que fibras duras sugestivamente para uso doméstico, para
limpeza de loucas e para emprego em compositos industriais como palmilhas, estofamentos e

filtros de 6leo.

A diferenca fenotipica entre plantas albgamas, esta muitas vezes relacionada com sua
genealogia. Apesar da bucha possuir baixa depressdo por endogamia (Queiroz, 2004) é relatado
em diversos estudos a influéncia do modo de conservagdo do germoplasma entre agricultores,

instituicdes e sua interdependéncia de expressdo com o ambiente (Joshi et al., 2010).

Considerando anéalise dos descritores morfologicos qualitativos foi possivel agrupar
geneticamente 0s acessos estudados. A tabela 3 apresenta a analise de agrupamento das
informagdes, pelo método de otimizagdo de Tocher, baseadas na distancia proposta por Cole-
Rodgers et al., (1997).

Tabela 3. Agrupamento dos acessos de Luffa cylindrica pelo método de otimizacao de Tocher,
baseado na distancia genética proposta por Cole-Rodgers, considerando caracteres

morfologicos qualitativos. Manaus, AM. 2016.

Grupos AcCessos
1 6 24 20 22 19 21
2 41278517
3 11 16 3
4 13 23
5 9
6 10
7 18
8 14
9 1
10 15
11 2

A representacdo dos grupos formados pelo método de otimizacdo de Tocher, permitiu a
formacéo de 11 grupos distintos. Os acessos 1, 2, 9, 10, 14, 15 e 18 ficaram sozinhos em Unico
grupo, evidenciando assim, que 0os mesmos possuem caracteres morfolégicos distintos dos

demais e que 0s mesmos possuem uma certa similaridade genética dentro do grupo.

Comparando-se a formacdo de grupos, com trabalho realizado por Joshi et al. (2010)

estudando acessos de bucha da Asia e o trabalho realizado por Ramos et al. (2000) entre acessos
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de abobora do Nordeste do Brasil, o estabelecimento de grupos pela simples inspecéo visual
deve associar combinagfes fenotipicas e biométricas, visando ampliar a base genética e de

possibilidades hereditarias.

Para Cruz e Carneiro (2006), grupos formados por apenas um acesso apontam na direcao
de que tal individuo seja mais divergente em relacdo aos demais. Caso 0s dados sejam
direcionados especificamente para Unico grupo ha forte probabilidade de conducéo e selecéo

de individuos monozigoticos, mas isto dependera do objetivo a ser pautado.

Pela representacdo gréafica dos dados a figura 5, evidencia o arranjo genético pelo
método UPGMA.
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Figura 5. Dendrograma originado pelo método UPGMA, a partir das dissimilaridades de 24
acessos de Luffa cylindrica, baseado em caracteres morfoldgicos qualitativos. Coeficiente de

correlacdo cofenética: r = 0, 6185. Manaus, AM. 2016.

A representacdo filogenética proporcionada pelo método UPGMA foi semelhante a

formalizacdo dos grupos pelo método otimizacdo de Tocher (Tabela 3).

Considerando analise dos descritores morfoldgicos quantitativos também foi possivel
agrupar geneticamente os acessos estudados. A tabela 4 apresenta a analise de agrupamento das
informacdes biométricas, pelo método de otimizacdo de Tocher, baseadas na distancia de

Mahalanobis.

Tabela 4. Agrupamento dos acessos de Luffa cylindrica pelo método de otimizagéo de Tocher,
baseado na distancia genética de Mahalanobis, considerando caracteres morfoldgicos

guantitativos. Manaus, AM. 2016.
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Grupos Acessos

1 920222117618 193523131 14 12
2 4 16 10

3 78

4 2 24

5 15

6 11

Considerando os dados biométricos avaliados entre 0s acessos, 0 método de agrupamento
por otimizacdo de Tocher, permitiu aglomerar 0s acessos em 6 grupos, inferior quando
comparado ao utilizar as variaveis botanicas discretas. O grupo 1 coligou a maioria dos acessos,
enguanto que os grupos 5 e 6 formalizaram-se apenas com Unico acesso, podendo estes serem
considerados muitos divergentes com relacdo aos demais. Os grupos 2, 3 e 4 apresentam
materiais similares dentro do grupo, observando-se que ao considerar paralelamente as
caracteristicas qualitativas; tipo de fruto e a forma do fruto é admissivel que contribuem e sejam

determinantes para discriminacdo genética verificada.

A distribuicdo dos individuos por analise UPGMA, também teve similaridade de
aglomeracdo dos acessos, semelhantes ao comparar pelo metodode agrupamento de Tocher
(Figura 6).

5 1
2 |

0 10 20 30 40 50 60 70 30 S0 100
0 109.67 21935 329.03 438,71 548,39 658,07 76774 87742 987.1 1056,78

Figura 6. Dendrograma originado pelo método UPGMA, a partir das dissimilaridades de 24
acessos de L. cylindrica, baseado em caracteres morfoldgicos quantitativos e na distancia
genética de Mahalanobis. Coeficiente de correlagdo cofenética: r = 0,7718. Manaus, AM.

2016.

A contribuicdo relativa das varidveis de producdo permitem conferir melhor

entendimento sobre a variabilidade genética encontrada pela estatistica (S.j). Verificou-se que
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0 caractere comprimento dos frutos exerceu maior influéncia na divergéncia entre 0s acessos
(62,32%), seguida pela circunferéncia apical dos frutos (19,70%), circunferéncia basal dos
frutos (6,36%) e espessura maxima da fibra (5,59%) (Tabela 5).

Tabela 5. Contribuicao relativa e oito caracteres morfologicos quantitativos para divergéncia
entre 24 acessos de Luffa cylindrica, pela estatistica (S.j) proposta por Singh (1981). Manaus,
AM. 2016.

Caractere Sj Contribuicdo relativa (%)
Comprimento dos Frutos 82402,59 62,32
Circunferéncia Apical dos Frutos 26053,59 19,70
Circunferéncia Basal dos Frutos 8413,392 6,36
Espessura Méxima da Fibra 7389,476 5,59
Espessura Minima da Fibra 4672,476 3,53
Massa Seca dos Frutos 2143,945 1,62
Numero Médio de Frutos 888,0589 0,67
Circunferéncia Mediana dos Frutos 261,3497 0,20

O caractere que obteve a menor contribuicdo foi a circunferéncia mediana dos frutos
(0,20%). Atentando a produtividade e demandas do mercado no setor de cosméticos e de
limpeza, plantas que desenvolvem frutos com menor dispersdao de circunferéncias apical,
medial e basal, fibras cristalinas, maciez razoavel e espessura admissivel entre 5-10 mm, 0s
acessos 2, 4, 7, 10, 13, 17, 19 e 23 apresentam um maior conjunto de caracteristicas desejaveis

para constituirem-se em duplicatas, rapidamente.

Na analise dos componentes principais, 0s dois primeiros componentes explicaram
81,12% da variancia total, adequando-se, neste caso, a uma representacdo grafica bidimensional
(Figura 7). Comparando os resultados da dispersdo grafica a partir dos dados quantitativos de
producdo com os agrupamentos provenientes dos dados qualitativos, verifica-se correlacdo
entre os materiais, ou seja, 0s acessos apresentam diferenca de similaridade de acordo com o
tipo de informacgdo analisada. Este fato pode ser explicado em fungdo dos caracteres de

producao serem muitos influenciados pelo ambiente.
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Figura 7. Dispersao grafica dos escores em relacao aos eixos representativos dos dois primeiros
componentes principais (CP1, CP2), de oito caracteres quantitativos, em 24 acessos de Luffa

cylindrica. Variancia acumulada nos dois primeiros componentes de 81,12%. Manaus, AM.

2016.

Os acessos ficaram concentrados ou mais proximos uns dos outros conforme verificado
pela analise discreta quando envolve principalmente a forma e formato dos frutos. Os acessos
7, 8 produzem frutos alongados, semelhante ao observado nos frutos dos acessos 2 e 24,
enquanto que os acessos 4, 10 e 16 figuram com frutos curtos e arredondados, decorréncia
1déntica ao estudar os fatores que influenciaram o agrupamento determinado na tabela 4. Isso ¢
esperado e comum em colegdes e bancos de germoplasma, sinalizando perfeitamente que existe
elevado grau de diversidade e interagdo com ambiente. O comprimento de frutos avaliado entre
os acessos de bucha possui extensa variancia genotipica situada entre materiais € que mais
representa a variacdo de tamanho, sendo possivel confirmar também pela caracterizagao
botanica. Do mesmo modo Joshi et al. (2010), verificaram que as variaveis de formato e
comprimento do fruto, que sinalizam o tipo de fruto produzido, possuem alta influéncia na

discriminacao e classificagdo fenotipica de acessos de bucha na Asia.

Pela matriz de correlacdo entre as variaveis quantitativas, apresentadas na tabela 7, é
possivel verificar que existe forte correlagdo r > 0,5 entre os descritores massa seca dos frutos
com o comprimento dos frutos. Esta correlacdo € comum em espécies agronémicas, visto que

guanto maior o fruto, maior sera a massa. Ainda nesta diretriz, as circunferéncias apical, medial
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e basal dos frutos também tiveram alta correlacdo entre as espessuras maxima e minima das
fibras (Tabela 7).

Tabela 7. Matriz de correlacdo entre caracteres quantitativos avaliados durante seis meses de

produtividade dentre acessos de L. cilindrica. Manaus, AM. 2016.

Caracteres MSF CF CAF CMF CBF EMF EMFi
NMF -0,4312* -0,4652 0,0918 -0,0026 -0,1287 -0,2240 -0,2223
MSF 0 0,6862 -0,0571 0,2222 0,3680 0,4085 0,5199

CF 0 -0,5392 -0,4195 -0,1961 -0,1563 - 0,0626
CAF 0 0,9131 0,8730 0,7867 0,7413
CMF 0 0,9488 0,8681 0,8364
CBF 0 0,9088 0,8892
EMF 0 0,9796

*Valores der.

NMF — Ndmero Médio de Frutos; MSF — Massa Seca dos Frutos; CF — Comprimento dos Frutos; CAF —
Circunferéncia Apical dos Frutos; CMF — Circunferéncia Medial dos Frutos; CBF — Circunferéncia Basal dos
Frutos; EMF — Espessura Maxima da Fibra; EMFi — Espessura Minima da Fibra.

Quanto menor for a correlacdo entre variaveis, menor seré seu aproveito para capacidade
combinatoria de caracteres. As correlagdes que apresentaram valores r < 0, indicam dificuldade
para aprimoramento combinatdrio de tais caracteristicas, visto que ha predominéancia de atuacédo

para o componente ambiental.

Do ponto de vista ao melhoramento e filogenia, torna-se muito relevante o
conhecimento destes correlagdes, uma vez que norteiam possibilidades de selecdo e progresso
de ganho na regido do estudo (Heiser e Schiling, 1988).

Os resultados apresentados pela caracterizacdo botanica, analise de agrupamento pelos
descritores e a participacdo dos componentes principais contribuiram na explicacdo da
similaridade entre os individuos avaliados. Além disso, as estimativas de correlacdo entre
caracteres de produtividade avaliados permitiram uma compreensdo melhor da diversidade e

seu relacionamento com o ambiente.
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Conclusodes

1. A dissimilaridade genética evidenciada por meio de caracteristicas multicategéricas e
quantitativas foram eficazes para demonstrar a diversidade entre os acessos de bucha,
mostrando que os materiais possuem ampla variabilidade genética.

2. Na analise das relagcdes filogenéticas entre os acessos estudados, os métodos de
agrupamento de otimizag&o de Tocher e perfil UPGMA demonstraram ser concordantes
entre si.

3. Os caracteres que mais contribuiram para a divergéncia entre os acessos foram o
comprimento dos frutos (62,32%) e a circunferéncia apical dos frutos (19,70%).

4. Osacessos 2,4, 7,10, 13, 17, 19 e 23 apresentam um maior conjunto de caracteristicas
boténicas desejaveis com maior capacidade combinatéria de varidveis de interesse
agrondmico.

5. O contraste fenotipico dos acessos pode ser utilizado de forma similar com as
correlacdes de caracteres para futuras hibridizacdes na tentativa de obtencdo de

materiais superiores.
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Capitulo 3
Desempenho produtivo de bucha (Luffa cilindrica) na Amazonia Central

Resumo — O conhecimento do rendimento produtivo de uma espécie agronémica em uma
determinada regido, aliada a forma de manejo, constitui-se como base para selecdo de
individuos mais produtivos para uma cadeia de exploracdo economicamente viavel. A bucha
possui alta variabilidade morfo-agronémica, e portanto passivel de haver flutuagbes nos niveis
de produtividade e comportamento produtivo de forma dindmica. Deste modo, o presente
estudo teve por objetivo avaliar o desempenho produtivo entre acessos de bucha de sete Estados
brasileiros em solo tipo, Argissolo Amarelo de textura arenosa, com fertilizagdo indicada para
cucurbitaceas. O delineamento experimental foi em blocos casualizados sendo 24 tratamentos
(acessos), quatro repeticdes e trés plantas por parcela. O sistema de cultivo adotado foi em
espaldeira e 0 espacamento entre plantas e entre linhas foi de 2,0 x 1,5 m, respectivamente, com
conducéo de ramas. Durante seis meses de producao, entre meados de abril e setembro de 2014,
foi analisado o nimero de frutos produzidos, a massa de fibras seca, 0 comprimento dos frutos,
circunferéncias apical, medial e basal dos frutos secos além das espessuras maxima e minima
da manta fibrosa seca. No geral a colheita iniciou-se apds 120 dias da semeadura e houve
acentuada variacao produtiva entre os materiais analisados. A sazonalidade produtiva de frutos
durante os seis meses, comportou de 7 até 15 colheitas dentre os acessos. O acimulo produtivo
entre 0s acessos variou de 12 até 87 frutos por planta. A flutuacdo no comportamento produtivo
para o nimero de frutos, comprimento e massa de fibras, pode ser entendida apo6s a quarta
ordem na equacéo de regress@o polinomial. A massa seca de fibras apresentou relacdo com o
comprimento dos frutos, havendo acessos superiores a 80 cm e outros com apenas 12 cm em
média, com diferentes niveis de espessura de fibra (0,6 + 0,5 mm), o que contribuiu para as

diferencas no comportamento produtivo e diversidade apurada entre os materiais.

Palavras-chave: Cultivo de bucha, Rendimento, Sazonalidade, Acessos
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Abstract - Knowledge of the productive yield of agronomic species in a given region, together
with the form of management, constitutes a foundation for selection for individuals for an
economically viable farm chain. The loofah has morphological and agronomic variability, and
therefore likely to be changes in the levels of productivity and productive behavior dynamically.
Thus, the present study was to evaluate the productive performance between bushing hits from
seven Brazilian states in Ultisol yellow sandy texture, with fertilization suitable for cucurbits.
The experimental design was randomized blocks with 24 treatments (accessions loofah), 4
replications and three plants per plot. The adopted cropping system was trellis, and spacing
between plants and between rows was 2.0 x 1.5 m, respectively. For six months of production
was rated the number of fruit, dry mass of fibers, the length of the fruit, circles apical, medial
and basal fruits and maximum and minimum thicknesses of the fiber. Overall harvest began
after 120 days of sowing and there was a marked variation between the production materials
analyzed. The production of seasonal fruits during the six months, behaved 7 to 15 harvests
from the access. The productive accumulation between accessions ranged from 12 to 87 fruits
per plant. The dry mass of fibers has no relationship with the length of the fruit, since there was
access to the fruits of more than 100 cm and another with 12 cm thick fiber with different levels
of 0.6 £ 0.5 mm, which contributes to variability and yield determined accessions loofah.
Keywords — Loofah cultivation, yield, seasonality, accessions loofah
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Introducéo

O emprego de fibras naturais em produtos e compositos tem sido alvo entre instituicGes,
empresas e centros de pesquisa no mundo todo, ao passo que o apelo e prospeccao acerca da
producdo e consumo de materiais biodegradaveis vem aumentando. O arranjo estrutural das
fibras de bucha, permite diversas aplicabilidades, aonde deseja-se réplicas de materiais que
predominam escalas micrometricas com baixo custo e fonte renovavel (Ghali et al., 2009; Oboh
e Alyuor, 2009; Laidani et al., 2012).

Na década de 60 e 70 o Brasil exportou fibra de bucha para paises da Europa e América,
sendo empregadas em filtros de 6leos em motores a vapor e estofamentos automotivos (Melo e
Moreira, 2007), contudo, com avangos tecnoldgicos, os derivados de petroleo foram
substituindo gradativamente estas fibras. Em consequéncia da exposicdo dos fatores de
depreciacdo dos recursos naturais e conscientizacdo da populacdo atualmente € possivel
observar incentivo e tendéncia significativa para producdo e consumo de produtos
biodegradaveis com matéria prima ndo poluente, a exemplo do uso de fibras vegetais (Tanobe
et al., 2005; Siqueira et al., 2010).

Apesar de serem escassas informacdes da retomada da manufatura com fibras naturais
em diversos setores (Satyanayana et al., 2007), e da bucha especificamente (Oboh e Alyuor,
2009), talvez por razdes estratégicas da posse dos atributos funcionais da celulose, hemicelulose
e lignina presentes, vem ocorrendo atualmente maior demanda de matéria prima,
consequentemente aumento de areas de cultivo e por informacdes fitotécnicas sobre a cultura.
As pesquisas desenvolvidas com a espécie focaram até o momento principalmente as
propriedades fisicas, mecanicas e quimicas das fibras (Siqueira et al., 2010; Tanobe et al.,
2014). Na Asia, estruturas vegetativas da bucha sio estudadas e utilizadas na fitomedicina para

o tratamento de enfermidades enddgenas e exdgenas (Partap et al., 2012).

Atualmente no Brasil, utiliza-se estilhas e fibra da bucha na confec¢éo de artesanatos, em
atividades de limpeza doméstica, em produtos dermo-cosméticos e em compdsitos industriais,
como palmilhas de calgados, filtros, absorventes de fluidos aléem de estofamentos automotivos
e industriais (Ferreira et al., 2010; Blind et al., 2013).

A bucha possui origem apontada em regides tropicais da Asia (Heiser e Schiling 1988) e
esta dispersa em diversos territdrios, incluindo de norte a sul do Brasil (Bisognin 2002) podendo

produzir por até 16 meses dependendo das condicGes edafocliméticas (Davis, 1994; Silva et al.,
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2012; Marouelli et al., 2013). Os frutos fibrosos apresentam-se em forma de bagas com
diferentes conformacbes e tamanhos (Joshi et al., 2004). Variagdes do meio ambiente,
principalmente aquelas prevalecentes do local de origem podem conduzir a modificacdes nos

individuos quanto aos niveis de rendimento de forma muito dindmica.

O rendimento produtivo da bucha inicia-se geralmente 120 dias apds semeadura porém
depende do potencial varietal de ramificacdo e pegamento de frutos, da variacdo sazonal das
condigdes térmicas e hidricas, do manejo nutricional do solo, além dos tratos culturais no
sistema de cultivo adotado (Davis 1994; Carvalho, 2007; Joshi et al., 2010). S&o escassos 0s
trabalhos que abordam a produtividade da bucha, sobre tudo as particularidades referentes ao
tamanho, peso, circunferéncias e espessura da manta fibrosa. A espécie requer temperatura em
torno de 26 + 12 C°, 0 que torna as regides tropicais potenciais ao cultivo (Davis, 1994; Silva
et al.,, 2012). Precipitacbes pluviométricas devem estar acima de 1.200 mm/anual bem

distribuidos ao longo do ano (Carvalho, 2007; Marouelli et al., 2013).

O plantio de bucha no Brasil ainda é incipiente. Geralmente o plantio inicia-se de
acessos/variedades que acumulam caracteristicas desejaveis entre a boa produtividade,
uniformidade, estabilidade e qualidade das fibras (Melo e Moreira, 2007; Ferreira et al., 2010).
A regido sudeste possui destaque na producdo, sendo Minas Gerais 0 Estado com maior
produtividade entre os municipios de Bomfim, Cipotanea e Porteirinha (Carmo 2007; Ferreira
et al.,, 2010). No estado do Amazonas, recentemente agricultores da regido metropolitana
iniciaram cultivo de bucha aproveitando os solos férteis de varzea ou em solo de terra firme.
Diversas empresas do Polo Industrial utilizam a fibra na producédo de dermo-cosmeéticos e outras
demonstraram muito interesse para agregacdo em produtos industriais incluindo as celas de

motocicletas em substitui¢do parcial do poliuretano (Blind et al., 2013).

O conhecimento da variabilidade e comportamento produtivo em bucha pode permitir
triagens especificas para uso e producdo em larga escala para uma determinada regido e figura
como prioridade para subsidiar informacg6es ao cenario agroindustrial. Neste sentido o presente
estudo teve objetivo de avaliar o desempenho e sazonalidade produtiva entre acessos de bucha

provenientes de diferentes regides do Brasil na condi¢do edafoclimatica da Amazonia Central.
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Material e Métodos

Apds o transplante e conducdo das plantas conforme delineamento experimental, e
condicGes edafocliméticas apresentados na metodologia geral, foi acompanhado diariamente o
desenvolvimento da maturidade dos frutos entre os acessos. A colheita foi realizada de forma
manual para cada acesso avaliado, por um periodo de seis meses, entre abril e setembro de
2014,

Em cada colheita de cada acesso foi apanhado o(s) fruto(s) com a casca de coloragédo
amarelo pélido até o marrom claro (fases em que as fibras apresentam-se fisiologicamente
maduras, saudaveis e com cristalinidade natural) conforme apontam Zhang et al. (2007) e testes
preliminares (Figura 1A). Posteriormente os frutos foram amassados, colocados em recipiente
e imersos com agua por 48 horas para facilitar a retirada das sementes e da casca (Dairo et al.,
2007) (Figura 1B). Apos a retirada da casca, os frutos fibrosos foram sacudidos e enxaguados
em agua afim de retirar demais impurezas e sementes (Figura 1C). Em sequéncia as buchas
foram penduradas em local protegido e arejado cerca de 72 h para secar as fibras de forma

natural e adequada (Carvalho 2007).

Figura 1. Ponto de colheita dos frutos de bucha (A), retirada da casca e de sementes
(B), aspecto da fibra apds o enxague (C) e modo de secagem dos frutos fibrosos (D).
Manaus, AM. 2016. Fotos: A.D. Blind 2014.

Todas etapas de pds colheita foram cuidadosamente semelhantes, principalmente para
lavagem das fibras, local e tempo de secagem, evitando-se que remessas tivessem mais ou
menos impurezas e umidade entre as fibras. Desta forma os frutos que foram avaliados estavam

sem casca, Sem sementes e secos a sombra.

A mensuracao das varidveis de producdo foram realizadas adotando algumas sugestoes

de Joshi et al. 2004 e Ferreira et al. (2010), em que o Numero Médio de Frutos (n) foi
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contabilizado no momento de cada colheita entre os meses de produtividade; Massa de Fibra
(g) foi obtida em etapa posterior ao periodo da p6s colheita utilizando balanca digital + 0.001
g; Comprimento do Fruto (cm) foi aferido com auxilio de fita milimetrada; Circunferéncia
Apical do Fruto (mm) Circunferéncia Medial do Fruto (mm) e Circunferéncia Basal do Fruto
(mm) foram apuradas em posic¢des independentes com auxilio de fita milimetrada; Espessura
Minima da Fibra (mm) e Espessura Mé&xima da Fibra (mm) foram coletadas diretamente na

manta fibrosa na posi¢cdo medial do fruto com auxilio de paquimetro digital.

Os dados obtidos das variaveis de produtividade entre os acessos foram submetidos &
analise de variancia ANOVA para detectar variacdo minima pelo teste F. Quando significativo
(F calculado > F tabelado), as médias foram contrastadas pelo teste Duncan (1955), ao nivel de
5% de probabilidade com o auxilio computacional e do software ASSISTAT Versdo 7.7 beta
(Silva, 2015).

Paralelamente realizou-se analise de regressao, apenas para 0 comprimento de frutos,
massa de fibra seca e nimero médio de frutos produzidos entre os acessos, afim de se evidenciar
a sazonalidade entre as colheitas e a natureza desse efeito sobre o desempenho observado,

considerando os seis meses de avaliagdo.
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Resultados e Discussao

Todas caracteristicas avaliadas apresentaram variabilidade significativa ao nivel de 1%
pelo teste F (Tabela 1). Deste modo, ocorre diferencas biométricas entre os acesso de bucha e
ha possibilidade de identificacdo de gendtipos superiores para serem usados diretamente pelos

produtores, industrias e em programas de melhoramento da espécie.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as caracteristicas produtivas, avaliadas entre

0s acessos de bucha. Manaus, AM. 2016.

Quadrados Médios

FV GL
NF MSF CF CAF CMF CBF EMiF EMaF
Blocos 3 130,3959 5,717 10,5938 0,4264 0,4981 0,1094 0,039 0,3282
Acessos 23 1855137 ** 1450834 ** 19367618 **  112,2687 **  80,8725** 80,6776 ** 51004 ** 12,7195 **
Residuo 69 52,0876 2,3182 43111 06141 0,6304 0,6258 0,0804 0,1384
Média - 15,29 10,34 33,05 15,21 19,83 19,21 3,29 4,78
CV!o% - 47,2 14,72 6,28 5,15 4,00 4,12 8,62 7,79

NF — NUmero de frutos; MSF — Massa seca de fibra; CF — Comprimento de fruto; CAF — Circunferéncia apical
do fruto; CMF — Circunferéncia medial do fruto; CBF - Circunferéncia basal do fruto; EMiF — Espessura minima
da fibra; EMaF — Espessura maxima da fibra.

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

ICoeficiente de variacéo experimental.

Todas as caracteristicas avaliadas apresentaram variabilidade significativa ao nivel de
1% pelo teste F (Tabela 1). O coeficiente de variacdo mostrou-se em uma faixa normal para
todas variaveis com exce¢do para o numero de frutos. Apesar de ndo ter sido considerado
analise sobre o efeito de blocos o alto coeficiente de variacdo para o nimero de frutos pode ser
influenciado por fatores genéticos ou por mudancas no ambiente de cultivo, o que pode

acarretar grandes variacdes fenotipicas até mesmo dentre de um mesmo individuo.

Ao analisar a producdo com a procedéncia dos acessos, é possivel verificar que os perfis
de rendimento de buchas foram contrastantes (Tabela 2). O nimero médio de frutos produzidos
por planta durante o periodo de seis meses, teve acentuada varia¢do entre os acessos. O acesso
23, proveniente de Manaus, acumulou no periodo de seis meses 0 maior nimero médio de
frutos, sendo 87 por planta entre 13 colheitas. Ainda considerando as melhores produtividades
0S acessos 5, 6, 10, 13, 14, 17 e 20, acumularam entre 51 e 80 frutos por planta e nao diferiram

estaticamente entre si.
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Tabela 2. Rendimento acumulado de frutos e colheitas entre os acessos de bucha estudadas

no periodo compreendido em 6 meses de producdo. Manaus, AM. 2016.

Acessos Total de Frutos! Total de Colheitas? Num. de Frutos/Planta®
1 86 11 21,5 ef
2 168 12 42 cd
3 76 12 19 ef
4 160 13 40 cd
5 225 12 56,25 ab
6 207 12 51,75 ab
7 99 11 24,75 ef
8 94 11 23,5 ef
9 186 11 46,5 bc
10 252 15 63 ab
11 182 12 45,5 be
12 161 13 40,25 cd
13 299 14 74,75 ab
14 264 13 66 ab
15 200 12 50 bc
16 135 13 33,75 de
17 323 13 80,75 ab
18 123 9 30,75 de
19 142 9 35,5 de
20 305 13 76,25 ab
21 123 8 30,75 de
22 188 11 47 be
23 348 13 87a
24 48 7 12 f

! Acumulado médio de cada planta/repeticdo em periodo de seis meses de produgéo.
2 Considerando a média de colheitas efetivas entre cada parcela.

3 Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Duncan a 5% de probabilidade

De forma geral os materiais que acumularam maior nimero de frutos por planta, nao
necessariamente foram os que proporcionaram maior nimero de colheitas. Isto é interessante
do ponto de vista operacional, ainda mais quando existe uniformidade de maturagéo, ou seja,
guanto maior o namero de frutos colhidos por colheita, melhor sera o proveito operario. Ao
associar os melhores rendimentos acumulados de frutos com algumas variaveis biométricas, a
exemplo da massa de fibra (MF) e do comprimento de frutos (CF) (Tabela 3), verificou-se que
estes mesmos acessos 10, 13 e 23, produzem frutos curtos, e menor massa de fibra por fruto.
Deste modo, para estes acessos, é possivel observar certo equilibrio entre producdo e tamanho
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de fruto produzido. Materiais que produzem frutos maiores, acima de 60 cm, foram os que

menos produziram em numero médio por planta.

Tabela 3. Média dos caracteres de produtividade para seis meses de producéo entre acessos
de bucha vegetal. Manaus, AM. 2016

Acessos MF CF CAF CMF CBF EMIF EMaF
(9) (cm) (cm) (cm) (cm) (mm) (mm)

1 3,77j 18,68 jl 10,50 j 14,87 h 12,7 n 2,09 h 2,70 m
2 21,74 b 58,92 ¢ 10,86 i 20,71 de 20,71 de 4,35 bc 6,71 c
3 11,97 de 24,21 hi 16,86 ef 20,26 de 18,79 fg 4,08 bc 577d
4 11,49de 16,62 Im 28,74 a 29,78 a 28,17b 5,50 a 8,36 a
5 4,85 ij 31,381j 10,66 ij 15,42 h 14,15 Im 2,24 gh 3,26 jl
6 9,82 ef 29,82 f 13,26 h 19,56 f 18,40 gh 3,50d 512¢e
7 13,31d 88,63 a 9,09 | 11,88 14,89 | 2,38 gh 3,65ij
8 17,85¢ 84,49 a 8,49 | 12,83 15,151 2,40 gh 4,00 hi
9 6,67 hi 24,85 h 15,61 ef 20,12 de 18,39 gh 3,44 de 4,90 ef
10 4,87 ij 10,91 n 22,67b 23,50 ¢ 24,27 c 4,32 be 5,80d
11 25,1a 41,79d 17,46 d 2495 b 23,89¢c 4,46 b 7,71b
12 11,37 de 36,03 e 10,97 ij 18,02 g 16,73 ij 2,63 fg 3,58 ij
13 5,31 hi 15,06 m 18,71 ¢c 21,22 d 20,23 e 2,40 gh 3,36 j
14 4,72 ij 25,04 h 11,151j 15,69 h 13,55 mn 1,17 1,62 n
15 9,24 fg 41,29d 9,011 15,36 h 14,36 Im 2,04 h 2,79 Im
16 12,09de 17,31 Im 28,16 a 30,15a 30,27 a 588a 8,80 a
17 9,94 ef 28,59 fg 15,14 fg 20,49 de 18,59 gh 2,67 fg 3,67 ij
18 9,12 fg 23,1 hi 15,81 ef 20,14 de 21,46 d 3,33 de 4,82 ef
19 5,37 hi 19,42l 16, 63 de 20,90 de 19,52 ef 392¢ 5,05 ef
20 6,72 hi 25,96 gh 14,84 ¢ 19,64 ef 17,81 hi 3,02 ef 4,33 gh
21 6,49 hi 24,39 hi 15,81 ef 19,73 ef 17,96 h 2,56 ¢ 3,64 ij
22 7,63 gh 26,4 gh 16,18 ef 20,79 de 19,96 ef 3,29 de 4,50 fg
23 5,83 hi 15,25 m 14,66 g 17,03 g 16,61 j 3,16 de 4,71 ef
24 22,83b 69,85 b 13,42 h 2291c 24,47 c 4,06 bc 5,73d

Medias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5% de
significancia pelo teste Duncan.

MSF — Massa seca de fibra; CF — Comprimento de fruto; CAF — Circunferéncia apical do fruto; CMF —
Circunferéncia médial do fruto; Circunferéncia basal do fruto; EMiF — Espessura minima da fibra; EMaF —

Espessura maxima da fibra.

Pela tabela 3, verifica-se que 0s acesso 11 proporcionou o maior valor para MF,
produzindo em média 25,1 g de fibra por fruto. Curiosamente este acesso nao produz frutos
relativamente compridos, porém verifica-se que o que contribuiu diretamente para a massa
observada foi a espessura da manta fibrosa (EMF) com 6,08 mm, isto é, uma manta
relativamente densa. Pode-se verificar que a MF é determinada principalemnte pela EMF e com

0 comprimento da bucha.

Os frutos mais longos considerando a média das colheitas, foram o0s acessos 7 e 8, acima
de 80 cm de comprimento. Estes materiais junto com o0 acesso 15 proporcionaram a menor

circunferéncia apical dos frutos, isto é, frutos com apice mais coniforme, o que torna sua
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moldura fibrosa natural compreensivel ao referir-se a frutos alongados, tanto no Brasil quanto
na Asia (Carmo, 2007; Joshi et al., 2004). Diferentemente ocorre para os acessos 4, 10 e 16 que
apesar de apresentarem frutos curtos entre 10 e 20 cm de média, exibem similaridades de
valores para as circunferéncias apical, medial e basal, 0 que proporciona mais uniformidade da
estilha, sendo bastante atrativo para o0 mercado domestico e cosmético. Os acessos 10 e 13

produziram as menores buchas, entre 10 e 15 cm em média.

A EMF refere-se ao arranjo natural entre fibras e que pode ter mais ou menos densidade
e variar dentro da propria estilha. O acesso 14, foi o material que proporcionou as menores
espessuras tanto para minima quanto para maxima com 1,17 e 1,62 mm, respectivamente. Esta
caracteristica tem influéncia sobre a MF, além da qualidade e espessura das fibrilas da bucha.
Os materiais 4 e 16 apresentaram 0s maiores valores EMaF, com 8,36 e 8,80 mm
respectivamente, sendo portanto, acessos de manta bastante espessa, até mesmo ao comparar
com a EMiIF.

A diversidade de valores maximos e minimos revelados para todas caracteristicas
produtivas possuem semelhancas quando comparado ao resultados obtidos por Ferreira et al.
(2009; 2010; 2012) e Joshi et al. 2010 ao estudarem acessos de bucha da Regido de Minas
Gerais — Brasil, e Kaski e Bara distritos do Nepal, respectivamente. Apesar da suposicéo de
diversidade entre estes materiais, ndo deve ser descartado a hipotese que a nivel molecular,
exista grau de parentesco principalmente com acessos do Brasil, mesmo que geograficamente
exista distancia. Existe similaridade dos dados biométricos analisados, principalmente com o
comprimento e massa seca de fibras de acessos estudados provenientes do municipio de Bonfin

e Porteirinha ambos de Minas Gerais (Ferreira et al., 2012).

Examinando o comportamento das variaveis nimero de frutos, massa de fibra e o
comprimento do fruto, verificou-se acentuada variacao de resultados. Praticamente todos os
acessos inicialmente produziram poucos frutos, relativamente vistosos, contribuindo para os
maiores valores de MF e CF (Figura 2). Isto é esperado em espécies que proporcionam mais
de uma colheita, a exemplo da maioria das cucurbitaceas, haja visto que existe o vigor
vegetativo e reprodutivo normalmente em ramas primarias e posteriormente ha tendéncia de
declinio produtivo, ao passo que a planta investe em novas estruturas vegetativas e
posteriormente em novos frutos, todavia em menor quantidade (Filgueira 2008; Joshi et al.,
2010; Santi et al., 2013).
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Figura 2. Comportamento das variaveis; Comprimento do Fruto (CF), Massa de Fibra
(MF) e NUmero de Frutos (NF), produzidos entre 0s 24 acessos avaliados em periodo de

seis meses. Manaus, AM. 2016.

Diante da anélise de regressdo para cada acesso, € possivel verificar quatro situages
para cada uma das variaveis. A partir da quarta ordem na equacdo polinomial, em que o

coeficiente de determinacéo calculado (R?) apresenta-se mais proximo de 1, o que implica na
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coeréncia do efeito observado, pode-se analisar que todos acessos, com excecéo do 6, 11, 13,
14, 16, 19, 20, 21 e 23 apresentaram valores principalmente para o CF proporcionalmente
decrescente a partir da primeira colheita em meados de Abril com oscilacdes até a ultima
colheita em meados de Setembro. As oscila¢cbes que culminam com as maiores medias tem
relacdo com as condi¢bes em que as plantas desenvolveram e a prépria capacidade de resposta
do vegetal perante o aporte hidrico e nutricional. As exce¢des proporcionaram maiores valores
para CF, entre a segunda e setima colheita respectivamente. Isto € interessante do ponto de vista
produtivo, porém importante associar ao dinamismo das demais variaveis, NF e MF, até porque
o0 equilibrio anteriormente citado para EMF também tem interacdo ao longo do tempo com
quantidade de frutos produzidos x tamanho x massa desses frutos.

Quanto mais linear for o efeito da analise sobre as varidveis, mais estavel podemos
dizer que 0 acesso é para tal caracteristica, mas deve ser considerando que as condicBes
ambientais presentes no meio podem interagir de forma dindmica. Em meados de abril foi
disponibilizado uma adubacéo de cobertura conforme citado na metodologia e isto favoreceu a
rapida capacidade de emissao de novas ramas, 0 que proporcionou em meados de junho, julho
maiores valores para comprimento e massa de fibra, inclusive superiores as primeiras colheitas
em determinados acessos. Podemos observar este fato, incluindo aumento para o nimero de
frutos colhidos para os acessos 6, 18 e 21 (figura 2F, R e U) respectivamente. Observando a
oscilagdo de numero de frutos colhidos entre os materiais, 0s acessos 4, 14, 22 (figura2 D, N e
V) foram os que mais oscilaram, com cerca de seis efeitos, podendo figurar como materiais de

safras flutuantes em que apds uma colheita e outra existe variacdo marcante.

Ao analisar o acesso 23, (figura 2) que acumulou o maior nimero de frutos por planta,
tabela 2, pode-se observar que este material proporcionou em meados de junho rendimento
superior a 10 frutos por planta em uma Unica colheita, 0 que pode associar a este fato o
favorecimento hidrico e nutricional presentes, além da propria habilidade genética deste
material. Os acessos 17 e 20 tiveram comportamento semelhante porém o primeiro manifestou

producdo mais tardia e 0 segundo mais precoce.

Do ponto de vista produtivo da bucha, é importante salientar que estes resultados podem
ser considerados em local onde o mercado exija estabilidade no fornecimento de matéria prima
e principalmente para o tamanho de frutos. Além disso é importante considerar o conhecimento

sobre a qualidade dessas fibras, se elas se mantem ou também flutuam ao longo do rendimento.
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Podemos notar que ao passo que as plantas foram tornando-se mais envelhecidas, a
producdo em geral diminuiu, ndo prioritariamente por conta da idade da planta, e sim pela
disponibilidade hidrica e provavelmente associado ao aporte nutricional que estavam ficando
escassos e aos quais ajuizaram diretamente a emissdo de novas estruturas vegetativas e
reprodutivas. Esta capacidade de comportamento fenoldgico tem sido relatado para as culturas
do pepino, jerimum e principalmente para cultura do chuchu, adicionalmente aliado, o fator
fitossanitario como depreciadores das estruturas de producéo das plantas (Filgueira 2008; Santi
el al., 2013). Apesar deste estudo ter considerado o desempenho da bucha apenas um periodo
de seis meses, fica evidente que & medida que seja disponibilizado agua e novas fertilizagdes,

aliado a tratos culturais convencionais a planta continua viva e investindo em producéo.

Embora estudos pioneiros sobre caracterizagcdo e producdo de bucha tenham sido
realizados por Melo e Moreira (2007), Carmo (2007) e Ferreira et al. (2009; 2010), trata-se do
primeiro relato do comportamento produtivo durante um determinado periodo entre acessos de

bucha para o Brasil.

Considerando a composicdo das variaveis quantitativas, seu proveito mediante
verificacdo do comportamento produtivo, pode permitir utilizar e selecionar materiais mais
estaveis, e com melhores resultados para caracteristicas de interesse tanto para agricultores

quanto para o0 mercado consumidor de fibras de bucha.
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Conclusodes

1)

2)

3)

4)

5)

Os materiais de bucha que mais acumularam frutos durante o periodo de seis meses foram
0 acesso 23, oriundo de Manaus-AM, seguido dos acessos 6, 11, 13, 14, 16, 19 e 20.
Existe equilibrio entre nimero de frutos produzidos e o comprimento destes, sendo que
quanto mais compridos forem, menor € a producdo em nimero.

Os materiais que produziram as menores buchas foram os acessos 10 e 13, porém, com
bom acumulo de frutos.

O melhor rendimento de fibra foi encontrada em frutos relativamente compridos, nos
acessos 11, 2 e 24, originarios de Monte Alegre do Sul-SP, Tomé Acu-PA e Vilhena-RO,
respectivamente.

As trés variaveis de producdo analisadas em funcdo do periodo de seis meses sofreram
flutuacdes significativas no desempenho, permitindo selecionar materiais genéticos mais
estaveis, com melhores caracteristicas para atender o mercado consumidor de fibras de

bucha.
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Conclusdes gerais

Os resultados dos trabalhos 1, 2 e 3 demonstraram que houve influéncia do método de
avaliacdo para diferenciar os padrdes de variabilidade genética, confirmando que existe
heterogeneidade entre os 24 acessos do BAG analisado, € que sdo representativos para uso entre
agricultores e em programas de melhoramento da espécie.

No capitulo 1, o uso de uso de marcadores AFLP, pode evidenciar que a proporcao da
variabilidade genética presente entre os diferentes acessos de bucha contribuiu para o
ajustamento de quatro grupos distintos, determinados pelos métodos de agrupamento,
sinalizando ainda que existe maior variabilidade dentro dos grupos.

A caracterizagdo dos acessos de bucha no capitulo 2, utilizando 30 descritores morfo-
agrondmicos foram confiaveis para o entendimento morfolégico e arranjo das configuracdes de
acessos mais ou menos préximos. Os resultados revelaram ainda que existe alta herdabilidade
para maioria das variaveis biométricas, existindo correlacdo positiva entre a massa de fibras o
comprimento dos frutos e a espessura da manta fibrosa.

A variabilidade produtiva analisada entre os acessos de bucha no capitulo 3, permite
selecionar e reproduzir materiais com especificidade quanto aos niveis de rendimento
acumulado e caracteristicas desejaveis conforme a demanda do mercado. Considerando anélise
sobre 0 comportamento das varidveis nimero de frutos, massa de fibras e 0 comprimento do
fruto, entre as colheitas durante o periodo de seis meses, pode-se inferir que, existe flutuacdes
acentuadas no desempenho produtivo da maoiria dos acessos nas condi¢fes edafoclimaticas
presentes neste estudo.

Analisando a procedéncia dos materiais e a interacdo dos dados moleculares,
multicategdricos e os resultados de produtividade, ficou evidente que a distancia geogréafica ndo
permite generalizacBes sobre diversidade, visto que alguns acessos mais distanciados
apresentaram atributos similares quanto aos perfis morfo-agronémicos.

Para o mercado cosmético, doméstico e industrial, que utiliza principalmente a estilha
natural de bucha é oportuno selecionar e reproduzir os materiais que produzem elevado numero
de frutos, com producédo relativamente estavel, fibras macias e cristalinas sendo buchas de
circunferéncias e espessura da manta fibrosa mais homogéneas. Com base nos capitulos, os
acessos 4, 10, 13, 16, 17, 19 e 23 provenientes de Monte Alegre do Sul-SP, Umuarama-PR,
Campinas-SP, Presidente Figuieredo-AM, Manacapuru-AM, Iranduba-AM e Manaus-AM,
situados no BAG-UFAM, figuram como promissores tanto para agricultores quanto para

agroindustria da regido.
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Tabela A. Medida de dissimilaridade genética entre 24 acessos de bucha, sendo expressa pela distancia de Jaccard.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1 0 0142 0,161 0,113 0,140 0,210 0,191 0,086 0,204 0,145 0,142 0,165 0,209 0,123 0,366 0,246 0,525 0,385 0,384 0,360 0,359 0,353 0,359 0,355
2 0 0,189 0,164 0,087 0,122 0,103 0,163 0,161 0,137 0,124 0,201 0,190 0,139 0,376 0,138 0,524 0,379 0,370 0,369 0,368 0,362 0,375 0,356
3 0 0,112 0,186 0,153 0,217 0,171 0,145 0,119 0,219 0,211 0,176 0,159 0,356 0,239 0,508 0,377 0,377 0,397 0,396 0,397 0,396 0,393
4 0 0,139 0,198 0,244 0,169 0,179 0,144 0,141 0,164 0,230 0,169 0,389 0,234 0,522 0,376 0,367 0,359 0,357 0,359 0,342 0,353
5 0 0,120 0,148 0,172 0,205 0,182 0,123 0,199 0,232 0,183 0,397 0,182 0,526 0,382 0,367 0,366 0,350 0,358 0,364 0,360
6 0 0,100 0,220 0,136 0,173 0,179 0,276 0,179 0,209 0,400 0,208 0,520 0,400 0,392 0,404 0,410 0,404 0,417 0,406
7 0 0,143 0,178 0,213 0,182 0,259 0,206 0,201 0,357 0,200 0,490 0,393 0,385 0,397 0,382 0,390 0,411 0,385
8 0 0,179 0,129 0,205 0,18 0,196 0,132 0,350 0,235 0,515 0,380 0,379 0,377 0,361 0,362 0,376 0,349
9 0 0,072 0,237 0,230 0,093 0,179 0,354 0,213 0,538 0,408 0,399 0411 0417 0,411 0,410 0,399
10 0 0,216 0,18 0,120 0,129 0,364 0,190 0,553 0,400 0,399 0,411 0,417 0,411 0,403 0,399
11 0 0,168 0,251 0,183 0,392 0,224 0,498 0,356 0,341 0,326 0,332 0,326 0,324 0,327
12 0 0,155 0,115 0,341 0,238 0,510 0,363 0,363 0,347 0,345 0,339 0,338 0,341
13 0 0,110 0,320 0,218 0,548 0,411 0,410 0,414 0,427 0,414 0,420 0,417
14 0 0,331 0,201 0,523 0,364 0,364 0,362 0,369 0,355 0,361 0,357
15 0 0,401 0,341 0,309 0,310 0,318 0,317 0,326 0,339 0,304
16 0 0,563 0,408 0,393 0,404 0,411 0,397 0,396 0,393
17 0 0,291 0,300 0,339 0,338 0,332 0,338 0,310
18 0 0,045 0,102 0,142 0,111 0,107 0,117
19 0 0,096 0,127 0,096 0,101 0,093
20 0 0,068 0,045 0,059 0,068
21 0 0,059 0,090 0,091
22 0 0,050 0,051
23 0 0,065
24 0
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Tabela B. Medida de dissimilaridade genética entre 24 acessos de bucha, sendo expressa pelo coeficiente proposto por Cole-Rodgers (Cole-Rodgers et al.,

1997).
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 0 4806 4,861 8,611 4,861 6,444 7,500 4,500 8,889 7,667 7,056 6,556 9,611 5,111 7,056 5,722 5,556 8,556 7,861 5,806 7,417 5500 6,361 9,750
2 0 7,889 6,472 8,167 6,861 3,972 3,472 8,861 7,806 6,194 6,972 12,194 6,694 8,194 4,361 5,250 7,250 7,944 5,000 6,111 6,806 10,444 6,222
3 0 8,472 6,222 7,806 8,361 7,861 9,694 7,250 4,694 7,917 10,194 4,694 4,694 4,306 5,139 6,139 9,444 7,389 9,000 5861 8,944 10,111
4 0 3,972 5111 2,944 4,444 6,556 5,056 4,722 2,722 8,222 6,722 6,222 6,111 4,222 6,722 4,972 5472 4,083 4,111 7,472 4,694
5 0 3,806 5,361 4,361 7,083 7,583 7,417 3,194 6,306 4,472 5917 7583 4,417 6,417 4,556 5,667 5,056 4,861 4556 6,111
6 0 5,611 3,611 4,944 9,667 6,111 4,111 7,556 7,056 6,611 7,722 6,611 7,111 3,306 2,361 3,972 3,444 6,306 1,361
7 0 4,000 9,056 7,000 6,722 2,722 11,611 5,611 5,722 7,056 4,222 6,222 7,361 3,972 3,083 6,000 7,861 4,750
8 0 7,056 10,000 4,722 3,722 11,111 7,611 5,222 6,056 6,222 8,222 5,861 3,972 6,083 6,000 9,361 3,750
9 0 7,333 6,000 5889 4556 8,556 10,000 7,222 6,111 6,611 2,806 4,861 5,306 5,389 5,306 6,306
10 0 6,500 7,333 5,722 7,056 10,000 4,444 3556 7,056 7,972 8,306 6,972 5667 5,972 10,250
11 0 4,722 8,889 6,889 5500 3,556 4,944 6,444 7,639 6,194 7,806 6,556 10,139 6,472
12 0 8,000 5,167 5,222 8,333 4,222 7,722 5250 4,472 3,361 6,556 6,250 5,472
13 0 7,000 12,389 8,111 6,444 6,944 4,750 8,194 7,139 7,111 3,750 9,861
14 0 7,889 6,611 3,444 4944 8,750 6,694 5,306 6,611 6,750 9,861
15 0 9,056 7,444 8,444 8,639 7,694 8,306 7,556 9,639 7,472
16 0 4111 4,611 6,861 5,361 7,472 4,722 8,361 7,806
17 0 3,000 7,194 4,750 3,361 4,556 5,194 7,972
18 0 7,194 5250 3,861 5,056 5,194 7,972
19 0 3,944 3,889 3,361 4,000 4,611
20 0 2,611 2,806 4,944 2,722
21 0 3,417 3,389 5,333
22 0 4361 4,750
23 0 9,111
24 0
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Tabela C. Medida de dissimilaridade genética entre 24 acessos de bucha, sendo expressa pela distancia de Mahalanobis, média padronizada.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1 o 547439 118513 815905 8285 96,871 1402812 1420,612 97,103 440,851 418,340 120017 190,339 54,076 180457 867,219 123659 135031 135628 86,608 82,863 129400 90,862 994,032
2 0 434978 1166536 470,783 260,933 515908 466,503 403,778 1010599 178,784 171,208 701,629 444798 182,786 1146879 319,434 423695 538176 375817 406,393 367,493 694,738 119,743
3 0 380,995 95538 44,455 1526366 1530952 26,745 201518 173855 169,618 119,888 196986 300651 405125 90,871 42,239 30757 48865 63101 50,547 57,266 863,694
4 0 758,288 560,341 2667280 2718028 410439 104267 550,538 886911 323589 901,803 1166665 11,537 544501 395880 314,338 479,354 491633 410218 455762  1566,263
5 0 50679 1326565 1343546 67,728 401,204 350,548 98,636 165360 47,708 152186 797,609 88,769 07454 108641 54707 61810 92870 75187 895,838
6 0 1150677 1154522 22,736 328803 146650 54823 152,672 110203 136526 573523 37,448 42,413 63907 19640 38834 27,977 115521 601467
7 0 15648 1352163 2356898 1208579 835000 1773879 1116157 628437 2679593 1163314 1450848 1613986 1263928 1276363 1282661 1818010 375736
8 0 1380,139 2424592 1147,325 820560 1813,984 1131550 623480 2726524 1170700 1466,082 1652146 1289,504 1299,207 1307,636 1852445 326,277
9 0 200543 209159 122,625 78,672 126772 224906 437,035 42042 28641 15516 6,660 19889 11,168 66,010 773276
10 0 505433 504,651 113,167 529213 812910 117,765 316,254 178,399 117,065 244505 254,006 206,629 178264  1446,612
11 0 193949 355314 391,044 328,110 539,407 177510 184972 267,166 214,261 228,839 183724 387,362 428,332
12 0 271553 69591 27414 905216 59,201 138783 210443 90661 89472 103,973 274203 414,394
13 0 182,155 412900 358917 87,506 64,087 62810 77,357 58923 62714 107,072  1047,389
14 0 80974 954,671 69,604 154932 197989 86278 67,022 119530 197,626 754974
15 0 1194,624 140342 263561 344,816 176658 176424 206842 306,943 396,692
16 0 572,316 398043 335369 508958 526,320 427,820 492913  1524,572
17 0 50947 86804 20581 16070 19944 156921 589,793
18 0 33523 35363 34901 18113 85998 760,793
19 0 35280 49545 30,686 51,650 941,254
20 0 11,749 9717 82181 720,024
21 0 12350 104,731 721,729
22 0 108,275 671,834
23 0 1215735
24 0
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