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RESUMO 
 
 
A ocorrência de doenças no cafeeiro é um problema na maioria das regiões de 
cultivo, afetando desde a produtividade até a qualidade final da bebida. A ferrugem 
do cafeeiro, causada pelo fungo Hemileia vastatrix, é considerada a principal doença 
em Coffea arabica. Sua severidade pode ser influenciado pela nutrição das plantas, 
no qual o nitrogênio (N) é o principal nutriente mineral. Entretanto, poucos estudos 
moleculares relacionam o estado nutricional de cafeeiro e a resposta de defesa a 
patógenos. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a resposta transcricional de 
genes relacionados na assimilação de N em função da restrição deste nutriente e da 
resposta à ferrugem do cafeeiro. Foram utilizadas plantas de C. arabica cv. IAPAR 
59 (resistente) e Catuaí Vermelho IAC 99 (suscetível) cultivadas em condição de 
nutrição completa e deficiência de N, por um período de 42 dias. Folhas jovens 
foram inoculadas com esporos de H. vastatrix raça II e coletadas em 0, 12, 24 e 48 
horas pós-inoculação. Os níveis de RNAm dos genes que codificam as enzimas 
glutamina sintetase citosólica (CaGS1), glutamina sintetase plastidial (CaGS2), nitrato 
redutase (CaNR) e asparagina sintetase (CaAS) foram estimados por qPCR. Fatores 
genotípicos e nutricionais influenciaram na modulação de genes relacionados ao 
metabolismo de N com o efeito da ferrugem, onde o gene CaNR apresentou maior 
nível transcricional em plantas em condições de suficiência e de supressão de N. A 
ferrugem influenciou a expressão de genes, especialmente em condições de 
supressão de N para o genótipo suscetível. No entanto, a expressão de genes no 
genótipo resistente foi superior em relação ao suscetível em ambas as condições 
nutricionais, exceto para o gene CaAS em supressão de N. Os níveis de RNAm dos 
genes CaGS1 e CaGS2 e a atividade in vitro de GS mostraram padrões semelhantes 
nos diferentes genótipos e regimes nutricionais. Porém, a atividade de GS diminuiu 
com a supressão de fontes de N, ao contrário dos níveis transcricionais desses 
genes, que apresentaram elevação. As concentrações de clorofila total, a e b, 
apresentaram redução com a deficiência de N e apresentaram diferenças na 
presença do patógeno. Este trabalho contribui para a compreensão de respostas 
fisiológicas e moleculares na interação nutrição mineral em resposta à ferrugem do 
cafeeiro em diferentes genótipos.  
 
Palavras-chave: Deficiência de nitrogênio. Estresse biótico. Hemileia vastatrix. 

Nutrição mineral. qPCR. Resposta genotípica.  
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ABSTRACT 
 
 
The occurrence of coffee diseases is a problem in most cultivated regions, affecting 
from productivity to cup quality. Coffee leaf rust, caused by Hemileia vastatrix, is 
considered the main disease in Coffea arabica. The degree of infection can be 
influenced by plant nutrition, where the nitrogen (N) is the major nutrient. However, 
few molecular studies depict the relation between mineral nutrition and and defense 
responses in coffee plants. The aim of this study was to evaluate the transcriptional 
profile of key genes in N assimilation, according to the restriction of N sources and in 
response to coffee leaf rust. C. arabica plants cv. IAPAR 59 (resistant) and Catuaí 
Vermelho IAC 99 (susceptible) were maintained with standard N supply and N 
supression for 42 days. Young leaves were inoculated with  H. vastatrix spores race 
II and collected at 0, 12, 24 and 48 hours post-inoculation. The transcript levels of 
cytosolic (CaGS1) and plastidial (CaGS2) glutamine synthetase,  nitrate reductase 
(CaNR) and asparagine synthetase (CaAS) genes were evaluated by qPCR. The 
results suggest that genotype and nutritional status influenced the modulation of 
genes related to N metabolism according to the effect of coffee rust, where CaNR 
showed higher transcriptional levels in N supply and in N starvation. Rust influenced  
gene expression, specially in N starvation for the susceptible genotype. However, 
gene expression on the resistant genotype was higher in relation to susceptible in 
both nutritional conditions, except for CaAS in N starvation. The RNAm levels of 
CaGS1 and CaGS2 and in vitro activity of GS displayed similar patterns in each 
genotype and nutritional status. However, the GS activity decreased in N starvation, 
while the transcriptional levels of the genes  increased. The concentration of total, a 
and b chlorophyll decreased with N deficiency and exhibited differences in the 
presence of the pathogen. This work contributes to improve knowledge for studies 
approaching physiological and molecular interaction on mineral nutrition and defense 
to coffee leaf rust in different genotypes. 
 
Key- words: Biotic stress. Genotypic response. Hemileia vastatrix. Mineral nutrition. 

Nitrogen starvation. qPCR.  
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INTRODUÇÃO 

 

O cultivo de cafeeiro no Brasil apresenta grande importância para 

economia nacional, já que o país é o maior produtor e exportador mundial de café. 

Coffea arabica e Coffea canephora são as duas espécies de interesse no 

agronegócio café, constituindo respectivamente 75,1% e 24,9% da produção total do 

país (CONAB, 2014). Na safra 2013, a produção total de café beneficiado no Brasil 

foi de 49,15 milhões de sacas, o que representa a maior safra de ciclo de baixa 

bienalidade já produzida no país (CONAB, 2014).  

Dentre os principais fatores responsáveis por interferir na eficiência 

do processo produtivo do cafeeiro estão a incidência de pragas e doenças, as 

deficiências nutricionais, o manejo inadequado das plantas (GARCIA et al., 2003), 

além de estresses ambientais, como o hídrico e térmico (CARVALHO et al., 2013).  

A ferrugem do cafeeiro, causada pelo fungo biotrófico Hemileia 

vastatrix (Berk. & Br. 1869), é considerada a principal doença em C. arabica e pode 

causar perdas devido à queda foliar prematura e à seca dos ramos plagiotrópicos, 

resultando em uma redução da eficiência fotossintética  e perda de vigor das plantas 

(GUZZO et al., 2009). A ocorrência da ferrugem é influenciada por fatores 

relacionados ao genótipo do cafeeiro, às raças do patógeno e ao ambiente.  

A nutrição mineral inadequada é um dos fatores que mais 

comprometem a produtividade, pois aumenta a debilidade do cafeeiro, favorecendo 

a ocorrência de doenças. Alguns trabalhos têm demonstrado que a severidade de 

infecção do cafeeiro causado pela ferrugem está  relacionada com seu nível de 

produção e de nutrição (ZAMBOLIM et al., 1992; CARVALHO et al., 2001).  

O nitrogênio (N) tem um papel essencial para as plantas, podendo 

ser um fator limitante para o crescimento e desenvolvimento vegetal. Dois processos 

são de grande importância na aquisição de N: a absorção, que está relacionada 

diretamente com a captura do N disponível no solo; e a assimilação, que diz respeito 

a sua utilização fisiológica. O N absorvido é assimilado em aminoácidos e, no caso 

do cafeeiro, será utilizado durante a formação e enchimento de grãos. Na fase de 

assimilação de N, as enzimas nitrato redutase (NR) e glutamina sintetase (GS) são 

consideradas enzimas-chave (WICKERT et al., 2007). 

Até o momento, poucos estudos avaliaram a resposta de genes 

relacionados à assimilação de nutrientes minerais e a defesa frente a patógenos, 
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especialmente em culturas tropicais perenes. Em alguns patossistemas, já foi 

demonstrado que genes relacionados ao metabolismo de N têm sua atividade 

transcricional alterada, como no caso da interação antracnose X feijão (TAVERNIER 

et al., 2007), na interação carvão X milho (HORST et al., 2010) e pimenta X 

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv) (HWANG et al., 2011). No caso de 

ataque de patógenos em fumo, além da avaliação de genes relacionados ao 

metabolismo de N, já foi observado que a fonte de N pode também influenciar na 

severidade de doenças (PAGEAU et al., 2006; GUPTA et al., 2013).  

Estudos de respostas moleculares na interação ferrugem X cafeeiro 

usualmente estão voltados para análises de larga escala (FERNANDEZ et al., 2004; 

FERNANDEZ et al., 2012) ou em busca de genes candidatos à fonte de resistência 

derivados desta análise. Muitos destes estudos consideram estágios iniciais de 

infecção do patógeno em reações compatíveis e incompatíveis (GANESH et al., 

2006; RAMIRO et al., 2009; DIOLA et al., 2013).  

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar  transcricionalmente 

genes relacionados à assimilação de N em condições de suficiência e de supressão 

desse nutriente em folhas infectadas com H. vastatrix raça II de duas cultivares de 

cafeeiro com respostas distintas de resistência ao fungo. Foram avaliados respostas 

transcricionais dos genes glutamina sintetase citosólica (CaGS1), glutamina sintetase 

plastidial (CaGS2), nitrato redutase (CaNR) e asparagina sintetase (CaAS), além da 

quantificação in vitro de glutamina sintetase e a concentração de clorofila total. Em 

cafeeiro, este é o primeiro estudo que relaciona respostas moleculares de genes 

envolvidos na assimilação de N com o efeito da ferrugem, principal doença fúngica 

que acomete campos de produção.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 ASPECTOS ECONÔMICOS DO CAFÉ NO BRASIL 

 

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café e o 

segundo consumidor global do produto, atrás apenas dos EUA. No período 

compreendido entre Novembro/2011 e Outubro/2012, o país consumiu 20,33 

milhões de sacas, com aumento em relação ao período anterior correspondente. O 

consumo da bebida de café foi de aproximadamente 83 litros para cada brasileiro no 

ano (ABIC, 2012).  

Segundo CONAB (2014), a primeira estimativa para a produção total 

da safra cafeeira em 2014 indica que o país deverá colher entre 46,53 e 50,15 

milhões de sacas de 60 quilos de café beneficiado. O resultado representa, desde 

uma redução de 5,4%, a um crescimento de 2,0%, quando comparado com a 

produção de 49,15 milhões de sacas obtidas no ciclo anterior. Para a nova safra que 

é de ciclo de alta bienalidade, estima-se que sejam colhidas entre 35,07 e 37,53 

milhões sacas de C. arabica. Com este resultado, quebra-se a tendência de 

crescimento da produção que, desde a safra 2005, vinha se observando nos ciclos 

de alta bienalidade, inclusive ficando abaixo da última safra que foi de baixa. Isso se 

deve principalmente à redução da área em produção, aliado ao menor investimento 

nas lavouras (CONAB, 2014). 

A área total plantada no país totaliza 2.282,62 mil hectares. Em 

Minas Gerais está concentrada a maior área cultivada, com 1.238,27 mil hectares. 

Nesta região, predomina o cultivo de C. arabica, que constitui 98,87% da produção 

(CONAB, 2014). Já o estado Espírito Santo é o maior produtor nacional de C. 

canephora cv. Conilon e apresenta a segunda maior área plantada da cultura, 

totalizando 489,80 mil hectares, sendo 310,42 mil hectares com a cultivar Conilon 

(CONAB, 2014).  

No Paraná, quinto produtor nacional, a produção para a safra de 

2013, apenas com C. arabica, foi de 1,65 milhão de sacas beneficiadas. A produção 

para 2014 que tinha um potencial para 1,54 milhão de sacas de 60 kg (CONAB, 

2013), apresenta redução de 61%, se comparada à obtida na safra anterior, sendo a 

diminuição da área e as geadas os principais fatores (CONAB, 2014). 
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2.2 COFFEA ARABICA 

 

O café arábica (Coffea arabica L.), família Rubiaceae, é nativo do 

sudoeste da Etiópia, sudeste do Sudão e norte do Quênia. Nessas regiões, de 

elevadas altitudes, compõe a variabilidade natural como reservatório genético da 

espécie (CARVALHO, 2008). 

C. arabica é um alotetraplóide com 2n = 4x = 44 cromossomos 

somáticos, originário da hibridização natural evolutivamente recente entre duas 

espécies ancestrais diplóides, no qual 22 cromossomos vieram de C. eugenioides, 

uma espécie silvestre de café, e os outros 22 provavelmente de C. canephora 

(CARVALHO, 2008) (Figura 1A). C. arabica é autocompatível, com 90% ou mais de 

seus grãos formados por autopolinização e o restante oriundos de polinização 

cruzada (CARVALHO, 2008). 

Entre as cultivares de C. arabica, dois grupos podem ser 

identificados: linhagens não introgredidas cultivadas, chamadas de “arábicas puros” 

(Typica e Tipos Bourbon), e as variedades introgredidas com características de 

resistência a doenças e rusticidade, obtidas principalmente  a partir de genótipos de 

Híbridos de Timor (LEROY et al., 2006). Como consequência dessa autogamia e 

história evolutiva, C. arabica apresenta uma estreita base genética. Os principais 

genótipos cultivados (Mundo Novo, Catuaí e Caturra) no mundo, foram selecionados 

a partir de apenas duas populações: Typica e Bourbon (Figura 1B).  
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Figura 1 – Evolução do alotetraplóide Coffea arabica. A- Origem de C. arabica pelos 
progenitores diplóides C. canephora e C. eugenioides. B- Origem 
genética de cultivares de C. arabica, como por exemplo, os genótipos 
Mundo Novo e Catuaí 

 
Fonte: Retirado de VIDAL et al., 2010 e baseado em ANTHONY et al., 2002. 
 

2.2.1 Coffea Arabica cv. IAPAR 59 - Origem e Características 

 

A cultivar IAPAR 59 originou-se do cruzamento entre a cultivar Villa 

Sarchi CIFC 971/10 e o Híbrido de Timor CIFC 832/2 realizado no Centro de 

Investigações das Ferrugens do Cafeeiro (CIFC), em Portugal (CARVALHO, 2008). 

Em ensaios conduzidos no Instituto Agronômico do Paraná (IAPAR), a progênie da 

geração F4 deu origem a cultivar IAPAR 59 (CARVALHO, 2008). Apresenta porte 

baixo e frutos vermelhos com maturação medianamente precoce, boa qualidade da 

bebida e alta produtividade. Além disso, C. arabica cv. IAPAR 59 possui resistência 

duradoura à ferrugem do cafeeiro há mais de 30 anos (CARVALHO, 2008).  

A resistência de plantas de café à ferrugem é condicionada por pelo 

menos nove fatores (genes) dominantes principais (SH1-SH9) isoladamente ou em 

associação, o que pode ser suplantado, no todo ou em parte, pelos genes de 

virulência do patógeno (v1–v9) (RODRIGUES et al., 1975; BETTENCOURT; 

RODRIGUES, 1988). No patossistema café X ferrugem, até o momento, cerca de 45 

raças fisiológicas de H. vastatrix foram identificadas em diferentes países produtores 

de café (VÁRZEA; MARQUES, 2005), das quais 15 raças patogênicas de H. 
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vastatrix foram descritas no Brasil (DIOLA et al., 2011). Dentre essas, a raça II, que 

possui o gene de virulência v5, é a mais amplamente distribuída nos campos 

comerciais (ZAMBOLIM et al., 2005). 

 

2.2.2 Coffea Arabica cv. Catuaí Vermelho – Origem e Características 

 

A cultivar Catuaí Vermelho é o produto da recombinação de um 

cruzamento artificial entre cafeeiros selecionados pela produtividade, das cultivares 

de C. arabica Caturra Amarelo IAC 476-11 e Mundo Novo IAC 374-19, realizado no 

Instituto Agronômico de Campinas (IAC), Campinas, SP (CARVALHO, 2008). 

Apresenta porte baixo e frutos vermelhos, possuem elevado vigor, boa qualidade da 

bebida e alta produtividade, porém é suscetível à ferrugem e aos nematóides 

(CARVALHO, 2008). 

 

2.3 FERRUGEM DO CAFEEIRO  

 

A ferrugem do cafeeiro é  considerada a principal doença desta 

cultura, ocasionando decréscimos de produção que podem variar de 30% a 50% 

dependendo da medida de controle tomada (ZAMBOLIM et al. 2002), causando 

prejuízos anuais em torno de US$ 1 a 2 bilhões (KUSHALAPPA; ESKES, 1989a). 

Essa variação é decorrente da suscetibilidade da cultivar, das raças do patógeno, da 

altitude, da temperatura, do regime de chuvas, do estado nutricional planta e da 

carga pendente de frutos do cafeeiro. 

 

2.3.1 Histórico da Doença 

 

A ferrugem do cafeeiro foi relatada pela primeira vez no Quênia em 

1861 (RODRIGUES et al., 1975). Em 1869, já havia chegado ao Sri Lanka, e na 

década de 1920 foi amplamente encontrada em grande parte da África e Ásia. Nas 

últimas décadas do século XIX, a ferrugem do cafeeiro causou danos graves para os 

cafezais do Sul da Ásia, o que levou ao colapso da indústria do café. Na América do 

Sul, a doença foi constatada pela primeira vez no Brasil em 1970, no estado da 

Bahia (WALLER, 1985). No ano seguinte, foi constatada em São Paulo e no Paraná, 
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chegando rapidamente às demais lavouras de café do país, devido à disseminação 

a longa distância pelo vento (SILVA et al., 2002).  

 

2.3.2 Sintomas da Ferrugem do Cafeeiro 

 

A ferrugem do cafeeiro é uma doença foliar e os sintomas podem ser 

observados na face abaxial do limbo. Inicialmente causa manchas cloróticas 

translúcidas com 1-3 cm de diâmetro. Em poucos dias, as manchas se desenvolvem, 

atingindo 1 cm ou mais, onde percebem-se pústulas alaranjadas formadas por 

uredósporos. Na superfície adaxial das folhas infectadas, observa-se uma área que 

se torna clorótica e com o passar do tempo necrótica, formado pelos limites dos 

uredósporos na face abaxial (KUSHALAPPA;ESKES, 1989b). 

Nos campos, o sintoma mais notável é a desfolha das plantas, o que 

prejudica o desenvolvimento das plantas jovens, causando definhamento, o que 

compromete a produção. A desfolha antes do florescimento interfere no 

desenvolvimento dos botões florais e na frutificação. Durante o desenvolvimento dos 

frutos, leva à formação de grãos anormais, defeituosos, e frutos com lojas vazias, 

afetando sensivelmente a produção (GODOY et al., 1997).  

Os índices de esporulação são ilustrados pela escala de  Tamayo 

(1988) (Figura 2). Nesta escala, as notas 1, 2 e 3 correspondem à reação de 

resistência do cafeeiro a H. vastatrix, e as notas 4, 5 e 6, a reações de 

susceptibilidade.  
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Figura 2 – Índice de esporulação para a avaliação da resistência de cafeeiros a 
Hemileia vastatrix. Nota 1: ausência de sintomas; nota 2: lesões 
cloróticas pequenas; nota 3: lesões cloróticas grandes; nota 4: lesões 
cloróticas grandes com pequena esporulação, ocupando menos de 25% 
da área da lesão com uredósporos; nota 5: lesões com esporulação 
ocupando de 25 a 50% da área clorótica e nota 6: lesões com 
esporulação ocupando mais de 50% de sua área 

 
Fonte: TAMAYO (1988). 
 

2.3.3 Hemileia Vastatrix  

 

O fungo H. vastatrix é considerado um patógeno obrigatório por 

estabelecer uma interação biotrófica com o cafeeiro, ou seja, são parasitas que 

dependem dos tecidos vivos da planta hospedeira para o seu crescimento, 

reprodução e formação de estruturas especializadas (AZINHEIRA et al., 2010). 

Em condições favoráveis ao patógeno, o processo de infecção 

envolve eventos específicos incluindo a formação de apressórios sobre estômatos e 

a penetração da cavidade subestomática por uma hifa de penetração que 

desenvolve dois ramos laterais semelhantes a uma âncora (DINIZ et al., 2012). Cada 

ramo lateral da âncora forma a célula-mãe haustorial (HMC), e as células 

subsidiárias são invadidas por haustórios, responsáveis pela absorção de nutrientes 

a partir de tecidos vivos do hospedeiro e pela troca de sinalizações entre o 

hospedeiro e o patógeno (VIEIRA et al., 2012). Estes autores relatam que os 

haustórios têm sido documentados como estruturas fundamentais no 

estabelecimento e manutenção da interação biotrófica. Esta fase ocorre 
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normalmente dois a três dias após a inoculação (RIJO; RODRIGUES, 1978). Além 

disso, a colonização inter e intracelular do mesófilo leva à formação de soros 

contendo uredósporos, em forma de bouquet, que são formados através dos 

estômatos, devido à grande densidade micelial junto à área de penetração em 

genótipos suscetíveis (Figura 3A) (RODRIGUES et al. 1975; SILVA et al. 1999). O 

patógeno produz uredósporos de morfologia característica, com um lado ventral liso 

e o lado dorsal convexo e provido de espinhos conhecido como zona equinulada 

(Figura 3B). 

 

Figura 3 – Uredósporos de Hemileia vastatrix com zona equinulada e outra lisa (A) e 
em forma de soro ou bouquet na superfície de um estômato (B)  

     
Fonte:  RIJO et al., 1990. 
 

Estudos celulares têm mostrado que, em genótipos de café com 

interações incompatíveis com H. vastatrix, ocorre uma rápida morte celular das 

células guardas e subsidiárias da planta onde o fungo penetrou, conhecida como 

reação de hipersensibilidade (HR), associada com a restrição da proliferação do 

agente patogênico a partir do local da infecção (DELLEDONNE et al., 2001). 

Segundo Silva et al. (2008), observações das células de folhas de cafeeiro nas quais 

a HR foi induzida, revelou ruptura de membranas, alteração no aspecto dos 

cloroplastos e do núcleo e coagulação do citoplasma. Em genótipos resistentes, o 

crescimento do fungo é reduzido, podendo cessar em diferentes fases de infecção, 

como por exemplo após a formação do primeiro haustório (SILVA et al., 2006) ou 

antes da formação do haustório (GUERRA-GUIMARÃES et al., 2004; GANESH et al. 

2006; SILVA et al. 2008), respostas estas ligadas à HR.  Estes dados sugerem que a 

resposta específica que desencadeia a HR pode ser antecipada e ativada para 

bloquear a infecção fúngica. 

 

BA
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2.3.4 Ciclo da Ferrugem do Cafeeiro 

 

Segundo Kushalappa e Eskes (1989a), o fungo da ferrugem do 

cafeeiro existe principalmente como micélio, pústulas e esporos nas folhas que 

podem ser infectadas continua e sucessivamente, conforme apresentado na Figura 

4. O ciclo da ferrugem se inicia quando os uredósporos do fungo infectam as folhas 

jovens de café através dos estômatos da superfície abaxial. A germinação do fungo 

ocorre apenas em presença de água livre e penetram nas folhas em temperatura 

próxima de 24 °C (ZAMBOLIM et al., 1999). O crescimento do micélio é intercelular e 

ocorre a formação de estruturas especificas do fungo como a formação do 

apressório, hifa de penetração, âncora, células mãe do haustório e haustórios que 

são enviados para dentro das células e são responsáveis pela absorção de 

nutrientes a partir de tecidos vivos do hospedeiro. Folhas jovens geralmente são 

mais suscetíveis à infecção do que as mais maduras. As urédias podem aparecer na 

parte inferior da folha dentro de 10 a 25 dias a partir da infecção, dependendo das 

condições climáticas. O fungo produz ocasionalmente teliósporos, que na 

germinação formam basidiósporos, os quais não infectam as folhas de café, e 

nenhum hospedeiro alternativo até o momento foi encontrado. Os uredósporos são 

disseminados facilmente pelo vento, pela chuva, por insetos e a presença humana 

pode interferir no processo. 
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Figura 4 – Ciclo da ferrugem do cafeeiro causada por Hemileia vastatrix  

Fonte: AGRIOS, 2005. 
 

2.3.5 Controle da Ferrugem do Cafeeiro 

 

O controle químico tem sido o meio mais utilizado para combater a 

ferrugem do cafeeiro. Dentre os diversos fungicidas, os cúpricos são os mais 

utilizados como controle preventivo (RODRIGUES; BETTENCOURT, 1975; 

HILLOCKS et al., 1999; VÁRZEA et al., 2002).  

No entanto, a utilização de cultivares resistentes, quando 

disponíveis, constitui a medida mais importante e eficaz no controle da ferrugem 

(DINIZ et al., 2012). Algumas cultivares consideradas resistentes já foram colocadas 

à disposição dos produtores (SERA et al., 2010; DEL GROSSI et al., 2013).  

Outra estratégia que pode influenciar a severidade da ferrugem é o 

estado nutricional das plantas de café. Alguns trabalhos têm demonstrado que a 

severidade da ferrugem do cafeeiro está diretamente relacionada com o nível de 

produção e nutrição das plantas (ZAMBOLIM et al., 1992; CARVALHO et al., 2001), 

e este, por sua vez, ao nível de nutrientes nas folhas.  
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Sabe-se que a severidade da ferrugem está relacionada à carga 

pendente do cafeeiro. Capucho et al. (2009) mostraram que o nível de produção em 

plantas com desbaste de frutos influenciou o desenvolvimento da ferrugem. Em 

plantas com maior quantidade de frutos, ocorreu um aumento significativo da 

doença, enquanto que nas sem frutos a doença não evoluiu. Estes dados sugerem 

que plantas com limitação de nutrientes são mais suscetíveis à infecção, embora isto 

claramente dependa da especificidade da interação patógeno-hospedeiro. 

 

2.4 ESTUDOS TRANSCRICIONAIS NA INTERAÇÃO FERRUGEM X CAFEEIRO 

 

Os primeiros estudos de análise transcricional de resposta do 

cafeeiro à ferrugem iniciaram-se com a construção de bibliotecas de cDNA 

subtrativas, em interações incompatíveis, associados à HR, permitindo a 

identificação de genes expressos em infecção inicial durante a interação ferrugem X 

cafeeiro (FERNANDEZ et al, 2004; PETITOT et al., 2008; GUZZO et al., 2009). 

Respostas moleculares de resistência associado às análises celulares envolvidas na 

colonização do fungo da ferrugem em interações compatíveis e incompatíveis 

também já foram avaliadas (GANESH et al., 2006; RAMIRO et al., 2009; VIEIRA et 

al., 2012; DINIZ et al., 2012; DIOLA et al., 2013). Estes estudos podem colaborar no 

entendimento das respostas de defesa em cafeeiro e a ligação com os estágios 

iniciais de desenvolvimento do fungo causador da ferrugem e assim, é possível 

conduzir estudos sobre a durabilidade dos genótipos doadores de resistência. Entre 

os principais genes envolvidos nos mecanismos de imunidade da planta a esse 

patógeno estão os fatores de transcrição WRKY, receptores quinases, 

glucosiltransferases, lipoxigenases, proteínas NDR1 e proteínas relacionadas à 

patogênese (PR-proteins) (FERNANDEZ et al 2004; GANESH et al., 2006; PETITOT 

et al, 2008; RAMIRO et al., 2009; DINIZ et al., 2012).  

Estudos com sequenciamento de nova geração forneceram 

importante recurso genômico na interação H. vastatrix com cafeeiro, além  de um 

abrangente banco de EST’s de C. arabica (FERNANDEZ et al., 2012). Este estudo 

teve como objetivo a análise do transcriptoma de H. vastatrix durante a interação 

compatível com cafeeiro, obtendo um repertório de genes expressos durante 

infecção e a identificação de possíveis genes efetores. 
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2.5 ASSIMILAÇÃO DE N 

 

O uso de N pelas plantas envolve várias etapas, incluindo absorção, 

assimilação, translocação e, quando a planta encontra-se em envelhecimento, a 

reciclagem e a remobilização (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010). A 

assimilação de N é um processo vital para a produção vegetal, diretamente 

responsável pela biomassa vegetal e produtividade de grãos (REIS et al., 2009). A 

taxa e a quantidade de N absorvido e assimilado pelas plantas durante o seu ciclo 

dependem de carregadores específicos na membrana plasmática, atividade das 

enzimas envolvidas no ciclo do N, da disponibilidade de energia necessária para os 

processos de assimilação e do estágio de desenvolvimento da planta 

(BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000). 

As principais formas de absorção de N pelas plantas no solo são 

através dos íons nitrato (NO3
-) e amônio (NH4

+), e para as leguminosas, também 

através da fixação simbiótica de N (LEA; AZEVEDO, 2006). A forma mais abundante 

que está disponível para as raízes das plantas é NO3
-, e a forma mais abundante em 

folhas é NH4
+ (LIGHTFOOT, 2013), devido a alta mobilidade de NO3

- no solo 

(MAATHUIS; DIATLOFF, 2013) e devido à rápida oxidação biológica do íon NH4
+ 

pelo processo de nitrificação. Segundo esses mesmos autores, a redução de NO3
- 

em NH4
+ é altamente endergônica e exige 15 equivalentes de ATP. Este custo 

energético elevado sugere NH4
+ seria a fonte preferível de N (MAATHUIS; 

DIATLOFF, 2013). No entanto, NH4
+ é muito mais tóxico e é rapidamente assimilado 

em  glutamina nos cloroplastos e mitocôndrias (MAATHUIS; DIATLOFF, 2013). Já o 

NO3
- pode ser armazenado de forma segura em níveis elevados em vacúolos.   

Conforme a Figura 5, o nitrato (NO3
-) pode ser reduzido a nitrito 

(NO2
-), no citosol, através da enzima nitrato redutase (NR) no qual pode ocorrer em 

raízes e na parte aérea, e onde é translocado para o cloroplasto e convertido a 

amônio (NH4
+), pela segunda enzima da via, nitrito redutase (NRi) (BREDEMEIER; 

MUNDSTOCK, 2000). O amônio é, então, incorporado em aminoácidos pelas 

enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase (GOGAT), formando 

glutamina (GLN) e glutamato (GLU) respectivamente, e outros aminoácidos e seus 

metabólitos como a asparagina e aspartato, que servem como substratos para 

transaminação e reações para a síntese de outros aminoácidos essenciais para a 

produção de proteína (WICKERT et al., 2007).  
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Figura 5 – Representação esquemática da rota de assimilação do nitrogênio nas 
raízes e folhas de plantas. NO3

-: nitrato; NO2
-: nitrito; NH4

+: amônio; GLN: 
glutamina; GLU: glutamato; RN: redutase do nitrato; RNi: redutase do 
nitrito; GS: sintetase da glutamina; GOGAT: sintetase do glutamato; T: 
transportador  

 
Fonte:  BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000. 
 

A GS foi identificada e caracterizada a partir de plantas, nas quais 

foram observadas a alta afinidade por amônia e a consequente capacidade de 

incorporá-la a partir de formas inorgânicas. Esta enzima é amplamente distribuída 

nos mais diferentes tecidos e órgãos da planta e apresenta-se em duas isoformas 

com base na sua localização: citosólica (GS1) e plastidial (GS2) (MIFLIN; HABASH, 

2002). A GS1 ocorre no citosol de raízes e de células da parte aérea da planta e a 

GS2 ocorre no plastídeos de tecidos fotossintéticos e não fotossintéticos (ISHIYAMA 

et al., 2004). Enquanto um único gene codifica a isoforma plastidial na maioria das 

plantas, a isoforma citosólica é codificada por uma família multigênica de 3 a 5 

genes (BERNARD et al., 2008). Em arroz, três genes foram identificados, enquanto 

que em milho e Arabidopsis thaliana contem cinco genes que codificam GS1 

(BERNARD; HABASH, 2009). A expressão e a síntese de isoformas de GS é um 

processo complexo que difere entre espécies e depende do estado metabólico de 

plantas e tecidos diferentes (MCNALLY et al., 1983, STITT et al., 2002).  
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A isoforma GS1 é particularmente importante para assimilação de 

amônio a partir de diferentes fontes, tanto para assimilação primária de N e 

reciclagem de N (BERNARD; HABASH, 2009). No entanto, estes genes não são 

regulados de forma semelhante e são expressos em diferentes tecidos das plantas 

(ISHIYAMA et al., 2004), com isso nem todas as isoformas de GS1 participam 

igualmente na remobilização. Já a isoforma GS2 desempenha um papel na 

assimilação de amônio produzido, sobretudo pela fotorrespiração. 

Da mesma forma, existem duas isoenzimas de síntese de gutamato 

(GOGAT), incluindo uma GOGAT dependente da ferredoxina (GOGAT-Fd) e uma 

GOGAT dependente de NADH (GOGAT-NADH). Embora ambas as formas sejam 

plastidiais, a enzima GOGAT-Fd é predominantemente encontrada em órgãos 

fotossintéticos, e a enzima GOGAT-NADH se encontra em tecidos não-

fotossintéticos (YAMAYA et al., 2002). Embora a via metabólica GS/GOGAT seja a 

principal via de assimilação do N em plantas superiores, as plantas têm a 

capacidade de utilizar rotas alternativas para produzir glutamato através da enzima  

glutamato-desidrogenase (GDH) (LASA et al., 2002).  

A asparagina é sintetizada pela enzima asparagina sintetase (AS), 

que é codificada por um número variável de genes AS, dependendo da espécie. A 

maioria das plantas em estudo contêm uma única cópia do gene AS, enquanto  as 

espécies A. thaliana e Helianthus annuus possuem três cópias (LAM et al., 1996). A 

atividade do gene AS é regulada pela luz, concentração de carbono e 

disponibilidade N (HERRERA-RODRIGUEZ et al., 2004). O gene AS pode ser 

induzido durante a senescência e possui papel na remobilização de N (HERRERA-

RODRIGUEZ et al., 2006). Nas raízes, a indução de AS pode facilitar a reciclagem 

de aminoácidos e armazenamento de asparagina neste órgão, essencial para a 

recuperação da planta. A mobilização de N promovida por infecção de patógenos 

tem como estratégia privar o patógeno de nutrientes através da exportação de 

nutrientes para longe do local de desenvolvimento da infecção, e, por outro lado, 

como uma estratégia para salvar nutrientes em órgãos saudáveis envolvidos na 

recuperação (HWANG et al., 2011). Em recente trabalho de Fernandez e 

colaboradores (2012), um dos genes com maior aumento de transcritos em resposta 

à infecção com H. vastatrix foi uma isoforma de asparagina sintetase. 
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2.6 ESTUDOS NA INTERAÇÃO NUTRIÇÃO X DOENÇAS  

 

A nutrição mineral há muito tem sido reconhecida como um 

componente importante das práticas de controle de doenças (HUBER; WILHELM, 

1988), embora ainda haja uma limitada compreensão dos mecanismos envolvidos 

nestes processos. Por isso, os progressos no manejo da nutrição de plantas para 

melhorar o controle das doenças são ainda incipientes.  

Essa dependência se deve ao fato dos nutrientes minerais terem um 

efeito significativo no padrão de crescimento, morfologia e anatomia e também na 

composição química da planta. Assim, a síntese de compostos orgânicos e 

secundários envolvidos na resposta de defesa, tais como fitoalexinas, ligninas, 

terpenóides, alcaloides e compostos fenólicos, é também dependente da 

disponibilidade de nutrientes minerais (TAIZ; ZEIGER, 2004).  

O conhecimento do metabolismo do N e da síntese de aminoácidos 

nas plantas hospedeiras durante a colonização por patógenos é muito limitado. 

Sabe-se que os aminoácidos fenilalanina e hidroxiprolina são importantes na defesa 

das plantas. Após a infecção, a fenilalanina é convertida pela fenilalanina amônia 

liase (PAL) em ácido trans-cinâmico, um importante precursor para a biossíntese de 

fenilpropanóides. Esses compostos incluem as fitoalexinas, assim como precursores 

de moléculas estruturais de defesa, tais como a lignina (DIXON; HARRISON, 1990).  

Segundo Krugner (1978), a nutrição mineral da planta pode exercer 

um efeito sobre a sua suscetibilidade a diferentes patógenos, influenciando nas 

reservas de alimentos disponíveis ao patógeno e causando variações nos seus 

mecanismos bioquímicos de defesa. A aplicação de fertilizante nitrogenado acima do 

recomendado pode resultar em maior incidência de doenças e aumento de lesões. 

Isso tem sido verificado para patógenos biotróficos, como por exemplo, míldios 

(JENSEN; MUNK, 1997; HOFFLAND et al., 2000), ferrugem da folha causada por 

Puccinia recondita (MASCAGNI et al., 1997), e também para necrotróficos como a 

brusone do arroz (LONG et al., 2000; TALUKDER et al., 2005). Em uma situação de 

desequilíbrio nutricional, a planta pode ficar mais vulnerável à doença, evidenciando 

que os nutrientes minerais podem estar envolvidos nos mecanismos de aumento ou 

diminuição da suscetibilidade (HUBER; WATSON 1974; PRETTY, 1982).  

Em A. thaliana, a baixa disponibilidade de N compromete 

gravemente a capacidade da planta para expressar a resistência induzida por 
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patógenos (DIETRICH et al., 2005). Neste trabalho, plantas com déficit de N 

apresentaram tanto um atraso na expressão de enzimas de defesa quanto uma 

diminuição nos níveis dessas enzimas. 

A disponibilidade de N no solo pode influenciar o desenvolvimento 

do patógeno e pode modificar o crescimento, a absorção e a partição do N na 

planta. No entanto, os efeitos do N sobre as doenças não são totalmente 

conhecidos. Em um estudo sobre o efeito do N sobre resistência a doenças em 

tomateiro, Hoffland et al. (2000) verificaram que a influência de N depende do tipo de 

patógeno. Isto pode ser o resultado de diferentes necessidades de fontes de N para 

o crescimento do patógeno, ou das diferenças na sensibilidade do patógeno aos 

compostos relacionados com a resistência (HOFFLAND et al., 2000). Alguns desses 

resultados são contraditórios com as hipóteses sobre o efeito da disponibilidade de 

nutrientes nas defesas das plantas contra patógenos, que são baseadas na 

suposição de que as plantas com deficiência nutricional são mais resistentes 

(BRYANT et al., 1983; HERMS; MATTSON, 1992).  

Alguns estudos relatam evidências sobre a influência do crescimento 

do patógeno na absorção e partição do N na planta. Pérez-Garcia et al. (1995) 

sugeriram que diferentes isoformas de GS podem estar envolvidas na reassimilação 

e transporte do N liberado para partes saudáveis da planta durante a degradação 

proteica nos tecidos infectados. No entanto, a análise de aminoácidos em folhas 

infectadas indicou a asparagina como principal precursor envolvido no transporte de 

N (PÉREZ-GARCIA et al., 1998). Os resultados de Pageau et al. (2006) sobre o 

ataque de patógenos em fumo indicam que os genes GDH e GS1 são também 

componentes de resposta de defesa da planta ao ataque de patógenos. Estes 

resultados sugerem que GDH se comporta como um gene de estresse induzível e 

que a regulação de GS1 é mais complexa e mais seletiva. Isto sugere que os papéis 

da GS1 e GDH, no manejo de N em resposta ao estresse, são independentes.  

Segundo Tavernier et al., 2007 estes dois genes são considerados marcadores de 

senescência e podem estar envolvidos na reciclagem e mobilização de N na 

interação feijão X antracnose. Em milho X carvão, demonstrou-se que, genes 

relacionados ao metabolismo de N têm sua atividade transcricional alterada (HORST 

et al., 2010). Hwang et al. (2011), determinaram, em folhas de pimenta, que o gene 

AS (isoforma AS1) é essencial para respostas de defesa de plantas contra 

patógenos microbianos, além de necessário para a assimilação de N em plantas.   
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Além disso, estudos bioquímicos e enzimáticos em relação à 

patógenos X nutrição demonstraram que a forma de nutrição nitrogenada afeta a 

resistência contra Pseudomonas syringae pv. phaseolicola em fumo, na qual a 

velocidade de morte celular foi mais rápida em plantas cultivadas com NO3
- em 

comparação com NH4
+, devido à síntese de óxido nítrico e ácido salicílico (GUPTA et 

al. 2013). Cruz et al. (2004) verificaram, em folhas de mandioca, que o aumento do 

fornecimento de NO3
- conduziu a um aumento da atividade de enzimas chave na 

assimilação de N e sugeriram que a redução de NO3
- pode ser mais limitante em 

comparação à assimilação de NH4
+ para o crescimento dessas plantas.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAL VEGETAL 

 

Duas cultivares de C. arabica foram utilizadas no presente trabalho: 

IAPAR 59 e Catuaí Vermelho IAC 99, consideradas resistente e suscetível à 

ferrugem do cafeeiro, respectivamente (SERA et al., 2010; DEL GROSSI et al., 

2013). 

Plantas com aproximadamente seis meses de idade foram obtidas 

no viveiro de mudas de cafeeiro do IAPAR, em Londrina-PR. Oitenta e quatro mudas 

foram transferidas para casa de vegetação, regulada a 25o C, para aclimatação, 

onde foram distribuídas em vasos plásticos de 4,5 L contendo areia esterilizada. As 

plantas foram irrigadas semanalmente com água deionizada e solução nutritiva 

adaptada de Clark (1975), com pH 5,5 - 6,0, no volume de 300 ml por vaso. A Tabela 

1 detalha os componentes da solução.  

 

Tabela 1 – Soluções nutritivas utilizadas no experimento em plantas de café 

Componentes da solução Concentração final (µM) 

 K2SO4 1068 

I MgSO4.7H2O 332.5 

 KH2PO4 266 

II CaCl2.2H2O 665 

III NH4NO3 5333 

 Fe-EDTA  

IV Na2-EDTA 200 

 FeSO4.7H2O  

 H3BO3 7.0 

 MnSO4.H2O 3.0 

V ZnSO4.7H2O 2.5 

 CuSO4.5H2O 0.1 

 Na2MoO4.2H2O 0.7 
Fonte: Adaptada de Clark (1975). 
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3.2 INDUÇÃO DE PADRÃO NUTRICIONAL DIFERENCIAL  

 

Regimes nutricionais diferenciados foram aplicados para indução de 

deficiência de N em plantas selecionadas por uniformidade de tamanho, com 

aproximadamente um ano de idade. Em um primeiro regime, 42 plantas (21 de cada 

cultivar) foram mantidas sem restrição de N, com irrigação semanal de solução 

nutritiva completa adaptada de Clark (1975), conforme a Tabela 1.  Em um segundo 

regime, 42 plantas (21 de cada cultivar) foram tratadas com solução nutritiva sem 

fontes de N (0 µM de NH4NO3- Solução III) (Tabela 1). O período do regime 

nutricional diferencial foi de 42 dias.  

Para o controle do estado nutricional foi realizada análise foliar de N 

total pelo método de acido sulfúrico (MIYAZAWA et al., 1992). A Figura 6 apresenta 

o diagrama com o número de plantas de cafeeiro utilizadas no experimento.  

 

Figura 6 – Diagrama do número de plantas de cafeeiro utilizadas no experimento de 
acordo com o regime nutricional diferencial, a cultivar e a inoculação  
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3.3 INOCULAÇÃO DA FERRUGEM DO CAFEEIRO  

 

Após a aplicação dos regimes nutricionais diferenciais, as plantas 

foram inoculadas com uredósporos do fungo de H. vastatrix raça II, no Centro de 

Café “Alcides Carvalho”, no IAC, seguindo o descrito em Barsalobres-Cavallari et al. 

(2009). Uma suspensão de uredósporos (em água)  com concentração final de 1mg/ 

mL foi inoculada, com ajuda de um compressor, em folhas jovens e totalmente 

expandidas. A inoculação foi realizada em 4 pares de folhas por planta (primeiro e 

segundo par), num total de 28 plantas. Folhas de plantas com inoculação simulada 

(meio inerte) e folhas não inoculadas foram utilizadas como controles.  

Para favorecer a germinação dos uredósporos de H. vastatrix, as 

plantas de cafeeiro foram mantidas em câmara úmida, cobertas por um saco plástico 

preto e mantidas no escuro por 24h, com temperatura próxima a 22º C e alta 

umidade relativa, em casa de vegetação. Plantas inoculadas, dos genótipos 

resistentes e suscetíveis foram mantidas até o aparecimento de sintomas para 

confirmação da infecção.  

Folhas das plantas com mesmo estádio de desenvolvimento sob 

regimes nutricionais diferenciais de N foram coletadas em quatro períodos pós-

inoculação: 0, 12, 24 e 48h. A coleta foi realizada em triplicatas biológicas 

representadas por pools de folhas de sete plantas. Duas folhas por planta foram 

amostradas, no total de 14 folhas. Todo o material foi imerso imediatamente em N2 

líquido e armazenado em freezer -80º C. O desenho experimental adotado para as 

análises foi inteiramente casualizado, considerando-se os fatores: dois genótipos de 

cafeeiro; dois regimes nutricionais diferenciados de N; três diferentes inoculações; 4 

tempos pós-inoculação. A representação do experimento descrito anteriormente 

encontra-se esquematizado na Figura 7. 
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Figura 7 – Representação esquemática do experimento ferrugem X nutrição  

 
 

3.4 IDENTIFICAÇÃO DE GENES RELACIONADOS AO METABOLISMO DE N 

 

A partir do banco de dados do Projeto Brasileiro Genoma Café 

(http://bioinfo04.ibi.unicamp.br/coffea/; VIEIRA et al., 2006; MONDEGO et al., 2011) 

foram realizadas buscas para os genes glutamina sintetase citosólica (CaGS1) e 

plastidial (CaGS2), nitrato redutase (CaNR) e asparagina sintetase (CaAS – 

FERNANDEZ et al., 2012) com a utilização de sequências de A. thaliana disponíveis 

no banco de dados do genoma da espécie (http://www.arabidopsis.org/), cujos 
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acessos estão especificados na Tabela 2. As sequências proteicas foram 

submetidas a BLAST (versão TBLASTN) utilizando ESTs de Coffea spp. do banco 

de dados dbEST (NCBI) e CafEST (MONDEGO et al., 2011). 

 

3.5 EXTRAÇÃO DE RNA E SÍNTESE DE CDNA 

 

A extração de RNA total foi realizada seguindo o protocolo 

modificado de Chang et al. (1993) com a utilização de tampão CTAB associado a 

precipitação com cloreto de lítio. Todas as amostras foram tratadas com DNase I 

(RNase-free, Invitrogen) e a ausência de contaminação com DNA genômico foi 

verificada através de PCR utilizando primers do gene GAPDH. A concentração e a 

pureza do RNA foram determinadas por espectrofotometria, utilizando-se o 

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). Foram utilizadas amostras que 

apresentaram razões A260/280 nm entre 1.8 e 2.2. A integridade foi confirmada por 

eletroforese em gel de agarose a 1%.  

Os cDNAs foram sintetizados a partir de 2,5 μg do RNA total 

utilizando-se o kit SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen), de acordo 

com instruções do fabricante em um volume final de 13 μl.  

 

3.6 DESENHO DE PRIMERS E EFICIÊNCIA DE AMPLIFICAÇÃO 

 

Primers específicos para cada gene foram desenhados com a 

utilização do software Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) a fim de se obter 

amplicons de 100-153 pb e temperatura de anelamento de 60° C ± 2° C (Tabela 2). 

A eficiência de amplificação de cada par de primer foi calculada com 

utilização do software LinReg (RAMAKERS et al., 2003) observado na Tabela 2. 

Foram analisados dados que obtiveram no mínimo 90% de eficiência de 

amplificação. 
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Tabela 2 – Descrição de genes e sequência de primers desenhados para qPCR 

Gene Nomenclatura
Contig     

C. arabica 
Acesso     

NCBI
Ortólogo 

Arabidopsis
Amplicon  

(pb)
Sequência de primers Forward e 

Reverse 
Eficiência 

(%)
F- AGGCTGTTGGGAAAGTTCTTC
R- ACTGTTGGAACTCGGAATGC

F- GAGGATCACTGAGATTGCTGGG

R- TCAATTGCCTTCTTGATGACTCC

F- ACTTCAAAGATGTGGAGCTCCC

R- GTTACGTCCAGGTTTAGCAGCTGT
F- TGTGCTACGGTTGATGAAAAGCTAT
R- ATCCAAGTATTGTGACATAACCCCTC
F- GATTGATGACTGATGTGCCTTTTG
R- GGCCTTTGTACCAGCCAAGTAA

94

94

93

93

93

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase CaGAPDH GW488886.1* AT1G13440 100

Glutamina sintentase citosólica

Glutamina sintetase plastidial

Nitrato redutase

Asparagina sintetase

CaGS 1

CaGS 2

CaNR

CaAS

9226

9035

7146

6506

GW485208.1

GR998899.1

GT687366.1

GW450683.1

AT1G66200.3

AT5G35630.3

AT1G77760.1

AT5G10240.2 101

153

143

147

*Retirado de Cruz et al. (2009).  
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3.7 QPCR E ANÁLISE DE DADOS  

 

O perfil transcricional dos genes relacionados à assimilação de N foi 

avaliado através de qPCR (7500 Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems) 

utilizando-se o kit 2x SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific). O 

volume total das reações foi de 25 μL, onde 12,5 μL de SYBR Green/ROX qPCR 

Master Mix, 0,5 μL de cada primer (10 μM), 10,5 μL de água milli-Q e 1 μL de cDNA 

na concentração de  5 ng/ ul.  

As reações foram preparadas com triplicatas biológicas em 

triplicatas técnicas e os parâmetros de termociclagem utilizados foram: 10 min a 95º 

C, seguido por quarenta ciclos de amplificação a 95º C por 30 segundos e 60º C por 

60 segundos. Curvas de dissociação foram analisadas para verificar especificidade 

de amplificação dos primers na reação.  

Informações adicionais em relação às análises de qPCR podem ser 

observadas no documento do ANEXO A, Informações Mínimas para Publicação de 

Experimentos de PCR Quantitativo em Tempo Real (MIQE- Minimum Information for 

Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments), de acordo com as 

recomendações de Bustin et al. (2009).  

A expressão relativa dos genes foi avaliada através do software 

GenEx Standard 5.4.3 (MultiD Analyses AB, Göteborg, Sweden). O gene CaGAPDH 

foi utilizado para normalização dos dados, devido à estabilidade desse gene como 

normalizador em C. arabica sob inoculação de ferrugem (BARSALOBRES-

CAVALLARI et al., 2009). Para calibração dos dados de expressão, foi utilizadoo 

tempo 0h.  

 

3.8 ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

3.8.1 Atividade in Vitro de Glutamina Sintetase  

 

A atividade in vitro de glutamina sintetase (GS) foi avaliada segundo 

Cruz et al. (2004) utilizando duas repetições biológicas em triplicatas técnicas das 

folhas de cafeeiro considerando os genótipos, os regimes de N, as inoculações  

simulada e com ferrugem e o tempo de coleta pós-inoculação. Um grama do material 

vegetal macerado congelado foi homogeneizado em tampão HEPES com pH 7,5 e 
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centrifugado a 12.200 rpm durante 30 min a 4º C. A atividade da GS foi determinada 

utilizando hidroxilamina como substrato e a formação de γ-glutamil-hidroxamato com 

cloreto férrico acidificado. A absorbância foi medida em espectrofotômetro a 540 nm. 

 

3.8.2 Concentração de Clorofila Total 

 

As concentrações de clorofila total, clorofila a e clorofila b foram 

determinadas por espectrofotometria através das seguintes equações conforme 

descrito por Arnon (1949):  

Clorofila total (ug / ml) = 20,2 (A645) + 8,02 (A663) 

Clorofila a (ug / ml) = 12,7 (A663) - 2,69 (A645) 

Clorofila b (ug / ml) = 22,9 (A645) - 4,68 (A663) 

Para cada tempo de coleta foram utilizados 100 mg de tecido 

macerado congelado de folhas de cafeeiro contidas em um extrato de acetona de 

100%, adaptada de Arnon (1949), com três repetições biológicas. A reação ocorreu 

no escuro por 30 min e centrifugado a 7500 rpm por 10 min. Os comprimentos de 

onda utilizados foram de 645 nm, 663 nm e 652 nm.  

 

3.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

Os dados de qPCR e das análises bioquímicas foram submetidos à 

análise de variância, e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de 

Fisher (LSD) com nível de significância de p<0,05, utilizando o programa Sisvar 

(FERREIRA, 2011). 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 INDUÇÃO DE PADRÃO NUTRICIONAL DIFERENCIAL  

 

As plantas de cafeeiro submetidas aos dois regimes nutricionais 

diferenciais de N apresentaram diferenças visuais de coloração nas folhas (Figura 

8). Os resultados da análise foliar de N total de plantas cultivadas na presença de 

fontes de N foram 33,43 g/ kg e 31,13 g/ kg para IAPAR 59 e Catuaí Vermelho IAC 

99, respectivamente. Plantas cultivadas em ausência de fontes de N apresentaram 

24,95 g/ kg e 26,74 g/ kg, respectivamente, para os mesmos genótipos. Pompelli et 

al. (2010), em plantas de Catuaí Vermelho IAC 44 submetidas a baixa (0 mM de N) e 

alta (23 mM de N) aplicação de N, em plena luz, apresentaram valores próximos aos 

obtidos nesse trabalho, de 20,0 g/ kg e 33,6 g/ kg, respectivamente.   

 

Figura 8 – Regimes nutricionais diferenciados para indução de deficiência de N em 
plantas de café dos genótipos Catuaí Vermelho IAC 99 (A) e IAPAR 59 
(B). Etiquetas amarelas referem se as plantas com regime de supressão 
de fontes de N e etiquetas roxas referem se as plantas em condições de 
suficiência de fontes de N 

   
Foto: BABA, V.Y., 2012. 
 

4.2 INOCULAÇÃO DA FERRUGEM DO CAFEEIRO  

 

Aproximadamente 45 dias após a inoculação de H. vastatrix, plantas 

suscetíveis (Catuaí Vermelho IAC 99) utilizadas como controle para a confirmação 

da infecção do fungo, apresentaram os sintomas da ferrugem do cafeeiro (Figura 9). 

Essa interação planta-patógeno pode ser considerada como compatível (patógeno 

A
B
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virulento e hospedeiro suscetível), com o sistema de defesa da planta tardiamente 

ativado ou não ativado, condicionando a doença (RESENDE et al., 2003).  

 No genótipo IAPAR 59, considerado resistente, ocorre o 

desencadeamento de uma reação incompatível (patógeno avirulento e hospedeiro 

resistente). A infecção por patógenos avirulentos induz uma série de respostas de 

defesa frequentemente resultando no colapso localizado de células vegetais 

conhecido como HR (STASKAWICZ et al., 1995). Nas folhas das plantas resistentes 

podem-se observar manchas cloróticas com ausência de esporulação do fungo, 

típicas de HR (Figura 10). 

 

Figura 9 – Confirmação da infecção de Hemileia vastatrix por inoculação em folhas 
do genótipo suscetível de cafeeiro (Catuaí Vermelho IAC 99) em 
superfície adaxial (A) e abaxial (B) 

  
Foto: BRAGHINI, M.T., 2012. 
 

Figura 10 – Reação de hipersensibilidade com pequenas manchas cloróticas 
associadas com tumefações puntiformes nos locais de penetração em 
folhas do genótipo resistente de cafeeiro (IAPAR 59) na superfície 
adaxial (A) e abaxial (B) 

  
Foto: BABA, V.Y., 2012. 
 

 

 

A B

A B
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4.3 EXTRAÇÃO DE RNA, SÍNTESE DE CDNA E ESPECIFICIDADE DE AMPLIFICAÇÃO  

 

A extração de RNA de folhas e os cDNAs  apresentaram qualidade 

adequada, sem evidências de degradação (ANEXO A). A especificidade de 

amplificação dos primers assim como o tamanho dos fragmentos foi verificada em 

gel de agarose a 2 % (Figura 12). Todos os primers apresentaram tamanho dos 

amplicons esperados, descritos na Tabela 2. 

 

Figura 11 – PCR em gel de agarose 2% dos genes CaGAPDH, CaGS1, CaGS2, 
CaNR e CaAS em tecidos de folhas de Coffea arabica. MM- marcador 
molecular; 1- CaGAPDH; 2- CaGS1; 3- CaGS2;  4-CaNR; 5- CaAS; 6- 
Controle negativo de CaGAPDH; 7- Controle negativo de CaGS1; 8- 
Controle negativo de CaGS2; 9- Controle negativo de CaNR e 10- 
Controle negativo de CaAS 

 
 

4.4 ANÁLISE TRANSCRICIONAL DE GENES ENVOLVIDOS NA ASSIMILAÇÃO DE N 

 

O perfil transcricional de todos os genes estudados em condições de 

suficiência de N foi reduzido comparado com o regime com deficiência de fontes de 

N, exceto para o gene CaNR (Figuras 13 e 14). Em condições de supressão de 

fontes de N o gene que apresentou maiores níveis de RNAm foi CaAS. Nos 

diferentes regimes de N foi possível verificar também variações de acordo com os 

genótipos e as inoculações nas plantas de cafeeiro. De acordo com Pageau et al. 

(2006) as hipóteses pela qual a remobilização de N orgânico é promovida pelo 

ataque de patógenos e indutores são: (1) que os patógenos conseguem enviar 

sinais para ativar os mecanismos de mobilização de N de modo a redirecionar os 

nutrientes das plantas e apoiar o seu crescimento; (2) que a planta mobiliza e 

exporta seus nutrientes para longe do local de infecção, em uma reação de proteção 
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metabólica. Segundo Horst et al. (2010), durante a infecção com fungos biotróficos, 

as mudanças de aminoácidos livres podem indicar aumento da assimilação de N 

necessária para iniciar as respostas de defesa, ou que corresponda à demanda de N 

orgânico pelo parasita.  

 

4.4.1 Condições de Suficiência de Fontes de N 

 

A inoculação da ferrugem induziu respostas distintas nos dois 

genótipos para o gene CaGS1, onde o patógeno influenciou na expressão de IAPAR 

59, o que pode estar relacionado com a resistência da planta. Em condições de 

suficiência de fontes de N, o genótipo IAPAR 59 (resistente) apresentou elevação de 

transcritos na presença do patógeno, em 12 e 48h pós-inoculação (Figura 12A). Já 

Catuaí Vermelho IAC 99 (suscetível) apresentou níveis transcricionais reduzidos 12h 

pós-inoculação com posterior elevação de transcritos do gene (Figura 12B). Embora 

ainda com menor expressão em relação ao genótipo resistente (Figuras 12A e B).   

Esses dados são similares aos obtidos por Pageau et al. (2006), 

onde o gene GS1 foi preferencialmente induzido por duas estirpes que promoveram 

reações incompatíveis entre Pseudomonas syringae pv. syringae e tomate, em 

comparação a estirpe que levou ao desenvolvimento da doença. Esses autores 

também sugerem que GS1 pode funcionar como gene de defesa da planta em 

estágio precoce, no qual o gene foi detectado duas horas após a inoculação. Da 

mesma forma, Tavernier et al. (2007) demonstraram que assim como os genes 

PAL3 e CHS, o gene GS1α foi induzido pelo fungo patogênico Colletotrichum 

lindemuthianum, bem como pelo mutante não patogênico, sugerindo que as folhas 

de feijão responderam ao reconhecimento do patógeno com a indução da expressão 

de GS1 e acúmulo de glutamina em tecidos foliares infectados.  

Da mesma forma que o gene CaGS1, a expressão de CaGS2 foi 

menor para o genótipo suscetível em relação ao resistente (Figuras 12C e D). No 

entanto, em ambos os genótipos, o patógeno não influenciou na expressão do gene. 

IAPAR 59 apresentou picos crescentes de expressão em 12, 24 e 48h pós-

inoculação para a inoculação simulada (Figura 12C), da mesma forma Catuaí 

Vermelho IAC 99 elevou seus transcritos em 48h (Figura 12D).  

Com relação ao perfil de expressão de CaNR, o maior nível 

transcricional observado, em todos os casos, foi em 12h pós-inoculação (Figuras 
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12E e F). Em Catuaí Vermelho IAC 99 a ferrugem influenciou na expressão em 12 e 

24h pós-inoculação (Figura 12F). Diferentemente, o genótipo resistente (IAPAR 59) 

não foi influenciado pelo patógeno, no entanto, apresentou maior expressão de 

transcritos do gene em comparação com o genótipo suscetível (Figura 12E). Isso 

pode estar relacionado com a capacidade diferencial de assimilação de N do 

primeiro genótipo em condições de nutrição completa, proporcionando uma maior 

resistência à ferrugem. Além disso, NR apresentou a maior expressão de genes o 

que pode estar relacionado com a produção de aminoácidos envolvidos na defesa 

da planta.  

Esses resultados podem estar relacionados com os mecanismos de 

defesa da planta resistente na interação com a ferrugem do cafeeiro, associado à 

formação de HR e óxido nítrico (NO). O NO tem sido proposto como uma molécula 

de sinalização, onde estaria envolvido na indução de HR em uma interação 

incompatível e desempenhando assim um importante papel na defesa da planta 

contra agentes patogênicos (HONG et al., 2007). Modolo et al. (2005) também 

observaram que A. thaliana pode produzir quantidades substanciais de NO para 

impedir a disseminação de P. syringae através de seus tecidos. Oliveira et al. (2010) 

demonstraram que plantas com interação compatível entre P. syringae e A. thaliana 

não desenvolveram HR e apresentaram crescimento bacteriano mais intenso nas 

suas folhas, além de resultar em uma deficiência da produção de NO associada com 

níveis mais baixos de nitritos e de L-arginina. Assim, os resultados mostram a 

importância de NR para respostas de defesa da planta na produção de substratos 

para a síntese de NO durante as interações fitopatogênicas (SALGADO et al., 2006). 

Ou seja, a redução do nitrito pela NR, pode ser uma importante fonte de NO em 

plantas (YAMASAKI; SAKIHAMA, 2000).   

O aumento dos níveis transcricionais em 12h pode ser explicado 

pela influência da luz na transcrição de NR, uma vez que a coleta foi realizada no 

início da manhã (6h) (Figura 12E e F). Segundo Lillo (2008) o aumento dos níveis de 

RNAm de NR, no final do período de escuro observada na maioria das plantas pode 

ser causada pela diminuição da realimentação inibida neste momento do dia. 

Quando a luz foi abruptamente ligada na parte da manhã, um pico agudo nos níves 

de RNAm de NR na primeira hora de iluminação foi observada, demonstrando o 

efeito imediato da luz. Estes resultados indicam que a luz é um dos principais fatores 

que regulam a atividade da NR (CHOW et al., 2007); que a luz é um elemento 
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essencial para a NR se tornar ativa (CHOW et al., 2004) e que a transcrição deste 

gene está limitada à fase de luz, evitando assim a toxicidade de nitrito (DUKE;DUKE, 

1984).  

Segundo Chow et al. (2004) o aumento da atividade de NR, após um 

pulso de luz durante a fase escura, pode ser um resposta de fotoativação de uma 

enzima de NR inativa pré- existente. Segundo esses mesmos autores, há indícios de 

que em Gracilaria chilensis, a NR é uma enzima rapidamente ativada pela luz (10 

min), o que pode ser regulado por mecanismos pós-traducionais que envolvem 

desfosforilação e fosforilação.  

Respostas transcricionais do gene CaAS apresentaram, em todos os 

casos, menor expressão de transcritos em 12h pós-inoculação (Figuras 12G E H). 

Isso pode estar relacionado com o fato do gene AS ser regulado negativamente pela 

luz (HWANG et al., 2011). Tanto no genótipo suscetível como no resistente, H. 

vastatrix não influenciou na expressão de genes (Figuras 12G e H). Catuaí Vermelho 

IAC 99 apresentou diferença estatística entre a inoculação simulada e com a 

ferrugem em 12, 24 e 48h pós-inoculação (Figura 12H) e IAPAR 59 em 24 e 48h 

pós-inoculação (Figura 12G). Isso pode estar relacionado com a condição de 

suficiência de N, no qual a realocação de nutrientes não foi necessária. No entanto, 

a maior expressão de CaAS do genótipo IAPAR 59 em relação ao genótipo 

suscetível, principalmente em 48h, pode estar envolvida nas respostas de defesa 

levando à resistência a doenças em plantas.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 

Figura 12 – Expressão relativa dos genes glutamina sintetase citosólica (CaGS1) (A 
e B), plastidial (CaGS2) (C e D), nitrato redutase (CaNR) (E e F) e 
asparagina sintetase (CaAS) (G e H) nos genótipos resistente (IAPAR 
59) (A, C, E e G) e suscetível (Catuaí Vermelho IAC 99) (B,  D, F e H) à 
ferrugem em condições de nutrição completa com inoculação simulada 
e com Hemileia vastatrix. O tempo 0h foi utilizado como calibrador. 
Médias seguidas da mesma letra maiúscula, comparam o mesmo 
genótipo no mesmo tempo, não diferem significativamente pelo teste de 
LSD (p<0,05). Médias seguidas da mesma letra minúscula, comparam o 
genótipo em relação ao tempo 0h, não diferem significativamente pelo 
teste de LSD (p<0,05) 
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4.4.2 Condições de Supressão de Fontes de N 

 

Em condições de supressão de fontes de N, H. vastatrix não 

influenciou na expressão do gene CaGS1 em IAPAR 59, que apresentou um padrão 

crescente de expressão na inoculação simulada (Figura 13A). Para o genótipo 

Catuaí Vermelho IAC 99, o maior nível transcricional de CaGS1 observado foi no 

final do experimento (48h) na presença do patógeno (Figura 13B). É possível sugerir 

que a elevação transcricional desse gene pode ser decorrente do progresso da 

infecção, conduzindo a remobilização de N no genótipo suscetível. Esses resultados 

são similares aos observados por Singh e Ghosh (2013), onde os níveis 

transcricionais de OsGS1;1 foram mais expressos no final do experimento (12 dias) 

para o genótipo de arroz suscetível ao estresse hídrico. Tavernier et al. (2007) 

sugerem que GS1 e GDH podem facilitar a exportação de N do tecido infectado 

diminuindo assim a disponibilidade de N para os patógenos. Além disso, nessas 

condições nutricionais, houve um aumento na expressão em ambos os genótipos em 

relação à condição de suficiência de N. Já tem sido relatado que GS1 pode 

aumentar em folhas durante senescência natural e em resposta a estresses bióticos 

e abióticos (SINGH; GHOSH et al., 2013). Segundo os resultados de Pageau et al. 

(2006) GS1 pode ser caracterizado como um dos primeiros genes associados à 

senescência  (SAG- Senescence Associated Gene). Com isso, o aumento do perfil 

transcricional do gene CaGS1, na indução de deficiência de N também pode ser 

explicado devido sua relação com a senescência natural das folhas.  

Os genes CaGS1 e CaGS2 apresentaram semelhança na expressão 

de transcritos em relação aos genótipos e a inoculação com ferrugem (Figuras 13A, 

B, C e D). Além disso, da mesma forma que o gene CaGS1, houve aumento da 

expressão de CaGS2 em supressão de fontes de N, infectada com ferrugem (Figura 

13C e D); não houve influência de H. vastatrix na expressão de CaGS2 para IAPAR 

59 (Figura 13C); e o genótipo Catuaí Vermelho IAC 99 foi influenciado pelo 

patógeno, com pico transcricional em 48h pós-inoculação (Figura 13D). Isso sugere 

que nessas condições de fontes de N, o gene CaGS2 foi mais induzido pela infecção 

do fungo, o que pode estar relacionado com a interação compatível entre ferrugem-

café e com a senescência.  

Respostas transcricionais de CaNR para Catuaí Vermelho IAC 99, 

com inoculação simulada foram diferentes estatisticamente à quantidade de 
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transcritos quando inoculadas com a ferrugem em 12, 24 e 48h pós-inoculação, 

contudo, em 12h houve um pico de expressão, na presença do patógeno, no qual a 

modulação foi reduzida após 24h (Figura 13F). IAPAR 59 apresentou perfil 

decrescente a partir de 12h pós-inoculação na inoculação simulada, no qual obteve 

maior expressão de transcritos (Figura 13E). Isso pode estar relacionado com a 

diminuição de NH4
+ para o patógeno. Além disso, em condição nutricional deficiente 

e em tecidos infectados com a ferrugem, em um estádio inicial de infecção (12h), os 

transcritos de CaNR foram maiores para o genótipo suscetível (Figura 13F), já o 

genótipo IAPAR 59 manteve a expressão praticamente constante a partir de 12h 

(Figura 13E).  

Comparando-se os fatores nutricionais, o gene CaNR apresentou 

redução na expressão de transcritos no regime com supressão de fontes de N para 

o genótipo IAPAR 59 (Figura 13E). Isso pode estar relacionado com a consequente 

redução da produção de NO e promoção da senescência das plantas pela influência 

da infecção da ferrugem e da supressão de fontes de N. Segundo Gupta et al. 

(2013) o desenvolvimento de P.  syringae pv. phaseolicola em fumo promove uma 

redução da produção de NO durante a HR e promove ativamente a senescência em 

plantas. Em paralelo, houve um aumento dos níveis de RNAm do gene CaAS no 

genótipo Catuaí Vermelho IAC 99 (Figura 13H), o que está de acordo com o 

observado por Fernandez et al. (2012), onde AS foi considerado um dos genes mais 

ativos em folhas de C. arabica infectadas com ferrugem.  No entanto, em ambos os 

regimes de N, o gene CaNR foi o que apresentou maior expressão de genes. 

Em Catuaí Vermelho IAC 99 houve picos de expressão do gene 

CaAS a partir de 12h pós-inoculação na presença do patógeno, com elevação dos 

níveis de RNAm em 24h (Figura 13H). Isso pode estar relacionado com a realocação 

de nutrientes e com a resposta tardia do genótipo suscetível, em condições de 

deficiência de N para o gene CaAS. O genótipo IAPAR 59 foi influenciado pelo 

patógeno em 12h pós-inoculação. Em 24h houve uma redução transcricional e um 

pico de expressão em 48h (Figura 13G). Além disso, nessas condições de N, o 

genótipo suscetível elevou em 10 vezes seus níveis transcricionais, em relação ao 

genótipo resistente.  

Olea et al. (2004) sugerem que a asparagina é o principal veículo 

para transporte de N em plantas e está envolvido em outros eventos de mobilização 

de N, tais como senescência natural, deficiência de açúcar, transições claro/ escuro 
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e pós-colheita. Além disso, a principal via de biossíntese de asparagina em plantas 

ocorre através de asparagina sintetase dependente da biossíntese de glutamina.  

Os dados obtidos por qPCR dos genes CaGS1, CaGS2, CaNR e 

CaAS em folhas de Catuaí Vermelho IAC 99 e IAPAR 59, nos regimes nutricionais 

diferenciados com inoculação simulada, ferrugem e não inoculado podem ser 

observados no anexo B.   
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Figura 13 – Expressão relativa dos genes glutamina sintetase citosólica (CaGS1) (A 
e B), plastidial (CaGS2) (C e D), nitrato redutase (CaNR) (E e F) e 
asparagina sintetase (CaAS) (G e H) nos genótipos resistente (IAPAR 
59) (A, C, E e G) e suscetível (Catuaí Vermelho IAC 99) (B,  D, F e H) à 
ferrugem em condições de deficiência de N com inoculação simulada e 
com Hemileia vastatrix. O tempo 0h foi utilizado como calibrador. Médias 
seguidas da mesma letra maiúscula, comparam o mesmo genótipo no 
mesmo tempo, não diferem significativamente pelo teste de LSD 
(p<0,05). Médias seguidas da mesma letra minúscula, comparam o 
genótipo em relação ao tempo 0h, não diferem significativamente pelo 
teste de LSD (p<0,05) 
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4.5 ANÁLISES BIOQUÍMICAS 

 

4.5.1 Atividade in vitro de Glutamina Sintetase  

 

Os níveis de RNAm dos genes CaGS1 e CaGS2 e a atividade in vitro 

de GS mostraram perfis semelhantes nos diferentes regimes nutricionais. Porém, a 

atividade in vitro de GS apresentou redução em condições de supressão de N 

(Figuras 14C e D), diferente do observado para os níveis transcricionais, 

principalmente de CaGS1 (Figura 13A e B) e de CaGS2 (Figura 13C e D) nessas 

mesmas condições. Segundo Pérez-Tienda et al. (2014), existem evidências que a 

atividade da GS não é apenas regulada ao nível de expressão de genes, mas 

também por meio de modificações pós-traducionais.  

Assim como no trabalho de Pageau et al. (2006), Tavernier et al. 

(2007), demonstraram que a atividade total da GS diminuiu com o progresso da 

doença na planta, sugerindo que assimilação primária de N através da via 

GS2/GOGAT foi afetada pela infecção do patógeno nos tecidos foliares de feijão, e 

que a remobilização de N certamente foi induzida. Da mesma forma nesse trabalho, 

nota-se, no geral, uma redução da atividade total de GS em 12h pós-inoculação para 

os genótipos avaliados (Figura 14) e principalmente em condições de deficiência de 

fontes de N (Figuras 14C e D). Segundo Pérez-Tienda et al. (2014) o ciclo 

GS/GOGAT desempenha um papel importante na assimilação de NH4
+ e 

independentemente do fornecimento de N, OsGS1;2 e OsGOGAT1 são as principais 

enzimas responsáveis pela assimilação primária de N em raízes de arroz.   

Foi observado variações nos regimes nutricionais diferenciais, entre 

os genótipos e as inoculações (Figura 14). Em condições de suficiência de fontes de 

N, o genótipo Catuaí Vermelho IAC 99 apresentou diferenças significativas entre a 

inoculação simulada e com o fungo em 0, 24 e 48h pós-inoculação (Figura 14A). Em 

12h pós-inoculação ocorreu uma drástica redução da atividade em ambas as 

inoculações (Figura 14A). Já o genótipo IAPAR 59 apresentou diferença significativa 

48h pós-inoculação (Figura 14B).  

Em condições de supressão de fontes de N houve diferença 

significativa entre a inoculação simulada e com o patógeno para o genótipo 

suscetível (Catuaí Vermelho IAC 99) em 0 e 12 h após a inoculação (Figura 14C) e 

12, 24 e 48h para o genótipo resistente (Figura 14D). De uma forma semelhante 
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como durante a senescência, a atividade de GS de tecidos foliares infectados 

diminuiu (Figura 14), principalmente para o genótipo suscetível (Catuaí Vermelho 

IAC 99) em supressão de fontes de N (Figura 14C). 

Dados da atividade in vitro de glutamina sintetase com a inoculação 

simulada e o não inoculado em folhas de C. arabica cv Catuaí Vermelho IAC 99 e 

IAPAR 59 podem ser observadas no anexo C. 

 

Figura 14 – Atividade in vitro de glutamina sintetase em folhas de cafeeiro dos 
genótipos suscetível (Catuaí Vermelho IAC 99) e resistente (IAPAR 59) 
à ferrugem em condições de nutrição completa (A e B) e deficiência de 
N (C e D) com inoculação simulada e com Hemileia vastatrix. As barras 
verticais indicam os valores apresentados pela média ± erro padrão 
(n=3) de glutamina sintetase para cada tempo pós-inoculação e 
genótipo. Os dados marcados com * apresentam diferença estatística 
pelo teste de LSD com p<0,05  
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4.5.2 Concentração de Clorofila Total   

 

A concentração de clorofila total em tecidos foliares de cafeeiro foi 

influenciada pela supressão de fontes de N e pelo genótipo. As concentrações de 

clorofila total, a e b, diminuíram notavelmente com a deficiência de N (Figuras 15 e 

16). Essa mudança no teor de clorofila total se relaciona com a diminuição da 

atividade fotossintética durante o desenvolvimento foliar (CABELLO et al., 2006), 

com a supressão de fontes de N e com a infecção da ferrugem nos tecidos foliares. 

A deficiência de N em plantas provoca uma diminuição fotossintética dos compostos 

estruturais, como a clorofila e ribulose bisfosfato carboxilase (rubisco), a qual conduz 

a uma redução na capacidade fotossintética e eficiência de carboxilação (WICKERT 

et al., 2007). Para ambos os regimes nutricionais, a concentração de clorofila a foi 

superior em comparação com a clorofila b (Figuras 15C, D, E e F ; 16C, D, E e F).  

Dados da clorofila total, a e b em folhas com inoculação simulada e 

o não inoculado de C. arabica cv. Catuaí Vermelho IAC 99 e IAPAR 59 podem ser 

observados nos anexos D (com fontes de N) e E (com supressão de fontes de N). 

 

4.5.2.1 Condições de suficiência de fontes de N 

 

A concentração de clorofila total nas folhas de cafeeiro em 

condições de suficiência de fontes de N apresentaram diferenças entre os tempos 

pós-inoculação e entre a inoculação simulada e com ferrugem (Figura 15). Por outro 

lado, as concentrações de clorofila total, a e b foram similares em folhas de ambas 

as cultivares, onde se observaram 55, 30 e 25 ug/ ml, respectivamente, no início do 

tratamento para a inoculação simulada (Figura 15). No entanto, a concentração foi 

reduzida com 12h pós-inoculação para ambos os genótipos e inoculações (Figura 

15). A perda rápida de clorofila pode ser considerada como um biomarcador utilizado 

para estabelecer o começo da senescência em plantas (CABELLO et al., 2006).  

Entre os genótipos pode se observar uma variação maior nos 

tempos pós-inoculação no genótipo suscetível (Catuaí Vermelho IAC 99) em 

comparação ao genótipo IAPAR 59, no qual o primeiro apresentou uma redução da 

concentração de clorofila em 12h pós-inoculação e aumento em 24 e 48h para 

inoculação simulada e ferrugem (Figuras 15A, C e E). O genótipo resistente 

apresentou queda da concentração de clorofila em 12h pós-inoculação e constância 
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em 24 e 48h, em geral, para ambas as inoculações (Figuras 15B, D e F). 

MAAROUFI-DGUIMI et al. (2011) também observaram redução na concentração de 

clorofila total em 24h após estresse salino em folhas de A. thaliana.  

O genótipo Catuaí Vermelho IAC 99 apresentou maior concentração 

de clorofila total e b para a inoculação simulada em 0 e 24h pós-inoculação (Figuras 

15A e E) e em 48h na presença do patógeno para concentração de clorofila b 

(Figura 15E). Já o genótipo resistente apresentou maior concentração de clorofila 

total e b em 48h pós-inoculação em tecidos foliares infectados com a ferrugem 

(Figuras 15B e F).  
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Figura 15 – Concentração de clorofila total, a e b em folhas de cafeeiro dos 
genótipos suscetível (Catuaí Vermelho IAC 99) (A, C e E) e resistente 
(IAPAR 59) (B, D, e F) à ferrugem em condições de nutrição completa 
com inoculação simulada e com Hemileia vastatrix. As barras verticais 
indicam os valores apresentados pela média ± erro padrão (n=3) de 
clorofila total, a e b para cada genótipo e tempo pós-inoculação. Os 
dados marcados com * apresentam diferença estatística pelo teste de 
LSD com p<0,05 
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4.5.2.2 Condições de supressão de fontes de N 

 

A mesma avaliação de clorofila total foi realizada em condições de 

supressão de fontes de N, onde foi possível observar variações entre os genótipos, 

no qual o Catuaí Vermelho IAC 99 foi superior em comparação ao IAPAR 59 (Figura 

16). Para ambos os genótipos houve uma redução da concentração de clorofila em 

12h pós-inoculação tanto para a inoculação simulada como para ferrugem (Figura 

16). Catuaí Vermelho IAC 99 apresentou constância em 24h, seguido de um 

aumento em 48h para a inoculação simulada (Figura 16A, C e E). Diferentemente, 

os teores de clorofila diminuíram em 48h com a inoculação de H. vastatrix (Figuras 

16A, C e E). O genótipo resistente (IAPAR 59) apresentou diminuição da 

concentração de clorofila em 12h pós-inoculação seguidos de aumento em 24 e 48h, 

para inoculação simulada e com o patógeno (Figura 16B, D e F).  

 Houve diferenças significativas da concentração de clorofila total e a 

entre as inoculações em 24 e 48h pós-inoculação para Catuaí Vermelho IAC 99 

(Figura 16A e C), além de 12h para clorofila b (Figura 16E). IAPAR 59 apresentou 

diferenças significativas entre as inoculações nos tempos de 12, 24 e 48h para as 

concentrações de clorofila total e a (Figura 16B e D) e em 12 e 24h para clorofila b 

(Figura 16F).  

Como descrito anteriormente, as concentrações de clorofila nas 

folhas de cafeeiro diminuíram com a deficiência de fontes de N (Figuras 15 e 16), no 

qual o genótipo IAPAR 59 apresentou menor concentração de clorofila total, a e b 

em tecidos infectados pela ferrugem (Figuras 16B, D e F), sugerindo que a 

degradação de componentes celulares foi acelerada pela doença, diferentemente 

em condições de suficiência de fontes de N, para o mesmo genótipo.  

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

Figura 16 – Concentração de clorofila total, a e b em folhas de cafeeiro dos 
genótipos suscetível (Catuaí Vermelho IAC 99) (A, C e E) e resistente 
(IAPAR 59) (B, D, e F) à ferrugem em condições de deficiência de N 
com inoculação simulada e com Hemileia vastatrix. As barras verticais 
indicam os valores apresentados pela média ± erro padrão (n=3) de 
clorofila total, a e b para cada genótipo e tempo pós-inoculação. Os 
dados marcados com * apresentam diferença estatística pelo teste de 
LSD com p<0,05 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Os dados de qPCR evidenciaram que os genes CaGS1, CaGS1, 

CaNR e CaAS sofreram regulações transcricionais distintas, sugerindo que a 

assimilação de N é influenciada tanto pelo genótipo como pelo regime nutricional do 

cafeeiro em condição de estresse biótico pela infecção da ferrugem.  

O gene CaNR apresentou níveis transcricionais mais elevados em 

condições de suficiência e de supressão de fontes de N para ambos os genótipos. E 

o nível transcricional de CaGS1 foi o mais baixo em ambos os regimes nutricionais.  

A supressão de N resultou no aumento da expressão de CaGS1, e 

de CaNR e CaAS para Catuaí Vermelho IAC 99; diminuição do nível de RNAm de 

CaGS2, e de CaNR e CaAS para IAPAR 59; diminuição na atividade in vitro de GS 

total e diminuição das concentrações de clorofila total, a e b.  

O efeito da ferrugem em folhas de cafeeiro influenciou na expressão 

dos genes CaGS1 para IAPAR 59 (resistente) e do gene CaNR para Catuaí 

Vermelho IAC 99 (suscetível), em condições de suficiência de fontes de N. Já em 

condições de deficiência de N, o patógeno influenciou na expressão do gene CaAS 

para IAPAR 59, e dos genes CaGS1, CaGS2 e CaAS para Catuaí Vermelho IAC 99. 

A expressão de genes no genótipo resistente foi superior em relação ao suscetível 

em condições de suficiência e supressão de N, exceto para o gene CaAS na 

ausência desse nutriente. 

As duas isoformas de GS foram diferencialmente reguladas pelos 

genótipos de cafeeiro quanto a resistência à ferrugem e aos regimes nutricionais, no 

qual CaGS2 foi superior em relação a CaGS1, principalmente em condições de 

suficiência de N.  

Com base nesses resultados, abre-se, assim, a perspectiva de 

futuros estudos na compreensão de respostas fisiológicas e moleculares sobre a 

interação nutrição mineral e ferrugem do cafeeiro em diferentes genótipos. A 

compreensão do envolvimento de nutrientes minerais na resposta a estresses 

bióticos proporcionará maneiras de minimizar os danos causados por esses 

patógenos, definir estratégias de adubação mais balanceada e auxiliar na obtenção 

de plantas mais eficientes na absorção de N.  
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ANEXO A 

MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR 

Experiments) 

 

EXPERIMENTAL DESIGN 

Definition of experimental and control  groups 

Number within each group 

Assay carried out by core lab or investigator's lab? 

Acknowledgement of authors' contributions 

SAMPLE 

Description 

    Volume/mass of sample processed 

    Microdissection or macrodissection 

Processing procedure 

    If frozen - how and how quickly? 

    If fixed - with what, how quickly? 

Sample storage conditions and duration (especially for FFPE samples) 
 
C. arabica plants cv. IAPAR 59 (resistant) and Catuaí Vermelho IAC 99 (susceptible) 
were used in different regimes of N sources: with and without restriction for 42 days.  
After this period, young leaves were inoculated with H. vastatrix race II and collected 
at 0, 12, 24 and 48 hours post-inoculation. Mock-inoculated and  uninoculated leaves 
were used as controls. Tissues, (14 leaves), were harvested in the greenhouse and 
immediately frozen in liquid nitrogen, and transported to the Plant Biotechnology 
Laboratory of Instituto Agronômico do Paraná. Tissues were then stored in -80°C 
freezer until RNA extraction would be performed. Generally, storage did not exceed 
six months. The experimental design adopted for the analyzes was randomized 
considering the factors: two coffee genotypes, two differents regimes of N sources, 
three different inoculations and 4 times post-inoculation. Leaf harvesting was done in 
“Instituto Agronômico de Campinas” and qPCR assays were carried out by the main 
author in Plant Biotechnology Laboratory of Instituto Agronômico do Paraná. 
 

NUCLEIC ACID EXTRACTION 

Procedure and/or instrumentation 

     Name of kit and details of any modifications 

     Source of additional reagents used  

Details of DNase or RNAse treatment 

Contamination assessment (DNA or RNA) 

Nucleic acid quantification  

     Instrument and method 

     Purity (A260/A280)  

     Yield 

RNA integrity method/instrument 
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    RIN/RQI or Cq of 3' and 5' transcripts  

    Electrophoresis traces 

 Inhibition testing (Cq dilutions, spike or other)  
 
Tissues were ground into a powder in liquid nitrogen and total RNA was extracted as 
described by Chang et al. (1993), with adaptations. They were treated with DNAse I 
(RNase-free – Invitrogen, Cat#EN0521) following the manufacturer’s instructions. For 
each tissue, three independent RNA extractions were performed. All RNA samples 
were analyzed by formaldehyde agarose gel electrophoresis to assess their integrity. 
To test for contamination by polyphenols, carbohydrates and proteins, samples were 
evaluated by spectrophotometry in NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). 
Only RNA samples with OD 260/280 > 1.8 and OD 260/230 > 2.2 were used for 
further analysis. Exact values for each RNA can be provided upon request. The yield 
is about 8,58 ug of RNA per 1 g of frozen powder for Catuaí Vermelho IAC 99 
(susceptible) and 9,50 ug for IAPAR 59 (resistant). 
 

REVERSE TRANSCRIPTION 

Complete reaction conditions 

     Amount of RNA and reaction volume 

    Priming oligonucleotide (if using GSP) and concentration 

     Reverse transcriptase and concentration 

     Temperature and time 

     Manufacturer of reagents and catalogue numbers 

Cqs with and without RT 

Storage conditions of cDNA 
 
SuperScriptTM III Reverse Transcriptase from Invitrogen (Cat#18080-093; 200U/ µl) 
was used for the generation of first strand cDNA in a 13 µl reaction volume. 2,5 µg of 
RNA, 0,5 µL of oligo(dT)20 (50 µM) and 0,5 µl of dNTP mix (10 mM) were mixed, 
incubated at 65°C for 5 min, and quickly chilled on ice for 1 min. 2 µL of 5x Buffer, 0,5 
µL of DTT 0,1M, and 0,5 µL of RNase OUTTM Recombinat RNase Inhibitor (Cat. no. 
10777-019, 40U/ ul) and 0,5 ul of SuperScriptTM III RT were added. The reaction mix 
was incubated at 50°C for 60 min, then at 70°C for 15 min.1 ul (2U) of RNase H was 
added and incubate at 37°C for 20 min. cDNA was stored in low adhesion tubes at -
20°C. 
 

qPCR TARGET INFORMATION 

If multiplex, efficiency and LOD of each assay. 

Sequence accession number 

Location of amplicon 

     Amplicon length 

     In silico specificity screen (BLAST, etc) 

     Pseudogenes, retropseudogenes or other homologs? 

          Sequence alignment 

     Secondary structure analysis of amplicon 
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Location of each primer by exon or intron (if applicable) 

     What splice variants are targeted? 
 
Multiplex qPCR was not performed. Information about genes, primer sequences, 
NCBI accession numbers, Arabidopsis ortholog, amplicon lengths and primer 
efficiency are included in Table 2 in the Material and Methods section.  Primers were 
designed close to the 3’end of the gene. No splice variants were targeted. Primers 
were designed using Primer Express software (version 3.0, Applied Biosystems) 
according to parameters established to obtain amplicons of 100 bp with a Tm of 60°C 
(Table 2). The efficiency of each primer pair was calculated by LinReg software.  
 

qPCR OLIGONUCLEOTIDES 

Primer sequences 

RTPrimerDB Identification Number  

Probe sequences 

Location and identity of any modifications 

Manufacturer of oligonucleotides 

Purification method 
 
Primer sequences are included in Table 2 in the Material and Methods section. No 
modifications were used. Primers were purchased from Invitrogen, except CaAS, 
purchased from Macrogen and are salt-free. 
 

qPCR PROTOCOL 

Complete reaction conditions 

     Reaction volume and amount of cDNA/DNA 

     Primer, (probe), Mg++ and dNTP concentrations 

     Polymerase identity and concentration  

     Buffer/kit identity and manufacturer  

     Exact chemical constitution of the buffer 

     Additives (SYBR Green I, DMSO, etc.) 

Manufacturer of plates/tubes and catalog number 

Complete thermocycling parameters 

Reaction setup (manual/robotic) 

Manufacturer of qPCR instrument 
 
The PCR reactions were performed using 7500 Fast Real-Time PCR System, 
(Applied Biosystems) and white 96 well-plates. 12,5 µl of 2x SYBR Green/ROX 
qPCR Master Mix (Thermo Scientific; #K0221), 0,5 ul of each primer (10uM), 1µl of 
cDNA at 5 ng/µl and milli-Q water to a total volume of 25 ul were then added to each 
well. PCR parameters were as follow: 10 min. at 95°C, followed by 30 sec. at 95°C 
for 40 cycles and 60 sec. at 60°C. For the dissociation curves, fluorescence was 
recorded continuously during a ramp from 60°C to 95°C. Melting curves were 
analyzed to verify the presence of a single product including a negative control. All 
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reactions were performed in triplicate for each of the three biological replicates in all 
treatments studied. 
 

qPCR VALIDATION 

Evidence of optimisation (from gradients)  

Specificity (gel, sequence,  melt, or digest) 

For SYBR Green I, Cq of the NTC 

Standard curves with slope and y-intercept 

     PCR efficiency calculated from slope 

     r2 of standard curve 

Linear dynamic range 

     Cq variation at lower limit 

Evidence for limit of detection  

If multiplex, efficiency and LOD of each assay. 
 
The specificity of the amplification of some products have been confirmed by 
analyzing their melting curves, by size estimations on a 2% agarose gel, and finally 
by sequencing of the products. Without a template, no Cq could be determined since 
it never passed the threshold line. PCR efficiencies are included in Table 2 in the 
Material and Methods section. 
 

DATA ANALYSIS 

qPCR analysis program (source, version) 

     Cq method determination 

     Outlier identification and disposition 

Results of NTCs  

Justification of number and choice of reference genes 

Description of normalisation method 

Number and concordance of biological replicates 

Number and stage (RT or qPCR) of technical replicates 

Repeatability (intra-assay variation) 

Reproducibility (inter-assay variation, %CV) 

Power analysis 

Statistical methods for result significance 

Software (source, version) 

Cq or raw data submission using RDML 
 
qPCR analysis program (source, version): 7500 Fast Real-Time PCR System, 
Applied Biosystems 
Cq’s were determined by setting the threshold manually, based on amplification 
curve 
No data have been exclude from the calculations 
Results of NTCs: no amplification products present thus no Cqs  
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Justification of number and choice of reference genes: 1 gene have been selected 
based on literature 
Description of normalisation method: endogenous reference gene 
Number and concordance of biological replicates: 3 
Number and stage (RT or qPCR) of technical replicates: 3 at qPCR level, 1 for RT 
(Mn samples)  
Repeatability (intra-assay variation): was below one Cq 
Statistical methods for result significance: analysis of variance and the treatment 
means were compared using Fisher test (LSD) with a significance level of p <0.05 
Software: Sisvar 5.3, Build 75 
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ANEXO B 

Dados de Cq avaliados por qPCR de genes relacionados na assimilação de N com o efeito da ferrugem em dois genótipos com 

regimes nutricionais diferenciados  

(A) Catuaí Vermelho IAC 99- Sem N 

Inoculação simulada Ferrugem Não inoculado 

genes genes genes 
Fatores 

GAPDH GS1 GS2 NR AS GAPDH GS1 GS2 NR AS GAPDH GS1 GS2 NR AS 

n 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 

GM[Cq] 23.00 27.34 23.78 28.30 30.45 24.26 27.92 24.26 29.68 29.55 23.08 28.44 23.51 29.28 30.16 

AM[Cq] 23.01 27.35 23.78 28.37 30.49 24.27 27.92 24.28 29.75 29.60 23.09 28.48 23.54 29.33 30.21 

Min[Cq] 21.97 26.46 23.39 26.29 28.71 23.17 27.68 23.09 26.46 27.27 22.73 27.41 22.13 27.54 28.80 

Max[Cq] 23.68 28.50 24.25 31.75 33.08 25.40 28.34 25.82 31.90 31.97 23.63 31.16 25.61 32.21 33.92 

SD[±Cq] 0.46 0.51 0.27 1.66 1.41 0.47 0.18 0.75 1.57 1.27 0.27 1.26 1.13 1.52 1.63 

CV [%Cq] 1.99 1.88 1.14 5.86 4.61 1.94 0.63 3.08 5.28 4.31 1.16 4.42 4.81 5.17 5.39 

                

(B) IAPAR 59- Sem N 

Inoculação simulada Ferrugem Não inoculado 

genes genes genes 
Fatores 

GAPDH GS1 GS2 NR AS GAPDH GS1 GS2 NR AS GAPDH GS1 GS2 NR AS 

n 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 

GM[Cq] 23.58 28.11 24.75 27.72 29.57 23.64 27.94 25.46 28.75 27.84 23.66 27.67 22.70 28.19 29.44 

AM[Cq] 23.58 28.11 24.76 27.79 29.63 23.66 27.96 25.50 28.81 27.90 23.66 27.68 22.71 28.21 29.47 

Min[Cq] 22.79 27.29 23.48 25.48 27.53 22.15 26.72 23.60 26.62 26.24 23.11 27.13 22.04 26.46 28.31 

Max[Cq] 24.15 29.12 25.88 31.04 32.35 24.88 29.87 27.46 32.39 30.93 24.51 28.46 23.54 29.68 31.58 

SD[±Cq] 0.27 0.49 0.60 1.83 1.82 0.73 0.75 1.36 1.63 1.51 0.44 0.39 0.46 1.16 1.00 

CV [%Cq] 1.14 1.74 2.44 6.57 6.13 3.08 2.69 5.31 5.66 5.40 1.86 1.39 2.04 4.11 3.41 
 

Continuação... 
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(C ) Catuaí Vermelho IAC 99- Com N  

Inoculação simulada Ferrugem Não inoculado 

genes genes genes 
Fatores 

GAPDH GS1 GS2 NR AS GAPDH GS1 GS2 NR AS GAPDH GS1 GS2 NR AS 

n 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 

GM[Cq] 23.43 28.01 24.37 28.38 27.16 23.99 28.26 25.25 28.48 28.58 24.03 28.64 24.24 28.85 28.06 

AM[Cq] 23.44 28.01 24.40 28.43 27.17 24.00 28.26 25.27 28.55 28.60 24.03 28.65 24.25 28.92 28.10 

Min[Cq] 22.35 27.42 22.71 25.63 26.27 23.05 27.76 23.61 25.44 27.37 23.27 28.00 23.02 25.93 26.32 

Max[Cq] 24.08 28.40 25.61 30.45 28.31 24.59 28.55 26.29 31.32 30.65 24.68 29.35 25.07 31.45 30.71 

SD[±Cq] 0.53 0.25 0.99 1.45 0.79 0.46 0.19 0.87 1.72 0.86 0.38 0.40 0.61 1.82 1.36 

CV [%Cq] 2.25 0.90 4.07 5.10 2.89 1.90 0.68 3.44 6.03 3.00 1.58 1.41 2.50 6.28 4.82 

                

(D) IAPAR 59- Com N 

Inoculação simulada Ferrugem Não inoculado 

genes genes genes 
Fatores 

GAPDH GS1 GS2 NR AS GAPDH GS1 GS2 NR AS GAPDH GS1 GS2 NR AS 

n 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 

GM[Cq] 24.59 29.00 26.62 29.07 28.45 24.18 28.39 25.82 28.14 27.87 25.06 29.51 25.39 29.45 28.82 

AM[Cq] 24.59 29.00 26.65 29.17 28.47 24.18 28.40 25.83 28.23 27.89 25.06 29.52 25.40 29.52 28.83 

Min[Cq] 23.70 28.53 25.22 25.45 26.83 23.67 27.67 24.45 24.54 27.06 24.78 28.74 24.56 26.16 27.97 

Max[Cq] 25.07 29.77 28.72 32.71 29.82 24.60 28.99 26.93 30.92 29.27 25.28 30.92 26.72 31.57 30.07 

SD[±Cq] 0.44 0.30 1.00 1.82 0.77 0.31 0.31 0.66 1.83 0.66 0.14 0.67 0.60 1.61 0.70 

CV [%Cq] 1.80 1.03 3.76 6.24 2.70 1.30 1.08 2.56 6.47 2.36 0.58 2.27 2.37 5.46 2.43 
Nota: n, número de amostras de folhas de cafeeiro; GM[Cq], média geométrica do valor de Cq; AM[Cq], média aritmética do valor de Cq; 
Min[Cq] e Max[Cq], valores extremos de Cq; SD[±Cq], desvio padrão do valor de Cq; CV[%Cq], coeficiente de variação em percentagem 
do valor Cq. 
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ANEXO C 

Atividade in vitro de Glutamina Sintetase 
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ANEXO D 

Concentração de Clorofila Total em Condições de Suficiência de N 
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ANEXO E 

Concentração de Clorofila Total em Condições de Supressão de N 

 


