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RESUMO 

 

ZANUZO, Marcio. LANOSIDADE EM FRUTOS DE PÊSSEGO: ASPECTOS 
FISIOLÓGICOS, MOLECULARES E TECNOLÓGICOS 2007. 75f. Tese 
(Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia Agroindustrial. 
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas. 
 

Neste trabalho, na primeira etapa, confirmou-se a hipótese de que 

tratamentos que estimulam a atividade poligalacturonase (PG) (aquecimento 

intermitente e etileno) e/ou que diminuem a atividade pectina metil esterase (PME) 

(atmosfera controlada (AC)) contribuem para prevenir a lanosidade. As baixas 

temperaturas durante a atmosfera refrigerada (AR) constitui-se em bom método para 

redução da atividade PG, mas não é suficiente para o controle da atividade da PME, 

favorecendo a ocorrência da lanosidade. O 1-MCP (1-metil ciclo propano), potente 

inibidor da ação do etileno, age mais no controle da PG do que da PME, também 

estimulando a ocorrência desse distúrbio. Como alguns métodos que previnem a 

lanosidade, como a AC, aquecimento intermitente e etileno, não tem sido facilmente 

adotados pelos produtores, testou-se tratamentos com ácido giberélico (AG3), na 

pré-colheita como forma de retardar-se a colheita dos pêssegos “Chiripá”. Tal fato 

não ocorreu, mas os frutos tratados com esse fitoregulador no início da fase de 

endurecimento do caroço apresentaram maior tamanho por ocasião da coheita, e 

menores percentuais de lanosidade após o AR. A causa desse comportamento não 

foi demonstrada, mas observou-se que houve maior equilíbrio da atividade PG e 

PME, corroborando com a hipótese do experimento anterior. Para melhor monitorar 

os eventos relacionados as enzimas PG e PME, além dos ensaios enzimáticos e 

moleculares, produziram-se anticorpos policlonais anti-PG e anti-PE onde foram 

testados pela técnica de Western blot. Esses anticorpos foram capazes de 

reconhecer especificamente as proteínas recombinantes e também as proteínas em 

pêssegos da cultivar chiripá.   
 
Palavras-chave: Pêssego, PG, PME, Ácido giberélico (AG3), lanosidade, 1-MCP, 

aquecimento intermitente, atmosfera controlada (AC),atmosfera refrigerada (AR). 
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ABSTRACT 

 
ZANUZO, Marcio, R. WOOLINESS IN PEACH FRUITS: PHYSIOLOGICAL, 
MOLECULAR AND TECHNOLOGICS ASPECTS 

 
In this study, in the first step, was confirmed hypothesis that stimulates PG 

activity treatments (Intermittent warming and ethylene) and/or decrease PME activity 

(Controlled atmosphere (CA)) contribute to wooliness prevention. The low 

temperature during refrigerated atmosphere (RA) conditions, become a good 

methods to reduce PG activity, but it is not sufficient to control PE activity, improving 

wooliness occurrence. The 1-MCP (1-Methylcyclopropene), potent inhibitor ethylene 

action, act more in PG control than PME, also stimulating this disturb occurrence. 

How any methods improve wooliness, as CA, intermittent warming and ethylene, not 

have been easily adopted by farmers, tried to treatments with AG3 (giberellic acid) on 

pré-harvest to delay harvest from “Chiripá” peaches. In fact, this did not happen, but 

treated fruits with this growth regulator in the beginning of hardening pit, showed 

bigger size on harvest ocasion, and lower index wooliness after RA conditions. The 

cause of this behaviour was not showed, but it was observed that there was more 

balance of PG and PME activity, corroborating with the last experiment hypothesis. 

For better checking the events related to PG and PME enzymes, beyound of 

enzymatic and moleculars assays, produced policlonal antibody anti-PG and anti-

PME. These antibodies were able to recognize especifically recombinant proteins 

and also “chiripá”peach proteins.  

 
Key-words: “Chiripá”peaches, PG’s, PME’s, Giberellic acid (AG3), Wooliness, 

Intermittent warming, Refrigerated atmosphere, Controlled atmosphere  
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1. Introdução  
 

Estima-se que, na última década, no Brasil, houve um incremento de 25% no 

consumo de frutas e hortaliças, especialmente nas formas in natura e sucos/néctares. 

Uma das causas desse comportamento está relacionada com o fato de que os 

consumidores vêm modificando seus hábitos alimentares e, cada vez mais, relacionam 

a dieta com a prevenção de doenças, buscando em frutos e hortaliças, benefícios 

adicionais aos nutricionais (Andreguetto & Kososki, 2005). De modo genérico, ao se 

conceituar qualidade de frutos, deu-se destaque àqueles atributos relacionados à 

aparência, como uniformidade, tamanho, formato, cor, presença ou não de defeitos 

e/ou danos mecânicos e estádio de maturação. Todos esses requesitos ainda vigoram 

como importantes, mas o conceito de qualidade vem sendo ampliado, incluindo-se 

atributos relacionados com o sistema de produção (proteção ao meio ambiente e ao 

trabalhador, inserção de mão-de-obra e tipificação), o potencial de conservação do 

produto, propriedades nutricionais e funcionais, e características sensoriais. Mais 

especificamente, nesses últimos atributos, tomam cada vez mais importância, a 

aparência geral, a textura, o aroma e o sabor, bem como os valores nutricionais e 

funcionais (Andreguetto & Kososki, 2005). 

Para atender a esses aspectos de qualidade, exigidos no mercado consumidor, 

vale a pena destacar as estratégias que têm sido adotadas pelas instituições de 

pesquisa, empresas, indústrias, produtores e varejistas: a inovação na forma de oferta, 

aumento na vida prateleira, profissionalização da comercialização, redução de perdas 

pós-colheita, padronização das embalagens, acesso à informação pelo consumidor, 

fornecimento de especificações adicionais, monitoramento dos níveis de resíduos 

agrícolas, associativismo de produtores, adoção de procedimentos de colheita e pós-

colheita adequados, promoção de produtos com propriedades diferenciadas. Uma ação 

transversal às citadas anteriormente está relacionado ao apoio a estudos direcionados 

à fisiologia e tecnologias pós-colheita, para compreender os fatores biológicos e 

abióticos envolvidos na deterioração de frutos, buscando retardar a velocidade da 

maturação e reduzir as perdas qualitativas e quantitativas durante e após a colheita. 
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É durante o estádio de maturação, incluindo a maturação propriamente dita e o 

amadurecimento, que os frutos desenvolvem os principais atributos de atratividade 

sensorial, como é o caso do gosto adocicado, redução da acidez, do amargor e da 

adstringência, da melhoria da textura, da pigmentação, e da emissão de aromas. É 

também amplamente conhecido que, paralelamente a esses eventos, há variações na 

qualidade nutricional e funcional dos frutos. Do ponto de vista fisiológico, a maturação e 

o amadurecimento são caracterizados por intensa atividade metabólica, tanto por 

eventos catabólicos (hidrólise do amido, de pectinas, da celulose, respiração, 

degradação de clorofilas, outros) quanto anabólicos (síntese de compostos aromáticos, 

de pigmentos hidrófilos e hidrofóbicos, de ácido ascórbico, de folatos, dentre outros) 

(Koning, 1994; Giovannoni, 2004; Chitarra e Chitarra, 2005). 

Em pêssegos, a perda de suculência, a retenção de firmeza e o escurecimento 

interno durante o armazenamento refrigerado são, juntamente com a ocorrência de 

podridões, as principais causas de perda de qualidade sensorial nessas frutas (Artes et 

al. 1996; Kluge et al. 1996; Luchsinger et al. 1996; Crisosto et al. 1999; Ju et al. 2000; 

Zhou et al. 2001; Rombaldi et al. 2001 e 2002; Nava & Brackmann, 2002; Brackmann et 

al. 2003). 

Em pêssegos de polpa branca, como é o caso do 'Chimarrita' e 'Chiripá', a 

lanosidade e a retenção de firmeza são de tal magnitude, de modo que praticamente 

100% das frutas podem ser afetadas por esses problemas se colhidas em estádios 

menos avançados de maturação e/ou armazenados por períodos prolongados sob 

refrigeração (Rombaldi et al. 2001 e 2002; Nava & Brackmann, 2002; Brackmann et al. 

2003). Para prolongar o período de oferta de pêssegos tem-se empregado o 

armazenamento refrigerado (AR). Nesse sistema as frutas conservam-se, com boa 

qualidade, por períodos de 15 a 20 dias. A partir daí, embora mantenham boa 

aparência, detecta-se uma significativa perda de suculência, seja por retenção da 

firmeza de polpa, seja pelo desenvolvimento da lanosidade (Rombaldi et al. 2001 e 

2002; Nava & Brackmann, 2002; Brackmann et al. 2003). A lanosidade tem sido, 

segundo a maioria dos trabalhos realizados com 'Chiripá' (Nava & Brackmann, 2002; 

Rombaldi et al. 2002;  Brackmann et al. 2003; Girardi et al. 2005), a principal causa de 

perda de qualidade e depreciação comercial dessas cultivares de polpa branca. A 
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perda de suculência, devido à retenção da firmeza (Ju et al. 2000) e à ocorrência de 

lanosidade (Artes et al. 1996; Luchsinger et al. 1996; Tonutti et al. 1998; Crisosto et al. 

1999; Ju et al. 2000; Rombaldi et al. 2001 e 2002; Zhou et al. 2001; Nava & 

Brackmann, 2002; Brackmann et al. 2003), também têm sido citadas como distúrbio 

majoritário em pêssegos e nectarinas, em diferentes países produtores dessas frutas.  

Embora as causas exatas desse problema não tenham sido esclarecidas, várias 

alternativas de armazenamento têm sido propostas para evitar-se a perda de 

suculência. Dentre elas, sugere-se o emprego de atmosfera controlada (AC), atmosfera 

modificada (AM), aquecimentos intermitentes, choques de CO2, pré-aquecimentos 

(Artes et al. 1996; Luchsinger et al. 1996; Kluge et al. 1996; Crisosto et al. 1999; 

Obenland & Carroll, 2000; Zhou et al. 2001; Nava & Brackmann, 2002; Rombaldi et al. 

2002; Brackmann et al. 2003;;), dentre outros. Os resultados são variados, indicando, 

em alguns casos, limitações econômicas e falta de reprodutibilidade, conforme Mitchel 

& Crisosto (1995). 

 Uma das hipóteses mais aceitas sobre as causas da ocorrência da perda de 

suculência, seja pela retenção da firmeza de polpa, seja pela ocorrência de lanosidade, 

é a que associa esse problema ao descompasso de atividade da enzima Pectil Metil 

Esterase (PME; EC 3.1.1.11)  e da Poligalacturonase (PG; EC 3.2.1.15) (Crisosto et al. 

1999; Ju et al. 2000; Zhou et al. 2000). Paralelamente, outros trabalhos têm verificado 

que outras proteínas podem estar envolvidas na regulação do processo, como é o caso 

das Expansinas (EXP) (Hayama et al. 2003). Baseando-se nessas informações, 

acredita-se que a ocorrência de lanosidade em pêssegos armazenados em AR é 

causada pela maior redução da transcrição, tradução e atividade da PG do que da 

PME, num processo influenciado pelas EXP. A prevenção desse distúrbio pode ser 

obtida pela redução da expressão da PME e/ou incremento da PG. 

Neste contexto, este trabalho foi estruturado em três partes: 

1) Artigo publicado na revista PBT (Posharvest Biology and Technology, 38, 25-

35, 2005), no qual em trabalho preliminar, que coincide com o início dessa tese, 

demonstrou-se que a lanosidade está relacionada com o desbalanço de atividades PG 
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e PME e que tratamentos que estimulam PG (etileno e aquecimento intermitente), ou 

que reduzem a atividade PME (AC), previnem a ocorrência de lanosidade. Nesse 

trabalho, também demonstrou-se que a aplicação de etileno ou aquecimento 

intermitente previne a lanosidade, e que a AC foi o melhor tratamento, do ponto de 

vista técnico, já que previne lanosidade e podridões. 

2) Proposta de artigo, na qual foi verificado que a aplicação de AG3 com o intuito 

de prolongar o ciclo de maturação, não se confirmou. Mas os frutos tratados com esse 

fitoregulador, na fase inicial de endurecimento de caroço, apontam maior tamanho no 

momento da colheita e menor ocorrência de lanosidade após o AR. Com as avaliações 

enzimáticas, verificou-se que a aplicação de AG3 estimulou a atividade enzimática da 

PG e PME, mas de forma equilibrada. 

3) Proposta de artigo, no qual descreve-se a obtenção, pela primeira vez, de 

anticorpos policlonais anti-PG, anti-PME e anti-Exp, capazes de reconhecer, além das 

proteínas recombinantes, a própria proteína endógena correspondente em pêssegos 

“Chiripá”. Excetua-se desse caso os anticorpos anti-Exp em extratos protéicos desse 

fruto, embora os mRNA estivessem presentes, considerando-se que a proteína 

recombinante foi obtida a partir de cDNA produzidos de mRNAs desses pêssegos, os 

anticorpos assim produzidos não foram capazes de identificar a proteína endógena 

expansina (EXP) nesses frutos. O uso de anticorpos anti-PG e anti-PE permitiram 

estudar, adicionalmene à atividade enzimática, a presença de proteínas PG e PE. 

. 
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Artigo II 
EFEITO DO ÁCIDO GIBERÉLICO SOBRE A QUALIDADE E LANOSIDADE DE 
PÊSSEGOS CONSERVADOS SOB REFRIGERAÇÂO 
 
Zanuzo, M. R1., Rombaldi, C. V1., Silva, J. A1., Ferrareze, J. P1., Dal Cero J1., 
Pegoraro, C1., Nora, L1.,Girardi, C, L2. 
1 Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Departamento de Ciência e 
Tecnologia de Alimentos, Pelotas, Rio Grande do Sul. 
2 Embrapa Uva e Vinho Bento Gonçalves, Rio Grande do Sul 

 

RESUMO 

Em pêssegos chiripá, lanosidade é um dos maiores disturbios fisiológicos que afeta a 

qualidade pós-colheita. Em trabalhos prévios, foram observado a ocorrência da 

lanosidade em aproximadamente 30-40% dos frutos após 25 – 35 dias de 

armazenamento refrigerado (AR) à 0°C e 90-95% de umidade relativa (UR). 

Suplementando durante o AR com aplicação de etileno ou aquecimento intermitente, ou 

usando atmosfera controlada (AC), a lanosidade pode ser prevenida, como um 

resultado do melhor processo de amadurecimento com um bom balanço da atividade 

de poligalacturonase (PG) e pectina metil esterase (PME). Em adição, alguns estudos 

mostraram que a aplicação de ácido giberélico (AG3) na pré-colheita retarda a 

maturação, aumenta o tamanho do fruto e prolonga a vida de prateleira de pêssegos. 

Na tentativa de confirmar essa hipótese, AG3 (100mg.L-1) foi aplicado em pêssegos 

“Chiripá”: T1) AG3  no ínicio da fase do endurecimento do caroço; T2) AG3  no final da  

fase de endurecimento do caroço; e T3) controle (sem AG3). Durante o 

desenvolvimento foi mensurado o perímetro dos frutos e imediatamente depois da 

colheita os pêssegos “Chiripá” foram armazenados a 1±1ºC e 90-95 % de UR por 30 

dias. As análises foram conduzidas após a colheita e 6, 24, 48 e 72 horas depois do 

período de armazenamento. Os pêssegos tratados com AG3 no ínicio do endurecimento 

do caroço (T1) mostraram um aumento de tamanho (40%) e maior atividade PME do 

que os outros tratamentos, mas o processo de maturação não foi retardado. Depois do 

armazenamento refrigerado, os frutos correspondentes ao T1 mostraram baixa 

incidência de lanosidade, alcançando índices menores que 16% nos frutos. Ao 
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contrário, a maioria dos frutos  do T2 e T3 (controle) exibiram este sintomas. Estes 

resultados mostraram que AG3, quando aplicado no início do endurecimento do caroço, 

aumenta o tamanho do frutos, e torna-se uma boa alternativa na prevenção da 

incidência da lanosidade, induzindo a atividade PME e PG simultaneamente.  

Palavras chave: Pêssego, lanosidade, PG, PME, AG3(Ácido giberélico) 

 

 

 

ABSTRACT 

In ‘Chiripá’ peach, woolliness is a major physiological disorder that affects the 

postharvest quality. We have previously observed that woolliness occurs in 

approximately 30–40% of the fruit after 25–35 days of cold storage (CS) at 0°C and 90–

95% relative humidity (RU). Supplying CS with ethylene application or intermittent 

warming, or using controlled atmosphere, the wooliness can be prevented, as a result of 

better ripening process with a good balance of polygacturonase (PG) and pecthyl methyl 

esterase (PME) activity. In addition, some studies showed that giberellic acid (AG3) in 

preharvest delays ripening, increases fruits size and extends the shelf life of peaches. In 

order to confirm this hypothesis, AG3 (100mg.L-1) was tested in ‘Chiripá’ peach: T1) AG3 

at the beginning of pit hardening (AG3-1); T2) AG3 at the end of the pit hardening (AG3-

2); and T3) control- no AG3. During growing was measured the perimeter of fruits and 

immediately after harvest Chiripá peaches were CS at 1±1ºC and 90-95 % of RU for 30 

days. The evaluations were carried out just after harvest and 6, 24, 48 and 72 hours 

after CS. Peaches treated with AG3 at beginning of pit hardening (AG3-1) showed 

bigger size (40% bigger) and higher PME activity than the other treatments, but the 

ripening process was not delayed. After CS, the fruits corresponding to treatment T1 

showed very low incidence of woolliness, attends less than 16% of fruits. In contrast, 

mostly of fruits from T2 and T3 treatments exhibited this chilling injury. These results 

showed that AG3, when supplied at beginning of pit hardening, increases peaches size 
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and becomes a good way to prevent woolliness incidence, inducing PME and PG 

activity, simultaneously.  

Key-words: fruits, ripening, cell wall, peach, giberellic acid, cold storage,  
wooliness. 
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INTRODUÇÃO 

A ocorrência de lanosidade é um dos principais problemas que limitam o 

armazenamento em atmosfera refrigerada (AR), e para a conservação após o AR, de 

pêssegos ‘Chiripá’ (Girardi et al. 2005). Lurie & Crisosto (2005) citam que esse distúrbio 

ocorre em praticamente todas as cultivares de pêssegos de polpa fundente e em 

nectarinas, e que a prevenção desse problema é pré-requisito para a manutenção 

dessas cultivares no mercado. Essa afirmativa é corroborada por Nava & Brackmann 

(2002) e por Girardi et al. (2005) que verificaram que, em média, 80% dos pêssegos 

‘Chiripá’ armazenados em AR por 30 dias e mantidos durante 2 a 5 dias em 

temperatura ambiente (23±2ºC) após o AR, apresentam-se com sintoma de lanosidade.  

Buscando esclarecer as causas desse distúrbio e propondo soluções para o 

problema, vários trabalhos têm sido realizados (Amarante et al. 2005; Nava & 

Brackmann, 2002; Girardi et al. 2005; Ju et al. 1999; Lurie & Crisosto, 2005; Martinez-

Romero et al. 2000; Zilah et al. 1997). Uma das causas mais prováveis da ocorrência 

de lanosidade em pêssegos e nectarinas,é o descompasso entre a atividade de 

poligalacturonases (PGs) e pectilmetilesterases (PMEs). Mais detalhadamente, foi 

observado que, por exemplo, ao armazenarem-se pêssegos ‘Chiripá’ em AR, há uma 

maior inibição da atividade PG do que PME, favorecendo a formação de lanosidade. 

Porém, Brackmann & Nava (2002) afirmam que se o armazenamento for realizado em 

atmosfera controlada (AC), previne-se parcialmente esse problema. Isso efetivamente 

ocorre e Girardi et al. (2005) demonstraram que a AC exerce um melhor controle sobre 

a atividade PG e PME do que a AR. Complementarmente, Lurie & Crisosto (2005) citam 

que para evitar-se a lanosidade devem-se adotar procedimentos que inibam 

equitativamente os dois grupos de enzimas (PGs e PMEs) ou que as estimulem 

também de forma eqüitativa. Como métodos que empregam essas estratégias, citam o 

emprego de AC, aplicação de etileno durante o armazenamento em AR, aquecimento 

intermitente durante o AR, pré-aquecimento dos frutos previamente ao AR, aplicação 

de fitoreguladores que estimulem a expansão celular, com a indução de enzimas 

hidrolíticas da parede celular. Nesse último  Zilah et al. (1997); Martinez-Romero et al. 
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(2000); Ju et al. (1999) citam o ácido giberélico (AG3) com potencial indutor dessa 

resposta, embora não demonstrem sua eficácia. Ju et al. (1999) demonstraram que a 

aplicação de AG3 contribui para o retardamento da maturação, aumento do tamanho 

dos frutos e melhoria da conservabilidade de pêssegos. Amarante et al. (2005) 

realizaram trabalho similar, buscando validar a tecnologia para pêssegos ‘Rubidoux’, e 

confirmaram o efeito positivo da aplicação do AG3 no aumento da massa dos frutos, na 

prevenção de rachaduras e podridões, e prevenção do escurecimento da polpa após o 

AR. As razões pelas quais a aplicação pré-colheita de AG3 previniu a ocorrência de 

danos pelo frio, comumente denominados “chilling injury”, não foram demonstradas. 

Porém, de acordo com Thomas et al. (2005), as giberelinas podem contribuir, durante a 

formação dos frutos, para a indução de genes correspondentes a enzimas hidrolíticas 

da parede celular e do endoesqueleto, facilitando a expansão celular e solubilização de 

polissacarídeos. 

Baseando-se nessas informações emitiu-se a hipótese de que a aplicação de 

AG3 em pêssegos ‘Chiripá’ na pré-colheita pode, além de retardar a maturação e 

aumentar o tamanho das frutas, serem capaz de melhorar o potencial de conservação. 

Em experimento realizado na safra 2005-2006, testou-se essa hipótese e 

verificou-se que ela é parcialmente verdadeira, ou seja, a aplicação de giberelinas 

contribui para o aumento do tamanho dos frutos, mas não prolongou o ciclo de 

maturação. Além disso, observou-se que quando os pêssegos foram armazenados em 

AR, a única variável influenciada pelos tratamentos foi a ocorrência da lanosidade não 

havendo efeito sobre firmeza de polpa, sólidos solúveis totais, acidez total titulável, 

ácido ascórbico e potencial antioxidante. A partir desse experimento piloto, emitiu-se a 

hipótese de que a aplicação de AG3 na fase inicial do endurecimento do caroço 

aumenta o tamanho dos frutos e previne a ocorrência de lanosidade, pelo melhor 

equilíbrio entre as atividades de enzimas PG e PME. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O experimento foi conduzido em um pomar comercial no município de 

Farroupilha-RS, em 2006-2007, com pessegueiros ‘Chiripá’, de cinco anos de idade, 
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provenientes de mudas com porta-enxerto ‘Capdebosq’, e cultivados com espaçamento 

de 5m x 3,5m, adotando-se o sistema de condução em Y. O delineamento experimental 

foi inteiramente casualizado, com quatro repetições de 10 plantas cada, consistindo das 

seguintes aplicações: T1 – aplicação de AG3 na concentração de 100 mg L-1, quando os 

frutos iniciaram a fase de endurecimento do caroço (Fase estacionária da curva de 

crescimento); T2 - aplicação de AG3 na concentração de 100 mg L-1, quando os frutos 

estavam na fase final do endurecimento do caroço (Fase exponencial da curva de 

crescimento); T3 – controle, sem aplicação de AG3. Para a instalação do experimento 

selecionou-se uma área homogênea de pomar de 0,5ha, na qual foram sorteadas as 

parcelas contendo 10 plantas cada. O AG3 foi pulverizado com a adição de Silwet® L-77 

na concentração final de 0,05% (v/v). A escolha da concentração de AG3 de 100 mg L-1, 

bem como os estádios da aplicação (T1) e (T2), foram baseada em trabalhos prévios 

de Ju et al. (1999), Martinez-Romero et al. (2000), Amarante et al. (2005) e Crisosto 

(2006, informação pessoal).  

Também na fase estacionária de crescimento dos frutos realizou-se raleio em 

todos os tratamentos, tomando-se por referência a relação número de frutas por cm2 de 

área da secção transversal do tronco, medida a 20cm acima da superfície do solo, 

conforme recomendação de Pereira et al. (1987), permanecendo 6 frutos por cm2 da 

área da secção do tronco. As demais práticas de manejo do pomar, tais como cobertura 

do solo com aveia preta, adubações de manutenção, poda de inverno e de verão, 

tratamentos fitossanitários para controle de pragas e doenças, também foram 

realizadas de forma homogênea em toda a área. 

A variável avaliada no pomar foi perímetro da região equatorial do fruto, visando 

a construção da curva de crescimento. Para a medição do perímetro realizaram-se 

avaliações semanais, em todos os frutos de duas pernadas por planta distribuídas 

alternadamente nos diferentes quadrantes em todos os tratamentos. O monitoramento 

dessa variável iniciou 10 dias após o término da floração até a colheita dos frutos no 

estádio de maturação comumente adotado para a colheita dessa cultivar destinada ao 

armazenamento refrigerado, conforme previamente citado por Girardi et al. (2005). Em 
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média mensuraram-se 850 frutos por tratamento por semana. Os resultados foram 

expressos em mm.  

Na colheita, as variáveis de monitoramento da maturação analisadas foram 

coloração de fundo, coloração avermelhada, firmeza de polpa e sólidos solúveis totais. 

Para essas avaliações, utilizou-se aproximadamente 20% dos frutos colhidos em cada 

repetição, o que totalizou, em média, 170 pêssegos. Os frutos restantes foram 

destinados ao armazenamento em AR. Para a avaliação da cor de fundo determinou-se 

o ângulo H, com o auxílio de colorímetro Minolta® CR-300; da coloração avermelhada, 

atribuindo-se escala 1 para frutos com menos do que 25% da superfície com 

recobrimento avermelhado, escala 2 para frutos com 25% a 50% da superfície com 

recobrimento avermelhado, 3 para frutos com 50% a 75% da superfície com 

recobrimento avermelhado; e escala 4 para frutos com mais do que 75% da superfície 

avermelhada; da firmeza de polpa, com penetrômetro Effegi, munido de ponteira de 

7,9mm de diâmetro, sendo os resultados expressos em N; dos sólidos solúveis totais, 

com refratômetro Abbe Atago®, sendo os resultados expressos em % (massa/massa). 

Como variáveis de avaliação enzimática, determinou-se a atividade PG e PME, 

conforme método já empregado e citado por Zhou et al. (2000). 

Complementarmente, os pêssegos dos três tratamentos foram armazenados em 

ar refrigerado (AR) na temperatura de 1±1,0ºC e umidade relativa de 90±7%, durante 

30 dias. Passado esse período, os frutos foram removidos da câmara e mantidos a 

23±3ºC por 4 dias. As avaliações foram realizadas 6h após a retirada da câmara, 24hs, 

48hs e 72hs. Como variáveis de monitoramento determinou-se o percentual de frutos 

com lanosidade e as atividades enzimáticas da PG e PME, sempre adotando-se os 

métodos já descritos por Zhou et al. (2000). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A curva de crescimento dos pêssegos ‘Chiripá’ (Figura 1), tratados ou não com 

AG3, foi sigmóide. Isso já era esperado, tendo em vista que esse é o comportamento 
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clássico da curva de crescimento de pêssegos e nectarinas (Gomes et al. 2005; Lurie & 

Crisosto, 2005).  

 

 
 

Figura 0—1 - Curva de crescimento de frutos controle e tratados de pêssegos cv. 
‘Chiripá’ com AG3 no início da fase de endurecimento do caroço (T1) (Fase 
estacionária) e na fase de crescimento após o endurecimento do caroço (T2) (Fase 
exponencial). As barras verticais representam o desvio padrão da média. (n= 100) 

 

Como resposta à aplicação do AG3, observou-se que os frutos tratados com 

esse fitoregulador no início da fase de endurecimento do caroço apresentaram maior 

taxa de crescimento, atingindo, em média, um perímetro 40% superior ao de pêssegos 

não tratados. No entanto, a aplicação de AG3 quando os frutos já haviam iniciados a 

nova fase de crescimento acelerado após o endurecimento do caroço, não contribuiu 

para o aumento do perímetro dos frutos (Figura 1). 

Diferindo de trabalhos anteriores (Ju et al. 1999; Amarante et al. 2005) não 

houve efeito do AG3 no retardamento da maturação (Tabela 1).  
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Tabela 0—1 - Principais características físico-químicas no momento da colheita de 
pêssegos cv. ‘Chiripá’ tratados com AG3 no início da fase de endurecimento do caroço 
(T1) (fase estacionária) e na fase de crescimento após o endurecimento do caroço (T2) 
(fase exponencial) em relação ao controle (sem AG3). 

 
 

Tratamentos 

 

Perímetro 

(mm) 

 

Massa 

(g) 

 

Ângulo H 

Coloração 
vermelha 

(1-4) 

Firmeza de 
polpa 

(N) 

 

SST 

(%) 
Controle 19,14±3,15 102,12±20,25 98,12±3,14 1 50,25±5,17 12,01±0,42 

T1 26,8±3,26 150,14±25,48 102,01±5,05 1 48,14±5,36 11,82±0,32 

T2 18, 15±2,15 100,04±20,68 100,07±5,06 1 52,25±7,67 12,23±0,52 

 

Os pêssegos, tratados e não tratados com AG3, puderam ser colhidos na mesma 

data e, pelas variáveis comumente empregadas para o acompanhamento da 

maturação, situaram-se em estádios similares de maturação, com ângulo H entre 95 e 

107 na coloração de fundo, até 25% da superfície com coloração avermelhada (nota 1 

na escala de coloração de recobrimento avermelhada), firmeza de polpa entre 43 e 59N 

e sólidos solúveis totais entre 11,5 e 12,8 %. 

Ao analisarem-se as duas enzimas mais citadas como provavelmente envolvidas 

no metabolismo de hidrólise de pectinas, verificou-se que a aplicação de AG3 no início 

da fase estacionária de crescimento (T1), resultou numa maior atividade PME por 

ocasião da colheita, mas não houve efeito sobre a atividade PG (Figura 2).  
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Figura 0—1 - Atividade poligalacturonase (PG) (viscosidade relativa.mg proteína-1.h-1) e 
pectilmetilesterase (PME)(MiliequivalentesH+.mg proteína-1.h-1) em pêssegos cv. 
‘Chiripá’ tratados e não tratados com AG3 à campo no início da fase de endurecimento 
do caroço (AG3-T1) e na fase de crescimento após o endurecimento do caroço (AG3-
T2) durante a colheita. 
 

 

De modo geral é amplamente relatado (Dawson et al. 1992; Lurie et al. 1994; 

Zhou et al. 1999; Nava & Brackmann, 2002; Girardi et al. 2005; Lurie & Crisosto, 2005) 

que o descompasso entre as atividades PME e PG durante o AR constitui-se na causa 

mais provável da lanosidade. Mas, neste estudo realizado, foi mensurado a atividade 

antes e depois do AR, tendo-se demonstrado que a elevada atividade PME (Figura 2), 

ao contrário de ser indutora do problema, preveniu a ocorrência de lanosidade (Tabela 

2).  
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Tabela 0—1 - Ocorrência de lanosidade (%) em pêssegos ‘Chiripá’, armazenados por 
30 dias em AR a 0ºC e mantidos em temperatura de 23±3ºC por  6, 24, 48 e 72 horas. 
Esses frutos foram tratados no campo com AG3 no início da fase de endurecimento do 
caroço (T1) e na fase de crescimento após o endurecimento do caroço (T2), sendo 
comparados com o controle (sem AG3). 

 
 

 Período pós-colheita (horas) 
Tratamentos 6 24 48 72 

Controle 0 0 52±5 100 
T1 0 0 0 15±8 
T2 0 0 50±10 65±10 

 

Crisosto (2006 – comunicação pessoal) citou que, provavelmente, a aplicação de 

AG3 pode estimular a síntese e atividade de PME´s e outras enzimas hidrolíticas da 

parede celular e do endoesqueleto, favorecendo a divisão celular e evitando a formação 

da lanosidade. Assim a elevada atividade PME na pré-colheita seria positiva em termos 

de proteção à lanosidade e quando essa alta atividade ocorre durante o AR, favoreceria 

a formação da textura lanosa ou farinhenta. Ao contrário do que se esperava, a 

aplicação de AG3 na fase estacionária de crescimento mostrou induzir ambas as 

enzimas (PG e PME) (Figura 3) e, em contrapartida, o percentual de lanosidade foi 

reduzido quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 2). 
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Figura 0—1 - Atividade poligalacturonase (PG) (A) e pectilmetilesterase (PME) (B) em 
pêssegos cv. ‘Chiripá’ tratados e não tratados com AG3 à campo armazenados por 30 
dias em AR a 0ºC e mantidos por 6, 24, 48 e 72 horas em temperatura de 23±3 ºC no 
início da fase de endurecimento do caroço; fase estacionária (T1) e na fase de 
crescimento após o endurecimento do caroço; fase exponencial (T2) e controle (sem 
AG3). 
 
 

A comprovação dessa hipótese ainda não ocorreu, mas os resultados obtidos 

corroboram com a afirmativa, ou seja, os pêssegos tratados com AG3 no início da fase 

estacionária apresentaram maior crescimento (Figura 1), maior atividade PME por 

ocasião da colheita (Figura 2), e baixos percentuais de frutas com sintoma de 

lanosidade após o AR (Tabela 2), além de se ter observado um menor crescimento das 

frutas (Figura 1) e maior atividade PME após o AR (Figura 3). 

Já os frutos tratados mais tardiamente (T2), e não tratados (controle), mostraram 

elevada ocorrência de lanosidade, atingindo a praticamente totalidade das frutas após o 

AR (Tabela 2), além de se ter observado um menor crescimento das frutas (Figura 1) e 

menor atividade PME por ocasião da colheita e após o AR (Figura 2 e 3). 
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Baseando-se em trabalhos prévios (Amarante et al. 2005; Ju et al, 1999; Zilah et 

al. 1997) emitiu-se a hipótese de que o tratamento com AG3 pudesse retardar a 

maturação dos pêssegos ‘Chiripá’. Isso não ocorreu (Tabela 1), mesmo tendo-se 

utilizados dosagens de AG3 similares às empregadas por esses autores. A razão exata 

desse comportamento não foi demonstrada, mas Tomas et al. (2005) citam que as 

respostas a ação de giberelinas são altamente variáveis entre genótipos e inclusive 

condições edafoclimáticas, o que poderia explicar, ao menos em parte, o resultado 

obtido nesse estudo. Amarante et al. (2005), Lurie & Crisosto (2005), Martinez-Romero 

et al. (2000) e Zilah et al. (1997) citam também que o uso de AG3 na pré-colheita pode 

melhorar o potencial de armazenamento de pêssegos. Neste trabalho constatou-se que 

a grande contribuição ocorreu na prevenção da ocorrência de lanosidade (Tabela 2), 

não tendo sido verificadas contribuições adicionais, como por exemplo, na firmeza de 

polpa, sólidos solúveis totais, acidez (dados não apresentados) na tabela 1. 

 

CONCLUSÃO 

 
A aplicação de AG3 em pêssegos ‘Chiripá’, se realizado no período T1, fase de 

início do endurecimento do caroço durante a fase estacionária da curva de crescimento, 

aumenta o tamanho dos frutos; não retarda a maturação e previne a ocorrência da 

lanosidade, após o AR.   
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QUE PREVINEM E FAVORECEM A OCORRÊNCIA DE LANOSIDADE 
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Silva, Jorge Adolfo; Brackmann, Auri; Delagostin, Odir; Borsuck, Sibele; 
Rombaldi, César Valmor 

 

RESUMO 

 
A lanosidade é um dos principais distúrbios fisiológicos em pêssegos “Chiripá” 

submetidos ao armazenamento refrigerado (AR). Neste estudo produziram-se 

anticorpos policlonais dirigidos contra poligalacturonase (PG), Pectinesterase (PE) e 

Expansina (Exp), e avaliou-se, pela técnica de western blot, a expressão dessas 

proteínas em pêssegos sob condições que favorecem (AR por 30 dias a 1±1ºC), ou 

previnem (atmosfera controlada (AC) 2kPa de O2 e 5kPa de CO2, e AR de frutos 

tratados com ácido giberélico (AG3) na pré-colheita. As avaliações foram realizadas na 

colheita dos frutos e após a retirada da câmara (0, 2, 4, 6 e 8 dias a 23±2º C). Os 

anticorpos anti-PG, anti-PE e anti-Exp reagiram com as respectivas proteínas 

recombinantes, mas somente os dois primeiros foram eficientes na imunodetecção das 

respectivas proteínas em pêssegos “Chiripá” durante a maturação, e após o 

armazenamento em AR e em AC. Imediatamente após a retirada dos pêssegos do AR, 

não houve expressão da proteína PG, mas sim da PE, o que pode ter favorecido a 

ocorrência de lanosidade. Os pêssegos armazenados nas condições de AC ou 

submetidos à aplicação de AG3, com armazenamento em AR, tiveram a ocorrência da 

lanosidade parcialmente prevenida, provavelmente por terem mantido um melhor 

equilíbrio entre a expressão das enzimas PG e PE.  
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ABSTRACT 

Wooliness is the most important physiological disturbs in “Chiripá peaches” submitted to 

refrigerated atmosphere (RA) In this study was produced policlonal antibodie,  driven 

against polygalacturonase (PG), pectinesterase (PE) and expansin (Exp), and tested by 

western blot techniques, the expression these proteins in peaches under favorable 

conditions (RA for 30 days to 1±1ºC), or prevent (controlled atmosphere (AC) 2kPa of 

O2 and 5kPa of CO2), and treated fruits in RA with giberellic acid (GA3) on pre-harvest.. 

Evaluations were carried out in the harvest and after leave out of cooling room (0, 2, 4, 6 

and 8 days at 23±2º C). The anti-PG, anti-PE and anti-Exp antibodies, reacted with 

respectives recombinant proteins, but anti-PG and anti-PE were efficient in the 

imunodetection of the respective proteins in “Chiripá” peaches during ripening and after 

RA and CA storage. Immediately after retreat peaches of RA conditions, there was not  

protein expression of PG, but PE yes, what can have take advantage the wooliness 

ocurrence. The peaches stored in CA conditions or submitted to GA3 supplied with RA 

storage, had prevent parcial wooliness ocurrence, probably by keept a better balance 

between PG and PE enzymes expression. 

Key-words: fruits, ripening, cell wall, peach, giberellic acid, cold storage, 
wooliness, western blot. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A produção brasileira de pêssegos é de aproximadamente 150 mil toneladas 

anuais, sendo o Rio Grande do Sul o maior produtor nacional, com 95 mil toneladas. 

Nesse Estado, três pólos são destaques na produção: Região Sul (predominando a 

produção de frutas com dupla finalidade – in natura e industrialização), Região 

Metropolitana e da Serra do Sudeste (com predominância de frutas para consumo in 

natura). O consumo per capita de pêssegos no Brasil ainda é baixo, em torno de 0,8 

kg.hab-1.ano-1 (Tibola et al. 2005). Esse baixo consumo per capita pode ser explicado 

pela falta de inovação e diferenciação do sistema de produção e dos produtos 

industrializados. Além disso, há dificuldade de solidificação do hábito de consumo in 

natura, fato esse gerado pela oferta de pêssegos a elevados preços, sem padrões de 

identidade, com distúrbios fisiológicos como escurecimento interno, lanosidade, e 

susceptibilidade a podridões (Lagos et al. 2000). Estima-se, a partir de estudos junto à 

cadeia produtiva de pêssegos do RS, que as perdas quantitativas (frutos com danos 

mecânicos e podridões) atinjam 25% da produção. Destaca-se, no entanto, que não 

foram quantificadas as perdas qualitativas (danos latentes, distúrbios fisiológicos não 

expressos externamente, além de perdas nutricionais e funcionais). 

Para as principais cultivares destinadas à produção de pêssegos para consumo 

in natura, três problemas principais têm sido destacados após a colheita: podridões, 

escurecimento interno e lanosidade (Rombaldi et al. 2001, 2002; Brackmann & Nava 

2002). As podridões atingem praticamente todas as cultivares; o escurecimento interno 

é mais freqüente em pêssegos de polpa amarela; e a lanosidade ocorre intensamente 

em pêssegos de polpa branca (Wills et al. 1998; Lurie & Crisosto, 2005). Esse último 

distúrbio é fator limitante para o prolongamento da vida de prateleira de pêssegos de 

cultivares como ˝Chimarrita˝ e ˝Chiripá˝, importantes cultivares produtoras de pêssegos 

de polpa branca (Nava & Brackmann,  2002; Rombaldi et al. 2002; Girardi et al. 2005). 

Esse problema é tão significativo que vários produtores decidiram reduzir a área 

cultivada com essas cultivares e/ou substituí-las por genótipos que não apresentam 

suscetibilidade à lanosidade. Vários trabalhos (Wills et al. 1998; Rombaldi et al. 2002; 

Nava & Brackmann, 2002; Girardi et al. 2005) demonstraram que esse problema pode 
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atingir a totalidade dos frutos após 20 a 30 dias de armazenamento refrigerado (AR) e 1 

a 3 dias após a retirada dos frutos da câmara fria (Nava & Brackmann, 2002; Girardi et 

al. 2005; Ghiel et al. 2006). Como métodos propostos para evitar-se a lanosidade têm 

sido propostos o uso de aquecimento intermitente (Lill et al. 1989; Artés et al. 1996; 

Fernandez-Trujillo et al. 1998), de atmosfera controlada (Zhou et al. 2000; Nava & 

Brackmann, 2002; Girardi et al. 2005), pré-acondicionamento térmico (Crisosto, 

comunicação pesssoal), aplicação de etileno (Girardi et al. 2005). Apesar da validação 

dos resultados na pesquisa, a aplicação desses métodos em escala comercial ainda 

não foi realizada no mercado nacional.  

Recentemente, trabalhos preliminares visando o retardo da maturação como a 

aplicação de fitohormônios como ácido giberélico (AG3), demonstraram que esse 

tratamento no estágio inicial de endurecimento do caroço, favorece o aumento do 

tamanho dos frutos e previne a ocorrência de lanosidade. A causa desse 

comportamento não foi demonstrada. À semelhança disso, as causas exatas da 

ocorrência da lanosidade também não foram descritas, mas acredita-se que se deva a 

um descompasso entre a atividade de enzimas poligalacturonases (PGs) e de pectil 

metil esterases (PMEs) (Ben Arie & Sonego, 1980; Zhou et al. 2000; Girardi et al. 2005). 

Mais especificamente, foi observado que o AR tem uma ação mais efetiva no controle 

de PGs do que PMEs, o que resulta numa retomada incompleta do amadurecimento 

após o AR (Girardi et al. 2005). A alteração das pectinas provocada pelas PMEs 

durante o AR, favorece a geleificação das pectinas, alterando a textura e suculência 

dos pêssegos (Bem Arie & Sonego, 1980; Zhou et al. 2000 ). Essas afirmativas foram 

publicadas, mas são divergentes. 

As ações buscando esclarecer a(s) causa(s) e/ou ações na prevenção do 

problema, têm sido direcionadas para o estudo de métodos de armazenamento (Lurie, 

1992; Zhou et al. 2000b; Nava & Brackmann, 2002; Girardi et al. 2005),  da atividade 

enzimática (Zhou et al. 2000; Zhou et al. 2001; Girardi et al. 2005; ), e da expressão de 

genes no nível transcricional (Liguori et al. 2004; Callahan et al. 2004; Hayamma et al. 

2006). Pelo fato de disporem-se de seqüências de cDNAs correspondentes aos genes 

da PG, PE e Exp, torna-se possível a produção de anticorpos dirigidos contra as 

correspondentes proteínas. Com a disponibilidade de anticorpos policlonais será 
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possível associar-se a resposta fisiológica (ocorrência de lanosidade), com a atividade 

enzimática e presença da(s) proteína(s). Esse evento se completaria com o estudo de 

mRNAs codificadores por essas enzimas, mas, em ensaios preliminares, detectaram-se 

problemas com a reprodutibilidade dos resultados com os métodos métodos já 

publicados (Wan & Wilkins, 1994; Ikoma et al. 1996). Mesmo empregando exatamente 

os mesmos procedimentos e reagentes, não obteve-se reprodutibilidade de resultados, 

nem entre repetições dos tratamentos, nem em repetições das análises. Essa 

problemática também já foi citada para outros materiais vegetais, especialmente ricos 

em carboidratos e compostos fenólicos (Hu et al. 2002), como é o caso do pêssego. 

Porém, a solução ainda não foi descrita. Recentemente, foi disponibilizado o método 

Concert™ Plant RNA Reagent (invitrogen®), que inclui tampão com o mesmo nome, de 

composição não disponibilizada, proposto como eficiente nesses casos de dificuldade 

de extração de mRNAs. Em ensaios preliminares, verificou-se que a dificuldade 

persiste. Por essa razão adicional, optou-se por produzirem-se anticorpos policlonais, a 

partir de proteínas recombinantes, de modo a monitorar-se a tradução e ocorrência de 

lanosidade em pêssegos ˝Chiripá˝ submetidos à condições que favoreçam e que 

previnam esse problema. 

 

2- MATERIAIS E MÉTODOS 

 
Para atender aos objetivos propostos, primeiramente foram preparados 

anticorpos policlonais anti-PG, anti-PME e anti-Exp, a partir das respectivas proteínas 

recombinantes. Para isso foi necessário obter os cDNAs, realizar a clonagem, a 

produção das proteínas recombinantes e dos anticorpos policlonais. Confirmada a 

capacidade desses anticorpos em detectar as respectivas proteínas recombinantes, 

passou-se a utilizá-los para a imunodetecção da PG, PME e Exp em extratos protéicos 

de pêssegos “Chiripá” submetidos a condições de armazenamento que favoreçam e 

que previnam a lanosidade. 

 
2.1- Material vegetal 
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Foram utilizados pêssegos ˝Chiripá˝ proveniente de pomar comercial do 

município de Farroupilha-RS, na safra 2006-2007. O delineamento experimental foi 

inteiramente casualizado, com três tratamentos e quatro repetições de 10 plantas cada: 

T1 – controle (sem aplicação de ácido giberélico (AG3) e armazenamento em atmosfera 

refrigerada (AR); T2 – aplicação de AG3 na concentração de 100 mg.L-1 quando os 

frutos iniciaram a fase estacionária da curva de crescimento e armazenados em AR; e, 

T3- Pêssegos sem aplicação de AG3 e armazenados em atmosfera controlada (AC) 

com 2Kpa de O2 e 5Kpa de CO2. Em ambos os tratamentos, os pêssegos foram 

colhidos e armazenados por um período de 30 dias à temperatura de 1±1ºC e umidade 

relativa de 90-95%, sendo realizados avaliações por ocasião da colheita e após a 

retirada da câmara, mantendo os frutos a 23±2ºC e 75-80% de UR, por 2, 4, 6 e 8 dias 

respectivamente. O AG3 foi pulverizado com a adição de Silwet® L-77 na concentração 

final de 0,05% (v/v) e vazão de 350 a 400L.ha-1.A concentração de AG3 de 100 mg.L-1, 

bem como o estádio da aplicação, são baseados em trabalhos precedentes de Ju et al. 

(1999), Martinez-Romero et al. (2000), Amarante et al. (2005) e Crisosto (2006, 

informação pessoal). 

 
 

2.2- Variáveis analisadas 
 

As variáveis estudadas foram a expressão de proteínas correspondentes às 

enzimas poligalacturonase (PG), pectinesterase (PE) e Expansinas(Exp) pela técnica 

de Western blot e a ocorrência de lanosidade conforme método descrito por Girardi et 

al. (2005). 

 

2.2.1 - Obtenção de anticorpos policlonais anti-PG, anti-PME e anti-Exp 
 
A obtenção dos anticorpos fez-se medianto o isolamento de RNAs, a construção 

dos cDNAs correspondentes à PG, PE e Exp, clonagem, produção  das proteínas 

recombinantes, purificação e a obtenção dos anticorpos propriamente dita em 
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camundongos. 

 
2.2.1.1 – Isolamento de RNA  

 
Os RNAs foram extraídos a partir de 50 mg de polpa de pêssegos com o uso do 

tampão TRIzol Reagent®(Invitrogen®), de acordo com o protocolo descrito pelo 

fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 1 µg dos RNAs totais (tratados com 

DNAse) usando poli T como ‘primer’ e o Kit SuperScriptTM First-Strand System for RT-

PCR (Invitrogen). A reação foi finalizada a 70 °C por 10 min, e as amostras tratadas 

com RNAse H (Invitrogen®). 

Para cada extração de RNA total, pesaram-se aproximadamente 50mg de polpa 

em microtubos, marca eppendorf® de 1,5 mL. Ao material adicionaram 700 ml de TRIzol 

Reagent® (Invitrogen®) resfriado a 4°C, realizando-se a maceração do material. Na 

seqüência, a amostra foi mantida à temperatura ambiente por 5 minutos. Passado esse 

período, adicionaram-se 140µL de clorofórmio, e o conteúdo do tubo Eppendorf® foi 

homogeneizado manualmente até a formação de coloração rósea. A amostra foi 

mantida à temperatura ambiente por 3 minutos e, após, centrifugada a 10.000xg por 15 

minutos a 4°C. Coletou-se a fase superior, aquosa, descartando-se o restante. À fase 

aquosa adicionaram-se 350uL de isopropanol. A amostra foi mantida à temperatura 

ambiente por 10 minutos e centrifugada a 10.000xg por 10 minutos a 4°C. O 

sobrenadante foi removido e adicionado 1 mL de etanol 75%, visando a lavagem do 

precipitado. Para isso realizou-se uma centrifugação a 7.500xg por 5 minutos a 4 °C.  O 

sobrenadante foi eliminado e o precipitado foi mantido por 5 minutos a 35°C para 

secagem. Finalmente, o precipitado foi dissolvido em 50 µL de água ultrapura, 

previamente tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato) 0,01% (v/v) e autoclavada por 40 

min a 121°C, e incubado por 10 minutos a 55-60°C. Para a quantificação de ácidos 

nucleícos, a amostra foi diluída na proporção de 1:300 em água ultrapura tratada com 

DEPC. A determinação da concentração foi realizada em espectrofotômetro Ultrospec® 

2000 (Pharmacia®) com densidade óptica de 260nm e 280nm. Somente utilizaram-se 

amostras com relação 260/280nm entre 1,8 e 2,0. 
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2.2.1.2- Síntese de cDNA 
 

Para a síntese de cDNAs foi utilizado o kit comercial SuperScriptTM First-Strand 

Syntesis System for RT-PCR (Invitrogen®).  Essa técnica consiste na síntese de cDNA 

(uso da enzima transcriptase reversa) com oligonucleotídos selecionados a partir de 

seqüências já conhecidas dos clones de interesse (fonte Gene bank), seguida de PCR 

(uso da enzima Taq DNA polimerase). 

Em tubos tipo Eppendorf®, capacidade unitária de 0,5 mL, previamente 

autoclavados por 45 minutos a 121°C,  adicionaram-se 10 µL da solução resultante da 

digestão com DNase I, 1µL de solução de dNTPs mix 10 mM (Invitrogen®) e 1µL de 

Oligo(dT) 12-16 (0,5 µg. µL-1). Cada amostra foi incubada a 65°C por 5 minutos, e, 

após, mantida em gelo (1 a 4oC) por pelo menos, um minuto. Em seguida, adicionaram-

se 9 µL de uma solução constituída de  2 µL  tampão 10 X RT (Invitrogen®); 4 µL de 

solução a 25mM de MgCL2; 2µL de solução  0,1 M de DTT e 1 µL de RNaseOUT 

Recombinant RNase Inibitor (Invitrogen®). Cada amostra foi, então, incubada a 42°C 

por 2 minutos.  Ao fim desse período, adicionou-se 1 µL (50 unidades) SuperScript III 

RT (Invitrogen®). Para a reação de síntese, cada amostra foi mantida a 42°C por 50 

minutos. Finalizou-se a reação, incubando a amostra a 70°C por 15 minutos, após os 

quais, as amostras foram mantidas em gelo (1 a 4oC). Após essa etapa, realizou-se a 

digestão com RNase H(Invitrogen®), na qual adicionou-se 1µL de dessa enzima, e  as 

amostras incubadas por 20 minutos a 37°C. 

Para amplificação por PCR (Polimerase Chain Reaction) e clonagem dos genes da 

PG, PE e Exp no vetor pCR2.1-TOPO-TA Cloning Kit® e vetor de expressão pAE 

utilizaram-se  oligonucleotídeos  selecionados a partir de seqüências fruto-específicas 

de pêssegos já depositadas no banco genético (PubMed). Para a seleção dos 

oligonucleotídeos, utilizou-se o software Vector NTI 9 (Informax inc.). O gene da 

poligalacturonase PG (Lester et al. 1994), Pectinesterase (PE) (Glover et al. 1994) e 

Expansina (Exp3) (Hayama et al. 2000) são identificados com seus respectivos 

números de acesso (X77231; X95991; AB047519). Os oligonucleotídeos foram 

desenhados contendo na extremidade 5´ do oligonucleotídeo Forward o sítio de 

restrição para enzima BamHI com fase no GGA, e para o oligonucleotídeo Reverse, o 
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sítio KpnI, além do códon stop TCA ou TTA. As seqüências dos oligonucleotídeos são 

mostrados a seguir na tabela 1. 

 
Tabela 0—1 - Descrição dos oligonucleotídeos utilizados para a amplificação em PCR 
dos genes da Poligalacturonase, Pectinesterase e Expansina com os respectivos sítios 
de restrição para BamHI e kpnI. 

Poligalacturonase 

(EC 3.2.1.15) 

Forward  CGGGATCCAACAACATCGTGGTG 

Reverse   GGGGTACCTCATCCCTCTGCATGGCT 

Pectinesterase 

 (EC 3.1.1.11) 

Forward   CGGGATCCCTTGATTTGCTTGAC 

Reverse   GGGGTACCTTAAACCCCAAATTCTG 

Expansina 3 
Forward   CGGGATCCGGAGGCTCTGATGC 

Reverse   GGGGTACCTCATTTCACGCTCACCC 

 
A reação de amplificação foi realizada em volume final de 50ul contendo 2ug de 

cDNA, 5mM MgCL2, 0,2mM dNTP, 0,25µM de cada oligonucleotídeo e 1U de Taq DNA 

polimerase platinum recombinante (Invitrogen®). A reação de PCR foi realizada em um 

termociclador programado para uma desnaturação inicial (3 min a 95ºC) seguido de 35 

ciclos de 1min a 95ºC (desnaturação), 1 min a 55 ºC (anelamento) e 72ºC por 1:30 

(extenção final). Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando-se o 

Kit GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Bioscience®) e 

analisados por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. O produto purificado foi clonado 

no vetor TOPO TA cloning kit® (Invitrogen®).  

A reação de ligação constituiu de 10 µl de DNA (10ng), 1 µl de plasmídeo Topo-

TA e 1,5 µl de Salt (1:4), e a reação mantida  à temperatura de 23±3oC por 30 minutos 

seguindo as recomendações do fabricante. Para a verificação da clonagem dos insertos 

no vetor TOPO TA, 2µl do produto da ligação (inserto + plasmídeo), foram adicionados 

a 50µl de E. coli Top 10 competentes e submetidas à eletroporação na voltagem de 

250KV em um eletroporador Bio-Rad®. Em seguida, adicionaram-se 500 µl de meio LB, 

mantendo-se a suspensão à temperatura de 37ºC por 1 hora. Passado esse período, o 

produto foi cultivado em placas de Petri contendo meio LB sólido suplementado com 50 

μg.mL-1 de canamicina e 40 μg.mL-1 de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-

galactopiranosídeo). A adição de X-GAL ao meio faz-se em presença do Operon lacz 
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que está inserido dentro do sítio de clonagem do TOPO TA, que é capaz de degradar a 

lactose em D-galactose e D-glucose e em conseqüência, permite a visualização de 

colônias brancas quando o gene lacz é ativo. As placas foram incubadas a 37ºC por 24 

horas, e as colônias brancas supostamente transformadas foram cultivadas e 

homogeneizadas em microtubos contendo 15µl de fenol:clorofórmio (1:1) e 15µl de 

solução contendo água e tampão de amostra (30% glicerol, 0,05% de azul de 

bromofenol, 70% água)(1:1) para gel de agarose. Os tubos foram agitados em vortex® e 

centrifugados a 12000xg por 2 minutos. Coletou-se a fase superior e submeteu-se à 

eletroforese em gel de agarose a 0,7% (m/v) com voltagem de 100 V por 1 hora.  

As colônias visualizadas no gel de agarose que apresentaram peso molecular 

maior quando comparados ao controle foram consideradas transformadas, ou seja, 

portavam o inserto junto ao plasmídeo, e as mesmas foram inoculadas em meio líquido 

LB contendo 50 μg.mL-1 de canamicina para a extração de plasmídeo. A extração de 

plasmídeo foi realizada utilizando-se o kit GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham 

bioscience). Após a obtenção e quantificação dos plasmídeos, os mesmos foram 

submetidos a digestão com o uso de enzimas de restrição BamHI e KpnI(Invitrogen®). A 

reação foi realizada contendo 5µl de DNA plasmidial (10ng), 2µl de Tampão React®3, 

12µl de água Mili Q®, 0,5µl de enzima BamHI(10U/ul) e 0,5µl de enzima KpnI(10U/µl) 

As reações foram incubadas a 37ºC por 2 h. Para o preparo do vetor de expressão 

PAE, o plasmídeo foi multiplicado em meio LB líquido suplementado com 100μg.mL-1 

de Ampicilina. Para a extração do plasmídeo e a clivagem seguiram-se o procedimento 

anterior. Após a clivagem, adicionou-se 1ul da enzima CIP (fosfatase alcalina) ao vetor 

PAE a fim de mantê-lo linearizado. Após a digestão do plasmídeo TOPO TA contendo 

os insertos PG, PE e Exp, realizou-se a eletroforese em gel de agarose 0,8% a 

voltagem de 100V por 1 hora. Os insertos digeridos foram purificados utilizando-se o kit 

GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Bioscience®) e analisados 

por eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Os fragmentos foram ligados ao vetor de 

expressão PAE utilizando T4 DNA ligase (Invitrogen®). A reação de ligação constituiu 

de 2ul de vetor PAE (10ng), 4μL de inserto, 1μL T4 DNA ligase (1U/µl), 4μL 5X Buffer e  

9μL H2O. A reação foi mantida por 1 hora a 16ºC e complementada a 4ºC overnight. 

Como controle da ligação, foi utilizado o plasmídeo pAE sem a presença do inserto. 
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2.2.1.3-Transformação de células competentes de E.coli BL21 pLyss  

 

Para a transformação de células competentes de E.coli BL21 pLyss utilizou-se 

1µl da reação de ligação (pAE PG, pAE PE e pAE Exp) homogeneizando-se em 50µl de 

células competentes de E.coli BL21 pLyss. Esta mistura foi colocada em cubetas de 

eletroporação previamente resfriadas em gelo, e submetidas à eletroporação em 

aparelho eletroporador marca Bio-Rad® com voltagem de 2,5KV.  Após a eletroporação, 

adicionaram-se 450ul de meio LB líquido e os cultivos foram transferidos para tubos tipo 

Eppendorf® de 1,5ml. Incubou-se o material em agitador orbital a 225rpm a 37ºC por 1h. 

Finalmente o cultivo foi realizado em agar LB sólido acrescido de 100 µg.mL-1 de 

Ampicilina e incubado a 37ºC overnight. 

As colônias que cresceram, que possuiam o plasmídeo recombinante em meio 

contendo Ampicilina, foram submetidas a um processo de triagem rápido pelo método 

Microprep (Jouglard et al. 2002). As colônias isoladas foram homogeneizadas com  15µl 

de fenol:clorofórmio (1:1) e 15µl de solução contendo água e tampão de amostra para 

gel de agarose. Os tubos foram agitados em Vortex® e centrifugados a 14000xg por 2 

minutos. Coletou-se a fase superior para eletroforese em gel 0,8%(m/v). Para verificar a 

presença ou ausência do inserto no vetor, utilizou-se o plasmídeo pAE sem inserto 

como controle. 

Após a confirmação da presença do inserto, os clones foram cultivados em 5ml 

de meio LB líquido suplementado com 100 µg.mL-1 de Ampicilina a 37 oC overnight. 

Dessa suspensão foram utilizados 3ml para extração de DNA plasmidial utilizando-se o 

kit GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham bioscience®) no qual o DNA resultante foi 

submetido a digestão com as enzimas de restrição utilizadas na clonagem(BamHI e 

KpnI(Invitrogen®). O produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 

0,8%(m/v). Após a verificação da presença dos insertos, os clones foram submetidos à 

um novo crescimento em meio LB líquido para posterior indução da expressão das 

enzimas de interesse PG, PE e Exp. 
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2.2.1.4- Indução da expressão das proteínas recombinantes PG, PE e Exp no vetor 
de expressão pAE. 

 

Para a indução da expressão, um pré-inóculo das proteínas recombinantes PG, 

PE e Exp no vetor de expressão pAE contendo 20mL de meio LB líquido contendo 100 

µg.mL-1 de ampicilina previamente crescido a 37ºC, foi adicionado a 200mL de meio LB 

líquido contendo 100µg.mL-1 de ampicilina e mantido a 37ºC até atingir uma DO600 0,8 -

1,0. Após, adicionou-se IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo) na concentração 

final de 1mM deixando-se por 3-4 horas para indução da expressão das proteínas-alvo. 

Alíquotas de 1ml do cultivo foram coletadas para realização do teste de solubilidade. 

Esse teste mostrou que todas as proteínas geradas mostraram-se insolúveis, ou seja, 

que a expressão não foi detectada no sobrenadante da centrifugação.  Passado esse 

período, o cultivo foi centrifugado em centrifuga Sorvall RC-6 a 4ºC a 10000xg por 10 

minutos e o sobrenadante foi descartado, recuperando o precipitado para purificação. 

 
2.2.1.5 - Purificação de proteínas recombinantes insolúveis 
 

As proteínas foram purificadas por cromatografia de afinidade utilizando o 

sistema de purificação automatizado ÄKTA prime (Amershan Biosciences®). 

Os precipitados da indução da expressão dos clones (pAE + EXP; pAE + PG ; 

pAE + PE) foram utilizados para purificação das proteínas recombinantes.  Os 

precipitados originados dos cultivos com volume de 200ml foram dissolvidos em 30 mL 

de solução Akta-Wash (uréia 8 M; NaH2PO4 200 mM; NaCl 0,5 M; imidazole 5mM pH 

8,0) e mantido sob agitação por 1h à temperatura ambiente. Após esse período, as 

células foram lisadas por sonicação por 3 ciclos de 10 minutos. O material foi 

centrifugado a 4 oC a 10000xg por 30 minutos, seguindo-se a filtração do sobrenadante 

com filtro  filtro 0,8µm (Millipore®). O filtrado foi submetido à purificação por 

cromatografia por afinidade. 

O sistema de purificação automatizado Akta-Prime (Amersham bioscience®) 

possui uma coluna de purificação com uma resina carregada com níquel (Ni2+)-

Sepharose na qual as proteínas fusionadas com uma cauda poli-Histidina  são retidas 

na coluna.  As amostras descritas no item anterior contendo os genes de interesse da 
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PG, PE e Exp, e clonados em vetor de expressão pAE, foram eluídas com um gradiente 

de imidazole, em tampão Akta elution (Uréia 8M; NaH2PO4 200 mM; NaCl 0,5 M; 

Imidazole 200mM pH 8,0). As proteínas eluídas foram coletadas em frações de 1ml e 

submetidas à eletroforese em SDS-PAGE 12%. As amostras foram dialisadas em 

Tampão PBS-T 1X a 4C por um período de 72 horas sendo quantificadas pelo método 

de Bradford (1976). Para a verificação da presença das proteínas, foi executada uma 

eletroforese dessas proteínas recombinantes em gel SDS-PAGE 12%. Para a validação 

do resultado da expressão protéica, as proteínas recombinantes foram transferidas para 

membranas de nitrocelulose, realizando-se teste com anticoporos monoclonais anti-

histidina. 

 
2.2.1.6 - Produção, caracterização e título de anticorpos policlonais 

 
Após a quantificação das proteínas purificadas, realizou-se a inoculação em 

camundongos para produção de anticorpos policlonais. Foram utilizados 100µg de cada 

proteína (PG, PE e Exp), diluídas com 15% de coadjuvante hidróxido de alumínio (Al 

(OH)3), com injeção via intramuscular. A coleta do soro com os anticorpos foi feita após 

21 dias da primeira inoculação, quando também se aplicou uma segunda dose. Os 

anticorpos foram coletados 21 dias após a segunda inoculação. 

O soro foi titulado por testes de ELISA. Placas de ELISA foram sensibilizadas 

com as proteínas recombinantes em tampão carbonato bicarbonato pH=9,6 por 1 h a 37 

°C. O soro foi diluído em proporções variando de 1:20 até 1:20480 em tampão PBS 1X 

(Tris 20mM; NaCl 0,137mM, pH 7,6) e incubados 1 h a 37°C. As placas foram lavadas 3 

vezes com PBS-T 1X (Tris 20mM; NaCl 0,137mM, Tween 0,1%, pH 7,6), após o qual foi 

adicionado anticorpo anti-mouse conjugado à HRP na diluição 1:2000. Essa reação foi 

incubada a 37°C por 1 h e, em seguida, lavada 5X com PBS-T1X(Tris 20mM; NaCl 

0,137mM, Tween 0,1%, pH 7,6). Após, foi adicionado o subtrato para a peroxidase 

(H2O2, Tampão fosfato citrato pH 4,0, OPD(sigma®)). As placas foram acondicionadas 

em ambiente escuro durante 15 min, previamente à leitura a 450nm, em um leitor de 

placas ELISA. O título médio para os três recombinantes (PG, PE e Exp) foi 1:10240.  
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2.3 - Western blot 
 

As proteínas foram extraídas a partir de 0,5g de polpa macerada em N2 líquido 

adicionando-se 1mL de solução (40mM fosfato de sódio pH 7,0; 3mM EDTA, 1mM 

DTT) segundo método descrito por Obenland et al. (2003). A amostra foi mantida por 5 

minutos em temperatura ambiente e, em seguida, centrifugada durante 10 minutos a 

12000x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 250µL de 

solução tampão (62,5mM TRIS-HCl pH 6,8; 2% SDS; 10%  glicerol ; 1mM DTT). A 

amostra foi aquecida a 100ºC durante 10 minutos e novamente centrifugada conforme 

descrito anteriormente. O sobrenadante foi recuperado e submetido à eletroforese 

SDS-PAGE.  

As proteínas (10 µg por amostra) foram separadas em eletroforese SDS-PAGE  

em gel 12%(m/v), conforme descrito por  Sambrook et al. (1988). A migração protéica 

foi realizada em cubas de eletroforese Bio-Rad® a 120V, em tampão (Tris-Base 25mM, 

Glicina 50mM e SDS 0,1%), por aproximadamente 2 horas. 

As proteínas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose (HybondTM-ECLTM Amersham bioscience®), utilizando-se equipamento 

para transferência Bio-Rad® com a utilização de Tampão de transferência 1X (Metanol 

20%, Glicina 192mM, Tris 25mM) gelado a uma voltagem de 100V durante 1 hora. 

Após o término da transferência, as membranas foram submetidas ao bloqueio em 

solução PBS-T 1X(Tris 20mM; NaCl 0,137mM, Tween 0,1%, pH 7,6) contendo 5%(m/v) 

de leite em pó,  por 24 horas à 4ºC. 

 Após lavou-se três vezes as membranas com tampão PBS-T1X (Tris 20mM; 

NaCl 0,137mM, Tween 0,1%, pH 7,6), seguindo-se a incubação com os anticorpos 

policlonais específicos para cada proteína (PE, PG e EXP) diluídos em tampão PBS-

T1X (diluição 1:2.000). A incubação foi realizada em temperatura ambiente 23±3oC por 

1 h, sob agitação orbital. Em seguida, realizaram-se 3 lavagens com PBS-T1X (Tris 

20mM; NaCl 0,137mM, Tween 0,1%, pH 7,6) por 5 minutos cada qual adicionou-se o 

anticorpo secundário ECL anti-mouse igG, Horseradish Peroxidase (GE Healthcare®) na 

concentração de 1:2000 em tampão PBS-T 1X (Tris 20mM; NaCl 0,137mM, Tween 

0,1%, pH 7,6), incubando a 37°C por 1 h sob agitação. A membrana foi lavada 5X com 
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PBS-T1X (Tris 20mM; NaCl 0,137mM, Tween 0,1%, pH 7,6). A revelada e/ou detecção 

das proteínas na membrana foi realizada com os reagentes de quimioluminescência 

ECLTM Western blotting analyses system (GE healthcare®) conforme recomendações do 

fabricante. 

 

2.4 - Lanosidade 
 

A ocorrência de lanosidade foi avaliada visualmente, de acordo com o descrito 

por Girardi et al. (2005), tendo-se considerado fruto com esse distúrbio aquele que, por 

compressão entre os dedos, não apresentam liberação de suco. Os resultados foram 

expressos em percentual de frutos que apresentaram o distúrbio lanosidade. 

 

3- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  
As seqüências dos clones (cDNAs) correspondentes às enzimas envolvidas na 

hidrólise da parede celular (PG, PE e Exp), expressos durante a maturação de 

pêssegos, foram isoladas utilizando-se a técnica de RT-PCR. As seqüências-alvo, 

obtidas no GeneBank, permitiu a confecção dos oligonucleotídeos  no programa Vector 

NTI 9 (informax®), a partir do qual foi possível estimar o tamanho dos fragmentos a 

serem gerados nas amplificações de RT-PCR. Com o uso de oligonucleotídeos 

selecionados foi possível amplificarem-se fragmentos de aproximadamente 700 pb, 

1400 pb e 462 pb, o que corresponde aos tamanhos já esperados para esses cDNAs 

(Figura 1).  
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Figura 0—1- Produto da amplificação dos clones de DNA (cDNA) das enzimas PG, PE 
e Exp em gel de agarose a 1% (m/v) utilizando a técnica de RT-PCR. Pista 1- Marcador 
λ/HindIII; Pista 2- Marcador DNA ladder 1Kb; Pista 3- Poligalacturonase (PG); Pista 4- 
Pectinesterase (PE); Pista 5- Expansina (Exp). As setas indicam o tamanho dos 
fragmentos amplificados. 

 
Os fragmentos obtidos pela RT-PCR, correspondentes as três enzimas, PG, PE 

e Exp, contêm os sítios de restrição (BamHI e kpnI), visando a clonagem, que foi 

realizada no plasmídeo TOPO TA e transferido para E. coli. A extração plasmidial e 

digestão com as enzimas de restrição correspondentes, gerou fragmentos do 

plasmídeo e dos insertos de interesse, todos com tamanho de acordo com o esperado 

(Figura 2).Os insertos obtidos da digestão e separados em eletroforese (Figura 4) foram 

recortados diretamente do gel e purificados utilizando-se o kit GFX™ (Amersham 

Bioscience®). O resultado da purificação é apresentado na Figura 3, onde observa-se 

somente a presença dos respectivos insertos. 

 
 

 
Figura 0—1 - Produto da digestão do plasmídeo TOPO-TA  contendo os cDNAs PG, 
PE e Exp, com as enzimas de restrição BamHI e kpnI. Pista 1- Marcador DNA ladder 
1Kb; Pista 2- pTOPO PG, Pista 3- pTOPO PE; Pista 4- pTOPO Exp. 
 

 

~1400pb 
~700pb 

~462pb 

1      2            3               4 

~1400p
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Figura 0—2 - Produto da purificação dos clones PG, PE e Exp, utilizando o kit GFX™ 
(Amersham Bioscience®). Pista 1- Marcador DNA ladder 1kb; Pista 2- PG; Pista 3- PE; 
Pista 4- Exp. 
 

A disponibilidade de fragmentos purificados, com o tamanho esperado, e com as 

extremidades correspondentes às enzimas de restrição BamHI e KpnI, permitiu o 

preparo do vetor de expressão pAE (Figura 4) com os cDNAs. Verifica-se que houve a 

inserção dos cDNAs, já que a clivagem com as enzimas BamHI e KpnI resultou na 

separação dos fragmentos correspondentes aos cDNAs da PG, PE e Exp (Figura 5, 

pistas 2, 4 e 6), quando comparados às construções não digeridas (Figura 6, pistas 1, 

3, 5). A presença de duas bandas em algumas amostras (Figura 5, pistas 1, 3, 5 e 7), 

pode ser explicada pela provável conformação do plasmídeo que, mesmo contendo o 

mesmo número de pares de base, pode migrar diferencialmente, em função de estar ou 

não numa forma mais ou menos espiralada (Sambrook et al. 1989). 

.  
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Figura 0—3 - Carta de restrição do plasmídeo pAE contendo os sítios de inserção dos 
cDNAs. 
 
 
 

 
Figura 0—4 - Produto da digestão do plasmídeo pAE contendo os cDNAs PG, PE e 
Exp.Pista 1- Plasmídeo pAE Exp; Pista 2- Plasmídeo pAE Exp digerido; Pista 3- 
Plasmídeo pAE PG;  Pista 4- Plasmídeo pAE PG digerido; Pista 5- Plasmídeo pAE PE; 
Pista 6- Plasmídeo pAE PE digerido; Pista 7- Plasmídeo pAE linearizado. 
 

Os plasmídeos pAE, possuindo o inserto de cada gene, foram transferidos para a 

cepa E.coli pLyss BL21 (D3) por eletroporação e, em seguida, cultivadas em meio 

sólido LB. As colônias brancas, que correspondem às bactérias portadoras dos insertos 

de interesse, foram selecionadas. A multiplicação das bactérias que portavam os 

insertos foi realizada em meio LB líquido. Após a indução do promotor T7 RNA 

polimerase pela adição de IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside), verficou-se 

que houve a tradução de peptídeos com massa molecular aproximada correspondente 

aos cDNAs em estudo. Mais detalhadamente, detecaram-se bandas fortes de 

aproximadamente 27 kDa, 50 kDa e 17 kDa (Figura 6) que correspondem, 

provavelmente, à transcrição dos cDNAs de PG (700pb), PE (1400pb) e Exp (462pb), 

adicionado de 6 histidinas na extremindade N-terminal, conforme previsto na carta do 

plasmídeo pAE. Essas mesmas proteínas extraídas foram submetidas à purificação em 

sistema de cromatografia AKTA-Prime®, com o auxílio de colunas de cromatografia de 

afinidade HiTrap™  Ni-Sepharose (amersham bioscience®). Essa afinidade é obtida 

pela seqüência de poli-histidina do inserto com o cation Ni2+ da coluna de 

cromatográfica. A presença dessa seqüência de histidinas permitiu a purificação parcial 

das proteínas recombinantes em coluna de afinidade (Figura 7). Nessa imagem verifica-

1 2 3 4 5 6

Plasmídeo pAE 

Inserto PE
Inserto 

Inserto Exp
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se que a purificação parcial ocorreu, tendo-se separado do extrato protéico total (Figura 

7, pistas 3, 5 e 7), as proteínas recombinantes (Figura 7, pistas 4, 6 e 8). A pista 9 

corresponde ao extrato protéico bruto expresso no cultivo com pAE sem cDNAs 

inseridos. 

 
 
 

 
Figura 0—5 - Expressão protéica em SDS-PAGE 12% de E.coli BL21 pLyss (D3) 
contendo o plasmídeo pAE com os clones PG, PE e Exp em Pista 1- Marcador caseiro; 
Pista 2 e 3- Expessão pAE PG; Pista 4 e 5- Expressão pAE PE; Pista 6 e 7- pAE Exp; 
Pista 8-  Expressão E.coli BL 21 pLyss (D3). 
 

 

 
Figura 0—6 - Produto da purificação das proteínas recombinantes PG, PE e Exp em 
SDS-PAGE 12%. Pista 1- Marcador molecular; Pista 2- Marcador Bench Mark protein 
Ladder (Invitrogen®); Pista 3- Clone  E. coli pLyss BL 21 pAE PG; Pista 4- PG 
recombinante purificada; Pista 5- E. coli pLyss BL 21 pAE Exp; Pista 6- Exp 
recombinante purificada; Pista 7- E. coli pLyss BL 21 pAE PE; Pista 8- PE recombinante 
purificada; Pista 9- E. coli pLyss BL 21 pAE. 

 

A confirmação de que as proteínas eluídas em coluna de afinidade continham 
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efetivamente o fragmento poli-histidina foi efetivada com a reação de western blot, com 

as proteínas purificadas, utilizando-se anticorpos monoclonais anti poli-histidina 

conjugado com peroxidase (Sigma®). O resultado desse teste imunoquímico permitiu 

uma avaliação altamente positiva quanto à afinidade dos anticorpos pelas proteínas e 

ratificou-se o bom funcionamento e eficiência do método, embora tenha-se observado-

se algumas bandas de detecção inespecíficas de menor intensidade, que não 

comprometem a técnica (Figura 7). Esse fato é comum nesse tipo de avaliação já que é 

possível que os anticorpos monoclonais anti-histidina possam reconhecer seqüências 

menores ou maiores do que 6 histidnas e/ou é possível que haja produtos de 

degradação das proteínas recombinantes contendo a extremidade histidina, sendo 

reconhecidos pelos anticorpos e detectados como peptídeos de menor massa 

molecular. 

 
 
 
 
 
 

 

 
Figura 0—7 – Imunodetecção por Western blot das proteínas recombinantes PG, PE e 
Exp, com o uso de anticorpos monoclonais anti-cauda poli-histidina conjugados com 
peroxidase (Sigma). Pista 1- Marcador Bench Mark Protein Ladder; Pista 2- PG 
recombinante; Pista 3- Exp recombinante; Pista 4- PE recombinante; Pista 5- Marcador 
anti-histidina. 
 

1 2 3 4 5
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 As proteínas purificadas foram submetidas à diálise para eliminação da uréia 

presente no tampão utilizado na purificação das proteínas. As proteínas dialisadas 

foram utilizadas na inoculação de camundongos para obtenção de anticorpos 

policlonais contra as proteínas em estudo (PG, PE e Exp). A coleta do soro com os 

anticorpos foi realizada 21 dias após a primeira inoculação, quando também se aplicou 

uma segunda dose. Fez-se também uma coleta aos 21 dias após a segunda 

inoculação. O título do soro foi determinado pelo método ELISA, obtendo-se título 

médio para os três recombinantes (PG, PE e Exp) de 1:10240. 

Em pêssegos “Chiripá”, colhidos no estádio meio-maduros e mantidos por 8 dias 

a 23±2º C e 70 a 75% de UR, verificou-se que a máxima imunoreação dos anticorpos 

anti-PG ocorreu no 3º e 4º dias após a colheita (Figura 9), período em que normalmente 

detectam-se as maiores taxas de redução da firmeza de polpa em pêssegos dessa 

cultivar não armazenados sob refrigeração (Nava & Brackmann, 2002, Rombaldi et al. 

2002; Girardi et al. 2002). No que concerne à PE, houve detecção da proteína desde a 

colheita até o 4º dia, com máxima expressão no 3º dia (Figura 10). Como é amplamente 

conhecido que durante o amadurecimento de pêssegos há redução da firmeza de 

polpa, decorrente, majoritariamente, da solubilização de pectinas, e que isso é 

resultante da ação de PGs, PEs, Exps e outras enzimas (Obenland et al. 2003; Sitrit & 

Bennet, 1998; Morgutti et al. 2006), a detecção das respectivas proteínas era esperada. 

Isso ocorreu para PG e PE, mas não para Exp.  Segundo Ben Arie & Sonego, (1980),  

Zhou et al. (2000), as PEs  têm ação preparatória à das PGs, ou seja, as PEs atuam na 

desmetilação e rompendo ligações ésteres, facilitando a ação de endo e exo-PGs, 

hidrolisando e solubilizando pectinas, com a conseqüente redução da firmeza de polpa 

e aquisição da suculência (Ben Arie & Sonego, 1980; Zhou et al. 2000; Brummell et al. 

2004). Segundo Brummell et al. (1999) e Obenland et al. (2003), as expansinas podem 

agir como moduladores influenciando a degradação de pectinas por alterar a maneira 

da qual a PG interage com o substrato péctico  durante a maturação. Os resultados 

obtidos neste trabalho, corroboram parcialmente as citações feitas anteriormente, tendo 

em vista que houve expressão prévia (1º e 2º dias) e concomitante (3º e 4º dias) da PE 

(Figura 10) em relação à PG (Figura 9), mas sem presença de Exp (dados não 

apresentados). Outro aspecto importante é que a maioria dos trabalhos (Zhou et al. 
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2000, Brummell et al. 2004 a, b, Hayamma et al. 2006), citam que, durante o 

amadurecimento normal de frutos, há uma maior expressão proporcional da PG do que 

PE. Essas afirmativas foram feitas a partir de resultados obtidos pelas técnicas de RT-

PCR, Northern blot ou atividade enzimática. Isso também foi aqui demonstrado pela 

técnica de Western blot (Figuras 9 e 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Figura 0—8 – Imunodetecção por Western blot com o uso de anticorpos policlonais 
anti-poligalacturonase (PG) durante a maturação de pêssegos. Na parte superior são 
indicados os dias após a colheita e a proteína recombinante (PGR). 
 

 
Figura 0—9 - Imunodetecção por Western blot com o uso de anticorpos policlonais anti-
Pectinesterase (PE) durante a maturação de pêssegos. Na parte superior são indicados 
os dias após a colheita e a proteína recombinante (PER). 

Poligalacturonase 
(PG) 

PE 
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Visando estudar o provável envolvimento da PG , PE e Exp na ocorrência de 

lanosidade em pêssegos “Chiripá”, detectaram-se essas proteínas nos frutos 

submetidos a condições que favorecem e que previnem a ocorrência desse distúrbio. 

Girardi et al. (2005) verificaram que o armazenamento de pêssegos “Chiripá”, por 30 

dias em AR, resulta na ocorrência de lanosidade na totalidade dos frutos nos primeiros 

dias após a retirada da câmara fria. Neste trabalho, confirmou-se esse comportamento, 

ou seja, 90% dos frutos apresentaram-se com o sintoma 2 dias após a retirada da 

câmara fria (Figura 11). Ao avaliar-se a expressão das proteínas PG e PE (Figura 11A e 

B) e Exp (não apresentado) nesses frutos, verificou-se que, logo após a retirada dos 

frutos da câmara fria, não houve imunodetecção da PG (Figura 11A), mas a PE estava 

presente (Figura 11B). A partir de então, houve forte expressão de PG até o 8º dia de 

avaliação, e a PE foi detectada até o 6º dia de avaliação. No que concerne à ocorrência 

de lanosidade, essa foi detectada em 25% dos frutos na retirada da câmara fria, e 

atingiu 90% dos pêssegos no 2º e 4º dias, reduzindo para 50% e 45%, no 6º e 8º dias 

(Figura 11). Esse comportamento confirma trabalhos prévios (Brackmann & Nava, 

2002; Rombaldi et al. 2002; Girardi et al. 2005) que demonstraram que o AR não é um 

bom método de conservação para pêssegos “Chiripá”, e que o descompasso na 

expressão entre PG e PE (Zhou et al. 2000; Girardi et al. 2005),  provavelmente 

favoreça a ocorrência do distúrbio. Essa afirmativa é feita com base nas observações 

feitas logo após a retirada dos frutos da câmara fria, momento em que não se detectou- 

a proteína PG, mas sevdetectou a PE. Embora neste trabalho não tenha-se 

determinado a atividade dessas enzimas, Girardi et al. (2005)  já demonstraram que 

esse descompasso também ocorre nessa variável.  
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Figura 0—10 – Imunodecção de PG (A) e de PE (B), e ocorrência de lanosidade em 
pêssegos ˝Chiripá˝ armazenados por 30 dias em atmosfera refrigerada (AR) e mantidos 
por 0, 2, 4, 6 e 8 dias em temperarura ambiente (23±2ºC). A proteína recombinante (R) 
esta indicada na figura. 
 

Complementarmente, comprova-se que o emprego de baixas temperaturas tem 

ação mais efetiva no controle da tradução de PG do que PE. Zhou et al. (2000), Nava & 

Brackmann, (2002), Rombaldi et al. (2002), Obenland et al. (2003); Girardi et al. 2005; 

Lurie & Crisosto, 2005, citam que ao associar-se ao AR, o controle da atmosfera (AC), 

previne-se a ocorrência de lanosidade. Girardi et al. (2005), por exemplo, verificaram 

que o emprego de AC em pêssegos “Chiripá”, resulta num melhor controle da atividade 

PE durante o armazenamento e após a retirada da câmara fria, prevenindo o problema. 

Este trabalho, complementar ao de Girardi et al. (2005), comprova que a AC previne a 

ocorrência de lanosidade e demonstra que, após a retirada dos frutos da câmara fria, 

há forte imunoreação com anticorpos anti-PG, em maior intensidade até o 4º dia (Figura 

12A). No caso da PE, também há detecção, mas em menor intensidade, sugerindo que 

nesses frutos mantenha-se uma proporção PG/PE mais elevada logo após a retirada da 

câmara (Figura 12A e 12B), do que nos armazenados em AR (Figura 11A e 11B). 
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Figura 0—11 – Imunodecção de PG (A) e de PE (B), e ocorrência de lanosidade em 
pêssegos ˝Chiripá˝ armazenados por 30 dias em a tmosfera controlada (2 kPa de O2 e 
5 kPa de CO2) e mantidos  por 0, 2, 4, 6 e 8 dias em temperarura ambiente (23±2 ºC).  
 

Em 2007, Zanuzo et al. (2007), buscando retardar a colheita de pêssegos 

“Chiripá” com a aplicação de ácido giberélico, verificaram que essa resposta não 

ocorreu, mas os frutos tratados com esse fitoregulador apresentaram maior tamanho e 

menor suscetibilidade à lanosidade quando armazenados em AR. Neste trabalho 

confirmou-se que a aplicação de AG3 exerce efeito preventivo na ocorrência da 

lanosidade, e que, mesmo com 30 dias de AR, a expressão da PG, após a retirada dos 

frutos da câmara fria, foi intensa (Figura 13), à semelhança do que ocorreu com os 

frutos armazenados em AC (Figura 12). A imunoreação com anticorpos anti-PE foi 

intensa (Figura 13), mas, mesmo assim, preveniu-se a ocorrência de lanosidade. 
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Figura 0—12 – Imunodecção de PG (A) e de PE (B), e ocorrência de lanosidade em 
pêssegos armazenados por 30 dias em atmosfera refrigerada com aplicação de AG3, 
mantidos  por 0, 2, 4, 6 e 8 dias em temperarura ambiente (23±2 ºC). 
 

O mecanismo de ação do AG3 na prevenção do problema não foi esclarecido, 

mas acredita-se, de acordo com os dados prévios de Ju et al. (1999), que estimule a 

divisão celular durante a fase de crescimento, pela indução equilibrada de genes de 

PGs e PEs, dentre outros envolvidos na hidrólise de componentes da parede celular e 

endo-esqueleto, resultando em frutos com metabolismo da parede celular mais 

equilibrado após a colheita e AR. Neste trabalho pôs-se em evidência que a aplicação 

de AG3 resultou em elevada expressão de PE e também de PG. 

 

DISCUSSÃO 

 

Os pêssegos “Chiripá” são sensíveis à ocorrência de lanosidade quando são 

armazenados em AR, por períodos superiores a 20-30 dias, resultando em frutos sem 

suculência, depreciando a qualidade sensorial e o valor comercial (Girardi al., 2005). 

Isso foi comprovado, mais uma vez, tendo-se detectados 90 % de frutos com o sintoma 

após 30 dias de AR e 2 dias em condições de comercialização (Figura 11). Vários 

trabalhos (Zhou et al. (2000); Nava & Brackmann, (2002), Rombaldi et al. (2002); 
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Girardi et al. (2005); Lurie & Crisosto, (2005); Hayama et al. (2003), (2006)) têm 

abordado essa temática, buscando prevenir o distúrbio, mas a(s) causa(s) exata(s) não 

foram elucidadas. A maioria dos trabalhos infere que, provavelmente, esse distúrbio 

seja o resultado do descompasso entre a atividade de enzimas PGs e PEs (Ben Arie & 

Sonego, 1980; Zhou et al. 2000; Zhou et al. 2001; Girardi et al. 2005), a partir de 

avaliações da expressão de mRNAs correspondentes a essas enzimas (Liguori et al. 

2004; Hayamma et al. 2006; Callahan et al. 2004) , ou pela mensuração da atividade 

enzimática aparente. Buscando otimizar essas técnicas para pêssegos “Chiripá”, 

verificou-se que o estudo da expressão transcricional dos genes PG e PE  é dificultado 

não havendo reprodutibilidade da técnica de RT-PCR (dados não apresentados). 

Embora essa técnica seja amplamente aplicada no estudo da expressão de genes, em 

outros  materiais ricos em compostos fenólicos e polissacarídeos, têm sido relatadas 

dificuldades para a otimização dos procedimentos e reagentes (Corrent, informação 

pessoal). Esse problema ainda não foi solucionado para pêssego. Mesmo tendo-se 

utilizados métodos publicados (Wan and Wilkins, 1994; Ikoma et al. 1996) para esse 

fruto, não houve reprodutibilidade de resultados. Para repetições uma mesma amostra, 

tem-se obtido resultados variados, o que vem dificultando o uso dessa estratégia. A 

atividade enzimática aparente também vem sendo criticada devido à falta de 

reprodutibilidade, especialmente em frutos que apresentam distúrbios fisiológicos como 

é o caso de pêssegos com lanosidade, nos quais o processo de extração é dificultado. 

Em função dessas dificuldades, e por disporem-se de cDNAs de PG, PE e Exp de 

pêssegos, optou-se por produzirem-se anticorpos policlonais dirigidos contra as 

respectivas proteínas. Com isso, pela primeira vez, obtiveram-se as proteínas 

recombinantes PG, PE e Exp (Figuras 6, 7 e 8), e os anticorpos policlonais capazes de 

reagir com essas proteínas (Figuras 9 e 10). Ao serem testados em extratos protéicos 

de pêssegos “Chiripá”, verificou-se que os anti-PG e anti-PE foram capazes de detectar 

proteínas nessas amostras. No entanto, não houve reação com o anti-Exp, 

provavelmente devido à baixa expressão de genes dessa proteína. 

Com o intuito de elucidarem-se as causas da lanosidade, utilizaram-se os 

anticorpos anti-PG, anti-PE e anti-Exp, frente a extratos protéicos de pêssegos “Chiripá” 

submetidos a condições que favorecem, ou seja, o AR (Zhou et al. 2000; Rombaldi et 
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al. 2002; ) e previnem como o AC e a aplicação de AG3 (  Ju et al. 1999; Rombaldi et al. 

2002; Nava & Brackmann, 2002; Girardi et al. 2005) a ocorrência do distúrbio em 

estudo. Nesse estudo, verificou-se que o AR agiu mais fortemente na expressão da PG 

do que da PE, tendo em vista que na retirada dos frutos da câmara fria, não detectou-

se a proteína PG, mas sim a PE (Figuras 11A e 11B). É citado também que métodos 

que favoreçam a atividade PE são favoráveis  à ocorrência de lanosidade ( Zhou et al. 

2000; Girardi et al. 2005). Neste trabalho não avaliou-se a atividade enzimática, mas 

apenas a presença da proteína, tendo-se observado que o tratamento com maior 

incidência de lanosidade é precedido de uma maior imunoreação com anti-PE do que 

com o anti-PG, corroborando com a afirmativa dos autores precedentes (Zhou et al. 

2000; Girardi et al. 2005). A partir do 2º dia após o AR houve forte imunoreação com os 

anti-PG, o que resultou em redução dos percentuais de frutos com lanosidade a partir 

do 4º dia. Brackmann et al. (2003) verificaram que pode haver reversibilidade da 

lanosidade prolongando-se o período de estocagem após o AR, mas destacam que 

esse procedimento normalmente é acompanhado de elevada incidência de podridões. 

Para esses autores, essa reversão é mais rápida e eficiente em frutos armazenados em 

AC. Isso foi reproduzido neste trabalho (Figura 12). Em pêssegos “Chiripá” 

armazenados em AC, a expressão da proteína PG imediatamente após a retirada da 

câmara fria foi intensa e assim se manteve até o 4º dia de avaliação (Figura 12A), com 

intensidade maior do que a proteína PE (Figura 12B). Como conseqüência, obtiveram-

se menores percentuais de frutos com lanosidade quando o armazenamento foi 

realizado em AC (Figura 12) do que em AR (Figura 11). O perfil de evolução das 

proteínas PG e PE dos frutos armazenados em AC (Figura 12), embora em 

intensidades diferenciadas, assemelhou-se mais ao do amadurecimento dos frutos sem 

AR (Figuras 9 e 10), do que os armazenados em AR (Figura 11). Isso sugere que a AC 

permite a retomada do processo de amadurecimento dos frutos de modo mais 

harmonizado do que o AR, ao menos para períodos de 30 dias de AC e AR e mais oito 

dias em condições de simulação de comercialização. 

Pêssegos “Chiripá” tratados com AG3 no estádio de crescimento correspondente 

ao início da fase de endurecimento do caroço mostraram-se menos problemáticos em 

termos da ocorrência de lanosidade (Figura 15) do que os não tratados (Figura 13). Na 
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retirada da câmara fria, em pêssegos não tratados com AG3 não houve detecção de 

PG, enquanto nos tratados o imunoreação foi intensa. Provavelmente, e forte presença 

dessa proteína tenha equilibrado a também forte expressão da PE nesses frutos, 

prevenindo-se a ocorrência de lanosidade. Nos pêssegos não tratados os percentuais 

de frutos com lanosidade atingiram valores de até 90% (Figura 12), e nos tratados,  

30%. 

 

CONCLUSÕES 

 

Os anticorpos produzidos a partir de proteínas recombinantes correspondentes 

aos cDNAs da poligalcturonase (anti-PG) e da pectilmetilesterase (anti-PE) são 

eficientes para imudetecção das respectivas proteínas em pêssegos “Chiripá” durante a 

maturação, e após o armazenamento refrigerado e em atmosfera controlada. 

As condições de armazenamento de pêssegos que resultam em redução da 

expressão da proteína PG, sem interferir nos níveis de expressão de PE, favorecem a 

ocorrência de lanosidade (AR). 

Os pêssegos armazenados nas condições de AC ou submetidos à aplicação de 

AG3 previnem a ocorrência da lanosidade. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

Como era esperado, o controle da lanosidade foi eficiente nos tratamentos onde 

obtiveram-se aumento da atividade da endo e exo-PG e/ou redução da PME. No artigo I 

foi demonstrado que a atmosfera controlada (AC) promoveu o melhor resultado no 

controle da lanosidade, enquanto que tratamentos com inibidores da ação do etileno (1-

MCP), aquecimento intermitente e presença de etileno durante o armazenamento 

mostraram pouca viabilidade quando comparados à AC. A AC apresenta-se como uma 

boa alternativa no controle da formação da lanosidade porém o reduzido tempo de 

armazenamento dos pêssegos e a sazonalidade com outras espécies para 

entreposagem, tornam-se os custos onerosos para o produtor. Diante dessa 

problemática buscou-se um tratamento que pudesse ser conciliado com a atmosfera 

refrigerada (AR), comumente utilizada pelos produtores. 

No artigo II, a aplicação de ácido giberélico na fase de endurecimento do caroço 

(AG3-1) mostrou-se eficiente no controle da formação da lanosidade, embora não tenha 

prolonado o ciclo de maturação, o que era esperado no início do trabalho. Os pêssegos 

da cultivar “Chiripá” não mostraram diferenças significativas em atributos de qualidade 

como acidez total titulável, sólidos solúveis totais, coloração e época de colheita 

diferindo-se somente quanto ao perímetro e massa dos frutos, ou seja, o tratamento 

com AG3 aumentou o tamanho dos frutos. No que concerne a atividade enzimática, a 

aplicação de AG3 na fase de endurecimento do caroço foi capaz de induzir as duas 

enzimas estudadas (PG’s e PME’s) simultaneamente. Do ponto de vista tecnológico, 

esse tratamento apresenta-se como uma boa alternativa para a prevenção da 

lanosidade.  

Diante desses resultados, procurou-se no artigo III estudar a expressão das 

proteínas correspondentes às PG, PE e Exp na formação e desenvolvimento da 

lanosidade com a ajuda de anticorpos direcionados contra essas proteínas. Os 

resultados mostraram que anticorpos anti-PG e anti-PME foram eficientes na detecção 

dessas proteínas em pêssegos (exceto Exp) e que o controle da lanosidade pode estar 
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ligado ao equilíbrio entre PG’s e PE’s demonstrados mediante a imunodetecção com os 

anticorpos específicos. Com a obtenção dos anticorpos pôde-se monitorar a relação 

causa efeito (AG3 x Lanosidade) e os mecanismos (atividade enzimática e detecção das 

proteínas). Nesta etapa não foi possível concluir-se a expressão de mRNAs das 

respectivas enzimas, tendo em vista a não reprodutibilidade dos resultados.  
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