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RESUMO

O camu-camu ocorre espontaneamente em toda a bacia amazodnica de solos férteis a
paupérrimos. Possui uma ampla plasticidade adaptativa. E uma frutifera em incipiente
processo de domesticacdo e adaptacdo a terra firme. Possui largo potencial econdémico.
Auxilia na economia dos habitantes rurais, seu cultivo contribui para amenizar as perdas
econdmicas ocorridas em funcdo das inundagBes. E conhecido como o fruto mais rico em
vitamina C. Frutos de plantas nativas apresentam desuniformidades nos aspectos vegetativos e
reprodutivos. Variacbes morfométricas sdo indicadoras importantes da variabilidade genética
exploradas em programas de melhoramento genético. A biometria € um importante
instrumento para detectar variacdo genética de populagdes de uma mesma espécie e as
relacbes entre esta variabilidade e os fatores ambientais. A descricdo dos aspectos
morfolégicos de sementes e plantulas € essencial, pois podem auxiliar no manejo,
conservacao e no desenvolvimento de técnicas eficientes para a producdo de mudas. Para as
Myrtaceae os estudos anatbmicos e histoquimicos tém sido realizados com alguma énfase
para culturas de importancia econdémica. Neste contexto objetivou-se descrever frutos, as
estruturas presentes nas etapas do desenvolvimento pds-seminal e as plantulas, descrever a
anatomia e identificar o principal composto de armazenamento das sementes, além de avaliar
a qualidade fisica e fisiologica das sementes em clones do Banco Ativo de Germoplasma de
camucamuzeiro da Embrapa Amazonia Oriental. Foram avaliados cinco clones de
camucamuzeiro quanto as caracteristicas morfoldgicas, biométricas, anatdmicas e
histoquimicas. O fruto € uma baga globosa, simples, carnosa. As sementes Ssdo
exalbuminosas, apresentam cotilédones carnosos, crassos, soldados, reniformes, o embrido é
eugenoide, com poliembridnia. Micropila, rafe e lente sdo imperceptiveis. Germinacdo
criptocotiledonar hipégea. A plantula possui sistema radicular pivotante, hipocotilo
indiferenciado, epicétilo cilindrico e alongado. Os eofilos sdo simples, opostos ou em menor
frequéncia verticilados. O tegumento externo apresenta epiderme composta por uma camada
de células de formato tabular, ricas em contetdo fendlico, pectinas, alcaldides e terpenos. Os
cotilédones possuem epiderme unisseriada e parénquima formado por células poliédricas com
uma grande concentracdo de grdos de amido e feixes vasculares dispersos, apresenta
alcalGides, idioblastos com conteudo fendlico, lipidio e proteinas. O eixo embrionério possui
protoderme com células cubdides, justapostas, paredes delgadas e com nucleo conspicuo.
Existe ampla variabilidade biometrica entre os clones estudados configurando assim um
elevado poténcial genético. Os metabolitos secundarios presentes na espécie estdo localizados
principalmento no tegumento. Essa informacéo pode auxilar no isolamento dessas substancias
para estudos posteriores.

Palavras chave: Amazbnia. Histoquimica. Melhoramento genético. Morfoanatomia de
sementes. Metabdlitos secundérios. Variabilidade fenotipica.



ABSTRACT

Camu-camu occurs spontaneously throughout the Amazon Basin from fertile to poor soil. It
has a wide adaptive plasticity. It is a fruitful in incipient process of domestication and
adaptation to terra firma. It has a large economic potential. It assists in the economy of the
rural inhabitants, its cultivation contributes to ameliorate the economic losses occurred due to
the floods. It is known as the fruit richest in vitamin C. Fruits of native plants present
disparities in vegetative and reproductive aspects. Morphometric variations are important
indicators of genetic variability exploited in breeding programs. Biometrics is an important
tool to detect genetic variation of populations of the same species and the relationships
between this variability and environmental factors. The description of the morphological
aspects of seeds and seedlings is essential, since they can help in the management,
conservation and development of efficient techniques for the production of seedlings. For
Myrtaceae, anatomical and histochemical studies have been performed with some emphasis
on economically important cultures. The aim of this study was to describe fruits, the
structures present in the stages of post-seminal development and seedlings, to describe the
anatomy and to identify the main seed storage compound, as well as to evaluate the physical
and physiological quality of the seeds in clones of Banco Ativo of Germplasm of
Camucamuzeiro of Embrapa Amazoénia Oriental. Five clones of camucamuzeiro were
evaluated for morphological, biometric, anatomical and histochemical characteristics. The
fruit is a globose, simple, fleshy berry. The seeds are exalbuminous, have fleshy cotyledons,
crassos, soldiers, reniformes, the embryo is eugenoid, with polyembryony. Micropyle, raphe
and lens are imperceptible. Germination cryptocoledonar hypogea. The seedling has a
pivoting radicular system, undifferentiated hypocotyl, cylindrical and elongated epicotyl. The
eofilos are simple, opposite or less frequently verticillate. The outer tegument presents
epidermis composed of a layer of cells of tabular format, rich in phenolic content, pectins,
alkaloids and terpenes. The cotyledons have uniseriate epidermis and parenchyma formed by
polyhedral cells with a high concentration of starch grains and dispersed vascular bundles,
presents alkaloids, idioblasts with phenolic content, lipids and proteins. The embryonic axis
has a protoderm with cuboid cells, juxtaposed, thin walls and conspicuous nuclei. There is
ample biometric variability among the studied clones thus configuring a high genetic
potential. The secondary methabilites present in the species are located principally in the
integument. This information can aid in the isolation of these substances for further studies.

Keywords: Amazon. Histochemistry. Genetical enhancement. Seed morphoanatomy.
Secondary metabolites. Phenotypic variability.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Na regido amazoénica existem numerosas espécies de plantas com potencial econémico,
dentre as quais, Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (NASCIMENTO et al., 2013). E
considerada uma espécie que pertence a biodiversidade amazodnica que transcendeu 0 uso
local e entrou em um nicho do mercado internacional com implicagdes de diversa natureza,
principalmente devido & preferéncia por produtos naturais (IIAP, 2001). Nas regides
produtoras sua comercializacdo é feita em pequena escala nas feiras, em grande parte na
forma de polpa congelada (YUYAMA, 2011). No entanto, também esta sendo introduzida nos
mercados globais. Sua polpa pode ser encontrada em paises da Europa e nos EUA, na forma
liofilizada e congelada (ITAURAN et al., 2002).

M. dubia € originario da regido amazonica, ocorre nas margens de rios e lagos em toda
bacia amazonica. E distribuido na regifo central do Para ao médio alto Rio Amazonas até a
parte ocidental do Peru (ITAURAM et al., 2002). O camucamuzeiro ocorre em solos férteis
das varzeas até em solos paupérrimos de praias de areia branca. Possui uma ampla
plasticidade de adaptacdo as diferentes regides, devido a isso, existe uma ampla variabilidade
genética nas plantas (YUYAMA, 2011). E mais conhecido como camu-camu em Varios
paises, embora também seja conhecido como camo-camo no Perd, cagari e araca-d’agua no
Brasil, guayabito e limoncillo na Venezuela e miti na Colombia (RODRIGUES et al., 2001,
DOSTERT et al., 2009).

O camu-camu tem um valor inestiméavel para a economia dos habitantes rurais, seu
cultivo contribui para amenizar as perdas econdmicas durante as inundacdes, pois seus frutos
amadurecem no periodo de enchente dos rios, neste os pescadores ficam sem trabalho e
utilizam suas embarcacOes para a coleta dos frutos e venda nas fabricas de polpas. Por ser
uma cultura perene 0 camucamuzeiro oferece menos riscos para agricultores e ribeirinhos,
pois 0s mesmos deixam de trabalhar com culturas temporéarias (I1AP, 2001, YUYAMA,
2011). O fruto é uma fonte de alimento pra muitas espécies de peixes e populacdes
ribeirinhas, que utilizam diversas partes da planta para preparos medicinais como licores e
infusdes para reumatismo, diarreia, dor de cabeca, febre entre outros (IIAP, 2001, MACO,
2002).

Myrciaria dubia € conhecida como o fruto mais rico em vitamina C, que varia de 800 a
6.100mg/100g de polpa, possui uma alta estabilidade, isto €, tem baixa taxa de deterioracdo
do &cido ascorbico (YUYAMA, 2011). Além disso, € uma boa fonte de potassio, ferro, calcio
e fosforo (ZAPATA; DUFOUR, 1993). Possui diferentes compostos bioativos como
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compostos fenodlicos e carotenoides. Também é considerado coadjuvante na eliminacdo de
radicais livres, proporcionando retardamento no envelhecimento. Constitui matéria-prima
para a industria de cosméticos, quimica, farmacologica, conservante de alimentos e
elaboracdo de bebidas gasosas (VILLACHICA, 1996, CORREA, 2000, AKTER et al., 2011).

No Brasil, ainda h& caréncia de pesquisas que proporcionem o conhecimento das
espécies nativas, principalmente em estadios iniciais de desenvolvimento (LEONHARDT et
al., 2008). M. dubia esta inserida neste contexto, pois seus aspectos basicos da biologia sdo
desconhecidos ou pouco estudados (BARDALES et al., 2014).

Para Myrtaceae, 0s estudos anatémicos e histoquimicos tém sido realizado com alguma
énfase para culturas de importancia econdmica (JUSTO et al., 2007). A analise anatdmica
certamente permite uma investigacdo ainda mais aprofundada das espécies e a histoquimica
tem o objetivo de localizar in situ os principais grupos quimicos e determinar a natureza das
substancias presentes nos tecidos e sua localizagcdo (FIGUEIREDO et al., 2007, GOGOSZ et
al., 2010). Em sementes sdo relevantes para a compreensdo de varios fendmenos ligados ao
comportamento das espécies, fundamentais no conhecimento dos processos fisioldgicos das
plantas (GARCIA et al., 2006). No entanto, para 0 camu-camu essas analises ainda sao
insatisfatoriamente estudadas.

Frutos de espécies nativas, apresentam desuniformidades nos aspectos vegetativos e
reprodutivos, por isso, precisam ser estudados para que sejam instituidos critérios de selecdo
morfoldgico e biométrico como cor, tamanho e espessura (BORGES et al., 2010). Varia¢oes
de morfologia e biometria sdo indicadores importantes da variabilidade genética para serem
exploradas em programas de melhoramento genético (CLEMENT, 2001).

Marques et al. (2012), ressaltaram que o camu-camu € uma espécie frutifera nativa de
areas de varzea da Amazoénia, em incipiente processo de domesticacdo e adaptacdo a terra
firme. Os mesmos afirmam que o uso de metodologias eficientes que colaborem para a
eficacia da selegdo é fundamental, por constituirem pontos fundamentais ao desenvolvimento
de programas de melhoramento genético, possibilitando a recomendacdo de cultivares de
camucamuzeiro com grande potencial genético para producdo e com frutos de caracteristicas
agrondmicas desejaveis.

A biometria de frutos e sementes sdo importantes instrumentos para detectar variacdo
genética de populacbes de uma mesma especie e as relagdes entre esta variabilidade e os
fatores ambientais (GONCALVES et al., 2013). A descrigdo dos aspectos morfologicos de
sementes e plantulas sdo essenciais, pois podem auxiliar nos estudos de regeneracdo natural

do ciclo vegetativo, manejo, conservacdo e até mesmo no desenvolvimento de técnicas



14

eficientes na producgdo de mudas (BATISTA et al., 2011). O uso de sementes de qualidade é
de grande importancia para a propagacdo e producdo de mudas, e o teste de germinacdo é o
principal pardmetro de avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes (MARTINS et al.,
2008).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi caracterizar a morfologia dos frutos,
sementes, estruturas presentes nas etapas do desenvolvimento pos-seminal e plantulas, bem
como descrever a anatomia e identificar a principal substancia de reserva das sementes, além
de avaliar a qualidade fisica e fisiologica das sementes em clones do Banco Ativo de

Germoplasma de camucamuzeiro da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, Para.
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A dissertagdo esté estruturada em: 1. Contextualizagdo com revisdo da literatura;

2. Artigo 1 “Camu-camu: morfometria do fruto, da semente e 0 vigor”, abrange
dados morfométricos e teste de vigor. Desenvolvido com o objetivo de avaliar a qualidade
fisica e fisiologicas das sementes de cinco clones de camu-camu, para submissdo a Revista

Pesquisa Agropecudria Brasileira - PAB.

3. Artigo 2 “Anatomia e histoquimica de sementes de camu-camu”, uma vez que sao
escassos 0s estudos anatdmicos e histoquimicos de sementes de camu-camu, cuja principal
composicado quimica da semente ndo esta satisfatoriamente estudada, para submisséo a revista
Acta Amazonica.

4. Consideracdes finais.

A formatacdo dos artigos seguem as normas das revistas selecionadas, no entanto,
numeracdes e margens das paginas estdo padronizadas de acordo com as normas de
elaboracdo da dissertacdo do Programa de P6s-Graduacdo da Universidade Federal Rural da
Amazonia.

Para efeito de delimitacdo do tema o primeiro artigo apresenta uma abordagem voltada
para a morfologia de estruturas vegetativas e o segundo trata sobre anatomia e histoquimica

de sementes.
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Camu-camu: morfometria do fruto, semente e o vigor
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Resumo - Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (Myrtaceae) é nativa da Amazonia, considerado
o superfruto utilizado pela inddstria farmacéutica e cosmética por ser fonte reconhecida de
vitamina C. Objetivou-se descrever frutos, sementes, estruturas presentes nas etapas do
desenvolvimento pés-seminal e pléantulas, além de avaliar a qualidade fisica e fisioldgica das
sementes de cinco clones de camucamuzeiro do Banco Ativo de Germoplasma, da Embrapa
Amazonia Oriental - Belém - Pard, utilizando literatura e técnicas usuais para a selecdo de
clones com caracteristicas desejaveis para cruzamentos, visando a producdo de frutos com
maior rendimento de polpa. O fruto é uma baga globosa, simples, carnosa, indeiscente e
polispérmica. Sementes exalbuminosas, estenospérmicas, reniformes, poliembridnicas.
Micropila, rafe e lente sdo imperceptiveis. Embrido eugendide. Cotilédones carnosos, crassos,
volumosos, soldados. Germinacdo criptocotiledonar hipégea. A plantula possui sistema
radicular pivotante, raiz principal axial cilindrica, levemente sinuosa, sub-herbacea,
amarelada, crassa, glabra. O hipocotilo indiferenciado a pouco evidenciado. O epicétilo €

cilindrico, alongado, reto, herbaceo, estriado. Os eofilos sdo simples, opostos ou em menor
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frequéncia verticilados. Existe ampla variabilidade biométrica entre os clones avaliados com
elevado potencial genéticos. A espécie ndo apresenta plasticidade morfologica.
Termos para indexacdo: Amazodnia, biometria da germinacdo, melhoramento genético,
Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh, selecéo

Camu-camu: morphometry of fruit, seed and force

Abstract - Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (Myrtaceae) is native to the Amazon,
considered the superfruit used by the pharmaceutical and cosmetics industry as a recognized
source of vitamin C. The most relevant characters are related to fruit production with higher
pulp yield. The objective of this study was to describe fruits, seeds, structures present in the
post-seminal development stages and seedlings, as well as to evaluate the physical and
physiological quality of the seeds of five clones of camu-camu of the Active Germplasm
Bank, Embrapa Amazé6nia Oriental - Belém - Para, using literature and usual techniques to
select clones with characteristics desirable for crosses. The fruit is a globose berry, simple,
fleshy, indiscriminate and polyspermic. Seeds exalbuminous, stenospermic, reniform,
polyembryonic. Micropyle, raphe and lens are imperceptible. Embryo eugenode. Fleshy
cotyledons, crass, bulky, welded. Germination cryptocoledonar hypogea. The seedling has a
pivotal root system, axial main cylindrical, slightly sinuous, sub-herbaceous, yellowish,
crassa, glabrous. The undifferentiated hypocotyl is poorly evidenced. The epicotyl is
cylindrical, elongated, straight, herbaceous, striated. The eofilos are simple, opposite or less
frequently verticillate. There is broad biometric variability among clones evaluated with high
genetic potency. The species does not exhibit morphological plasticity.

Index terms: Amazonia, germination biometry, genetic improvement, Myrciaria dubia,
selection, phenotypic variability
Introducéo
Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (camu-camu), pertencente a familia Myrtaceae, é
nativa nas varzeas e margens dos rios e lagos da Amazonia peruana e brasileira, onde se
encontra amplamente distribuida (Riva Ruiz, 1994). Apesar de pouco conhecido pela maioria
da populacdo brasileira, o fruto possui elevada concentracdo de &cido ascorbico com cerca de

6.000 mg para 100 gramas de polpa de fruto (Yuyama, 2002). Este fato tem despertado
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interesse de diversos setores industrias por constituir matéria-prima para a industria de
farmacos, cosméticos, conservantes naturais e produtos alimenticios como suco concentrado,
geléia, bebidas gasosas, sorvetes, vinhos, além da sua utilizacdo na area de corantes naturais
em funcdo da pigmentacdo (antocianina) encontrada em grandes concentracfes no seu
epicarpo (Correa, 2000; Yuyama, 2002).

O camucamuzeiro € uma espécie considerada ndo domesticada, pois a producdo de seus
frutos ainda é na maioria extrativista e utilizada apenas por populacdes indigenas e ribeirinhas
no Peru e Brasil, isto €, a partir de plantas crescendo naturalmente nas margens dos rios e
lagos ou cultivado em pequenas areas de terra firme principalmente no Peru (Salvador Rojas
etal., 2011).

Os frutos de camu-camu sdo excelentes fontes de diferentes bioativos compostos como
vitamina C, compostos fendlicos e carotenoides, apresentam alta capacidade antioxidante
guando comparado com tucuma, uxi, araca-boi e cambuci (Gongalves et al., 2010). Por essa
razdo podem compor produtos alimentares e retardar ou prevenir varias doencas humanas
(Akter et al., 2011). Além disso, a sua producdo e o beneficiamento tornam-se alternativa
viavel ao desenvolvimento regional, como fonte de alimento, e ao agregar valor aos recursos
naturais disponiveis na regido, melhorando a renda das pequenas comunidades rurais e
favorecendo a preservacdo das espécies nativas (Pinedo et al., 2001; Welter et al., 2011).

No caso do camucamuzeiro, os caracteres avaliados de maior relevancia estio
relacionados a producéo de frutos que proporcionam o maior rendimento de polpa, utilizada
para diversos fins, todavia, ainda sdo poucos os resultados publicados com essa espécie
(Nascimento et al., 2014).

A partir do conhecimento das estruturas de frutos e sementes podem-se obter indicagdes
sobre armazenamento e métodos de semeadura, aléem de fundamentar estudos que visem

conhecimentos sobre o processo de germinacgdo, viabilidade e métodos de propagacdo da
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espécie. Fornecem subsidios para diferenciar espécies e caracterizar aspectos ecologicos da
planta, como a dispersdo, estabelecimento de plantulas e fase da sucesséo ecoldgica (Matheus
& Lopes 2007; Rego et al., 2010).

Existem poucos trabalhos que investigam a morfologia das estruturas presentes nas
etapas do desenvolvimento pos-seminal da subtribo Eugeniinae. Embora o grupo Plinia
juntamente com o grupo Eugenia estejam classificados na mesma subtribo e compartilham
algumas caracteristicas, tais como embrido do tipo eugendide, cotilédones carnosos e o
hipocdtilo vestigial ou inexistente (Landrum & Kawasaki, 1997; Lucas et al., 2007), esse tipo
de estudo foi realizado apenas com algumas espécies, como Eugenia stipitata ssp. sororia
McVaugh (Anjos & Ferraz, 1999), Syzygium malaccense (L.) Merryl et Perry (Costa et al.,
2006), Eugenia rostrifolia Legr. e Myrcianthes pungens (O.Berg) Legr. (Santos et al., 2004).

As informaces relacionadas ao desenvolvimento e morfologia das plantulas séo
essenciais aos viveiristas para auxiliarem no planejamento na producédo de mudas (Barbosa &
Santiago, 2009).

Para Gusmado et al. (2006), a biometria dos frutos e das sementes fornecem informac6es
para a conservacao e exploracdo dos recursos de valor econdémico das espécies, constituem
um instrumento importante para detectar a variabilidade genética dentro de populacdes de
uma mesma espécie e as relagdes entre esta variabilidade e os fatores ambientais, como
também em programas de melhoramento genético.

Para o camu-camu, Yuyama et al. (2010), ressaltaram que a quantificagdo e mensuracao
da variabilidade genética constitui etapa fundamental para realizacdo de programas de
melhoramento com a espécie. Cosmos et al. (2009), enfatizaram a grande relevancia da
realizacdo de estudos que considerem em conjunto as caracteristicas morfoldgicas de frutos e
sementes e 0s estagios iniciais do desenvolvimento das plantas. Diante do exposto, esse

trabalno teve como objetivo caracterizar morfometricamente frutos, sementes e



23

morfologicamente estruturas vegetativas presentes nas etapas do desenvolvimento pos-
seminal e plantulas de Myrciaria dubia, além de avaliar a qualidade fisica e fisiologica das
sementes, em clones do Banco Ativo de Germoplasma de camucamuzeiro da Embrapa
Amazonia Oriental.

Material e Métodos

Para realizacdo do trabalho foram utilizados frutos e sementes provenientes de cinco
clones de camucamuzeiro do Banco Ativo de Germoplasma - BAG, localizado no Campo
Experimental da Embrapa Amazoénia Oriental (Belém - Pard), sobre as coordenadas
geograficas 48°26°45”W e 1°26°31”’S, identificados como CPATU (Centro de Pesquisa
Agropecudria do Tropico Umido): CPATU 1, CPATU 2, CPATU 3, CPATU 6 e CPATU 9,
clones adquiridos por reproducdo assexuada, credenciados junto ao MMA N.° 035/2010-
SECEX-CGEN, pertecentes a um ensaio clonal, constituido de 10 clones de quatro repeticdes
de trés plantas em parcelas lineares, delimitadas por bordadura, procedentes de plantas de
matrizes selecionadas fenotipicamente de outro BAG de camucamuzeiro instalado em 1994 a
partir de mudas formadas de sementes extraidas de frutos coletados em popula¢cGes nativas do
Amazonas e do Para. A selecdo dos cinco clones foi aleatéria.

Os frutos foram beneficiados até a completa limpeza das unidades de dispersdo. As
sementes foram extraidas manualmente por maceracao dos frutos em peneira com malha de
aco, lavadas em agua corrente, eliminando frutos e sementes malformados ou com injarias
mecanicas.

As exsicatas dos clones de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh foram incorporadas aos
acervos do IAN (Herbario da Embrapa Amazoénia Oriental) e do MG (Herbario do Museu
Paraense Emilio Goeldi, ambos localizados no municipio de Belém (PA). CPATU 1: 195382;

CPATU 2: 198384; CPATU 3: 195386; CPATU 6: 195388 e CPATU 9: 195390.
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Para caracterizar a morfologia de frutos e sementes foram utilizados 30 frutos maduros
(epicarpo totalmente roxo), sadios, inteiros, sem deformacfes e 30 sementes isentas de
atrofias, injurias, ataque de insetos e livres de impurezas, provenientes de trés individuos de
cada clone, (Silva et al., 2016, com adaptacdo). Para os frutos foram avaliados a morfologia
geral, a classificacdo, coloracdo do epicarpo na maturagéo, textura, consisténcia do pericarpo,
deiscéncia, numero e posicao das sementes no fruto (Gurgel et al., 2014). Nas sementes foram
realizadas sec¢des transversais e longitudinais com lamina de aco para observacdo do
embrido, bem como para a determinacao da sua posicdo no interior, para as analises externas
foram consideradas a consisténcia, cor e superficie da testa, forma, posicdo do hilo, lente,
micrdpila e internamente, espessura e consisténcia do tégmen do embrido (cotilédones, eixo
hipocétilo-radicula), tipo, forma e cor de acordo com Corner (1976). Considerou-se a base da
semente a extremidade préxima ao apice da radicula (Barroso et al., 1999).

Os dados biométricos dos frutos e das sementes foram obtidos a partir de 60 frutos
individualmente analisados quanto aos seguintes aspectos: peso (g), comprimento e diametro
do fruto (cm), espessura do epicarpo (mm), niumero de sementes por fruto, rendimentos
percentuais de epicarpo, polpa e sementes, além do peso, comprimento e diametro da semente
(Marques et al., 2012; Ribeiro et al., 2012). Para o estabelecimento do peso médio dos frutos
e rendimentos percentuais de epicarpo, polpa e sementes, cada parte citada foi pesada em
balanca digital com precisao de 0,001 gramas (AY 120 Shimadzu).

Considerou-se diametro a por¢do mais larga e o0 comprimento do fruto, a mais estreita.
A espessura do epicarpo, foi realizada ap6s a abertura transversal dos frutos e da retirada da
polpa (Ribeiro et al., 2012), todas as medidas foram determinadas com paquimetro digital de
precisdo de 0,1mm (General® UltraTech® e Digital Caliper). Os dados obtidos foram
analisados por meio de estatistica simples, envolvendo media, maximo, minimo e desvio

padréo (Ribeiro et al., 2012). Utilizou-se o programa Excel/Windows 8.1.
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Para as analises morfoldgicas das estruturas presentes nas etapas do desenvolvimento
pos-seminal e plantula foram usados 20 vasos de polipropileno medindo 12,5 cm (diametro) x
45,5 cm (profundidade), contendo substrato constituido por areia peneirada e lavada, mais
serragem curtida, em proporc¢édo volumétrica de 1:1, ambos esterilizados em agua fervente por
duas horas com temperatura de aproximadamente 180°C. Foram dispostas 10 sementes por
vaso, cada uma a 0,5 cm de profundidade, visando descrever diariamente a morfologia das
estruturas, presentes nas etapas do desenvolvimento pds-seminal, desde o intumescimento da
semente até a expansdo do eofilo. Para a descri¢do, foram consideradas apenas as unidades
que apresentaram raiz primaria, epicotilo e cotiledones normais (Brasil, 2009). Foram
consideradas plantulas quando os trés pares de eofilos ja estavam totalmente formados e
expandidos.

Toda a nomenclatura adotada estad de acordo com Corner (1976), Riva Ruiz (1994),
Barroso et al. (1999), Santos et al. (2004), Anjos & Ferraz (1999), Régo et al. (2010),
Yuyama et al. (2011), Bardales et al. (2014) e Sousa et al. (2017) que descreveram
morfologicamente frutos, sementes, germinacéo e plantulas de Myrtaceae.

A morfologia externa e interna de frutos e sementes e as caracteristicas das estruturas
presentes nas etapas do desenvolvimento poés-seminal e plantula foram observadas
visualmente, quando possivel e complementadas com o auxilio de estereomicroscéopio (Leica
EZ4D).

Para a investigacdo sobre a qualidade fisica e fisiol6gica das sementes, foram
empregados frutos em completo estddio de maturacdo. Determinou-se teor de agua das
sementes pelo método da estufa a 105 + 3°C, com quatro amostras de dez sementes para cada
clone e o peso de mil sementes, ambos seguindo metodologias descritas nas Regras para

Analises de Sementes (Brasil, 2009).
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Para o teste de germinacdo foram utilizados 0 mesmo substrato, as mesmas instalacdes e
condicdes para descri¢do das estruturas presentes nas etapas do desenvolvimento pos-seminal
e da plantula. O delineamento experimental aplicado foi inteiramente casualizado, composto
por quatro repeti¢des, com 50 sementes em cada um.

As avaliacdes do teste de germinagdo foram realizadas diariamente, durante 75 dias
(Brasil, 2013). Foi marcado o dia de inicio da emergéncia das plantulas, estas contabilizadas
diariamente. Foram consideradas plantulas emersas aquelas que obtiveram o epicotilo acima
da superficie do substrato. Ao final do experimento foram calculados a porcentagem de
germinacdo (%G), tempo médio de germinacdo (TM) e indice de velocidade de emergéncia
(IVE), esse seguindo a férmula de Maguire (1962).

Para o teste de vigor foram coletados os dados biométricos da altura da plantula (cm),
considerada desde a extremidade da raiz primaria até o ultimo par de eofilo, o diametro do
colo (mm) e a massa de mateéria seca de plantulas (MMS). As plantulas foram acondicionadas
em sacos de papel e pesadas em balanca de precisdo 0,001g, desidratadas em estufa de
circulacdo de ar forcado a 70°C + 2°C por 48 horas, transcorrido este tempo, as mesmas foram
pesadas novamente. O célculo foi obtido através da equacdo: MMS = > MPN / n°® PAM, onde
MPN ¢é a massa de plantulas normais e PAM sdo plantulas contidas na amostra. Os dados
coletados durante o teste de vigor das sementes foram analisados com auxilio do programa
estatistico software Statistica 13.2 de 2017. Os dados quantitativos das avalia¢cBes foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Resultados e Discusséo

O fruto maduro é do tipo baga globosa, simples, carnoso, indeiscente, polispérmico,

com 1 a 4 sementes por fruto ndo separadas por septos (Figura 1A). O epicarpo é delgado,

brilhante, de vermelho intenso a roxo escuro na maturagéo, possui lenticelas arredondadas de
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coloragdo mais clara em toda sua superficie (Figura 1B). O mesocarpo (polpa) €
transparente/translucido, citrico, oxida rapidamente (Figura 1C), é indiviso do endocarpo
(Figura 1D). Possui funiculo longo, esbranquicado fibroso, delgado, cilindrico, envolve toda a
semente e a polpa (Figura 1C). Essas descri¢fes sdo semelhantes a de Riva Ruiz (1994), que
descreveu o camu-camu como baga globosa com epicarpo liso e brilhante, vermelho escuro
até purpuro ao amadurecer; Yuyama (2011), descreve como globoso - arredondado, contendo
de 1 a 4 sementes por fruto; e, Sousa et al. (2017), observaram a emissdo de extensdes de
fibra que se dispersam por toda a polpa com ponto de insercédo no hilo.

As sementes de camu-camu sdo exalbuminosas, estenospérmicas, reniformes e
poliembridnicas (Figura 1E-3A). A poliembrionia foi estuda por Gurgel (1951) em Myrtaceae
que classificou Myrciaria com média a baixa porcentagem de poliembrionia (média: espécies
com 70 a 40% de poliembrionia e baixa: menor que 40%). Evidéncia confirmada por
Lughadha & Proenca (1996).

O tegumento é monocrdmico, coridceo, delgado, absorvente, externamente marrom-
escuro (Figura 1G) e internamente marrom mais claro (Figura 1H). A regido hilar apresenta-
se na lateral mais estreita da semente a aproximadamente 90° do apice da raiz (Figura 1E),
oblonga, bem visivel, heterocroma, com bordadura proeminente (Figura 1F). Essas
caracteristicas foram observadas por Riva Ruiz (1994), Yuyama et al. (2011) e Sousa et al.
(2017), j& que, ao descreverem as sementes de camu-camu, observaram o formato reniforme,
achatado, cotilédones recobertos por um tecido fino, permeavel, absorvente e superficie
recoberta por fibras ou lanugem branca rala. Sousa et al. (2017) também descreveram o hilo
de tamanho médio, opaco e lateral-ventral.

A microépila, rafe e lente sdo imperceptiveis. Foi observada uma protuberancia em um
dos apices da semente (Figura 1J), que com a retirada do tegumento fica mais visivel, possui

formato arredondado mais escuro que os cotilédones e tem aproximadamente Imm. Anjos &



28

Ferraz (1999), ao estudarem Eugenia stipitata ssp sororia McVaugh fizeram a mesma
observacdo, nomeando a protuberancia de “zona meristematica”, e a caracterizaram como
estrutura unciforme menor que 1 mm, de onde emerge a raiz e o epicoétilo. Bardales et al.
(2014), indicaram que a protuberancia se torna roxa logo antes da emisséo da raiz e que essa
coloracgéo se deve ao acimulo de antocianina na regido. Os dados aqui obtidos ndo permitem
confirmar essa informacéo.

O embrido € do tipo eugendide, desenvolve-se como estrutura homogénea sem
delimitacGes aparentes de suas estruturas principais. Barroso (1991), descreveu o embrido
eugenoide globoso a ovoide, crasso, com cotilédones pouco diferenciados e soldados. Santos
et al. (2004), observaram o mesmo tipo de embrido para Eugenia rostrifolia Legr. e
Myrcianthes pungens (O. Berg) Legr. embrido, o qual € comum entre as Myrtaceae.

Os cotilédones sdo carnosos, crassos, volumosos, soldados, amarelo-esverdeado, com
pontuacdes em toda superficie externa, possui depressGes de coloracdo mais escura e com
estrias no seu interior, ndo podem ser separados sem danifica-los (Figura 11-1K). Sousa et al.
(2017) descreveram dois cotiledones fundidos, embrido preenchendo todo o volume, em
posicdo axial, composto por uma massa cotiledonar macica, cobrindo o eixo do hipocotilo.
Anjos & Ferraz (1999), observaram em sementes de Eugenia stipitata ssp. sororia McVaugh,
uma area de fusdo que denominaram “linhas de soldadura” dos cotilédones e, também,
ressaltaram que essa soldadura impede a separacdo dos mesmos sem danifica-los, com os
cotilédones parcialmente concrescidos entre si. Esse tipo de cotilédone € caracteristico de
embrido conhecido como pseudomonocotiledonar (Flores & Rivera, 1989).

A germinacdo é criptocotiledonar, hipdgea, emergéncia curvada e, posteriormente, reta.
O mesmo tipo de germinacao foi observado por Anjos & Ferraz (1999) e Santos et al. (2004),

ao analisarem espécies pertencentes as Myrtaceae.
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A tabela 1, relne as descricbes da principais estruturas presentes nas etapas da
morfologia do desenvolvimeto pos-seminal e da plantula dos cinco clones estudados. Apos
hidratacdo, a semente intumesce-se aumentando o seu tamanho, o contorno da radicula torna-
se mais evidente a medida que se desenvolve, até romper o tegumento na regido da
protuberancia (Figura 2A), no intervalo de 16 a 20 dias ap6s o semeio para 0s clones
avaliados, a raiz principal rompe o tegumento na regido basal, com coloracdo creme, mais
espessa na base, afilada e esbranquicada no apice, coifa ndo evidenciada (Figura 2B).
Bardales et al. (2014), observaram a ruptura do tegumento pela raiz na protuberancia em

M. dubia aos 22 dias apds a semeadura.

O hipocotilo é indiferenciado ou pouco evidenciado, nota-se apenas uma estrutura de
coloracdo mais escura, crassa e glabra entre a raiz e o epicétilo (Figura 3C). Porém, Bardales
et al. (2014), observaram o hipocotilo aos 28 dias apdés a semeadura com 0,7 cm de
comprimento na germinacdo de sementes de camu-camu. No entanto, em estudos realizados
com a subtribo Eugeniinae foi observado o mesmo comportamento de hipocétilo reduzido em
sementes com germinacdo natural, por exemplo Myrcianthes pungens (O. Berg.) Lergr.
(Santos et al., 2004).

As raizes laterais ndo concorrem com a principal em comprimento e surgem entre o 18°
e 0 30° dia, apds o semeio entre os clones, formando um conjunto irregular, castanho escuro
(Figura 2C). Segundo Bardales et al. (2014), as raizes laterais surgiram apenas aos 30 dias,
apos a emissdo da raiz principal.

O epicdtilo é cilindrico, alongado, reto, herbaceo, estriado, rosado e, posteriormente,
verde, coberto por tricomas curtos e hialinos (Figura 2D-3D). Emerge entre 20° e 29° dia,
apos o semeio entre os clones. Apresenta pares alternos de catafilos (Figura 3E) que
despontou no periodo de 22 a 38 dias apds o semeio entre 0s clones. Os mesmos caducam

com o desenvolvimento do epicotilo e, geralmente, o Gltimo par € fotossintetizante (Figura
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3F), a plantula tem em média de 1 a 4 pares. O epicétilo expds-se em Myrceugenia gertii
Landrum, curto, piloso de coloracdo verde-claro e em Blepharocalyx salicifolius (H.B.K.) O.
Berg longo, verde-claro, cilindrico e coberto por tricomas (Rego et al., 2010). Ja em Eugenia
stipitata ssp. sororia McVaugh o epicétilo emergiu muito depois da raiz, com emergéncia
reta, lenta e desuniforme, com aproximadamente 50 dias para se iniciar, expressou de 2 a 5
catafilos com atividade fotossintetizante (Anjos & Ferraz, 1999).

Os eofilos, sdo simples, opostos ou em menor frequéncia verticilados, com pulvino,
proximal, cilindricos, verde com tricomas ferruginosos (Figura 2 G-H e 3G), base obtusa,
apice acuminado, margem lisa com tricomas somente na face adaxial, mais densos proximos a
nervura principal, ocorreram no intervalo de 27 e 50 dias entre os clones; Face adaxial mais
escura e brilhante, pinatinérvea, bronquidédroma (Figura 3H-1). Presenca de estipulas caducas
e gemas axilares (Figura 3G). Anjos & Ferraz (1999), observaram em plantulas de Eugenia
stipitata ssp. sororia McVaugh a filotaxia oposta decussada com arquitetura caliciforme, onde
cada par de folha que surge tem o crescimento final sempre maior que o anterior.
Blepharocalyx salicifolius (H.B.K.) O. Berg e Myrceugenia gertii Landrum sdo simples,
pecioladas, peninérveas, membranaceas, forma eliptica, margem inteira, apice agudo, base
acuminada e filotaxia oposta cruzada (Rego et al., 2010). Para M. dubia os eofilos surgiram
em média aos 28 dias ap0s 0 semeio e aproximadamente aos 43 dias a plantula ja apresentava
a raiz e as folhas bem desenvolvidas (Bardales et al., 2014). O aparecimento dos eofilos entre
os clones foram semelhantes aos apresentados por Bardales et. (2014). No entanto, a plantula
apresentou todas as suas estruturas bem desenvolvidas em média aos 33 dias, isto é, 10 dias a
menos que as do estudo citado anteriormente.

A plantula esta totalmente formada no intervalo de 38 a 56 dias entre os clones
avaliados, possui sistema radicular pivotante, raiz principal axial, cilindrica, levemente

sinuosa, sub-herbacea, amarelada, crassa, glabra, mais espessa na base e afilada no apice,
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possui estrias na base e apresenta fissuras em toda sua extensao (Figura 3B). Até o final do
experimento os cotilédones permaneceram envolvidos pelo tegumento e imergido no
substrato (Figura 2H).

Considerando os valores médios e o desvio padrdo dos cinco clones avaliados, os frutos
de camu-camu apresentaram massa de 5,11+1,81 g, com minimo de 3,58 g e maximo de 8 ¢
(Tabela 2). Os clones CPATU 2 e 6 destacaram-se pela massa em relacdo as demais, com
frutos pesando 8 g e 7,27 g. As médias para o comprimento e diametro dos frutos foram de
2,06£0,23 cm e 2,14+0,22 cm, respectivamente, entretanto, foram inferiores aos citados por
Riva Ruiz (1994), cujos frutos avaliados tinham, entre 7 g a 22 g. Yuyama (2011), observou
frutos com média de 8,5 g de massa e diametro 3,8 cm. No trabalho de Nascimento et al.
(2013), os frutos tinham média de massa de 11,68 g, comprimento 2,53 cm e diametro 2,74
cm e no Chagas et al., (2015), os frutos apresentaram a média 10,15 g e comprimento do fruto
2,38 cm.

A espessura do epicarpo teve média de 0,65 mm e o clone CPATU 3 destacou-se com
valor maximo de 1,13 mm, correspondendo a 22,15% do total do fruto e a menor média de
sementes por fruto (1,13) (Tabela 2). Mesmo tendo a menor média de massa entre os clones
avaliados, o alto valor de espessura do epicarpo e a porcentagem de epicarpo podem ser um
quisito de selecdo, uma vez que, Maeda (2006) e Correa et al. (2011), afirmaram em seus
estudos que o teor de &cido ascdrbico no epicarpo é 88% e 66,5% respectivamente, superior
aos encontrados na polpa.

O rendimento de polpa dos frutos variou entre 58,53 e 63,67% com média de 60,99%
(Tabela 2). O clone CPATU 2 apresentou o maior percentual de polpa e 0 menor percentual
de sementes (13,37%). Esses resultados foram superiores aos de Maeda (2006), que obteve
43,65% de polpa e 28,23% de semente e Chagas et al. (2015), com 55,20% de polpa e 21,80%

de semente. Foi inferior apenas aos frutos avaliados por Nascimento et al. (2013), que
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obtiveram percentual de polpa superior a 75%. Embora a média de massa dos frutos dos
clones avaliados tenha sido inferior as medias apresentadas por outros autores o0 maior
percentual de polpa e 0 menor percentual de sementes sdo caracteristicas desejaveis para um
programa de melhoramento genético.

Os dados biométricos das sementes dos cinco clones de camu-camu encontram-se na
tabela 3. O clone CPATU 6 sobressaiu-se com as maiores médias, seguido do CPATU 1.

A massa variou entre 0,57 a 1,07 g. Seguindo a classificacdo de tamanho de sementes
feita por Correa et al. (2011), as sementes dos Clones CPATU 3 e 9, sdo classificadas como
sementes médias (0,50 a 0,80 g), e os clones CPATU 1, 2 e 6, como sementes grandes (>0,80
g). Esses valores sdao semelhantes aos encontrados por Bardales et al. (2014), com média de
massa de semente de 0,52 +0,17 g e Smiderle et al. (2015) com massa 1,05 g. Para Costa et al.
(2006), sementes classificadas como grandes e médias apresentam maiores valores de
velocidade de emergéncia. Carvalho & Nakagawa (1983), citaram que sementes de tamanho
grande sdo mais vigorosas, ha melhor nutricdo durante o seu desenvolvimento e apresentam
embrides bem formados.

Os maiores valores de massa média de 1000 sementes também foram dos clones
CPATU 6 (771 g) e 0 CPATU 1 (710 g). Os valores de nimeros de sementes por quilograma
dos clones CPATU 1, 2, 3, 6 e 9 contém aproximadamente, 1.408, 1.706, 1.333, 1.297 e 1.897
sementes respectivamente, valor este superior em massa e inferior em nimeros de unidades de
sementes encontrado por Ferreira & Gentil (2003), na qual, a massa variou de 381 a 423 geo
namero de sementes por quilograma variou de 2.365 a 2.623 unidades.

O comprimento, o diametro e a espessura variaram 1,24 a 1,64 cm, de 1,02 a 1,20 cm e
de 4,39 a 5,20 mm, respectivamente. Esses valores sdo superiores aos de Bardales et al.
(2014), que observaram sementes de camu-camu com médias de comprimento, didmetro e

espessura de 1,35 cm, 1,06 cm e 4,68 mm, respectivamente, e inferiores aos observados por
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Smiderle et al. (2015), onde as médias de comprimento, diametro e espessura foram 1,72 cm,
1,28 cm e 6,22 mm. Esses resultados permitem inferir a grande variabilidade biométrica
existente dentro da espécie.

Pelos resultados obtidos (Tabela 4), verificou-se que o teor de agua das sementes entre
0s cinco clones avaliados variou de 39,4 a 40,5%. N&o houve diferenca significativa para o
inicio e velocidade de emergéncia entre os clones CPATU 1, 2, 3 e 6. O clone CPATU 9 foi
mais lento no inicio do processo germinativo, com aproximadamente 29 dias apds o semeio e
0 que alcangou a menor velocidade de emergéncia. As médias do didmetro de epicétilo de
todos os clones avaliados, ndo apresentaram diferencas significativas quando submetidas ao
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O clone CPATU 2 alcancou a maior porcentagem de germinacdo ao final do
experimento, com 98% de sementes germinadas. No entanto, ndo diferiu significativamente
do clone CPATU 6 com 91%. Estes resultados sdo superiores aos encontrado por Smiderle et
al. (2015), que avaliaram sementes com tegumento totalmente marrom, que atingiram 79% de
germinacdo e Souza et al. (2017), que avaliaram a germinacao de sementes grandes e médias
de camu-camu, alcancaram os valores de 90% e 85,2% de germinacao respectivamente. Nos
clones CPATU 1 e 9, observaram-se as menores taxas de germinacdo 69,5% e 75% de
sementes germinadas, respectivamente. Os tempos médios de germinacdo foram os maiores
entre os clones avaliados, aproximadamente 42 dias.

Com relagdo a avaliagcdo da germinagdo houve diferenca significativa entre os clones
avaliados para todas as variaveis. Observaram-se que as sementes dos clones CPATU 2,3 e 6
apresentaram as maiores médias. Embora o clone CPATU 3 tenha se diferenciado
significativamente dos clones CPATU 2 e 6 na porcentagem de germinacgéo, nao diferiu na
avaliagdo das plantulas, obtendo bom desempenho e também foi considerado com sementes

vigorosas. A altura da plantula foi 39,15 cm, 36,85 cm, 36,80 cm e comprimento de raiz 19,55
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cm, 15,55 cm, 18,40 cm para os clones CPATU 2, 3 e 6 respectivamente. Estes trés clones
podem ser considerados superiores, pois apresentaram as maiores taxas de germinacgédo. Essas
médias sdo superiores as encontradas por Smiderle et al. (2015), plantulas com altura de 23,9
cm e comprimento de raiz 12,9 cm. Os clones CPATU 1 e 9 foram 0s menos vigorosos. Souza
et al. (2017), ressaltaram que plantulas com elevado teor de biomassa, provavelmente,
originardo mudas mais vigorosas € com maior capacidade de sobrevivéncia em condicdes
adversas.
Concluséo

1. A caracterizacdo de frutos, sementes, estruturas vegetativas presentes nas etapas do
desenvolvimento pds-seminal e plantulas de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh, descritas e
ilustradas neste trabalho séo Uteis e satisfatdrias para auxiliar a identificacdo da espécie em
seu estado inicial de desenvolvimento e compreensdo da sua germinagdo, pois nao
apresentaram plasticidade morfologica.

2. Existe ampla variabilidade biométrica entre os clones avaliados, com elevado potencial
genético.

3. Nas condicdes estabelecidas, o clone CPATU 2 apresenta os melhores resultados com
destague para a porcentagem de polpa, porcentagem de germinacdo e sementes mais
vigorosas.
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Tabela 1. Periodicidade, em dias, da formagdo das estruturas presentes nas etapas do
desenvolvimento poés-seminal e da plantula dos cinco clones de Myrciaria dubia (Kunth)
McVaugh.

Clones Raiz Raiz lateral Epicétilo  Catafilo exgg;i(;? do Plantula
CPATU 1 20 30 29 38 50 56
CPATU 2 16 18 20 22 28 38
CPATU 3 16 19 20 22 29 41
CPATU 6 17 19 20 22 27 41
CPATU9 17 19 24 26 33 47

Tabela 2. Valores médios para caracteristicas biométricas em frutos de cinco clones de
Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh.

Massa Comp. Diam. Espessura  Semente Epicarpo Polpa Semente
Fruto Fruto Fruto Epicarpo Fruto
Clones
©) (cm) (cm) (mm) (n°) (%) (%) (%)
CPATU 1 6,18 2,11 2,20 0,63 1,45 23,37 58,45 19,18
(£1,29)* (£0,16)* (#0,15)  (#0,14)'  (x0,59) (£3,21) (#5,07) (+3,90)
CPATU 2 8,00 2,30 2,36 0,67 1,23 22,96 63,67 13,37
(£2,27) (£0,24) (%0,23) (+0,16) (£0,50) (£3,34) (£3,45) (£3,45)
CPATU 3 3,58 1,69 1,80 1,13 1,13 22,15 58,68 19,16
(+1,43) (+0,27) (+0,24)  (#0,34)  (+0,34) (+8,25) (+11,55) (+6,32)
CPATU 6 7,27 2,19 2,27 0,34 1,48 17,81 61,34 20,85
(£1,75) (£0,23) (£0,20) 9+0,09) (20,65) (£4,68) (#10,13) (+6,92)
CPATU 9 5,51 2,00 2,07 0,47 1,27 19,74 62,83 17,42
(£1,24) (£0,16) (£0,21) (0,17) (£0,57) (£2,89) (#5,79) (+5,06)
Média 511 2,06 2,14 0,65 1,31 21,21 60,99 18,00
Minimo 3,58 2,00 1,80 0,34 1,13 17,81 58,45 13,37
Maximo 8,00 2,30 2,36 1,13 1,45 23,37 63,67 20,85
Desv. Padrédo 1,71 0,23 0,22 0,30 0,15 2,36 2,37 2,86

Yvalores representam médias, frutos 'n = 60.
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Tabela 3. Valores médios para caracteristicas biométricas em sementes de cinco clones de
Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh.

Massa de
Clones 1.000 Massa Comprimento Diametro Espessura
sementes () (cm) (cm) (mm)
)
CPATU 1 710 0,83°(20,23) 157 (0,15) 1,20 (£0,20) 5,15 (+0,74)
CPATU 2 586 0,87 (£0,24)  155(0,19)  1,12(x0,13) 4,60 (£0,53)
CPATU 3 750 057 (0,26) 1724 (0,23) 1,02 (+0,23) 4,39 (+0,53)
CPATU 6 771 1,07 (20,27) 1,64 (£0,20) 1,25 (0,95) 5,20 (+0,75)
CPATU 9 527 079 (0,22) 1,39 (0,18) 1,03 (0,19) 4,98 (+0,86)
Média 669 0,83 1,49 1,12 4,86
Minimo 527 0,57 1,24 1,02 4,39
Maximo 771 1,07 1,64 1,20 5,20

“Valores representam médias, sementesn = 60.

Tabela 4. Dia para o inicio da emergéncia de plantulas (DIE), germinacdo (G), indice de

velocidade de emergéncia (IVE), tempo médio de germinacdo (TMG), comprimento do

epicotilo (CE), comprimento da raiz primaria (CRP), diametro do epicotilo (DE), didametro do

coleto (Dcol), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) em clones de

Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh. aos 75 dias.

Clones CPATU 1 CPATU 2 CPATU 3 CPATU 6 CPATU 9
Teor de agua (%) 39,3 40,0 39,4 38,9 40,5
DIE 27,25ab*  2225a 25,00 ab 23,50 ab 29,25 Db
G (%) 69,5 b* 98 a 87,5ab 9la 75b
IVE 0,025ab*  0,0325a 0,03 ab 0,03 ab 0,022 b
TMG (dia) 42,31 b* 29,73 a 36,48 b 37,38 b 41,94 b
CE (cm) 10,55 b* 19,6 a 17,7 a 18,4 a 10,7 b
CRP (cm) 7,5 b* 19,55a 19,15a 18,4 a 95b
DE (mm) 0,1ns 0,10 0,15 0,10 0,10
Dcol (mm) 0,1 b* 0,2a 0,2a 0,2a 0,125 b
MSPA (g/plantula) 0,040 b* 0,178 a 0,176 a 0,171 a 0,046 b
MSR (g/plantula) 0,028 b* 0,102 a 0,094 a 0,0894 a 0,028 b

Médias seguidas da mesma letra, na linha, ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; ns - ndo significativo no teste a 5%.
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Figura 1. Morfologia do fruto e das sementes de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh:
A, fruto inteiro; B, detalhe do epicarpo; C, fruto em seccdo transversal; D, fruto e
semente em seccéo transversal; E, semente reniforme; F, hilo oblongo; G, tegumento
externamente; H, tegumento internamente; 1, superficie dos cotilédones; J,
protuberdncia nos cotilédones; K, seccdo transversal evidenciando a soldadura dos
cotilédones, em que: bh-borda hilar, dc-descamacdo, dp-depressdes dos cotilédones,
ep-epicarpo, fn-funiculo, hi-hilo, le-lenticelas, Is-linha de soldadura, pb-protuberancia,
pp-polpa, se-semente, teg-tegumento. Escalas: Ae C: 1 cm; B, D, F, 1 e J: 2 mm; E:
2cm; G e K: Imm; H: 50pum (Autora das imagens: Olivia Ribeiro).
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Figura 2. Etapas do desenvolvimento p6s-seminal e plantulas de Myrciaria dubia (Kunth)
McVaugh: A, protrusdo da raiz principal; B, raiz principal alongada; C, surgimento das raizes
laterais e catafilos; D, epicotilo alongado com surgimento dos eofilos; E, expansdo dos
eofilos; F, primeiros pares de eofilos expandidos; G, filotaxia oposta; H, filotaxia verticilada,
em que: ct-catafilos, ctf-catafilos fotossintetizantes, eoe-eofilo expandido, eof-eofilo fechado,
ep-epicotilo, fta-filotaxia oposta, ftv-filotaxia verticilada, rl-raiz lateral, teg-tegumento (Autor
da ilustragéo: Carlos Alvarés).



Figura 3. Detalhes das estruturas presentes nas etapas do desenvolvimento p6s-seminal
e plantula de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh: A, poliembrionia; B, fissura na raiz
principal; C, hipocétilo reduzido; D, epicotilo estriado; E, catafilo; F, catafilo
fotossintetizante; G, estipulas e pulvino; H, face adaxial do eofilo; I, face abaxial do
eofilo, em que: ct-catafilos, ctf-catafilos fotossintetizantes, ep-epicétilo, est-estrias, etp-
estipula, gm-gemas, hp-hipocotilo reduzido, np-nervura primaria, ns-nervura
secundaria, pul-pulvino, rz-raiz, fs-fissura, rl-raiz lateral, tri-tricomas. Escalas: A: 2cm;
C,E,F,Gel:1mm;B, DeH:2mm (Autora: Olivia Ribeiro).
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3. Anatomia e histoquimica de sementes de camu-camu

Manuscrito a ser submetido para publicacdo na Revista Acta Amazonica.
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RESUMO

O camu-camu é um fruto tropical da Amazonia, pertencente a Myrtaceae, frutifera que
merece cada vez mais atencdo, devido as caracteristicas peculiares de seus frutos, como
o0 alto teor de vitamina C. Sdo escassos 0s estudos anatdmicos e histoquimicos de
sementes de camu-camu, cujas principais composi¢des quimicas da semente nédo estdo
satisfatoriamente estudadas. Objetivou-se descrever a anatomia e identificar os
compostos de armazenamento das sementes de camu-camu. Através de cortes
anatdmicos, as estruturas da semente foram caracterizadas e suas principais substancias
de reserva foram identificadas por meio de testes histoquimicos. Em seccdo transversal
0 tegumento apresentou epiderme composta por uma camada de células de formato
tabular e parénquima subepidérmico formado por aproximadamente 15 camadas de
células irregulares, ricas em contetdo fenolico, pectinas, alcaloides e terpenos; o0s
cotilédones apresentam epiderme unisseriada e parénquima, com parede celular rica em
pectinas e células poliédricas com uma grande concentracdo de grdos de amido, feixes
vasculares dispersos, além da presenca de alcaloides, idioblastos com contetdo fendlico
e terpenos. Foram observados corpos lipidicos, alcaloides e proteinas no citosol. O eixo
embrionario é indistinto, os cotilédones espessos, com células indiferenciadas,
protoderme composta por células cubdides, justapostas, nlcleo conspicuo e paredes

delgadas.

Palavras-chave: Amazonia, metabdlitos secundarios, Myrciaria. dubia, reserva.
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INTRODUCAO

O camu-camu pertence a familia Myrtaceae, € um fruto da Amazo6nia que cresce
as margens de rios e lagos em toda a Bacia Amazonica (Zanatta e Mercadante, 2007).
Foi descrito pela primeira vez em 1823 como Psidium dubium Kunth por Humboldt,
Bonpland e Kunth. e reclassificado para o género Myrciaria em 1963 por Rogers
McVaugh, passando a se chamar Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh (Tropicos, 2018).

O camucamuzeiro € uma frutifera que merece cada vez mais atencdo, devido as
caracteristicas peculiares de seus frutos (Correa et al. 2011a). Para Freitas et al. (2016),
0 alto teor de vitamina C no fruto do camu-camu, torna a espécie um alvo interessante
para diversos estudos cientificos, dentre eles, seu uso como alimento nutracéutico e em
cosméticos, em razdo do seu alto teor de acido ascorbico que equivale quase 30 vezes a
mais que em outros citricos, como a laranja, o liméo e a tangerina (Correa et al. 2011a).

O camu-camu esta sendo considerado o “tesouro da Amazonia”, por ser uma
cultura com alto potencial socioecondmico e nutricional para a regido (Correa et al.
2011b). Tem grande capacidade oxidativa e excelentes fontes de bioativos como,
compostos fendlicos e carotenoides, que criou uma grande demanda no mercado de
produtos naturais, tendo como principal mercado de exportacdo o Japdo, Franca,
Alemanha e os Estados Unidos (Chirinos et al. 2010; Akter et al. 2011).

S&0 escassos 0s estudos histoanatdmicos das sementes de camu-camu, Visto que, a
maioria dos trabalhos publicados com a espécie, foca na analise da composicao quimica
da polpa e do epicarpo, e na biologia floral como o de Maués e Couturier (2002);
Zanatta et al. (2005); Zanatta e Mercadante (2007); Aguiar e Souza (2016); Freitas et al.
(2016); Correa et al. (2011b) e Souza et al. (2017). Poucos sdo os trabalhos que

inseriram as sementes nessas analises, como exemplo citamos Yazawa et al. (2011) e
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Myoda et al. (2010), que avaliaram os extratos de sementes oriundos de residuos de
suco de camu-camul.

A anatomia de sementes de Myrtaceae, tem sido caracterizada com alguma énfase
para espécies de importancia econémica (Justo et al. 2007), seguramente esses estudos
permitem uma investigacdo ainda mais aprofundada das mesmas, além disso, trabalhos
que abordam a caracterizacdo de sementes, fornecem informacdes importantes a
identificacdo e circunscricdo de taxons, além da possivel obtencdo de indicagcdes sobre
germinacdo, armazenamento, viabilidade e métodos de semeadura (Rego et al. 2010).

O camu-camu assim como outras espécies nativas da amazoénia ainda ndo tem a
anatomia da semente caracterizada e a sua composicdo quimica satisfatériamente
estudada. Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi descrever a anatomia e
identificar os compostos de armazenamento das sementes de cinco clones de camu-
camu do Banco Ativo de Germoplasma de camucamuzeiro da Embrapa Amazénia
Oriental, Belém, Para, por meio da descri¢do dos caracteres microscopicos.
MATERIAL E METODOS

Sementes maduras foram adquiridas de 15 plantas de cinco clones de
camucamuzeiro com delineamento de blocos ao acaso do Banco Ativo de Germoplasma
- BAG, da Embrapa Amazbnia Oriental, localizado nas coordenadas geogréficas
48°26°45”W e 1°26°31”’S.

Para os estudos anatdmicos as sementes foram previamente embebidas em agua
destilada, durante 24 horas e os embrides foram cortados com auxilio de lamina de aco.
As amostras foram fixadas em FAA 50% (Johansen 1940) durante 24 horas e
conservadas em alcool etilico a 70%, posteriormente desidratadas em serie etilica, e

acetato de butila para inclusdo em parafina histologica (Johansen 1940), seccionadas em
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micrétomo rotativo com 12 um de espessura, coradas com azul de toluidina 0,5%, pH
4,7 (O’Brien et al. 1964) e safranina (Krauss e Arduin 1997) e montadas em Entellan®.

Para os testes histoquimicos, foram utilizadas seccdes transversais e longitudinais
de amostras frescas, alguns cortes histologicos foram montados e fotografados
simultaneamente sem submeté-los aos reagentes, visando constatar o aspecto natural das
substancias secretadas.

Os reagentes utilizados foram: solucdo aquosa de cloreto férrico a 10% para
compostos fenolicos (Johansen 1940); reagente de Wagner para alcaldides gerais (Furr e
Mahlberg, 1981); Sudan Ill para deteccdo de lipidios totais (Johansen 1940); solucédo
aquosa de vermelho de ruténio a 0,02% para identificacdo de polissacarideos diversos e
pectinas (Jensen 1962); solucdo de lugol (iodo + iodeto de potéssio) para amido
(Johansen 1940); xilidine ponceau para proteinas (O’ Brien e McCully 1981); reagente
NADI (David e Carde, 1964) para terpenos. Os controles para cada teste seguiram as
indicacBes dos respectivos autores. Laminas temporarias foram montadas em glicerina.

Foram realizadas triplicatas para a caracterizacdo anatdmica e para 0s testes
histoquimicos de cada clone avaliado.

As fotomicrografias dos aspectos anatdmicos das sementes foram obtidas com
camara digital (Canon Power Shot A6 40) acoplada ao microscopio luz (Zeiss Axiolab)
do laboratério de Microscopia da Coordenacdo de Botanica do Museu Paraense Emilio
Goeldi.

Para a microscopia eletronica de varredura (MEV), sec¢des do tegumento, dos
cotilédones e da protuberancia das sementes foram previamente fixadas em solugédo de
glutaraldeido 2,5% e tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,3, na mistura de Karnovsky (1965) e

pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 1%, foram lavadas trés vezes no mesmo tampao e
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desidratadas em série alcoolica (Gahan 1984) e processadas em secador de ponto
critico, usando o CO; como liquido de transicdo (Bozzola e Russel 1991),
posteriormente fixadas com grafite sobre suporte de aluminio e recobertas com carbono
e ouro. As imagens foram obtidas no Laboratorio Institucional de Microscopia
Eletronica de Varredura do Museu Paraense Emilio Goeldi, utilizando o microscépio
eletrénico (LEO modelo 1450 VP).

RESULTADOS

N&o houve diferenca anatdmica e histoquimica entre os clones avaliados. As
descricdes deste estudo estdo baseados nas imagens dos cinco clones estudados.

A parede periclinal externa das células do tegumento apresenta superficie
irregular e, provavelmente, com residuos do mesocarpo aderido, com células com
formato tabular, bastante irregulares (Figura 1A). A parede periclinal interna é
faviforme (Figura 1B).

Em seccdo transversal o tegumento apresenta-se com aproximadamente 15
camadas de células (Figura 1C), estas divididas em dois estratos, o primeiro com células
alongadas, justapostas e lignificadas formando uma camada paligadica (Figura 1D). O
segundo estrato é composto por celulas mais arrendondadas, com paredes espessas,
grandes espacos intercelulares (Figura 1E), ricas em conteddo fendlico, pectinas, bem
como lipidios e terpenos (Figuras 1F-I).

Na regido meristematica, localizada em um dos &pices da semente, onde ocorre a
protrusdo da raiz e do epicétilo, a parede periclinal externa da epiderme apresentou uma
camada de células reticuladas, com pontoacGes globosas, elevadas e irregulares,

presumivelmente estruturas secretoras (Figura 2A e 2B ).
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Os cotilédones sao revestidos por uma epiderme formada por células justapostas,
retangulares, formam uma camada unisseriada, paredes finas e espessas, com campos
irregulares, sem ornamentacdo (Figura 2D). As cavidades proximo a epiderme sao
dispostos lado a lado, enquanto que os subepidérmicos sdo solitarios, apresentam lumen
isodiamétrico e epitélio unisseriado formado por células tabulares (Figura 2E). Através
da reacéo positiva ao reagente de Wagner, coloracdo castanho avermelhado no exudado
do cavidade secretora, evidenciou-se a presenca de alcal6ides no limen (Figura 2F).

O mesofilo cotiledonar é composto por tecido parenquimatico, com caracteristica
de reserva, feixes vasculares dispersos (Figura 2G), possui ductos secretores com
conteudo fendlico, distribuidos irregularmente por toda sua extensdo, € homogéneo com
varias camadas de células isodiamétricas, poliédricas, com uma grande concentracdo de
grdos de amido simples e esféricos que possuem nucleo bem evidente (Figura 2H, 2I),
afirmados pela reacdo positiva para o reagente lugol (Figura 3A), estdo presentes em
todo citoplasma celular; paredes anticlinais sdo delgadas, com pontoacdes e espacos
intercelulares.

Idioblastos globosos contendo terpenos (reacdo positiva para o reagente NADI)
(Figura 3B) e compostos fendlicos, evidenciado pela reacdo positiva (coloracdo negra)
ao cloreto férrico a 10% (Figura 3C) foram notados no mesofilo cotiledonar. A parede
das células parenquimaticas sdo ricas em polissacarideos, principalmente pectinas,
comprovados pelo resultado positivo para o teste vermelho de ruténio (Figura 3D).
Corpos lipidicos foram observados (reacdo positiva para sudan Ill) (Figura 3E), bem
como, a presenca abundante de proteinas e alcaldides no citosol (Figura 3F e 3G).

O embrido apresenta-se homogéneo, sem delimitacbes aparentes de suas

estruturas principais, composto por uma massa cotiledonar macica. O eixo embrionario
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¢ indistinto, os cotilédones espessos, com células indiferenciadas (Figura 3H),
protoderme composta por células cubdides, justapostas, ndcleo conspicuo e paredes
delgadas. N&o foi possivel descrever o meristema fundamental cortical, procambio e
meristema fundamental medular.
DISCUSSAO

Ao estudar Eugénia punicifolia (Kunth) DC, Moreira-Coneglian (2007) observou
caracteristicas semelhantes, como embrido volumoso, eixo hipocotilo-radicula curto e
indistinto dos cotilédones que se apresentaram parcialmente concrescidos. Em sementes
maduras de Myrceugenia rufa (Colla) Skottsh. Ex Kausel., Retamales et al. (2014),
acentuaram a auséncia de endosperma e o embrido ocupando a maior parte da semente,
semelhante ao embrido observado no camu-camu, além do hipocétilo conspicuo. Essas
caracteristicas ressaltaram a proximidade entre os géneros discutidos, excetuando o
hipocétilo, que é inconspicuo em M. dubia objeto desta investigacdo. Corner (1976), ao
caracterizar o género Psidium L., observou testa multipla com 15 a 26 camadas de
células esclerificadas. Eugenia bimarginata DC., apresentou exotesta com
macroesclereides e células palicadicas de parede espessada e lignificada, a mesotesta e a
endotesta formadas por braquiesclereides com conteddo fendlico com paredes
lignificadas e pontoacdes evidentes (Moreira-Coneglian 2011). Para Myrceugenia O.
Berg, Retamales et al. (2014), observaram a testa com duas camadas esclerificadas. Para
Myrciaria dubia, ndo foi possivel classificar os estratos da testa, pois nesse trabalho ndo
foi realizado estudos ontogenéticos da semente. No entanto, as caracteristicas citadas
estdo de acordo com as observadas para tribo.

Segundo Rocha et al. (2011), substancias fenolicas podem desempenhar

diferentes funcGes nas plantas, entre elas, protecdo contra herbivoria e regular a
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germinacdo. Myoda et al. (2010), ao analisarem o poténcial oxidativo de residuos de
suco de camu-camu, constataram o elevado teor de compostos fendlicos no extrato de
sementes, sugeriram que a quantidade dessa substancia nas sementes € superior aos
encontrados no epicarpo do fruto. O mesmo estudo indicou que 0s componentes
fenolicos presentes nas sementes de camu-camu, podem ser responsaveis pela sua
atividade antioxidante, tornando-a uma fonte eficaz e aplicavel para a industria
alimentar de grande relevancia, quando comparadas aos residuos de acerola, abacaxi,
maracuja e outas frutas tropicais. Em Myrciaria dubia, os compostos fenolicos
acumularam-se principalmente no envoltério seminal. No entanto, esta presente também
nos ductos e idioblastos nos cotilédones.

Ao descrever Eugenia bimarginata DC, Moreira-Coneglian (2011) observou o0s
cotilédones contendo protoderme de células justapostas e meristema fundamental com
paredes delgadas com presenca de grdos de amido, canal secretor subepidérmico,
corddes procambiais dispersos e algumas células com contetido fendlico. Caracteristicas
semelhantes as encontradas nas sementes da espécie investigada neste trabalho.

Para Souza-Filho et al. (2011), a presenca de alcaldides em vegetais, além de
exercer 0 importante papel de protecdo contra herbivoria, tem se mostrado efetivo em
seu papel medicinal.

Yazawa et al. (2011), observaram a presenca de &cido betulinico (triterpeno) no
extrato de sementes de camu-camu. Os mesmos indicaram essa substancia como
responsavel pela atividade anti-inflamatoria presente na semente. O terpeno encontrado
nas sementes da espécie objeto deste estudo foi localizado na camada mais interna do

tegumento seminal.
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As principais substancias de reserva das sementes maduras Sdo corpos proteicos,
corpos lipidicos e carboidratos na forma de amidos (Werker 1997). Em Myrciaria
dubia, foram observados os trés tipos de reservas.

CONCLUSOES

A anatomia da semente de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh segue o padrédo de
distribuicdo anatémica descrito para a maioria das Myrtaceaes, apresenta o embrido
homogéneo composto por uma massa cotiledonar macica e eixo embrionario indistinto.
A determinacdo da localizacdo dos metabdlitos secundarios no tegumento, pode auxilar
estudos posteriores, com o objetivo de isolar essas substancias. Foram encontradas 0s
trés principais tipos de reserva nutritiva nas sementes. Recomenda-se a realizacdo de
estudos ontogenéticos em Myrciaria dubia para melhor compreensdo da origem de cada

camada que compde o0 tegumento.
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Figura 1. Tegumento de sementes de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh em seccbes
longitudinais Fig 1A e 1B e seccdo transversal Fig 1C em MEV e Fig 1D-1 em sec¢des
transversais em microscopia eletronica de luz. 1A-superficie externa do tegumento, 1B-
tegumento interno, 1C- parénquima subepidérmico do tegumento, 1D- reacdo positiva
para pectinas, 1E-tegumento lignificado, 1F-tegumento sem coloracdo, 1G-reacdo
positiva para compostos fenolicos, 1H-reacdo positiva para lipidios totais, 1l-reacdo
positiva para terpenos. Legenda: cc-camadas de células; ce-células espassadas; cl-
camada lipidica; cp-células palicadicas; ct-células tabulares; ecf-estrato com compostos
fenolicos; ep-epitélio; et-estrato com terpenos; lu-limen; ma-mesocarpo aderido; tg-
tegumento; tl-tegumento lignificado; me-mesofilo. Barra: 1A-C, E-50um; 1D; 1F; 11-
100pum; 1G-20pum e 1H-30um.
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Figura 2. Cotilédones de sementes de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh em seccgdes
longitudinais em MEV, fig 2A, 2B e 21 e em microscopia eletrénica de luz, fig. 2D, 2G
seccOes longitudinais, as demais sdo seccdes transversais. 2A-regido da protuberancia, 2B-
detalhe do cavidade secretora da protuberancia, 2C-mesofilo cotiledonar sem reagente, 2D-
epiderme unisseriada, 2E-detalhe do limen, 2F-detalhe do exsudado de alcaloide no limen,
2G-feixes vasculares do mesofilo cotiledonar, 2H-ducto secretor com compostos fendlicos no
mesofilo cotiledonar, 2l-grdos de amidos nos amiloplastos. Legenda: am-amido; cf-
compostos fenolicos; cs-cavidade secretora; ep-epitélio; epc-epiderme cotiledonar; fv-feixe
vascular; lu-lumen; mc-mesofilo cotiledonar; pc-parede celular. Barra: 2B-20um; 21- 30um;
2A, 2E, 2F, 2H -50pum e 2D, 2C, 2G -100um
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Figura 3. Cotilédones de sementes de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh em microscopia
eletronica de luz, fig. 3G secc¢do longitudinal, as demais séo secc¢des transversais. 3A-reacdo
positiva para o teste lugol, 3B-idioblastos com terpeno no mesofilo cotiledonar, 3C-mesofilo
cotiledonar com idioblastos fendlicos, 3D-reacdo positiva para vermelho de ruténio, 3E-
goticulas lipidicas no mesofilo cotiledonar e na epiderme interna dos cotiledones, 3F-reacdo
positiva para alcaloides no mesofilo cotiledonar, 3G-reacdo positiva para proteinas no
mesofilo cotiledonar, 3H-aspécto geral do eixo embrionario. Legenda: am-amido; epi-
epiderme interna dos cotilédones; gl-goticulas lipidicas; ida-idioblastos com alcaloides; idf-
idioblastos fendlicos; mc-mesofilo cotiledonar. Barra: 3A, 3D, 3F-50um e 3B, 3C, 3E, 3G,
3H-100um
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4. CONCLUSOES GERAIS

A caracterizagdo de frutos, sementes, estruturas presentes nas etapas do
desenvolvimento pds-seminal e plantulas de Myrciaria dubia (Kunth) McVaugh séo Uteis e
confidveis para a identificacdo da espécie e compreensdo da sua germinacao.

Existe ampla variabilidade biométrica entre os clones avaliados, com elevado potencial
geneético.

Nas condicOes estabelecidas, o clone CPATU 2 apresentou os melhores resultados com
destaque para a porcentagem de polpa, porcentagem de germinagdo e sementes mais
vigorosas.

As caracteristicas anatdmicas encontradas na espécie estudada sdo semelhantes as de
outras Myrtaceae.

Foram encontradas os trés principais tipos de reserva nutritiva nas sementes.

A determinacdo da localizacdo dos metabdlitos secundarios no tegumento, pode auxilar

estudos posteriores, com o objetivo de isolar essas substancias.



