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Lanosidade em cultivares de péssego (Prunus persica (L.) Batsch):
estudos anatomicos e ultra-estruturais
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ABSTRACT - (Peaches (Prunus persica (L.) Batsch) woolliness: anatomical and ultrastructural studies). In order to better
understand the critical period and the cellular changes accompaniment chilling injury in peaches, two peaches cultivars were
analysed: ‘Aurora-1’ (chilling non-sensitivy) and ‘Dourado-2’ (chilling sensitivy) during storage at 3 °C followed by two days
at 25 °C (simulated commercialization). Analysis on light and electron microscope were performed. Mesocarp tissue and cell
anatomy from freshly harvest peaches were similar and presented turgid isodiametric parenchyma cells with different sizes and
conspicuous intercellular spaces. The fruit mesocarp from both cultivars were similar and almost unchanged during storage at
3°Cfor7,14,21,28 e 35 days. But, ‘Dourado-2’ fruits when transfered to 25 °C for two days after cold storage at 3 °C, showed
typical mealiness symptoms like cell walls separation leading to increased intercellular spaces and accumulation of pectic
substances in the intercellular matrix. Nuclear fragmentation and macroendocytosis process by endosome individualization
were described by the first time as related to chilling injury.
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RESUMO - (Lanosidade em cultivares de péssego (Prunus persica (L.) Batsch): estudos anatdmicos e ultra-estruturais). A fim
de detectar o periodo de manifestagdo dos sintomas de lanosidade e compreender melhor as alteragdes celulares que acompanham
a injuria causada pelo frio, foram analisados dois cultivares de péssegos: ‘Aurora-1’ (ndo sensivel ao frio) e ‘Dourado-2’
(sensivel ao frio), durante o armazenamento refrigerado a 3 °C seguido da comercializagdo simulada por dois dias a 25 °C. Foram
feitas analises aos microscopios fotonico e eletronico de transmissdo. O mesocarpo dos péssegos, no momento da colheita, foi
anatomicamente similar ¢ apresentou células parenquimaticas targidas isodiamétricas de tamanhos variaveis arranjadas com
amplos espagos intercelulares. O mesocarpo dos frutos de ambos cultivares permaneceu praticamente inalterado durante o
armazenamento a 3 °C por 7, 14, 21, 28 e 35 dias. Porém, os frutos ‘Dourado-2’ quando transferidos para a temperatura de 25 °C
por dois dias apds o armazenamento refrigerado a 3 °C apresentaram, a partir do sétimo dia, sintomas tipicos da lanosidade, ou
seja, separacdo das paredes celulares adjacentes ampliando os espagos intercelulares que se tornavam preenchidos por
substancias pécticas. A fragmentagdo nuclear e o processo de macroendocitose com a individualizagdo de endossomos foram
descritos pela primeira vez como relacionados ao dano causado pelo frio.

Palavras-chave - anatomia, armazenamento refrigerado, frutos, Prunus persica, ultra-estrutura

Introducio

Em péssegos, que tém alta perecibilidade e
comportamento climatérico, o uso da refrigeracao tem
sido preconizado como método adequado de
conservagao, estendendo dessa forma o periodo de
comercializa¢do. Porém, o uso de temperaturas baixas
durante o armazenamento pode causar distarbios ou
desordens fisioldgicas, também conhecidas como
“chilling” (Gottinari et al. 1998).

No péssego o sintoma de “chilling” é caracterizado,
principalmente, pela lanosidade (Luchsinger & Walsh
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1998). A identificacdo da lanosidade ¢ bastante
problematica uma vez que ndo ha diferengas visiveis
entre frutos sadios e frutos lanosos; os sintomas sdo
perceptiveis apenas quando o fruto ¢ aberto, ou seja, 0
problema néo ¢é constatado até que o fruto chegue ao
consumidor (Luchsinger & Walsh 1998).

A lanosidade é resultado do desbalango na atividade
de enzimas pectoliticas durante o amadurecimento,
quando ocorre aumento da atividade da PME
(pectinametilesterase), causando acumulo de substancias
pécticas com baixo grau de esterificagdo e reducdo ou
inibi¢do da atividade da PG (poligalacturonase), ndo
permitindo que essas substancias sejam degradadas e
solubilizadas (Ben-Arie & Sonego 1980, Zhou et al.
2000). Essas substancias pécticas com baixo grau de
esterificacdo tém a capacidade de se ligar a agua livre
das células, formando gel, resultando dessa forma, na
perda da suculéncia do fruto.



56 B. Appezzatto-da-Gloria ef al.: Anatomia e ultra-estrutura da lanosidade do péssego

A superacdo da lanosidade durante o
amadurecimento pode ocorrer quando os frutos sdo
transferidos para temperaturas mais altas (Von
Mollendorff et al. 1992), pois a PG reassume sua
atividade, resultando em substancias pécticas de baixo
peso molecular (Pressey & Avants 1973) que por sua
vez nao tém capacidade de formar gel. A agua ¢ liberada
dos fragmentos pécticos, aumentando a suculéncia, € o
distarbio ndo é manifestado (Ben-Arie & Sonego 1980).
Porém, existe um periodo critico, durante o
armazenamento refrigerado, acima do qual a atividade
da PG ¢ inibida de maneira irreversivel, mesmo quando
os frutos sdo transferidos para temperaturas mais altas.
Neste contexto, as analises anatomicas ao longo do
armazenamento podem ser Uteis na identificacdo do
periodo no qual os frutos comegam a exibir os sintomas
de ‘chilling’.

Anatomicamente, os sintomas de “chilling” em
péssegos se expressam através da expansdo dos
espagos intercelulares do mesocarpo, e acimulo de
substancias pécticas de alto peso molecular na matriz
intercelular (Luza et al. 1992, Brovelli et al. 1998).

A fim de detectar o periodo de manifestacdo dos
sintomas de “chilling” e compreender melhor as
alteracdes celulares que acompanham a injuria causada
pelo frio, foram analisados dois cultivares de péssegos:
‘Aurora-1’ (ndo sensivel ao frio) e ‘Dourado-2’ (sensivel
ao frio), durante o armazenamento refrigerado a 3 °C
seguido da comercializagdo simulada a 25 °C por dois
dias.

Material e métodos

O experimento foi realizado nos Departamentos de
Ciéncias Bioldgicas e Produgdo Vegetal da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”, USP, em Piracicaba-SP. Os
péssegos (Prunus persica (L.) Batsch) dos principais
cultivares plantados no Estado de Sdo Paulo: ‘Aurora-1’ e
‘Dourado-2’ foram colhidos em pomar comercial do municipio
de Holambra II-SP. No momento da colheita, os frutos foram
rigorosamente selecionados quanto ao estagio de
amadurecimento (maturidade fisioldgica), tamanho e auséncia
de defeitos. Imediatamente apos a colheita, os frutos foram
acondicionados em caixas de papeldo e transportados até o
Departamento de Producao Vegetal da ESALQ/USP.

Foi estudada a temperatura de 3 °C em cinco periodos
de armazenamento refrigerado (7, 14,21, 28 e 35 dias). Cada
parcela, com seis frutos, foi acondicionada em sacos de
polietileno perfurados e armazenada em camaras de
refrigeragdo do tipo B.O.D, marca Marconi, modelo MA 415.
Depois de retirados da camara de refrigeragdo, os frutos, ainda
embalados em sacos de polietileno, foram mantidos a 25 °C

por dois dias, com o objetivo de simular um periodo de
comercializagao.

Para a analise anatomica, amostras do mesocarpo dos
frutos foram coletadas em trés periodos: no momento da
instalagdo do experimento (controle), na retirada da camara
de refrigeragcdo e apos cada periodo de comercializagdo
simulada.

Amostras retangulares da por¢do mediana do mesocarpo
foram retiradas paralelamente ao eixo longitudinal do fruto,
na regido de maior didmetro, e mediam 5 x 5 mm no plano
transversal e 3 mm no plano longitudinal.

Para cada periodo foram avaliadas duas amostras do
mesocarpo de quatro frutos (1 fruto por parcela). As amostras
foram fixadas em solugdo contendo glutaraldeido 4%, fosfato
dipotassio 0,2 M, acido citrico monoidratado 0,1 M e 4% de
sacarose, pH 7,0 (Luza et al. 1992). Para melhor fixagdo, as
amostras foram submetidas a vacuo para retirada do ar dos
espagos intercelulares. Seguiu-se a lavagem na solucdo
tampdo utilizada na fixagdo (a temperatura ambiente) e
desidratagdo em série etilica, com a adi¢do de 4% de sacarose
até alcool 50%. A adi¢do de sacarose ao fixador e ao alcool é
realizada para que a concentrag@o osmética dessas solugdes
se aproxime aquela do tecido, uma vez que, por ser constituido
de células altamente vacuoladas, este é bastante sensivel a
plasmolise.

As amostras desidratadas foram infiltradas com resina
glicol metacrilato, seccionadas transversalmente com 5 pm
de espessura, coradas com azul de toluidina 0,05% em tamp@o
fosfato e acido citrico (Sakai 1973) e montadas em resina
sintética “Entellan”.

A andlise ultra-estrutural foi conduzida apenas nos
frutos ‘Dourado-2’, mantidos por 35 dias em camara de
refrigeragdo seguidos por dois dias a 25 °C (comercializagdo
simulada). As amostras foram fixadas conforme descrito acima,
pos-fixadas em tetroxido de dsmio 1% preparado em tampao
fosfato 0,1 M, pH 7.3, desidratadas em série etilica e incluidas
em Araldite (Silva & Machado 1999). As secgdes ultrafinas
foram contrastadas com acetato de uranila (Watson 1958) ¢
citrato de chumbo (Reynolds 1963) e examinadas em
microscopio eletronico de transmissdo Philips TEM 100
operado a 80 kV.

Resultados e Discussao

O mesocarpo dos frutos de ‘Aurora-1’ e
‘Dourado-2’, no momento da colheita (controle),
apresentam células parenquimaticas isodiamétricas de
tamanhos distintos, turgidas e de arranjado laxo. Entre
as células parenquimadticas ocorrem feixes vasculares.
O mesocarpo dos frutos ‘Aurora-1° e¢ ‘Dourado-2’
armazenados por 14, 21, 28 e 35 dias ¢ muito semelhante
ao controle, permanecendo praticamente inalterado
durante o armazenamento a 3 °C (figura 1). Esse
resultado indica que o metabolismo do fruto ndo sofre
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alteracdes durante o periodo de armazenamento
refrigerado e o sintoma de lanosidade ndo ¢ observado.

Quando os frutos ‘Dourado-2’ sdo transferidos para
temperaturas de 25 °C por dois dias apds a remocao do
armazenamento refrigerado a 3 °C (comercializagdo
simulada), é possivel identificar alguns sintomas tipicos
da lanosidade. Nos frutos armazenados por 7 +2, 14 + 2
e 21 + 2 dias sdo observados acumulos de substancias
pécticas nos espagos intercelulares e no interior das
células parenquimaticas proximas aos feixes vasculares
(figura 2).

Em frutos ‘Dourado-2’ conservados por 28 + 2 dias
esse acumulo ndo se mantém restrito as regides
proximas aos feixes, sendo observado por todo o
mesocarpo. Algumas células parenquimaticas
apresentam paredes muito sinuosas e/ou separacao das
paredes celulares adjacentes, ampliando os espacgos
intercelulares que sdo preenchidos por substancias
pécticas (figura 3). Aos 35 + 2 dias, o deposito de
substancias pécticas nos espagos intercelulares e no
interior das células parenquimaticas se intensifica por
todo o mesocarpo.

Nas células do mesocarpo de frutos ‘Dourado-2’
observa-se a fragmentagao nuclear, a qual se intensifica
durante a comercializagdo simulada apos 28 e 35 dias
de armazenamento a 3 °C (figura 4).

Uma vez que os sintomas de lanosidade apenas
sdo observados em frutos de ‘Dourado-2’, armazenados
por 7, 14,21, 28 e 35 dias seguidos da comercializacao
simulada, a fragmentacdo nuclear pode ser
conseqiiéncia da exposicao do fruto ao frio e, portanto,
agravada pelo “chilling”. A auséncia de lanosidade na
cultivar ‘Aurora-1’, que apresenta fragmentacao nuclear
menos acentuada na comercializagdo simulada, refor¢a
esta observacao.

O mesocarpo dos frutos ‘Aurora-1’, na
comercializa¢do simulada, apresenta as mesmas
caracteristicas anatomicas verificadas durante o
armazenamento refrigerado a 3 °C, ndo sendo observado
acumulo de substancias pécticas no interior das células
e nos espagos intercelulares e nem a separacao da
parede de células adjacentes, tipicos sintomas de
lanosidade exibidos pelos frutos ‘Dourado-2’.

Luza et al. (1992) e Brovelli et al. (1998), estudando
as alteragOes anatdmicas em cultivares de péssegos com
lanosidade, verificaram os mesmos tipos de alteragdes.
Segundo esses autores, o mesocarpo dos frutos
apresenta células de contorno irregular e perda da
adesdo entre paredes de células adjacentes levando a
expansdo dos espagos intercelulares que se tornam
preenchidos por substancias pécticas.

A analise ultra-estrutural do mesocarpo, de frutos
‘Dourado-2’ mantidos durante 35 dias a 3 °C seguidos
de dois dias de comercializagdo simulada,
complementou varias observagdes realizadas na
microscopia fotonica. Entre elas, a presenca de varias
células com a carioteca desintegrada e o nucleo
fragmentado (figura 6), ao lado de outras células com a
carioteca e nucleo integro (figura 5). A fragmentacdo
nuclear ainda ndo havia sido descrita como uma
caracteristica associada ao dano causado pelo frio,
embora sua ocorréncia seja freqiientemente associada
a senescéncia celular (Bhattacharya et al. 1996).

As alteragdes na parede celular nos frutos
‘Dourado-2’ sdo iniciadas pela dissolucdo da lamela
mediana (figura 7) e separagdo das células adjacentes
ampliando o espaco entre as mesmas; as paredes de
células separadas muitas vezes apresentam sinuosidades
(figura 8). Luza ef al. (1992) também observaram que
a exposicao dos frutos de péssegos ‘Fairtime’, ‘O’Henri’
e ‘Autumn Gem’ a baixas temperaturas provocam 0s
sintomas de lanosidade (‘mealiness’), ou seja, a
dissolugdo da lamela mediana, sinuosidades na parede
primaria e plasmolise de células do mesocarpo;
entretanto, plasmolise ndo foi observada no material do
presente estudo. Os autores distinguem ‘mealiness’ e
‘leatheriness’. Os frutos com ‘leatheriness’ apresentam
textura coridcea e as alteracdes sdo mais drasticas
quanto a sinuosidade das paredes, proporcionando um
aspecto colapsado as células e o espessamento irregular
da parede primaria. Talvez o espessamento, referido
por Luza et al. (1992), seja em decorréncia do arranjo
frouxo das fibrilas de celulose em fun¢@o do processo
de desestruturagdo da parede e nio da sintese de novos
materiais parietais como descrevem os autores. Uma
outra alteragdo parietal, verificada em péssegos
‘Dourado-2’ e ndo relatada por Luza et al. (1992), foia
gradual desintegragdo da estrutura fibrilar nas por¢des
mais externas da parede subjacente a lamela mediana
e que, também, leva a formacao de espacos (figura 8),
embora as por¢des mais internas da parede mantenham
seu arranjo prévio. Também King et al. (1989),
estudando frutos de nectarina ‘Fantasia’, sugerem que
a lanosidade estd associada a separagdo da lamela
mediana sem uma degradagdo extensiva da parede
celular. Processo similar foi descrito por Ben-Arie &
Kislev (1979), para frutos de maga e péra, durante o
amadurecimento. Segundo os autores, a persisténcia dos
plasmodesmos na parede celular durante todo o processo
de amadurecimento similar a de certas organelas,
principalmente mitocondrias, que persistem em tecidos
de frutos senescentes, pode estar relacionada ao elevado
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Figuras 1-4. Sec¢des transversais do mesocarpo de péssego ‘Dourado-2’ apés diferentes dias de armazenamento a 3 °C
(figura 1) e mais dois dias de comercializagdo simulada a 25 ° C (figuras 2-4). 1. Apds 35 dias, as células do mesocarpo ndo
apresentam sintomas de lanosidade. 2. Apos 14 dias, ocorre o depdsito de substancias pécticas nos espacos intercelulares
(seta maior) e no interior das células parenquimaticas (seta menor). 3. Apds 28 dias, as células do mesocarpo exibem afastamento
de paredes de células adjacentes, acimulo de substancias pécticas nos espagos intercelulares (seta menor), € o contorno
irregular das células (seta maior). 4. Apos 35 dias, algumas células do mesocarpo exibem nucleo integro (seta maior) e outras
fragmentag@o nuclear (seta menor). Barras =74 um (1, 2); 37um (3); 19 um (4).

Figures 1-4. Transections of ‘Dourado-2’ peaches mesocarp after different days of storage at 3 °C (figure 1) more two days at
25 °C of simulated commercialization (figures 2-4). 1. After 35 days, the mesocarp cells did not present woolliness symptoms. 2.
After 14 days, the mesocarp exhibited pectin accumulation into intercellular spaces (bigger arrow) and parenchyma cells
(smaller arrow). 3. After 28 days, the mesocarp exhibited separation of cell walls, pectin accumulation into intercellular spaces
(smaller arrow) and sinuous cell walls (bigger arrow). 4. After 35 days, some mesocarp cells exhibited intact nucleus (bigger
arrow) or nuclear fragmentation (smaller arrow). Bars =74 pm (1, 2); 37um (3); 19 pm (4).
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metabolismo das células. Tais caracteristicas sdo
observadas, também, nos frutos analisados nesse estudo
(figuras 9, 10).

Outra caracteristica marcante, observada nos
frutos de péssegos ‘Dourado-2’, é a extensiva

invaginagdo da membrana plasmatica e a presenca de
substancias parietais residuais no interior dessas
invaginagdes (figuras 10, 12). Em algumas células foi
possivel verificar estruturas vesiculares dispersas no
citoplasma e no interior do vacuolo (figura 11) contendo

Figuras 5-8. Eléctron-micrografias de células do mesocarpo de péssego ‘Dourado-2’ ap6s 35 dias a 3 © C, seguido de dois dias
de comercializagao simulada a 25 °C. 5. Nucleo (N) e nucléolo (Nu) integros; formagao de espagos intercelulares (¢); envelope
nuclear desintegrado (C). 6. Detalhe do envelope nuclear (C) desintegrado. 7. Dissolu¢do da lamela mediana (Lm) entre as
paredes de células adjacentes levando a formacao de espagos intercelulares. 8. Desestruturagao das fibrilas na por¢ao mais
externa da parede primaria (*), dissolu¢do da lamela mediana (Lm) e sinuosidades da parede (setas). Barras = 0,12 pm (5);

0,02 um (6); 0,03 um (7); 0,04pm (8).

Figures 5-8. Electron micrographs of ‘Dourado-2’ peaches mesocarp after 35 days of storage at 3 °C more two days at 25 °C of
simulated commercialization. 5. Intact nucleus (N) and nucleolus (Nu); separation of the cell walls leading to intercellular space
(e) formation; nuclear membrane fragmentation (C). 6. Detail of nuclear membrane fragmentation (C). 7. Middle lamella dissolution
(Lm) in neighboring cell walls and intercellular spaces formation. 8. Microfibrils disorganization in the outer portion of the
primary wall (*), middle lamella dissolution (Lm) and sinuous cell wall (arrows). Bars = 0.12 pm (5); 0.02 pm (6); 0.03 um (7);

0.04um (8).
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tais substancias. Batisse ef al. (1996) descrevem um formagdo de ‘vesiculas’ no espaco parietal como os
processo similar em frutos de cereja durante o autores ilustram em cereja. Porém, nos frutos
amadurecimento e o denominam de macroendocitose. estudados, a presenga de vesiculas (endossomos) de
A diferenca entre os dois processos esta no fato de diferentes tamanhos no citoplasma e no vacuolo,
que, em péssegos ‘Dourado-2’, ndo se observa a  contendo substancia parietal, pode estar relacionada a

Figuras 9-12. Elétron-micrografias de células do mesocarpo de péssego ‘Dourado-2’ apos diferentes dias de armazenamento a
3 °C seguido de 2 dias de comercializagao simulada a 25 °C. 9. Presenga de plasmodesmos (pl) nas paredes (Pc) de células
adjacentes e de endossomos (E). 10. Dissolugdo da lamela mediana entre as paredes (Pc) de células adjacentes levando a
formagdo de espagos intercelulares (e), presenca de mitocondria (mt) e invaginagdes (setas) da membrana plasmatica preenchidas
com material parietal (m). 11. Presenga de endossomos (E) no citoplasma e no interior do vacuolo (V). 12. Invaginagao (setas)
da membrana plasmatica (Mp) e presenca de material parietal (m). Barras = 0,04 um (9); 0,06 um (10); 0,02 pm (11); 0,03 pm (12).

Figures 9-12. Electron micrographs of ‘Dourado-2’ peaches mesocarp after different days of storage at 3 °C more two days at
25 °C of simulated commercialization. 9. Plasmodesmata (pl) between neighboring cell wall (Pc) and endosome (E). 10. Middle
lamella dissolution in neighboring cell walls (Pc) leading to intercellular spaces formation (e), mitochondrion (mt) and plasma
membrane invaginations (arrows) filled with wall substances (m). 11. Endosomes (E) in the cytoplasm and into vacuole (V).12.
Presence of wall substances (m) into plasma membrane (Mp) invagination (arrows). Bars = 0.04 um (9); 0.06 um (10); 0.02 pm
(11);0.03 pm (12).
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eliminacdo dos produtos residuais originarios da
modifica¢ao parietal, como sugerido por Batisse et al.
(1996) em frutos de cereja. A presenca de endossomos,
contendo material parietal no interior de vacuolos,
sugere que esteja ocorrendo um processo de
reabsorcdo destes materiais, levando a superacdo da
lanosidade quando os frutos de pé€ssegos ‘Dourado 2’
sdo transferidos para temperaturas mais elevadas.

O processo de macroendocitose, com a
individualizacdo de endossomos contendo substancias
parietais, confirma as observacodes realizadas ao
microscopio fotdnico de que as substancias pécticas
estdo realmente no interior das células exibindo sintoma
de “chilling”.
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