JOSE FRANCISCO HEFLING

Blclogo

REAQUES SEROLOGICAS COM

ANTTGENOS PRESENTES EM SEMENTES DE

Coffea arablica L.

Tese apresentada ao Instiiuto de Biologia
da Universidade Estadual de Campinas, pa

ne. obtengdo do Zitule de Mestre em  Cién

Orientador:

Prof. Dr. AVELINO RGDRIGUES DE OLIVEIRA

Campinas - Sao Paulo

1975

UN]CAMF’
LIOTECA CENTRAL



Ao Prodessor Douwtor AVELINO RODRIGUES UE OLTVETIRA,
verdadeine clentista e amigo que me proporeionou
alim de toda ondentacdo cientifica e profissional,
aguilo que 40 e pode esperar de um  verdadeino
Mestre.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A todos aqueles que direte ou indiretaemente coniribui
ram para gue esse trabalho pudesse ser realizado, os quals,
quer pele orientageo, incentivoe, fornecimento de material, e&u

xflie e sugesitdes, concorreram efetivamente para & execugao e

apresentac¢ac dessa Tese.

Prof. Dr. Avelino Reodrigues de 0Oliveira
Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologis Ga

UNTCAMF ;

Prof. Or. Zeferino Vaz, Magnifico Reitor da

Universidade Estadual de Campinas;

Prof., Dr. Walter August Hadler, Diretor do
Instituto de Blologla da UNICAMP;

Prof. Dr. Aldo Focesi Jdnior
Departamento de Bioquimica, Institutoc de Biaologia da

UNICAMP;

Prof. Dr. Marconi Freire Montezuma

Diretor da Faculdade de Educacao da UNICAMP;

Prof. Dr. Humberto de Arauvjo Rangel
Departamento de Micreobiologia e Imunologia, Instituto de

Biolaogia da UNICAMP;

Prof. Dr. Alvaroc Santos Losta

Segao de Virologia - Instituto Agronomico de Campineas;

Dr. Alcides Carvalho

Se¢ao de Genética - Instituto Agranomico de Campinas:

Prof. Dr., Gerd Walter Mbller

Segao de Virologia - Instituto Agronomico de Campinas;



Frofa. Nilce Correa Meirelles
Departemento de Biegguimica, Institute <

UNICAME; y

Ora. Dixier Marozzi Medina

Secao de Citologia - Insiltuto Agronumic -
34 £

Prof. DOr, Benediteo A, QOliveirs
Departamento de Microbiclogia 2 Imuncloyw .

Biologia da UNICAMP;

Prof. Dr. Antonic Celso Novaes Magalhaes
Departamento de Botanica, Instituto de F
UNICAMP ; -

Praf. Dr., Quive S. Tahin _
Departamento de Bilogquimica, Institulo de

UNICAMP ;

Demaie bolsistas e funcionadrios do Dapar e

guimica do Instituto de Biologie da UNICAMP
Srta. Iene Salgados
Srta. Kikyo Yamamoto;
Srta. Maria Helena Pompeu:
Sr. Antonio Frutuozo Leite;

Sr. Francisco Carlos de Freitas:

Em particular & minha esposa Eloisa ca I if

Faculdade de Educacgédo da UNICAMP.



I N D

i
o
T

pagina

I = RESUMOG .. .vcciinvvann e s a e e e e 01
I7 - ABSTRACT B T T T T T T T - 03
ITI ~ INTRODUCAD ......... T S T T T s 05
IV - REVISAO DE LITERATURA R I 07

V—MATERIP\LEMETDDOS L T R T R T T T O R T T T T T T T R R S 1]

A. Fonte de materiol o oot smessoonsenonsena . 11

1. Plantaes utilizadas no experimento se.evssn 11
N = o ' o - S 12
1. Preparo dos antigenos ceverviristeanranansan 12
2. Esquems de IimUNIZAGAET tvs et tennoennsns . 12

3. Sangria, preparoc e conservagaao dos antisso
TGS E 4= om osoeow nE oUW OB @ L F %N 4 o KA N & F & dFoEoIE W w1 om oo 13

4. Testes seroldgicos de dupla difusdo e imy

NOR1EeLroforE88 it st i cs s et vt ons 13
5. Eletroforese das S5~-NaCl de C.8.A «aviar s 14
B. Determinagao de protefnss (..o iiieinceannn 14
VI - RESULTADDS '..ll.‘.l'-'.‘l‘ll'.l"'-.....‘..'Il.. 18
A. Determinagac do titulo dos antissoros........ 18

B, Testes seroldgicos de dupla difusac e imuno
EletrofOrEBEE v it v i vt s st s can s e s anss 17

C. Influencia do tampac, distancias entre os ori

ficios © tempo de colocagao dos reagentes em

testes serolagicos v.ocia...... Veene e Pt e 17
D. Determinacac do teor profteiC0 teeeevoreeansne 13

E. Eletroforese em gel de &8ZaAr' «irviasssasnscaan 20

VII = DISCUSSAD v iie v innnmrsannanatsanroninniscnnsnnss 34
VIII - CUNCLUSGES 4 B &4 F & 4 & ¥ vA p F 4 § & 4 ¥ 7T F FFF AL BN N F P F NN AR RN 39

IX - LITERATURA CITADA o ven et ecassnsnnusannnsnassn . 41



Figura

INDICE DAS FIGURAS

Reagoes de dupla difuséo em gel de agar a 1% (Ve
ronall), mostrando as linhas de precipitacao: A -
antissoro C.a.A; [(A-8) antissoro C.a.A (FDj,
(C-D} antissoro C.a.A (S-NaCl) e antigenaos (1)
Arabica, (2] Amareleo Botucatu, (3) Caturra Verme

lho, (4) Mistura Arabicges e oo e v e nontorsnsennesss

Reagoes de imunoelgtroforese em gel de agar a 1%
(Veronall, mostrando as linhas de precipitacao

AS - antissoro C.a.A; A - antissoroC.a.A{S-NaCl) ,
B - antissoro C.a.A (FD), C - antissoro = C.a.A

(FD); e antdigenos (1) Arabica, (4) Mistura Arabi

cCa L L R A L A N A NN NN R

Reagoes de dupla difusdo em gel de agar a 1% (Ve
ronal}, mostrando as linhas de pracipitagan: A -
antissoro C.a.A (S5-Nall) e antigenos (1l}Arabica,
(2) Amarelo Botucatu, [3] Caturra Vermelho; {4)
Mistura Arabica; distancia entre os orificios

(A-F) 5mm e (G~L) 7mm; intervalo de tempo entre

colocagao do antfgeno e depois o antissorc 0O, 1,

2, 3, 4 e 5 horas nas duas sequéncias de letras,

rESpEDtiVamEHtB-....--q...-...--...-.---.......1

a?

Reagdes de dupla difusao em gel de agar a 1
{(PBS), mostrande as linhas de precipitagho: A -
- antissoro C.a.A (S-NaCl) e antigenos (1) Arsbi
ca, (2) Amarelo Botucatu, (3) Caturra Vermelho,
(4) Mistura Arabica; distancia entre os orifi

cios (A-F1 5 mm e (6-L) 7mm; intervalo de tempo

Pagina

23

24

25



Figura

entre colocagao do antigenc ¢ depois o antisso
ro 0, 1, 2, 3, 4 e 5 horas nas duas sequencias

de letras, respectivemente...uveeueseae.. ey

Reagoes de dupla difuséo em gel de agar a 1%
(salina), mostrando as linhas de precipitagao:
A - antissoro C.a.A {S-NaCl) e antigenas (1)
Arabica, (2] Amarelo Botucatu, (3) Caturra Ver
melho, (4) Mistura Arabica; distancia antre os

orificios (A-F) 5 mm & (G-L) 7 mm; intervalo

de tempo entre colocagas do antigeno e depois -

o antissoro 0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5 horas nas duas

sequéncias de letras; respectivamente ........

Reagoes de dupla difusao em ager a 1% (Salina)

mostrando as linhas de precipitagao: A - antis
suro C,a.A (3S-NaCl) & antigenaos (1) Arabica,
(Z) Amarelo Botucatu, (3) Caturra Vermelho,

(4) Mistura Arabica; distancia entre os orifd
cios (a-f)} 5 mm; intervalo de tempo entre colo
cagao do ant{geno e depois o antissoro O, 1, e
4 horas; na sequencie de letras (a-f): interva
1o de tempo entre colocagao do antissoro e de
pois o antigeno 0, 1.e 4 horas na sequdncia de
letras {d—f]..;............t..................
Reagbtes de imunoeletrocforese em agar a 13 (Ve
ronall, mostrando as linhas de precipitagao:
AS - antissoro C.a.A [(S-NaCl) e antigenos (1)

Arabica, (4)Misturs Arabica; distancia entre

Pagina

28

27

28



Figura

1laC

11

os orificios (A-C) 5mm; tempos de B0, 80 e 120 mi

nutos de eletroforese; 5 miliamperes/lamina..... .
Reagoes de imunoeletrofarese em agar a 1% (Vero
nall, mostrande as linhas de precipitagac AS - an

tissoro C.a.A (S-NaCl) e antigencs (1} Arabica,
(4) Misturae Arabica;distancia entre os oarificios

(A-C) 7mm; tempos de 60, 90 e 120 minutos de ele

troforese; 5 miliamperes/l1amina. s veieseneenes e
Reagdes de imunoeletroforese em agar a 1% Vero
nall, mostrando as linhas de precipitaqéo:AS - an

tissore C.a.A {5-NaCll e antigenos (1) Arabhica,
(4) Mistura Arabica; distancia entre os orificios
(A-C) 9 mm: tempos de 60, 90 e 120 minutos de

eletroforese; 5 miliamperes/laminGeces v acenronse

Eletroforese comparada em gel de agar a 1% (1-2)
S-NalCl de C.a.A em Veronal; (3-4) S-NaCl de C.a.A
em PBES. Tempos de 30 e 60 minutos, respectivamen-

tB lIllIlilI‘lll‘llllltlllIllDIIIIl!IllI!I.I..lIlI

Curvas obtidas em densitometria das eletroforeses
em gel de agar a 1% em Tempao Veronal: (1) C.a.A

tempo de 30°; (2) C.a.A tempo de B0'uivuincareens

Pagina

30

31

3z

33



Quadro

1

INDICE DOS QUADROS

5

Resultodo dos testes pare determinacdo do titu
lo dos antissoros obtidos pela inoculagan cam

antfgencos de sementes de C.a.A ..... e e

Valores de proteina sollvel em Cloreto deo So
dio 2,5% obtidos de sementes de café pelo méto
do de Folin-Lowry em relagao ao peso seco da

farinha delipidificada .....,.. e et cae e

Pagina

15

22



[ - RESUMO

Na tentativa do estabelecimento de correlacgho en
tre a taxonomia e a constituigdo proteics das plantas, substan
cias extraidas de sementes do cultivar Arabica de Coffea arabi
ca , especificamente a farinha delipidificada e a fragio solld
vel em cloreto de sodio 2,5% (FD e S~NaCll, foram utilizadas

como antigenos no preparc de antissoros.

Os testes seroldgicos (dupla difusao e imunoeletro
forese) permitiram a observag&o de linhas de precipitagao tipi
cas. indicando serem as substzancias empregadas como antigenos
(FD e S-NaCl) capazes de reagadao imunolégica especi{fica com o
homologo cultivar Arabica de Coffea arabica e apresentram rea
Caa cruzada com oS heterdlogos (cultivar Amarelo Botucatu Ca

turra Vermelho e mistura de plantas do cultivar Arabical.



-

fais resultados, sugerem a existencia de substancias presentes

(W

nas sementes com valur imuncganice, isto e, induzem & forme

-~ - 1 ] 1 . T
goo de anticorpos quando uytilizadas como antigenos.

Procurou-se identificar ss substancias sollveis em
cloreto de sodio 2,5% extraides da farinha delipidificada das
sementes atraves de testes de eletroforese em gel de ggar a 1%
do cultivar Arabica (planta individual). Os resultados obtidos
mostiraram a presenga de pelo mencs dols componentes com mebili
dsde eletroforética. €ssa mobilidade foi menor quando se utili
zou tampac PBS 0,01 M pH7,D comparado com tampao Veronal 00,0250
pHﬁ,S. Testes serologicos de duple difucao e inunceletroforese
foram realizados para se verificar o comportamento imunologico
dos antissoros para Coffea &abica contra os antigencs homdle
go e heterdlogos empregados. Os resultados obtidos sugerem a
existéncia de pelo menos trés (3) determinantes antigenicos co
muns & todos os cultivares utilizados. Tais resulfedos .indicam
possibilidades de utilizagao de técnica em estudos de relacgbes

de afinidade filogenetica.

Variagoes qualitativas foram verificadas nos tes

tes seroclogicos de dupla difusao e imunoeletroforese guando se

introduziram alteragoes nesses reacoes quanto ao tampao empre

gado, distancias entre os oriffcios e tempo de colocagao dos
reagentes (antigeno & antissoro). Os resultados indicam a im
poertancia da padronizagac dos testes para a sua aplicacgaco em

estudos de sistematica.



i1 - ABSTRACT

Antigens soluble in 2,5% NaCl (S-NaCl) and the de

lipified ssed meal (FD} obtained from meture seeds of Coffeda

arabica were used for specific antisera preparations.

The results of cross serological reactions cbserved
in agar double diffusion and immunoelectrophoresis tests between
Coéﬁea'a&abiaa cultivars allowed tha observations of typical
precipitation lines. These results showed that the substances
employed as antigen (FD and S-NaCl). were able to giﬁe immunclg
gical cross reaction.

The presence of least two components were observed

In veronal buffer 0.025M pH 8.6 agar eletrophéresis and there
was less mobility when a PBS 0.01M pH 7.0 buffer was utilized,



Qualitative varietions In the precipitation lines

were ohserved in double diffusion and immunoecloectrophoresis

B 58

rological tests when changes in type of buffer, distances be
tween orifices and time of addition of reagents (antigen and

antiseral were introduced IiIn the experiment.



111 - INTRODUGAO

As pesguisas no campo da sistematica-quimica, evo
luiram na medida em gue se desenvolveram os trabalhos de qué
mica dos produtos naturais de hioguimica, de enzimologisa, de
imunoquimica, ete. Assim, espécies vegetals afins, qus apre
sentam grande numero de caracteres comuns, passaram a ser com
paradas quimicamente,para melhor identificagao. A aplicacao de
tecnicas especificas para o estudo de padroes proteicos tem tam
bém contribuido para o conhecimentc das relagoes inter e intra

" M
especificas.,

0 género Coffea vem sendo estudado por virios pes

gquisaderes sob aspectos de sistemdtica, evolugao, genética, ci-

tologia, estc. Estudos citoldgicos demonstraram que as especies



de Cegffea estudadas san dipldides, com 22 cromoesomas somati

cos, com excegav de Ceffea arabice gue € tetrapléide,embora se

encontre também outras séries poliploides.

Modernamente procura-se agrupar as especies com ba
se na sua censtituigao proteica. U emprego des substancias  so
10veis extraidas de sementes e folhas cotilecdonares de cafe,
tem indiéadm possibilidades de aplicag2o em Sistemética,DLIUE£

RA eX af. (1872), OLIVEIRA ef af,(1873) e PAYNE et ak.{(1973).

0 objetivo do presente trabaslho foi desenvolver tec
nicas para serem aplicadas a taxonomia do genero Codfea em ge
ral e ao programe de melhoramentc des variedades & cultivares
em particular. Com a finalidade de contribuir, para o esclare
cimento das origens da Coffea arabica foi feito,inicialmente,
um estudo das tecnicas de isolamento e identificacao, assim co
mo o preparc de antissoros especificos para as substancias das
sementes. Padronizada uma metodologia especifice para Coffea
arabica, introduziremos tails técnicas as demals espécies de
Cogfea. Tal procedimento nos dard um relacionamento interespe
cifico, indicands o grau de parentesco dos provaveis ances
trais de Coffea arabica. Nosso interesse, portanto, & um estu
do filogenelico dessas espécies, com base no isolamento e iden
tificagao das substancias de sementes das espeécies considers

das proximas a Coffea arabica.



IV - REVISAO DE LITERATURA

A idéia de estabelecer relagoes entre a morfologia

e os grupos de substanciss guimicas para elaboragao de um siste

ma de classificagdo das espécies vegetais, € antiga. PETIVER
(1863), publicou um trabalho no qual menciona a correlagao de
"rertas substancias guimicas” e certos grupocs morfologicos gm

Umbelliferae, Labiatae, etc. (cf. SILBERSCHIMIDT, 183861}.

Um sistema de classificagao que.maicr desenvolvimen
to atingiu, basecu-se em diferengas na estruturea da moléculaprg
teica nas diferentes espécies de plantas. Esssas diferengas nhao
faram verificadas por metodes auimicos, mas deduzidas a partir
de reagao do corpo animal & inoculagao de extrataos de plantas.
HANNIG (19281}, MORITZ (1932) e LINK (1933) em sﬁas investiga



gbes, sugeriram que meétodos seroldglcos poderism ser sperfel
¢oados de modo a se tornarem um Instrumento de velor para 1
sistematica de plantss. LIGSITZIN & ALEXANUROWSKAJTA {1935) =
MOLISCH (1933}, empregaram também metodos quemonsoaisteméticns
para o recenbecimento de substancias proteicas com enfese  em

sistematica de plentas. {cf. SILBERSCHMIDT, 193867,

Cem o desenvolvimento dos trabalhos sobre guimica
dos produtos naturais, botenicos e quimicos passaram & sugE
rir a possibilidade de se utilizar constituintes guimicos em
estudos Ltaxonomlicos. HANNIG (1829), MOLISCH (19337, MACNATR
{1934), WEEVERS (1838), CARLES (1934), {cf. SILBERSCHMIDT,
19368). Destacamos tambem, os trabalhos de KLOZ ef al. (18966
a, bl, KLDSDUA (19663 e MORITZ (1866J.

KLOZ, {1964]:e_GHETIE (18966 a, b) sugeriram que as
proteinss estruturaeis e de reservae poderiam ser empregadas em
estudos de sistemética. STEWARD & BARBER (1864), +traebalhando
com proteinas de fungos do genero Neuxcspora, vérificéram que
a tecnica de eletroforese de disco era de grande utilidade
guando aplicada a problemas de genética e de morfogenetica.
JOHNSON & FAIRBROTHERS (1964) estudaram proteinas dos géneros
e especies de plantas pertencentes as familias Magnoliaceas,
Illiaceae e Schizandreceae e demonsiraram que os dados sobre
o relacionamento com base nas proteinas saoc utilizaveis e po
dem ser complementados com observagoes de outres disciplinas

para avaliagao em sistemdtica,

FAIRBROTHERS & JOMNSON (1864) verificaram gue as
proteinas sollveis em solugao salina, de sementes de plantas
das famflias Cornaceae e Nyssaceae induziram a formagao de
anticorpos especificos duando injetados em coelhos. Testes de
pfecipitaééo indicaram gus espécies de Coxnus podem ser divi
didos em grupos serologicos. Um relacionamento’serolégico foi
obtido com antfgenos de C. flondda e C. Kousa, respectivamen
te, de regiaes.geogréficas distintas. Outros generos e eSpE
cies puderam ser avaliadas serologicamente. FAIRBROTHERS (13966)

demonstrou tambeém, que o estudo das proteinas de plantas do



genero Coanus, Nussa, Pavidie ¢ Carrya stravés de reagtes de
precipitagan e dupla difusao em gel de ager, Ternecem dados im

portantes, gue poadem ser comparados e interpretados em rel

(o

zao & dados obtidos por outras investigacoes no ‘campo da si

tematicea.

FAIRBROTHERS {1968], estudandc proteinas, atraves
de téonicas seruldgicas e de eletroforese de disco de diver
sos partes da planta; come esporos, polem, folhas & sementes
do género Thypha, mostrou gue as sementes sac mals satisfato
rias do que o polem e esperos para avaliagoes em estudos taxo

némicos, mao excluindc porém o usc das demais estruturass.

CHERRY ef af. (1866) demonstraram gque as proteinas
de sementes do generc Gossypium, determinadas pela teécnica de
gel de acrilamida, indidam possibilidades de uma aproximagao
de carater filogeneético entre seis grupos de genomas estuda
dos, onde se verificaram malor sproximagaoc entre certas esSpe

cies, pela observagao dos padroes proteicos,

Segundo FAIRBROTHERS (1971), o emprego das substéﬁ
cias sollveis presentes em extratos de plantas, tem dindicado
possibilidades de utilizagdo em estudos taxenomlcos. Muitas
pesquisas tém demonstrado que extratos de sementes, polem, fo
lhas, tubérculos e esporos, podem ser utilizados dependendo do
procedimento empregado. Em sistematica, tecnicas imunoldgicas
quantitativas = quahﬁathﬂs;_ tem indicado que os dados obti
dos da combinageo de ambos procedimentes podem ser complemen
tadas. Assim, as pesquisés em gquemossistematica tem fornecide
dados gue demonstram ser as caracleristicas quimicas, glamsn

tos valiosos para taxonomistas e sistematicos,

-_Em Coﬁﬁea,'as isoenzimas obtidas de extratos de fo
lhas e sementes, tém fornescide informagoes gue indicam possi
bilidades para utilizecao em estudos taxondmicos. OLIVEIRA et
af, (19721 investigeram proteinas é:isoenzimas cotiledonares
extraidas em cloreto de sdadio 2,5%, e demonstraram que ha pe
lo menos gquatro isoenzimas da desidrogenase malica (MDH) pre

sentes em Coffea arabica e Coffea canephora. OLIVEIRA et al.



(1373), tambeém demonstrarem diferengas detectdaveis entre espe
cies do genero Coffca empregando proteinas totails e isoenzi
mas da desidrogenase melice MDH) de extratos sollvsis de fo
lhas cotiledonares. PAYNE ef af. {(1873), analisaram isoenzi
mas & proteinas de sementes maduras de especies, variedades o
cultiveres do genero Coffea, demonstrendo que esscs dados Sao
utilizasveis em estudos texonomicos e comparaveis com observa

¢oes de outras disciplinas.



V - MATERIAL E METODOS

A. FONTE DE MATERIAL

1. Plantas utilizadas nos experimentos

As sementes dos cultivares testados foram cedldas
pela Secao de Génética do Instituto Agronomico de Campinas. Usa
ram-se sementes de planta individual do cultivar Arsbica de Cof
fea arabica L. n® 10-20-16=7 (C.a.A); de uma mistura de plantas
de Coffea arableca L, cv. Arabica (C.a.A., Mix); e das plantas in
dividuais de Coffea arnablca cv. Caturra Vermelho: n® 477-17
(C.a.CV})s Coffea arabica cv. Amarelo Botucatu n® J-4g-4
{(C.a.A.Baot).



B. METODOS

T

1. Preparo dos antigancs

A metodologia empregeda na extragao das substancias
sollvels em sementes de café, baseou-se naguela utilizada por
JOHNSON & FAIREROTHERS (1965), com modificagoes introduzidas
por PAYNE eX af. (1973).

As sementes foram resfriadas em nitrogenio liquido,
trituradas em moinho tipo Hiiey e transformadas em farinha. Es
ta foi delipidificada com eter de petroles (1:4 P/V) durante
60 minutos (4%C - duas extragoes cade) ¢ leve agitagao (Esque
ma 1 pag.15). Posteriormente fez-se a secagem das sementes {dis
tribuidas uniformemente em papel de filtro a temperatura an
bientel. Em seguida esse materiel foi colocado em acetona (1:4
P/V) durante 12-20 horas a 49C & leve agitagao. Posteriormente
esse material fol secado a temperatura ambiente. A farinha de
lipidificada (FD)} foi transformads em po - particulas de

0,177 mm = peneira de 80 mesh (antigeno 11).

Parte do po fol colocado em NaCl 2,5% (0,10 g/ml NaCl)
e mantido no refrigerador (4°C durante 80 minutos) em agitagaon
constante. Posteriormente esse materliel fol submetido a centri
fugagao (10.000 g. - 4°C) e o sobrenadante foi usado como anti
geno (antfgeno 2). A mesma metodologia foi empregada na prepa

ragao dos demais antfgenos utilizados nos testes serologicos.

2. Esquema de imunizagao

A técnica de imunizagao utilizada para a obtengao
de antissoros especificos para o cultivar Arabica de Coffea
arabica (C.a.A) foi a inoculagdo diretamente no . linfonddulo.

Coelhos pesando em media 2,5 kg, foram inoculados com ant{gg
nos de sementes, (Oliveira, comunicacao pesscall. As injecoes

foram feitas com antfgenos sollveis em cloreto de sdadio 2,5%



(5-NsCl) emul=sionado em adjuvanie de Freund incompleto (15% la
nolina + 75% Nujell em partes igvais (V/V), Alguns conelhos fo
ram imunizados com o antigend (FD)}, emulsionado em adjuvanta de

Freund incompleto (0,10 g/ml de adjuvantel.
3. Sangria, preparo e conservacac dos antissoross

Preliminarmente a injecao do antigeno, fez-se Uma
sangria e o sore normal [(SN], foi censervado no congelador pa
ra tqstes posteriores come controle nas reacgoes seroldgicas
Dez a doze dias ap0s & primeira inoculagéo do antfgeno, inicia
ram~se as sengrias a intervalos ce tempos variados e preparocu-
-se o0 antissoro (AS). Nas sangrias, fez-se um pegueno corte
longitudinal na veia lateral da orelha do coelho & recolhet-se
sangue (10 a 20 ml) em um frasco de vidro. O sangue fol deixa
do em temperaturs ambiente (I & 2 horas) apds o gue permaneceu
no refrigerador durante 24 horas. Em segulida sebarOU“sé 0 50rC
centrifugando-se durante 5 minutos & 10,000 g. (centrifuga
- 3.200 - Eppendorf]. Distribuiu~se o material em ampolas de
plastice (2 @ 3 ml por ampolal, adiciencu-se Mertioclato, numa

concentragao final de 1:10.000.

4, Testes serologicos de dupla difusao e imunoeletro
forese

Para os testes serologicos de dupla difusao e imu
noeletroforese com antissoros obtidos pela inoculaqéo das subi
tancias soliveis em cloreto de sodio 2,5% (S-NaCl) da farinhe
delipidificads do cultiver Arabica de Coffea arabica e direta
mente com a farinha delipidificada (FD), foram utilizados agaf
a 1% em veronal soddico 0,025M pH 8,6, (Veronall tampao fosfato
0,01M bH 7.0 [PBS) e solugac salina_isotanica de pH 7;2—7,4(52
lina) segundo OUCHTERLONY, 1949-1958, 1962, em laminas de mi

croscapio (3,5 ml de agar/laminas de 75X25 mm). Foram feitns

teastes de distancias entrs os orificios e tempos de colocagéo



dos reagentes [antigeno & antisscoro . Essas tres varidveis [fam

peo, distancias dos orificios e tempo de colocagac dos reagen
T —

tezs) foram anelisadas. Os Testes de imumoeletroforese Torem fei

. i1 e - -
tos em agar a 1% Tampao Veronal 0,028M p 8,8 (5 miliamperes/ le
minal)l, Em todos ©os testes servldgicos foram utilizados antissp

ros codificados & com a deata da sangria em parenteses.
S. Eletroforese das S-NaCl de C.a.A

Nos testes de eletroforese com as substancias solg
veis em Cloreto de Sodio 2,5% (S-NaCl) obtidas da farinha deli
pidificadse (FD) do cultivar Arabice de Coffea arabica (C.a.A),
foi utilizado agar a 1% em tampao veronal sodico 0, 025M pH 6,6
{Verongl) e tampao fosfato 0,01M pH 7,0 (PBS) em laminas de
75 X 25 mm . As laminas secas e com linhas de precipitagdo Cora
das com negro de amido (DLIVEIRA, 1867}, foram desenhadas em

ampliador fotografico e fotocgrafadas.
6. Determinacao de proteinas
0O teor de proteinas foi determinada empregando-se o

metodo de Folin-lLowry segunde Lowry e£ af, (1951), com modifica
goes (cf. AMORIM, 1872).



Esquema 1 - Preparo dos antigenos de sementes

T

Sementes

i
resfriamento em nitrogenio 1{quido

moedor tipo Wiley
|
farinha de sementes
+

eter de petrdleo

(duas extragoes - 30 min. cada a 4°C)

secagem a [.A.
S
Acetona

(12-20 horas a 4°C)

secagem a T.A.
ﬁ

farinha delipidificada

+ peneira de 0,177 mm

¥
Fo Farinha delipidificada ultrafina (FD)

+

Antigeno 1

Solugao salina 2,5% (60 min. a 4°C)

? minutos a 10.000g

§h gﬁ

substancias soldveis

substancias insoldveis

em NaCl 2,5% em MaCl 2,5%

S-NaCl

(eliminado)

Antigeno 2 ‘
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VI - RESULTADOS

A. DETERMINACAO DO TITULO DOS ANTISSOROS

Para determinar a concentragaoc de anticorpos presentes
nos soros dos coelhos imunizados (2 com ags substancias solé
veis em cloreto de sodio 2,5% e 2 com a farinha delipidifica
dal}, respectivamente, antissoros para S-NaCl e FO, foram efe
tuados testes de duples difusao em agar a 1%. Os resultados ob
tidos mostraram diferengas no tituld, de anticorpos tal como
ilustra ¢ Quadro 1 pag 731, 0s tftulos maximos obtidos, fo
ram de 64 para hs coelhos imunizados com as S-NaCl & 18 para
0s coelhos imunizados diretamente com FD. 0O soro normal (SN) .

utilizado como controle nao apresentou reagdao.
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B. TESTES SEROLOGICOS DE DUPLA DIFUSAQ £ IMUNOELETROFORLCSE
COM ANTIGENGS HOMOLOGOS E HETERDGLOGOS

¥

0 objetivo desses testes fol o de verificar o cam
portamento imunologico dos antissoros para Coffea arabica ,res
pectivamaente antissoros pare S-Nall e FO. 0s resultados dos
testes serologlcos de dupla difusac em agar com csses antisso
ros contra o homdlogo Codfea akabica ev. Arabieca (C.a.A.) e os
heterologes Coffea arabica cv. Amarelo Botucatu (C.a.A.Bot),
Coggea arnabica cv. Caturrs Vermelho (C.a.CV) e a mistura de
plantas de Coffea arabica cv. arsbica (C.a.A. Mix), mostraram
a formagmo de duas linhas de procipitagéo nas reagoes com 08
antissoreos AS.C.a.A 157 (18.1.74) & AS.C.a.A. 158 (12.2.74).
Nas reacoes com os antissoros AS.C.a.A.. 156 {3.1.74) e AS.C.a.A.
158 (3.1.74), observou-se tres linhas de precipitagdc em ambas

as reagoes, conforme se verifica pelos resultados. da Figura 1 pag.23

Nas experlencias de imunoeletroforese,utilizando-ce
os antissoros ja mencionadoé antericormente, empregando-ée po
rem, somente os antigenos C.a.A e C.a.A.Mix, nas reagoes veri
ficou-se de 1 a 4 linhas de precipitagao, no total dos testes
feitos. Uma e duas linhas de precipitagao foram verificadas nas
reag0es com 0S antissoros AS.C.a.A. 157 & AS.C.,a.A. 159, Nas
reagoes com o0os antissoros AS.C.a.A. 156 e AS.C.a.A. 158 obser
varam-se duas e tres linhas, respectivamente, como mostra a Fi

gura Z pag. 24.

C. INFLUENCIA DO TAMPRO, DISTANCIAS ENTRE 0S ORIFICIOS E
TEMPO DE COLOCAGAO DOS REAGENTES EM TESTES SEROLOGICOS

Como alguns testes seroldogicos feitos com os antigenos e  an
tissoros obtidos demonstraram algumas variagoes nas reacgoes, procu
rou-se determinar se as mddificagﬁes introduzidas acima (item C)
estavam correlacionadas especificamente com o material em ques

tao.



gicos de duple difusaoc em agaer a 1%

et
O

Os testes ssro
com soro anti-S-NaCl foraem efetuasdos, utilizando-se tampao ve
ronsl 0,025 pH 8,65 tampio fosfato 0,01M p” 7,0 e Salina (ja
descritos anteriormente] em gque distancias entre os orificios
(5 e 7 mm) em relagao ac orificio central foram, associadas &
diferentes tempos de colocagao dos reagentes (ant{igenoc e antis
sarn), respectivamente a 0,.1, 2, 3, 4, & 5 horas de coloca@éo
do antiséoro. apos a colocacgao das antigenos Ceffea arabica cv.
Amarelo Botucatu (C.a.A.Bot), Coffea arabica cv Caturra Verme
lhe (C.a.CV), Coeffea arabica cv. Caturra Vermelho (C.a.CV),Cof
g4ea arabica cv, Arahice e a mistura de plantas do cultivar Ara
bica de Coffea arablca (C.a.A.Mix). Os resultados obtides mos
traram duas linhas de precipitagao no suporte agar-Veronal e
PBS nas distancias de 5 g 7 mm Figuras 3 e 4 pag.25-26.Nos tes
tes efetuados em agar-salina Figura 5 pag. 27 verificou- se
uma dnica linha de precipitagao. Em relagao ac tempo de coloca
cao dos reagentes (antigens e antissorol nos testes acima, nao
se observou alteragoes nos tempos empregados, guando - compara

dos.

Testes similares de dupla difusac em agar, a 1% em
pregando-se outro antissoro AS.C.a.A. 156 (3.1.74) utilizando-
-se agar-salina como suporte, colocando-se a zero horas os an
tigenos C.a.A., C.a8.A.Bot, C.a.C¥ & C.2.A.Mix e © ‘antissoro
somente nos tempos de zero horas, 1 e 4 horas apos a colocagao
dos antfgenos, mostraram o aparecimento de tres linhas de pre
cipita@éo a partir de 1 hora de colocagac do antissoro, verifi
cando-se uma reagdo nitida, somente a 4 horas apds. A zero ho
ras de colocagao dos reagentes nao se observou reagac nitida.
Fela comparagao dos resultados expressos na Flgura 6 pég{za ex
periencias em que se inverteu o sistema, ou seje, colocando-se
a zero horas o antissoro e os antigenos respectivamente a zero

horas, 1 e 4 horas apos a colocagac-do antissoro, nao se veri

ficaram linhas de precipitacgao visiveis.

Em sequéencia as modificagoes introduzidas nos tes

tes serologicos, experiencias de imunoeletroforese foram efe



tuadas wtilizancdo-se antissorc AS.C.a.A. 158(016.12.74) contra
somente os crntigenos C.a.A. e C.a.A.Mix onde foram testados
tempos de eletroforese associados as distanciss entre os ori
ficius (antigenos} de 5,7 e 89 mm em relacao a canaleta central
{antissorol}. Conforme sc observa pelos resultados da Figura
7 pag. 29 guatroe linhas de precipitacaoc foram verificadas nas
reacoes feitas em tempos de B0, 90 e 120 minutos de eletrofo
rese na distancia de 5 mm, onde nao se observaram, portanto ,
alteresgoes nessss reagoes, quande (distancia dos oriffciocs e
tempos de eletroforese) foram comparadas. Para os testes fel
tos em 7 mm de distancia, foram observadas nos tempos de GO
e 80 minutos, respectivamente, 3 e 4 linhas de precipitagéopg
ra ambos os antigenos empregados. Ne tempo de 120 minutos de
eletroforese, somente 2-linhas foram verificadas para a anti
geno C.a.A. e tres linhas para C.a.A.Mix, tal como demonstra
a Figura & pag. 30 . No sistems com 8 mm de distancia, observa
ram-se duas linhas de precipitogdo para C.a.A e trés  para
C.a.A.Mix em todos os tempos testados Figura 8 pag. 32 , nao
se observando, portanto, influencia das variaveis {distancia

g tempos de eletroforesel] para esse teste.

D. DETERMINAGRO ﬁO TEOR PROTEICO

Quando se trata da determinagao do teor proteico,
vérios sao os métodos descritos na literstura. Para o café al
gumas dificuldades sao encontradas. Com o objetivo de se ter
uma ideia da concentragao de proteinas das substancias solu
veis de Coffea arabica cv. Arabica e da mistura de plantas des
se mesmo cultivar (C.a.A.Mix}, foi empregado o métodoc de Folin-
-Lowry (1951) por parecer melhor adequado para o cafe. Os de

mais antigenos nao foram testados.

#

Confarme se verifica pelos resultados apresentados
do Quadro 2 pag.22 a andlise de proteinas em relagao ao peso
seco do material, apresentou valores de 0,78% para C.a.A g de

1,13% para C.a.A.Mix.



E. CLETROFORESE EM GEL DE AGAR

Com o fito de se Vverificar o comportamento eletrofo
rético das substancias sollveis em cloreto de sédio 2,5% (S-NaCl)
de Coffea arabica (C.a.A), foram feitos testes de eletroforese

em tampao veranal 0,025M pH 8,6 (veronal) e tampao fosfato 0,0

DH 7,0 (PBS). Testou-se tempos de 30 & 60 minutos de eletrofa
rese, Nos resultados obtidos com Verenal, observeou-se a presen
ca de pelp menos dois componentes cem mobilidade eletrofcréti
ca. As curvas obtidas em densitometria revelaram a existencis
desses componentes, am ambuos os tempos testados, conforme de

monstre a Figura 10 pag. 33.

Conforme se verifica pelos resultados da Figura 11
pag. 34 o0s testes comparétivos feitos com Tampao Veronal e Tam
pao PBS, houve separagac mais lenta dos componentes, com menor
mobilidade eletroforetica nos tempos testados (30 e B0 minutos),

gquando se utilizou Tampao PBS.
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Quadro 1. Resultados dos teetes para determinagio do titulo
dos antissotos obtidos pela inoculacan com antige

nos de sementes de £, a.A.

Coetho  Antigeno nQ de injecoes Codigo do antisscro Titulo S N
NO

156 S-NaCl z AS.C.a,A. 158 16 —
157 FD 3 AS.C.a.A 157 g —
158 S-NaCl 3 AS.C.a.A.158 B4 —

158 FD 2 AS.C.a.A. 158 8 -

(a} Os titulos determinados em testes de dupla difusao em agar,

estac representaedos pelo inverso da diluigao.

{SN] Soro Normal



Quadro 2. Valores de proteins solivel em Cloreto de Sodio
Z,5% oblidos de seienies de cafe (antigeno 2) e
lo método de Folin-Lowry em relagoo ao  p2so se

co cda Tarinha delipidi+iicada.

Porcentagens de proteinas em tres ali

Material guotas das amostras indicadas
la rep. 2a. rep. 3a. rep
C.a.hA o 0,78 - 0,80 0,78
C.a.A.Mix 1,13 1,13 1,18
C.a.A. - cultivar Arabica de Co{ffea arabica
C.a.A.Mix - misture de plantas do cultivar Arabica de

Coffea arabica
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Figura 1. Reagoes de dupla difusao em gel de
agar a 1% (Veronall), mostrando as linhas e
precipitacdo: A - antissoro C.a.A; (A-B)  an
tissoro C.a.A.(FD), (C-D) antissoro Ciidnh
(S-NaCl) e antigencs (1) Arabica, (2) Amarelo
Botucatu, (3) Caturra Vermelho, (4] Mistura
Arabica.



Figura 2. Reagbes de imunceletro
forese em gel de agar a 1% (Vero
nal, mostrando as linhas de pre
cipitagao: AS-antissoro  C.a.A;
A - antissoro C.a.A (S-NaCl), B-
- antissoro C.a.A (FD), C-antis
soro C.a.A (S-NeCl), D - antisso
ro C.a.A (FD); e antigenos (1)
Arabica, (4) Mistura Arabica.
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Figura 3. Reagoes-de dupla difusao em gel de
agar a 1% (Veronall), mostrando as linhas d

precipitaegao: A - antissorc C.a.A  (S-NaCl)
e antigenos (1) Arabica, (2) Amarelo. Botuca
tu, (3) Caturra Vermelho, (4) Mistura Arabi
ca; distancia entre os orificiocs (A-F) 5 mm
e (G-L) 7 mm; intervelo de tempo entre colo
cagao do antigeno e depois o antissoro O,
1, 2, 3, 4 e 5 horas nas duas sequancias de
letras, respectivamente.

i
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Figura 4. Reagoes de dupla difusao em gel de

agar a 1% (PBS), mostrando as linhas de pre
cipitagao: A: antissoro C.a.A (S-NaCl) e an
tigenos (1) Arabica, (2) Amarelo Botucatu,

(3) Caturra Vermelho, (4) Mistura  Arabica;

distancia entre os orificios (A-F) 5 mm e

(G-L) 7 mm; intervalo de tempo entre coloca
gao do antigeno e depois o antissoro 0, 1, 2,
3, 4 e 5 horas nas duas sequencias de letras,
respectivamente.
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Figura 5. Reagotes de dupla difusao em gel de

agar a 1% (Salinz), mostrando as linhas de

precipitagao: A - antissoro C.a.A (S-NeCl) e

antigenos (1) Arabica, (2) Amarelc Botucatu,

(3) Caturra Vermelho; (4) Mistura  Arabica;

distancia entre os orificios (A-F) 5 mm e

(G-L) 7 mm; intervalo de tempo entre colcoca
gac do antigenc e depois o entissoro 0, 1, 2,
3, 4 e 5 horas nas duas sequéncias de letreas,
respectivamente.
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Figura 6. Reagoes de dupla difusac em agar a
1% (Salinal, mostrando as linhas de precipi
tagao: A - antissoro C.a.A (S-NaCl) e antig§
nos (1) Arabica, (2) Amarelo Botucatu, (3) Ca
turra Vermelho, (4) Mistura Arabica; distan-
cia entre os orificios (a-f) 5 mm; intervalo
de tempo entre colocagao do antigeno e de
pois o antissoro 0, 1 e 4 horas na sequencia
de letras (a-f); intervalo de tempo- entre
colocagao do antissoro e depois o antigeno O,
1 e 4 horas na sequéncia de letras (d-f).
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Figura 7. Reagtes de imunoceletroforese em agar
a 1% (Veronal), mostrando as linhas de precipi
tagao: AS - antissoro C.a.A (S-NaCl) e antige
nos (1) Arabica, (4) Mistura Arabica;distancia
entre os orificios (A-C) 5 mm; tempos de 60,30

e 120 minutos de eletroforese; 5 miliamperes/
/lamina.
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Figura 8. Reagoes de imunceletroforese em agar
a 1% (Veronal), mostrando as linhas de precipi
tagao: AS - antissoro C.a.A (S-NaCl) e antige
nos (1) Arabica, (4) Mistura Arabica;distancia
entre os orificios (A-C) 7mm; tempos de 60, 90
e 120 minutos de eletroforese; 5 miliamperes/
/lamina.



Figura 9,Reagdes imunoeletroforese em agar
a 1% (Veronall), mostrando as linhas de pre
cipitagao: AS - antissoro C.a.A (S-NaCl) e

antigenos (1) Arabica, (4) Mistura Arabica;
distancia entre os orifficios (A-C) -3 mm;

tempos de 60, 90 e 120 minutos de eletrofo
rese; 5 miliamperes/lamina.



Figura 10. Eletroforese comparada em gel de
agar a 1%: [(1-2) S-NaCl de C.a.A efm Veronal;
(3-4) S-NaCl de C.a.A em PBS. Tempos de 30
e B0 minutos, respectivamente.



Figura 11. Curvas obtidas em densitometria des
eletroforeses em gel de agar a 1% em Tampao
Veronal: (1) C.a.A tempo de 30'; (2) C.a.A tem
po de 60 minutos.



VII - DISCUSSAD

Os resultados dos testes seroldgicos indicaram gue
antigenos podem ser obtidos a partir de extratos soldveis (em
cloreto de sdédic - 2,5%) de sementes de Coffea arabica para
aplicagiso em estudos de relagoes de afinidade serologica.Estas
observagdes vém confirmar os resultados obtidos par PAYNE el

af. (1973), os gquais demonstraram gue extratos solliveis em ©

(o

relo de sodio 2,5% de sementes, analisados pela tecnica de e

p=
{m

troforese de disco, apresentaram um maior nimerc de bandas pra
teicas do que a de sutros extratos., Para folhas cotiledonares,
melhores resultados-fcram obtidos empregande-se extratos sold
veis em tampao boratc 0,05M + 0,2% NaCl pH 8,0. Ds resultadocs
agqui apresentados e os obtidos por PAYNE et al., sugerem que
fal valor antigenico, se deve, em grande parte, & presenga de

protefinas.



Alguns autores tem empregado extratos soldveis em
estudos taxonomicos. FUKS & TOROS (1966) usaram extratos solu
veis em cloreto de sodio 0,85% de sementes come antigenos pare
aplicagao em estudos dos componentes antigenicos de Coffea.
FAIRBROTHERS (1868), demonstrou gue exiratos de esporos,polem,
folhas ou semsntes sollveis em tampao borato pH 8,0 + 0,2%NaCl
podem ser empregados em estudos de relagoes de afinidade serg
logica. Essas observaegoes, mostram que nao ha um senso comum

em relagaoc ao método empregado na obtengao de extratos s0ld

. + -~ i oA
vels, para aplicagao em estudos serologicos, .

Paralelamente ao emprego dos extratos sollveis de
sementes como antigenos, experiéncias foram efetuadas diretg
mente com a farinha delipidificada ultrafina (FD). Os resulta
dos obtidos nos testes serologicos de dupla difusao Figurs 1
pag. 23 com antissoros para as substancias solﬁveis e a farinhs
delipidificeda em reagao com antigenos (S-NaCl), demonstraram
que os determinantes antigenicos observados apresentam’ identi
dade quando submetidos ao mesmo teste, Tal fato indica gue os
anticorpos obtides como resposta aos determinantes antigénicos
inicialmente sdo os mesmos, sugerindo que hd vantagens em se
vtilizar & farinha delipidificada. Experiencias anteriores tém
demenstrado que, quer seja para polem, folhas, s8sporos ou se
mentes, o emprego de extratos soldveis na obtengao de antige
nos € um processo seletivo para os determinantes antigenicos,
. estando na dependencia do tipo de sollgdo gue se utiliza pars
a extragao. Os antissoros assim obtidos, saoc formados somente
em resposta agqueles determinantes antigénicos que foram solubi
lizados. 0 emprego da farinha de sementes deixa de ser seleti
VO, sendo gQue num processo cbnt{nuo de formagac de anticorpes,
heverla um reconhecimento da estrutura como um todo, tornando
os antissoros assim obtidos, mals capazes para estabelecer di

ferengas especificas.

0Oz resultadaos aqui obtidos nos testes serologicos
de dupla difusao e imunoeletroforese com antissoros para FO e

§-NaCl, permitiram a identificagaoc dos determinantes 'antigéni



cos nas reagoes. (s antissoros utilizedos nas reagoes apresen
taram titulos de 1:16, 1:32 e 1:64 guando determinados pelo
teste de Ouchterlony. Tal fato sugere gque antissoreos de baixo
titulo permite a obtengdc de melhores resultados para aplica
gao em estudos de relagdes de afinidade seroldgica. Estes rg
sultados veém confirmar cobservagoes feitas por KAPALA et alk.
(1875}, cujas analises demonstraram que a comparagao dos anti
genos em estudos serologicos aplicados a cevada, foi grende
mente dificulliadea quéndo sg utilizaram antissoros de alto ti
tulo, sendo a complekidade dos sistemas imunoprecipitantes um
fator limitante na identificagaoc dos determinantes . antigéni

COS.

0 estudo dos sistemas imunoprecipitantes presen
tes nos testes serolégiguﬁ de dupla difusao e imunoeletro?or&
se com os antissoros obtidos e os antigenos ($-NaCl) sugerem,
gue pelo menbs 3 determinantes antigenicos podem ser utiliza
dos em estudos taxondmicos de Coffea arabica . D nimero de 1i
nhas de precipitacao observados para dupla difusao e imunoele
troforese fol, respectivamente, de 2,3 e 3 linhas para o homé
logo cultivar Arablica. Estes resultados concordam com aqueles
obtidos por FUKS & TOROS (1868), os quais trabalhando com es
pécies, variedades s cultivares do género Coffea,demonstraram
gue dentre as amostras, o cultivar Arabica apresentou 3 11
. nhas de precipitagao nas reagoes de dupla difusao e imunoele
troforese. E possivel, no entanto, gue ous determinantes anti
genicos agui observadcs, e agueles obtidos por FUKS & TOROS
nao sejam os mesmos, levando-se a&m conta que a metodologia em
pregada na obtengao dos ant{genos nao fol a mesma. Tais resul
tados ‘sugerem gue essas observag0es nde sao compardveis,estan
do os resultados na dependencia do tipo de antigenoc que se em

prega.

As experiéncies, em gue foram introduzidas modifi
cagbes nos testes seroldgicos de dupla difusédo e imunoeletro
forese indicam gque ha um gradiente de concentragaoc envolvido

em tais sistemas de reacoes, ssndo gue o tipo de tampao, tempo



)
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de colocagan dos reagentes {antfgeno e antissorel s distancio
entre os orificios, podem constituir fatores limitentes nessas
reagoes. Esta idéia se justifice pela variasbilidade observadas
nes reacdes de dupla difusdo Figura 6 pag.28, e nos testes de
imunoeletroforese Figuraes 8 e 9 pag.30-31,onde se verificou que
o tempo de colocagdo dos reagentes e distdncias entre os orifi
cios influenciaram na interpretagéo dos resultados. A obtengao
do Stimo de reacao através de testes de diluigan dos reagentes
e utilizacao de distancias asdequadas entre os orificios, mos

tra por outro lado gue essa variabilidade pode ser evitada.

Os resultacos cbtidos na determinagao do teor pro
teico dos extratos scldveis ds planta individual e da misturs
de plantas do cultivar Arebica estiveram entre valores de 0,75
e 1,13%. Esses resultados foram diferentes dagueles cbtidos
por AMORIM (1972). E possivel, no entanto, gue fatos como a cp
leta, extragac & tratamente das substancias das sementes te
nham influenciade nos resultados obtidos. Alias, esse mesmo au
tor mostra claramente em suas revisoes a complexidade de tais

determinacbes guando aplicadas eo material de cafe.

As experienclas de eletroforese em gel de agar rea
lizadas para a verificacao de bandas proteicas, de substan
cias soliveis do cultiver Arabica mostram qgue essa técnica tem
um poder de resoluga3o menor guande comparada com outras tecni

cas. Observacoes feitas por FUKS & TOROS (18B6), analizando ex

tratos sollveis de sementes psla técnica de eletroforese em
agar e em papel, mostraram apenas uma fragao dos compongntes
para o cultiver Arabica, PAYNE el af. (1973} referem-se as

substzncias sollveis de C.a.A e Ca.a.Mix onde os resultados ob
tidos em eletroforese de disco mostraram a presenga de 8 a 11
componentes com mobilidade eletroforética reveladns pela técni

ca de coloracgao de protefinas. : ,

0 conjunto de dados apresentados no presente traba
lho, particularmente o método de obtencgao de antigencs, o prg
paro de antissoros e a padronizagaoc dos testes seroldgicos de

dupla difusao e imunogeletroforese, indica gue o emprego de téE
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nicas simples e bem padronizadasz, pode contribuir para o esty

do de relagoes de afinidedes sorclégicas aplicdveis aoc género
s

Coffea.



VIII - CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabalho permitem as

seguintes conclusoes:

- a injegao de S~NaCl e FD (farinha de sementes]
de café, induzem a formagdo de anticorpos em coelhos, Os antis
sores obtidos pela inoculagao desses antigenos, reagem com o an
t{geno homb6logo e apresentam reagoes cruzadas com os antigenos
heterclogos tsados nos testes de duplsa difusio e imunoeletro

forese.

s

- o extrato soliivel em cloreto de so6dio 2,5

o

(S-NaC1l) obtidc de sementes de café, contém pelo menos dois com

ponentes de mobilidade eletroforeética diferente.

- a variabilidade observada nas modificagoes in

troduzidas nos testes serocldgicos para o caso especifico de



Coffec arabica demonstram a necessidade de se padronizar as rea
goes. As medificacgces feitas guanto a colocagao dos reagentes
(antigeno e antissoro) em tempos pré~determinados sugerem um
gradiente de concentragao envolvido no sistema e a necessidade
de se testarem diluigoes de ambos os reagentes, para se encon

trar o otimo da reagao,
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