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1. INTRODUGAD

0 estudo da svolugao da especie Loffea arabica L tem sido obje

to de varias pesguisas no Instituto Agroncémico de Campinas. As
informagbes existentes indicam que essa espécis & provavelmen-
te um alotetraploide. Varias espéciss do género Coffea vem sen
do estudadas, tando do ponto de vista genético como citoldgico,
sistematico, evolutivo, etc., a fim de estabelecer as relacgdes

entre espécies diploides e C.arabica.

Os resultados dos cruzamentos entre as espécies Coffea canepho

ra Pierre ex Froehner com Coffes eugeniocides Moore, indicaram

a poseibilidade destas especies estarem envolvidas na origem
da espécie alotetraploide C.arabica, (CARVALHO & MONACOD, 1967.
. Por outro lado, NARASINHASWANY {1962), considera Coffea liberi

ca Hiern e C.gugenioides como ancestrais de C.arabica.

Estudos serolopicos com antigenos presentes emsemsntes de C.ara-
bica foram realizados preliminarmente, visando a aplicagao des
ta técnica na taxonomia de genera Coffea em geral e ao progra-
ma de melhoramento das variedades e cultivares em particular.
Padronizada uma metodolopia especifica para L.arabica, introdu

ziram-se tais técnicas na pesqguisa em questao [(HAFLING, 1975).



NMeste trabalho nds procuramos anallsar algumas especies do gé-
nero Coffea do ponto de vista serologico, com o objetivods.con
tribuir nos estudos das origens da espécie C.arabica e ao pro-
grama de melhoramento das variedades e cultivares em particular.
A analise de anti-soros obtidos contra as substancias spliveis
em cloreto de sédio 2,5% (S-NaCl) e para a farinha delipidificeda
ultrafina (FD), em reacao com antigenos obtidos por tratamentas

diversos de sementes das especies E.arabica. E.canephora, cC.131

berica, E.augsnioides, E.dewevrei_BIE.congensis, foi efestuada

atravds de reacdes serolégicas, com énfase o um estudo das re-

lagdes de afinidade seroldogica entre sssas espacles.



2. REVISAOQD DA LITERATURA

A sistematica, tem a fungio de resolver duas questdes de d1nte-
resze, isto &, coordenar em grupos a enorme variedade de for-
mas observadas na natureza e classificar esses grupos de maneil
ra a permitir o reconhecimento de suas multiplas relacgoes de a

finidade.

A idéia de estabelecer relagoes entre a morfologla e 05 PTUROS
de substancias guimicas para elaboragac ds um sistema de clas-
sificagho das espécies vegetais € antiga. Petiver em 1899, nu-~
blicou um trabalho no qual menciona a correlacdo de "certas subs
tancias guimicas” com certos grupos morfoldgicos como Umbelli-

ferae, lLabiatae, estc. (cf. FAIRBROTHERS, 1868

A prsguisa de metodos para auxiliar o cstudo das afinidades fi.
logenséticas entre espécies vegetals data do inicio deste sécu-
1o. Com base na especificidade das rsagoes entre antigenas 8
anticorpos, MAGMUS (1808) sugeriu s utilizsgao de técnicas se-
rolégicas na taxonomia. Botanicos alemass ficaram eshtusiasma-
dos com as possibilidades de seroclogia nesse campo € canaliza-
ram recursos considerdveis do Instituto de Botanica da liniver-

sidade de K#nigsberg (Alemanha) para estudos da metodologia das



reagbes seroldgicas, (MEZ, 1822) visando s aplicagao dos resul
tados para estabelecimento de uma arvere geneallgica botanica,
(MEZ, 1928].

Antes mesmo de se detectar guimicamente diferengas na estrutu-
ra da molécula proteica nas diferentes espécies de plantas tra
balhos preliminares relatam © desenvolvimento de um sistema,
cujas diferengas nac foram verificadas por métodos guimicos, mas
deduzidas a partir das reacdno do animal 2 injegao de extratos de
plantas,., Hanning em 1929, Moritz em 1832 e Link em 1933 em suas
investigagoes, sugeriram qgue métodos serocldgicos poderiam ser
aperfeigonados de modo a se tornarem um instrumento de valor pa
ra & sistematica de plantas. LISSITZIN % ALEXANDROWSKAJA (1935}
e Molisch em 1933, empregaram também métodos quemossisteméti-
ces para reconhecimente de substancias proteicas com enfase em

cistematica de plantas {cf. SILBERSCHMIDT, 19361,

Com o desenvolvimento dos trabalhos sobre guimica dos produtos
naturais, botanicos e quimicos passaram a sugerirt a possibili-
dade de se utiiizarem constituintes guimicos em estudos taxono
micos, Molisch em 1833, Macnalr em 1934, Carles em 1935, Weavers
em 1936 (cf. SILBERSCHMIDT, 1836} . Destacamos também os traba-
lhos de KLOZ et al. (196E a, b), KLOSOVA (1888) e MAIRITZ (18661.

KLOZ (1960) e GHETIE (19686 a, bl sugeriram gue as proteinas es
truturais e de reserva poderiam ser empregadas em estudos de sis
temadtica. JOHNSON & FAIRBROTHERS (1984) estudaram proteinas dos
géneros e especies de plantas nertencentes as familias Magnoli
aceae I1lliaceae e Schizendraceae, demonstrandc que os dados S0
bre o relacionamento com Dase nas proteinas sao utilizaveis =
pedem ser de valor complementar a observagbes de outras disci-
plinas para avaliagao em sistemdtica. STEWARD & BARBER (1864),

trabalhando com proteinas de fungos do género Neurospore, verl

ficaram que a técnica de eletroforese de disco era de grande u-



tilidade gquandec aplicada a nroblemas de gsnética e morfdgenéti

ca.

FATREROTHERS & JOHNSON (1884) verificaram que as proteinas so-
1Gveis, em solucao salina, de sementes de plantas das famflias
fornaceae e Nyssaceae induziram a formagac de anticorpos espe-
cificos gquando injetadas em coelhos. Testes de nrecipitagao in
dicaram que espécies de Cornus podem ser divididas emgrupos s8
roldgices. Um relacionamento sercldgico foi obtido com antige-
nos de C,florida s C.kgusa, mesmo sendc de regides geograficas
distintas. Outros géneros e espécies puderam ser avaliadas se-
rologicamente. FAIRBROT{ERS (1866) demonstrou também gue o es-

tudo das proteinas de plantas do género Cornus, Nyssa, Davidia

e Carrya, através de reagaes de precipitagho e dupla difusac em
gel de agar, fornecem dados imbortantes que podem ser compara-
dos 2 interpretados em relacao a dados cobtidos por gutras in-

vestigagoes no campo da sistematica.

FAIRBROTHERS (1868) estudando proteinas de diversas partss da
planta, como esporos, polem, folhas e semzntes do género Typha
através de técnicas aerolégicas e de eletroforese de disco,mqg
trou que as sementes sA0 mais adequadas do que o polem e espo-
ros para avaliacao em estudos taxonomicos, nao excluinde, po-

rém, o uso das demails estruturas.

CHERRY et al. (1969) demonstraram gue as proteinas de sementes
do género Gossypium, determinadas pela técnica de gel de acri-
lamida, indicam possibilidades de uma aproximagao de carater
filogenética entre seils grupos de genomas estudados, onde se
verlificou uma maior aproximagéa entre certas espécies, pala ob-

servagao dos padroes proteicos.

Segunda FAIRBROTHERS (1971) o emprego das substancias solivels

extraidas de vegetais tem indicado possibilidades da utilizagao



em estudos taxonomicos. Muitas pesguisas tem demonstrado gue
extratos de sementes, polem, folhas, tubérculos B esporos, po-
dem ser utilizados, dependendo do procedimento empregado (PETERSEM
et al., 1967; LEE et sl., 1967; PICKERING gt al., 1867). Em sis
tematica, técnicas imunoldgicas guantitativas e gqualitativas
tem indicado que os dados obtides da combinag¢aoc de ambos proce
dimentos podem ser complementados. Assim, as pesguisas em gque-
mo e serotaxonomia tem fornecido dados que demonstram ser as
caracterfsticas guimicas elementos valioscs para tazonomistas
g sisteméticos. PICKERING et al. (1986) mostraram que 05 rasul
tados obtidos, empregando-se métodos seroldgicos e de sletrofp
raese em gel de acrilamida na investigagao dea algumas espécies
do género Magnolia, foram ds valor complementar para os dados
morfoldgicos & citologicos, 08 guals indicaram também, haver
uma correlacao do possivel aumento da complexidade imuncquimi-
ca com o aumento do nivel de ploidia. TUCKER (18969) ao estudar
proteinas sollveis em solugao salina de sementes de 15 géneros
representantes da famflia Solaneceae, demaonstrou atraves - da
testes seroldglcos que, os dados obtidos gsho de grande valar
taxonomico, principalmente guando associados aos ebtidos de ou
tras disciplinas como morfologia, citologla, etc. FAIREROTHERS
(1966) pede estabelecer uma corraspondencia seroldgica do géng
ro Eprokia com representantes das families Cornaceae, Nyssaceae
e Garryaceae, através de métodos guantitativos (m3todn de Boyden)
e gqualitativos, como dupla difusao e imunosletroforese.

HTLLEBRAND & FAIRBROTHERS {(1966), empregando estes mesmos meto
dos com géneros representantes das ordens Rubialas & Urbellales,
demonstraram que os resultados de tais analises, fornecem gcri-

tdrins adiclonais para estudos taxonomicos desses "taxa”.

A aplicacao de novas teécnlcas analfticas em sistematica tem pro
porcionado novas condigcOes para uma visao mais ampla da taxono
mia nas 0Oltimos anos. O uso de testes bioquimicos sensiveis pa

ra avaliagao em taxonomia, tem sido responsaveis pels nova o8-



truturagao das plantas. Assim, podemos destacar os trabalhos
de HILLE?RAND & FAIRBROTHERS (1969) em investipagbes seroldgi-
?as do géhera Viburnum {Caprifoliaceae]); TURCKER & FKHERUHE;S
dlEEB], empregando a técnica de eletroforese de disco em sstu-
os de extratos.proteicus de folhas de Mentha {Lablatae); LEE
% FAIRBROTHERS [18B9), em estudos seroldgicos e eletroforese
de disco do género Typha; FICKERING &% FAIRBROTHERS (1970), rea

lizando estudos seroldgicos comparativos das subfamlllas de
Umbelliferae; CLARCKSON & FAIRIROTHERS {(1970), cujas pesguisas
com o género Abies (Pinaceae) foram feitas empregando-se tes-
tes serolégices e eletroforese de disco; BOZZINI et al1.{1970),

investigando espécies do género Triticum atraves de testes sa@-

roldglcos de dupla difusao € imunoeletroforese; PICKERING &

FAIRBROTHERS (1971), utilizando dados serologicos em gstudos
de tribos em Apipideae; PETERSEN & FATRBRAOTHERS {1971)

as de gspoOros do género Osmunda, atraves
PAYNE &

comparativas

com an&dlises de protein

de técnicas serologlcas © de eletroforese de dlSCD

FAIRBROTHERS (1972) em
través de eletroforese de disco de pnpulaqﬁes na
la populifolia; PICKERING {1972), estudando nroteinas doO fruto
eudotagnidia (Umbelliferael; LEE &
a ordem Thy-

investigagoes de proteinas do polem, &~
turais de Bety

dos generos Tagnidia e Ps

FAIRBROTHERS (1872]) em investigagoes serologicas d

phales e KAPALA et al. (1375%) cujes estudos serologicos compas

rativos foram feitos com yariedades de trigo.

Em Coffea, FUKS et al. {18661 descreveran ps resultados obti-

ngigenico observado entre especiles,

dos sobre @ comportamento a
ytilizando extratos

iedades € cultivares do genero Coffean
o 0,85% de sementes como antigenos
MEDINA

var
collveis em cloreto de sodi
estudos dos componentes antigeénicos .

para aplicagao em
foldgica de 13 hipridos entre 85

(1872), atraves da analise mor
ando O paraamento em olto des-

pécies do género Coffea @ gstud
morfoldglca

demonstrou a existéncia de espécies

sgg hibridos,
Ne que se refere 35 relacdbes fi-

mante mais proximas entre s



logenéticas entre essas especies, verificou que o pareamento
ndo & de grande utilidade, pois, nem sempre estéa relacionado
com & esterilidade dos hibricss, nem ceom os resultados de cru-
zamento entre os mesmos. LONGI (18727, através de estudns dos
pigmentos flavondides, analisou algumas espécies do género Cof
fea do ponto de vista da biocculmice sistematica, empregando cra-
matografia bidimensional asczndente em papel, demonstrando gue
a determinagao das afinidade: entre as especies indicadas peia
analise cromatografica, de m2do geral, nao confirmou os agrupa
mentos em subsegoes feitos pasr Chevalier em sua classificacao

sistematica em 1847,

Também em Coffea, o emprego Jde proteinas e isocenzimas de extra
tos solidveis de folhas o semszntes, tem contribuldo pera estu-
dos de relagoes de afinidade entre as espécies, variedades =]
cultivares do género., Assim PAYNE et al. (1973] investigaram
extratos de sementes de E.arabica sollveis em gquatro tipos de
extratores, demonstrando qua; do ponto de vista da téenica de
eletroforese em gel de acri.amida, ha diferengas nos nadroes
proteicos. OLIVEIRA et al., '1872), investigando isoenzlimas 50-
1gveis contidas em cotilédones, demonstraram que ha, pelo me-
nos, guatro isoenzimas da desidrogenase malica (MDH) presentes
em C.arabica e C.canephora. Ainda OLIVEIRA et al, (1973), esty
dando proteinas e isocenzimas da desidrogenase malice {MDH) ob-
tidas da folhas cotiledonares, detectaram pela tecnica de gle-
troforese de diseo, diferengas entre espeécies, variedades e cul
tivares de Coffea. PAYNE gt al. (1973} analisaram isoenzimas e
nroteinas de sementas de espécies, variedadss e cultivares do
género Coffea, demonstrando serem e558S dados de valor complg
mentar em estudos taxondDmicos e comparaveis com observegoes de

putras disciplinas.

Fstudos das reagbes seroldgicas com antigenos pressntes em se-

montes de C.arabica demonstraram que antigenos podem ser obti-



dos a partir de sementes de C.arabica e gque 2 injegao do extra
to sollvel em cloreto de sodio 2,5% (S-NaCl) e da farinha de
sementes (FD), induzem a formacao de anticarpos em coelhos. Os
anti-soros chtidos pela inoculagao desses antigenos resagem com
o antigeno homélogo e apresentam. reag6es cruzadass com 08 aﬁti
genos heterdlogos usados nos testes de dupla difusao e imunoce-
letroforese. O tonjunto de dados apresentados nesse trabalho,
particularmente o método de obtengao de antigenos, o preparo
de anti-soros e a padronizagao dos testes seroldgicos de dupla
difusdo & imunoeletroforese, indicaram que 0 Smprege de teconi-
cas simples e bem padronizadas pode contribuir para o gstudo
de relagbes de afinidades seroldgices aplicévais ao género Cof

faa (HOFLING, 1875).
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3, MATERIAIS € METODOS

3.1. MATERIAIS

Sementes das espécliess Coffea arabica, C.canephora, C.congensis,

C.dewevrei, C.eugenioides © C.liberica, foram obtidas da cole-
c3o de cafeeiros da Segdo de Gendtica do Instituto Agronomico

de Campinas (Quadro 1),

3.2. METODOS

3.2.1. Preparo e extracao dos antigenos de sementes

A metodologia empregada na extragao das substancias soldveis de
semantes dé café, baseou-se naquela utilizada por PAYNE et al.

(1973}, com modificagdass introduzidas por HBFLING (18753,

Semantes foram resfriadas em nitrogénic liguido, trituradas em
moinho tipo Wiley & transformadas em farinha. Esta foil delipi-
dificada duas vazes com &ter de petrcleo (1:4 P/V]) durante 30

minutos a 49C e love agitagdoc (Esquema 1). Em ssguida, a feri-
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QUADRD 1 - Relacdc das espécles, variedades e cultivares do géners Cof-

fza utilizadas nos experimentos.

, Cadigo da
Materisl Abreviagao Segao de Genética do IAC

Coffea arabica L cv. Arablca

{mistura de plantas) C.a.A.Mix -
Coffea canephora ov. Kouillou
Pierre ex Froehner C.ca C 70-1
Coffea congsnsis cv. Bangelan
Froehner C.co n.Col.G
Coffea dewevrel De Wild et
Durand C.dew. C 83
Coffea euganioldes Moore C.eug. n.Col.20
Coffea liberica Hiern C.lib. -




ESQUEMA 1 - Preparo dos antigenos de sementes

|Samente§

resfriamento em nitrogénio liquido

‘mnedcr tipo Wiley

Fariaﬁgﬂ

gter de petrolec - 1/4 (P/V) duas vezes
secagem

acetona - 1/4 (P/V]

\peneira de BO mesch

(o]

2-mercaptoetanol

N
+NaCl 2,5%

tampao borato agua destilada

5 min. 106.000g
L |
G v co GD GD oD GO O
[Eliminado| |NaCl-ETSH]

{Eliminado] [Borato) [Eliminado] f{S-NaClj (Eximinado}l fAgua)

-1 -
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nha delipidificada foi secada (distribuida uniformemente em pa
pel de filtro & temperaturas ambiente). Posteriormente ssse ma-
terial foi colocado em acetona (1:4 P/V) duranté 12-20 horas a
40C g leve agitacao. Apds nove secagem a temperatura ambienie,
a farinha delipidificada (FD) foi transformada ém pf apos a pas
sagem em peneira de 80 mesch. Este material foi utilizado como

antigena.

Parts do po foi suspenso em NaCl 2,5% (0,102/ml) e mantido a
40¢ (durante B0 minutos} em agitagao constante. Apds esse pro-
cedimento, o material foi submetido a centrifugagde (10.000g -
49C) & o sobrenadante foi usado como antigeno (S-NaCl) na ob-

tengac de anti-soros.

No preparo dos extratos solldveis utilizados nos testes serolg-
gicos (antigenos) de dupla difusao em gel de agar, foram usa-
dos ouatro tipos de extratores: 1) dgua destilada; 2} tmméo bo
rato de sdédio 0,05M pH 8,0 + 0,2% NaCl {(Borato}; 3) cloreto de
sddio 2,5% (S-NaCl) e 4) cloreto de szodio 2,5% + 2-mesrcaptoeta
nol 0,25M (NaC1-EtSH). A cada 0,10 g/ml de FD, foi adicionedo,
respectivamente, os extratores acima descritos e mantidos no re-
frigerador {40C durante 80 minutos) em agitagao constante. Pos
teriormente os materiais foram centrifugados (10.000 g - 4CC) e
0os sobrenadantes utilizados como antigenos nos testeas sorolégi

cos {Esguema 1J].

3.2.2. Preparo de anti-soros para C.arabica e C.canephora (FD

e S-NaCl)

0 esguema de imunizagdo utilizado parea a cbtengao dos anti-soros
gspecificos para C.arabica e C.canephora, foi a injegao de an-
tigenos na regido proxima ao linfonddulo (OLIVEIRA, 1875). Cog

lhos pesando em média 2,5 kg, forsm inoculados com os antige-



-] 4=

nos FD e S-NaCl. As injeqﬁés am dois coelhos foram feltas ocom
os antigenocs S-NaCl emulsiocnados em Adjuvante de Freund incom
pleto (15% Lanolina + 75% Nujol) em bartes iguais (V/V). Ou-
tros dois coelhios forsm injetados com o antigeneo FOD, smulsiona
do em Adjuvants de Freund incompleto (0,10 g/ml de Adjuﬁante)
(Quadro 21. -

3,2.,3. Sangria, preparoc e conservacgac dos anti-soros

Preliminarmente a injecaoc de antigenos, fez-se uma sangria e ©
soro normal obtido (SN) foi caonservado ro congelador para tes-
tes posteriores como controle nas reag0es serolcdgicas. Apds a
primeira inoculagdo de antigenos, iniciaram-se as sangrias a
intervalos de tempos variados e preparou-se o anti-soro [AS).
Nas sangrias, fez-se um peqgueno corte longitudinal ne veia mar
ginal da orelha do coelho & recolheu-se sa gue (10 a 20 ml) em
um frasco de vidro. O sangue foi deixado de uma a duas  horas
em temperatura ambisnte, apés o gue permaneceu no refrigerador
durante 24 horas. Em seguida separou-se 0O SCrg centrifugando-
se durante 5 minutos a 1ﬁ.UDD g (ceptrifuga 3.200-Eppendorf).

Distribuiu-se o material em ampolas de plastico (2 a 3 ml por

ampola) e adicionou-se Mertiolato numa concentracao final de
1:10,000.
3,2.4. Testes serologicos

Nos testes seroldgicos, foi utilizada a técnica de dupla difu-
650 em gel de Agar a 1% (OUCHTERLONY 1848, 1858 s 1962) em tam
p&do PBS 0,01M pH 7,0 tHGFLING, 1975) em l&minas de microscdpio
(3,5 ml de 3gar/l3minas de 75x25 mmj. Foram feitos testes com
os anti-sorns AS-C.a.A.Mix (S-NaCl}~160 s HS—C.a.A.MixGﬂ)-lBl;
AS-C.ca.(5-NaCl)-176 e AS-C.ca.(FD)-175 em reagdo com os anti-
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QUADRD 2 - Esquema de imunizagdo dos anti-soros obtidospela in
jegac no linfonddulo de coelho, de antigenos de se-

mentes de C.arabica e-E.canephora.

? Tetes '
nt de 1njegoes Sigla dos Anti-soros

e

Antigeno Coclhe n do antigeno
Ca.A.Mix(S-NaCi) 260 2 AS-C,a.A.MIx(3-NaC1}-160
C.a.AMix(FD) 161 2 AS-C.a.A.Mix(FD)-161
C.ca.(FD} 175 ' 2 "AS-C.ca.{FD)-175

C.ca.(5-Nall) 178 2 AS-C.ca,.{5-NaCl)-178
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genos obtidos pela extragdo em agua; 5-NaCl; borato e NaCl-EtSH
das espécles C.,arabica; C.canephora; C.congensis; C.dewevrei;

C.eugenioides e C.liberica.

Foram efetuadas as reagdes seroldgicas com cada antigeno indi-
vidualmente e depois em conjunto, sendo ambos os procedimentos
realizados com todas as sangrias aobtidas para cada anti-serao

2m particular.

3.2.5. Determinagac do tituleo dos anti-soros

Foram utilizados testes seroldgicos de dupla difus@o em agar
na determinagfo do tftulo dos anti-soros obtidos. Os anti-so-
ros foram diluidos em NaCl 0,85%, scguindo-se uma progressac g8

ométrica de razao 2.
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4. RESULTADOS

4,1, Titulo dos anti-soaros

Os testes seroldgicos de dupla difusao (Quchterlony) em combi-
nagies homdélogas utilizados para a determinagdo do titulo de
anti-soros obtidos pele injecgac de $5-NaCl e FD de sementes de
C.a,A.Mix e C.ca. permitiram verificar diferengas no titulo de
anticorpos tal como ilustra o gquadro 3. 0Os t{tulos maximos ecb-
tidos para C.a.A.Mix revelearam valores de 16 na injegaoc com
S-NaCl € 8 pare ceelhos injetadecs com FDO. (0Os resultades ob-
tidos para C.ca. guando comparados, mostraram valores de 4 n2
injegao com S-NaCl & B para a injegao com FD. 0 soro normal (SN)

usado como controle, nado apresentou reagao.,

4,2, Testes serologicos

SerfAo analisados os resultados obtidos em reagfes serologicas
de dupls difusao com os AS-C.a.A.Mix(S5-NaCl}-160, AS-C.a.A.Mix
(FOD)-161, AS-C.ca.(FDJ)-175 e AS-B.ca.(S-NaCl)-176 em reagdc com
ant{genos (extratos solliveis de sementes) obtidos por tratamen

tos diversos de C.arabica; C.canephora; C.congensis; C.dewsvrei;

C.eugenigides e C.liberica.
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QUADRC 3 - Titulo méxime dos anti-soros obtidos pelo esquema de imunizagao

no linfonodulo.

Titulo® dos anti

Dofihm Antigeno Codigo do anti-soro soros nos testes SN
h de dupla difusao
160 C.a.A.Mix AS.C.a.A.Mix{S-NaC1l1l&0 16 -
161 C.a.A.Mix AS.C.a,A.Mix(FD3161 ' 8 -
175 C.ca. AS.C.ca. (FD}175 4] -
1786 C.ca. AS.C.ca.(S-NaC1)178 4 -

titulo do anti-soro representado pelo inverso da diluicao

SN goroc normal

naoc apresentou reagao
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A médie das distancias entre as linhas de precipitagao (consi-
deradas a partir de uma linha tangente ac pogo do anti-sorn fo
ram as seguintes: LP-A 1 mm: LP-B 2 mm; LP-C 3 mm e LP-D 4 mm
(Esgquema 2).

4.2.1. Testes seroldgicos empregando-sa AS-C.a.A.Mix(S-NaC1l11b0

C.,arabica cv. Arabica (C.a.A.Mix)

As reacbes seroldgicas de dupla difusdo em gel de agar cem an-
tigencs de sementes de C.arabica, reveslaram o aparecimento de
até guatro linhas de precipitagao (LP)}, a LP-A, B, C e D (Qua
dro 4). Observou-se gue a LP-C esteve presente nas reagoes com
todos o0s extratores. Dez dias apds a primeira injecao de anti-
geno houve o aparecimento semente da LP-C (primeira sangrid pa
ra todons os extratores, e assim se manteve até a guartasangria
Dols dias ap6s a segunda injegao de antigeno (quinta sangria)
as LP-A, B, C e O foram constatadas nas reagoes com 0s extrato
res dgua, S-NaCl e borato, sendo gue para o extrator NaCl-EtSH
houve o aparecimento somente das LP-B e C. 0D mesmo comporta-
mento foi verificado na sexta sangria. Observou-se as LP-AB e
€D {(sétima & oitava sangrias) para o extrator agua, verifican-
do-se para o extrator S-NaCl, as LP~-ABCO [(setima sangrial e as
LP-ABC (oitava sangria). Nas reagOes com os extratores borato
e NaCl-EtSH, observou-se para borato as LP-CD (setimas e oitava
sangrias) e para NaCl-EtSH a LP-C (sétima e oitava sangrias).
Nas demais sangrias para este Ultimo extrator, verificou~se s0
mente s LPF-C. As linhas de precipitagao observadas para o @ax--
trator égua, rsvelaram as LP-BC (none sangrial, as LP-BCD (dé-
‘cima sangria) s as LP-BC {décima primeira sangrie), sendo que
nas reagoes com S-NaCl, observou-se as LP-ABCD (nona & decima

sangrias) 8 a LP-C (décima primeira sangrial, verificando-s3 am
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ESQUEMA 2 - Fotografia e grafico dos tipos de linha de precipl-

tagdo (LP) observadas nas reagdes serolégicas de du

pla difusao em agar, entrs anti-soros e antigenos de

Coffea. (homologos e heterdlogos).

i ). ] ol )
&t s v,
AN O : 5
k-
A A O A O A O
® (D) E'O O BO ) O BO )5 O
AS E <> " @
& @ O ol O O|| O @)
(@) @) 0 O

AS - anti-soro

at - antigenos (homologos e heterdlogos)
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QUADRD 4 - C.arabica contra AS.C.a.A,Mix(S-NaCl]l1€0, Testes serologicos de

dupla difusd@oc em gel de agar, com antigenos de sementes sold-

veis em guatro tipos de extratores.

Jrdem & data
da sangria

Linhas de precipitagao chtidas com os diversos extratores

H=0 S-NaCl borato NaCl-EtSH
1/10.1 C C c C
2/16.1 C C C C
3/22.1 C C C C
4/29.1 C C ' C C
5/6.2 " ABCD ABCD ABCD BC
6/9.2 ABCD ABCD ABCD BC
7/13.,2 ABCD ABCD b C
8/16.2 ABCD ABC ch C
9/20.2 BC ABCD CD C
10/23.2 BCco ABCD co C
11/27.2 BC C c C
12/31.2 c c C C
13/34.2 coD C C C
14/41.2 C € o c
15/44.2 nec C C C
16/49.72 BC C C C
17/55.2 BC C C C
18/58.2 BC C C c
19/65.2. BC C BC C
S-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sddio 2,5%
Borato - tampao borato de sodio 0,05M pH 8,0 - 01,25% NaCl
NaC1l-EtSH - cloreto de sodio 2,5% - merceptostanol 0,025M
Numerador - grdem de sangria obtida
Denominador - dias apds a Gitima injegdo de antigeno (19 digito)

nlmero de série das injegdes (29 digetoa)
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borato as LP-CD (nona e décima sangrias) 2 LP-C (decima primei
ra sahgrial, enquanto que as réagéés das demais sangrias para
este Oltimo extrator mestraram somente & LP-C, com excegac da
observagao das LP-BC (décima nona sangrial, Em S-NaCl, consta
tou-se a LP-C nas sangrias restantes. As reagdes com Agua, a-
presentaram a LP-C [décima segunda e décima guarta sangries) e
LP-CD (décima terceira sangrial, sende observadas as LP-BC nas

demais sangrias.

C.canephora cv, Kouillou (C.ca.)

Nas reagGes com C.canephora houve o aparecimento de no maximo
tres linhas de precipitagao (LP), respectivamsnte, as LP-A, B,
C ou D (Quadro 5). As LP-C estiveram presentes nas reagGes com
todos os extratores usados. As reagoes revelaram que 10 dias a
pds a primeira injegado de antigena, a LP-C esteve presente nos
extratores S-NaCl, borato & NaCl-EtSH {(com excecdo de dgua qus
apresentou as LP-BC. 0 mesmo comportamento foli observado 18
dias apbds a primeira injegdo de antigeno [segunda sangrial. Ob
servou-se em &gua e $-NaCl as LP-BC (terceira e guarta sangri-
as), sendo gue sm borato e NaCl-EtSH, verificou-se a LP-C (ter-
ceira e quarta sangriess). Em agua, todas as demais sangrias a-
presentaram as LP-BC. As resagtes com S-NaCl mostraram as LP-AC
(guinta sangria) e LP-D (sexta sangrial, sendeo gue observou-se
as LP-CD (sétima & oitavae sangrias). As reagdes em borato reve
laram es LP-CD (quinta & oiteava sangrias}. Verificou-se samen-
te 2 LP-C nas sangrias restantes para NaCl-CiSH, com eXCcacio

da gquinta sangria, qus revelou as LP-8C.

C.congensis cv. Bangelan (C.co.)

As observagoes decorrentes de anélise das reagoes com C.congen-
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QUADRO 5 - C.canephora contra AS-C.a.A.Mix{S-NaCl) 180, Testes seroligicos
de dupla difusfo em gel de agar, com antigenos de sementss sold

vels em gquatro tipos de extratores.

Ordem & dada Linhas de precipitagear obtidas com os diversos extratores

da sangria

1 H20 3-NaCl borato NaCl-EtSH
1/10.1 BE C C
2/16.1 BC C [ C
3/22.1 BC BC C c
4/29.1 BC BC C C.
5/6.2 BC ACD Co BC
6/9.2 BC ACD co C
7/713.2 BC ch Cb C
8/186.2 BC CO Co C
89/20.2 BC C C C
10/23.2 BC C C C
11/27 .2 ‘BC C C C
12/31.2 BC C C C
13/34.2 BC C C C
14/41.2 BC C C C
15/44.2 Bt C C C
16/48.2 BC C C C
17/55.2 BC C C C
18/58.2 oc C C C
19/65.2 BC C C C
S-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sédie 2,5%
Borato ~ tampao bhorato de sodiec £0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-EtSH - cloreto de sodic 2,3% - mercaptoetancl 0,025M
Mumerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apbs a Ultima injegdoc de antigeno (1° digito)

nimero de série das injegoes (2% digito)
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s8is revelardm o aparecimento de até tres linhas de precipita-
gao (LP), respectivemente as LP-3, C e D {Qdadro ). A LP-C es
teve presente em todas as reagcoes com os extratores, nao se Ve
rificando a LP-A nesses testes. Observou-ss que até a quarta
sangria, esteve presente a LP-C. Verificaram-se as LP-BC (quin
ta, sétima, décima terceira e décima quarta sangrias) e as LP-
CO (nona sangria) para o extrator dgua, sendo que as demais san
grias revelaram a LP-C. Observou-se nas reacogs com S-NaCl as
LP-BCD (guinta e sexta sangrias), sendo que em borato wverifi-
cou-se as LP-BCD (quinta & sexta sangrias), observando-se tam-
hém as LP-BCD {sétima e oitava sangrias). As reagdes com S-NaCl
revelaram as LP-CD (nona & décime sangrias) e as LP-BC (decima
guarta sangria), observando-se nas sangrias restantes samente
a LP-C, constatando-se reacao negativa (décima sétima e décima
pitava sangrias). £m borato, observou-se a LP-C nas sangrias res
tantes, com excegdo da verificagao das LP-CD (décima segunda e .
décima gquarta sangrias). Em NaCl-EtSH constatou-se as LP-BC
{quinta, sexta, décima primeira., décima segunda e décima ter-

ceira sangrias), sendo que as demails sangrias revelaram a LP-C

C.dewevrei (C.dew.}

0s resultados obtidos nas reagoes de dupla difusdo com essa B35
pécie, demonstraram gue a LP-C esteve presente em quase todas
as sangrias e para todos os extratores {Quadrec 7}, observando-
se para o extrator Agua as LP~BC (sétima e oitave sangrias}, sen
do as mesmas linhas de precipitagao constatadas para o extra-
tor S-NaCl nas sangrias de numero 5 e 6, Em borato, as reagoes
demonstraram a LP-B (primeira sengrial, observando-se as LP-BC
{segunda a sexta, décima primeira, décima segunda, décima seti-
ma e décima oitava sangrias). As reacgtes com NaCl-Et8H revela-
ram a LP-C na maioria dos testes efetuados., observando-se rea-

cao negativa (nona e décima sangriasl).
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QUABRO & - C.congehsis contra AS-C.a.A.Mix{5-NaC1}180, Testes serologicas
de dupla difusdo em gel de agar, com entigenos de sementes sold

vels em quatro tipes de extratores.

Ordem & data Linhas de precipitagac obtidas com os diversos extratores

da sangria

H20 3-NaCl borato NaCl-EtSH
1/10.1 C C C C
2/18.,1 C C C C
3/22.1 C C C C
4/23.1 c C C C
5/6.2 g8Cc ) BCO BCD BC
6/9.2 C gco BCO BC
7/13.2 BC C pCh C
8/16.2 C C BCD C
- 9/20.2 CD Co c C
10/23.2 c D C C
11/27.2 C C C O BC
12/31,2 C . C CD Bl
13/34.2 BC C G BC
14/41.,2 BC ac cD C
15/44.2 cC C C e
15/48,2 C C e C
17/55.2 C - C C
18/58.2 C - C C
- 18/B65.2 C - C C
5-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sodio 2,5%
Borato - tampao borato de sodio 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-EtSH - cloreto de sdodic 2,5% - mercaptoetancl 0,025M
Numerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apds a Ultima injecdno de antigene (1% digito)

nimeroc de série des injegdes {29 digito)
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RUADRD 7 ~‘E.dew9Vrei contra As-C.a.A.Mix(5~NaC1)180. Testss serologicos
de dupls difusdo em gel ds Agar, cdm antigenos de sementes sold

veis em guatro tipds de extratores.

Ordem & data Linhas de precipitacéo obtidas com os diversos extratores

da sangria

H20 S-NaCl borato NaCl-EtSH
1/10.1 C C B C
2/16,1 c C BC C
3/22.1 C C | BC C
4/29.,3% C C BC c
5/6.2 C BC BC C
6/9.2 C ac BC C
7/13.2 BC C c C
8/18.2 BC C C C
9/20.2 C C C -
10/23.2 C C C -
11/27 .2 C c BC C
12/31.2 C C BC C
13/34.2 C C £ C
14/41.2 C C C C
15/44.,2 C C C C
16/49.2 c C C C
17/55.2 C C BC C
18/58.2 C c BC C
13/65.72 C C C C
35-NaCl - antigenos solidveis em cloreto de sodio 2,5%
HSorato - tampdo borato de sddio 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-EtSH - cloreto de sddio 2.5% - mercaptoetanol 0,025M
Mumerador - prdem de sangria cobtida

Denominador - dias apds a Gltima injegdo de antigenc (1% digito)

nimero de série das injegdes (2% digito)
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C.eugenioides (C.eug.}

As reacdes seroligicas de dupla difusao feitas com C.sugenioides
mostraram o aparecimento de até 4 linhas de precipitagao (LP),
respectivamente as LP-A, B, C e D (Quadro 8). A LP-C esteve prg
sente em todas as reagoes com os extratores usados. Apas 10
dias da primeira injegdo de antigeno (primeira sangria) as rega
gogs revelaram a LP-C em todos os extratores. Nas reagoes coOm
Zgua, $-NaCl e borato, verificou-se a LP-C (segunda & quarta sangrias), sen
do gue em adgua (segunda sangrial) constatou-se ausencia de rea-
gac e em NaCl-EtS8H, observou-se a LP-D {terceira e quarts san-
grias). Nas reagdes com agua, verificou-se a LP-ABCD {quinta
sangria) e as LP-BCD (sexta a oitave sangrias), engquanto que
as demals sangrias revelaram somente a LP-C. Em S-NaCl, obser-
vou-se as LP-ABC (quinta sangrial), constatando-se as LP-BC nas
demais sangrias. Para o extrator borateo, verificou-ss as LP-BC
0 (quinta sangria), as LP-ABC [s&timas sangrial) e as LP-BC (sex
ta e oitava sangrias), enguanto qus as sangrilas restantes mos-
traram somente a LP-C. As reagdes com o extrator NaCl-EtSH reve
iaram a LP~CD (guinta sangria), sendo que nas demais sangrias,

cbservou-gse somente a LP-D.

C.liberica (C.1ib.)

Os testes com C.liberica (Quadro 8} demonstraram a presenga da
LP-C em guase todas as reagfes. Em 5-NaCl, observaram-se as LP-
BCD (décima terceira a décima sexta sangrias) e as LP-CD {déci
ma sétima sangrie, enguantoc ndo se constatou reagac positiva

em varias sangrias (primeira a gquarta; sétima a oitava)l.
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QUADRO 8 - C.eugenicides contra AS-C.2.A.Mix(S-NaCl) 180, Testes serologi-
cos de dupla difusdc em gel de &gar, com antigencs de sementes

sollveils em guatro tipos de extratores.

Grdem e data Linhas de.prec1pitagao obtidas com gs diverses extratores

da sangria

H-0 S-NaCl borato NaCl-EtSH
1/10.1 C C C c
2/18.1 - C C C
3/22,1 C C C D
4/29.1 c C C D
5/6.2 ABCD ABC BCO Cco
8/9.2 BCD BE BC D
7/13.2 BCo [ 8C D
8/16.2 BCD BC BC D
9/20.2 C BC C D
10/23.2 C BC C D
11/27.2 C BC C 8]
12/31.2 C BC £ D
13/34.2 C BC C D
14/41.2 C BC C D
15/44.2 C BC C ]
16/49.2 C BC C 0
17/55.2 C BC C 0
18/58.2 C BC C D
18/65.2 C BC C b
S-NaCl - antigenos soliveis em clereto de sodio 2,5%
Borato - tampao borate de sodic 0,05M pH 8,0 - 0,45% NaCl
NaC1-EtSH - cloreto de sodio 2,5% - mercaptoetancl 0,025M
Numerader - ordem de sangria ohtida

Denominador - dias apds @ (ltima injecdo de antigenc (19 digito)

nimero de série das injecoes (29 digito)
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QUADRO 8 - C.liberica contra AS-C.a.A.Mix(S-NaCl)160. Testes seroldgicos
de dupla difusdo em gel de agar, com antigenos de sementes so

ldveis em quatro tipos de extratores.

Ordem e data Linhas de precipitagdo abtidas com os diversos extratorss

da sangria

Hs0 S-NaCl borato NaC1i-EtSH
1/710.1 C C C -
2/16.1 C C C -
3/22.1 C C C -
4/29.1 C C C -
5/6.2 € C C C
6/9.2 C C C C
7/13.2 C C C -
6/16.2 C C C -
9/20.2 C C C C
10/23.2 C C C c
11/27.2 C C C C
12/31.2 C C C C
13/34.2 C BCD C C
14/41.72 c BCD C C
15/44.72 C BED C C
16/48,2 C BED C C
17/55.2 C CD C C
18/58,2 C C C C
18/65.72 C C C C
S-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sodlo 2,5%
Borato - tampao borato de sddio 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-EtSH - cloreto de sodio 2,5% - mercaptoetanol 0,025M
Numerador - prdem de sangria obtida

Denominador - dias apds a Gltima injecao de antigenc (17 digito)

nimerc de série das injegbes (29 digito)



4,2.,2. Testes seroldogicos empregando~se AS-C.a.Mix(FD}-161

C.arabica cv. Arablca {(C.a.A.Mix}

As reagbes de dupla difusfo em gel de agar com antIigenos de sg
mentes de C.arabica revelaram o aparecimento de até-3 linhas de
precipitagado (LP), respectivamente, as LP-B, C e D {Quadro 10).
Pode-se ohservar que a LP-C esteve presente nas reagoes com to
dos os extratores. Dez dias apGs a primeira injecfo de antige
no, houve o aparecimento dea LP-C em todos os gxtratores, com
excecado do extrator agua que apresentou as LP-BC. Nas reagoes
com agua e borato estiveram presentes respectivamente, as LP-
BC {segunda sangria) e as LP-BCD (segunda sangria), sendo gue
para S-NaCl e NaCl-EtSH obssrvou-se a LP-C (ssegunda sangrial,

Em &gua, verificou-se as LP~BC (décima quarta = décima sexts
sangrias) e LP-C (décima sétima sangria), constatando-se nas
sangrias restantes as LP-BCD. Observou-se nas reacoes com S-NaCl
as LP-BCO (quinta sangria) e a LP-C (décima sétima, décima oi
tava e décima nona sangrias), enguanto que nas demais sangrias
constatou-se as LP-CD. As reagoes com borato, revelaram (da ter
ceira sangria em diante) as LP-CD, observando-se a LP-C f{deéci-
ma terceira, décima gquinta e décima sétima sangries). Em to-
das as reagdes com NaCl-EtSH houve o aparecimento da LP~C (com

excecdo da quinta e sexta sangrias, que revelaram as LF-BEC}.,

C.canephora cv. Kouillou (C.ca.]

As reagoOes com essa espécie demonstraram gque somente 8 LP-
£ esteve presente em todas as reagoes com todos os extrato-
res, caoam excegdoc da quinta sangria para agua e borato que

revelando as LP-BC {Quadro 11)}.
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QUADRC 10 - C.arabice contra AS-C.a.A.Mix(FD)161. Testes serclogicos de dH'
pla difusdo em gel de agar, com antigenos de sementes soldveis

em quatro tipes de extratores.

Ordem & data Linhas de precipitagao obtidas com os diversos extratores

da sangria

Ho0 S-NaCl borate NaCl-EtSH
1/10.1 BC C C £
2/16.1 BCc C Beon C
3/22.1 BCD co . cD C
4/29.1 BCD co ' cD C
5/6.2 BCcoD BCo D C
5/9.2 BCD BC D BC
7/13.2 BCD cD ' - CD BC
8/16.2 BCO Co cD C
8/20.2 BCD Ch €D C
10/23.72 BCD Ch co C
11/27.2 8Ch W cD C
12/31.2 BCD CD Co C
13/34.2 BCo cD C C
14/41.2 e o CD C
15/44.2 ABC cD C C
16/49.2 BC co cho C
17/55.2 C C C C
18/58.2 =1 C . Lo C
19/85.2 gc C C C
S-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sodio 2,5%
Borato - tamp&n borato de s&dic 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-gtsH - Cloreto de sdodio 2,5% -~ mercaptoetanol 0,025M
Numerador - grdem de sangria obtida

Denominador - dias apfs a Gltima injegdo de antigeno (1% digito)

nimero de série das injegoes (29 digito)
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QUADRO 11 - C.canephora contra AS-C.a.A.Mix(FD)161. Testes ssroldgicos de

dupla difusdo em gel de agar, com antigenos de sementes

vels em quétro tipos de extratores.

sold~

Ordem e data
da sangria

Linhas de precipitacae obtidas com os diversos extratores

H20 S-NaCl borato NaCl-EtSH

1/10.1
2/16:1
3/22.1
4/29,1
5/6.2
6/9.2
7/13.2
8/16.2
§/20.2
10/23.2
11/27.2
12/31.2
13/34,2
14/41.2
15/44,2
16/49.2
17/55.2
18/58.2
18/55.2

[ S O T A B A
[ i B A B A |

m
(o]
jus}
(]

O O 0 60 0o o0 0 00 o0 oo 0 ¢ 6 0 o0 060

o O 0O D0 O o0 300000 0
OO0 o o0 o000 o0 o©Oo0Don

oo oo o0 0o o0 0 oo o 0o 0O 0 g O oo g o0 0 0

S-NaCl -

Borato -

. NaCl-Et8H -

Numerador -

Denominador -

antigenos sollveis em cloreto de sddio 2,5%

tampao borato de sodic 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl

cloreto de sodic 2,5% - mercaptoetanol 0,025M

ordem de sangria obtida
dias apds a Ultima injegdo de antigeno {1° digito)

nimerc de série das injecBes (2° digito)
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C.copgensis cv. Bangelan (C.co.)

As TeacOes com C.congensis revelaram o aparecimento de até 3
linhas de precipitacao, respectivamente as IP-AouB, CeD (Qua-
dro 12). A LP-C esteve presente em todas as reagoes com 0S X~
tratores. As reagdes demonstraram gue 10 dias apds a primeira
injecgdo de antigeno, houve o aparecimento da LP-C pars todos
os extratores., Em é&gua e S-NaCl, observou-se a LP-C (segunda
sangrial}, enguanto que para borato e NaCl-EtdH, verificou-se as
LP-CD (segunda sangrial, sendo que as reagbes com agua e S5-NaCl
revelaram as LP-CD {terceira e quarta sangrias). Em borato, ob
servou-se as LP-BC (terceira sangria) e as LP-AC {quarta san-
gria), enguanto que para NaCl-EtSH, constatou-se a pressngadas
LP-CD (terceirs sangria) e a LP-C [guarta sangrial. As reagoes
com o extrator Aagua (apds a segunda injegdo de antfigenc) re-
velaram as LP-BCD {guinta, sétima e oitava sangries) e as LP-
CD (sexta sangria), enquanto gue para $-NaCl verificou-se a LP-
C [(quinta e sexta sangrias) e as LP-CD [sétima & onitava san-
grias). Em borato (da quinta sengria em diante) as reagoes mos
traram as LP-CD, observando-se a LP-C (décima terceira, décima
sétima, décima oitava e décima nona sangrias). Nas reagdes cam
NaCl-EtSH, houve o aparecimento da LP-C {em quase itodas as san
grias), sendo que constatou-se a presenga das LP-CD {segunda,
terceira, oitava & décima segunda, décima sétima & décima no-

na sangrias).

C.dewevrei (C.,dew.])

Nesta espécle a LP-C esteve presante em gquase todos os testes
realizades (Quadre 13}. Para o extrator 5-NaCl, observou-se a
LP-B (terceira e quarta sangrias) e as LP-BC {gquinta sangrial,
sendo gue nas demais reagdes (com excegac da guarta e guinta

sangrias, onde nao se observou reagao positival verificou-se a
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QUADRD 12 - C.congensis contra AS-C.a.A.Mix{FD)180. Testes serologicos de
duplas difusdo em gel de dgar, com antigenos de sementes sold-

vels em cguatro tipos de sxtratorss.

Ordem e data Linhas de precipitagac obtidas com os diversos extratores

da sangria Ho0 5-NaCl borato NaC1-EtSH
1/10.,1 "C C C C
2/16.1 C C co cn
3/22.1 co CD BC ' Co
4/29.1 CD Ch Be C
5/6.2 BCD _ C cCD C
6/9.2 o c co C
7/13.2 BCD o ' co , C
8/16.2 BCD Ch co ch
9/20.2 co - o €D ' CO
10/23.2 C ch ch cD
11/27.2 cn co co oo
12/31.2 €D co ce ' CD
13/34,2 C co ch C
14/41.2 - Cch D C
15/44.,2 Ccoh co o | C
16/49.2 o €O Co C
17/55.2 C C C D
16/58.2 C C C co
18/65.2 C : C C cD
S-NaCl - antigenos snldveis em clorsto de sodioc 2,5%
Borato - tampao borato de sodic 0,054 pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-EtSH - cloreto de sddio 2,5% -~ mercaptoetanol 0,025M
Numerader - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apés a Ultima injecado de antigenc (19 dfgito)

nimero de série das injegfes (2° digita)



QUADRC 13 - C.dewevrei contra AS-C.a.A.Mix(FD)1B1l. Testes serolagicos

dupla difusdo em gel de &gar, com antigenos de sementes

vels em guatro tilpos de extrateores.
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de

soll-

Ordem e data
da sangria

Linhas de precipitagao obtidas com os diversos extratores

H20 5-NaCl borato NaCl-EtSH
1/10.1 C C BC C
2/16.,1 C C BC -
3/22.1 C o C -
4/29.1 C - C C
5/6.2 C BC BC C
/9.2 C C C C
7/13.2 C C C C:
8/16.2 C C c C
89/20.2 C C C ¢
10/23.2 C C C C
11/27 .2 C. C C C
12/31.72 C C C -
13/34.2 C B C -
14/41.2 C - C -
15/44,2 C C C -
15/49.72 C C C -
17/55.2 C C C -
18/58.2 C C e -
19/85.2 C C C -
5-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sbdio 2.5%
Borato - tampéo borato de sodic 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-EtSH - cloreto de sadio 2,5% - mercaptoetanol 0,025M
Numerador - ordem de sangria obtida ]
Denominador - dias apds a dltima injegdo de antigena (1° digito)

nimero de serie das injecdss (2% digito)
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LP-C. Em borato, 10 dias ap0s a primeira injegao de antigeno,
constatou-se a presenga das LP-BC {(primeira sangria) observan-
do-se também as LP-BCL (segunda & guinta sangrias). As reagoes
com o extrator S§-Nall revelsram a LP-C (primeira sangrial e tam
bém, observou-se & LP-C {da guerta & décima primeira sangrias]

enguanto que as demais sangrias mostraram ausencia de reacao,

C.eugenioides (C.eug.]

As reagoes de dupla difusao com C.eugenicides revelaram gue 10

dias apés a primeira injegdo de antigeno, o extrator agua aprg
sentou as LP-BCO (primeira sangria)} verificando-se as mesmas 11
nhas de precipitagdo ne segunda sangria (Quadro 14). Para o mes
mo extrator, constatou-se as LP-CO (terceira, quarta, ~décima
guinta e décima sexta sangrias] e a LP-C (décima primeira san-
grial), sendo gque as demails reagoes apresentaram as LP-BCOD. Em
S-NaCl, verificou-se a LP-C (primeira e segunda sangrias) e as
LP-CD (terceira, gquarta, nona & décima quarta, décima sétima a
décima nona sangrias), sendo gue nas sangrias restantes consta
tou-se as LP-BCD. Observou-se a LP-C (primeira, segunda, ter-
ceira & oitava, décima guarta e décima nona sangrias)] para )
extrator borato, sendoc gque nas de mais sangrias[camemcegéo da
ngna sangria que apresentou a LP-BCD) constatou-se as LP-CD. Pa
ra NaCl-EtSH, as reagoes mostraram a presenga da LP-C em todas

as sangrias, observando-se a LP-D (nona e décima sangrias).

C.liberica (C.1ldib.)

O0s resultados obtidos nas reagdes de dupla difusdo com essa es
pécie revelaram a LP-C em guase todas as sangrias, com gxcegan
do extrator Agua, onde se constatou a presenga das LP-BC na

quinta sangria (Quadro 15],
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GUADRO 14 ~ C.eugenioides contra AS-C.a.A.Mix(FD}161. Testes serolagicos

de dupla difusadc em gel de agar, com antigenos de sementes so-

ldveis em quatro tipos de extratores.

Ordem e data

da sangria

Linhas de precipitagso obtidas com os diversos extratores

Hz0D S-NaCl borato NaCl-EtSH

1/10:1 BCD C C ©
2/18.1 BCo C c C
3/22.1 co Cch Co C
4/29.1 ch cD cD C
5/6.2 BCO BCD C C
6/9.2 BCD BCO C C
7/13.72 gco BCD C C
8/16.2 BCD BCD C C
83/20.2 - c0 BCD 0
10/23.2 - Co CD D
11/27.2 C CcD Ch C
12/31.2 BCD Cch Ch C
13/34.2 BCD CcD Ch C
14/41.2 oCcod CcD C C
15/44.2 CD - CO C
16/48.2 cD BCD Ch C
17/55.72 BCD co co C
18/58.72 BCD Coh (y; C
19/65.2 &[] co C C

5-NaCl - antigenos soldveis em cloreto de sodio 2,5%

Borato - tampao borato de sddio 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl

NaCl-EtSH - cloreto de sddio 2,5% - mercaptoetanol 0,025M

Numerador - prdem de sangria obtida

Denominador - dias apds a dltime injegdo de antigeno (19 digito)

nimero de série das injegdes (2° digito}



QUADRD 15 - C.liberica contra AS-C.a.A.Mix{F0)161. Testes serologicos

dupla difusdo em gel de dgar, com antigencs de sementes

vels em quatro tipos de extratores.

-3/~

de

sold-

Ordem s data
da sangria

Linhas de precipitagac obtidos_com 0s diversos extratores

Ho0 S-NaCl horato NaCl-EtsH
1/10.1 C C C C
2/16.1 £ c C C
3/22.1 C C c C
4/29.1 C c c C
5/6.2 8C C C C
6/9.2 C c C C
7/13.2 C C C C
8/16.2 C C C C
8/20.2 C C C C
10/23.2 C C C C
11/27.2 C C C C
12/31.2 C C C C
13/34.72 C C C C
14/41.2 C C C C
15/44.2 C C C C
16/48.7 C G C C
17/55.2 e C C C
18/58.2 C £ C C
19/65.2 C C C C
S-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sodio 2,5%
Borato - tampao borato de sddio 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-E+SH - cloreto de socdie 2,5% - mercaptoetancl 0,025M
Numerador - ordem de sangria obtida
Denominador - dias apos a Gltima injeg3o de antigeno (1° digito)

nimero de série das injecdes (29 digito)
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4.2.3. Testes serologicos empregando-se AS5-C.ca.[(FD) 175

C.arabica cv. arabica (C.a.A}

As observagOes decorrentes da analise dos resultados obtidos nas
reagdes com E.arabica revelaram que a LP-C esteve presente em
todas as reagoes com os extratores usados. Os resultados obti-
dos para os extratores agua, boratoc e NaCl-EtSH nao demonstra-
ram reagoes positivas {primeira sangria) com excegao do extra-
tor S-NaCl que apressentou a LP-C (Queadro 18)}. Observou-se a LP
-C (segunda a sexta sangrias) para todos os extratores utiliza
dog, verificando-se auséncia de reacado [(segunda, terceira e sex
ta sangrias) com ¢ extrator NaCl-EtSH. Para o extrator agua,
constatou-se as LP-CD nas sangrias restantes (com excegao da ul
timal. 0 mesmo comportamento se verificou para o extrator bora
to. Em S~NaCl, constatou-se as LP-CD (gétima a nona sangriasl e
a LP-C (décima a décima segunda sangrias). A LP-C esteve pre-
sente em guase todas as reagoes com o extrator NaCl-EtSH, veri
ficando-se auséncia de reacgac (segunda a guarta e sexta san-

grias]).

C.canephora cv. Kouillou (C.ca.]

Os resultados obtidos nas reagoes de dupla difus&o com essa 8s
pécie revelaram a presenga da LP~C em quase tondas as reagoes,
com excegao de borato gue apresentou as LP-BC (sexta e setima
sangrias} (Quadro 17). Em NaCl-EtSH, as reagOes mostraram a LP
-C em quase todas as sangrias, constatando-se auséncia de rea-

cdo (nona, décima primeira e decima segunda sangrias).
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QUADRO 18 - C.srabica contra AS-C.ca.(FD)175. Testes serologicos ds dupla
difusao em gel de Agar, com antigenos de sementes sollveis em

quatro tipos de extratores.

Ordem e data Linhas de precipitacac obtidos com os diversos extratores

da sangria

-0 S-NaCl borato NaCl-EtSH

1/5.1 - C - -
2/5.1 C C C -
3/11.1 C C C -
4/13,1 C C C C
5/17.1 C C C C
6/19.1 C C C -
7/4.2 cD cb €0 C
8/7.2 CD. CB T CD C
9/11.2 CcD co éD C
10/13.2 co C CD C
11/17.2 Co C CD C
12/24.2 C C C C

$-NaCl - antigenos soliveis em cloreto de sodio 2,5%

Dorato - tampao boratn de sodiec 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl

NaCl-EtSH - cloreto de sddioc 2,5% - mercaptoetanol 0,025M

fNumerador - ordem de sangria obtida

Benominador - dias apds a (ltima injegao de antigeno [1® digito)

nimero de série das injegles (2% digito)
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QUADRO 17 - C.cansphora contra AS-C.ca,(FD}175. Testes serologicas de du-
pla difusaoc em gel de dgar, com antigenos de sementes soldvels

em fjuatro tipos de extratores.

Ordem e data Linhas de precipitagsac obtidos com os diversos extratores

da sangria Ho0 $-NaCl borato ~ NaCl-EtSH
1/5.1 C - C C
2/8.1 C C C C
3/11.1 C C C C
4/13.1 C C c C
5/17.1 C C C C
6/18.1 C C BC C
7/4.7 C C B8C C
8/7.2 C cC C C
9/11.2 C C C -
10/13.2 C C C C
11/17 .2 C C C -
12/24 .2 c C C -
S-NaCl - antigenos soldveis em cloreto de sodio 2,5%
Borato - tamp&o borato de sodic 0,05M pH 8.0 -~ 0,25% NaCl
NaCl-EtSH - cloreto de sodio 2;5% - mercaptostancl 0,025M
Mumerador - ordem de sangria obtida
Denominador - dias apds a (ltima injegac de antigenc (1° digeto)

nimerc de séries das injegdes (29 digeto)
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C.congensis cv. Bangelan {(C.co.)

Nas reagoes com C.congensis, pode-se constatar a presenca da
LP-C (primeira sangria) 5 dias apds a primeira injsgéo de anti
geno em todos os exiratores usados, constatando-se auséncia de
reacao em todas as sangriss para o extrator NaCl-EtSH {Quadro
18). Observou~se a LP-C (segunda a sexta sangrias) para os ex-
tratorss agua, S-NaCl & borato, verificando-se a LP-C (nas de-
mais sangrias) para o extrator agua, constatando-se auséncia de
reacdo (sétima e décima segunda sangrias), snquanto gue para o
extrator 5-NaCl, observou-se as LP-CD (sétima, décima e décima
primeira sangrias), verificando-se a LP-C (citava e décima se-

gunda sangrias) e as LP-CD {nona sangrial.

C.dewevrei (C.dew.]
Os resultados dos testes sercldgicos comn gssa espécie revela-

ram gue a LP-C esteve prssente em todas as reagoes efetuadas

cam os extratores (QQuadro 18).

C.eugenipides (C.sug.]

As reac0es de duple difusdc feitas com C.eugenioides mostraram

gue 5 dias apos a primeira injegao de antigeno, os extratores
4gua e borato apresentaram a LP-C {sétima sangria), esnguanto que
em NaCl ndo se observou reagac positiva até a quarta sangria
(Quadro 20). Para o extrator dgua, as reagoes revelaram as LP-
BC (sétima sangria), observando-se a LP-C nas demais sangrias.
Constatou-se aus@ncia de reagdo (segunda © décima primeira san
grias). As reagoes com o extrator $-NaCl, demonstraram a pre-
senga da LP-C (gquinta, sexta, nona a décima primeira sangrias]

verificando-se auséncia de reagao (s&tima, oitava e decima se-



QUADRO 18 - C.congensis contra AS-C.ca.(FDJ175. Testes serologicos de du-
pla difusdo em gel de agar, com ant{genos de sementes soldveis

em quatro tipos de extratores.

Ordem e data Linhas de precipitagac obtidas com os diversos extratores

da sangria Ho0 §-NaCl horato NaC1-EtSH
/5.1 C C C -
2/8.1 C C C -
3/11.1 C C C -
4/13.1 C C C -
5/17.1 C C C -
6/19.1 C C C -
7/4.2 - cD o -
8/7.2 C C CD -
9/11.2 C C CcD -
10/13.2 C Cch Co -
11/17.2 C o CO -
12/24.2 - C CcD -
3-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sddio 2,5%
Borato - tampao borato de sodic G,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-EtSH - clereto de sodio 2,5% - mercaptoetancl 0,025M
fNumerador - ordem de sangria abtida .

Denominador - dias apds a Gltima injecac de antigeno (1° digito)

nimero de série das injegdes (29 digito)
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QUADRC 18 - C.dewevreil contra AS-C.ca,{FD)176. Testes seroldgicos de du-
pla difusac em gel de adgar, com antigenos de sementes soldveis

em quatro tipos d2 extratores.

Adnh ipitaca idas ¢ i g
Ordem & data Linhas de precipitagsao obtides com os diversos extratores

da sangria

S-NaCl Borato NaCl-EtSH

T
8]
jan]

1/5.1
2/8.1
3/11.1
4/13.1
5/17.1
6/19.1
7/4.2
8/7.2
9/11.2
10/13.2
11/17.2
12/24.72

|20 IR e R o TR o (N e R s N e R s S 0 R o N R |
o o O o o oo 00 O 0 0 0 0
o o o 0o oo 0O MO o oo 0 00
e Y e AR o R o Y e Y v T o A A A A A N 4 T A |

$-NaCl - antigenos soldveis em cloretn de sodic 2,5%

Borato ~ tampac borate de sodic 0,08M pH 8,0 - 0,25% NaCl
Mall-EtSH - cloreto de sodio 2.5% - mercaptoetancl 0,C25M
Mumerador - ordem de sangria obtids

Denominador - dias apds a Ultima injegdo de antigenos (19 digite)

namerc de série das injegoes (29 digito)



...45_

QUADRD 20 - C.eugenioides contra AS-C.ca.(FD)176. Testes serologicos de du
pla difusdo em gel de dgar, com antigenos de sementes soldveis

em gquatro tipos de extratoeres.

Ordem e data Linhas de precipitagac obtidas com os diversos extratores

da sangria

o0 S-NaCl borata NaCl-EtSH
1/5.1 C - C -
2/8.1 - - - -
3/11.1 C - C -
4/13,1 C - C -
5/17.1 C C C -
6/19.1 C C C -
7/4.2 8C - C -
8/7.2 C - C -
9/11.2 C C C -
10/13.72 C C C -
11/17.2 - C C -
12/24.2 C - - -
S-NaCl - antigenos soldveis em cloreto de sodio 2,5%
Borato - tampdo borato de sodio 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-EtSH - cloreto de sodio 2,5% - mercaptoetanal 0,025M
Numerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apds a Gltima injecdo de antigeno (1F digito)

nimero de série das injegoes (29 digito)
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gunda sangrias). Os resultados obtidos com o extrator borato re
velaram a presenga da LP-C em quase todas as reacgoes, consta-
tando-se auséncie de reacgio (segunda e décime ssgunda sangrias).
Em NaCl-EtSH nao se constatou reagac positiva em todos os tes-

tes efetuados.

C.liberica (C.lib.])

0s resultados obtidos nas reagdes com &ssa espeécie revelaram a
LP-C em quase todas as reagObes, observando-se para os extrato-
res S-NaCl e borato as LP-CD (primeira sangria) (Quadro 21}. A
mesma linha de precipitagdo foi constatada (sexta, nona a déci
ma segunda sangrias} para o extrator 5-NaCl. Para NaCl-EtS8H, ob
servou-se aussncia de reagdc (segunda e sexta sangrias) enquan

to que as demais sangrias revelaram a LP-C.

4.2.4, Testes seroldogicos empregando-se As-C.ca.(5-NaCl) 176

C.arabica cv. Arabica (C.a.A.Mix)

As reacgoes serologicas de dupla difusdo em gel de agar com an-
‘tigenos de sementes de C.arabica revelaram 0 aparecimento de
até 4 linhas de precipitagac (LP), respectivamente, as LP-A, B,
C e D. Pode-se observar gue 10 dias apds a primeira injegdo de
antigeno, houve o aparecimento da LP-C {primeira sangrial so-
mente para o extrator 5-NaCl, sendo que ©Os demais extrat res
ndo apresentaram reacac positiva (Quedro 22]). Nas reag0es COm
os extratores borato e NaCi-EtSH, observou-se a LP-C (segunda
a sexta sangrias), verificando-se para o sxtrator dgua, as LP~
CD (segunda & guints sangrias) e'a LP~C [(sesxta sangria), sendo

gqus o extrator 8-NaCl revelou a LP-C (segunda sangrial as LP-
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QUADRG 21 - C.liberica contra AS-C.ca.(FD)178. Testes seroldgices de du-

pla difusdo em gel de dgar, com antigenos de sementes sollveis

em quatro tipos de extratores.

Ordem e data

da sangria

Linhas de precipitagdc obtidas com os diversos exiratores

Ho0 5-NaCl borato NaCl-EtSH

1/5.1 C ch CD C
2/8.1 C C C -
3/11.1 C C C C
4/13.1 C C C C
5/17.1 C C C C
6/19.1 C Co c -
7/4.2 C C C C
8/7.2 C C C
9/11.2 C coD C C
10/13.2 c co C C
11/17.2 C co C C
12/24.2 C cD C C

S-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sodic 2,5%

Borato - tamp&o borato de sodic 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl

Nall-EtSH — gloreto de sodic 2,5% - mercaptoetancl 0,025M

Numerador - ordem de sangria obtilda

Uenamin;dor - dias ap6s s (ltime injegdo de antigeno (1% digito)

nimerc de série das injegdes (29 digito)



=48~

QUADRO 22 - C.arabica contra AS-C.ca.(3-NaCl]176. Testes seroldgicos de du
pla difusdo em gel de agar, com antigenos de sementes soldveis

em guatro tipos de extratores.

Ordem e data Linhas de precipitagao obtidas com os diversos extratores

da sangria

H-0 S-NaCl horato NaCl-EtSH
1/5.1 - C - -
2/8.1 CD C C C
3/11.1 C Cco c C
4/13.1 co BC C C
5/17.1 Co BC C C
65/19.1 ) C CD C C
7/4.2 BCO ABCD BCO D
8/7.2 ABCD ABCD BC D
9/11.2 ABCD BCO . BC D
10/13.72 ABC BC Bc D
11/17.2 BC 8c BC 0
12/24.2 8C BC BC -
S-NaCl - antigenos soldveis em cloreto de sodio 2,5%
Borato - tampao borato de s6dioc 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaC1-EtSH - cloreto de sodio 2,5% - mercaptostanol 0,025M
Numerader - ordem de sangria obtida

Nenominador - dias apds a Gltima inecdo de antigeno (1¢ digito)

numero de serie das injegdes (279 digito)
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CD (terceira e sexta sangriaes) e as LP-BC {quarta e quinta san
grias). Nas reagoes com o extrator &agus, constatou-ss as LP~-
BCD {sétima sangria), as LP-ABCD (oitava sangria), as LP-ABCD
{nona sangria), as LP-ABC (décima sangria) e as LP-BC (décima
primeira e décima sepunda sangriass) e em S-NaCl, verificou-se
as LP-ABCD (sétima e oitava sangrias), as LP-BCD (nona sangria)
g as LP-BC (décima a décime segunda sangrias). O0s resultados
obtidos para o extrator borato mostraram as LP-BCD (sétima san
sria) observando-se nas demais sangrias as LP-BC. Para o extra
tor NaCl-£tSH, verificou-se a LP-D (sétima a décima primeira
sangrias) com excegdoc da UGltima sangria, onde ndo se consta-

tou reagdo positiva.

C.canephora cv. Kouillou (C.ca.)

Os resuitados obtidos nas reagdes com essa espécie revelaram
gque 5 dies apds a primeira injecao de antigeno (primeira san-
gria) nao houve reacgao positive para os extratores usados {Qua-
dro 23). A LP-C esteve presente em todos os tesstes com as ex-
tratores. Observou-se a LP-C (segunda a sexta sangrias) nas rea
¢0es com os extratores &gua e S-NaCl, verificando-se a LP-C (se
gunda sangria) para o extrator borato, sendo constatada {para
osse mesmo extrator) auséncia de reagdec {(terceira a sexta san-
grias). Em NaCl-£tSH (segunda sangria) n&ac se observou Treagao
positiva, sendo que as reacfes (com esse mesmo extrator] reve-
laram a LLP-B (terceira & sexta sangrias) e a LP-C (quafta e
quinta sangrias). Para o extrator 4&gua, verificou-se as LP-BC
{oitava a decima e decima segunda saengrias)., enquantoc que as
reagoes mostraram a LP-C (sétima e décima primeira sangrias},
para esse mesmo extrator. 0 mesmo comportamento foi observado
para S$S-NaCl, apresentando, porém, as LP-BC {sétima sangrial. Em
borato, constatou-se as ILP-CD (sétima e oitava sangriasi, a LP

-C {nona, décima & décima segunda sangrias) e as LP-BC {deci-
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QUADRC 23 - C.canephora contra AS-C.ca.(5~NaCl1)178. Testes serclogicos de
dupla difusio em gel de dgar, com antigenos de sementes soll-

veis em guatro tipos de extratores.

Ordem e data Linhas de precipitagac obtidas com os diversos extratores

da sangria Hy0 S-NaCl borata NaC1-EtSH
1/5.1 - - - -
2/8.1 C C C -
3/711.1 C C - B
4/13.1 C C - C
5/17.1 C C - C
5/18.1 c C - B
7/4.2 C BC Cb C
8/7.2 BC BC b B
8/11.2 BC BC C C
10/13.2 gC 8C C B
11/17.2 C C BC C
12/24.2 BC Bc c B
S-NaCl - antigsnos soliveis em cloreto de sddio 2,5%
Borato - tampao borato de sodioc 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaC1-EtSH - cloreto de sddio 2,5% - mercaptoetancl 0,025M
Numerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apds a Ultima injegdo de antigene (1° digito)

nimero de série das injegoes (29 digitol
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ma primeira sangria) engquanto gue as reagoaes para o extrator
NaCl-EtSH revelaram a LP-B (terceira, sexta, oitava, decima e

décima segunda sangrias) e LP-C nas sangrias restantes.

C.congensis cv. Bangelan

As reactes serolfgicas de dupla difusdo com essa espécie moes-
traram que a LP-C estsve presente nos testes efetuados até a
sexta sangria para os extratores dgua, S-NaCl e borato (Qua-
dro 24). Dbservou-se em S-NaCl, ausé@ncia de reagéo {primeira,
guinta ¢ sexta sangrias). Reagboes negativas foram também ob-
servadas para o extrator borato (primeira e quints sangrias}.

Nas reacgdbes cam 0 extrator agua, constatou-se a presenga gas
LP-BCD (sé8tima & nona sangrias) e as LP-BC (décima a decima sg
gunda sangrias), enquanto gue as LP-BC (sétima a décima segun-
da sangrias) foram observadas para o extrator S-NaCl., 0O mesmo
comportamento foi observado para o extrator borato, verifican-
do-se, porém, as LP~-BCD (sétima sangrial. 0Os resultados obti-

dos para NaCl-EtSH ndo apressentaram reagdo positiva.

C.dewevrel (C.dew.]}

As LP-C e BC estiveram presentes em quase todas as reagdes (Qua
dro 25)., Para o extrator Aagua, observou-se a LP-B (primeira san
gria). As LP-BC foram observadas em todas as reagoes com ©§5e
mesmo extrator, com excecao da segunda sangria gque revelou a
.P-C. O mesmo comportamento foi verificado em S-NaCl, consta-
tando-ss, porém, a LP-C (primeira e terceira sangrias). Nas rea
ches ocom borato, ohservou-se a LP-C (primeira asexte sangrias)
g as LP-BC {sétima a décima segunda sangrias). 0Os resultados ob-
tidos nas reagdes com NaCl-EtSH revelaram a LP-C em todas as

sangrias.
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QUADRD 24 - C.congensis contra AS-C.ca.{S~NaCl)176. Testes serologicos de
dupla difusdo em gel de agar, com antigenos de sementes sold-

veis em quatro tipos de extratores,

Ordem & data Linhas de precipitagac obtidas com os diversos extratores

da sengria HyO 5-NaCl borato NaC1-EtSH
1/5.1 C - - -
2/78.1 C C C -
3/11.1 C C C -
4/13.1 C C C -
5/717.1% C - - -
6/18.1 c - C -
7/4.2 BCD BC ABCD -
B/7.2 BED BC BC -
8/11.2 BED BC BC -
10/13.2 BC BC BE -
11/17.2 BC 8C BC -~
12/24.2 AC 8C BC -
S-NaCl - antigenos soliveis em clorete de sodic 2,5%
Borato - tampa&o borato de sodie 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCi
NaCl-EtSH - cloreto de sodio 2,5% - mercaptoetancl 0,025M
Numerador - ordem de sangria obtilda

Denominador - dias apds a Gltima injegéc de antigeno (19 digitol

nimera de série das injegoes (2% digito)
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QUADRD 25 - C.dewevrei contra AS-C.ca.(S-NaCl)176. Testes serologicos de
dupla difusdo em gel de agar, com antigenos de sementes sold-

vels em guatro tipos de extratores.

Ordem & data Linhas de precipitagac obtidas com.os diversos extratores

da sangria

H50 S-NaCl borato NaCl-EtSH
1/5.1 B c C C
2/8.1 C BC C C
3/11.1 BC 8C C C
4/13.1 BC C € C
5/17.1 BC BC C C
6/18.1 BC BC c c
7/4.2 BC BC BC C
8/7.2 BC BC BC C
8/11.2 BC BC BC C
16/13.2 ‘ BC _ - BC BC C
11/17.2 BC BC BC C
12/24.2 BC gC BC C
S-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sodio 2,5%
Borato - tampdo borato de sdédie 80,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
N~-Cl-EtSH - cloreto de sodio 2,5% - mercaptoetanol 0,025M
Numerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apés a Ultima injecdo de antigeno (1% digito}

namere de serie das injecotes (29 digito)
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C.eugeriddides (C.eug.)

As reagbes serologicas efetuadas com C.eugenioides mostraram que

5 dias apos a primeira injegdo de antigeno, somente se obser-
vou reagao positiva com o extrator NaCl-~EtSH (Quadro 26). Em
dgua, houve auséncia da reacgaoc (segunda a guarta sangrias). O
mesmo comportamento se observou para o extrator S5-NaCl com re-
lagao a segunda sangria, Nesse mesmo extrator, constatou-se as
LP-BC (guinta e sexta sangrias) em todas as sangrias para o 8Xx
trator S~NaCl, verificando-se porém, a LP-C (decima sangrial,
para esse mesmo extrator. Nas reagdes com o extrator borato ob
servou~se as LP-BC (segunda a décima segunda sangriasl). As rea
¢oes com NaCl-EtSH mostraram o aparecimsnto da LP-B {segunda

sangrial) observando-se nas demais sangrias a LP-C.

C.liberica (C.lib.)

As abservacﬁes decorrentes da andlise das reagbes com essa es-
pécie revelaram até 3 linhas de precipitagado (LP), respectiva-
mente, a LP-B, C e D {Quadra 27). Pode-se obssrvar gue o extra
tor agus revelou as LP-BCD (sétima & décima sangriasl). Os re-
sultados obtidos demonstraram que nao houve reagao positiva 35
dias ap0s a primeira injecgdoc de antigeno (primeira sangria) pa
ra todos os extratores usados. Dois dias apos a primeira inje-
¢aoc de antigeno, os extretores S-Nell e borato mostraram o apa
recimento das LP-BC (segunda sangria), o extrator S-NaCl reve-
lou as LP-CD e o extrator NaCl-EtSH a LP-C para a mesma  san-
gria, Observou-sa as LP-C (terceira e quarta sangrias} e LP-BC
{(quinta sangria), respectivamente para os extratores Aagua, S-
NaCl e borato, constatando-se auséncia de reagdo (pasra essas
mesmas sangrias) para o extrator NaCl-EtSH. Em agua observou-
se a presenga das LP-BC (sexta, décima primeirs e décima segun

da sangrias} sendo que para o extrator S-NaCl verificou-se as
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QUADRD 26 - C.eugenioides contra AS-C.ca.(S-NaCll176. Testes seroldgicos
de dupla difusao em gel de agar, com antigenos de sementes so-

luveis em quatro tipos de extratores.

Ordem & data Linhas de precipitagaoc obtidas com os diversos extratores

da sangria

H,0 3-NaCl borato NaCl-EtSH
1/5.1 - - ~ B
2/8.1 - - BC B
3/11.1 - BC BC C
4/13,.1 - BC BC C
5/17.1 BC BC BC C
6/19.1 BC BC BC C
7/4.2 C BC BC C
8/7.2 C BC BC C
9/11.2 C. BC BC C
16/13.2 C C BC C
11/17.2 C BC BC C
12/24.2 C BC BC c
S-NaCl ~ antigenos soliveis sm cloreto de sddio 2,5%
Borato - tamp&o borate de sddio 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
Nall-EtSH - cloreto de sddio 2,5% -~ mercaptoetanol 0,025M
Numerador - ordem de sangria obtida
Denominador - dias apds a Gltima injegdo de antigenc (19 digito)

nimero de série das injegdes (2° digito)
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QUADRC 27 - C.liberica contra AS-C.ca.(S-NaC1)178. Testes seroldgicos  de
dupla difusaoc em gel de agar, com antigasnos de sementes sol(-

vels em guatro tipos de extratores.

Ordem e data Linhas de precipitagac obtidas com os diversos extratoress

da sangria

H->0 S-=NaCl borato NaCl-EtSH
1/5.1 - - - -
2/8.1 BC co BC C
3/11.1 C C BC -
4/13.1 C C BC -
5/17.1 C C BC -
5/18.1 pC c C C
7/4.2 BCO BC C B
8/7.2 BCD BC C -
9/11.2 BCo 8BC - C
10/13.2 BCD Bc - C
11/17.2 BC BC C B
12/24.,2 BC cD C B
S-NaCl - antigenos sollveis em cloreto de sidic 2,5%
Borato - tamp&o borato de sddio 0,05M pH 8,0 - 0,25% NaCl
NaCl-£tSH - cloreto de sodio 2,5% - mercaptoetanol 0,025M
Numerador - ordem de sangria aobtida
Denominador - dias apds a Gltime injegdo de antigeno (19 digito)

nimere de série das injecfes (29 digito)
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LP-BC (sétima a décima primeira sangrias), observando-se, (pa-
ra esse mesmo extrator) porém, a LP-D (sexta sangrial) e as LP-
LD (décima segunda sangrial. As reagoes com o sxtratof borato,
mestraram a LP-C {sexta sangria em diante), constatando-se au-
séncia de reacao {nona e decima sangrias) para esse mesmo ex-
trator. Em NaCl-EtSH, observou-se a LP-C (sexta, nona e décima
sangrias) & a LP-8 [(sétima, décima primeira e décima segunda
sangrias) verificando-se reacdo negativa (oclitava sangrial) pa-

esse mesmo sxtrateor.
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5, DISCUSSAD

0s resultados obtidos nos tesstes seroldgicos para determinagao
do - titulo dos anti-soros para C.arabica & C.canephors, nao a-
presentaram diferengas significativas guando os titulos maximos
obtidos foram analisados. Os anti-scoros utilizados nas reagoss
apresentaram tituleos de 1:4, 1:8 e 1:18 quando determinados pg
1o teste de Ouchterlony. Esses resultados confirmaram observa-
goes feitas anteriormente por HBFLING (1875), cujos anti-soros
utilizados nas reacoes apresentaram titulos de 1:8, 1:16 e 1:64
guando analisados, sugerindo que anti-soros com tais tftulos,
permitiram a obtengdo de resultados satisfatdrios para aplica-
cho em estudos de relagdes de afinidade sercldgica. Esses tity
las nao foram, pois, um fator limitante na interpretagao das
reagies serolégicas de dupla difusdo, ao contrarie do encontra
do por KAPALA et al. (18975) para cevada, cujos resultados de-
monstraram que a comparacao dos antigenos em estudos serologi-
cos foi grandemente dificultada guando se utilizaram anti-soros
de alto titulo, sendo a complexidade dos sistemas imunoprecipi
tantes um fator limitante na identificagao das linhas de preci

pitagao.

Os resultados obtidos nas reacoes seroligicas com os anti-soros
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para C.arabica e C.canephora, demonstraram que apds uma {nica
injecao de antigenc nos coelhos & possivel detectar reacdes es
pecificas. Tal fato indica que a injegdo no linfonddulo se mos
trou bastante adequada para aplicacao em estudos taxonomicos
como ja foi descrita por OLIVEIRA (1975) cujos anti-saros obti
dos pela técnica de injegio de antigeno no linfonddulo apresen
taram em geral, apds uma Unica injegdo de antigeno, valores al-
tamente significativos, em muitos casos suficientes para se i-

niclarem estudos de relagoes de afinidade serologica.

Estudes para se determinarem os provaveils ancestrais de C.ara-

bica, tem sido realizados do ponto de vista da genetica {CARVALHO & MONA-
CO, 1968), citogenétice (MEDINA, 1972) e fitoquimico (LONGD, 1872). A apli
cagao da serclogia como disciplina complementar em estudos taxondmicos do
género Coffea fol efetuada com o mesmo material utilizado nos trabalhos a-
cima citos, com o propgsito de contribuir nos estudos das provaveis -
gens da especie C.arabica, levando-se em conta qus para se determinarem os
provéveis ancestrais dessa espécie, hd gue se analisarem todos os dados co
ligidos de observagoes no campo da morfologia, genética, citologia, anato-

mia, bioquimica, serologia, etc.

Sendo C.arabica espécie tetrapldide com 2n=44 cromossomos 8 con
siderada como um alotetraploide, tem sido feitos estudas no sen
tido de se determinarem que espécies dipldides teriam partici-
pado de sua formagao. Em virtude de ser E.canephora uma das es
pécies mais constantemente indicadas como tendo contribuide na
origem a E.arabicé, foi a mesma utilizada nos estudos serologi

cos caomparativos agui apresentados.

Estudos das reag0es seroldgicas com antigenos presentes em se-
mentes de C.arabice (HOFLING, 1975) efetuados diretamente com
a farinha delipidificada ultrafina (FO0), paralelamente aa em-
prego de extratos sollveis de sementes como antigenos, demons

traram que as linhas de precipita;éé observadas apresentam iden
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tidade quando submetidas ao mesmoc teste. Tal fato parece indi-~
car gue os anticorpos obtidos como resposta aos determinantes
antigenicos inicialmente serism os mesmos, sugerindo gus ha van
tagens em se utilizar FO, sendo gque o emprego de extratos so--
1dveis de sementés na ohtencao de antigenos seria um processo
seletivo paera os determinantes antlgénicos, estando na depen-

dencia do tipe de sclugdo gque se utiliza para a extracgao.

Os estudos seroldgicos efetuados com os anti-soros cbtidos em
reagao com os antigenos soliveis em dgua, S-NaCl, borato e NaCl
-EtSH, indicaram gue ha diferengas gualitativas nas reagoes em
relagdo as linhas de precipitagdo obtidas. Foi possivel verifi
car, inicialmente, a presenga da linha de precipitagao (LP-C)
nas reacdes de modo geral, sendo gque em muitos casos houve uma
predominancie total dessa linha de precipitacéc. Observou-se gque
a LP-C @ comum em todos os testes‘eFetuados nas reagbes cCom.0sS
extratores usados. Esses resultados, confirmam as’' observacgoes
feitas anteriormente, quanto & identidade existente entre 05
anti-soros obtidos inicialmente durante o processc de imuniza-

cao {(HOBFLING, 1975].

Os resultados obtidos nos tesies seroldgicos, demonstraram gque
hd diferengas significativas nas reagdes entre os extratores.
Observa-se qus, quéndo se comparam as reagoes sfstuadas entre
os extratores agua, S$-NaCl, borato e NaCl-EtSH, este Cltimo se
mostra muito pouco adeguado na extragao de antigenos para apll
cegao em estudes de relagdes de afinidade seroldgica. E possi-
vel, gue ocorra alguma forma de interacac de NaCl-EtSH com gru
pos SH proteicos, dificultando assim o processo dé extragio des
ses antigenos. Pode-se constatar também gue 0 extrator S-NalCl
parece ser mais adequado, embora, em alguns casos, NA0 se veri
figue variagdes qualitativas entre os extratores agua, S-NaCl s
borato. PAYNE et al. (1873) através da-investigagéo das protei

nas de sementes de LC.arabica e C.canephcra do ponto de vista da
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gletroforese de disco, demonstraram gque houve diferencas signi
ficativas entre os resuliados, gquando se empregaram diversos ti
pos de extratores. Dos sistemas utilizados para a extragaoc de
proteinas, verificou-se gque, para folhas cotilsdonares o tam-
pao boratao 0,05M pH 8,0 contendo NaCl 2,5%, permitiu a obtengao
de padroes eletroforeticos constantes. No caso presente, usan-
do-se a mesma teécnica para sementes observou-se gue NaCl 2,5%

& o melhor sistema.

As relacoes ssroldgicas obtidas nos estudos efetuadas com AS-
C.a.A.Mix(S-NaC1)1B0 em reagao com antigenos obtidos sob trata

mentos diversos das espécies C.arabica, C.canephora, C.congen-

sis, E.dewevrei, C.eugeniocides e C.libsrica com base na anali-

se da linha de precipitagdo LP-A, obtida nas reagtes com 0s ex
tores utilizados & atribuindo-se valores de porcentagem a inci
déncia dessa linha de precipitagao para cada espécle individu-
almente, indicaram que do ponto de vista do extrator agua, po-

de-se agrupar as espécies C.arabica e C.eugenicides em relagac

as demails sspécies estudadas. Com relagao a LP-B, podemos ob-

servar que ela & comum as espécies C,arabica, C.canephora, C.

congensis, C.eugeniocides & C.dewevrel e nap existe em C.liberi

ca. Se analisarmos as espécies com base na LP-C, verificames que
essa linha & comum para todas as espécies estudadas, Pela LP-D
as especies C.arabica, C.eugeniocides e C.congensis poedem ser
agrupadas separando-as das demais espécies. Do ponto de vista
do extrator S-NaCl, os resultados demonstraram gue, com base

na LP-A, as espécies C.arabica, C.canephora e C.eugenioides se

diferenciam de C.congensis, C.liberica e C.dewevrei. Com rela-
a0 a LP-B, podemos verificar gue todas as espéciles analisadas
podem ser agrupades. A andlise dessas especies com relacao a
LP-C mostrou que essa linha & comum para todas as espeécies es-

tudadas; As espicies C.congensis, C.arabica, C.liberica e C.c3

nephora com base na LP-0D podem ser agrupadas em relacao as es-

peciss C.dewevrei e C.eugeniocides, A analise das reagdes com o
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extrator borato, guando conparadas, sugerem gue com base na LP
-A, pode-se separar a espécie [.arabica em relacds as demais

especies estudadas. Com re.agao a LP-B, podemos observar gue

C.arabica, C.congensis, C.cewevrel e C.eugenioides §30 COMUNS
para essa 1linha de precipi<agao, com excegao de C.liberica - e
C.canephora. 82 analisarmos as espéciss com base na LP-C, ob-
servamos dque essa linha de precipitagac € comum para todas as
espécies-estudadaa. Pela L°-D, todas as espécies podem ser a-
grupadas (com excegao de C.deswevrel e C.literical. Os resulta-
dos obtidos com o extrator NaCl-EtSH, indicaram que a LP-A nao
esteve presente nas reagoes com os extratorses usados. De acor-

do com & LP-B, as espécies_&.arahica, C.canephors e C.congan-

sis podem ser agrupadas em relacdo as demais espécies estuda-
das. Com relagdo & LP-C, essa linha de nrecipitagao somente nao
& comum a C.eugenioides. Pela analiss da LP-0, essa mesma gspé
cie, se distingue das demais, pela presenga dessa linha de pre

cipitagao.

De meodo geral, as relacgces serologicas observadas entre os an-
tigenos de sementes das espécies C.arabica, C.canephora, C.con

gensis, C.dewevreid, C.eugenioides e E.liberica, sugerem gue do

panto de vista do extrator dgua, atribuindo-se valores de por-

centagem as linhas de precipitagéo ohservadas, ha uma malor a-

proximagao de C.eugenioides com C.arabica. Observou-se que as
demais espécies estudedas, guando analisadas, sao menos rela-

clionadas ssrologicamente.

Quando ss analisa o extrator S5-NaCl, os resultados mostram gue
ndo se verifica diferengas significativas entre C.congensis, L.

cugenioides @ C.liherica, senda que E.dewavrei parsce estar me

nos proxima de C.arabica. Observou-se que C.canephora se mos-

tra bastante relacionada a este espécie.

Do ponto de vista do extrator borato, os resultados sugerem gue



C.congensis e C.gugenioides, 580 mais proximaes a C.arabica, sen

do em seguida as espdcies C.canephora e C.dewevrei as mais re-
lacionadas a ossa espécie. Observou-se gque a especie C.1i-

herica & menos relacionada serclogicamente com & C.ara-

hica gquando comparada as demails gspécies.

s dados obtidos nas reacgoes com o extrator NaCl-Et3H, demons-

traram gue as espécies C.canephora, C.congensis e C.eugenioides

sc mostraram mais praximas de C.arabica, verificando-se serem
mais distantes dessa espécie, guando comparadas as especies C.

dewevrei e C.liberica.

Os dados obtidos nas reagbes com AS-C.a.A.Mix(FD)161 mostraram
que a LP-A nao ssteve presente nas reagoes com os extratores usa
dos. Com base na LP-B, os resultados obtidos com 0O extrator &-
gua indicam gue todas as espécies estudadas (com excegao de c.
dewevrei) podem ser agrupadas. Fela anadlise da LLP-C, pode-se ve
ri{icar cue sssa linha & comum 3 todas as espécies estudadas.

As espécies C.arabica, C.congensis e C.eugenioides, com base

na LP-D, apresentam identidade, guando comparadas, em relagaoc

as outras espécies, C.dewevredl, C.canephora g C.liberica. Do

ponto de vista do extrator S-NaCl, os resultados demonstraram
que a LP-A nao esteve presente nas reacoes com as extratores U
sados. Com base na LP-B as espécies C.arabica, C.dewevrei s C.
eugenioides podem ser agrupadas em relagao as demais espécies.
Com relagan a LP-C, podemos verificar que todas as espécies a-
nalisadas apresentaram identidade comum em relagdo a essa 1li-

nha de precipitagdo. Pela presenga da LP-D em C.arabica, L.con

gensis & C.eugenioides, essas espénies se diferenciam das 8-

d
mais estudadas. Com relagéo ao estrator borato, os dadas obti-
dos indicam que a LP-A nao esteve presente nas reacdes com 0s
extratores ugadaos. Com base na LP-B, pode-se agrupar as ESpe-

cies C.arabica, C.canephora, C.dewevrei, C.egugeniopides e C.con




agua

C.arabica

C.eugenioldes
E.congensis
E.caneEhura

E,dewevrei
E.liberica

S5-NaCl
C.arabica
C.canephors

C.congensis

C.eugeniocldes
C.liberica

é;dewsvrei
barato

C.arabica
C.congensis
C.eugenioides

C.dewevrel

C.cangphora
C.liberica

MaCl~EtSH

C.arabica

C.canephora
C.congensis
C.eugenioides

C.dewevrei

E,liberica

160 75 50 25 0
L i 1 | |
S g e — —— e oo —
| ] ]
| ! :
1 1
1
t
t
L
|
_____ X — e e ———— —
1 1
! 1
|
|
I
|
(
]
:
— ————— __.-_.~1r__.__.__"_.
1
: |
1
' '
i :
1
|
|
|
|
I — o —————
'
i

Dendrograma indicando grupos de poreentagem de similaridade para dados de anti-

genos de sementes de 6 "taxa" de Coffea com os diverscs extratores usados.

-54 -



..65_

gensis de C.liberica. Pela analise da LP-C, todas as espé-

cies estudadas, guando comparadas apresentam identidade., Em re

lagédo a LP-D, as espécies C.arabica, C.congensis e C.eugenioi-

des, sao comuns para essa linha de precipitagao, gquando compa-

radas as demais espécies estudadas. Do ponto de vista do extra
tor NaCl-EtSH, observou-ss que a LP-A nao ssteve presents nas
reagdoes com 0s extratores usados. Verificou-se a LP-B, somente
em C.congensis. Com hase na LP-C, todas as espécies estudadas,
quando comparadas, apressntam identidade. Em relagac a LP-D as

especies C.congenis e C.eugenicides podem ser agrupadas sm re-

lagadn as demais espécies.

As experiénciass efetuadas com o anti-soro AS-C.a.A.Mix(FD)1E61,
de modo geral, indicam gque do ponto de vista do extrator agua,
os resultados obtidos nas reagoes demonstraram que E.congensis

e C.eugenioides estdo mais proximas de C.arabica, verificando-

se serem em seguida C.canephora e C.liberica, as especies mais
relacionadas serologicamente, ssndo C.dewevrei, a espécle me-

nos relacionada sercleogicamente.

Os resultados obtidos com o sxtrator S-Nall, sugerem que a afl

nidade por C.arablca & maior com C.eugeniocides, onde as espe-

cies seguintes mais proximas sd0 C.congensis e C.dewevrei, en-
quanto que C.libsrica e C.canephora se mostram bem menos rela-

cionadas, quando comparadas.

Do ponto de vista do extrator borato, os resultados obtidos de

monstram rue C.sugenioides e C.congensis possusm maior afinida

de por C.arabica, enquanto gue as espécies seguintes mais pro-
ximas foram C,canephora e C.dewevrel, sendo C.liberica a espe-

cie menos relacionada serologicamente.

0s resultados cbtidos com o extrator NaCl-EtSH, sugerem gque @
afinidade por C.arabica & maior com E.congensis e E.eugenioi—

des, enquanto gue as demails espécies se mostram bem menas rela
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cionadas. Naes reagoes serologicas com As-C.ca.(FD)175, verifi-
cou-se que a LP-A nao esteve presente nas reagdes com 0S extra
tores usados. Com base na LP-B do ponto de vista do extrator

dgua, observou-se que C.eugenlioides se distingue das demais es

pécies estudadas. Em relagadao a LP-C, todas as especies nodem
ser agrupadas, pela incidéncia comum dessa linha de precipita-
gac. Pela andlise da LP-D, a especie C.arabica se diferencia

das outras espécies.

Do ponto de vista do Extrator $-NaCl, os dados obtidos indica-
ram que a LP-A n&do ssteve presente nas reagées.com os extrato-~
res usadas. Com base na LP-B, esta somente foi verificada em
C.congensis. Em relagdo a LP-C, todas as espécies estudadas po
dem ser agrupadas. Pela analise da LP—D, as especies C.arabi-
ca. C.congensis e C.liherica apresentam identidade quando com-
paradas &as demals espécies estudadas. Nas reagdes com o extra-
tor borato, verificou-se que a LP-A nao esteve pressnte nas rea
cdes com os extratores usados. Em relagdo a LP-B, =& espécie .
C.canephora se distingue das outras espécies analisadas. Com
base na LP-C esta comum em todas as espécies. Em relagao a

)
LP~-D, as espécies C.arabicg e C.congensis podem ser agrupadas,

em relagdo a C.eugenioides, C.liberica, C.dewsvrel e C.canspho-
ra. Do ponto de vista do extratc NaCl-EtSH houve uma predomi-
nancia total da LP-C, com excegac de C.congensis e C.eugenipi-

des que nao apresentaram reagao nos testes efetuados,

0 sstudo das linhas de precipitacdo presentes nos testes sero-
loglcos de dupla difusao efetuados com anti-soros (obtidos pe-
la injegéc de FD e S~NaCl) para C.canephors, indicaram que ha
diferengas significativas no .ndmero de linhas de precipitagaoc
observadas em relagdo aquelas obtidas com os anti-soros para C.
arabica. Segundo PICKERING et al. (1866) estudos seroldgicos e
eletroforese de disco sfefuados cam algumas espécies do gene-

ro Magnolia sugerem a existéncia da correlagdo do possivel au-



agua
C.arabica
LC.congensis
C.engenioides

C. canephora

C.liberica
C.dewevrei

3-NaCl

C.arablca

C.engenioides
C.congensis

E.dewevrei
E.liberica

C.canephara

borato

E.arahic:a
C. engenicides
C. congensis

C.canephora

C.dewevrel
C.liberica

NaCl-EtSH
C.arablca

C.congensis

C. ElI‘IEE'.'I'Ii oides

£.dewevrel
C.liberica

L.cangphera

Dendrograma indicando grupos de porcentagem de

100 75 50 25 0
L [l 1 1 1
.__.._....T_I — g — —

{

I |

|

i

i

i

4
e e g e g e

' I

! ?

|

I

1

!
.____._.._1.__...__,’_ ——

I

1
|
1
!
1
1
|
|

— e —

similaridade para dados de ant{

genos de sementes de 6 "taxa” de Coffea com os diversos extratores usados,

w87_



...BB_

mento da complexidade imunoguimica com o aumento do nivel ds
ploidia. E nossivel, dessa maneira, que sendo E.canephofa .di-
pléide (2ne22) e C.arapica tetrapléide (2n=44), ocorra um feno
mena semelhante, ou seja, correlagdo da possivel diminuicdo da
complexidade imunogquimica com a diminuigédo do nivel de ploidia.
Os resultados obtidos nos testes serologicos com e55e8 anti-
soros, em reacdo com antigenos soldveis de sementes das Wspe-
cies utilizadas nas reacgoes anteriores, demonstraram, porem,

que se pode estabelecer algumas diferengas entre elas.

De modo. geral, os resultados obtldos nas reagoes com AS-C.ca.
(FD)175, do ponto de vista do extrator agua, sugerem gue ha uma

maior aproximagdo de C.eugenlcides com C.arabica, enguanto que

as demalis espécies, quando analisadas, se mostraram bem menos

relacionadas.

Quando se analisou o extrator S-NaCl, os resultados demonstra-
ram que a espécie C.congensis e C.liberjca se apresentam mails
proximas de C.arabica, sendo as demais espécies, menos relacilg

nadas serologicamante.

Quando se analisou ¢ extrator borato, observou-se que as gspé-

ciBS‘E.canephora,_g.congensis e C.liberlca se apresentam mais

proximas de C.arabice enguanto. que ndo se verificou difersngas

entre as espeécies C.dewevrei e C.eugenioides que se mostrnaram

mais distantes de C.arabics.

Do ponto de vista do extrator NaCl-EtSH, os rgsultados obtidos

caomprovam que C.dewevreid, C.liberica e C.,canephora, possuem maior

afinidade por C.arabica em relagho as demsis espécies. Os reo-
sultados obtidos com AS-C.ca.(5-NaCl)176, demonstraram gue com
base na LP-A, do peonto de vista do extrator agua, C.arabica se
distingue das demais espécies sstudadas. Pela analise da LP-B,

todas as espécies apresentam ldentidade, gquando comparadas. Em
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relagado a LP-C, o mesmo comporfamento Toi ubsérvado com  e28sas
espécies. Se analisarmas as gspeécies com base na LP-D, verifi-
camos que podemos agrupar C,arabiga, E.congensis e C.liberi
ca. Nas reacgbes efetuadas com o extrator S-Nali, através da a-
nélise da LP-A, a espécie C.arabica se diferencia das outras es
pécies analisadas. Com base na LP-B, todas as especles apresen
taram identidade, guando comparadas. Com relagao & LP-C, o mes
mo comportemento foi ohservado. Verificando-se a LP-D, conse-
gue-se distinguir a gspecie C.arabica e C.liberica das damais
espécies estudadas. Para o extrator borato, analisando-se a
[P-A, a espécie E.congensis ae diferencia das outras especies.
Com base na LP-B, todas as espépies estudadas (com excegédo de
E.canephora) podem ser agrupadas. Pela analise da LP-C, obser-
va-se que esta predominou em todas as espécies, quandg compara

das. Com base na LP-D, as espécies C.srabica, C.canephora e C.

congensis podem ser agrupadas em relagdo as espécies C.dewevrel,
C.liberica e C.gugenicidas. Do ponto de vista do extrator NaCl
-EtSH, houve pradominadncia da LF-C, com excegdc de C.congen-

sis que nao apresentou reagdo.

(s resultados obtidos nos testes seroldgicos com o anti-soro
AS.C.ca,.(S-NaCl)176, de modo geral, sugerem gue as especies C.
congensis e C.liberica possusm uma afinidade maior por E.arab;
ca, guando comparadas em relacao as outras gespécies, do panto

de vista do extrator &gua, verificando-se, guando analisadas,

gue C.canephora, C.dewevrei e E.eugehicides sg mostram menos

afins serologicamente.

Nas reagoes com o extrator S-NaCl, pode-se verificar que C.1i-
berica possue maior afinidade por E.arabica. enguanto gue as

especies C.canephora, E.congensis, C.dewevrel e E.eugenioides,

se mostraram igualmente prdximas da espécie C.arabica, porem,

menos relacionadas.
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Observou-se gue, do ponto de vista do extrator borato, a espe-
cle C.congensis e C.canephora se mostram mais proximas serolo-
glcamente de C.arabica em relagéo as demais espéciés estudadas
verificando-se serem mais distantes dessa espécie, guando com-

paradas a8 espécies C.dewevrei, C.pugenioides e C.liberica.

Em relagac ao extrator NaCl-EtSH, os resultados obtidos & suge-

rem gue as especies C.canephora, C.ecugenioides e E'libericd 5e

mostram mais préximos de C.arabica, enguento gue (em ordem de-
crescente) as espécies C.dewevrei e C.congensis se apresentam
mais distantes. De modec geral, os resultados obtidos nos tes-
tes seroldgicos de dupla difusdo com anti-soros para C.arasbica
e C.cancphora em reagdo com 0s antigenos obtidos por tratamen-
tos diversos das espécies consideradas como aguelas gue possi-
velmente teriam dado origem a £.arabica, parecem indicar uma
malor aproximagac das especles C.congensis e C. eugen101d85 e
em menor grau C.canephora com C.arabica, guando comparadas. 0Ob
serva-se que (C.liberica e C.dewevrel parecem S8r menos relaclo

nadas serologicamente.

O0s resultados obtidos nas andlises sérolégicas indicam que a

maior afinidade por C.arabica esta entre C.eugenioides e E.bon

gensis. Estes resultados, nao concordam também com as observa-
goes feitas por LONGO, (1872) bujos resultadns obtidos mostrgl
ram que C,arabica tem maior afinidade por C.liberica. Concor-
dam, porém, em parte, com as chservagdes feitas por essa mesma

autora, com relacao a grande afinidade de C.arabica também por

E.caneEhora.

Do ponto de vista serclogico, os resultades sugerem gue C.eugeg
nisides e C.congensis ou C.canephora [secundariamente) possam
estar envolvidas na origem de C.arabica. Esses resultados, pa-
recem confirmar, de certo modo as observagdes feitas por KRUG

& CARVALHO (1951) e CRAMER (18957) os guals consideram & Ppos-
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sibilidade de C.canephora e C.eugenicides estarem relacionadas
com C.arabica, baseados na distribuicac geografica e em seme-

lhangas morfelégicas de slgumas variedades de C.eugenigides com

alguns mutantes de C.arabicae. THOMAS (1944)]) refere-se a presen
ca dessas duas espécies dipldides nura mesma area, em Uganda,
onde poderiam ter-se cruzado e dado crigem a L.arabica. Por ou
tro lado, esses mesmos resultados nas concardam com os obtidos
por LONGO {1972) os quais indicaram cue C.congensis nao deve
ter participado da formagao de C.aratica. Parece razoavel su-

por, no entanto, que C.congensis tenha realmente participado na

origem de C.arabica. Essa espécie, segundo a maioris dos pes-~
gquisadores de cafe, & nativa da Etidpia, havendo uma concordan
cia geral quanto ao fato de ai existir grande variabilidade de
formas dessa espécie. Como as espécie dipldides cujas distribu

;0es peograficas mais se aproximam desse pais sac C.canephora,

C.congensis, C.liberica e C.eugenioides, essas espécies tem si
do consideradas como possiveis ancestrais de C.arablca, portan

to, indicadas como aguelas que teriam dado origem a C.arabics.

Os estudos reslizados no presente trabalho, parecem confirmar
plenamente, observagoes feitas por CRAMER [(1857) onde discute
gue também LC.congensis apresenta formas semelhantes ! C.arabi-
ca e gue esta poderia ter-se originado da hibridizagac natural
de C.congensis e C.eugenioides com posterior duplicagao dos cro

mossomas e diferenciagao. CARVALHO & MONACO (1868), relatam gque

poderia ter ocorrido cruzamentos de C.eugenioides com as outras

duas espécies e através da poliploidia teria sido obtida razoé
vel fertilidade e consequentec preservacgac das novas combina-
¢6es por introgressf&o entre tetrapldides e dipldides. Estes mes
mos autores relatam também que foi possivel a obtengdo de hi-
bridos relativamente ferteis, resultados das hibridagdes arti-

ficiais entre C.canephora e C.eugenioides,

s resultados apresentados neste trabalho, sugerem gue secunda

riamente as espécies C.liberica e C.dewevrei estariam relacio-
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nadas as origens de C.arabica cuja possibilidade parece nao es
tar descartada, levando-se em conta qﬁe FERNIE (196G6) regata gue
Deughty obteve um hibride entre C.dewevrei cv. Excelga e C.el-
genidides com grande sémelhanga com C.arabica e CARVALHO & MO-
NACO (1968) obtiveram grande &xito nessa hibridagao. NARASIN-
HASWANY & WISHVESHWARA (1981), relatam que numa populagao do

hibrido C.liberica X C.eugenioides encontraram uma planta com

mixoploidia, na qual o ramo tetraploide tinha surpreendente se
melhanga morfoldgica com C.arabica. Baseados nesse fato, suge-
rem que essas espécies poderiam ter dado origem a C.arabica. Se
gundo CARVALHO & MONACO (1968), hibridagdes artificiais entre

C.liberica e C.eugenioides deram resultados satisfatorios.

0 conjunto de dados aqui apresentados, indica que o emprego de
técnicas seroldgicas pode contribuir para o estudo de relagodes
de afinidades filogenéticas aplicdveis ac giénero Coffea. Os re
sultados obtidos abrem possibilidadses de novas pesquisas atra-
vés do estudo de um maior nidmere de espécies, variedades e cul
tivares, no sentido de ampliar um conhecimento mais preciso das

relagtes entre as sspécies,
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6. CONCLUSOES

Os estudos realizados no presente trabalhe permitiram chegar as

seguintes conclusdes:

l. Testes seroldgicos comparativos, feltos com anti-soros obti
dos pela injegdo de antigenos sollveis em cloreto de sddio
2,5% (5-NaCl) e da farinha delipidificada ultrafina (FD) de
C.arabica e C.canephora, demonstraram serem sensiveis em de

tectar diferengas entre as espécies de Coffea analisadas.

2. 0s resultados obtidos nas reagoes seroldgicas com os anti-
soros para C.arabica e C.canephora indicaram que, apds uma (-
nica injegao de antigeno, & possivel detectar reagles espe-

cificas,

3. Os testes serologicos efetuados com os anti-scros obtidos em
reagéo com os antigenos soldveis em &gua, S-NaCl, baorato e
Z-mercaptoetanol, indicaram que ha diferengas gqualitativas

nas reagoes em relacgdo as linhas de precipitac3c obtidas.

4. As reagdes seroldgicas efetuadas com os antfgenos obtidos pe
la extragao em Agua, S-NaCl, borato e 2-mercaptoetancl, de-

monstraram que este (ltimo se mostra muite pouco adeguado pa
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ra aplicagao sm estudos de relagdes de afinidade serolégica

enquanto o extrator 5-NaCl parece ser mais adeguado.

De modo geral, os estudos de relacgoes de afinidade serulégi
ca efetuados entre as espécies de Coffea analisadas demons
traram que as espécies C.argbica apresentam maior afinidade

por C.congensis e C.eugenioides e depois por C.canephora.

Os resultados deste trabalho permitem sugerir gue as ®spé-
cies C.eugenioides e C.congensis apresentam maiores possibi

lidades de ter participado da formagdo de C.arabica.

A determinagao das afinidades entre as espécies indicadas pe
la anadlise serologica, de modo geral, confirmou observacgoes
realizadas do ponto de vista genético, citogenético e fito-

guimico.

A analise serolﬁgica provou ser um meétodp de valor compls-

mentar em estudos filogenéticos e taxondmicos em Coffea.
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7. RESUMD

Na tentativa de estabelecer relagoes de afinidade seroldgica en
tre espécies de Ceffea, anti-soros obtidos para C.arabica e C,
canephora, foram utilizados nas reagdes serclogicas em reagao
com antigenos soldveis de sementes das espécies, variedades e

cultivares.

Estudos serologicos comparativos feitos com anti-soros para C.
arabica & C.canephora, obtidos pela injec¢do de substancias so-
laveis em cloreto de sadic 2,5% (S-NaCl) e da farinha delipifi
cada ultrafina {FD) em reagac com antigenos soliveis em dgua,
cloreto de sodio 2,5%, tampdo borato e Z-mercaptoetanol indica
ram que a andlise das linhas de precipitagao entrelas especies
testadas, pares aplicagao em estudos de relagdes de afinida-
de 'serologica, dependem do tipo de extrator utilizado na extra

a0 das substéneias antigénicas das sementes.

Os testes efetuados com anti-soros abtidos pela injegao de 3-
MaCl e FD de C.arabica e C.canephora indicaram ser sensiveis em

detectar diferengas entre os extratores utilizados. Foi poss

Im\ [{—‘1

vel estabelecer relagoes de afinidade seroldgica entre as esp
d

cies estudadas. Anti-soros para C.canephora, em comparagao, de
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monstraram ser menos adeguados para estabelecer diferengas de-
tectaveis nas reagoes com os antigenos obtidos de sementes das

espécies estudadas.

Procurou-se identificar as linhas de precipitagao obtidas nos
testes seroldpgicos de dupla difusao em gel de dgar. Foi possi-
vel verificar, de modo geral, que as analises das relagoes de
afinidade seroldgica entre as espécies de Coffea analisadas,
mostram gque a espécie C.arabica apresenta maior afinidade por

C.congensis e C.eugenioides e depois por C.canephora. Estes rg

sultados sugerem que as espeécies C.eugenioides e C.congensis a

presentam maiores possibilidades de terem participado da forma
gao de C.arabice. Essas observagoes confirmam resultados obti-
dos do ponto de vista genético, citogenético e fitogquimico, in
dicande gue estudos seroldgicos mostram ser de valor complemen
tar em estudos filogenéticos e pera auxiliar a resolver proble

mas taxonomicos do ginero Coffea.
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8. SUMMARY

In an attempt to establish serological relationships between
Coffea species, antisera obtained for C.arabica and C,canephora
were utilized in serclogical reactions with soluble seed

antigens from various species, varieties and cultivars.

Comparative serological studies were made with antisera
ohtained from rabbits immunized with soluble substances in
2,5% NaCl (S~NaCl) and the delipidified seed meal (FD) obteined
from mature seeds of C.arabica and £.canephora 1in suspension

with water, NaCl 2,5%, borete buffer and 2-mercaptoethancl.

The pracipitin line analysis between the species tested for
the application in gerological affinity relationship studiss
dependend on the type of extractor utilized in the extration

of antigenic substances of seeds.

Tests carried out with antisera obtained from the injections
of S5-NaCl and FD from E.arabica and C.canephora showed that
with these antisera it was possible toc detect differences 1n
the extractors utilized. Besides, it was possible to sstablish
serological relationships within the species studied. Antissrum

obtainsed for C.canephora in comparison proved to be less
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adequate in establishing detectable differences in the reactions
with the antigens obtained from seed meal of the species

studied.

The results of cross serclogical reactions observed in agar
double diffusion tests allowed the observations of typical
precipitafians lines. It was possible to determine, in general
terms, by the analysis of the relationships of serological
affinity betwsen the Coffea spescies analyzed that C.arabica
had more affinity for C.congensis and C.eugeniocides and then

for C.cansphora.

These results suggest that C.eugeniocides and C.congensis are

more closely related to C.arabica. These observations contirm

previouys genetic, citogenetic and phytochemical results.

The serological studies proved to be of complementary value in
phytogenetical studies and to help to solve taxonomic problems

in the genus Coffea.
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