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RESUMO

ZANUZO, Marcio. LANOSIDADE EM FRUTOS DE PESSEGO: ASPECTOS
FISIOLOGICOS, MOLECULARES E TECNOLOGICOS 2007. 75f. Tese
(Doutorado) - Programa de P6s-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Neste trabalho, na primeira etapa, confirmou-se a hipotese 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
reducio da atividade PG, mas nao é suficiente para o controle da atividade da PME,
favorecendo a ocorréncia da lanosidade. O 1-MCP (1-metil ciclo propano), potente
inibidor da acéo do etileno, age mais no controle da PG do que da PME, também
estimulando a ocorréncia desse disturbio. Como alguns métodos que previnem a
lanosidade, como a AC, aquecimento intermitente e etileno, ndo tem sido facilmente
adotados pelos produtores, testou-se tratamentos com &cido giberélico (AGs), na
pré-colheita como forma de retardar-se a colheita dos péssegos “Chiripa”. Tal fato
nao ocorreu, mas os frutos tratados com esse fitoregulador no inicio da fase de
endurecimento do carogo apresentaram maior tamanho por ocasido da coheita, e
menores percentuais de lanosidade apds o AR. A causa desse comportamento nao
foi demonstrada, mas observou-se que houve maior equilibrio da atividade PG e
PME, corroborando com a hipétese do experimento anterior. Para melhor monitorar
os eventos relacionados as enzimas PG e PME, além dos ensaios enzimaticos 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 proteinas recombinantes e também as proteinas em

péssegos da cultivar chiripa.

Palavras-chave: Péssego, PG, PME, Acido giberélico (AGs), 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 “Chiripa” 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 “chiripa”’peach proteins.

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

Intermittent warming, Refrigerated atmosphere, Controlled atmosphere
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1. Introducéo

Estima-se que, na ultima década, no Brasil, houve um incremento de 25% no
consumo de frutas e hortalicas, especialmente nas formas in natura e sucos/néctares.
Uma das causas desse comportamento esta relacionada com o fato de que os
consumidores vém modificando seus habitos alimentares e, cada vez mais, relacionam
a dieta com a prevencao de doencas, buscando em frutos e hortalicas, beneficios
adicionais aos nutricionais (Andreguetto & Kososki, 2005). De modo genérico, ao se
conceituar qualidade de frutos, deu-se destaque aqueles atributos relacionados a
aparéncia, como uniformidade, tamanho, formato, cor, presenca ou ndo de defeitos
e/ou danos mecanicos e estadio de maturagédo. Todos esses requesitos ainda vigoram
como importantes, mas o conceito de qualidade vem sendo ampliado, incluindo-se
atributos relacionados com o sistema de produgéo (protegdo ao meio ambiente e ao
trabalhador, insercdo de mao-de-obra e tipificacdo), o potencial de conservacado do
produto, propriedades nutricionais e funcionais, e caracteristicas sensoriais. Mais
especificamente, nesses ultimos atributos, tomam cada vez mais importancia, a
aparéncia 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 tém sido adotadas pelas instituicdes de
pesquisa, empresas, industrias, produtores e varejistas: a inovagado na forma de oferta,
aumento na vida prateleira, profissionalizacdo da comercializagdo, reducédo de perdas
pés-colheita, padronizagédo das embalagens, acesso a informac&o pelo consumidor,
fornecimento de especificacbes adicionais, monitoramento dos niveis de residuos
agricolas, associativismo de produtores, adogdo de procedimentos de colheita e pos-
colheita adequados, promocéao de produtos com propriedades diferenciadas. Uma acao
transversal as citadas anteriormente esta relacionado ao apoio a estudos direcionados
a fisiologia e tecnologias poés-colheita, para compreender os fatores biolégicos e
abioticos envolvidos na deterioracdo de frutos, buscando retardar a velocidade da

maturacéo e reduzir as perdas qualitativas e quantitativas durante e apds a colheita.
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E durante o estadio de maturacéo, incluindo a maturagdo propriamente dita e o
amadurecimento, que os frutos desenvolvem os principais atributos de atratividade
sensorial, como € o caso do gosto adocicado, redu¢cdo da acidez, do amargor e da
adstringéncia, da melhoria da textura, da pigmentagdo, e da emissdo de aromas. E
também amplamente conhecido que, paralelamente a esses eventos, ha variagdes na
qualidade nutricional e funcional dos frutos. Do ponto de vista fisiolégico, a maturagéo e
0 amadurecimento sdo caracterizados por intensa atividade metabdlica, tanto por
eventos catabdlicos (hidrélise do amido, de pectinas, da celulose, respiracao,
degradacao de clorofilas, outros) quanto anabdlicos (sintese de compostos aromaticos,
de pigmentos hidrofilos e hidrofébicos, de acido ascoérbico, de folatos, dentre outros)
(Koning, 1994; Giovannoni, 2004; Chitarra e Chitarra, 2005).

Em péssegos, a perda de suculéncia, a retengao de firmeza e o escurecimento
interno durante o armazenamento refrigerado sao, juntamente com a ocorréncia de
podriddes, 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 péssegos de polpa branca, como € o caso do 'Chimarrita’ e 'Chiripd’, a
lanosidade e a retencéo de firmeza sdo de tal magnitude, de modo que praticamente
100% das frutas podem ser afetadas por esses problemas se colhidas em estadios
menos avangados de maturagdo e/ou armazenados por periodos prolongados sob
refrigeracdo (Rombaldi et al. 2001 e 2002; Nava & Brackmann, 2002; Brackmann et al.
2003). Para prolongar o periodo de oferta de péssegos tem-se empregado o
armazenamento refrigerado (AR). Nesse sistema as frutas conservam-se, com boa
qualidade, por periodos de 15 a 20 dias. A partir dai, embora mantenham boa
aparéncia, detecta-se uma significativa perda de suculéncia, seja por retencdo 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 'Chirip@' (Nava & Brackmann, 2002;
Rombaldi et al. 2002; Brackmann et al. 2003; Girardi et al. 2005), a principal causa de

perda de qualidade e depreciagdo comercial dessas cultivares de polpa branca. A
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perda de suculéncia, devido a retencédo da firmeza (Ju et al. 2000) e a ocorréncia 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 tém sido citadas como disturbio

majoritario em péssegos e nectarinas, em diferentes paises produtores dessas frutas.

Embora as causas exatas desse problema nao tenham sido esclarecidas, varias
alternativas de armazenamento tém sido propostas para evitar-se a perda de
suculéncia. Dentre elas, sugere-se o emprego de atmosfera controlada (AC), atmosfera
modificada (AM), aquecimentos intermitentes, choques de CO, 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 sao variados, indicando,
em alguns casos, limitagdes econémicas e falta de reprodutibilidade, conforme Mitchel
& Crisosto (1995).

Uma das hipoteses mais aceitas sobre as causas da ocorréncia da perda de
suculéncia, seja pela retencao da firmeza de polpa, seja pela ocorréncia de lanosidade,
€ 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 tém verificado
que outras proteinas podem estar envolvidas na regulagéo do processo, como € o0 caso
das Expansinas (EXP) (Hayama et al. 2003). Baseando-se nessas informacgdes,
acredita-se que a ocorréncia de lanosidade em péssegos armazenados em AR é
causada pela maior reducao da transcricdo, traducédo e atividade da PG do que da
PME, num processo influenciado pelas EXP. A prevencédo desse disturbio pode ser

obtida pela redugao da expressao da PME e/ou incremento da PG.

Neste contexto, este trabalho foi estruturado em trés partes:

1) Artigo publicado na revista PBT (Posharvest Biology and Technology, 38, 25-
35, 2005), no qual em trabalho preliminar, que coincide com o inicio dessa tese,

demonstrou-se que a lanosidade esta relacionada com o desbalanco 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 ocorréncia de lanosidade. Nesse
trabalho, também demonstrou-se que a aplicagdo de etileno ou aquecimento
intermitente previne a lanosidade, e que a AC foi o melhor tratamento, do ponto de

vista técnico, ja que previne lanosidade e podriddes.

2) Proposta de artigo, na qual foi verificado que a aplicagao de AG3 com o intuito
de prolongar o ciclo de maturagao, ndo se confirmou. Mas os frutos tratados com esse
fitoregulador, na fase inicial de endurecimento de carogo, apontam maior tamanho no
momento da colheita e menor ocorréncia de lanosidade apds o AR. Com as avaliagoes
enzimaticas, verificou-se que a aplicacdo de AGs estimulou a atividade enzimatica da

PG e PME, mas de forma equilibrada.

3) Proposta de artigo, no qual descreve-se a obtencao, pela primeira vez, de
anticorpos policlonais anti-PG, anti-PME e anti-Exp, capazes de reconhecer, além das
proteinas recombinantes, a propria proteina enddégena correspondente em péssegos
“Chiripa”. Excetua-se desse caso os anticorpos anti-Exp em extratos protéicos desse
fruto, embora os MRNA estivessem presentes, considerando-se que a proteina
recombinante foi obtida a partir de cDNA produzidos de mRNAs desses péssegos, 0s
anticorpos assim produzidos nao foram capazes de identificar a proteina enddgena
expansina (EXP) nesses frutos. O uso de anticorpos anti-PG e anti-PE permitiram

estudar, adicionalmene a atividade enzimatica, a presenca de proteinas PG e PE.



Artigo |

Available online at www.sciencedirect.com

BCIENCE@DIRECT“ P-OStharvest
Biology and
Technology

4

ELSEVIER Postharvest Biology and Technology 38 (2005) 25-33

www.elsevier.com/locate/postharvhio

Effect of ethylene, intermittent warming and controlled
atmosphere on postharvest quality and the occurrence of
woolliness 1n peach (Prunus persica cv. Chiripa)
during cold storage

b

2

César L. Girardi?, Adriana R. C‘orrentb, Luciano Lucchettab, Marcio R. Zanuzo
Tatiane S. da Costal{ Auri Brackmann ¢, Richard M. Twymand

)

Fabiana R. Nora®, Leonardo Nora®, Jorge A. Silva®. Cesar V. Rombaldi **

* EMBRAPA/Centro National de Pesquisa de Uva e Vinho, Caixa Postal 130, CEP 95700 Bento Gongalves, RS, Brasil
b UFPel/FAEM, Dept. Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial, Campus University, C.B. 354, CEP 90010-900, Pelotas, RS, Brasil
¢ Universidade Federal de Santa Maria, CCR 97105900, Santa Maria, RS, Brasil
d University of York, Dept Biology, Heslington, York, YO10 5DD Yorkshire, England
¢ John Innes Centre, Department of Cell & Developmental Biology, Norwich, NR4 7UH Norfolk, England

Received 2 December 2004: accepted 19 May 2005

Abstract

The loss of quality in peach (Prunus persica) after harvest is associated with metabolic changes, mechanical damage, loss
of pulp firmness, physiological disorders and decay. In the “Chiripa’ cultivar. woolliness is a major physiological process that
affects the postharvest quality. For a better understanding of the development of woolliness in ‘Chiripa’ peach and to identify
conditions that can prevent it, we devised several postharvest treatments consisting of cold storage (CS) either alone or in
combination with the application of ethylene or 1-methycyclopropene (1-MCP), intermittent warming or controlled atmosphere
(CA) storage. We evaluated the effects of these treatments on postharvest preservation, the occurrence of woolliness and the
activities of endo-polygalacturonase (endo-PG), exo-polygalacturonase (exo-PG) and pectin methylesterase (PME). Our results
indicated that these treatments could modify the activities of the three enzymes, and that the induction of endo-PG and exo-PG
activity and/or the repression of PME activity reduced the occurrence of woolliness. CS alone had a major effect on endo-PG
and exo-PG activity but less impact on PME activity. The application of 1-MCP exacerbated this difference. Either ethylene
application or intermittent warming increased endo-PG and exo-PG activities without reducing PME activity, resulting in the
loss of pulp firmness and decay. Under CA storage. PME activity was effectively reduced and the activities of endo-PG and
ex0-PG, which were low during the treatment, dramatically increased 5 days after the end of the treatment. The overall quality of

* Corresponding author.
E-mail address: cesarvrfi@ufpel.tche.br (C.V. Rombaldi).
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the peaches was better preserved under CA storage alone. With this treatment, the difference between PG and PME activity
narrowed and the activity of both enzymatic groups decreased. As a result, the firmness of the pulp was better preserved and the

incidence of decay and woolliness decreased.
© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: ‘Chiripa’ peach; Woolliness; Postharvest: Polygalacturonases: Pectin methylesterase; Ethylene; Controlled atmosphere; Intermittent

warming; Cold storage

1. Introduction

Postharvest quality losses in stored peaches are
caused predominantly by metabolic changes, mechan-
ical damage, reduction in pulp firmness, physiological
disorders and decay. These losses are influenced by
varietal characteristics, ripening stage at harvest, han-
dling, harvesting and storage conditions and by the
storage system (Lill et al., 1989; Leligvre et al., 1997;
Crisosto et al., 1999; Rombaldi et al., 2002). In try-
ing to reduce such losses, researchers have sought new
genotypes and have examined pre-harvest conditions,
harvesting procedures, cold storage (CS). controlled
atmosphere (CA) storage and the use of systems that
control the production and/or the action of ethylene
(Zhou et al., 2000b; Dong et al., 2001).

For peaches of the “Chiripa” cultivar, we have pre-
viously determined the fruit maturation stage that is
most suitable for harvest and CS, and the appropri-
ate conditions for CS. During these trials, we found
that premature harvest resulted in a greater incidence
of woolliness after CS. For this reason, harvest should
be delayed until the fruit develops a light green colour,
with a hue angle of 95-105° and pulp firmness between
45 and 65N. Even so, woolliness occurs in approxi-
mately 30-40% of the fruit atter 25-35 days of CS at
0°C and 90-95% relative humidity (RH) (Rombaldi
et al., 2002). It is well known that cell wall pectolytic
enzyme activities increase with the normal ripening of
peach fruit. Pectin methylesterase (PME, EC 3.1.1.11)
catalyzes the de-methylation of the C6 carboxylic acid
group in galacturonosyl residues, whereas polygalac-
turonase (PG, EC 3.2.1.15) breaks down the pectin
polysaccharides. Because PG needs de-esterified pec-
tates as a substrate, PME could be necessary for optimal
PG activity. Abnormal PG activity has been associ-
ated with aberrant pectin metabolism, including the
accumulation of insoluble pectins in the cell wall and
the occurrence of woolliness (Ben-Arie et al.. 1989:

Fernandez-Trujillo et al., 1998: Zhou et al.. 2000Db).
Recently, Obenland et al. (2003) demonsirated that
expansin mRNA and protein are strongly suppressed
in the mealy tissue of peach fruit. They hypothesized
that inhibition of expansin accumulation could limit the
ability of PGs to degrade pectin and therefore promote
woolliness.

In order to decrease the woolliness in peaches, the
use of CA conditions is recommended (Lurie, 1992;
Zhou et al.. 2000b). Our results (Rombaldi et al., 2002)
and also those of Nava and Brackmann (2002), in each
case working with ‘Chiripa’ peaches produced in com-
mercial orchards in Southern Brazil, confirmed that
the use of a CA, specifically 1.5kPa O, and 5kPa
CO», was effective in the prevention of woolliness.
In contrast, 100% of the fruit showed symptoms of
woolliness when maintained under CS alone. Despite
the successful preservation of "Chiripd” peaches under
CA conditions, this system is not yet widely used for
commercial peach production in Brazil due to opera-
tional difficulties and economic limitations.

Other investigators (Anderson and Penney, 1975;
Anderson, 1982: Dawson et al.. 1995; Artes et al.,
1996; Obenland and Carroll. 2000) studied the use
of intermittent warming during CS, with the aim of
re-establishing the balance between PG and PME activ-
ities in order to prevent woolliness. On an experi-
mental scale, the results were favourable, but there
remain difficulties in the validation of this approach
for commercial-scale applications.

The majority of postharvest physiological disorders
in climacteric fruit are influenced. directly or indirectly,
by ethylene. Several reports demonstrate that reduc-
ing ethylene production and/or action is sufficient to
improve the postharvest quality of most climacteric
fruit (Sisler et al.,, 1996; Leliévre et al.. 1997: Fan et
al., 1999: Zhou et al., 2001). In some cases, however, a
decrease in the production or action of ethylene induced
by 1-methylcyclopropene (1-MCP), a potent inhibitor



of ethylene action (Sisler et al., 1996). can be inade-
quate for the improvement of postharvest quality (Dong
etal..2001; Zhouetal..2001). Indeed. in fruit sensitive
to woolliness, the loss of ethylene has a negative effect,
promoting this condition (Dong et al., 2001).

In this context, we have evaluated the effects of ethy-
lene. intermittent warming and CA on the quality of
*Chiripa’ peaches after harvest, particularly focusing
on the occurrence of woolliness and the activities of
endo-PG, exo-PG and PME.

2. Materials and methods
2.1. Harvest

Peach fruit (Prunus persica cv. ‘Chiripd’) were hai-
vested in Southern Brazil, in the city of Farroupilha, in
January 2002. The fruit were harvested when the fruit
colour was light green. the recommended stage in that
region for cold storage (Rombaldi et al., 2002). Imme-
diately after harvesting the fruit were transported to
the storage unit in a truck equipped with an isother-
mal compartment. which had been acclimatized at
204+2°C and 754 5% relative humidity. The time
between harvest and the initiation of our experiment
was approximately 12h.

2.2. Treatments

T1 CSat04+0.5°C and 90 £ 3% RH

T2 CS with the application and continuous presence of
10-15 pL L~ ethylene during the entire CS period

T3 CS with the application and continuous presence of
10-15 pLL~! ethylene, from the 15th day of CS

T4 CS after the application of 0.9uLL™' of

1-methyleyclopropene  (1-MCP) for 24h. at
2543°Cand 754+ 5% RH

T5 CS with intermittent warming for 24 hat 204+ 3°C
and 75 + 5% RH, from the 15th day of storage
T6 CS under controlled atmosphere (CA) conditions

(1.5kPa 01, 5.0kPa CO7)

For the implementation of treatments T2 and T3.
ethylene was injected info the cold room at a final
concentration of approximately 12 pL L™! when estab-
lished.

Thereafter. daily sampling of the cold room atmo-
sphere was carried out to determine the concentra-
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tion of ethylene, which was maintained between 10
and 15 pLL~! by absorption with potassium perman-
ganate or by subsequent injections as appropriate. For
treatment T35, the refrigeration system was turned off
on the 15th day of CS and the room was heated until the
temperature reached 20 3 °C. This temperature was
maintained for 24 h and then the CS was re-established.
Ethylene application in T3 and intermittent warming in
T5 were performed on the 15th day of storage, based on
existing data for this cultivar which show that woolli-
ness is induced from the 14th to the 18th day of CS
(Rombaldietal..,2001). For all treatments, the period of
CS was 35 days, followed by 5 extra days at 22 +3°C
and 75 4 5% RH (the latter aiming to evaluate shelf-life
at room temperature).

For each treatment. 10 replicates were performed.
each corresponding to a box containing approximately
10 kg of fruit. The evaluations were performed imme-
diately before the treatments started (P1), at the end of
35 days (P2), and on the fifth day at room tempera-
ture (22 4= 3 °C and 75 &£ 5%) after the treatments (P3).
Before evaluating the fruit at P2, they were stored at
2243°C and 75+ 5% for 6h in order to bring the
fruit temperature to approximately 20°C.

2.3. Evaluations

For the analysis of pulp firmness, total soluble solids
(TSS). titratable acidity (TA), ethylene production, skin
colour., woolliness, presence of decay and endo-PG.
ex0-PG and PME enzymatic activities, the following
procedures were used. Pulp firmness was determined
using a hand penetrometer (TR Fruit Test 327, Italy)
with an 8-mm tip, and results expressed in Newtons
(N). For each fruit, two readings were taken in the equa-
torial region of the fruit after the skin was removed. The
readings were taken on opposite sides of the fruit. TSS
was determined using a hand refractometer (ATAgo
PR-100 Palette. Japan). The results were expressed in
% (w/w). TA was determined by titration with NaOH
(0.IN) to pH 8.1, using 10 mL of juice from 10 fruit
samples. The results were expressed in cmolL.™! of
juice.

Ethylene production was determined by gas phase
chromatography using a Varian® model 3300 gas
chromatograph (Shimadzu GC-2010, Japan) equipped
with a 1/8in. steel column, prepared with Porapak®
and a flame ionization detector. Samples consisting



of approximately 10 peaches were placed in a 600-
mL hermetically closed container and maintained at
2243°C and 75+5% RH. After 1h, 1mL of the
atmosphere in the container was sampled to determine
the ethylene concentration. The results were expressed
imnLg 'h™ L.

Skin colour was measured with a Minolta CR-300
colorimeter and expressed in hue values. Woolliness
was evaluated visually. Fruit that did not release juice
when pressed by the fingers were considered to have
the condition. The results were expressed as a percent-
age. Decay was also evaluated visually and expressed
as a percentage. After the 35-day evaluation, decayed
fruit were eliminated from the samples and the second
evaluation was made by calculating the percentage of
decayed fruit in relation to the fotal number of fruit
in the samples at that time. Exo-PG, endo-PG and
PME activities were determined exactly as described
by Zhou et al. (2000a).

2.4. Experimental design and statistical analysis

Experiments were performed in a completely ran-
domized manner, with 10 replicates. The experimen-
tal unit was a box containing approximately 10kg of
peaches. The percentage data for the variables woolli-
ness and decay were normalized according to the equa-
tion £(x) = arcsines/X. ANOVA was performed using
the F test with a 5% significance level. Means of treat-
ments were compared using the Duncan test with a 5%
significance level.

3. Results and discussion

Peaches were harvested at the pre-climacteric stage,
with a light green colour (b value of 98.45-99.25)
(Fig. la) and a pulp firmness between 54.12 and
55.02N (Fig. 1b). which is characterized by minimal
ethylene production (0.11-0.25nL h~'g —1). Ethylene
production, colour and pulp firmness are relatively con-
stant from year to year, showing only small variations
between harvests in southern Brazil (Rombaldi et al..
2002). However. the other measurements we analyzed
to monitor the fruit quality — TSS, TA, decay. woolli-
ness, exo-PG, endo-PG and PME activities — undergo
significant variation between harvests, and are espe-
cially influenced by climatic—edaphic conditions. In

18

the present study, the fruit were harvested at the stage
recommended for 2-3-week CS of the ‘Chiripd” culti-
var (Rombaldi et al.. 2002). If harvested at an earlier
stage, the period of storage can be extended with-
out significant increases in decay. but the incidence
of woolliness approaches 100% and the sensory qual-
ity decreases drastically. Conversely, if the harvest is
delayed, the period of storage has to be shortened to
less than 15 days. otherwise significant losses in the
overall quality of the fruit will occur. In addition, due
to the reduction in pulp firmness to <20 N, it becomes
difficult to avoid mechanical damage to the fruit during
handling.

After 35 days of CS, we observed a reduction in
pulp firmness (Fig. 1b) under all treatments, with the
most significant decrease under T5 (intermittent warm-
ing). Despite the well-characterized effect of ethylene
in reducing pulp firmness, there was no significant
effect on the pulp firmness of “Chiripa” peaches after
35 days of CS under T2, T3 or T4, which included
the application of 1-MCP. This demonstrates that the
effects of ethylene on pulp firmness are not detectable
during cold storage (T1-T4). In contrast, intermittent
warming (T5) reduced pulp firmness.

In all the treatments, the end of the CS period (P2)
was followed by maintenance at22 +£3°Cand 75 = 5%
RH for 5 days (P3), in order to simulate storage on
shelves under realistic commercial conditions. By the
end of this 5-day period. the effect of ethylene was obvi-
ous, since the pulp firmness was dramatically reduced
to 10N (T2). Similarly. but even more noticeably, the
effect of intermittent warming reduced pulp firmness to
1.26 N (TS). Under the other treatments, the pulp firm-
ness remained >25 N. It was clear that the controlled
atmosphere (T6) as well as the reduction of ethylene
action through the application of 1-MCP (T4). led to a
better preservation of the pulp firmness (Fig. 1b).

There was no significant difference in the content
of total soluble solids (TSS) across all the treatments
(Fig. 1c). On average, fruit with 11.30% of TSS at the
time of harvest showed an increase to 13.0% after 35
days of CS. After a further 5 days at room temper-
ature (22 +£3°C and 75+ 5% RH) the TSS content
significantly increased in the fruit under T1, T4-T6
reaching 13.5%. In fiuit treated with ethylene (T2 and
T3). no significant further increases were observed after
5 days at room temperature. Increasing TSS content in
peaches harvested at the pre-climacteric stage is normal
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Fig. 1. Colour, pulp firmness, total soluble solids and titrable acidity in ‘Chiripa’ peaches under six different cold storage treatments (T1-T6),
analysed over three different pertods (P1-P3). The results, means of 10 replicates, were compared by Duncan’s test (p>0.05). Results for the
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before treatment startred; (O) period (P2): at the end of 35 days of treatment; (O) period 3 (P3): on the fifth day at room temperature (22 £3°C
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the maintenance of 10-15 pL L=! of ethylene: T3: CS following the application and the maintenance of 10-15 pL L~! of ethylene from 15th day
of storage; T4: CS following the application of 0.9 pL L~ of 1-MCP at 25 £ 3 °C and 75 & 5% RH, for 24 h: T5: CS with intermitting warming
of 24h at 2043 °C and 75 £ 5% RH, on the 15th day of storage; T6: CS with controlled atmosphere (CA) at 1.5kPa of O; and 5kPa of CO,.

and reflects the solubilization and synthesis of carbo-
hydrates (Leli¢vre et al.. 1997).

The titratable acidity (Fig. 1d) of the peaches
decreased during the storage period, but the magni-
tude of the effect depended on the treatment. The
largest reductions were observed in peaches treated
with exogenous ethylene (T2 and T3) and in peaches
subjected to intermittent warming (T5). For most of the
fruit. a reduction in the level of TA is normal and the
rate of reduction is directly proportional to the temper-

ature, which first affects ethylene production and then
respiratory activity. This explains the more significant
reductions in TA in peaches treated with ethylene (T2
and T3) and in those exposed to increased temperature
(T5). This also explains the higher TA of peaches stored
in the presence of 1-MCP (T4) in comparison to those
under CS alone (T1). The protective effect of 1-MCP.
inhibiting the action of ethylene, reduces the respira-
tory activity and, consequently. reduces the catabolism
of organic acids.
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Ethylene production (Fig. 2a). which was about
0.22nLg 'h~! at the beginning of the experiment
(P1), increased under all the treatments during the 35
days of CS. The largest increases were observed in
treatments that stimulated ethylene biosynthesis, 1.e.
the application of exogenous ethylene (T2 and T3).
which induces a positive feedback loop in which more
ethylene is produced, and thermal stimulation (T5).
Low temperatures are more effective in controlling
ACC oxidase than ACC synthase activity (Lelievre
et al.. 1997). The lowest increases were observed in
peaches treated with 1-MCP, where this positive feed-
back loop was interrupted.

Following CS, during the 5-day period at room tem-
perature (P3). ethylene levels in the different experi-
mental treatments either remained the same. decreased
or increased (Fig. 2a). We found that the senescence
phase began under the T2 and TS5 treatments, char-
acterized by a decrease in ethylene production. For
the other treatments, ethylene production was stable
(T1. T4 and T6) or increased (T3), indicating that the
fruit had a greater biological integrity. The application
of 1-MCP, blocking the action of ethylene, inhibited
synthesis after CS. Similar behaviour was reported by
Dong et al. (2001) in "Flavortop’ nectarines.

As was the case for ethylene production, fruit
colour was also influenced by the storage conditions
(Fig. la). The greatest change in colour occurred in
peaches treated with ethylene throughout the CS period
(T2) and in those subjected to intermittent warming
(T5), since variation in the background colour of the
‘Chiripa” cultivar is due mainly to chlorophyll degra-
dation. In fruit with lower ethylene production. the
colour changed to a lesser degree, i.e. under treatments
T4 (1-MCP) and T6 (CA). Similar results have been
reported for other fruit and vegetables in which the
greenish colour was preserved with the increase in CO»
concentration and/or a reduction in O» levels some-
times associated with the application 1-MCP (Lill et
al.. 1989; Lelievre et al., 1997: Fan et al.. 1999).

Woolliness, which is the main physiological symp-
tom of poor postharvest quality in ‘Chiripa” peaches
during CS. was also affected by the treatments (Fig. 2b).
For the fruit maintained under CS alone (T1). 19%
woolliness was observed after 35 days (P2) and 100%
woolliness was observed after the 5-day period at room
temperature that followed the CS (P3). When 1-MCP
was applied prior to CS (T4), the disorder was more
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severe, reaching 48% when the CS period ended (P2)
and 100% atter the 5-day period at room tempera-
ture (P3). However. under treatments that included
ethylene (T2 and T3). intermittent warming (T5) and
CA with changes in Oz and CO; levels (T6). woolli-
ness was either avoided (T2, T5 and T6) or reduced
(T3).

Although for the majority of fruit. the control of
ethylene production and/or action increases the period
of conservation and avoids physiological disorders
during refrigerated storage (Lelievre et al., 1997), in
‘Chiripa” peaches this is not entirely true. Although,
on one hand, the application of ethylene (12) induced
a greater loss of pulp firmness (Fig. 1b) and change
in colour (Fig. 1a), on the other hand it prevented the
occurrence of woolliness. the main physiological dis-
order of this cultivar (Fig. 2b). Several authors studying
woolliness in peaches, plums and nectarines, found that
this condition became apparent by the time the fruit
were removed from CS and keptat 20-25 °C (Anderson
and Penney, 1975: Zhouetal., 2000b: Dongetal.. 2001,
2002: Rombaldi et al.. 2001). Crisosto et al. (1999)
noted that the induction of woolliness is dependent on
cultivar, stage of maturation at harvest and storage tem-
perature.

The use of intermittent warming during CS (T5) pre-
vented the occurrence of woolliness (Fig. 2b). Accord-
ing to Anderson and Pemney (1975), Dawson et al.
(1995) and Artes et al. (1996). increased temperature
during CS accelerates the fruit’s metabolism. restor-
ing the balance between the metabolic pathways and
avoiding woolliness. However. this strategy has ifs
limitations in commercial production, since tempera-
ture equalization and temperature monitoring is more
challenging in large storage rooms. Furthermore, we
observed that increases in temperature promoted decay
(Fig. 2c), which affected 32% of the fruit at the end of
the CS period (P2) and 53% of the remaining fruit at
the end of the additional 5-day period at room temper-
ature (P3). This alone makes the strategy economically
unfeasible. However, from a technical and scientific
point of view, this demonstrates that the reactivation
of metabolism during CS can prevent woolliness. Fur-
ther studies at the molecular level. employing “Chiripa’
peach as a model, and using the same treatments as
described in this article, could provide important data
in terms of the activities of genes and enzymes involved
in the occurrence of this condition.
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Fig. 2. Ethylene, woolliness, decay. exo-PG activity, endo-PG activity and PME activity in ‘Chiripa’ peaches under six different cold storage
treatments (T1-T6), analysed over three different periods (P1-P3). The results, means of 10 replicates, were compared by Duncan’s test (p = 0.05).
Results for the same treatment and different periods do not differ from each other if the capital letter on top of the colummns is the same. Results
for the same period and different treatments do not differ from each other if the lower case letter on top of the column is the same. (M) Period
1 (P1): immediately before treatment started; (0 ) period (P2): at the end of 35 days of treatment: () period 3 (P3): on the fifth day at room
temperature (22 4 3 °C and 75 4 5% RH) after the treatment. T1: cold storage (CS) at 0 4 0.57C and 90 4 3% of relative humidity (RH); T2: CS
with the application and the maintenance of 10-15 pL L~! of ethylene; T3: CS following the application and the maintenance of 10-15 pLL~!
of ethylene from 15th day of storage; T4: CS following the application of 0.9 pLL ™! of 1-MCP at 25 43 °C and 75 + 5% RH, for 24 h; T5: CS
with intermitting warming of 24 h at 20 £ 3 °C and 75 £ 5% RH, on the 15th day of storage; T6: CS with controlled atmosphere (CA) at 1.5kPa
of O3 and 5 kPa of CO».



For the other treatments (T1-T4 and T6), the per-
centage of fruit with decay at the end of CS did not
vary significantly. However. after 5 days at room tem-
perature (P3). there was a higher incidence of decay
in peaches treated with 10-15 wL L~! of ethylene dur-
ing the whole CS (T2). These fruit were more mature,
characterized by reduced pulp firmness. making them
susceptible fo microbial infection and activity, result-
ing in a higher proportion of rotten fiuit.

In terms of enzymatic activity (Fig. 2d-f), we
observed that CS alone (T1) has a more pronounced
effect controlling exo-PG and endo-PG activity than
PME activity. Under the influence of 1-MCP (T4). this
effect was intensified, i.e. the exo-PG and endo-PG
activities were reduced further but PME activity was
not affected. Ethylene application (T2 and T3) induced
ex0-PG and endo-PG activities but not PME activ-
ity. With respect to endo-PG and exo-PG, the highest
increase was detected in fiuit in which ethylene was
maintained during the whole period of storage (T2).
Under CA conditions (T6), there was a reduction in all
three enzyme activities. These data indicate that reduc-
tions in temperature and ethylene levels have a stronger
effect on endo-PG and exo-PG than on PME. However,
reduction of the partial O, pressure and the increase in
CO; pressure, associated with CS, decreased not only
the endo-PG and exo-PG activities but also PME activ-
ity. When the enzyme assays were performed 5 days
after the fruit were removed from CS, the largest incre-
ments in endo-PG and exo-PG activity occurred in fruit
under T6 (CA). preventing woolliness.

‘Chiripa” peaches are very sensitive to woolliness
(Rombaldi et al., 2002), and this condition is related
to an imbalance between the PG and PME activities
(Zhou et al., 2000b). More specifically, it was found
that woolliness in ‘Chirip4” peaches is related to the
very low endo-PG and continuous PME activities in
agreement with results in other peach varieties (Artes
et al.. 1996). Therefore. two approaches can be used
to reduce the occurrence of woelliness in this cultivar:
(1) induce the activity of enzymes that are repressed
in woolly peaches, i.e. endo-PG and exo-PG and/or
(2) inhibit the activity of enzymes that are induced in
woolly peaches. in this case PME. For the first strategy.
we showed that the application of ethylene (T2 and T3)
or intermittent warming (T5) stimulated endo-PG and
ex0-PG activity. For the second strategy, we showed
that altering the balance of O, and CO, (T6) helped
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to control the activity of endo-PG and exo-PG, as well
as reducing PME activity. Both strategies reduced the
occurrence of woolliness. However, when either ethy-
lene or intermittent warming was applied, the preven-
tion of woolliness was accompanied by a significant
loss in the pulp firmness and more decay. For these
reasons, the use of a controlled atmosphere is the more
suitable strategy—this restores the balance between the
two competing enzymatic groups and decreases their
activity. avoiding woolliness and decay but also main-
taining higher pulp firmness.

4. Conclusion

Woolliness can be avoided by the induction of endo-
PG and exo-PG activities and/or by the reduction of
PME activity. Treatment with ethylene, 1-MCP and
intermittent warming have the greatest impact on the
activities of endo-PG and exo-PG, but little effect on
PME activity. In contrast, the CA treatment reduces
the activities of all three enzymes and is the most suit-
able treatment for improving the postharvest quality of
‘Chiripd” peaches. Neither the supply of ethylene nor
intermittent warming is recommended because these
encourage fruit decay and a significant loss of pulp
firmness.
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PESSEGOS CONSERVADOS SOB REFRIGERACAO
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RESUMO

Em péssegos chiripa, lanosidade é um dos maiores disturbios fisiologicos que afeta a
qualidade pos-colheita. Em trabalhos prévios, foram observado a ocorréncia da
lanosidade em aproximadamente 30-40% dos frutos apos 25 — 35 dias de
armazenamento refrigerado (AR) a 0°C e 90-95% de umidade relativa (UR).
Suplementando durante o AR com aplicagao 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 balango da atividade
de poligalacturonase (PG) e pectina metil esterase (PME). Em adigéo, alguns estudos
mostraram que a aplicagdo de acido giberélico (AG3z) na pré-colheita retarda a
maturagédo, aumenta o tamanho do fruto e prolonga a vida de prateleira de péssegos.
Na tentativa de confirmar essa hipdtese, AGs (100mg.L™) foi aplicado em péssegos
“Chiripa”: T1) AGs no inicio da fase do endurecimento do carogo; T2) AG3; no final da
fase de endurecimento do carogco; e T3) controle (sem AG;3). Durante o
desenvolvimento foi mensurado o perimetro dos frutos e imediatamente depois da
colheita os péssegos “Chiripd” foram armazenados a 1+1°C e 90-95 % de UR por 30
dias. As analises foram conduzidas apds a colheita e 6, 24, 48 e 72 horas depois do
periodo de armazenamento. Os péssegos tratados com AGs3 no inicio do endurecimento
do carogo (T1) mostraram um aumento de tamanho (40%) e maior atividade PME do
que os outros tratamentos, mas o processo de maturacido nao foi retardado. Depois do
armazenamento refrigerado, os frutos correspondentes ao T1 mostraram baixa

incidéncia de lanosidade, alcangando indices menores que 16% nos frutos. Ao
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contrario, a maioria dos frutos do T, e T3 (controle) exibiram este sintomas. Estes
resultados mostraram que AGs, quando aplicado no inicio do endurecimento do carogo,
aumenta o tamanho do frutos, e torna-se uma boa alternativa na prevencao da

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

Palavras chave: Péssego, lanosidade, PG, PME, AGs(Acido giberélico)

ABSTRACT

In ‘Chiripa’ 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™") was tested in ‘Chiripa’ 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 Chiripa peaches were CS at 1+1°C 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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INTRODUCAO

A ocorréncia de lanosidade é um dos principais problemas que limitam o
armazenamento em atmosfera refrigerada (AR), e para a conservagao apds o AR, de
péssegos ‘Chiripa’ (Girardi et al. 2005). Lurie & Crisosto (2005) citam que esse disturbio
ocorre em praticamente todas as cultivares de péssegos de polpa fundente e em
nectarinas, e que a prevencao desse problema é pré-requisito para a manutencao
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 péssegos
‘Chirip@’ armazenados em AR por 30 dias e mantidos durante 2 a 5 dias em

temperatura ambiente (23+2°C) apds o AR, apresentam-se com sintoma de lanosidade.

Buscando esclarecer as causas desse disturbio e propondo solugcbes para o
problema, varios trabalhos tém 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 provaveis da ocorréncia
de lanosidade em péssegos e nectarinas,é o descompasso entre a atividade de
poligalacturonases (PGs) e pectiimetilesterases (PMEs). Mais detalhadamente, foi
observado que, por exemplo, ao armazenarem-se péssegos ‘Chiripd’ em AR, ha uma
maior inibicdo da atividade PG do que PME, favorecendo a formagéo 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 equitativa. Como métodos que empregam essas estratégias, citam o
emprego de AC, aplicagao de etileno durante o armazenamento em AR, aquecimento
intermitente durante o AR, pré-aquecimento dos frutos previamente ao AR, aplicacao
de fitoreguladores que estimulem a expansao celular, com a indugao de enzimas

hidroliticas da parede celular. Nesse ultimo Zilah et al. (1997); Martinez-Romero et al.
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(2000); Ju et al. (1999) citam o acido giberélico (AG3) com potencial indutor dessa
resposta, embora ndo demonstrem sua eficacia. Ju et al. (1999) demonstraram que a
aplicacdo de AGg; contribui para o retardamento da maturacdo, aumento do tamanho
dos frutos e melhoria da conservabilidade de péssegos. Amarante et al. (2005)
realizaram trabalho similar, buscando validar a tecnologia para péssegos ‘Rubidoux’, e
confirmaram o efeito positivo da aplicacdo do AG3; no aumento da massa dos frutos, na
prevencao de rachaduras e podriddes, e prevencao do escurecimento da polpa apds o
AR. As razdes pelas quais a aplicagdo pré-colheita de AGs previniu a ocorréncia de
danos pelo frio, comumente denominados “chilling injury”, ndo foram demonstradas.
Porém, de acordo com Thomas et al. (2005), as giberelinas podem contribuir, durante a
formagao dos frutos, para a indugdo de genes correspondentes a enzimas hidroliticas
da parede celular e do endoesqueleto, facilitando a expansao celular e solubilizagao de

polissacarideos.

Baseando-se nessas informacdes emitiu-se a hipétese de que a aplicacdo de
AG3; em péssegos ‘Chiripa’ na pré-colheita pode, além de retardar a maturagcéo e

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

Em experimento realizado na safra 2005-2006, testou-se essa hipdtese e
verificou-se que ela é parcialmente verdadeira, ou seja, a aplicacédo de giberelinas
contribui para o aumento do tamanho dos frutos, mas ndo prolongou o ciclo de
maturacéo. Além disso, observou-se que quando os péssegos foram armazenados em
AR, a unica variavel influenciada pelos tratamentos foi a ocorréncia da lanosidade néo
havendo efeito sobre firmeza de polpa, sélidos solluveis totais, acidez total titulavel,
acido ascorbico e potencial antioxidante. A partir desse experimento piloto, emitiu-se a
hipétese de que a aplicacdo de AG; na fase inicial do endurecimento do carogo
aumenta o tamanho dos frutos e previne a ocorréncia de lanosidade, pelo melhor

equilibrio entre as atividades de enzimas PG e PME.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em um pomar comercial no municipio de

Farroupilha-RS, em 2006-2007, com pessegueiros ‘Chiripd’, de cinco anos de idade,



29

provenientes de mudas com porta-enxerto ‘Capdebosq’, e cultivados com espagamento
de 5m x 3,5m, adotando-se o sistema de condugdo em Y. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de 10 plantas cada, consistindo das
seguintes aplicagdes: T1 — aplicagdo de AG3 na concentragdo de 100 mg L™, quando os
frutos iniciaram a fase de endurecimento do carogo (Fase estacionaria da curva de
crescimento); T2 - aplicacdo de AG3 na concentracdo de 100 mg L™, quando os frutos
estavam na fase final do endurecimento do carogo (Fase exponencial da curva de
crescimento); T3 — controle, sem aplicagdo de AGs. Para a instalacdo do experimento
selecionou-se uma area homogénea de pomar de 0,5ha, na qual foram sorteadas as
parcelas contendo 10 plantas cada. O AG; foi pulverizado com a adicdo de Silwet® L-77
na concentracgdo final de 0,05% (v/v). A escolha da concentragdo de AGsde 100 mg L™,
bem como os estadios da aplicagdo (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, informacgao pessoal).

Também na fase estacionaria de crescimento dos frutos realizou-se raleio em
todos os tratamentos, tomando-se por referéncia a relagdo niimero de frutas por cm? de
area da seccéao transversal do tronco, medida a 20cm acima da superficie do solo,
conforme recomendacdo de Pereira et al. (1987), permanecendo 6 frutos por cm? da
area da secc¢ao do tronco. As demais praticas de manejo do pomar, tais como cobertura
do solo com aveia preta, adubacbes de manutengdo, poda de inverno e de veréo,
tratamentos fitossanitarios para controle de pragas e doencgas, também foram

realizadas de forma homogénea em toda a area.

A variavel avaliada no pomar foi perimetro da regiao equatorial do fruto, visando
a construcdo da curva de crescimento. Para a medicdo do perimetro realizaram-se
avaliacbes semanais, em todos os frutos de duas pernadas por planta distribuidas
alternadamente nos diferentes quadrantes em todos os tratamentos. O monitoramento
dessa variavel iniciou 10 dias apds o término da floragdo até a colheita dos frutos no
estadio de maturagdo 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 variaveis de monitoramento da maturacdo analisadas foram
coloracao de fundo, coloracdo avermelhada, firmeza de polpa e sélidos soluveis totais.
Para essas avaliagdes, utilizou-se aproximadamente 20% dos frutos colhidos em cada
repeticdo, o que totalizou, em média, 170 péssegos. Os frutos restantes foram
destinados ao armazenamento em AR. Para a avaliagao da cor de fundo determinou-se
o angulo H, com o auxilio de colorimetro Minolta® CR-300; da coloragdo avermelhada,
atribuindo-se escala 1 para frutos com menos do que 25% da superficie com
recobrimento avermelhado, escala 2 para frutos com 25% a 50% da superficie com
recobrimento avermelhado, 3 para frutos com 50% a 75% da superficie com
recobrimento avermelhado; e escala 4 para frutos com mais do que 75% da superficie
avermelhada; da firmeza de polpa, com penetrometro Effegi, munido de ponteira de
7,9mm de didmetro, sendo os resultados expressos em N; dos sélidos soluveis totais,

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

Como variaveis de avaliagdo enzimatica, determinou-se a atividade PG e PME,

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

Complementarmente, os péssegos dos trés tratamentos foram armazenados em
ar refrigerado (AR) na temperatura de 1+£1,0°C e umidade relativa de 90+7%, durante
30 dias. Passado esse periodo, os frutos foram removidos da camara e mantidos a
2313°C por 4 dias. As avaliagdes foram realizadas 6h apos a retirada da camara, 24hs,
48hs e 72hs. Como variaveis de monitoramento determinou-se o percentual de frutos
com lanosidade e as atividades enzimaticas da PG e PME, sempre adotando-se os

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de crescimento dos péssegos ‘Chiripa’ (Figura 1), tratados ou ndo com

AG3, foi sigmaide. Isso ja era esperado, tendo em vista que esse é o comportamento
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classico da curva de crescimento de péssegos e nectarinas (Gomes et al. 2005; Lurie &
Crisosto, 2005).

35
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Figura 0—1 - Curva de crescimento de frutos controle e tratados de péssegos cv.
‘Chiripd’ com AGj3; no inicio da fase de endurecimento do carogco (T1) (Fase
estacionaria) e na fase de crescimento apds o endurecimento do carogo (T2) (Fase
exponencial). As barras verticais representam o desvio padrédo da média. (n= 100)

Como resposta a aplicacdo do AGs, observou-se que os frutos tratados com
esse fitoregulador no inicio da fase de endurecimento do carogo apresentaram maior
taxa de crescimento, atingindo, em média, um perimetro 40% superior ao de péssegos
nao tratados. No entanto, a aplicagdo de AGs quando os frutos ja haviam iniciados a
nova fase de crescimento acelerado apds o endurecimento do carogo, nao contribuiu
para o aumento do perimetro dos frutos (Figura 1).

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

houve efeito do AG3 no retardamento da maturacgéo (Tabela 1).
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Tabela 0—1 - Principais caracteristicas fisico-quimicas no momento da colheita de
péssegos cv. ‘Chiripd’ tratados com AGs no inicio da fase de endurecimento do carogo
(T1) (fase estacionaria) e na fase de crescimento apds o endurecimento do carogo (T2)
(fase exponencial) em relagédo ao controle (sem AG3;).

Coloragéao Firmeza de
vermelha polpa
Tratamentos Perimetro Massa Angulo H SST
(1-4) (N)
(mm) (9) (%)
Controle 19,1443,15 102,12+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 péssegos, tratados e ndo tratados com AGgs, puderam ser colhidos na mesma
data e, pelas varidaveis comumente empregadas para o acompanhamento da
maturacgao, situaram-se em estadios similares de maturagdo, com angulo H entre 95 e
107 na coloragao de fundo, até 25% da superficie com coloragdo avermelhada (nota 1
na escala de coloragao de recobrimento avermelhada), firmeza de polpa entre 43 e 59N
e solidos soluveis totais entre 11,5 e 12,8 %.

Ao analisarem-se as duas enzimas mais citadas como provavelmente envolvidas
no metabolismo de hidrélise de pectinas, verificou-se que a aplicacdo de AG3 no inicio
da fase estacionaria de crescimento (T1), resultou numa maior atividade PME por

ocasido da colheita, mas ndo houve efeito sobre a atividade PG (Figura 2).
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Figura 0—1 - Atividade poligalacturonase (PG) (viscosidade relativa.mg proteina™.h™) e
pectilmetilesterase (PME)(MiliequivalentesH".mg proteina’.h") em péssegos cv.
‘Chirip@’ tratados e nao tratados com AG3 a campo no inicio da fase de endurecimento
do carogo (AGs3-T1) e na fase de crescimento apos o endurecimento do carogo (AGs-
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 provavel 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 contrario de ser indutora do problema, preveniu a ocorréncia de lanosidade (Tabela
2).



34

Tabela 0—1 - Ocorréncia de lanosidade (%) em péssegos ‘Chiripa’, armazenados por
30 dias em AR a 0°C e mantidos em temperatura de 23+3°C por 6, 24, 48 e 72 horas.
Esses frutos foram tratados no campo com AGs3 no inicio da fase de endurecimento do
carogco (T1) e na fase de crescimento apds o endurecimento do carogo (T2), sendo
comparados com o controle (sem AGs).

Periodo pés-colheita (horas)

Tratamentos 6 24 48 72
Controle 0 0 5245 100
T1 0 0 0 1548
T2 0 0 5010 6510

Crisosto (2006 — comunicacgao pessoal) citou que, provavelmente, a aplicagcéo de
AG3 pode estimular a sintese e atividade de PME’s e outras enzimas hidroliticas da
parede celular e do endoesqueleto, favorecendo a divisao celular e evitando a formagao
da lanosidade. Assim a elevada atividade PME na pré-colheita seria positiva em termos
de protecao a lanosidade e quando essa alta atividade ocorre durante o AR, favoreceria
a formacdo da textura lanosa ou farinhenta. Ao contrario do que se esperava, a
aplicacdo de AG; na fase estacionaria 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
péssegos cv. ‘Chiripa’ tratados e nao tratados com AG3 a campo armazenados por 30
dias em AR a 0°C e mantidos por 6, 24, 48 e 72 horas em temperatura de 23+3 °C no
inicio da fase de endurecimento do carogo; fase estacionaria (T1) e na fase de
crescimento apdés o endurecimento do carogo; fase exponencial (T2) e controle (sem
AG3).

A comprovacgéo dessa hipdtese ainda ndo ocorreu, mas os resultados obtidos
corroboram com a afirmativa, ou seja, os péssegos tratados com AGg; no inicio da fase
estacionaria apresentaram maior crescimento (Figura 1), maior atividade PME por
ocasidao da colheita (Figura 2), e baixos percentuais de frutas com sintoma de
lanosidade apds o AR (Tabela 2), além de se ter observado um menor crescimento das
frutas (Figura 1) e maior atividade PME apds o AR (Figura 3).

Ja os frutos tratados mais tardiamente (T2), e ndo tratados (controle), mostraram
elevada ocorréncia de lanosidade, atingindo a praticamente totalidade das frutas apds o
AR (Tabela 2), além de se ter observado um menor crescimento das frutas (Figura 1) e

menor atividade PME por ocasido da colheita e apos 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 hipdtese de que o tratamento com AGs pudesse retardar a
maturagdo dos péssegos ‘Chiripd’. Isso ndao ocorreu (Tabela 1), mesmo tendo-se
utilizados dosagens de AG; similares as empregadas por esses autores. A razao exata
desse comportamento ndo foi demonstrada, mas Tomas et al. (2005) citam que as
respostas a acao de giberelinas séo altamente variaveis entre gendtipos e inclusive
condi¢cdes edafoclimaticas, o que poderia explicar, a0 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 péssegos. Neste trabalho constatou-se que
a grande contribuicdo ocorreu na prevengao da ocorréncia de lanosidade (Tabela 2),
nao tendo sido verificadas contribui¢des adicionais, como por exemplo, na firmeza de

polpa, sélidos soluveis totais, acidez (dados ndo apresentados) na tabela 1.

CONCLUSAO

A aplicacédo de AG3 em péssegos ‘Chiripd’, se realizado no periodo T1, fase de
inicio do endurecimento do caroco durante a fase estacionaria da curva de crescimento,
aumenta o tamanho dos frutos; ndo retarda a maturagcéo e previne a ocorréncia da

lanosidade, apds o AR.
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Artigo 1l
CARACTERIZAQAO IMUNOQUIMICA DE POLIGALACTURONASE,
PECTINESTERASE E EXPANSINA EM PESSEGOS “CHIRIPA” EM CONDICOES
QUE PREVINEM E FAVORECEM A OCORRENCIA DE LANOSIDADE

Zanuzo, Marcio Roggia; Lucchetta, Luciano; Pegoraro, Camila; Dal Cero, Joceani;
Silva, Jorge Adolfo; Brackmann, Auri; Delagostin, Odir; Borsuck, Sibele;

Rombaldi, César Valmor

RESUMO

A lanosidade é um dos principais disturbios fisiolégicos em péssegos “Chiripa”
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 expressdo dessas
proteinas em péssegos sob condigdes que favorecem (AR por 30 dias a 1£1°C), ou
previnem (atmosfera controlada (AC) 2kPa de O, e 5kPa de CO,, e AR de frutos
tratados com acido giberélico (AG3) na pré-colheita. As avaliagdes foram realizadas na
colheita dos frutos e apos a retirada da camara (0, 2, 4, 6 e 8 dias a 23+2° C). Os
anticorpos anti-PG, anti-PE e anti-Exp reagiram com as respectivas proteinas
recombinantes, mas somente os dois primeiros foram eficientes na imunodetec¢éo das
respectivas proteinas em péssegos “Chiripa” durante a maturacdo, e apos o
armazenamento em AR e em AC. Imediatamente apds a retirada dos péssegos do AR,
nao houve expressado da proteina PG, mas sim da PE, o que pode ter favorecido a
ocorréncia de lanosidade. Os péssegos armazenados nas condigbes de AC ou
submetidos a aplicagdo de AG3; com armazenamento em AR, tiveram a ocorréncia da
lanosidade parcialmente prevenida, provavelmente por terem mantido um melhor

equilibrio entre a expressao das enzimas PG e PE.
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ABSTRACT

Wooliness is the most important physiological disturbs in “Chiripa 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£1°C), or prevent (controlled atmosphere (AC) 2kPa of
O, and 5kPa of CO,), and treated fruits in RA with giberellic acid (GAs) 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+2° 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 “Chiripa” 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 GA3z 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 INTRODUCAO

A producao brasileira de péssegos € de aproximadamente 150 mil toneladas
anuais, sendo o Rio Grande do Sul o maior produtor nacional, com 95 mil toneladas.
Nesse Estado, trés podlos sdo destaques na producdo: Regido Sul (predominando a
produgdo de frutas com dupla finalidade — in natura e industrializagdo), Regido
Metropolitana e da Serra do Sudeste (com predominancia de frutas para consumo in
natura). O consumo per capita de péssegos no Brasil ainda é baixo, em torno de 0,8
kg.hab™.ano™ (Tibola et al. 2005). Esse baixo consumo per capita pode ser explicado
pela falta de inovacado e diferenciacdo do sistema de producdo e dos produtos
industrializados. Além disso, ha dificuldade de solidificacdo do habito de consumo in
natura, fato esse gerado pela oferta de péssegos a elevados pregos, sem padrbes de
identidade, com disturbios fisiolégicos como escurecimento interno, lanosidade, e
susceptibilidade a podridées (Lagos et al. 2000). Estima-se, a partir de estudos junto a
cadeia produtiva de péssegos do RS, que as perdas quantitativas (frutos com danos
mecanicos e podriddes) atinjam 25% da producéo. Destaca-se, no entanto, que nao
foram quantificadas as perdas qualitativas (danos latentes, disturbios fisioldgicos nao
expressos externamente, além de perdas nutricionais e funcionais).

Para as principais cultivares destinadas a producao de péssegos para consumo
in natura, trés problemas principais tém sido destacados apds a colheita: podriddes,
escurecimento interno e lanosidade (Rombaldi et al. 2001, 2002; Brackmann & Nava
2002). As podriddes atingem praticamente todas as cultivares; o escurecimento interno
€ mais freqlente em péssegos de polpa amarela; e a lanosidade ocorre intensamente
em péssegos de polpa branca (Wills et al. 1998; Lurie & Crisosto, 2005). Esse ultimo
disturbio é fator limitante para o prolongamento da vida de prateleira de péssegos de
cultivares como “Chimarrita” e “Chiripa”, importantes cultivares produtoras de péssegos
de polpa branca (Nava & Brackmann, 2002; Rombaldi et al. 2002; Girardi et al. 2005).
Esse problema é tao significativo que varios produtores decidiram reduzir a area
cultivada com essas cultivares e/ou substitui-las por genoétipos que nédo apresentam
suscetibilidade a lanosidade. Varios 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 apds 20 a 30 dias de armazenamento refrigerado (AR) e 1
a 3 dias apds a retirada dos frutos da camara fria (Nava & Brackmann, 2002; Girardi et
al. 2005; Ghiel et al. 2006). Como métodos propostos para evitar-se a lanosidade tém
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,
comunicagao pesssoal), aplicacéo de etileno (Girardi et al. 2005). Apesar da validagéo
dos resultados na pesquisa, a aplicacdo desses métodos em escala comercial ainda
n&o foi realizada no mercado nacional.

Recentemente, trabalhos preliminares visando o retardo da maturacdo como a
aplicagdo de fitohormbénios como acido giberélico (AG3;), demonstraram que esse
tratamento no estagio inicial de endurecimento do carogo, favorece o aumento do
tamanho dos frutos e previne a ocorréncia de lanosidade. A causa desse
comportamento ndo foi demonstrada. A semelhanga disso, as causas exatas da
ocorréncia da lanosidade também n&o 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 acdo mais efetiva no controle
de PGs do que PMEs, o que resulta numa retomada incompleta do amadurecimento
apos o AR (Girardi et al. 2005). A alteragcdo das pectinas provocada pelas PMEs
durante o AR, favorece a geleificagdo das pectinas, alterando a textura e suculéncia
dos péssegos (Bem Arie & Sonego, 1980; Zhou et al. 2000 ). Essas afirmativas foram
publicadas, mas s&o divergentes.

As acdes buscando esclarecer a(s) causa(s) e/ou agdes na prevengao do
problema, tém sido direcionadas para o estudo de métodos de armazenamento (Lurie,
1992; Zhou et al. 2000b; Nava & Brackmann, 2002; Girardi et al. 2005), da atividade
enzimatica (Zhou et al. 2000; Zhou et al. 2001; Girardi et al. 2005; ), e da expressao de
genes no nivel transcricional (Liguori et al. 2004; Callahan et al. 2004; Hayamma et al.
2006). Pelo fato de disporem-se de sequéncias de cDNAs correspondentes aos genes
da PG, PE e Exp, torna-se possivel a producédo de anticorpos dirigidos contra as

correspondentes proteinas. Com a disponibilidade de anticorpos policlonais sera
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possivel associar-se a resposta fisioldgica (ocorréncia de lanosidade), com a atividade
enzimatica e presenca da(s) proteina(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 ja
publicados (Wan & Wilkins, 1994; Ikoma et al. 1996). Mesmo empregando exatamente
0s mesmos procedimentos e reagentes, ndo obteve-se reprodutibilidade de resultados,
nem entre repeticdbes dos tratamentos, nem em repeticbes das analises. Essa
problematica também ja foi citada para outros materiais vegetais, especialmente ricos
em carboidratos e compostos fendlicos (Hu et al. 2002), como é o caso do péssego.
Porém, a solucédo ainda nao foi descrita. Recentemente, foi disponibilizado o método
Concert™ Plant RNA Reagent (invitrogen®), que inclui tamp3o com o mesmo nome, de
composicao nao disponibilizada, proposto como eficiente nesses casos de dificuldade
de extracdo de mRNAs. Em ensaios preliminares, verificou-se que a dificuldade
persiste. Por essa raz&do adicional, optou-se por produzirem-se anticorpos policlonais, a
partir de proteinas recombinantes, de modo a monitorar-se a tradugcéo e ocorréncia de
lanosidade em péssegos “Chiripa” submetidos a condi¢bes que favoregcam e que

previnam esse problema.

2- MATERIAIS E METODOS

Para atender aos objetivos propostos, primeiramente foram preparados
anticorpos policlonais anti-PG, anti-PME e anti-Exp, a partir das respectivas proteinas
recombinantes. Para isso foi necessario obter os cDNAs, realizar a clonagem, a
producdo das proteinas recombinantes e dos anticorpos policlonais. Confirmada a
capacidade desses anticorpos em detectar as respectivas proteinas recombinantes,
passou-se a utiliza-los para a imunodetecgao da PG, PME e Exp em extratos protéicos
de péssegos “Chiripa” submetidos a condi¢gdes de armazenamento que favorecam e

que previnam a lanosidade.

2.1- Material vegetal
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Foram utilizados péssegos “Chiripa” proveniente de pomar comercial do
municipio de Farroupilha-RS, na safra 2006-2007. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com trés tratamentos e quatro repeticbes de 10 plantas cada:
T1 — controle (sem aplicagao de acido giberélico (AG3) e armazenamento em atmosfera
refrigerada (AR); T2 — aplicacdo de AGs na concentragdo de 100 mg.L”" quando os
frutos iniciaram a fase estacionaria da curva de crescimento e armazenados em AR; e,
T3- Péssegos sem aplicacdao de AG; e armazenados em atmosfera controlada (AC)
com 2Kpa de O, e 5Kpa de CO,. Em ambos os tratamentos, os péssegos foram
colhidos e armazenados por um periodo de 30 dias a temperatura de 1£1°C e umidade
relativa de 90-95%, sendo realizados avaliagbes por ocasidao da colheita e apds a
retirada da camara, mantendo os frutos a 23+2°C e 75-80% de UR, por 2, 4, 6 e 8 dias
respectivamente. O AG; foi pulverizado com a adigdo de Silwet® L-77 na concentragéo
final de 0,05% (v/v) e vazdo de 350 a 400L.ha™'.A concentracdo de AG3 de 100 mg.L™",
bem como o estadio da aplicagao, sdo baseados em trabalhos precedentes de Ju et al.
(1999), Martinez-Romero et al. (2000), Amarante et al. (2005) e Crisosto (2006,

informagao pessoal).

2.2- Variaveis analisadas

As variaveis estudadas foram a expressao de proteinas correspondentes as
enzimas poligalacturonase (PG), pectinesterase (PE) e Expansinas(Exp) pela técnica
de Western blot e a ocorréncia de lanosidade conforme método descrito por Girardi et
al. (2005).

2.2.1 - Obtencéao de anticorpos policlonais anti-PG, anti-PME e anti-Exp
A obtencédo dos anticorpos fez-se medianto o isolamento de RNAs, a construcao

dos cDNAs correspondentes a PG, PE e Exp, clonagem, produgcdo das proteinas

recombinantes, purificacdo e a obtencdo dos anticorpos propriamente dita em
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camundongos.
2.2.1.1 — Isolamento de RNA

Os RNAs foram extraidos a partir de 50 mg de polpa de péssegos com o uso do
tampao TRIzol Reagent®(Invitrogen®), de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante. O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg dos RNAs totais (tratados com
DNAse) usando poli T como ‘primer’ e o Kit SuperScript™ First-Strand System for RT-
PCR (Invitrogen). A reacéo foi finalizada a 70 °C por 10 min, e as amostras tratadas
com RNAse H (Invitrogen®).

Para cada extragdo 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 maceracdo do material. Na
sequéncia, a amostra foi mantida a temperatura ambiente por 5 minutos. Passado esse
periodo, adicionaram-se 140uL de cloroférmio, e o conteudo do tubo Eppendorf® foi
homogeneizado manualmente até a formagdo de coloragdo résea. A amostra foi
mantida a temperatura ambiente por 3 minutos e, apds, centrifugada a 10.000xg por 15
minutos a 4°C. Coletou-se a fase superior, aquosa, descartando-se o restante. A fase
aquosa adicionaram-se 350uL de isopropanol. A amostra foi mantida a 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 centrifugacao a 7.500xg por 5 minutos a4 °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 uyL de agua 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 quantificagdo de acidos
nucleicos, a amostra foi diluida na propor¢ao de 1:300 em agua ultrapura tratada com
DEPC. A determinagcao da concentracao foi realizada em espectrofotdmetro Ultrospec®
2000 (Pharmacia®) com densidade optica de 260nm e 280nm. Somente utilizaram-se

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

Para a sintese de cDNAs foi utilizado o kit comercial SuperScript™ First-Strand
Syntesis System for RT-PCR (Invitrogen®). Essa técnica consiste na sintese de cDNA
(uso da enzima transcriptase reversa) com oligonucleotidos selecionados a partir de
sequéncias ja conhecidas dos clones de interesse (fonte Gene bank), seguida de PCR
(uso da enzima Taq DNA polimerase).

Em tubos tipo Eppendorf®, capacidade unitaria de 0,5 mL, previamente
autoclavados por 45 minutos a 121°C, adicionaram-se 10 uL da solugdo resultante da
digestdo com DNase |, 1uL de solucdo de dNTPs mix 10 mM (Invitrogen®) e 1uL de
Oligo(dT) 12-16 (0,5 pg. uL™"). Cada amostra foi incubada a 65°C por 5 minutos, e,
apos, mantida em gelo (1 a 4°C) por pelo menos, um minuto. Em seguida, adicionaram-
se 9 uL de uma solucéo constituida de 2 yL tampdo 10 X RT (Invitrogen®); 4 yL de
solugédo a 25mM de MgCLy; 2uL de solugdgo 0,1 M de DTT e 1 yL de RNaseOUT
Recombinant RNase Inibitor (Invitrogen®). Cada amostra foi, entdo, incubada a 42°C
por 2 minutos. Ao fim desse periodo, adicionou-se 1 yL (50 unidades) SuperScript IlI
RT (Invitrogen®). Para a reagdo de sintese, cada amostra foi mantida a 42°C por 50
minutos. Finalizou-se a reacgao, incubando a amostra a 70°C por 15 minutos, apds os
quais, as amostras foram mantidas em gelo (1 a 4°C). Apds essa etapa, realizou-se a
digestdo com RNase H(Invitrogen®), na qual adicionou-se 1uL de dessa enzima, e as
amostras incubadas por 20 minutos a 37°C.

Para amplificagdo 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 expressdo pAE
utilizaram-se oligonucleotideos selecionados a partir de sequéncias fruto-especificas
de péssegos ja depositadas no banco genético (PubMed). Para a selegdo dos
oligonucleotideos, 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) sao identificados com seus respectivos
nuameros de acesso (X77231; X95991; AB047519). Os oligonucleotideos foram
desenhados contendo na extremidade 5° do oligonucleotideo Forward o sitio de

restricdo para enzima BamHI| com fase no GGA, e para o oligonucleotideo Reverse, o
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sitio Kpnl, além do coédon stop TCA ou TTA. As sequéncias dos oligonucleotideos s&o
mostrados a seguir na tabela 1.

Tabela 0—1 - Descrigao dos oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo em PCR
dos genes da Poligalacturonase, Pectinesterase e Expansina com os respectivos sitios
de restricdo para BamHI e kpnl.

Poligalacturonase | Forward CGGGATCCAACAACATCGTGGTG
(EC 3.2.1.15) Reverse GGGGTACCTCATCCCTCTGCATGGCT

Pectinesterase Forward CGGGATCCCTTGATTTGCTTGAC
(EC 3.1.1.11) Reverse GGGGTACCTTAAACCCCAAATTCTG

Forward CGGGATCCGGAGGCTCTGATGC

Expansina 3
Reverse GGGGTACCTCATTTCACGCTCACCC

A reacado de amplificagao foi realizada em volume final de 50ul contendo 2ug de
cDNA, 5mM MgCL;,, 0,2mM dNTP, 0,25uM de cada oligonucleotideo e 1U de Tag DNA
polimerase platinum recombinante (Invitrogen®). A reagdo de PCR foi realizada em um
termociclador programado para uma desnaturagao inicial (3 min a 95°C) seguido de 35
ciclos de 1min a 95°C (desnaturagédo), 1 min a 55 °C (anelamento) e 72°C por 1:30
(extencgéo final). Os fragmentos amplificados por PCR foram purificados utilizando-se o
Kit GFX™ 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 reacao de ligagao constituiu de 10 yl de DNA (10ng), 1 pl de plasmideo Topo-
TA e 1,5 yl de Salt (1:4), e a reagdo mantida a temperatura de 23+3°C por 30 minutos
seguindo as recomendacgdes do fabricante. Para a verificagdo da clonagem dos insertos
no vetor TOPO TA, 2ul do produto da ligagao (inserto + plasmideo), foram adicionados
a 50yl de E. coli Top 10 competentes e submetidas a eletroporagdo na voltagem de
250KV em um eletroporador Bio-Rad®. Em seguida, adicionaram-se 500 pl de meio LB,
mantendo-se a suspensao a temperatura de 37°C por 1 hora. Passado esse periodo, o
produto foi cultivado em placas de Petri contendo meio LB sélido suplementado com 50
ug.mL'1 de canamicina e 40 ug.mL'1 de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-

galactopiranosideo). A adicao de X-GAL ao meio faz-se em presenga do Operon lacz
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que esta inserido dentro do sitio de clonagem do TOPO TA, que é capaz de degradar a
lactose em D-galactose e D-glucose e em consequéncia, permite a visualizagado de
colénias brancas quando o gene lacz é ativo. As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas, e as colonias brancas supostamente transformadas foram cultivadas e
homogeneizadas em microtubos contendo 15ul de fenol:cloroformio (1:1) e 15ul de
solugcdo contendo agua e tampado de amostra (30% glicerol, 0,05% de azul de
bromofenol, 70% agua)(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 a
eletroforese em gel de agarose a 0,7% (m/v) com voltagem de 100 V por 1 hora.

As colbnias visualizadas no gel de agarose que apresentaram peso molecular
maior quando comparados ao controle foram consideradas transformadas, ou seja,
portavam o inserto junto ao plasmideo, e as mesmas foram inoculadas em meio liquido
LB contendo 50 ug.mL™" de canamicina para a extragdo de plasmideo. A extragdo de
plasmideo foi realizada utilizando-se o kit GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham
bioscience). Apos a obtengdo e quantificagdo dos plasmideos, os mesmos foram
submetidos a digestdo com o uso de enzimas de restricdo BamHI e Kpnl(Invitrogen®). A
reacdo foi realizada contendo 5ul de DNA plasmidial (10ng), 2ul de Tamp&o React®3,
12ul de agua Mili Q®, 0,5ul de enzima BamHI(10U/ul) e 0,5ul de enzima Kpnl(10U/ul)
As reacgdes foram incubadas a 37°C por 2 h. Para o preparo do vetor de expressao
PAE, o plasmideo foi multiplicado em meio LB liquido suplementado com 100ug.mL'1
de Ampicilina. Para a extracdo do plasmideo e a clivagem seguiram-se o procedimento
anterior. Apds a clivagem, adicionou-se 1ul da enzima CIP (fosfatase alcalina) ao vetor
PAE a fim de manté-lo linearizado. Apos a digestdo do plasmideo 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
GFX™ 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
expressdo PAE utilizando T4 DNA ligase (Invitrogen®). A reacdo de ligacdo constituiu
de 2ul de vetor PAE (10ng), 4uL de inserto, 1uL T4 DNA ligase (1U/ul), 4uL 5X Buffer e
9uL H20. A reacédo foi mantida por 1 hora a 16°C e complementada a 4°C overnight.

Como controle da ligagéao, foi utilizado o plasmideo pAE sem a presencga do inserto.
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2.2.1.3-Transformacao de células competentes de E.coli BL21 pLyss

Para a transformacgéo de células competentes de E.coli BL21 pLyss utilizou-se
1ul da reacao de ligacao (pAE PG, pAE PE e pAE Exp) homogeneizando-se em 50pl de
células competentes de E.coli BL21 pLyss. Esta mistura foi colocada em cubetas de
eletroporagcéo previamente resfriadas em gelo, e submetidas a eletroporagdo em
aparelho eletroporador marca Bio-Rad® com voltagem de 2,5KV. Apds a eletroporagao,
adicionaram-se 450ul de meio LB liquido e os cultivos foram transferidos para tubos tipo
Eppendorf® de 1,5ml. Incubou-se o material em agitador orbital a 225rpm a 37°C por 1h.
Finalmente o cultivo foi realizado em agar LB sélido acrescido de 100 pg.mL” de
Ampicilina e incubado a 37°C overnight.

As colbnias que cresceram, que possuiam o plasmideo recombinante em meio
contendo Ampicilina, foram submetidas a um processo de triagem rapido pelo método
Microprep (Jouglard et al. 2002). As colbnias isoladas foram homogeneizadas com 15pl
de fenol:cloroférmio (1:1) e 15ul de solugdo contendo agua e tampao 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
presenca ou auséncia do inserto no vetor, utilizou-se o plasmideo pAE sem inserto
como controle.

Apods a confirmacéo da presenca do inserto, os clones foram cultivados em 5ml
de meio LB liquido suplementado com 100 pg.mL™ de Ampicilina a 37 °C overnight.
Dessa suspenséao foram utilizados 3ml para extragdo de DNA plasmidial utilizando-se o
kit GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham bioscience®) no qual o DNA resultante foi
submetido a digestdo com as enzimas de restricdo utilizadas na clonagem(BamHI e
Kpnl(Invitrogen®). O produto foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
0,8%(m/v). Apos a verificagdo da presencga dos insertos, os clones foram submetidos a
um novo crescimento em meio LB liquido para posterior inducdo da expressao das

enzimas de interesse PG, PE e Exp.
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2.2.1.4- Inducao da expressao das proteinas recombinantes PG, PE e Exp no vetor

de expresséo pAE.

Para a inducdo da expressao, um pré-inéculo das proteinas recombinantes PG,
PE e Exp no vetor de expressao pAE contendo 20mL de meio LB liquido contendo 100
ug.mL™" de ampicilina previamente crescido a 37°C, foi adicionado a 200mL de meio LB
liquido contendo 100ug.mL™" de ampicilina e mantido a 37°C até atingir uma DOggo 0,8 -
1,0. Apds, adicionou-se IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) na concentragao
final de TmM deixando-se por 3-4 horas para indugéo da expressao das proteinas-alvo.
Aliquotas de 1ml do cultivo foram coletadas para realizacdo do teste de solubilidade.
Esse teste mostrou que todas as proteinas geradas mostraram-se insoluveis, ou seja,
que a expressao nao foi detectada no sobrenadante da centrifugacéo. Passado esse
periodo, o cultivo foi centrifugado em centrifuga Sorvall RC-6 a 4°C a 10000xg por 10

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

2.2.1.5 - Purificagao de proteinas recombinantes insoluveis

As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade utilizando o
sistema de purificacdo automatizado AKTA prime (Amershan Biosciences®).

Os precipitados da indugédo da expressado dos clones (pAE + EXP; pAE + PG ;
pAE + PE) foram utilizados para purificagdo das proteinas recombinantes. Os
precipitados originados dos cultivos com volume de 200ml foram dissolvidos em 30 mL
de solugédo Akta-Wash (uréia 8 M; NaH,PO, 200 mM; NaCl 0,5 M; imidazole 5mM pH
8,0) e mantido sob agitacdo por 1h a temperatura ambiente. Apds esse periodo, as
células foram lisadas por sonicagcdo por 3 ciclos de 10 minutos. O material foi
centrifugado a 4 °C a 10000xg por 30 minutos, seguindo-se a filtragdo do sobrenadante
com filtro filtro 0,8um (Millipore®). O filtrado foi submetido & purificacdo por
cromatografia por afinidade.

O sistema de purificagdo automatizado Akta-Prime (Amersham bioscience®)
possui uma coluna de purificagdo com uma resina carregada com niquel (Ni?*)-
Sepharose na qual as proteinas fusionadas com uma cauda poli-Histidina sao 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 expressao pAE, foram eluidas com um gradiente
de imidazole, em tampao Akta elution (Uréia 8M; NaH,PO, 200 mM; NaCl 0,5 M;
Imidazole 200mM pH 8,0). As proteinas eluidas foram coletadas em fragdes de 1ml e
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 12%. As amostras foram dialisadas em
Tampao PBS-T 1X a 4C por um periodo de 72 horas sendo quantificadas pelo método
de Bradford (1976). Para a verificagdo da presenga das proteinas, foi executada uma
eletroforese dessas proteinas recombinantes em gel SDS-PAGE 12%. Para a validagéo
do resultado da expressao protéica, as proteinas recombinantes foram transferidas para
membranas de nitrocelulose, realizando-se teste com anticoporos monoclonais anti-

histidina.

2.2.1.6 - Producdo, caracterizacao e titulo de anticorpos policlonais

Apds a quantificagdo das proteinas purificadas, realizou-se a inoculagdo em
camundongos para produgao de anticorpos policlonais. Foram utilizados 100ug de cada
proteina (PG, PE e Exp), diluidas com 15% de coadjuvante hidroxido de aluminio (Al
(OH)3), com injegao via intramuscular. A coleta do soro com os anticorpos foi feita apos
21 dias da primeira inoculagdo, quando também se aplicou uma segunda dose. Os
anticorpos foram coletados 21 dias apds a segunda inoculagao.

O soro foi titulado por testes de ELISA. Placas de ELISA foram sensibilizadas
com as proteinas recombinantes em tampao carbonato bicarbonato pH=9,6 por 1 h a 37
°C. O soro foi diluido em propor¢des variando de 1:20 até 1:20480 em tampé&o 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), apos o qual foi
adicionado anticorpo anti-mouse conjugado a HRP na diluicdo 1:2000. Essa reacgao 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). Apds, foi adicionado o subtrato para a peroxidase
(H20, Tampao fosfato citrato pH 4,0, OPD(sigma®)). As placas foram acondicionadas
em ambiente escuro durante 15 min, previamente a leitura a 450nm, em um leitor de

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

As proteinas foram extraidas a partir de 0,5g de polpa macerada em N liquido
adicionando-se 1mL de solugdo (40mM fosfato de sodio 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 250uL de
solugao tampao (62,5mM TRIS-HCI pH 6,8; 2% SDS; 10% glicerol ; 1mM DTT). A
amostra foi aquecida a 100°C durante 10 minutos e novamente centrifugada conforme
descrito anteriormente. O sobrenadante foi recuperado e submetido a eletroforese
SDS-PAGE.

As proteinas (10 ug por amostra) foram separadas em eletroforese SDS-PAGE
em gel 12%(m/v), conforme descrito por Sambrook et al. (1988). A migragéo protéica
foi realizada em cubas de eletroforese Bio-Rad® a 120V, em tampao (Tris-Base 25mM,
Glicina 50mM e SDS 0,1%), por aproximadamente 2 horas.

As proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Hybond™-ECL™ Amersham bioscience®), utilizando-se equipamento
para transferéncia Bio-Rad® com a utilizagdo de Tamp3o de transferéncia 1X (Metanol
20%, Glicina 192mM, Tris 25mM) gelado a uma voltagem de 100V durante 1 hora.
Apos o término da transferéncia, as membranas foram submetidas ao bloqueio em
solugao PBS-T 1X(Tris 20mM; NaCl 0,137mM, Tween 0,1%, pH 7,6) contendo 5%(m/v)
de leite em po, por 24 horas a 4°C.

Apds lavou-se trés vezes as membranas com tampao PBS-T1X (Tris 20mM;
NaCl 0,137mM, Tween 0,1%, pH 7,6), seguindo-se a incubagdo com os anticorpos
policlonais especificos para cada proteina (PE, PG e EXP) diluidos em tampao PBS-
T1X (diluigdo 1:2.000). A incubagao foi realizada em temperatura ambiente 23+3°C por
1 h, sob agitacado 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 secundario ECL anti-mouse igG, Horseradish Peroxidase (GE Healthcare®) na
concentracado de 1:2000 em tampdo PBS-T 1X (Tris 20mM; NaCl 0,137mM, Tween
0,1%, pH 7,6), incubando a 37°C por 1 h sob agitagdo. 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 detecgao
das proteinas na membrana foi realizada com os reagentes de quimioluminescéncia
ECL™ Western blotting analyses system (GE healthcare®) conforme recomendacdes do

fabricante.
2.4 - Lanosidade

A ocorréncia de lanosidade foi avaliada visualmente, de acordo com o descrito
por Girardi et al. (2005), tendo-se considerado fruto com esse disturbio aquele que, por
compressao entre os dedos, ndo apresentam liberacdo de suco. Os resultados foram

expressos em percentual de frutos que apresentaram o disturbio lanosidade.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias dos clones (cDNAs) correspondentes as enzimas envolvidas na
hidrélise da parede celular (PG, PE e Exp), expressos durante a maturagdo de
péssegos, foram isoladas utilizando-se a técnica de RT-PCR. As sequéncias-alvo,
obtidas no GeneBank, permitiu a confec¢ao dos oligonucleotideos no programa Vector
NTI 9 (informax®), a partir do qual foi possivel estimar o tamanho dos fragmentos a
serem gerados nas amplificagbes de RT-PCR. Com o uso de oligonucleotideos
selecionados foi possivel amplificarem-se fragmentos de aproximadamente 700 pb,
1400 pb e 462 pb, o que corresponde aos tamanhos ja esperados para esses cDNAs

(Figura 1).
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~1400pb

~700phb
—  » ~462pb

Figura 0—1- Produto da amplificagdo 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
MHindlll; 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 trés enzimas, PG, PE
e Exp, contém os sitios de restricdo (BamHI e kpnl), visando a clonagem, que foi
realizada no plasmideo TOPO TA e transferido para E. coli. A extracdo plasmidial e
digestdo com as enzimas de restricdo correspondentes, gerou fragmentos do
plasmideo e dos insertos de interesse, todos com tamanho de acordo com o esperado
(Figura 2).0s insertos obtidos da digestao e separados em eletroforese (Figura 4) foram
recortados diretamente do gel e purificados utilizando-se o kit GFX™ (Amersham
Bioscience®). O resultado da purificagdo € apresentado na Figura 3, onde observa-se

somente a presenca dos respectivos insertos.

Plasmideo
~1400p
» ~700pb
» ~462pb

Figura 0—1 - Produto da digestdo do plasmideo TOPO-TA contendo os cDNAs PG,
PE e Exp, com as enzimas de restricdo BamHI e kpnl. Pista 1- Marcador DNA ladder
1Kb; Pista 2- pTOPO PG, Pista 3- pTOPO PE; Pista 4- pTOPO Exp.
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Figura 0—2 - Produto da purificagéo 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 as enzimas de restricio BamHI e Kpnl, permitiu o
preparo do vetor de expresséo pAE (Figura 4) com os cDNAs. Verifica-se que houve a
insercdo dos cDNAs, ja que a clivagem com as enzimas BamHI e Kpnl resultou na
separagado dos fragmentos correspondentes aos cDNAs da PG, PE e Exp (Figura 5,
pistas 2, 4 e 6), quando comparados as construgdes nao digeridas (Figura 6, pistas 1,
3, 5). A presenga de duas bandas em algumas amostras (Figura 5, pistas 1, 3, 5 e 7),
pode ser explicada pela provavel conformacdo do plasmideo que, mesmo contendo o
mesmo numero de pares de base, pode migrar diferencialmente, em fungcéo de estar ou

nao numa forma mais ou menos espiralada (Sambrook et al. 1989).
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Figura 0—3 - Carta de restrigdo do plasmideo pAE contendo os sitios de inser¢géo dos
cDNAs.

Plasmideo pAE

Inserto PE
Inserto

»nserto Exp

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

Os plasmideos pAE, possuindo o inserto de cada gene, foram transferidos para a
cepa E.coli pLyss BL21 (D3) por eletroporagdo e, em seguida, cultivadas em meio
solido LB. As colbnias brancas, que correspondem as bactérias portadoras dos insertos
de interesse, foram selecionadas. A multiplicacdo das bactérias que portavam os
insertos foi realizada em meio LB liquido. Apdés a indugcdo do promotor T7 RNA
polimerase pela adicdo de IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside), verficou-se
que houve a tradugao de peptideos 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, a transcricdo dos cDNAs de PG (700pb), PE (1400pb) e Exp (462pb),
adicionado de 6 histidinas na extremindade N-terminal, conforme previsto na carta do
plasmideo pAE. Essas mesmas proteinas extraidas foram submetidas a purificacdo em
sistema de cromatografia AKTA-Prime®, com o auxilio de colunas de cromatografia de
afinidade HiTrap™ Ni-Sepharose (amersham bioscience®). Essa afinidade é obtida
pela seqiiéncia de poli-histidina do inserto com o cation Ni** da coluna de
cromatografica. A presencga dessa sequéncia de histidinas permitiu a purificagdo parcial

das proteinas recombinantes em coluna de afinidade (Figura 7). Nessa imagem verifica-
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se que a purificagdo parcial ocorreu, tendo-se separado do extrato protéico total (Figura
7, pistas 3, 5 e 7), as proteinas 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 - Expressdo protéica em SDS-PAGE 12% de E.coli BL21 pLyss (D3)
contendo o plasmideo pAE com os clones PG, PE e Exp em Pista 1- Marcador caseiro;
Pista 2 e 3- Expessao pAE PG; Pista 4 e 5- Expressédo pAE PE; Pista 6 e 7- pAE Exp;
Pista 8- Expresséo E.coli BL 21 pLyss (D3).
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Figura 0—6 - Produto da purificagdo das proteinas 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 confirmacdo de que as proteinas eluidas em coluna de afinidade continham
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efetivamente o fragmento poli-histidina foi efetivada com a reacdo de western blot, com
as proteinas purificadas, utilizando-se anticorpos monoclonais anti poli-histidina
conjugado com peroxidase (Sigma®). O resultado desse teste imunoquimico permitiu
uma avaliacdo altamente positiva quanto a afinidade dos anticorpos pelas proteinas e
ratificou-se o bom funcionamento e eficiéncia do método, embora tenha-se observado-
se algumas bandas de deteccao inespecificas de menor intensidade, que néao
comprometem a técnica (Figura 7). Esse fato € comum nesse tipo de avaliagéo ja que é
possivel que os anticorpos monoclonais anti-histidina possam reconhecer sequéncias
menores ou maiores do que 6 histidnas e/ou é possivel que haja produtos de
degradacao das proteinas recombinantes contendo a extremidade histidina, sendo
reconhecidos pelos anticorpos e detectados como peptideos de menor massa

molecular.

Figura 0—7 — Imunodetecg¢ao por Western blot das proteinas 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.
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As proteinas purificadas foram submetidas a dialise para eliminagcao da uréia
presente no tampao utilizado na purificagdo das proteinas. As proteinas dialisadas
foram utilizadas na inoculagdo de camundongos para obtengcdo de anticorpos
policlonais contra as proteinas em estudo (PG, PE e Exp). A coleta do soro com os
anticorpos foi realizada 21 dias apds a primeira inoculagdo, quando também se aplicou
uma segunda dose. Fez-se também uma coleta aos 21 dias apdés a segunda
inoculagdo. O titulo do soro foi determinado pelo método ELISA, obtendo-se titulo
meédio para os trés recombinantes (PG, PE e Exp) de 1:10240.

Em péssegos “Chiripa”, colhidos no estadio meio-maduros e mantidos por 8 dias
a 23+2° C e 70 a 75% de UR, verificou-se que a maxima imunoreagao dos anticorpos
anti-PG ocorreu no 3° e 4° dias apds a colheita (Figura 9), periodo em que normalmente
detectam-se as maiores taxas de redugdo da firmeza de polpa em péssegos dessa
cultivar ndo armazenados sob refrigeragdo (Nava & Brackmann, 2002, Rombaldi et al.
2002; Girardi et al. 2002). No que concerne a PE, houve deteccéo da proteina desde a
colheita até o 4° dia, com maxima expresséo no 3° dia (Figura 10). Como é amplamente
conhecido que durante o amadurecimento de péssegos ha redugdo da firmeza de
polpa, decorrente, majoritariamente, da solubilizagdo de pectinas, e que isso é
resultante da agao de PGs, PEs, Exps e outras enzimas (Obenland et al. 2003; Sitrit &
Bennet, 1998; Morgutti et al. 2006), a detecgéo das respectivas proteinas era esperada.
Isso ocorreu para PG e PE, mas ndo para Exp. Segundo Ben Arie & Sonego, (1980),
Zhou et al. (2000), as PEs tém acao preparatéria a das PGs, ou seja, as PEs atuam na
desmetilagdo e rompendo ligagbes ésteres, facilitando a agdo de endo e exo-PGs,
hidrolisando e solubilizando pectinas, com a consequente reducéo da firmeza de polpa
e aquisicao da suculéncia (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 degradagao de pectinas por alterar a maneira
da qual a PG interage com o substrato péctico durante a maturagédo. Os resultados
obtidos neste trabalho, corroboram parcialmente as citagdes feitas anteriormente, tendo
em vista que houve expressao prévia (1° e 2° dias) e concomitante (3° e 4° dias) da PE
(Figura 10) em relacdo a PG (Figura 9), mas sem presenca de Exp (dados nao

apresentados). Outro aspecto importante € 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, ha uma maior expressao proporcional da PG do que
PE. Essas afirmativas foram feitas a partir de resultados obtidos pelas técnicas de RT-
PCR, Northern blot ou atividade enzimatica. Isso também foi aqui demonstrado pela
técnica de Western blot (Figuras 9 e 10).

— > Poligalacturonase
(PG)

Ifigura 0—8 — Imunodeteccdo por Western blot com o uso de anticorpos policlonais
anti-poligalacturonase (PG) durante a maturacdo de péssegos. Na parte superior séo
indicados os dias ap6és a colheita e a proteina recombinante (PGg).
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Figura 0—9 - Imunodeteccgao por Western blot com o uso de anticorpos policlonais anti-
Pectinesterase (PE) durante a maturacao de péssegos. Na parte superior sédo indicados
os dias apos a colheita e a proteina recombinante (PER).
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Visando estudar o provavel envolvimento da PG , PE e Exp na ocorréncia de
lanosidade em péssegos “Chiripa”, detectaram-se essas proteinas nos frutos
submetidos a condi¢cdes que favorecem e que previnem a ocorréncia desse disturbio.
Girardi et al. (2005) verificaram que o armazenamento de péssegos “Chiripa”, por 30
dias em AR, resulta na ocorréncia de lanosidade na totalidade dos frutos nos primeiros
dias ap0s a retirada da camara fria. Neste trabalho, confirmou-se esse comportamento,
ou seja, 90% dos frutos apresentaram-se com o sintoma 2 dias apds a retirada da
camara fria (Figura 11). Ao avaliar-se a expressao das proteinas PG e PE (Figura 11A e
B) e Exp (ndo apresentado) nesses frutos, verificou-se que, logo apds a retirada dos
frutos da camara fria, ndo houve imunodeteccao da PG (Figura 11A), mas a PE estava
presente (Figura 11B). A partir de entdo, houve forte expressao de PG até o 8° dia de
avaliacao, e a PE foi detectada até o 6° dia de avaliagdo. No que concerne a ocorréncia
de lanosidade, essa foi detectada em 25% dos frutos na retirada da camara fria, e
atingiu 90% dos péssegos no 2° e 4° dias, reduzindo para 50% e 45%, no 6° e 8° dias
(Figura 11). Esse comportamento confirma trabalhos prévios (Brackmann & Nava,
2002; Rombaldi et al. 2002; Girardi et al. 2005) que demonstraram que o AR n&o é um
bom método de conservagdo para péssegos “Chiripa”, e que o descompasso na
expressao entre PG e PE (Zhou et al. 2000; Girardi et al. 2005), provavelmente
favoreca a ocorréncia do disturbio. Essa afirmativa é feita com base nas observagodes
feitas logo apos a retirada dos frutos da camara fria, momento em que nao se detectou-
a proteina PG, mas sevdetectou a PE. Embora neste trabalho nao tenha-se
determinado a atividade dessas enzimas, Girardi et al. (2005) ja demonstraram que

esse descompasso também ocorre nessa variavel.
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Figura 0—10 — Imunodeccao de PG (A) e de PE (B), e ocorréncia de lanosidade em
péssegos “Chiripa” armazenados por 30 dias em atmosfera refrigerada (AR) e mantidos
por 0, 2, 4, 6 e 8 dias em temperarura ambiente (23+2°C). A proteina recombinante (R)
esta indicada na figura.

Complementarmente, comprova-se que o emprego de baixas temperaturas tem
acao mais efetiva no controle da tradugao 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 ocorréncia de lanosidade. Girardi et al. (2005), por exemplo, verificaram
que o emprego de AC em péssegos “Chiripa”, resulta num melhor controle da atividade
PE durante o armazenamento e apds a retirada da camara fria, prevenindo o problema.
Este trabalho, complementar ao de Girardi et al. (2005), comprova que a AC previne a
ocorréncia de lanosidade e demonstra que, apds a retirada dos frutos da camara fria,
ha forte imunoreagao com anticorpos anti-PG, em maior intensidade até o 4° dia (Figura
12A). No caso da PE, também ha detecgdo, mas em menor intensidade, sugerindo que
nesses frutos mantenha-se uma propor¢cao PG/PE mais elevada logo apés a retirada da

camara (Figura 12A e 12B), do que nos armazenados em AR (Figura 11A e 11B).
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Figura 0—11 — Imunodeccado de PG (A) e de PE (B), e ocorréncia de lanosidade em
péssegos “Chiripa” armazenados por 30 dias em a tmosfera controlada (2 kPa de O, e
5 kPa de CO.) e mantidos por 0, 2, 4, 6 e 8 dias em temperarura ambiente (2312 °C).

Em 2007, Zanuzo et al. (2007), buscando retardar a colheita de péssegos
“Chiripa” com a aplicagédo de acido giberélico, verificaram que essa resposta nao
ocorreu, mas os frutos tratados com esse fitoregulador apresentaram maior tamanho e
menor suscetibilidade a lanosidade quando armazenados em AR. Neste trabalho
confirmou-se que a aplicacdo de AG; exerce efeito preventivo na ocorréncia da
lanosidade, e que, mesmo com 30 dias de AR, a expressao da PG, apds a retirada dos
frutos da camara fria, foi intensa (Figura 13), a semelhanga do que ocorreu com os
frutos armazenados em AC (Figura 12). A imunoreacdo com anticorpos anti-PE foi

intensa (Figura 13), mas, mesmo assim, preveniu-se a ocorréncia de lanosidade.
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Figura 0—12 — Imunodeccgéo de PG (A) e de PE (B), e ocorréncia de lanosidade em
péssegos armazenados por 30 dias em atmosfera refrigerada com aplicagdo de AGs,
mantidos por 0, 2, 4, 6 e 8 dias em temperarura ambiente (2312 °C).

O mecanismo de acdo do AG3z na prevengao do problema nao foi esclarecido,
mas acredita-se, de acordo com os dados prévios de Ju et al. (1999), que estimule a
divisdo celular durante a fase de crescimento, pela indu¢do equilibrada de genes de
PGs e PEs, dentre outros envolvidos na hidrélise de componentes da parede celular e
endo-esqueleto, resultando em frutos com metabolismo da parede celular mais
equilibrado apos a colheita e AR. Neste trabalho pds-se em evidéncia que a aplicagao

de AGs; resultou em elevada expressao de PE e também de PG.

DISCUSSAO

Os péssegos “Chiripd” sdo sensiveis a ocorréncia de lanosidade quando séo
armazenados em AR, por periodos superiores a 20-30 dias, resultando em frutos sem
suculéncia, 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
apos 30 dias de AR e 2 dias em condi¢cbes de comercializagdo (Figura 11). Varios
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)) tém
abordado essa tematica, buscando prevenir o disturbio, mas a(s) causa(s) exata(s) néo
foram elucidadas. A maioria dos trabalhos infere que, provavelmente, esse disturbio
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
avaliagdes da expressao de mRNAs correspondentes a essas enzimas (Liguori et al.
2004; Hayamma et al. 2006; Callahan et al. 2004) , ou pela mensuragao da atividade
enzimatica aparente. Buscando otimizar essas técnicas para péssegos “Chiripd”,
verificou-se que o estudo da expressao transcricional dos genes PG e PE ¢é dificultado
nao havendo reprodutibilidade da técnica de RT-PCR (dados nao apresentados).
Embora essa técnica seja amplamente aplicada no estudo da expresséo de genes, em
outros materiais ricos em compostos fendlicos e polissacarideos, tém sido relatadas
dificuldades para a otimizagdo dos procedimentos e reagentes (Corrent, informagéo
pessoal). Esse problema ainda n&o foi solucionado para péssego. Mesmo tendo-se
utilizados meétodos publicados (Wan and Wilkins, 1994; lkoma et al. 1996) para esse
fruto, ndo houve reprodutibilidade de resultados. Para repetigdes uma mesma amostra,
tem-se obtido resultados variados, o que vem dificultando o uso dessa estratégia. A
atividade enzimatica aparente também vem sendo criticada devido a falta de
reprodutibilidade, especialmente em frutos que apresentam disturbios fisiolégicos como
€ 0 caso de péssegos com lanosidade, nos quais o processo de extragao € dificultado.
Em funcdo dessas dificuldades, e por disporem-se de cDNAs de PG, PE e Exp de
péssegos, optou-se por produzirem-se anticorpos policlonais dirigidos contra as
respectivas proteinas. Com isso, pela primeira vez, obtiveram-se as proteinas
recombinantes PG, PE e Exp (Figuras 6, 7 e 8), e os anticorpos policlonais capazes de
reagir com essas proteinas (Figuras 9 e 10). Ao serem testados em extratos protéicos
de péssegos “Chiripa”, verificou-se que os anti-PG e anti-PE foram capazes de detectar
proteinas nessas amostras. No entanto, ndo houve reacdo com o anti-Exp,
provavelmente devido a baixa expressao de genes dessa proteina.

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 péssegos “Chiripa”

submetidos a condigbes que favorecem, ou seja, o AR (Zhou et al. 2000; Rombaldi et



66

al. 2002; ) e previnem como o AC e a aplicagdo de AG;3( Ju et al. 1999; Rombaldi et al.
2002; Nava & Brackmann, 2002; Girardi et al. 2005) a ocorréncia do disturbio em
estudo. Nesse estudo, verificou-se que o AR agiu mais fortemente na expressao da PG
do que da PE, tendo em vista que na retirada dos frutos da camara fria, ndo detectou-
se a proteina PG, mas sim a PE (Figuras 11A e 11B). E citado também que métodos
que favorecam a atividade PE sao favoraveis a ocorréncia de lanosidade ( Zhou et al.
2000; Girardi et al. 2005). Neste trabalho ndo avaliou-se a atividade enzimatica, mas
apenas a presenga da proteina, tendo-se observado que o tratamento com maior
incidéncia de lanosidade é precedido de uma maior imunoreagdo 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 2° dia apos o AR houve forte imunoreagao com os
anti-PG, o que resultou em reducdo dos percentuais de frutos com lanosidade a partir
do 4° dia. Brackmann et al. (2003) verificaram que pode haver reversibilidade da
lanosidade prolongando-se o periodo de estocagem apds o AR, mas destacam que
esse procedimento normalmente € acompanhado de elevada incidéncia de podriddes.
Para esses autores, essa reversao € mais rapida e eficiente em frutos armazenados em
AC. Isso foi reproduzido neste trabalho (Figura 12). Em péssegos “Chiripa”
armazenados em AC, a expressao da proteina PG imediatamente apds a retirada da
camara fria foi intensa e assim se manteve até o 4° dia de avaliagao (Figura 12A), com
intensidade maior do que a proteina PE (Figura 12B). Como consequéncia, 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 evolugdo das
proteinas 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 periodos de 30 dias de AC e AR e mais oito
dias em condi¢des de simulagao de comercializagao.

Péssegos “Chiripa” tratados com AG3; no estadio de crescimento correspondente
ao inicio da fase de endurecimento do carogo mostraram-se menos problematicos em

termos da ocorréncia de lanosidade (Figura 15) do que os n&o tratados (Figura 13). Na
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retirada da camara fria, em péssegos nao tratados com AG3 ndo houve detecgao de
PG, enquanto nos tratados o imunoreacgéao foi intensa. Provavelmente, e forte presenca
dessa proteina tenha equilibrado a também forte expressdo da PE nesses frutos,
prevenindo-se a ocorréncia de lanosidade. Nos péssegos nao tratados os percentuais
de frutos com lanosidade atingiram valores de até 90% (Figura 12), e nos tratados,
30%.

CONCLUSOES

Os anticorpos produzidos a partir de proteinas recombinantes correspondentes
aos cDNAs da poligalcturonase (anti-PG) e da pectiimetilesterase (anti-PE) s&o
eficientes para imudeteccao das respectivas proteinas em péssegos “Chiripa” durante a
maturagdo, e apds o armazenamento refrigerado e em atmosfera controlada.

As condi¢gdes de armazenamento de péssegos que resultam em redugdo da
expressao da proteina PG, sem interferir nos niveis de expressao de PE, favorecem a
ocorréncia de lanosidade (AR).

Os péssegos armazenados nas condigbes de AC ou submetidos a aplicagdo de

AG3; previnem a ocorréncia da lanosidade.
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CONSIDERACOES 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 redugao da PME. No artigo |
foi demonstrado que a atmosfera controlada (AC) promoveu o melhor resultado no
controle da lanosidade, enquanto que tratamentos com inibidores da agao do etileno (1-
MCP), aquecimento intermitente e presenca de etileno durante o armazenamento
mostraram pouca viabilidade quando comparados a AC. A AC apresenta-se como uma
boa alternativa no controle da formacao da lanosidade porém o reduzido tempo de
armazenamento dos péssegos e a sazonalidade com outras espécies para
entreposagem, tornam-se os custos onerosos para o produtor. Diante dessa
problematica buscou-se um tratamento que pudesse ser conciliado com a atmosfera
refrigerada (AR), comumente utilizada pelos produtores.

No artigo Il, a aplicagao de acido giberélico na fase de endurecimento do carogo
(AG3-1) mostrou-se eficiente no controle da formagéo da lanosidade, embora nao tenha
prolonado o ciclo de maturagao, o que era esperado no inicio do trabalho. Os péssegos
da cultivar “Chiripa” ndo mostraram diferengas significativas em atributos de qualidade
como acidez total titulavel, sélidos soluveis totais, coloracdo e época de colheita
diferindo-se somente quanto ao perimetro e massa dos frutos, ou seja, o tratamento
com AG3 aumentou o tamanho dos frutos. No que concerne a atividade enzimatica, a
aplicagdo de AG3; na fase de endurecimento do carogo foi capaz de induzir as duas
enzimas estudadas (PG’s e PME’s) simultaneamente. Do ponto de vista tecnolégico,
esse tratamento apresenta-se como uma boa alternativa para a prevencido da
lanosidade.

Diante desses resultados, procurou-se no artigo Ill estudar a expressdo das
proteinas correspondentes as PG, PE e Exp na formacdo e desenvolvimento da
lanosidade com a ajuda de anticorpos direcionados contra essas proteinas. Os
resultados mostraram que anticorpos anti-PG e anti-PME foram eficientes na detecgao

dessas proteinas em péssegos (exceto Exp) e que o controle da lanosidade pode estar
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ligado ao equilibrio entre PG’s e PE’s demonstrados mediante a imunodetecgdo com os
anticorpos especificos. Com a obtencdo dos anticorpos pdde-se monitorar a relagcéo
causa efeito (AG3; x Lanosidade) e os mecanismos (atividade enzimatica e detecg¢ao das
proteinas). Nesta etapa ndo foi possivel concluir-se a expressdo de mRNAs das

respectivas enzimas, tendo em vista a n&o reprodutibilidade dos resultados.
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