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1. INTRODUCAO

A cultura do dendé esta em intensa expansao em regides
do tropico umido. O consumo mundial de d0leo de dendé cresceu de
5,94 milhoes de toneladas em 82/83 para 9,09 milhdes de toneladas
em 88/89, a uma taxa anual de 7,35%, bem superior a da soja
(1,87%), girassol (5,18%) e colza (6,35%). Mantendo-se este rit
mo, em 10 anos o Oleo de dendé passara a ocupar O primeiro lugar
no mercado internacional de O0leos vegetais (Folha de Sao Paulo,

1990) .

Paises em desenvolvimento do sudeste asiatico, Africa
e das Américas Central e do Sul elegeram o dendé como cultivo prio
ritario para programas de desenvolvimento rural. Fatores tais. co
mo, alta produtividade de 6leo (médias de 5-6 toneladas de Oleo
por ha), emprego de uma familia a cada 4 ha de plantacao, alta

competitividade no mercado internacional, adaptagao ao clima tro




pical Gmido e carater perene, interessam tanto a implementacao
de programas governamentais de reforma agraria como a projetos

da iniciativa privada.

A cultura do dendé constitui, também, atividade agro-
industrial com fortes desdobramentos no desenvolvimento da indﬁ§
tria de beneficiamento primario da producao, além do fabrico de
uma série de produtos como margarinas de mesa e industriais, sa
boes, sabonetes, cosméeticos, velas. Dentre outros, destaca-se no
Brasil o uso do 0leo de dendé como lubrificante no processo de

producao de acos finos.

A possibilidade técnica da substituicao do diesel por
0leos vegetais, confere dimensao estratégica a programas de fo

mento a eleicultura a nivel governamental.

1.1. A PESQUISA COM O DENDE NO MUNDO

A expansao da area cultivada com o dendé requer o de
senvolvimento de tecnologias que atendam a situacoes particula
res de adaptagao e aumento da produtividade. A maior parte dos
paises que investem na cultura do dendé possui centros de pesqui

sa modernos que contam com amplos recursos humanos e materiais.

Dinamicos e avancados centros de pesquisa existem na
Malasia, maior produtor mundial de Oleo de dendé, Indonésia, Cos
ta do Marfim, Nigéria, Costa Rica, Coldmbia, Inglaterra e Fran

ca. Nestes palises, destacam-se o "Institut des Recherches pour



les Huiles et Oleagineux" - IRHO, da Franca, o "Palm 0Oil Research
Institute of Malaysia" e o "Federal Land Development Authority",
ambos Orgaos da Malasia, em funcao da enorme tradigao e volume
de atividades em varias areas de pesquisa basica e aplicada com

o dende.

A iniciativa privada participa intensamente dos esfor
cos de pesquisa, financiando e executando, essencialmente,pesqui

sa tecnoldogica em alto nivel.

O estagio atual de uso de tecnologia desenvolvida pa
ra a cultura do dendé implica na utilizacao exclusiva de semen
fes comerciais da variedade 'Tenera', produ%}das por cruzamentos
controlados de palmeiras das variedades 'Dura' e 'Pisifera' (cru
zamentos D x P). Cada semente 'Tenera' custa US$ 0.70 no mercado
internacional. Plantios em escala semi-experimental tém sido re
centemente implantados com mudas clonais, produzidas pela cultu
ra de tecidos de palmeiras de alta produtividade. Experimentos
de competicao de clones de dendé revelaram materiais com produtivi
dade de O0leo 40% superiores aos controles sexuais (D x P) tradi

cionalmente utilizados.

Praticas culturais tais como, a recomendacao de aduba
cao por diagnose foliar, o uso de inseticidas bioldgicos, o con
trole integrado de pragas e o manejo de insetos polinizadores ,

estao amplamente difundidos em plantios comerciais de dendé.

A producao de hibridos interespecificos entre E. olet
fera, espécie que ocorre na América tropical, e E. guineenstis

possibilitara o desenvolvimento de cultivares que combinem porte



reduzido, alta gqualidade de Oleo e resisténcia a doencgas poten
cialmente limitantes ao cultivo de hibridos D x P ou clones de

E. guineenstis.

1.2. A PESQUISA COM O DENDE NO BRASIL

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria- EMBRAPA
criou, em 1980, o Programa Nacional de Pesquisa de Dendé - PNP
de Dendé, atribuindo ao Centro Nacional de Pesquisa de Seringuei
ra e Dendé - CNPSD (hoje Centro de Pesquisa Agroflorestal da
Emazdnia Ocidental - CPAA) a funcao de exec%géo e coordenacao de
pesquisa a nivel nacional em varias areas de pesquisa basica e

aplicada (SANTOS et al., 1984).

Além do CPAA, participam do PNP de Dendé o Centro de
Pesquisa Agropecuaria do Tropico Omido - CPATU/EMBRAPA, o Centro
Nacional de Recursos Genéticos e Biotecnologia - CENARGEN, ‘Brg
silia, DF, a Unidade de Execugao de Pesguisa de Ambito Estadual
de Belém - UEPAE de Belém/EMBRAPA. O Centro de Pesquisa de Cacau
CEPEC/CEPLAC, Itabuna, BA, conduz, tradicionalmente, programagéo
de pesquisa com o dendé dentro de linha de diversificacao de cul
turas para a regiao cacaueira. As mais antigas pesquisas com o
dendé subespontaneo foram conduzidas por técnicos desse institu

tO .

Em 1981, a EMBRAPA deu inicio a implementagéo da Esta
gao Experimental do Rio Urubu - EERU, pertencente ao entao CNPSD,

localizada a 140 km de Manaus, AM, que concentra as atividades



per ordem: Arecanae; Ordem: Arecales (= Principes); Familia: Are
caceae (= Palmae); Sub-familia: Cocosoideae; Género: Elaeis; Es

pécie: Elaeis guineensis, Jacd.

O género Elaeis (do grego elaion = Oleo) foi estabele
cido em 1763 por Nicholas Joseph Jacguin guando de seus estudos
sobre palmeiras introduzidas na ilha de Martinica. O nome espe
cifico E. guineensis indica que Jacquin atribuiu sua origem a
Costa da Guiné (HARTLEY, 1977). O género Elaeis se distribui na .
faixa equatorial do globo e compreende duas espécies bem defini
das: E. guineensis, Jacq. e E. oleifera (H.B.K.) Cortés (anterior

-

. ~ "
mente FElaeis melanococoa, Gaertner). Duas outras especies, E
madagascariensis, Becc. e E. odora, Traill, sao classificadas no
mesmo género ainda que pairem controversias quanto a estes taxa

(HARTLEY, 1977).

1.4, ASPECTOS GERAIS DO DENDE

O dendé €& uma palmeira de porte alto podendo atingir
até 25 metros de altura quando adulta. Esta caracteristica torna
a colheita antiecondmica apos cerca de 25 anos de cultivo.Progra
mas de melhoramento genético visam aliar alta produtividade e

precocidade com crescimento reduzido.

O dendé & uma espécie mondica, ou seja, possue inflo
rescéncias unissexuais que sao nroduzidas em ciclos alternados,
de duragéo de 3-6 meses, em uma mesma planta (HARDON, 1969). Por

esta razao o dendé € uma espécie que apresenta alogamia obrigatd



ria.

A relacao entre inflorescéncias masculinas e femininas,
fator determinante da produtividade, & fortemente influenciada
pelo regime pluviométrico. Déficits hidricos acentuados conduzem
a producao de um excesso de inflorescéncias masculinas,limitando

a exploracao comercial do dendé a regioes do trdpico umido.

Palmeiras adultas produzem cerca de 10 cachos pesan
do de 20-30 kg com 2.000-2.500 frutos de 2,5 cm de comprimento

e pesando de 5-20 g cada.

Sao conhecidas trés variedades de dendé relacionadas
com a espessura da casca da améndoa: 'Dura' (D) com cerca 30-40%
de casca no fruto; 'Tenera' (T) com 5-15% de casca e 'PisTfera'

(P), variedade que nao apresenta casca.

O controle genético destas variedades é determinado
por um par de alelos apresentando auséncia de domindncia e foi

estudado por BEIRNAERT e VANDERWEYEN no final da década de 30

(SPARNAAIJ, 1960 e HARDON, 1969). Nesta época os materiais co
merciais eram constituidos de selecoes dentro da variedade 'Du
ra'. ApOos a descoberta da heranca da espessura da casca do fru
to, deu-se inicio a programas de melhoramento voltados para a
obtencao de hibridos F, intraespecificos da variedade 'Tenera’

procedimento utilizado até hoje na producao de sementes comerciais.

Assim, hibridos 'Tenera' (Dd) sao comercialmente pro
duzidos pelo cruzamento entre palmeiras dos tipos 'Dura’ (DD) e

'Pisifera’ (dd), este Gltimo sempre utilizado com progenitor mas



culino, uma vez que esta quase sempre associado a esterilidade

feminina (HARDON, 1969).

Gene controlador da espessura de casca numa foi encon
trado na espécie E. oleifera onde os frutos sao sempre do tipo

‘Dura’ .

1.5. ORIGEM E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO DENDE

O dendé & uma espécie tida como de origem africana

ainda qgue isto seja objeto de discussao.

De acordo com ZEVEN, 1972, o dendé se originou na Afri
ca, no final do Terciario, em pontes de terra que ligavam a Aipi
ca ac que € hoje a Améerica do Sul. Este autor se fundamenta em
achados de pdlen fossil, em sedimentos do mioceno do delta do Ni
ger, idénticos aos do dendé. A tese deste autor €& reforcga
da pelo fato do dendé nao constar tanto de relatos dos primeiros
exploradores das Américas como dos trabalhos de renomados botani

cos nos tropicos americanos.

Os que advogam a tese de uma origem americana para O
dendé (COOK, 1942 citado por ALVES e DEMATTE, 1987) e para as
palmeiras em geral (MOORE e HULL, 1982) se baseiam no fato de
que as espécies da sub-familia Cocosoideae sao exclusivamente da

América tropical, exceto algumas espécis dos géneros Elaetis &

L
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o

e gue ocorrem na Africa, dentre as quais E. guineensis.

era e E. odora s3o espécies que sO ocorrem na América.




Acredita-se, atualmente, gque as palmeiras tenham se
originado a oeste de Gondwana (em local que € hoje a América do
Sul) no inicio do Cretaceo ha 100 milhoes de anos (MOORE e UHL,
1982). Provavelmente as palmeiras tenham se deslocado, juntamen-
te com outras Monocotileddneas, para o Norte e dal para o Leste
e Oeste, acreditando-se, ainda, na possibilidade de uma terceira

rota para o Sul.

Critérios atuais mostram gue as palmeiras mais antigas
s3ao originadrias da América do Sul, com géneros correlatos no su
deste dos Estados Unidos, Europa e sudeste da Asia (MOORE e UHL,

-~

1982) .

Elaets oleifera e Elaeis guineensis se hibridizam fa
cilmente (MEUNIER, 1975). A analise morfoldgica de hibridos in
terespecificos mostram dominancia de E. oleZfera sobre E.guineen
sis, sugerindo ser E. oleifera espécie mais primitiva e E. guz

neensis derivada desta (CORLEY, 1982).

A hipOtese de origens distintas para as duas espécies
(E. oleifera e E. guineensis) se contrapoe as evidéncias citold
gicas que mostram grande homologia entre os genomas de ambas
(2n = 32), o que permite pareamento cromossOmico proximo do nor
mal, apesar de fortes barreiras geograficas entre as espécies

(YONG, 1982).

Extensas populacoes naturais ou semi-naturais de den
dé se distribuem na costa ocidental africana, desde o Cabo Verde
até Angola, e em paises centro africanos como o Zaire (RAJANAIDU

1985).
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As populagOes de dendé sao formagoes compostas unica
mente por esta espécie, caracteristica da flora palmitica africa
na, ja que palmeiras da America do Sul e Central formam, em ge
ral, populacoes ricas em espécies, normalmente ocorrendo conjun

tamente com Dicotileddoneas (ALVES e DEMATTE, 1987).

1.6. 0 DENDE SUBESPONTANEO DO BRASIL

. Populagoes subespontaneas sao empiricamente caracteri
zadas como aquelas que sofreram a interferéncia do homem e de
animais nas condig6es naturais de germinagéo, desenvolvimento e
vegetagao (MELO, 1985). Sao encontradas ao longo da costa brasi
leira entre os estados do Ceara e do Rio de Janeiro. Acredita-se
que as areas hoje ocupadas com o dendé tenham sido antigas plan

tacoes de cana de acucar, abandonadas pelos colonizadores da re

giao depois cgue se tornaram inférteis (HARTLEY, 1977).

Maiores concentracoes sao verificadas no Reconcavo
Baiano e nos tabuleiros costeiros entre os municipios baianos de
Valenca e Camamu, em area total estimada de 20.000 ha (MELO,

1985).

Estas populacoes apresentam diferencas em funcao da
densidade de plantas, espagamento irregular além de possuir cons
tituigao etaria variavel. A Figura 1 mostra uma vista de popula
cao subespontanea representativa dos tabuleiros costeiros enquan
to que a Figura 2 mostra plantio na EERU de material oriundo des

ta area.
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As palmeiras das populagOes subespontdneas sao essen
cialmente do tipo Dura podendo-se encontrar algumas do tipo 'Tene
ra', vulgarmente conhecida como "caroco mole", e, raramente, do

tipo 'Pisifera’

1.7. As POPULACOES AFRICANAS DE DENDE

As procedéncias africanas consideradas neste trabalho
podem ser genericamente caracterizadas como se segue:

-~

1.7.1. Costa do Marfim

Composta de duas populacoes a saber: YOCOBUE - identi
ficada em prospecgcao realizada em 1968 em palmeirais espontaneos
no litoral a oeste de Bandama (MEUNIER, 1969). LA ME - Composta
por palmeiras originarias da fecundacao livre de 3 palmeiras
BRT10, B212 e TS3. B21l2 e TS3 sao oriundas de material seleciona
do pelo servico de agricultura em palmeiral espontdneo do jardim
de Bengerville, Costa do Marfim. Suas progénies sao estudadas
desde 1925 pela estacao de La Mé do IRHO. BRT10 & originaria de
uma plantagao selecionada por M. Bret em 1917. Palmeiras famosas
>como L2T, L7T e L10T, foram selecionadas em progénies de fecunda

cao livre da BRT10 (GHESQUIERE, 1983).

1.7.2. Angola

Este germoplasma € originario de duas populacoes natu

rais denominadas Salazar e Novo Redondo. A caracteristica princi
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Figura 1. Vista parcial de populacao de dendé subespontaneo dos
tabuleiros costeiros do litoral do estado da Bahia. Fa

zenda do Dr. Jacy Coutinho na estrada que liga Valenca

a Taperoa.
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Figura 2. Vista panoramica de colecao de germoplasma de dendé na

Estacao Experimental do Rio Urubl do Centro de Pesqui

sa Agroflorestal da AmazdOnia da EMBRAPA. (Area total

3.000 ha - area plantanda + 400 ha).
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pal deste material é o alto peso dos cachos. Por esta razao,este
germoplasma entra nos programas de melhoramento como progenitor
feminino da mesma forma que o material 'Deli Dura' da Malasia

(GHESQUIERE, 1983).

1.7.3. Zaire

Trata-se de germoplasma melhorado por 3 ou 4 ciclos

apdos sua coleta em palmeirais naturais.

Duas linhagens principais compoem este material: Yan

gambi (Zaire) e Sibiti (Congo), nome de duaé'estagées de pesqui

sa de onde ogermoplasma melhorado utilizado se originou.

As palmeiras oricinarias de Yangambi sao conhecidas
pelos altos valores observados para peso de fruto e percentagem

de polpa no fruto (GHESQUIERE, 1983).

1.7.4. Benin

As progénies analisadas sao descendentes de 38 palmei
ras 'Tenera' amostradas em 1927 em palmeirais naturais das xe
gices de Porto Novo e Pobé. Material de origem Pobe se caracteri

za por apresentar altas percentagens de améndoas no fruto e al

tos valores para numero e peso total de cachos (GASCON e de BER

CHOUX, 1964).
1.7.5. Nigéria

O material analisado € originario do programa de me
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lhoramento realizado pelo Nigerian Institute for 0il Palm Research
(NIFOR) da Nigéria, introduzido no IRHO (Costa do Marfim) entre
1960 e 1963. A coleta de germoplasma em populacao natural na 1lo
calidade de Calabar deu origem aos cruzamentos D x P plantados e
testados pelo NIFOR. Destes cruzamentos foi selecionado o mate
rial enviado para o IRHO. Novos cruzamentos foram feitos dando
origem as progénies de onde foram selecionadas as plantas estuda

das neste trabalho (ROSENQUIST, 1935).
1.7.6. Camaroes

As palmeiras estudadas desta origém sao, de uma parte,
descendentes de progénies de polinizacao aberta existente na es
tacao da Lobé - Camaroes e, de outra parte, oriundas diretamente
de palmeirais naturais. Palmeiras de Lobé apresentam em geral,
baixa producao de cachos e baixa percentagem de 6leo no cacho

mas sao palmeiras pequenas e compactas (ROSENQUIST, 1985).

1.3. A ELETROFORESE DE ISOENZIMAS EM ESPECIES VEGETAIS

A eletroforese de isoenzimas aparece, atualmente,como
uma das metodologias mais utilizadas no exame da variabilidade

genética em uma dada espécie.

De acordo com MOORE e COLLINS (1983), varias razoes
contribuiram para isto podendo ser destacadas as seguintes: Alo
enzimas sao codominantes para a maioria dos locos, permitindo a

distincao entre homozigotos e heterozigotos. Isoenzimas raramen
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te apresentam interagoes epistaticas. Os equipamentos e materiais
necessarios sao relativamente baratos e permitem que varias plan
tas sejam examinadas rapidamente. O processo &, na maior parte
dos casos, nao destrutivo uma vez que pequenas porgoes de um de
terminado tecido sao utilizadas; métodos de analise de plantulas
permitem a selecao de gendtipos desejaveis na fase juvenil. Isto
pode ser de grande importancia em programas de melhoramento de

plantas perenes.

Virtualmente, gualquer tecido pode ser utilizado tor
nando a técnica extremamente versatil. Isto possibilita o empre
go de isoenzimas em estudos sobre a regulaggg génica durante o
desenvolvimento. Neste particular, FREELING (1983) apresenta va
rias abordagens e exemplos de genes que codificam isoenzimas em

sistemas geneticamente regulados.

Fenotipos distintos de um mesmo individuo sdao obtidos
em tecidos diferentes, seja por modificacOes epigenéticas do pro
duto primario do gene em guestao ou devido a sistema de regula
cao genética controlando a expressao de isoenzimas codificadas
por um ou mais locos. Isoenzimas desempenham funcoes metabdlicas
especificas de acordo com as demandas de cada tecido. Este tema
especifico foi revisto e discutido por SCANDALIOS (1974), SCANDA
LIOS e BAUM (1982), FINNERTY e JOHNSON (1979), WOLD (1981) =

CHANDLEE e SCANDALIOS (1987) sobre regulagcao genética em plantas.

Trabalhos pioneiros como os de SMITHIES (1955), desen
volveram técnicas de coloracao de isoenzimas em gel de amido,MAR
KERT e MOELLER (1959) utilizando o termo isoenzima para definir

as multiplas formas moleculares para uma dada enzima e McCUNE
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(1961) um dos primeiros a estudar isoenzimas em espécie vegetal
(milho) ,forneceram bases para a enorme diversidade de aplicacgoes

desta técnica nos ultimos 30 anos.

TANKSLEY e ORTON (1983) editaram extensa revisao so
bre o emprego de isoenzimas no melhoramento genético vegetal,com
preendendo os seguintes itens: estudos sobre regulagao genética
durante.o desenvolvimento; dosagem genética; mapeamento genético;
heranca citoplasmatica; evolucao; medigao da variabilidade gené
tica em populacoes naturais ou de melhoramento; deteccao e quan
tificacao da selecao natural; filogenia e sistematica e estimati

~
va de sistemas reprodutivos.

A literatura Gtil inclui, também, a ja classica revi
sao de SHAW e PRASAD (1970) sobre métodos de migracao e colora
cao, alem dos trabalhos de SIMPSON e WHITHERS (1986) e KEPHART
(1990) que permitem o acesso a grande numero de trabalhos nas

mais diversas areas de aplicacao da analise de isoenzimas.

HAMRICK e GODT (1990) revisaram a literatura sobre a
genética de isoenzimas em vegetais de 1968 a 1988. Dados sobre a
variacao dentro e entre populagoes e os padroes de variacao a ni
vel de espécies sao apresentados. Estes autores agruparam as es
pécies vegetais de acordo com 8 critérios,a saber: posicao taxo
ndomica, distribuicao geografica, amplitude de variacao geografi
ca, ciclo de vida, reprodugéo (sexual, sexual-assexual), sistema
de reproducao, mecanismo de producao de sementes e intervalo en
tre geracoes. Os dados compilados por estes dois autores mostram
gue, em média, 50% dos locos de espécies vegetais sao polimorfi

cos e que a heterozigosidade média & igual a 0,15. A nivel de
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uma dada populagao, em média, 34% dos locos sao polimorficos e a
heterozigosidade média igual a 0,11. Para os locos polimorficos,
78% da variabilidade genética se distribui dentro de populacgoes,

restando os outros 22% para diferencas entre populacgoes.

1.9. O INTERESSE NOS ESTUDOS SOBRE A VARIABILIDADE DE ISOENZIMAS
PRESENTES NO DENDE

O programa de melhoramento genético do dendé adotado

-

pela EMBRAPA & muito semelhante aquele praticado pelo IRHO.

Trata-se, na esséncia, de um programa de seleqéo re
corrente reciproca adaptado para as particularidades do dendé
(MEUNIER e GASCON, 1972). Este método busca identificar as melho
res combinagoes hibridas intraespecificas entre materiais genéti
cos distintos, explorando a capacidade geral e especifica de com

binacao e propoe esquema de reproducao em grande escala das me

lhores combinacoes testadas (GASCON et al., 1981).

No esquema de melhoramento proposto, as diferentes pro
cedéncias de onde sao escolhidas as palmeiras dos tipos 'Dura',
'Tenera' ou 'Pisifera', sao mantidas isoladas durante o passo de
recombinacao de forma a manter e melhorar os caracteres gue lhes

sao particulares.

Tradicionalmente, foram conduzidos cruzamentos do ti
po D x T ou D x P entre 'Duras' de procedéncias asiaticas ('Deli

Dura', por exemplo) com 'Teneras' ou 'Pisiferas' de procedéncias
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africanas (Costa do Marfim, Zaire). ApOs testes de campo gue du
ram cerca de 10 anos, as melhores palmeiras 'Dura' sao cruzadas
entre si, por procedéncia, de forma a se constituir um novo ciclo
de selegao. Da mesma forma, as melhores palmeiras 'Tenera' ou 'Pi
sifera' sao recombinadas,também dentro de cada procedéncia, dan

do origem as linhagens T x T ou T x P de um novo ciclo de selegao.

Os assim chamados cruzamentos Asia x Africa podem ser
substituidos por cruzamentos Africa x Africa desde que sejam uti
lizadas procedéncias geneticamente distintas. Assim, o grau de
Yariabilidade dentro e entre procedénciasafricanas e como estas
estao geneticamente relacionadas sao informé&Ges fundamentais pa

ra o melhoramento da espeécie.

Os estudos sobre a eletroforese de isoenzimas foram
idealizados de forma a proporcionar estas informagoes,complemen

tando aquelas obtidas da genética quantitativa.

1.19. EsTupOS SOBRE A VARIABILIDADE DE ISOENZIMAS NO GENERO Elaeis

Um dos problemas mais interessantes nos trabalhos com
o dendé e que esta diretamente relacionado com a condugao de um
programa de melhoramento genetico nesta espécie, diz respeito a
impossibilidade de se reconhecer precocemente, as diferentes va
riedades de E. guineensis . RAJANAIDU e WILLIAMS (1977) deram os
primeiros passos no sentido de avontar os caminhos para ultrapas
sar esta dificuldade ao analisar padroes de proteina total de ex

tratos de sementes das trés variedades de E. guineensis, de E.
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oleifera e do hibrido entre as duas espécies.

Os resultados nao foram conclusivos na diferenciacao
das variedades de E. guineensis mas estao de acordo com a atual
classificagao botanica que mantém as duas espécies em separado.
Além disso os padroes de hibridos se assemelham mais aos de E.
oleifera em conformidade com aspectos morfoldgicos que mostram

haver domindncia desta espécie sobre E. guineenstis.

GHESQUIERE (1983, 1984 e 1985) padronizou e interpre
tou geneticamente nove sistemas enzimaticos (malato desidrogenase
(MDH) - EC 1.1.1.37, shikimato desidrogenasé'(SKDH)-EC 1.1.1.25 ,
fosfogliconato desidrogenase (PGD) - EC 1.1.1.44, fosfoglicoiso
merase (PGI) - EC 5.3.1.9, glutamato oxaloacetato transaminase
(GOT) - EC 2.6.1.1, peptidase (PEP) - EC 3.4.11.6, fosfoglicomu
tase (PGM) - EC 5.4.2.2, fosfatase acida (ACP) - EC 3.1.3.2 e
isocitrato desidrogenase (IDH) - EC 1.1.1.42) utilizando amostras
de 7 procedéncias distintas de dendé (Costa do Marfim, Benin, Ni
géria, Camaroes, Angola, Zaire e Deli). Os resultados mostram a
existéncia de 52 alelos distribuidos por 15 locos dos 9 sistemas

enzimaticos estudados.

Os resultados de GHESQUIERE mostram que existe uma se
paragao clara entre as procedéncias do Oeste Africano (Costa do
Marfim e Benin) e o material proveniente de Angola, Camaroes e
Nigéria. Material originario do Zaire e populacoes 'Deli’' formam
um terceiro grupo de associacao. Os resultados mostram, ainda,
gue germoplasma do Benin apresenta caracteristicas intermediarias
em relacao ao das zonas mais a oeste e aquele do centro africano.

Maior variabilidade genética foi observada na procedéncia Angola,
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sendo o material da Nigéria considerado o mais homogéneo.

As investigacgoes sobre o polimorfismo enzimatico da
espécie E. oleifera se concentram em material oriundo de 53 popu
lacoes naturais da AmazOnia brasileira obtido por expedicao de
coleta de germoplasma realizada conjuntamente pela EMBRAPA e IRHO
em 1982 (GHESQUIERE et al., 1987). Foram identificados 31 alelos
de 14 locos de 11 sistemas enzimaticos (ACP, Amilase (AMY) -
EC 3.2.1.1, PEP, Esterase (EST) - EC 3.1.1.1, GOT, IDH, MDH, PGI,

PGM, SKDH, PGD) dos quais somente PGD nao se mostrou polimorfico.

Os resultados obtidos com este mé%erial mostram gue a
Bacia AmazOnica se constitui em centro secundario de dispersao
da espécie, podendo-se estabelecer um limite entre areas de dis
tribuicao natural e de populacoes dispersas pela influéncia do
homem. Com base nos dados obtidos, as populacoes da Amazdnia po
dem ser agrupadas como segue: Manaus, Madeira superior, fadeira
inferior, Rio Negro e Estrada Manaus-Caracaral (muito semelhante
ao material encontrado no Suriname, que se caracteriza pelo por

te muito reduzido, mesmo para padroes de E. oletifera).
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. 2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal estudar a
variabilidade genética de isoenzimas presentes em amostras de pd
len obtidas de palmeiras originarias de populacOes subespontaneas
de dendé do estado da Bahia e comparar estes resultados com aque
les obtidos por pesquisadores franceses em seis procedéncias afri

canas.

Outro objetivo importante deste trabalho foi o de de
senvolver metodologia de analise de isoenzimas a partir de teci
dos foliares obtido de palmeiras adultas, de forma a se permitir
rapida avaliacao genética do germoplasma em conservagao no Banco

Ativo de Germoplasma de Dendé da EERU pertencente ao CPAA-EMBRAPA.

Durante o transcorrer dos trabalhos optou-se por desen

volver metodologia para o exame de isoesterases presentes no poO
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len, dada as dificuldades observadas por pesquisadores franceses

para interpretar geneticamente este sistema enzimatico neste te

cido.
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. 3. MATERIAL E METODOS

3.1, COLETA DO MATERIAL EXPERIMENTAL

As 101 amostras de pdlen e as 93 de frondes foram ob
tidas de 3 a 4 palmeiras originarias de cada uma das 31 progénies
originarias de cachos amostrados em 3 areas de ocorréncia de den
dé subespontaneo, nos tabuleiros costeiros do litoral do estado

da Bahia.

Estas 31 progénies sao oriundas de cachos selecionadas
para plantio, de um conjunto de 95 amostrados em 1981 em pontos
de entrega ao longo da rodovia que liga Santo Antdnio de Jesus a
Camami (Figura 3). Analises de cacho e de fruto feitas por MAIA
(1981) , apresentadas no anexo 1, serviram de base para esta sele

cao.
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\|39°

FEIRA DE SAN1ANA

13° S. Antonio de Jesus

-

OCEANO ATLANTICO

Gandu

14°

Figura 3. Pontos de amostragem de cachos na regiao de maior ocor
réncia de palmeiras subesvontaneas dos tabuleiros cos

teiros do litoral da Bahia.

A - area 1 - Taperoa-Itubera
@0 - area 2 - Valencga norte e sul

A - 3rea 3 - Santo Antdnio de Jesus-Nazareé
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Estas progénies sao descendentes de 14 cachos da area
de Santo Antdnio de Jesus-Nazaré (area 3), 11 cachos da area de
Valenca (3rea 2) e 6 cachos da area de Taperoa-Itubera (area 1).
Foram plantadas em 1983 na EERU-CPAA/EMBRAPA no experimento BAGOl
localizado na quadra A31l, linhas 36 a 63. As palmeiras das quais
se obteve as amostras do material experimental sao identificadas
por uma letra e seis nUmeros que indicam a quadra (A31l),linha de
plantio (2 nUmeros que neste experimento variam de 36 a 63) e,po

sicao da palmeira na linha (2 nimeros que variam de 01 a 33).

O pdlen foi escolhido em funcao de apresentar alta ati

-~
vidade enzimatica para todos locos estudados, ser de facil manu
seio quanto aos métodos de conservacao e solubilizacao e, mais

importante, ter sido o tecido estudado por GUESQUIERE (1984 e

1985) nos trabalhos realizados com as procedéncias africanas.

As amostras de pdlen foram coletadas durante o ano de
1989 de acordo com procedimentos desenvolvidos pelo "Institut des
Recherches pour les Huile et Oléagineux" da Franca, especifica
dos nas Instructions Generales de Fecondations Artificielles et
Preparation des Graines (IRHO, 1983). Estes procedimentos englo
bam, resumidamente, as operacoes de observacao de emissao, desen
.volvimento e ensacamento de inflorescéncias masculinas. Apds a
coleta,o pdlen & seco, peneirado, embalado a vacuo e estocado a
-18°C. Nestas condigoes, este material mantém sua viabilidade al

ta por 2-3 anos.

O material foliar foi coletato na EERU-CPAA em 1988,
de acordo com métodos desenvolvidos para este caso particular e,

posteriormente, publicados por SANTOS e MESTRINER, 1989.Foram ob
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tidas amostras de foliolos da parte central da fronde n? 1 de 93
plantas do experimento BAG-01l. De acordo com o proposto, os folio
los coletados foram lavados superficialmente com agua destilada,
cortados em pedacos de aproximadamente 15 cm, refrigerados e lio
filizados por 48 horas. ApOs seco, o material foi moido, finamen

te peneirado, embalado e estocado a -lBOC.

3.2. SOLUBILIZACAO DE ENZIMAS

3.2.1. Polen

Aliquotas de 100 mg de pdolen foram solubilizadas em 1
ml de solucao tampao de Tris 0,1 M pH 7,2. A homogeneizacdo do
material foi realizada a 4°C em tubo de ensaio plastico ao gqual
se ajustava bastao de teflon conectado a um misturador elétrico.
O homogeneizado foi submetido a centrifugacao a 15.000 x g por
15 minutos a 4°cC. Aliguotas de 20 pl do sobrenadante eram imedia

tamente aplicadas ao gel.

Todas eletroforeses foram conduzidas utilizando-se
amostras de pOlen preparadas imediatamente antes da aplicacao

destas no gel.
3.2.2. Frondes

Aliguotas de 300 mg por amostra de material liofili
zado foram preliminarmente maceradas em gral e pistilo com ajuda

de pequeno volume de areia lavada e imersas em nitrogénio 1ligui
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do. ApOs a obtencao de po fino de cor verde claro, procedeu-se a
homogeneizacao em tubos de ensaio plastico de 15 ml ao qual se
adicionou 0,6 ml de PVP-40 a 10% e 3 ml de solugao tampao de
KH,PO, 0,1 M pH 7,0, contendo cisteina 0,1 M e Ditio-eritritol
(DTE) 0,01 M. ApdOs a centrifugagao do homogeneizado a 35.000 x g
por 30 min a 4°C o sobrenadante foi imediatamente congelado e lio
filizado por 24 horas. Aliquotas de 10 mg foram entao resuspensas

em 100 pl da solugéo tampao e aplicadas imediatamente no gel.

3.3. PREPARO DOS GEIS

3.3.1. Gel de Amido

Géis de amido (Sigma - S4501) a 12% (24 g de amido em
200 ml de tampao) foram preparados de forma tradicional (HARRIS
e HOPKINSON, 1976) e acondicionados em formas de vidro medindo

18,5 x 13 x 0,5 cm, aos quais eram aplicadas de 15 a 20 amostras.

ApOs eletroforese, cada gel foi cortado em duas par

tes, possibilitando a investigagéo de duas enzimas distintas.
3.3.2. Gel de Poliacrilamida para Focalizagao Isoelétrica

Géis medindo 190 x 11 x 0,7 mm foram preparados com 16
ml da seguinte solucao: 1,6 g de sacarose; 8,8 ml de agua desio
nizada; 2,8 ml de acrilamida a 28% (Merck); 2,8 ml de bisacrila
mida a 2% (Serva); 720 ul de Pharmalyte (Sigma P0658) pH 4,5-5,4

e 80 pl de Pharmalyte (Sigma P1522) oH 3-10 (no caso de géis de
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gradiente de pH entre 4,0-6,5 estes anfolitos foram substituidos
por 800 pl de Pharmalyte (Sigma P1772); 800 pl de Persulfato de
amonia (Merck); 27 pl de TEMED (CANALCO). Acrilamida e Bisacrila
mida foram recristalizadas no laboratdorio de acordo com a técni

ca da LOENING, 1967.

3.4, SISTEMAS DE MIGRAgKo

> 3.4.1. Eletroforese em Gel de Amido

A Tabela 1 apresenta os métodos de migracao utiliza
dos no estudo de 7 sistemas isoenzimaticos a saber: MDH, SKDH,

IDH, PGD, PGM, PGI, ACP.

Os métodos emnregados foram aqueles desenvolvidos por
GHESQUIERE, 1983, com pequenas adaptagoes, no sentido de se ob
ter resultados que permitissem as comparacoes previstas neste tra

balho.
3.4.2. Focalizacao Isoelétrica em Gel de Poliacrilamida

Sistema empregado para o estudo de esterases que hi

drolisam substratos fluorogénicos (EST).

Os valores maximos ajustados na fonte LKB 2297 MACRO
DRIVE 5 foram: 1.500 V; 30 mA e 10 W. Histidina 0,2 M e acido glu
tamico 0,04 M foram utilizados como solugoes eletroliticas no ca

todo e no anodo, respectivamente. Apos 30 minutos de pré-focaliza
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Tabela 1. Métodos de migracao empregados para eletroforese em

gel de amido de amostras de pOlen e folha de dendé.

Método Tampao do gel Migracao Voltagem Duracao Tampao dos
' (cm) (hs) Eletrodos
1 Tris 0,009 M inicial Tris 0,135 M

Ac. Citrico 12 A RO 20 5:00 Ac. Citrico
final
0,003 MpH 7,0 350V (20ma) 0,043M pH7,0
2R Tris 0,076 M inicial Ac. Borico
Ac. Citrico 8 150V (20ma) 5:30 0,3 M
0,005 M pH 8,7 final NaOH 0,06 M
250V (15ma) pH 8,2
* utilizado para MDH, IDH, PGM, SKDH e ACP

** utilizado para PGD e PGI
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cao papéis de aplicacao (5-10 mm) foram embebidos com 20 pl  de
amostras e aplicados em uma linha 1,5 cm distante do catodo e re
movidos apOs 20 minutos de corrida. A partir deste ponto o expe
rimento continuou por mais 2,5 horas até a completa separacao das

isoenzimas.

3.5. METODOS DE COLORACAO

- Os métodos de coloracao, exceto pmara esterases e com
-

algumas adaptagoes, foram semelhantes aos propostos por GHESQUIE

RE, 1983 e sao apresentados na Tabela 2.

3.6. METODOS DE ANALISE NUMERICA

3.6.1. Tamanho da Amostra

BROWN e WEIR (1983) mostram que amostras compostas por
120 alelos independentes por populacao sao suficientes para se
obter pelo menos uma copia de cada alelo com fregliéncia igual ou
superior a 0,05% com 95% de probabilidade. Estes autores discu
tem ainda que, para espécies predominantementes aldgamas, como O
dendé, amostras de 200 alelos independentes sao suficientes para
uma boa estimativa das freqliéncias génicas. Como estes nimeros
sao dependentes das freqliéncias génicas na populacao, levou-se
em consideragéo nos c3alculos, para ambos Os casos, uma situagao

hipotética extrema na qual se prevé a existéncia de 20 alelos com
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Tabela 2. Métodos de coloracdo empregados na revelagado de isoenzimas sobre gel de

amido e acrilamida

AMIDDO ACRILAMIDA
1DH MDH PCD PGI PM SKDH NP EST
Tampao 5ml tampao ace  5ml tampdo
Tris-HCL C,5M 10 ml 10 ml 10 ml 20 ml 20 ml 10 ml tato de sddio  acetato Na
pH 8,5 PH 5,0 0,2M pH 5,5
Substrato Isocitrato de Tampao malato de  Fosfigliconato  Frutose-6-fos Glicose-l1-fos  Shikimato de  a-naftil fosfa  4-metil-umbe
sodio: 50 mg sodio 1M pH 7,0: de sddio: 10 mg fato: 50 mg fato: 50 mg so6dio: 25 mg  to: 25 mg liferil-ace-
5 ml tato: 2 mg*
Catalisador
MgCl; 0,1 M 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml 2ml 1m
Cofator NADP-5mg NAD-10mg NADP-5mg NADP-5mg NADP-5mg NADP-5mg
Agar 2% 10 ml 10 ml 10 ml 15 ml 15 ml 10 ml
G-6-PD 15 ud** 15 uc
MIT 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg 10 mo 10 mo Fast Garnett
G.B.C.: 25mg
\
PMS 1mg 1mg 1mg 1mg 1 me 1mg

* dissolvidas em 0,5 ml de acetona antes da adigao do tampao.

** unidade

de atividade enzimatica

(107° mol) de substrato por minuto a 25°C.

Todas enzimas reveladas durante incubagcao em estufa

a 37°C até completa visualizacao.

definida como a quantidade de enzima que transforma 1,0 umol

(43
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freqliéncia igual a 0,05, por loco enzimatico.

Deste modo, optou-se pela coleta de polen de 3 a 4 pal
meiras por progénie de modo a totalizar 101 amostras, numero com

pativel, ainda, com a capacidade operacional de EERU-CPAA duran

te o ano de 1989.

3.6.2. Medigao da Variabilidade Genética

A variabilidade genética do material subespontaneo foi

avaliada em termos dos seguintes parametros:
-~

3.6.2.1. Numero de Locos Polimorficos (P)

Obtido pela contagem dos locos nos quais o alelo mais

freqliente apresentou fregliéencia inferior a 0,99.

3.6.2.2. Numero de Alelos (A) e Numero de Alelos por
Loco Polimorfico (AP)

Simples contagem dos alelos presentes na populacgao (A)

e divisao de A por P (AP).

3.6.2.3. Heterozigosidade Media Observada (Ho)

Obtida pela média das percentagens de heterozigotos

observados nos locos estudados.
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3.6.2.4. Freqliéncias Génicas e Genotipicas

Estimada diretamente dos genoOtipos identificados.

3.6.3. Teste de Aderéncia a Lei de Hardy-Weinberg

Utilizou-se o teste de qui-quadrado (x?) para verifi
car se o numero observado de individuos por classe genotipica por
loco se distribuia de acordo com o numero esperado pela 1lei do
equilibrio de Hardy-Weinberg ao nivel de 0,05% de probabilidade.
Somente aplicado em material subespontdneo da Bahia.

-

3.6.4. Calculo do Coeficiente de Endocruzamento (F)

| O programa Alfa (CABELLO e KRIEGER, 1991) foi utiliza
do para calcular o Coeficiente de Endocruzamento de Wright (F) -,

de modo a se estimar a magnitude dos desvios das proporgoes espe

radas pela Lei de Hardy-Weinberg provocados por auséncia de pan
mixia.
3.6.5. Analise de Distancia Genética
Valores de distancia genética de acordo com o propos
to por NEI (1973) foram obtidos entre populacoes africanas estu

dadas por GHESQUIERE (1985) e populacao de material  subesponta

neo da Bahia.

Utilizou-se a distancia "standart" (D) definida como:

D = —loge g
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onde I, = jXY//3XjY, representando a identidade normalizada en

tre genes das populacoes X e Y e,

iX

probabilidade de identidade de 2 genes esocolhidos

ao acaso na populacao X.

jY = probabilidade de identidade de 2 genes escolhidos

ao acaso na populacao Y.

jXY = probabilidade de identidade de 2 genes esoolhidos
ao acaso em cada uma das populacoes X e Y.Igual
-~

a Zixiyi onde X, ey, sao as freqliéncias de um

mesmo alelo nas populagoes X e Y.

Para n locos utilizou-se os valores JX, JY e JXY re
presentando as médias aritmeticas dos jX's, jY¥'s e jXY's obtidos

em cada loco analisado.

Utilizou-se o programa SIMGEND (ROHLF, 1988) para a
obtencao dos valores das distancias genéticas. O mesmo programa
foi utilizado para a confecgcao do dendograma pelo método UPGMA
(Unweighted pair group arithmetic éverage) para O agrupamento

das populacoes.

Duas analises de distancia genética foram realizadas.
Inicialmente, considerou-se uma divisao da area amostrada em
trés regides geograficas de modo a se verificar a distancia ge
nética entre os materiais originarios da area 2 (Valenga norte e
sul), area 1 (Taperoa-Itubera) e area 3 (Santo Antdnio de Jesus-

Nazaré). Uma segunda analise agrupou os materiais destas treés
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areas considerando-os uma populagao gue foi comparada com mate

rial africano.

3.6.6. Analise de Mistura Racial

A composicao genética do material subespontaneo da Ba
hia, em termos das procedéncias africanas ancestrais, foi estuda
da de acordo com a analise de mistura racial proposta por KRIEGER

et al.(1965) para populacoes humanas.

- De acordo com estes autores a freqliéncia de um deter
-~

minado alelo i na populacao hibrida é dada pela funcgao

k

P; = L Ryp;
J

Rj = contribuicao proporcional da populacao ancestral
j para a mistura.

pij = fregliéncia do alelo i na populacao ancestral j,

considerando-se a inexisténcia de acasalamentos preferenciais e

auséncia de selecao e que, R, = (L = Ry =R, - ... - R onde

2 k-1)
= = 2 . — = 2
IR, = L &, p(AiAi) D p(AiA.) 2p;p. e p(AjAj) P;

J J -

Dois programas foram utilizados para a obtencao das
estimativas de mistura racial. Inicialmente, empregou-se uma adap
tacao do programa MISTURA 3 feita por LOBO (1990, nao publicado)
de modo a se estimar, conjuntamente, a contribuigéo proporcional
das 6 procedéncias africanas na composicao do material subespon

taneo da Bahia. As fregliéncias génicas das trés procedéncias que
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apresentaram as maiores contribuicOes proporcionais,nesta anali
se preliminar, foram utilizadaspara estimar a composicao do ger
moplasma subespontaneo da Bahia, empregando os programas de mis
tura racial contidos no GENIOC (CABELLO e KRIEGER, 1991). Nestas
analises o numero de palmeiras observadas dentro de duas classes
genotipicas do sistema PGD (homozigoto 2-2 e heterozigoto 2-1)fo
ram agrupadas em somente uma classe (2- ) devido a imprecisao de

tipagem dentro das classes mencionadas.
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} 4, RESULTADOS

-~

Iy, 1, ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA

As Figuras 4 e 5 apresentam os fendtipos e genotipos
identificados para 9 locos dos 7 sistemas enzimaticos estudados

em gel de amido.

A Tabela 3 apresenta informacOes sobre o numero de
alelos por loco em material africano e oriundo de populacoes su

bespontaneas da Bahia, além de observacoes adicionais sobre a in

terpretacao dos fenotipos obtidos, em gel de amido.

Identificaram-se 21 alelos em material subespontaneo
da Bahia de um total de 31 alelos presentes em todas as popula

gées africanas, para os nove locos enzimaticos analizados simul
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PGM A; PGM B; PGI.
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Tabela 3. Principais diferengas observadas na identificagao dos
alelos presentes em 7 sistemas enzimaticos estudados
em material africano e aguele amostrado em populacoes
subespontaneas do estado da Bahia.

LOCO ALFEIOS/1LOC0 OBSERVAQOES
Total  Bshia  Africa

1. IDH 5 4 4 1. Alelo 2 ausente pop. Bahia.

‘ Alelo 5 ausente pop. Africanas.

2. ACPAN.A 3 2 3 2. Locos ACPAn.B e ACPCat nao anali

ACPAN.B 3 = 3 sados no material Bahia por difi

ACPCat 3 - 3 culdade de interpretacaoc. Alelo
3 loco ACPAN.A nao encontrado na
Bahia.

3. P 4 2 4 3. Alelos nulo e 3 nao encontrados

na Bahia.

4. SKDH 2 2 2

5. MDHA 2 2 2 5. Loco MDHB nao analisado por difi

MDHB 2 - 2 culdades na diferenciagcao entre
MDHG 2 2 2 Bl/ e BoRo.
6. PQRA 6 2 6 6. Alelos nulo, 1, 3 e 4 G P2 e
PQB 4 2 4 1 e 2 de PQ'B nao encontrados em
populagces da Bahia.
7. PGI 4 3 4 7. Alelo 4 nao identificado em popu

lagCes da Bahia.

TOTAL 40 21 39
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taneamente no Brasil e na Africa. O numero total de alelos iden
tificados em procedéncis africanas sobe para 39 se considerados
os 3 locos nao analisados em populagoes subespontaneas (Tabela

3).

A maior parte dos alelos ausentes nas populacoes de
dendé da Bahia se referem agqueles que sao encontrados em freglién
cias inferiores a 0,1 em populacgoes africanas. A Tabela 4 mostra
o numero de alelos por classe de freqliéncia (f) considerando-se,
arbitrariamente, valores de £<0,1 como raros, 0,1<f<0,6 como in

fermediarios e £>0,6 como comuns.

Tabela 4. Distribuicao de alelos presentes em 6 populacoes afri
canas e do estado da Bahia em 3 classes de freqliéncias,

para nove sistemas enzimaticos estudados.

CLasse Populacgao
COSs BEN NIG CAM ANG ZAT BAH

Raros 2 2 4 6 2 2 1
(£<0,1)

Intermediarios 8 13 8 8 12 10 15
(0;1<£<0,6)

Comuns 8 5 8 8 6 7 5
(£>0,6)

TOTAL 18 20 20 22 24 19 21
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Tabela 5. Variabilidade genética total apresentada por 7 procedéncias

de dendé, para os 9 locos enzimaticos estudados.

Costa do ; i - ~ : :
Total Marfim Benin Nigeria Camaroes Angola Zaire Bahia
P 9 8 8 8 8 9 8 9
A 31 18 20 20 22 24 19 21
A/P 3,4 213 2,38 2,38 2,63 2,67 2725 2;33
Ho* = 0,235 0,369 0,228 0,281 “ 0,465 0,319 0,375

P = nUmero de locos polimdrficos; A = numero de alelos total;
A/P = nimero de alelos por loco polimdrfico; Ho = heterozigosida

de média observada.

OBS: Os dados das origens africanas foram obtidos de GHESQUIERE,
1985. Locos enzimaticos analisados: ACPA, MDHA, MDHG, PGD,

PGI, IDH, PGMA, PGMB, SKDH.

* - Para as origens africanas, Ho & calculada para 13 locos enzi
maticos de acordo com GHESQUIERE, 1985. Para Bahia calculada
sobre 9 locos enzimaticos, incluindo-se EST e retirando-se

se MDHG que possue um alelo nulo.



Tabela 6. Freqliéncias génicas observadas para 33 alelos
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perten

centes a 10 sistemas enzimaticos estudados em material

de origem africana e de populagoOes subespontaneas do

litoral do estado da Bahia.

Populacoes
Alelos
Cos Ben Nig Cam Ang Zai Bah

ACPA-1 0,820 0,690 1,000 0,890 0,570 0,860 0,590
ACPA-2 0,000 0,310 0,000 0,110 0,410 0,140 0,410
ACPA-3 0,180 0,000 0,000 0,000 0,Q20 0,000 0,000
MDHA-1 0,250 0,000 0,070 0,190 0,340 0,140 0,440
MDHA-2 0,750 1,000 0,930 0,810 0,660 0,860 0,560
MDHG-0 0,810 0,370 0,060 0,000 0,100 0,420 0,280
MDHG-1 0,190 0,630 0,940 1,000 0,900 0,580 0,720
PGD-0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,070 0,000 0,000
PGD-1 0,520 0,540 0,930 0,950 0,900 0,940 0,880
PGD-2 0,420 0,460 0,000 0,000 0,030 0,060 0,120
PGD-3 0,000 0,000 0,070 0,050 0,000 0,000 0,000
PGI-1 0830 0,760 0,540 0,530 0,550 0,420 0,490
PGI-2 0,000 0,160 0,290 0,240 0,150 0,270 0,280
PGI-3 0,000 0,000 0,160 0,230 0,300 0,310 0,220
PGI-4 0,170 0,080 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
IDH-1 0,000 0,000 0,000 0,050 0,030 0,040 0,250
IDH-2 0,000 0,000 0,150 0,000 0,000 0,000 0,000
IDH-3 0,870 0,420 0,100 0,200 0,300 0,200 0,300
IDH-4 0,130 0,580 0,750 0,750 0,670 0,760 0,445
IDH-5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005
PGMA-0 0,050 0,000 0,000 0,080 0,000 0,000 0,000
PGMA-1 0,050 0,000 0,000 0,040 0,040 0,000 0,000
PGMA-2 0,900 0,510 0,830 0,680 0,580 0,710 0,710
PGMA-3 0,000 0,000 0,070 0,000 0,000 0,000 0,000
PGMA-4 0,000 0,420 0,000 0,040 0,000 0,000 0,000
PGMA-5 0,000 0,070 0,100 0,160 0,380 0,290 0,290
PGMB-1 0,330 0,000 0,000 0,000 0,019 0,000 0,000
PGMB-2 0,000 0,110 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PGMB-3 0,680 0,550 0,850 0,920 0,760 1,000 0,819
PGMB-4 0,000 0,340 0,150 0,080 0,230 0,000 0,190
SKDH-1 0,000 0,180 0,180 0,110 0,260 0,220 0,190
SKDH-2 1,000 0,820 0,820 0,890 0740 0,780 0,810
ESTE1* 0,54

ESTE2* 0,46

* Estudado somente em material subespontaneo da Bahia.



46

As Figuras 6 e 7 mostram os padroes fenotipicos para
as esterases reveladas apOs a focalizagao isoelétrica de extratos

de polen, em dois gradientes de pH.

No gradiente 4,0-6,5 (Figura 6) foram estabelecidas 5
regioes de atividade, preliminarmente denominados A, B, C, D e E.
Regicoes A, B e C apresentam-se invariaveis enquanto que os padroes
fenotipicos observados na regiao D apresentam baixa repetibilida
de e sao da dificil interpretacao. Por outro lado, os fendtipos
identificados na regiao E sao consistentes e apontam para a exis
téncia de 1 loco com dois alelos Est El e Est,E2 de acordo com o
padrao esperado para enzima monomérica. Est El e Est E2,represen
tados pelas bandas E1l e E2, tiveram seus pl's estimados em apro

ximadamente 5,0, neste gradiente.

Os padroes fenotipicos obtidos no gel composto por 90%
de anfdolito de 4,5-5,4 e 10% de 3,0-10,0 (Figura 7)permitiram me
lhorar as estimativas de pI obtidas no gradiente anterior em funcao da
maior separacao entre as bandas observadas. A regiao A nao € iden
tificada neste gradiente uma vez que as esterases nesta regiao
possuem pI fora do gradiente de pH produzido com esta mistura de
anfolitos. O uso de gradiente mais expandido (menor faixa de pH)
melhorou o fracionamento das formas identificadas na regiao D sem
alterar, no entanto, a auséncia de repetibilidade ja evidenciada
no gradiente de 4,0-6,5. A regiao E apresentou os mesmos fenéti
pos identificados no outro gradiente com clara melhoria no fra
cionamento das bandas El e E2, cujos plI's foram estimados em 5,02
e 4,98, respectivamente. As observacoes neste gradiente de pH re
forca a hipdtese da existéncia dos alelos EST1 e EST2, determi

nantes das bandas El1 e E2.



Figura 6.
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Isoesterases e respectivos pl's, reveladas apos focali
zacao isoelétrica no gradiente de pH 4,0-6,5.

Linhas 1 e 2 - amostra A315718; 3 - A314002; 4 - A314508;
S - A315610; 6 - A316110;.7 - A316007; 8 - A315005;
9 - A316018; 10 - A315514; 11 - A314110; 12 - A314913;

13 e 14 - A314604.
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Isoesterases e respectivos plI's, reveladas apds focali
zagcao isoelétrica no anfolitos 4,5-5,4 (90%) e 3,0-10,0
(10%).

Linhas 1 e 2 - amostras A314110; 3 - A316018; 4 - A315005;
5 - A314508; 6 - A315705; 7 - A314604; 8 - A315718;

9 - A314002; 10 - A316110; 11 - A315515; 12 - A315908;

13 e 14 - A314913.
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4,2. ANALISE DO EQUILiBRIO DE HARDY-WEINBERG

A Tabela 7 apresenta o numero de individuos observados,
o numero esperado de acordo com a lei de Hardy-Weinbergc e os va

lores de ¥? calculados, para cada sistema enzimatico estudado.

Os resultados mostram que as freqliéncias alélicas ob
servadas nos locos PGD,PQMB e IDH nao se encontram em equilibrio de
Hardy-Weinberg ao nivel de 5% de probabilidade. Os outros 7 1o

cQs enzimaticos encontram-se em equilibrio.

Os dados da Tabela 7 mostram gue existe uma tendéncia
acentuada e consistente no sentido de um excesso de homozigotos
observados ao nivel dos locos estudados, excetuando-se PGMA, de
acordo com o gque seria esperado pela lei do eguilibrio de Hardy-

Weinberg.

L,3, ANALISE DO COEFICIENTE DE ENDOCRUZAMENTO

Estimou-se o coeficiente de endocruzamento (F)em 16,9%

(desvio padrao = 3,2%).

Este resultado significa que existem desvios signifi
cativos da panmixia nos cruzamentos entre palmeiras das areas su

bespontaneas.

Os valores de x? calculados foram sempnre baixos e nao



Tabela 7.

Numero de individuos observados

(0), esperados (E) e

valor de qui-quadrado (x?) calculados de acordo com a

Lei de Equilibrio de Hardy-Weinberg, coeficiente de en

docruzamento (F) e proporgao de mistura racial,para os

gendtipos obtidos em 9 locos enzimaticos analisados em

material subespontaneo da Bahia.

ACPA MDHA
o] ElIW ECE EMR o EHW ECE EMR
-1 35 32,5 36,3 41,2 1-1 21 17,0 20,7 6,5
-2 40 44,9 37,3 40,1 1-2 35 42,9 35,6 34,6
-2 18 15,5 19,4 9,8 2-2 31 27,0 30,7 45,9
x? 1,13 0,33 9,9* x? 2,96 0,02 37,03*
PGD SKDH
o EHW ECE EMR (o) EHW ECE EMR
1-1 76 72,3 75,0 77,2 - 6 3,4 5,9 5,8
1-2 12 19,4 15,3 7,4 1-2 24 29,2 24,2 25,4
2-2 5 1,3 2,7 8,4 2-2 65 62,3 64,9 53,8
d x2 13,5* 2,64 21,1* x2 3,03 0,00 6,0
IDH PGI
o EHW ECE EMR o EHW ECE EMR
- 10 5,7 8,6 0,1 1-1 26 22,5 26,4 23,9
- 12 14,3 11,9 1,8 1-2 24 25,7 21,6 17,9
‘ -4 15 21,3 17,6 4,7 1-3 15 20,3 16,6 28,0
-3 13 9,0 12,5 7,0 2-2 9 7,3 10,7 3,4
-4 21 26,7 22,3 36,3 2-3 10 11,6 9,6 10,5
- 26 20,0 24,1 47,1 3-3 8 4,6 7,1 8,2
x? 10,38* 0,86 931,8* x? 5,20 0,82 17,9*
PGMA PGMB EST
o EHW BECE EMR O EIW ECE EMR O EHR FCE EMR
* %k
2-2 46 46,4 48,9 34,9 3-3 67 63,5 66,4 68,5 1-1 31 27,9 31,9 -
2-5 38 37,2 31,2 39,6 3-4 23 30,0 24,7 24,6 1-2 42 48,2 40,1 -
5-5 7 7,4 10,9 11,2 4-4 7 3,5 59 2,2 2-2 24 20,9 25,0 -
X2 0,04 3,06 10,4* y2 5,21* 0,30 12,2 2 1,62 0,16

EHW
ECE
EMR

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Esperado pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg

** Este loco nao foi utilizado na analise de mistura racial

Esperado de acordo com Coeficiente de Endocruzamento

Esperado de acordo com mistura racial
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significativos quando se verificou a aderéncia dos dados observa
dos com aqueles esperados para as diferentes classes genotipicas
(Tabela 7), de acordo com modelo cue inclui o valor deF estimado

2

| (p? + Fpg) + (2pq - 2pqF) + (gq? + Fopa), pmara loco com 2 alelos

peaql.

L.ly, ANALISE DE DISTANCIAS GENETICAS

o - & - .
A Tabela 8 apresenta a matriz das distancias geneti
cas obtidas levando-se em consideracao a divisao arbitraria da

regiao dos tabuleiros costeiros em trés areas.

Tabela 8. Distancias genéticas entre amostras de dendé oriundos

-

de tres areas dos tabuleiros costeiros do litoral da

Bahia.
Area 2 1 3
2 0,000
1 0,018 0,000
3 0,080 0,058 0,000

Os resultacdos mostram grande semelhanca entre os ma
teriais das areas 1 e 2 (D = 0,012), geograficamente mais proxi
mas. O maior valor obtido (D = 0,080) diz respneito a distancia

entre as areas 3 e 2, gquais sejam Santo Antonio de Jesus - Nazarée
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e Valenca Norte e Sul. Estes resultados mostram que as trés areas
nao apresentam grau elevado de diferenciacao genética em funcao
de valores de D relativamente pequenos. Em funcao disto os dados
das 3 areas foram agrupados no que se convencionou chamar de

Bahia.

A matriz das distancias genéticas (D) entre as 7 proce
déncias estudadas & apresentada na Tabela 9. Valores muito peque
nos foram obtidos entre Bahia x Angola (0,025) e Bahia x Zaire
(0,051), de acordo com. o esperado tomando-se por base commaracoes
entre os valores absolutos das fregqliéncias génicas.

-

O dendograma apresentado na Figura 8 mostra, claramen
te, cue Bahia e Angola compoem um grupo de materiais geneticamen
te estreitamente relacionados, proximos de Zaire, Camaroes e Ni

géria e bastante distantes de Benin e Costa do Marfim.

Tabela 9. Matriz de distancias genéticas (D) entre 7 procedéncias de

dendeé.
Pooulagoes  Cos Ben Nig Cam Ang Zai Bah
Cos 0,000

Ben 0,160 0,000

Nig 0,267 0,119 0,000

Cam 0,273 0,112 0,012 0,000

Ang 0,289 0,124 0,061 0,034 9,000

Zai 0,208 0,121 0,038 0,036 0,055 0,000

Bah 0,216 0,134 0,081 0,054 0,025 0,051 0,000
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Figura 8. Dendograma elaborado a partir dos valores das distancias
genéticas entre 7 nrocedéncias de dendé npelo método

UPGMA.
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4,5, ANALISE DE MISTURA RACIAL

A contribuicao provorcional de cada uma das 6 proce
déncias africanas para a composicao genética do material subes

pontaneo da Bahia & apresentada na Tabela 10.

Tabela 10. Contribuicao nroporcional de 6 procedéncias Africanas

na composicao genética do material subespontaneo de

Bahia.
' »
Procedéncia % de Contribuicao
Costa do Marfim 2.7
Benin 0,0
Nigéria 0,0
Camaroes 0,0
Angola 65,;5
Zaire 31,8

Estes dados mostram que as maiores contribuicoes para
a composicao do subesnontdneo da Bahia sao fornecidas por Angola
(65,5) ,Zaire (31,8) e Costa do Marfim (2,7), em analise que in

clui as 6 procedéncias Africanas.

A Tabela 11 apresenta os resultados da proporcao de
mistura existente em material subespontaneo, considerando-se nos
calculos somente as trés procedéncias que mostraram maiores con

tribuicOes proporcionais na analise anterior.
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Tabela 11. Estimativas das pronorcoes de mistura racial em popu

lacOes subespontaneas de dendé da Bahia em relagao a

trés procedéncias Africanas.

Procedéncia Proporgao Erro Padrao
Angola 67,1 29,07
Zaire 32,5 31,3
Costa do Marfim 0,4 10,9

& = ~ -
Os resultados mostram que Angola e Zaire sao responsa

veis por 99,6% da mistura dentre as procedéncias africanas

que
compoem o material subespontaneo da Bahia. Por esta razao reali
zou-se uma nova analise de mistura racial excluindo a procedén

cia Costa do Marfim e cujos resultados sao apresentados nas Tabe

las 12, 13 e 14.

Os valores elevados do erro padrao obtidos nas estima

tivas de mistura racial (Tabelas 11 e 14) sao originarios de uma

alta heterogeneidade entre os sistemas enzimaticos na definigao

da proporcao de mistura. Em outras palavras, enquanto alguns sis

temas apontam para maior contribuicao de uma determinada proce

déncia para a mistura, outros sistemas indicam exatamente o con
trario.

Valores altos dos desvios-padrao sao, também, origina
rios de valores de freqliéncias génicas elevadas de alguns alelos

na populacao descendente em contraposicao ao que seria esperado

pelos valores calculados de mistura racial. Melhor exemplo disso
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Tabela 12. Escores de mistura racial e valores de qui-quadrado de
aderéncia e parametros por loco enzimatico para anali
se de mistura racial em populagao subespontadnea do es

tado da Bahia.

Qui -Quadrado
Loco Escore-U Informacao Aderéncia al Parametros gl
enzjmatico
-
MDH-A 29,2367 59,8839 37,29 2 14,27 1
MDH-G - 9,4500 69,9474 2,14 1 1,28 2
PAQM-A -14,4733 9,8798 10,46 3 21,20 1
PGV-B 11,1225 116,9440 11,96 3 1,06 1
IDH - 1,3838 15,4463 924,78 5 0,12 1
PGI -10,2120 27,3246 17,54 5 3,82 1
PGD -19,2315 9,4532 22,26 2 39,12 1
SKDH - 2,1513 1,3278 6,08 2 3,49 1
ACPA 16,6231 85,8004 9,73 3 3,22 1

TOTAL 0,0802 396,0074 1042,24 26 87,66 9
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Tabela 13. Analise de variancia do estudo de mistura racial em

populacao subespontanea da Bahia, para 9 locos enzima

ticos.
Fonte de Variacgao gl Qui-Quadrado Quadrado Médio
Entre locos 8 87,58 10,948
Dentro de locos .7 954,64 56,155
Parametros 1 0,000 0,000
o o
TOTAL 26 1042,22 40,09

Tabela 14. Estimativas das proporgoes de mistura racial em popu
lacao subespontanea de dendé da Bahia, em relacao a

duas procedéncias africanas.

Procedéncia Proporgao (%) Erro Padrao

Angola 67,1 16,63

Zaire 32,9 16,63
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é fornecido pelo sistema IDH onde o alelo Idhl apresenta f = 0,25
na populagao subespontdnea da Bahia e valores de f sempre peque
nos em todas as procedéncias africanas estudadas (f = 0,04 no Zai
re, £f = 0,03 em Angola, f = 0,05 em Camarces e f = 0,000 na Cos

ta do Marfim, Benin e Nigéria).

Pelos valores estimados de proporcao de mistura racial,
Idhl deveira ter f = 0,034 enquanto que o valor observado na po

pulacao de dendé subespontaneo foi f = 0,25 (Tabela 6).

= Estas discrepancias entre valores obs%;vados e espera
dos pela mistura, sao responsaveis pelos altos qui-quadrados de
aderéncia ao modelo de mistura racial estudado, especialmente pa
ra IDH,onde o valor 924,78 e responsavel por quase 90% do valor
total do x2 total de aderéncia (Tabela 12). Em fungéo disto, es
timou-se as proporcoes de mistura racial retirando-se das anali
ses os dados relativos ao sistema enzimatico IDH. Nesta analise
(Tabela 15), as estimativas de mistura racial t;m menor precisao,
como pode ser depreendido pela comparagao dos erros-padrao em ana

lise com IDH (16,62) e sem IDH (18,13) observados nas Tabelas 14

e 15.

Os diferentes critérios utilizados para se estimar as
proporcoes de mistura racial nao alteram estas estimativas de
forma significativa (Tabelas 11, 14 e 15), cujos valores estao
sémpre proximos de 67% e 33% para Angola e Zaire, respectivamen

te.

Por outro lado estas estimativas sao mais precisas quan

do a procedéncia Costa do Marfim nao €& incluida e as duas clas
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Tabela 15. Estimativas das proporgoes de mistura racial em popu
lagcao subespontanea de dendé da Bahia, em relagao a
duas procedéncias africanas (analise nao incluindo o

sistema enzimatico IDH).

Procedéncia Proporcgao (%) Erro Padrao
Angola 67,5 18,13
Zaire 32,4 18,13

ses de PGD sao agrupadas, de acordo com procedimentos menciona
dos anteriormente.

A analise de variancia apresentada na Tanela 13 mos
tra que o quadrado médio para a fonte de variacao "dentro de lo

co" €& bem superior a "entre locos" o que pode ser também explica
do pelas discrepancias observadas ao nivel do sistema enzimatico
IDH. As variagoes observadas neste loco s3o respofisdveis pela
quase totalidade do valor de qui-quadrado na fonte de variacgao

"dentro de loco". Ainda assim, sua manutencao nas analises de mis

tura racial produzem estimativas mais precisas.

4,6, ANALISE DE PADROES ENZIMATICOS OBTIDOS COM MATERIAL FOLIAR
ADULTO

Dentre os sistemas enzimaticos estudados em gel de ami
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do, MDH e PGM apresentaram gendtipos distintos para cada um dos

tecidos empregados, a saber: pOlen e folha adulta.

A Figura 9 apresenta os fenOtipos de MDH para extra
tos de pdlen (linhas de 1 a 4) e folha adulta (linhas 5 e 6).Dos
trés locos ativos em pdlen, somente o loco G se encontra ativo
em extratos foliares. Entretanto, a mobilidade e o nimero de iso
enzimas presentes no loco G € sempre menor em material foliar do

gue em pdlen.

. A Figura 10 mostra os fendtipos de}fGM obtidos apos
eletroforese de extratos de pdlen (linhas 3 a 6) e folha adulta
(linhas 1 e 2). Somente o loco B se encontra ativo em folhas adul
tas. Neste tecido, individuos homozigotos apresentam uma banda
enquanto heterozigotos mostram duas bandas de acordo com o espe
rado para padrao fenotipico de enzima monomérica em loco com 2

alelos.

A migragao da banda mais lenta do padrao fenotipico pa
ra homozigotos em pdolen coincide com a altura de migragao da ban

da que representa o mesmo gendtipo em material foliar.

Para todos os sistemas estudados a atividade enzimati
ca é sempre menor em material foliar do que em pdlen, excetuan
do-se para PGD onde atividades equivalentes foram obtidas com a

metodologia de solubilizagao utilizada.



61

loco T
G
-* 2L
| pe
Ak

A

oa W L. - O

Figura 9. FendOtipos de MDH para extratos de pdlen (linhas 1 a 4)

e folha adulta (5 e 6) de dende.
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Figura 10. FenOtipos de PGM para extratos de pdlen (linhas

e folha adulta (linhas 1 e 2) de dende.
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} 5. DISCUSSAO

5.1. FENOTIPOS E DETERMINA(;T\O GENOTIPICA

5.1.1. Polen

Os zimogramas obtidos, para os sete sistemas enziméti
cos estudados em gel de amido, correspondem aqueles apresentados
por GHESQUIERE, 1983, exceto para ACP, onde se preferiu adotar o
sistema Tris-acido citrico pH 7,0 para os tampoes do gel e da cu
ba (Tabela 1), método hoje em dia utilizado no IRHO (AMBLARD

{4

1988)

Por outro lado, no que diz respeito a determinacao ge
notipica, verificou-se impossivel a distingao entre o homozigoto

1-1 e o heterozigoto 1-2 para o loco MDHG, na forma proposta por
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GHESQUIERE, 1983, que previa a existéncia de dois alelos (ldhl e
Mdh2) neste loco. Os dados mais recentes sobre o determinismo ge
nético neste loco (GHESQUIERE, 1985, AMBLARD, 1988) proopocem a
existéncia de 2 alelos sendo um deles nulo, dando origem a somen

te 2 fenOtipos, de acordo com nossas observacoes.

As esterases presentes em extratos de tecidos vegetais
sao, normalmente,codificadas por varios locos, em geral polimdrficos,
produzindo fenotipos de dificil interpretacao genética tal como
relatado por TANKSLEY e RICK (1980) para tomate, KAHLER e ALLARD
(1281) em cevada, REBORDINOS e DE LA VEGA (1988) em trigo e GOOD

MAN e STUBER (1983) em trabalhos com milho.

Neste sentido, os estudos realizados na Franca com es
terases presentes em extratos de polen (GHESQUIERE, 1983) identi
ficaram um grande numero de bandas em padroes de baixa repetibi
lidade. O exame deste material em focalizacao isoelétrica em dois
gradientes de pH mostra a existéncia de varias iscenzimas com nI

variando entre 4,0 e 6,5.

Os resultados com o emprego desta técnica sao consis
tentes em apontar a presenca de 2 alelos em 1 loco, preliminarmen
te denominados de EstEl e EstE2. As Figuras 6 e 7 mostram gue as
mesmas amostras apresentam o mesmo fendtipo nos dois gradientes

de pH estudados, para a regiao E.

Apesar das evidéncias que sustentam esta hindtese, a
confirmacao do controle genético das variantes destacadas na re
giao E dependera de estudos futuros gue incluam a analise de ge

ragaes segregantes de cruzamentos controlados.
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Hibridos Fl e seus respectivos parentais, em gradien
tes de pH ainda mais expandidos, poderao elucidar o controle ge
nético de outras isoesterases presentes em extratos de pdlen,con
siderando-se somente aquelas que hidrolisam a ligacao éster de

4-metil-umbeliferil-acetato.

5.1.2. Fronde de Palmeiras Adultas

As dificuldades observadas na manutencao da atividade
enzimatica inicial de tecidos foliares de dendé, apds solubiliza
cao,,ja eram esperadas e estao associadas a presenca de altos teo

g
res de compostos fendlicos e da acao sobre estas de fenol oxida
ses. Trata-se de fendOmeno bem estudado que, nao raramente, dire
ciona as pesquisas para tecidos de manuseio mais simples como pd
len, tecidos da semente, materiais estiolados, plantulas, folhas

cotiledonares, dentre outros (LOOMIS e BATTAILE, 1966; LOOMIS,

1969 e 1974).

De maneira geral, estudos com material foliar adulto
implicam no estabelecimento e na laboriosa execucao de complexos
protocolos de solubilizagéo (SANTOS, 1990). Por outro lado, a
existéncia de protocolos que utilizam tecido foliar no preparo
de extratos para eletroforese, permitem que a variabilidade de
isoenzimas seja prontamente estudada, especialmente em colecgoes
de germoplasma de espécies perenes, O que tem muita importancia
para se estabelecer esauemas de cruzamentos em projetos de melho

ramento genético.

Os resultados obtidos para os sistemas enzimaticos es

tudados, exceto esterases as quais foram exclusivamente analisa



66

das em pdolen, mostram padroes eletroforéticos de material foliar
muito semelhantes ao de pdolen para SKDH, IDH, PGI, PGD e ACP. As
maiores diferencas foram observadas para oOs sistemas enzimaticos
MDH e PGM conforme se vé nas Figuras 9 e 10, de acordo com resul

tados nao publicados obtidos no IRHO da Franca (AMBLARD, 1988).

As comparagoes dos padroes isoenzimaticos de pdlen e
fronde de dendé mostraram que os locos MDHA, MDHB e PGMA nao se
expressam em frondes de palmeiras adultas. Neste caso, além da
facilidade de manuseio, trabalhar com pdlen tem a vantagem adi
cienal de permitir o estudo de um maior numero de locos enzimaticos.

P

Pelo menos dois mecanismos parecem atuar na expressao
diferencial dos padroes observados em pdOlen e fronde. Inicialmen
te; MDHA, MDHB e PGMA parecem estar sendo regulados geneticamen
te, sob a agéo de fatores desconhecidos, de modo a nao se exnres
sarem no estagio fisioldgico do tecido foliar empregado. Fendme
nos como estes desempenham vapel fundamental em estudos sobre a
regulacao genética durante o desenvolvimento de tecidos(SCANDALIOS
e BAUM, 1982). Em segundo lugar, modificacoes epigenéticas pare
cem ser responsaveis pelas diferencas fenotipicas observadas ao
nivel do loco PGMB (WOLD, 1981). Casos como estes, onde homozigo
tos de uma mesma enzima podem ser representados fenotipicamente
em tecidos diferentes por 1 ou 2 bandas, conduzem a dificuldades
para o estabelecimento do controle genético de algumas formas iso

enzimaticas.

O controle genético destes dois sistemas isoenzimati
cos foi determinado, da mesma forma que os outros estudados nes

te trabalho, através do exame da segregacao de cruzamentos con
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trolados (GHESQUIERE, 1983). Adicionalmente, os resultados da
comparagao de padroes de fronde e polen concordam com a decisao
de se considerar como produto de 1 loco o conjunto de bandas vi

sualizadas na regiao MDHG e o estabelecimento de 2 locos de PGM.

Os resultados obtidos permitem a pronta analise de
germoplasma de dendé a partir de frondes, sem que seja necessa
ria a obtencao de pdlen, especialmente em periodos de  vprodugao
de inflorescéncia femininas ou durante a imaturidade (primeiros
-3 anos). Estes resultados podem ser facilmente comparados com de
terminacoes genotipicas feitas a partir de pdlen, para agueles

»
locos que se expressam nestes dois tecidos.

5.2. VARIABILIDADE GENETICA PRESENTE EM POPULACAO DE DENDE SUBES
PONTANEO DA BAHIA

De um total de 31 alelos pnresentes nas procedéncias
africanas, 21 foram identificados em material subespontaneo da
Bahia considerando-se os 9 locos estudados em ambos os casos. Es
te valor s6 & menor do gue aqueles obtidos em Camaroes (22) e em
Angola (24), resultado de certa forma surpreendente para mate
rial exdtico. Os alelos ausentes nas localidades amostradas no
estado da Bahia apresentam freqliéncias que variam de 0,00 a 0,42

em populacoes africanas como node ser observado na Tabela 12.
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Tabela 12. Fregliéencias em procedéncias africanas de 11 alelos
identificados na Africa mas ausentes em populagao su

bespontanea do estado da Bahia.

Alelos Freqliéncias Observadas por Procedéncia
Cos Ben Nig Cam Ang Zai

AcpA3 0,18 0,02
Pgdo 0,07
Pgd3 0,07 0,09
Pgid 0,17 0,08
Idh2 D, 15
PgmAO 0,05 0,08 !
PgmAl 0,04 0,04
PgmA3 D,07
PgmA4 0,42 0,04
PgmB1l 0,33 0,01
PgmB2 0,11

Egg; Presenca na procedéncia respectiva

‘ | Tambem ausente na procedéncia respectiva

A Tabela 12 mostra que os 1l alelos ausentes na Bahia
estao igualmente ausentes no Zaire, 8 estao ausentes no Benin e
Nigéria, 7 nao foram identificados em CamaroOes e Angola e, fi
nalmente, 6 também nao estao presentes na Costa do Marfim. Além

disso, alelos que estao presentes em freqliéncias intermediarias

na Costa do Marfim (PgmBl, f = 0,33; AcpA3, £ =0,18; Pgi4, f =
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0,17), Benin (Pgm4, f = 0,42; PgmB2, f = 0,11) e Nigéria (Idh2,
f = 0,15) nao foram identificados em material subespontdneo da

Bahia.

Esta analise indica que a origem do material subespon
taneo deve se localizar em poucas das procedéncias africanas es
tudadas. Isto porque € de se esperar que alelos de freqliéncias
intermediarias fossem identificados na Béhia da mesma forma que
alelos raros de algumas procedéncias africanas nao fossem encon
trados no material introduzido. De qualquer modo, deve-se sempre
considerar que algumas procedéncias estudadas possuem base gené

-
tica bastante estreita, além do grau de selecao artificial a que

foram submetidas, como &€ o caso, principalmente, do germoplasma

da Costa do Marfim e do Benin utilizados nestas analises.

Além disso, outros aspectos chamam a atengéo no que
diz respeito a composicao genética do material subespontaneo da
Bahia. Inicialmente, percebe-se que nenhum alelo se encontra fi
xado, ainda que alguns possam ter sido perdidos apOs introducao.
O numero médio de alelos por loco polimorfico (AP) para material
subespontaneo igual a 2,33 (Tabela 5) & aproximadamente igual a
média dos valores obtidos para as seis procedéncias africanas
(2,40) e superior aos valores obtidos para Costa do Marfim(2,13)
e Zaire (2,25). Adicionalmente, nota-se que as maiores diferencas
entre as procedéncias residem na composigao caracteristica de ca
da populagao no que diz respeito a alelos raros, principalmente
no que se refere aos locos PGMA e PGMB. Além disso, dos 21 alelos
identificados na Bahia, 17 (81%) sao encontrados em pelo menos 5
das 6 procedéncias africanas estudadas (Tabela 6). Em funcao des

tes numeros, pode-se inferir que os fenOmenos responsaveis pela
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reducao da variabilidade, apOs introdugao, nao foram de grande

magnitude.

De acordo com BARRETT e HUSBAND, 1990, se o tamanho de
uma populagao fundadora como a da Bahia fosse pequena o suficien
te de modo a proporcionar deriva genética de grande magnitude,
seria de se esperar alta diminuigao no numero de alelos, aumento
da endogamia e diferenciagao entre populagoes. Além disso, a he
terozigosidade média observada deveria diminuir da ordem de 1/2N
por geragao. Todos os valores mostrados nas Tabelas 4, 5 e 6, he
terpzigosidade média inclusive, indicam gue o material introduzi

-
do deve ter sido amostras razoavelmente representativas de algu

mas poucas procedéncias africanas e que o tamanho da populacao

fundadora nao teria permanecido pequeno por muitas geracoes.

Estas afirmarivas encontram respaldo no fato do dende
ser espécie predominantemente aldgama, produzir em média mais de
1.500 sementes por cacho, contar com insetos polinizadores efi
cientes (Elaeidobius subvittatus), também introduzidos no Brasil
(LUCCHINI e MORIN, 1984) ,possuir eficientes mecanismos de disper
sao de sementes (aves, homem) e, ainda, encontrar condigaes eco
logicas similares aquelas verificadas na Africa em ampla faixa

do litoral do estado da Bahia.

5.3. ANALISE DE ADERENCIA A LEI DO EQUILiBRIO DE HARDY-WEINBERG
E DO COEFICIENTE DE CRUZAMENTO (F)

Dados sobre o equilibrio de Hardy-Weinberg mostram que
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para os dez locos estudados, trés (PGD, IDH e PGMB) nao se encon
tram em equilibrio. A maior parte do valor de x? calculado para
PGD (13,7) deve-se a diferenca entre o valor observado (5) e o
esperado (1,4) para individuos de gendtipo Pgd2-Pgd2, o mais di

ficil de ser determinado experimentalmente.

De uma maneira geral, nota-se que o nimero de homozi
gotos observado €& superior ao esperado pelo equilibrio, demonstran
do um déficit em heterozigotos de certa forma esperado para ma
terial introduzido.

Os numeros de individuos esperadosf nas diversas clas
ses genotipicas dos locos estudados, quando se assume o valor es
timado de F (16,9), produzem valores de X’ quase sempre inferiores
aqueles esperados pela lei de equilibrio de Hardy-Weinberg e

nao significativos (Tabela 7).

O valor estimado de F indica, ainda, que foram verifi
cados importantes desvios da panmixia em populacoes de dendé subes

pontaneo.

Este valor relativamente alto de F pode ser explicado
de duas maneiras. Primeiramente, a amostra utilizada nos calculos
de F foi composta por 31 familias de meios-irmaos.Adicionalmente,
€ provavel que as primeiras populacoes ou agrupamentos de palmei
ras introduzidas da Africa tivessem tamanho bastante reduzido,
ocupando areas proximas a fazendas ou em torno de peguenos povoa
mentos. Nestas condig6es, a endogamia teria sido um processo im
portante para a reducao da variabilidade genética ao nivel destes

pequenos agrupamentos.
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ApOs terem sido abandonadas as plantagoes dos tabu
leiros costeiros, deu-se inicio a processo de colonizagao que
culminou com a ocupagao praticamente integral destas areas, dando
origem a populacao praticamente continua, ainda hoje existente

ao longo da estrada que liga Santo Antdnio de Jesus a Camama.

Com a evolugao do processo de colonizagao e com o au
mento do fluxo génico foram criadas condigoOes para restauracao par
cial da variabilidade genética, ainda que mantida de acordo com

estrutura apresentando o excesso de homozigotos observado.

5.4, DISTANCIAS GENETICAS

Os resultados obtidos para as distancias genéticas en
tre as 7 procedéncias (6 Africanas e subespontanea da Bahia) apre
sentados na Tabela 9, mostram alta identidade genética entre o
material subespontaneo da Bahia com Angola (D = 0,025) e Zaire
(D = 0,051). Por outro lado, os valores relativamente altos de D
obtidos para Bahia com Costa do Marfim (1216) e Benin (0,134)
sao indicativos de pouca identidade genética entre o material su

bespontaneo e estas duas procedéncias africanas.

Estes dados estao de acordo com aqueles discutidos an
teriormente em termos de variabilidade genética onde se
evidenciou que a composicao genética do material subespontdneo da
Bahia, em termos de alelos raros e intermediarios &, aproximada
mente, aguela identificada no Zaire e Angola e contrasta com os

dados obtidos para Benin e Costa do Marfim.
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Com relagao aos dados de procedénciasafricanas (GHESQUIE
RE, 1985) evidencia-se o fato que os valores das distancias gené
ticas aumentam a medida em gue sao maiores as distancias geografi
cas entre procedéncias. A Figura 8 mostra uma distribuicao orde
nada de acordo com a posigao geografica das procedéncias no Con
tinente Africano. Claramente, os maiores valores de distancia sao
observados entre Costa do Marfim e Benin e as outras procedéncias
(Figura 8). Ainda que estas constatacoes reflitam um certo grau
de diferenciacao geografica entre procedéncias, parte deste re
sultado deve ser creditada ao grau de selecao artificial e a bai
xa representatividade verificada ao nivel do maEerial utilizado
no exame das procedéncias Costa do Marfim, Benin e Nigéria (GHES

QUIERE, 1985).

De qualquer forma, os valores de distadncias genéticas
obtidos estao de acordo com a estratégia até entao empregada pe
lo IRHO na producao de hibridos F comerciais, onde se procuram
as melhores combinagoes entre materiais de caracteristicas gené
ticas contrastantes (MEUNIER e GASCON, 1972; GASCON et al.,
1981). Neste particular, ja ha bastante tempo se reconhece o al
to valor em cruzamentos de material 'Deli' (palmeiras do tipo'Du
ra', selecionadas na Malasia e Indonésia) e 'Pisifera' de diver
sas origens africanas. Por outro lado, cruzamentos entre palmei
ras 'Dura' e 'Pisifera'! de uma mesma origem estao sempre entre
os piores resultados (GASCON e DE BERCHOUX, 1963 e 1964;ESCOBAR,

1980; GASCON et al., 1981).

Os efeitos da depressao pela endogamia em cruzamentos
de materiais genéticos de diversas procedéncias africanas e asia

ticas foram estudadas por GASCON et al., 1969).



74

Mais recentemente, GHESQUIERE (1985) apresenta dados
que mostram uma alta correlagao entre os valores de distancia ge
nética e dados de produgao de cruzamentos entre 'Duras' de Ango
la e palmeiras de diversas origens. De acordo com o esperado pe
los valores de distancia, os melhores resultados foram obtidos
em cruzamentos entre as procedéncias Angola e Costa do Marfim,em 4 es
tacoes de pesquisa localizadas em 3 paises africanos (Costa do
Marfim, Camaroes e Benin). Os piores resultados foram observados

em cruzamentos do tipo Angola x Angola.

¢ Analogamente, espera-se que selecao de palmeiras 'Du
F 3

' de material subespontaneo da Bahia produzam bons resultados

ra
em cruzamento com palmeiras 'Tenera' ou 'Pisifera'selecionadas de 1linha
gens africanas da Costa do Marfim e do Benin ou das procedéncias

asiaticas mais tradicionais.

Na hipOtese de se identificar 'Teneras' com caracteres
favoraveis para cacho e fruto em germoplasma de dendé subesponta
neo da Bahia, outra linha de melhoramento seria o teste destas
palmeiras em cruzamentos com duras 'Deli', dos quais se poderia

esperar alto grau de heterose.

Nas duas abordagens acima joga-se com a alta probabi
lidade de serem selecionadas, em material subespontaneo da Bahia,
palmeiras 'Dura' de Angola e 'Tenera' do Zaire procedéncias que

mostraram maior identidade genética com Bahia.



5.5. ANALISE DE MISTURA RACIAL e ot

Existem determinadas situagoes em estudos populacio
nais onde o maior interesse reside em se verificar a contribuicao
proporcional de ragas ou origens distintas na composicao de popu
lagcoes hibridas. Este objetivo ficou claramente explicitado no
trabalho de KRIEGER et al. (1965) ao determinar o grau de mistu
ra racial de populagOes humana do nordeste brasileiro e nos estu
dos de LOBO et al. (1989) sobre a diferenciacao e mistura racial
em populagoes de abelhas africanizadas no Brasil.

-

Os resultados obtidos sobre a proporcao de origens afri
canas na composicao do material subespontaneo da Bahia, utilizan
do abordagem cientifica e metodologia idéntica aos dois trabalhos
anteriormente citados, mostram gue as maiores contribuigaes sao
fornecidas por material de Angola e do Zaire, com pequena parti
cipagéo de germoplasma da Costa do Marfim (Tabelas 10, 11, 14 e
15). Os altos valores dos desvios-padrao observados sugerem gue
os niveis de amostragem praticados, principalmente no que se re
fere as procedéncias africanas estudadas, precisam ser ampliados
de modo a se aumentar a precisao das estimativas de freqliéncias
génicas e genotipicas para os locos estudados. O loco IDH &€, no
vamente, bastante informativo na explicacao deste tipo de proble
ma. Como ja foi dito, Idhl apresenta f = 0,25 em material subes
pontaneo da Bahia e f = 0,04 no Zaire. Por outro lado, de acordo
com GUESQUIERE (1983) em 7 descendentes da linhagem YA3 (origina
ria do cruzamento das procedéncias Yawenda e Eala, ambas do Zai
re) e fregliéncia de Idhl foi estimada em 0,21, muito proxima,por

tanto, dos valores observados em material subespontaneo.
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Melhorando-se os niveis de amostragem, certamente se
aumentara a precisao das estimativas de mistura racial
mas isto nao devera provocar alteragOes significativas nos resul
tados obtidos, haja visto o discutido anteriormente sobre a ana
lise da presenga e auséncia de alelos raros ou freglientes nas di

ferentes procedéncias africanas.

Estes dados estao de acordo com outras analises fei
tas nesta tese, tais como distancias genéticas e o exame da va
riabilidade genética presente nas procedéncias estudadas.

4

No seu conjunto, estes resultados dizem respeito aos
materiais genéticos empregados e aos niveis de amostragem prati
cados, considerando-se a representatividade de determinados cru
zamentos controlados em relagcao a variabilidade genética presen

te nas seis procedéncias estudadas.

O conhecimento atual credita a introducao do dendé no
Brasil aos escravos africanos que foram trazidos para a América
durante o periodo colonial (MILLER, 1968; citado por HARTLEY,1977).
E possivel, também, que os colonizadores portugueses tenham par
ticipado, simultaneamente, da introdugao desta palmeira, assim
como o fizeram em relacao a outras culturas, como o café e cana-

de-agucar.

Na hipoOtese de terem sido os escravos os maiores res
ponsaveis pela introducao do dendé no Brasil, seria de se  espe
rar uma composicao genética bastante heterogénea para o material
- subespontaneo da Bahia. Isto porque foram trazidos escravos de

todas as procedéncias estudadas neste trabalho, além de varias
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outras (RODRIGUES, 1977).

Como todos dados aqui apresentados, mistura racial in
clusive, apontam para importante contribuicao de germoplasma de
Angola e Zaire na composigao genética do material subespontaneo
da Bahia, poder-se-ia imaginar que destes paises tenham imigrado
mais escravos para a Bahia ou que, por alguma razao, destes pail
ses tenha sido introduzida maior proporgcao de sementes de dendé.
Neste ultimo caso, o papel dos colonizadores portugueses teria
sido fundamental. Negros africanos e seus descendentes usavam o
O0leq de dendé, de forma rotineira na sua alimentagao, razao da

o
importancia da introdugao do dendé no novo continente.

Deve-se considerar, no entanto, que as condigoOes de ex
trema peniria e degradacao humana pela qual passavam OS escravos
antes e depois de embarcarem nos super lotados navios negreiros,
desprovidos de quaisquer bens materiais (PIERSON, 1971), nos le
vam a imaginar quao dificil seria para estes seres pensarem em
carregar algumas sementes ou, pior, cachos de dendé para poste
rior disseminacao no Brasil. Neste sentido, seria mais 106gico pen
sar que os colonizadores portugueses se desincubissem desta tare

fa com maior facilidade.

Os estudos sobre o comércio de escravos estao cerca
dos de incertezas que impedem o estabelecimento de fortes asso
ciacOes entre as procedéncias de escravos e a origem do dendé
subespontaneo da Bahia. Sabe-se por exemplo, que oOs navios ne
greiros registravam somente o Ultimo porto africano dentre os

muitos em que teriam atracado antes da viagem para o Brasil. Além

disso, durante os cerca de 300 anos de comércio, varias traves
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sias foram feitas sem registros, seja por auséncia de obrigacgao
em determinados periodos seja para evitar a fiscalizacao depois
que o comércio foi declarado trafico em 1811, por pressao dos
ingleses (RODRIGUES, 1977; PIERSON, 1971). As proibicOes legais
feitas ao comércio de escravos, ao mesmo tempo que contribuiram
para desacreditar as estatisticas aduaneiras, limitaram o trafi
co portugués de escravos a costa ocidental africana entre 8 e 18
graus de latitude sul, a partir dessa época. Por outro lado, e}
trafico de escravos trazidos do Golfo da Guiné continuava tao for
te como antes com a participagao de navios de outras nacionalida

des, algumas vezes financiados por capital inglés (RODRIGUES,

-~

1971) .

SALDANHA (1957), citado por GROVE e NANCE (1973), ge
neraliza e simplifica demasiadamente a questao da imigracao de
negros para o Brasil. De acordo com este estudo, negros Bantos,
originarios principalmente de Angola, Zaire e Mocambique foram
levados fundamentalmente para a costa entre o Maranhao e Para ,
Alagoas e Pernambuco com posterior migracao para o Ceara, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo. Por outro lado, a imigragao

de negros Sudaneses, oriundos de Gana, Benin, Nigéria e Costa do

Marfim foi dirigida principalmente para a Bahia.

Em contraposigéo ao discutido acima, somam-se as cita
coes sobre a imigracao de negros de Angola diretamente para a Ba
hia (SALZANO e FREIRE MAIA, 1970; PIERSON, 1971 e RODRIGUES

I

1977).

Calcula-se que cerca de 1 milhao de escravos de Ango

la entraram no Brasil entre 1815 e 1859 (PIERSON, 1971). Este au
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tor, referindo-se ao comércio com Angola, afirma: "os navios cru
zavam diretamente entre portos brasileiros da Bahia, Pernambuco,
Rio de Janeiro, Maranhao, e os portos de Angola, Sao Paulo de
Loanda Benquela e, principalmente, Novo Redondo". No tocante aos
resultados de mistura racial de dendé, esta afirmacao & bastante
significativa uma vez que uma das duas populagcoes de Angola estu

dadas neste trabalho & Novo Redondo.

De qualquer modo, parece haver consenso sobre a impor
tancia da Bahia como centro de chegada e distribuicao de escra
ves de diversas procedéncias africanas (SALZANO e FREIRE MAIA ,
1970; PIERSON, 1971). Mais ainda, existem evfééncias de gue na
vios portugueses procedentes de varios paises africanos passavam

pelos portos de Angola antesde cruzarem o Atlantico (RODRIGUES,

1977} .

Ainda que nao seja possivel se determinar a importan
cia relativa dos escravos e portugueses na introducao do dendé
no Brasil, os dados de mistura racial sobre a composicao genéti
ca de material subespontaneo estao de acordo com quaisquer das

hipoteses mais provaveis.
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: 6. CONCLUSOES

1. O germoplasma de dendé amostrado nas areas de maior
ocorréncia, nos tabuleiros costeiros do estado da Bahia, detem
parte importante da variabilidade genética identificada a nivel

da espécie, para os sistemas isoenzimaticos estudados.

2. A comparagao dos resultados obtidos com material
subespontaneo da Bahia e seis procedéncias africanas de dendé in
dicay/que o material encontrado no Brasil possui composicao gené
tica fortemente influenciada por material genético de Angola e
Zaire. Com base nestes resultados, boas combinagoes hibridas sao
esperadas do cruzamento de palmeiras 'Dura' selecionadas em mate
rial subespontaneo com palmeiras 'Tenera' ou 'Pisifera' de mate

rial africano da Costa do Marfim e Zaire.

3. A focalizacao isoelétrica de extratos de pdolen de
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dendé permitiu a identificacao de varias isoesterases que hidro
lisam substrato fluorogénico. Os padroes fenotipicos observados
na regiao E (EstEl e EstE2) sugerem que, o controle genético des
tas duas esterases & determinado por dois alelos codominantes e

gue a enzima tem estrutura monomérica.

4. A metodologia apresentada para a solubilizacao de
isoenzimas a partir da folha numero um de palmeiras adultas e os
padroes eletroforéticos obtidos para este material permitem gque
plantas no ciclo reprodutivo feminino ou no estagio de imaturida
de sejam prontamente analisadas. Os resultados com material fo

-

liar sao comparaveis com aqueles obtidos gom pdlen, para os lo

cos que se expressam nestes dois tecidos.
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. /. RESUMO

O programa de melhoramento do dendé, conduzido pela
EMBRAPA, orienta os cruzamentos de forma a produzir hibridos in
traespecificos entre procedéncias geneticamente distintas. Para
isto, torna-se necessario conhecer o nivel de variabilidade den

tro e entre populagoes, naturais ou melhoradas, e como estas es

tao geneticamente relacionadas.

Este trabalho analisou a variabilidade isoenzimatica
existente em amostras de palmeiras pertencentes a 31 progénies de
polinizacao aberta, formadas a partir de cachos que foram obtidos
em pontos de coleta ao longo da rodovia gque liga os municipios
bahianos de Santo Antdnio de Jesus a Camami, area de maior ocor

réncia de dendé subsespontaneo do pais.

Utilizou-se a eletroforese em gel de amido de extratos
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de pblen para o exame de 9 locos de 7 sistemas enzimaticos a sa
ber: Isocitrato desidrogenase (IDH - EC 1.1.1.42), Malato desi
drogenase (MDH - EC 1.1.1.37); Fosfoglicomutase (PGM - EC 5.4.2.2),
Fosfatase acida (ACP - EC 3.1.3.2), Fosfoglico desidrogenase(PGD
EC 1.1.1.44), Fosfoglicoisomerase (PGI - EC 5.3.1.9) e Shikimato desi
drogenase (SKDH - EC 1.1.1.25). Esterases que hidrolisam substra
to fluorogénico (Est - EC 3.1.1.1) foram estudadas utilizando-se
a focalizagao isoelétrica de extratos de pdlen em gel de polia

crilamida em dois gradientes de pH (4,0-6,5 e 4,5-5,4).

. Dados de eletroforese foram comparados com aqueles ob
r
tidos de pesquisas anteriores utilizando a mesma metodologia em

amostras de seis procedéncias africanas de dendé.

Tomando-se por base as analises de distancia genética
e mistura racial realizadas, pode-se concluir que a composigao ge
nética do material subespontaneo da Bahia contém, aproximadamen=
te, 67% de participagao de germoplasma de Angola, 33% do Zaire,
considerando-se os niveis de amostragem praticados e a nature

za dos materiais empregados nas analises.

O exame das isoesterases, pela focalizagao isoelétri
ca de extratos de polen, revelou a existéncia de um grande nime
ro de bandas distribuidas em 5 regioes de atividade arbitraria -
mente definidas. Os padroes fenotipicos observados na regiao E
sugerem que o controle genetico de duas variantes 'identiticadas
em um loco € determinado por dois alelos codominantes (EstEl e
EstE2) e que a enzima tem estrutura monomérica. As freqliéncias
destes dois alelos na amostra analisada foram estimadas em 0,54

e 0,46 para EstEl e EstE2, respectivamente.
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Adicionalmente, estabeleceu-se metodologia para a ex
tragao de isoenzimas de folhas adultas. Dentre os sistemas enzi
maticos estudados, diferencgas fenotipicas significativas foram
observadas para MDH e PGM. A analise dos zimogramas de pdlen e
folha mostra que os locos MDHA, MDHE e PGMA nao se expressam em
tecido foliar. O método desenvolvido permite gque se analisem co
lecOoes de germoplasma em fase de imaturidade ou palmeiras em ci

clo reprodutivo feminino.




85

. 8. SUMMARY

EMBRAPA's 0il Palm Breeding Program employs crossings
that will result in intraespecific hybrids between genetically
distinct procedences. Therefore, the level of variability within
and among natural or breeding populations is being determined as

well as how these procedences are genetically related.

The isozyme variability present in oil palm samples
derived from 31 open pollinated progenies were analyzed. The
mother trees of these progenies were taken from an area with the
highest occurrence of subespontaneous o0il palms in Brazil along

the road that connects the counties of Santo Antonio de Jesus and

Camamu.

Starch gel electrophoresis was employed to examine nine

loci for seven enzyme systems in pollen extracts. These systems
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were Isocitrate dehydrogenase (IDH - EC 1.1.1.42),Malate dehydro
genase (MDH - EC 1.1.1.37), Phosphogluco mutase (PGM - EC 5.4.2.2),
Acid phosphatase (ACP - EC 3.1.3.2), Phosphogluco dehydrogenase

(PGD - EC 1.1.1.44), Phosphogluco isomerase (PGI - EC 5.3.1.9)and
Shikimate dehydrogenase (SKDH - EC 1.1.1.25). Fluorogenic estera
ses (Est - EC 3.1.1.1) were studied employing isoelectric focu

sing (PAGIF) in two gradients(4.0-6.5 and 4.5-5.4).

Data obtained from starch gel electrophoresis were
compared with those derived from other studies which employed the
same methodology for the study of samples from six african proce
dences. Analysis of genetic distances and rac;al admixtures indi
cate that proportions of approximately 67% of germoplasm from

Angola and 33% from Zaire were found in the subespontaneous sam

ple studied.

Examination of isoesterases by PAGIF of pollen extracts
revealed a great number bands distributed in 5 arbitrarily defi
ned regions of activity. The phenotypic patterns obtained for
region E suggest that the genetic control for two variants identi
fied at one locus is determined by 2 codominant alleles (EstE1l
and EstE2) and that the enzyme has a monomeric structure. The
frequency of these two alleles in the analyzed samples were esti

mated at 0,54 and 0,46 for EstEl and EstE2, respectively.

A methodology for the extraction of isozyme from adult
leaves was also established. Among the different enzymatic systems
studied, significant phenotypic differences were observed for

MDH and PGM. A comparative analysis of the zymograms obtained from
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pollen and leaves, shows that the MDHA, MDHB and PGMA loci are
not expressed in foliar tissue. This methodology permits the ra
pid analysis of immature germplasm collections or of palms in

their feminine reproductive cycle.
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ANEXO 1. Analises de cachos para % frutos normais (FN), peso mé
dio de fruto (PMF), percentagem de polpa no fruto(P/F),
percentagem de amendoa no fruto (A/F) e percentagem de
6leo na polpa fresca (O/PF) e seca (0/PS), referentes a
95 cachos amostrados durante prospecgao nos tabuleiros
costeiros do estado da Bahia, 1981.

AMOSTRA AREA FN PMF P/F A/F O/PF O/PS

1% 2 85,20 10,10 55,91 15,44 47,62 76,80
2% 2 76,41 4,35 47,23 16,89 47,12 81,60
3% 2 75,41 5,09 41,61 21,20 42,59 79,60

2 87,98 13,86 49,82 9,16 44,25 76,30

2 86,69 1:;11 39,18 14,34 42,40 70,20

* 2 85,21 8,87 48,76 12,46 47,03 11,10

2 86,11 9,49 47,13 11,27 43,77 T2 590

2 87,65 13,39 45,41 12,73 48,63 78,53

1 85,90 10,99 43,49 16,06 46,31 79,30

10 1 89,59 13,66 46,77 c3,17 29,93 64,70
11 1 86,88 9,10 42,43 11,54 43,58 73,90
12 1 86,64 13,75 46,70 11,64 33,83 69,60
13 1 81,42 10,65 42,30 11,88 38,59 72,00
14* 1 86,70 6,36 45,05 16,59 37,31 71,20
15 1 88,59 15,10 40,73 11,26 22530 54,40
16 1 82,40 6,87 45,32 16,08 44,78 72,00
17 1 85,93 8,94 45,05 18,61 40,47 67,00
18 1 89,98 13,01 56,14 1,23 36,66 68,40
19% 1 89,06 9,32 47,75 13,62 38,88 71,20
20 1 82,72 19,16 46,16 12,57 36,00 72,00
21 1 85,34 18;53 54,66 8,02 46,10 80,06
22 1 83,51 10,89 47,05 12,07 38,00 74,80
23 1 93,09 19,40 51,76 9,49 55,80 80,40
24 1 87,90 12,13 49,91 9,48 45,81 75,60
25*% 2 83,33 15,43 66,31 8,33 52,67 77,00
26 2 88,89 17,83 53,63 9,70 45,30 75,00
27% 2 - 6:;53 55,87 9,72 63,34 84,00
28* Z 88,92 10,54 56,10 10,01 59,52 83,60



CONTINUAGAO
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AMOSTRA AREA FN PMF P/F A/F O/PF 0/PS
29* 2 89,08 6,29 41,48 16,77 30,98 64,00
30 2 79,41 13,01 85,80 4,61 44,97 73,00
31+ 2 83,51 8,66 52,16 10,16 47,86 82,80
32 2 90,21 7,82 43,65 15,59 49,29 80,80
33 2 84,31 9,03 44,83 13,06 29,62 69,20
34 2 88,11 8,25 49,42 13,32 42,46 72,30
35 2 90,91 9,14 49,27 11,70 49,68 84,20
36 2 80,95 7,89 45,17 12,42 48,45 82,40

.37 2 82,32 6,72 45,28 15,32 38,47 78,20
38 2 85,21 12,78 59,50 ~8,06 49,32 82,20
39 2 87,50 12,21 43,59 13,44 40,70 76,80
40 2 . = - - - «
41 2 85,58 9,07 52,38 10,20 39,81 74,00
42 2 88,95 8,42 47,49 14,07 38,02 70,40
43 3 - 11,37 58,67 8,22 49,93 82,40
44 3 88,69 17,35 57,71 9,22 50,16 76,00
45* 3 82,85 9,94 47,10 13,53 22,98 56,60
46% 3 = 8,73 61,74 10,94 58,30 84,00
47* 3 - 12,13 60,47 12,16 51,36 85,60
48* 3 85,19 10,54 54,41 10,25 47,27 76,00
49 3 84,23 11,62 57,23 12,69 47,88 80,60
50 3 86,71 15,30 56,30 8,50 67,21 97,40
51 3 85,13 18,95 51,95 13,43 46,91 76,40
52% 3 = - - - - -
53 3 84,49 11,01 62,12 7,81 47,39 78,20
54 3 87,92 14,58 51,22 9,60 38,59 71,20
55 3 89,72 13,33 55,59 9,41 56,33 81,40
56 4 86,89 9,32 42,17 12,34 22,24 55,60
5% 4 - 13,08 56,76 9,36 28,16 44,00
58 4 87,33 11,90 51,38 9,66 29,72 61,40
59 4 88,59 11,12 51,49 9,89 43,50 75,00
60 4 87,35 9,29 53,45 11,84 44,72 73,80
61 4 85,10 14,67 55,90 10,60 45,44 74,00
62 4 88,27 10,45 50,37 11,05 46,66 77,00
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CONTINUAGAO

AMOSTRA AREA FN PMF P/F A/F P/PF 0/PS
63 4 85,75 10,82 46,86 10,26 51,83 82,80
64 4 84,02 11,26 50,62 11,32 42,86 75,20
65 4 83,95 8,29 61,09 8,87 37,27 72,80
66 4 85,59 12,19 57,07 9,85 50,85 80,20
67 4 83,33 11,38 52,17 11,11 45,83 78,20
68 4 91,55 17,74 53,56 6,62 34,50 70,40
69 4 87,24 13,86 40,86 9,95 43,93 76,80
70* 5 85,28 9,76 64,06 9,28 41,90 72,00

L 71* 5 81,16 7,99 57,45 9,20 30,58 66,20
72*% 5 79,89 9,57 51,23 0,04 45,67 78,20
73* 5 - 8,46 57,86 9,34 52,59 79,20
74 5 77,95 10,10 51,83 8,91 50,60 74,20
75 5 85,17 14,40 58,42 7,33 36,45 72,60
76 5 75,15 6,83 54,21 10,04 28,94 67,00
77 5 78,64 13,16 54,07 9,80 44,23 81,60
78% 5 78,84 9,23 55,15 9,21 15,30 47,80
79 5 85,05 15,26 57,50 8,13 41,06 80,20
80* 5 81,33 8,50 47,06 15,29 47,72 79,00
81* 5 - 12,55 43,72 13,15 49,10 72,10
82 5 87,37 11,84 54,42 7,81 52,05 77,00
83* 5 79,82 7,89 48,35 12,17 35,23 68,80
84* 5 - 11,71 56,53 10,25 49,27 78,20
85* 5 - 13,20 94,16 4,50 53,59 77,00
86 5 72,86 12,38 60,22 7,74 47,12 73,40
87 5 85,31 17,60 61,35 7,24 43,92 73,20
88* 5 - 14,81 56,31 7,12 48,02 74,80
89 5 84,29 10,33 53,92 9,87 36,86 68,00
90* 5 - 18,50 52,01 8,45 38,91 76,00
91 5 90,06 11,69 51,56 10,13 41,89 68,00
92 5 87,50 18,56 64,80 5,55 41,70 77,80
93* 5 - 11,83 52,24 8,03 48,36 74,40
94 5 85,07 12,35 45,65 12,87 52,55 87,00
95%* 5 88,76 11,48 50,39 12,72 49,87 77,20
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CONTINUAGAO

AMOSTRA

X TOTAL 85,22 11,50 52,38 10,99 43,48 77,55
(0) (3,91) (3,39) (8,32) (3,01) (8,85) (7,89)

X SELEGAO 83,51 10,00 52,81 11,65 44,96 75,08
(o) (4,08) (3,06) (6,39) (3,49) (10,33) {(8,19)

* Amostras selecionadas para plantio no BAG-Dendé.

** Areas: 1 - Valenga Sul; 2 - Valenca Norte; 3 - Taperoa-Itube

-

ra; 4 - Camamd; 5 - Santo Antdonio de Jesus.

OBS. Neste trabalho considerou-se somente trés areas, conforme

consta no item Material e Métodos.
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ANEXO 2. Resultados das analises para determinagao genotipicadas

101 amostras de polen de dendé subespontadneo ‘dos tabulei

ros costeiros da Bahia.

E ! PQM IDH SKDH MDH PGI PG ACP EST
ASTRA & é A B A G

A35712° 19 1 2-2 3=3 1=3 2-2 12 141 - - 1-1 14
A315210 19 1 2-2 3-4 1-1 2-2 2-2 1-1 2-3 1-1 1-2 1-2
A315208 19 1 25 33 1-1 2-2 141 1-1 12 1% 1-1 13
A315009 14 1 2-5 3-3 1-4 1-2 1-2 1-1 1-3 1-1 1-1 1-1
A314913 14 1 5-5 3-3 1-1 2-2 1-2 1-1 1-1 1-1 2-2 1-1
A315008 14 1 25 3-3 4-4 2-2 1-2 1-1 2-2 1-1 2-2 1-2
. A3ISTI0 27 2 22 33 153 IE 32 1-1,1-3 1-1 1-2 1-2
A315108 27 2 2-2 3-3 1-3 1-2 22 1-1 1-3 1-1 2-2 2-2
A3I5109 27 Z 25 23 3 22 29 ¥ 9 1 i 22
A3l4663 02 2 22 3-3 44 12 12 14 4 39 3 ia
A314308 02 2 2-2 3-3 3-3 2-2 1-1 0-0 1-3 1-1 1-2 1-2
A314604 02 2 - - - 12 = 11 - 1-1 1-2 2-2
A316018 03 2 2-5 3-4 4-4 2-2 1-2 1-1 1-2 1-1 1-1 1-2
A314110 03 2 25 3-4 3-4 - - 1-1 3-3 1-1 2-2 1-1
A314108 03 2 25 3-3 3-4 - - 1-1 3-3 1-1 2-2 1-1
A314409 01 2 2-2 3-3 1-1 2-2 1-1 0-0 1-2 1-1 1-2 1-2
A314408 01 2 25 3-3 1-4 1-2 1-1 1-1 2-3 1-1 1-2 1-2
A314410 01 2 2-2 3-3 3-3 2-2 1-1 0-0 22 1-1 - 1-2
o048 31 2 = = 33 -2-2 12 00 12 31 23 322
A315217 31 2 22 3-3 3-4 1-2 1-2 1-1 1-2 1-1 1-2 1-1
A315221 31 2 25 3-3 1-3 22 22 MBi1o 190 & 12
A35420 25 2 22 3-3 1-3 2=2 12 11 33 11 2% 23
A315602 25 2 2-2 3=3 34 22 1 I 12 12 E. 33
A315419 25 2 2-2 3-4 1-1 - 1-2 111 22 1-1 12 2-2
ANI5812 20 2 2-2 3-3 33 392 11 ¥ B2 12 12 322
A315616 20 2 25 3-3 34 12 12 11 12 11 12 .12
A315407 20 2 22 3-3 44 2-2 141 11 1-3 11 12 1-2
AZISMNY 2§ 3 55 3-3 -3 22 1-2 11 22 22 22 1-2
A31S015. © 28 2 25 BR...33  -2- 12 111 12 .31 232 13
AS18504 98 3 - JETRa 33 o~ 3 12 IS oS o Eg
A3NE506 228 2 022 33 1-4 22 --= 19 171 14 12 1=
Y 06 2 32 393 3.3 22 171 111 12 1 11
T S TR T e T . B R ID e M P WO i

el canadh
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E PGM IDH SKDH  MDH PGI PG ACP EST
AMOSTRAS & é A B A G

A315005 06 2 2-2 3-3 3-3 - - 111 - 1-1 12 1-1
A315405 85 5 2-5 3-4 3-4 2-2 2-2 1-1 1-1 1-1 1-1 1-2
A314205 8 5 5-5 3-4 3-4 2-2 1-2 1-1 1-1 1-1 1-1 1-1
A314203 8 5 2-2 3-3 4-4 2-2 2-2 1-1 1-1 1-1 1-2 1-1
A315704 90 5 2-5 3-3 3-5 2-2 1-2 1-1 1-2 1-1 1-1 1-2
A315705 90 5 - 4-4 4-4 11 1-2 1-1 - - - 1=2
A315713 90 5 - 33 1-3 2-2 1-1 1-1 2-2 1-1 1-1 1-2
A315609 95 5 5-5 3-3 3-4 1-2 1-2 1-1 1-3 1-1 1-2 2-2
A315610 95 5 2-2 3-4 3-4 1-2 2-2 1-1 1-2 1-1 1-2 1-2
A316219 95 5 2-5 3-3 4-4 2-2 2-2 1-1 1-2 1-1 1-2 1-2
A315708 71 5 2-2 3-3 3-4 22 2-2 1-1 1-1 1-2 1-1 1-2
A315312 71 5 2-2 3-3 ° 3-4 2-2 2-2 1-1, 1-1 1-2 1-1 1-1
A315710 71 5 5-5 3-4 3-3 1-2 2-2 1-1 1-1 1-1 1-1 1-1
A316011 72 5 2-5 3-3 3-3 2-2 1-2 1-1 1-3 1-1 1-2 1-2
A316120 72 5 2-5 3-4 4-4 2-2 1-2 1-1 1-1 1-1 1-2 1-1
A316007 72 5 2-2 3-4 4-4 2-2 1-1 1-1 1-2 1-1 1-1 2-2
A316119 72 5 2-5 3-4 1-4 1-2 1-1 -1 1-1 1-1  1-2
A315317 73 5 2-2 4-4 4-4 1-2 2-2 1-1 - - 1-1 1-2
A314608 73 5 2-5 4-4 4-4 1-1 - 1-1 1-2 1-2 1-1 1-2
A314611 73 5 2-2 3-3 4-4 1-1 2-2 1-1 1-3 1-1 1-2 2-2
A316107 70 5 2-2 3-3 3-3 2-2 1-1 1-1 - - 1-2 2-2
A314406 70 5 2-5 3-3 3-3 2-2 1-1 1-1 1-3 1-1  1-2 2-2
A314403 70 5 22 3-3 3-3 2-2 1-1 1-1 2-2 1-1 2-2 -
A316110 70 5 2-2 3-3 3-4 1-2 1-2 1-1 1-2 1-1 2-2 1-2
A315910 81 5 2-2 3-4 3-4 2-2 2-2 1-1 1-3 1-2 1-1 2-2
A314619 81 5 2-5 3-4 1-3 2-2 1-2 1-1 2-3 1-2 1-1 2-2
A315908 81 5 2-2 3-4 3-4 2-2 2-2 1-1 1-1 1-1 1-2 1-2
A315811 80 5 2-5 3-3 14 2-2 - 1-1 3-3 1-1 1-1 1-1
A314716 8 5 2-5 3-3 1-3 1-2 2-2 1-1 1-3 1-1 1-1 1-1
A314715 80 5 2-2 3-3 44 12 - 1-1 3-3 - 1-1 1-1
A315205 78 5 5-5 3-3 4-4 1-2 2-2 1-1 2-3 1-1 1-1 1-2
A314006 78 5 2-2 3-3 4-4 2-2 2-2 1-1 2-3 1-1 - 2-2
A314002 78 5 2-5 3-4 4-4 2-2 - 1-1 1-1 1-2 1-2 1-2
A314505 84 5 2-2 3-4 14 12 2-2 1-1 1-1 1-1 1-1 2-2
A314504 84 5 - 3-3 14 1-2 2-2 1-1 1-1 1-1 - 2=2
A314503 8 5 2-2 3-3 4-4 1-1 1-2 1-1 1-1 1-1 1-1 1-1
A315803 83 5 2-5 4-4 4-4 2-2 1-2 1-1 2-3 2-2 1-1 1-1
A314302 83 5 2-5 4-4 1-4 2-2 1-2 1-1 1-1 1-2 1-1 1-1
A314304 8 5 2-2 4-4 1-1 2-2 1-1 1-1 1-1 1-1 121 -
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§§ ié PQM IDH SKDH MDH PGI PGD ACP EST
AMOSTRA ¢, A B e
A315718 83 5 5-5 3-4 1-1 2=2 1-2 1-1 1-1 1-2 1-1 1-1
A315304 88 5 2-2 3-3 1-4 2-2 1-2 1-1 1-3 1-1 1-2 1-2
A315302 88 5 2-5 3-4 3-4 2-2 - 1-1 3-3 1-2 1-2 1-2
A314105 88 5 - 44 44 12 - 11 1-1 - 1=2 2=2
A314908 93 5 2-5 34 44 1-1 2-2 1-1 1-1 2-2 1-1 1-2
A314907 93 5 - 34 34 2-1 2-2 1-1 1-1 2-2 1-2 1-2
2314910 93 5 2-2 4-4 4-4 1-2 1-2 1-1 1-2 2-2 1-2 1-=2
A315310 48 3 2-5 3-4 1-1 2-2 1-2 0-0 1-1 1-1 - 1-1
A315309 48 3 2-2 3-3 1-1 2-2 2-2 1-1 2-2 1-1 2-2 2-2
A314812 48 3 2-2 3-3 44 2-2 2-2 1-1 2-3 1-1 1-2 2-2
A313705 45 3 2-5 3-4 1-4 2-2 2-2 1-1 - - 11 -
A313704 45 3 2-5 3-3 . - 12 12 1-1 33 1-1 12 -
A314906 45 3 2-5 3-3 4-4 2-2 2-2 1-1 1-1 1-1 1-1 1-1
A314904 45 3 2-5 3-3 1-1 2-2 2-2 00 1-3 1-1 1-1 1-2
2314706 46 3 2-5 3-3 1-3 2-2 1-2 0-0 1-2 1-1 1-2 1-2
A314708 46 3 2-2 3-3 1-4 1-2 1-2 1-1 1-2 1-1 1-1 1-2
A315117 46 3 2-2 3-3 1-4 2-2 1-1 1-1 2-3 1-1 1-2 1-1
2315118 46 3 2-2 3-3 34 2-2 - 1-1 2-2 1-1 1-2 1-1
A315508 47 3 25 33 1-4 2-2 1-2 1-1 2-3 1-1 2-2 1-2
A314112 47 3 2-2 33 44 2-2 2-2 1-1 2-3 11 2-2 1-2
A314115 47 3 2-5 3-3 4-4 2-2 1-2 1-1 1-2 1-1 1-2 2=2
A315509 47 3 R - 1-1 - 33 141 2-2 1-1
A314508 49 3 2-2 3-3 - 22 1-1 11 12 11 22 11
A314805 49 3 2-2 3-3 3-3 2-2 2-2 1-1 1-2 1-1 1-2 1-2
A314802 49 3 2-2 34 1-3 2-2 1-2 0-0 1-1 1-1 1-2 1-1
A314803 49 3 2-2 3-3 1-4 1-1 - 1-1. 1-3 1-1 1-2 2-2
A315103 52 3 2-5 3-3 34 2-2 2-2 11 1-3 1-2 22 1-2
A314102 52 3 2-2 3-3 14 2-2 2-2 1-1 1-1 1-1 1-1 11
A315514 52 3 25 3-3 3-3 2-2 1-1 1-1 - 1-1 2=2 1-

-




