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1. Introdução 
 
      O Rio Grande do Sul se destaca por ser um grande produtor de pêssegos e, com 
a crescente expansão do cultivo para consumo in natura, a oferta do produto vem 
aumentando de forma significativa. 

Para aumentar sua conservabilidade, visando o abastecimento do mercado por 
um período maior, utiliza-se o armazenamento refrigerado como principal método de 
conservação desse produto, diminuindo o seu metabolismo e a sua rápida 
deterioração. Entretanto, em armazenamentos mais prolongados, a perda de firmeza 
de polpa, a ocorrência de distúrbios fisiológicos e a incidência de podridões são os 
principais problemas que ocorrem durante a frigoconservação (BRACKMANN et al., 
2003). Uma das principais causas do processo de amaciamento dos frutos é a 
degradação de polissacarídeos pectínicos, que ocorre tanto no processo de 
amadurecimento como no armazenamento de frutas (CHITARRA & CHITARRA, 
1990). Na modificação da textura de frutas dois principais processos estão 
envolvidos, sendo a ação devida à poligalacturonase (PG) e à pectinametilesterase 
(PME) (ANTON et al., 2002). 

Na condução de experimentos moleculares, é importante a etapa de calibração 
de insumos das reações de amplificação de transcritos, neste caso, 
oligonucleotídeos relacionados à expressão do gene PME (pectinametilesterase) em 
pêssegos. Este trabalho teve como objetivo calibrar a técnica de RT-PCR para os 
oligonucleotídeos, referentes à PME: 5’CATAATCCATTGCCTGCTGG3’ Sense e 
5’CCAGTGCCATCTTGAGCTACA3’ Anti-sense. 
 
2. Materiais e métodos 

 
O trabalho foi realizado no Laboratório de Biotecnologia de Alimentos (Biotecnal) 

- Departamento de Ciência e Tecnologia Agroindustrial (DCTA) da Faculdade de 
Agronomia “Eliseu Maciel” (FAEM), Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Foram 
utilizados pêssegos (Prunus persica L.), cv. Chiripá, em estádio de maturação 
comercial, provenientes do mercado local.  

A extração de DNA foi realizada através do método CTAB, que se fundamenta 
na utilização do detergente brometo de cetiltrimetilamônio (DOYLE e DOYLE, 1987). 
A verificação do rendimento da extração, da pureza e da integridade das moléculas 
de DNA foi observada com migração eletroforética em gel de agarose 1%, corado 
com brometo de etídio e visualizado em transiluminador-UV. Estes extratos foram 
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submetidos à PCR para amplificação do gene da PME, onde, após vários testes foi 
realizada: desnaturação inicial 95°C/4:30min.; 35 c iclos [95°C/1:30 min.; 52°C/1:30 
min.; 72°C/1:30  min.] e extensão final 72°C/10 min. O produto da am plificação foi 
migrado em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio e visualizado em 
transiluminador-UV. Após esta etapa, extraíram-se RNAs, do mesmo material 
vegetal. Para cada extração de RNA total, foram pesadas 100 mg de amostra (polpa 
de pêssego), previamente macerada em nitrogênio líquido com auxílio de gral e 
pistilo, em um microtubo estéril tipo Eppendorf®, pelo método ConcertTM Plant RNA 
Reagent (Invitrogen®). Após, procedeu-se a técnica de RT-PCR, que consiste na 
conjugação das técnicas de síntese de cDNA (uso da enzima transcriptase reversa) 
e de PCR (uso da enzima Taq DNA polimerase). Para a síntese de cDNA (fita 
simples) foi utilizado o kit comercial SuperScript_ First-Strand System for RT-PCR 
(Invitrogen®). A reação foi realizada no aparelho termociclador MJ Research PTC-
100™. O processo de PCR consistiu em: desnaturação 95°C/ 1:50min.; 35 ciclos 
[95°C/1:10 min.; 53°C/1 min.; 72°C/1:45 min.] e ext ensão final 72°C/10 min. O 
resultado das amplificações foi visualizado em gel de agarose a 1,2%, corado com 
brometo de etídeo, em transiluminador-UV utilizando-se como marcador, 100bp DNA 
Ladder (Invitrogen®). 
 
3. Resultados e discussão 
      

O produto da amplificação de DNA com nucleotídeos da PME foi submetido à 
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio e visualizado em 
transiluminador-UV, onde os fragmentos foram de aproximadamente 2000pb, para 
amplificações de DNA, conforme figura 1. Tais resultados demonstram que esta 
técnica, para DNA, está calibrada, podendo ser utilizada para os ensaios para RNA. 
Laratta et al. (2008), também obtiveram resultados positivos utilizando o mesmo 
número de ciclos na PCR e tempos e temperaturas semelhantes, em amplificações 
de DNA para oligonucleotídeos da PME, em bergamotas (Citrus bergamia R.).  
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Figura 1: Amplificação por PCR utilizando oligonucleotídeos para PME dos DNAs obtidos de RNAs 
totais (RT-PCR) de pêssego. M: Marcador λ DNA/Hind III Fragments; A e B: amplificações de PME; C 
e D: controle positivo (18S). 
 
O produto da amplificação de PME e 18S (controle positivo), realizado a partir dos 
cDNAs obtidos dos extratos de RNA,  foi submetido à eletroforese em gel de 
agarose 1%, corado com brometo de etídio e visualizado em transiluminador-UV, 
onde os fragmentos foram de aproximadamente 500pb e 300pb, respectivamente 
(Figura 2).  
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Figura 2: Amplificação por PCR utilizando oligonucleotídeos para PME, dos cDNAs obtidos de RNAs 
totais (RT-PCR) de pêssego. M: Marcador 100bp DNA Ladder; A e B: amplificações de PME; C e D: 
controle positivo (18S).                                        
 
     
 
 
4. Conclusão 
 

Os resultados obtidos permitiram considerar calibradas as reações para uso nos 
ensaios de RT-PCR em estudos de expressão transcricional da PME, para a 
continuidade dos trabalhos de pesquisa dentro da expressão deste gene em frutos. 
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