OBSERVAGOES CITOLOGICAS EM COFFEA

Vi — DESENVOLVIMENTO DO EMBRIAO
E DO ENDOSFERMA EM Coffea arabica L. (%)

A. Jd. T. Mendes

INTRODUCAO

O primeiro trabalho citolégico em Caté foi feito por von Faber (1).
Usando material de C. arabica ¢ C. liberica, determinou em ambas as
espécies Zn =16, o que estd em desacordo com as investigagdes recentes
de Krug (8) e Mendes (13), pois C. arabica tem 2n=44 e C. liberica
tem 2n=22. Se bem que falho sob este ponto de vista, von Faber des-
creveu o dvulo muito acertadamente e ndo achou "'nenhuma particulari-
dade interessante’’ na formagdo do endosperma nas espécies de Coffea.
' Ultimamente, porem, surgiram discussdes em torno de certos pontos
sobre os quais von Faber ndo havia deixado dGvida: a) em relagdo &
constituigdo do évulo (integumento, nucelo, integumento-nucelo’” ou
integumento e nucelo ?); b) em relagdo ac macrosporo funcional (cha-
lasal ou micropilar ?) ; e ¢} em relagdo ao desenvolvimento da semente
(esta seria constituida per um endosperma ou por um perisperma?).

a} O évulo

QO conceito emitido por von Faber (1) sobre a constituigdo do évulo
de C. arabica L. & certo: constitue-se por um nucelo muito fino, de
uma sé camada de células cobrindo a célula-mde do macrosporo; em
volta desse nucelo desenvolve-se um grande e Unico integumento, que
é atravessado por uma ténue micrdpila.

Houk (4) diz ser o 6vulo de Coffea constituido por um tecido no
qual ndo se diferencia um infegumento de um nucelo ; esse tecido deveria
ser encarado como um inlegumento-nucelo.

Faltou a Houk o estudo inicial do desenvolvimento do &vulo, pois
é nesse ponto que se pode observar muito distintamente um nucelo
de poucas células rodeado por um integqumento que se desenvolve gran-
demente. No évulo j& desenvolvido, as células do nucelo desaparecem
devido & compressdo exercida contra o integumento, pelo saco embrio-

(") QO original em inglés deste trabalho foi publicado em “American Journal of
Botany”', vol. 28, n.° 9, p&q. 784-789, novembro de 1941, O aulor agradece ao dr. A.
1. Eames, de Cornell University, Ithaca, N. Y., pela revisdo do manuscrito em inglés.



116 BRAGANTIA Vol. 2

nério que no seu interior se desenvolve. Nessa ocasido, portanto, se
torna muito dificil interpretar a constituicdo do dvulo, se ndo se viu
antes a degenerescéncia do nucelo.

Ni3o pocdemos, portanto, estar com Houk; temos que voltar ao
velho conceito de von Faber, e neste ponto estao CONOSCco Graner (8, 6),

Fagerlmd (2) Lehveld (10) e Joshi (7)

3

b) O macrosporo funcional

Descrevendo a formagdo do saco embrionério;, von Faber mostra
que o macrosporocito Unico d4 formagdo a 4 macrosporos, dos quais
trés se degeneram, e do "'superior” se forma o saco embrionério.

Schnarf (16, 17) afirma que, ‘'segundo von Faber', o saco embrio-
nério se forma a partir do macrosporo micropilar. Graner (8, 6) afirma
o mesmo e mostra que, ac contrério, é o chalasal que dé formacgdo ao
saco embriondrio.

Ora, von Faber ndo usou o termo “micropilar”, e se se examinar
as suas figuras e se se lembrar de que no évulo de caté a micrdpila se
dirige ‘'para baixo” em relacdo ao peddanculo do fruto, conclue-se que
von Faber acertou e que o macrosporo funcional é o chalasal (por ele
chamado de ‘“‘superior”).

Quanto a este ponto, ndoc hd, pois, motivo para discussdo. Nbés
confirmamos aqui o trabalho de von Faber (1) e Graner (8) : dos 4
macrosporos formados, os trés micropilares se degeneram e o chalasal
aumenta de volume, transformando-se, apds divisdes do seu nicleo,
num saco embriondrio, descrito por Schnarf (18) como do "'tipo normal’.

c) O endosperma

Von Faber (1), que se demora em consideragdes sobre varios pontos,
ao tratar da formagédo do endosperma é bastante conciso. Diz, no entanto :
“a formagdo do endosperma nas espécies de Coffea ndo oferece nenhuma
particularidade interessante. Os nlcleos do endosperma primeira-
mente formados sdo grandes e depositam-se no plasma ao redor da
parede’’.

Houk (3) levanta outra guestdo sobre este ponto: poucas células
do endosperma seriam formadas, as quais logo se degenerariam; em
Coffea, entdo, ndo existiria um endosperma. Em segunda contribuigdo,
Houk (4) descreve com detalhes a 'formacdo’ e a ''degenerescéncia’”
do endosperma, ao mesmo tempo que o desenvolvimento de um ‘'peris-
perma’’.

A velha concepgdo do endosperma ruira entdo, e Krug (9) sequindo
a concepcdo de Houk, passa a adotar o termo ‘'perisperma’” em vez
de “‘endosperma’’, quando quer referir-se 4 massa da semente..

Os trabalhos de Houk, levados a efeito no Brasil, puseram em campo
varios investigadores do estrangeiro, os quais obtiveram resultados que
ndo concordam com os de Houk. Vejamos:
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Antes do segundo trabalho de Houk (4), j& Mayne (12), trabalhando
na.[ndia, o refuta: o endosperma da semente de café. passaria por um
longo. perfodo de repouso apbs a fertilizacdo, durante o qual haveria
uma consideravel atividade de crescimento dos tecidos '‘nucelares’.
Mais tarde, o endosperma passaria a se desenvolver e este 'tecido nucelar”
reduzir-se-ia apenas & “'camada interna” da “‘pelicula prateada’ (peli-
cula que envolve a semente).

Joshi (7), discutindo outros pontos do trabalho de Houk, ndo traz
nada de novo sobre esta questao.

Leliveld (11), que trabalhou nas lthas Neerlandesas, ver1flca gue
apbs a dupla fertilizagdo hd um certo repouso dentro do saco embrionério
durante o qual este apenas aumenta de volume ; as células do “intequ-
mento’’ multiplicam-se grandemente durante esse tempo; mais tarde,
pelo desenvolvimento do endosperma, o “integumento” se desintegra,
seus- ulhmos restos sdo empurrados para fora e passam a formar final-
mente a '‘pelicula prateada”.

Fagerlind (2), aparentemente desconhecendo o trabalho de Leliveld,
e trabalhando na Europa com material colhido em Java, tambem refuta
a idéia de Houk sobre a ndo existéncia de um endosperma em Coffea ;
verifica que apbs a fertilizagcdo hd um grande desenvolvimento dos tecidos
do “integqumento'” e da ‘'chalasa’’ ; depois um endosperma real passa
a consumir gradualmente esses tecidos e toma o seu lugar. O seu ma-
terial, no entanto, ndo se prestou para um estudo detalhado do desenvol-
vimento do endosperma. : :

Desde que a questio sobre a existéncia oz n3o do endosperma em
Coffea foi levantada por investigador (Houk) gque fez parte deste Insti-
tuto Agrondémico; e desde que investigadores estrangeiros isolados
trazem provas citolégicas para a existéncia do endosperma, cabia a
este Instituto reinvestigar a guestdo e decidi-la de uma vez por todas.

A questdo foi entdo atacada, tanto pelo lado genético como pelo
lado citolégico. Finalmente, tanto umas como outras investigages reve-
laram plenamente a existéncia de endosperma em C. arabica L. A prova
genética jé& foi pubhcada por Krug e Carvalho (10), fornecida por um
interessante e (inico fendmeno conhecido de xenia em ‘Coffea. A prova
citolégica ficou a nosso cargo, e © presente trabalho visa apresentar
os dados obtidos nas pesquisas que foram levadas a efeito durante o
ano de 1940 no Inshtuto Agronomlco do Estado de Sao Paulo, em Cam-
pinas. : : ‘

MATERIAL E METODO

Qs ovérios usados neste estudo foram colhidos: nos anos de 1936
e 1940; como Hinhamos em mira, a principio, somente o estudo do
desenvolvimento do saco embriondrio, o material colhido em. 1936
consistia unicamente em botdes de diversos tamanhos e de flores no
dia da-abertura. O material colhido em 1940 destinava-se ac estudo
da fertilizacdo e desenvolvimento do endosperma e do embrido; para
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isso, grande nimero de flores foi marcado (%) sobre diversas plantas
da espécie C. arabica L. var. “semperflorens” e “typica”’, na data da aber-
tura. Diariamente, a principio, e depois a tempos mais espagados, fomos
colhendo os ovérios dessas flores (os Gltimos colhidos foram de 10 em
10 dias).

Apenas colhido, o ovério era incontinenti fixado em “'Craf"’ (Randolf,
14) ; os ovérios velhos eram antes submetidos @ uma dissecgdo para
que o fixador penetrasse melhor; quando os ovarios j& eram muito
grandes, apenas os Ovulos, retirados de seu interior, eram fixados.

Apbs a fixagdo por 24 horas, lavagem em alcool a 709, deshidra-
tagdo e inclusdo em parafina pelo método do 4lcool butilico, o material
era cortado ao micrétomo a uma espessura de 10 a 14 microns, depen-
dendo da idade do ovério.

Na grande maioria dos casos, a coloragdo dos cortes foi feita pela
hematoxilina de Heidenhain, mas algumas vezes usamos o violeta cristal.

Os desenhos foram feitos a cdmara clara, usando-se oculares "'Leitz”’
3x e 20x e uma objetiva ''Zeiss'"" 90x, de acordo com a explicagio que
mais adiante fazemos das figuras.

OBSERVACOES

Q desenvolvimento do saco embriondrio se dd enquanto o botio
estd ainda fechado; numa flor aberta ele j& estd em geral completa-
mente formado, sendo raros os casos em que nessas flores se encontrem
estados intermedidrics. As figuras 1 e 2 mostram dois desses estados,
observados em flores abertas. :

No saco embrionério pronto para a fertilizagdo, os dois nticleos polares
podem apresentar-se fundidos ou isolados. Se bem que esta fusdo pre-
ceda & fertilizagdo, parece que a polinizagdo a apressa, pois em flores
néo polinizadas podem eles conservar-se independentes cerca de quinze
dias.

‘Se por deficiéncia de polen ou qualquer outro motivo ndo se pro-
cessar a fertilizag@o, o saco embriondrioc permanece intacto por um tempo
variavel ; parece, porem, que mais comumente se desintegra nos pri-
meiros quinze dias.

Em vérias flores encontramos sacos embrionérios com nimero
anormal de antipodas {em nGmero de seis virias vezes); a figura 3
ilustra um caso em que os 3 nicleos que formariam as antipodas estdo
se dividindo ainda uma vez.

Desde que haja conveniente polinizacdo, no mesmo dia da abertura
da flor um tubo polinico penetra no saco embriondrio (fig. 4). Essa
penetragdo se da pela micrépila: uma das sinérgidas desaparece a
sua passagem e ele vai introduzir-se entre a oosfera e o niicleo secun-
dério do saco embrionério (figs. 5 e 6).

(") Agradecemos aqui ao sr. Célio N. Antunes pela marcagio do florescimento
de diversas plantas da var. “semperflorens’.
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Algumas vezes desaparecem as duas sinérgidas nessa ocasido;
outras vezes o tubo polinico se desvia mais, e ambas permanecem intactas.
Raras vezes o tubo polinico prosseque para baixo pela parede do saco
embriondrio, sem se introduzir entre a ocosfera e o nficleo secundério
do saco embrionério.

Este niicleo, resultante da fusdo dos dois nticleos polares, é de recente
constituigdo ; a sua perileria irregular e seus dois nucléolos sdo vestigios
da fusdo.

Nas preparagdes coloridas pela hematoxilina, o tubo polinico apre-
senta-se enegrecido em toda a sua extensdo, exceto em dois pontos
préximos & extremidade; al o tubo se engrossa consideravelmente,
apresentando duas cavidades muito visiveis (figs. 5 e 6), por onde parece
desprender-se os dois gametas.

Estes unem-se simultaneamente um A& ocosfera e outro ao nfcleo
secundario do saco embriondrio (fig. 5). Antes dessa dupla fertilizag8o
pode-se notar que a oosfera tem um nucléolo e o nicleo secundério do
saco embriondrioc tem um ou dois; apds a fusdo, o zigote apresenta
de infcioc dois nucléolos e o nicleo primério do endosperma pode apre-
sentar dois ou trés, muitas vezes de diferentes tamanhos. Detalhe da
fertilizagdo de um nicleo secundério do saco embriondrio & apresen-
tado na figura 7. Na figura 6 esse nicleo fertilizado apresenta dois
nucléolos, sendo um maior e provavelmente resultante da fusdo de dois
outros (dos ntcleos polares).

Realizada a dupla fertilizagdo, o citoplasma do saco embrionério
comega a se encher de vaclolos. Grandes, mas ndo numerosas inclusdes
aparecem no citoplasma do zigote ; alids, estas inclusdes foram vistas
tambem em oosferas de sacos embrionérios que aparentemente néo
haviam sido fecundados, alguns dias apbs a abertura das flores; ndo
sdo visiveis, no entanto, num saco embriondrio recentemente consti-
tuido e ndo fertilizado. As antipodas tambem se enchem de vaciolos
e colorem-se cada vez mais intensamente pela hematoxilina ; vdo dege-
nerando, tornando-se menores e, finalmente, desaparecem ; sdo visiveis,
todavia, ainda 15 dias apbs a fertilizagdo. A sinérqgida, que se conser-
vara intacta & passagem do tubo polinico, desaparece dentro de ocito
dias.

- Durante esses oito dias, o zigote aumenta bastante de volume, e,
finalmente, com o desaparecimento das sinérgidas, localiza-se no lugar
destas, junto A& micrépila (fig. 8). Dezoito a vinte dias apbs a fertilizagdo,
no méximo, é que se comega a notar nessa célula a passagem de dois
nucléolos a um Unico.

A fusdo dos nucléolos do niicleo primdric do endosperma se d&
dentro de 8 dias; porem, nas preparagdes de ovarios de 15 a mais dias,
e tambem mais tarde no endosperma em desenvolvimento, & comum
se contar 3 nucléolos.

A cavidade do saco embriondrio ndo experimenta aumento sensivel
de volume nos primeiros 8 dias. Dai por diante, porem, o seu volume
aumenta em todos os sentidos, comprimindo assim as células do tecido
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que a envolve. Esse aumento de volume pode ser apreciado a partir
da figura 9. Esta e a figura 10 representam dois sacos embrionérios
dezessete dias apés a fertilizagdo ; em ambos nota- -se o desaparecimento
das ant{podas e das sinérgidas ; na figura 10 nota-se tambem o desapare-
cimento da oosfera. O nticleo volumoso com 3 nucléolos mostra bem
que foi fertilizado; o ndo aparec:lmento da cosfera sugere que a fertili-
zagdo foi incompleta, isto é, a cosfera nédo foi fertilizada. Como resul-
tado disso & de se esperar que se desenvolva uma semente com endos—
perma normal e desprovida de embrido. -

Apbs a fecundagdo, e enquanto lentamente se operam as primeiras
transformagBes no saco embriondrio fertilizado, o integumento que o
envolve aumenta rapldamente de volume por multiplicacBo de suas
células, formando uma espécie de "'perisperma’’ transitérioc. Este aumento
de volume pode ser notado exteriormente pelo aumento do didmetro do
ovério, que j& se vai apresentando como um frutinho verde. Por outro
lado, o aumento de volume do saco embrionério se faz & custa das camadas
mais internas desse tecido, que degeneram pela compresséo qgue experi-
mentam.

A figura 11 mostra um saco embrionério 24 dias apés a pohnlzagao,
no qual o nicleo do endosperma ainda néo se dividiu ; o saco embrio-
nério representado na figura 12 é de um ovério colhido 21 dias apbs
a abertura da flor; nele o endosperma j& se apresenta bi-nucleado.
Esta primeira divisdo do nicleo do endosperma se da entre 21 a 27 dias
apds a abertura das flores.

" Por essa ocasido, o citoplasma se condensa em torno do nicleo
do endosperma, e, como consequéncia, hd um colapso das células internas
do tecido que envolve a cavidade ; hé& assim uma invasdo de parte do
saco embriondrio por células estranhas. Estas, alongadas e, 3s vezes,
enegrecidas pela degenerescéncia, foram erradamente 1nterpretadas
por Houk (4) como células do endosperma em degenerescéncia.

Vérios estdgios bi-nucleados do endosperma foram examinados e
em nenhum deles se verificou a formagioc de uma membrana celular
entre os dois niticleos. Somente uma vez conseguimos examinar um
endosperma tetra-nucleado ffig. 13), e 1sso num ovério colhido 27 dias
apds a abertura da flor. Nesse caso j4 se podiam ver as membranas
celulares entre os 4 nacleos.

. Endospermas de ovérios colhidos 40 dias apos a abertura.da flor
tinham 8.células ;. os de 45 dias tinham 16 células ; os de 30 dias tinham
12,18, 24 e 36 células ; os de 60 dias tinham 44, £ 90 e = 120 células.
Num endosperma de 50 dias encontramos nficleos aparentemente em
repousg, outros em d1v1sao, e células recentemente formadas.

Os nicleos resultantes das primeiras divisdes se colam a parede
das células, prlnc:lpalmente do lado da parede do saco embriendrio.
Na figura 14 vé-se um endosperma de 50 dias, com 16 células, das quais
deis nhcleos sdo visiveis junto & parede do saco embrlonéno

O endosperma em desenvolvimento novamente passa a comprimir
as celulas do tecido envolvente, que lhe vai cedendo lugar. A contagem
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das células do endosperma j4 se torna dificil-acs 70 dias ; por.essa ocasido,
no entanto, ele amda apresenta a forma de, um pequeno baldo, no mtenor
do ''perisperma”’.

-Dal por diante nota-se que o crescimento do endosperma se da
pelas suas células mais externas, .que passam a formar um meristema
muito alivo. Gracas a intensa multiplicacio destas células, o endos-
perma se vai espalthando pelo espago que era antes ocupado pelo “'peris-
perma’’ ; as células internas deste tecido se vdo comprimindo e desapa-
recendo. Em ovérios cortados 3 meses e meio apds a abertura das flores,
o endosperma se apresenta muito desenvolv1do (tig. 17) ‘ocupando quase
todo esse espaco.

‘O endosperma de 4 meses ]é substltue o '‘perisperma”’. em toda a
sua extensdo, exceto numa Gltima camada que fica, finalmente, envol-
vendo o endosperma ; esta camada é formada por um extrato de células
achatadas-e no fruto maduro toma o aspecto de uma pehcula translicida,
conhecida por 'pelicula prateada’. '

- Quanto ao embrifo, sb comega a se desenvolver muilo depois do
endosperrna'. Pelo exame das figuras 11 e 14 pode-se ver que; énguanto
as células do endosperma se v@o multiplicando, o zigote continua em
estado de repouso, numa extremidade desse tecido em desenvolvimento.
A sua primeira divisdo se processa 60 a 70 dias ap6s a abertura da flor.

A primeira divisdo do zigote se d4 no sentido trarisversal, diferen-
ciando-se as duas células fithas pelo tamanho; uma, a “basal”’, gue
se volta para o ladc') da antiga micrépila, é grande e dotada de enorme
vaciiolo; a outra, a "apical”’, & menor e se coloca sobre esta. Uma delas
(]ulgamos gue seja a apical) d1v1de -se ‘ainda uma vez transversalmente ;
resulta daf um proembrido com 3 células, uma das quais se°comprime
entre a basal e a apical. A terceira divisdo no proembrido se d4 nesta
célula apical, mas agora no-sentido ‘longitudinal. A figura 15 mostra
um proembrido em que os nlcleos da célula aplcal -j4 -se dividiram,
mas uma membrana celular ainda ndo apareceu.

Esta’ primeira divisdo no sentido longitudinal constitue o inicio do
desenvolvimentc do embrido” propriamente dito; ao que parece, as
outras duas celulas do embrido — a mediana e a basal (ou umcamente
a basal), passardo a formar o suspensor.

‘As fases posteriores do desenvolvimento do embriZo e do suspensor,
devido & rapidez com que se processam as divisdes e a crescente dificul-
dade de se trabalhar com o materlal ndo foram vistas . em detalhe

A @) embrlao tem a forma de um escudo. 3 meses e meio (105 dlas)
apbs a abertura da flor (fig. 17). Na figura 16 pode-se observar o
suspensor, numa semente de 4 meses (120 dias), Numa semente de
.143 ‘dias, em que. o endosperma ;é esta completamente desenvolvido .e
o. ‘'perisperma’’ .reduzido a uma pehcula prateada’’, diferenciam-se
no embrido os cotilédones (fig. 18).. . -

. Nota-se, entdo, a formac¢do de uma fenda interna por toda a extensio
do endosperma e a partir do local em que o embrido se aloja.
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Numa semente de 160 dias encontra-se um embrido completo, no
qual se diferenciam dois (as vezes trés e quatro) pequenos cotilédones
e um hipocotilo.

Durante o processo da germinagdo, os cotilédones se tornam verdes
e se desenvolvem pelo interior da fenda de que tratamos acima.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

No tocante & constituigdo do bvulo e ao desenvolvimento do saco
embriondrio, j4 apresentamos, na introdugdo, o que de notavel tem sido
discutido. Em resumo, pode-se concluir que o évulo de C. arabica L.
é constituido, a principio, por um ténue nucelo, em volta do qual cresce
um Gnico e grande integumento. Dentro desse nucelo diferencia-se
um macrosporocito que por duas divisdes sucessivas produz 4 macros-
poros, dos quais 3 se degeneram, enguanto o chalasal d4 origem ao
saco embrionério. Num 6vulo j4 bem desenvolvido desaparece o nucelo
devido & compressdo sofrida pelas suas células ao se formar o saco
embrionario. Um . évulo velho é constituido, pois, por um grande intequ-
mento, no interior do qual se aloja um saco embrionério.

A formacdo de um nOmero anormal de antipodas no sacc embrio-
nério de (Coffea foi considerada por Leliveld (11) como uma das manifes-
tagBes da ndo fertilizagdc ; nds encontramos, vrias vezes, sacos embrio-
narios assim anormais; a figura 3, por exemplo, ilustra um caso em
gue os 3 nicleos que formariam as antipodas se estdo dividindo mais
uma vez ; como hdo se notam ai vestigios de que esses niicleos j4 tivessem
feito parte de antipodas uma vez constituidas, parece-nos gue aformagdo
de nGmero anormal de antipodas se d4 antes da formacdo de um saco
embrionério normal, e, portanto, ndo depende da falta de fertilizagao.

O fendémeno da dupla fertilizagdo pode ser examinado, de modo
gue ndo podem prevalecer davidas (Houk, 4) sobre se hé ou ndo a fertili-
zagdo do nfcleo do saco embrionério. Ocasionalmente, a dupla fertili-
zagdo pode ser incompleta, pois, ds vezes, se encontram sementes com
embrido normal e aparentemente desprovidas de endosperma, ou ainda
sementes com endosperma normal, mas desprovidas de embrido; estas
anormalidades podem ser devidas a uma fertilizagdo incompleta, e a
figura 10, apresentando um saco embriondrioc no qual a célula-ovo dege-
nerou, tem o dom de robustecer esta hipbtese. Segundo Leliveld (11),
nos casos normais, a fecundagédo se realiza 30 a 50 horas depois da aber-
tura das flores. Nas flores por nés colhidas, verificamos que esse fenémeno
pode ocorrer ainda nas primeiras 12 horas apds a abertura, podendo,
no entanto, retardar alguns dias.

Os fendmenos que se passam no ‘saco embriondrio apés a fertili-
zagdo sucedem-se, a principio, lentamente, ndo havendo propriamente
um repouso segundo cita Leliveld (11). O integumento que entio envolve
o saco embrionario aumenta de volume; este aumento ndo vai avante,
todavia, se ndo houver a fertilizacdo ; sequndo Leliveld, isto era indepen-
dente da fertilizacdo.
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Como acabamos de dizer, é o infegumento e ndo o nucelo {ao con-
trério do que pensa Mayne, 12) que passa a formar o grande tecido que
envolve o endosperma em formagdo. No decorrer das nossas “'Obser-
vagoes’’, chamamos este tecido de “'perisperma’, pois ndo é tecido
resuliante de fecundagdo; entretanto, como ndo provem do nucelo,
é discutivel se se pode assim chamar um tal tecido.

QO zigote é a Unica célula que repousa nos primeiros tempos do
desenvolvimento do fruto. O nicleo do endosperma passa a se dividir
e o endosperma ja é alguma coisa distinta antes que o embrido comece
a se diferenciar. Ndo pensou assim Houk (4). No entanto, devido &
confusdo feita por esse autor, interpretando células do endosperma como
células do embrido, células do intequmento como células do endos-
perma, etc., preferimos ndo discutir aquf o seu trabalho.

Segundo Leliveld (11), a formagdo de paredes celulares no endos-
perma se da repentinamente, quando o endosperma j& tem cerca de
64 nicleos e dai por diante a formacdoc da parede celular se segue
imediatamente a cada divisdo nuclear. Segundo as nossas observagdes,
parece que, realmente, o endosperma ndo é celular desde o inicio;
entretanto, ndo pudemos verificar se a divisdo celular se processa apds
o estgio bi-nucleado ou tetra-nucleado; o que pudemos averiguar,
com.certeza, foi que o endosperma com 4 nicleos j& & celular.

O endosperma de Coffea parece ser do tipc nuclear, porque a
formagdo de paredes celulares ndo foi vista ocorrer na primeira divisdo.
A correlagdo entre este tipo de endosperma e o desenvolvimento retar-
dado do embrido estd de acordo com a correlagdo que Rao (18) descreveu
entre os tipos de embrido e endosperma.

As primeiras divisGes sdo simultdneas para todos os nlcleos, mas
o fato de se encontrarem, como encontramos, endospermas com 12,
18 e 20 nicleos mosira que em alguns casos essa simultaneidade é
quebrada logo. Encontramos mesmo endospermas com poucas células
em gue umas estavam com seus nacleos em plena divisdo, outras j&
estavam bem mais adiantadas e outras pareciam repousar. '

O endosperma, empurrande e consuminde as células do peris-
perma, &, finalmente, recoberto por um Gltimo estrato de células que
constituird mais tarde a “pelicula prateada’”. Estamos assim de acordo
com Leliveld (11) e Fagerlind (2) e em desacordo com Mayne (12),
segundo o qual as células restantes do “'perisperma’’ formariam apenas
as camadas internas da pelicula prateada.

Uma semente madura de café constitue-se, entdo, de uma grande
massa de endosperma, recoberta por uma fina ‘pelicula prateada”
originéria do integumento, alojando no seu interior um pequeno embrido
diferenciado. O “‘pergaminho’’ que envolve a semente ndo faz parte
da mesma ; ele corresponde ao envoltério da semente do péssego, pois
& o endocarpo do fruto.
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SUMMARY

The ovule of C. arabica L. consists of a smgie 1ntequmeht and a small nucelh:s whmh
dlsappears ‘as the ovule . méatures.

Three of the four macrospores resulting from the dmswn oi the macrosporocyte,
degenerate The remaining chalazal cell gives rise to & “'normal embryo sac, whlch is
ready for fertilization at the time of the flower opening.

Double fertilization occurs, as a rule, the day the flower opens. 'I'he embryo sac
then increases in volume and compresses the. inner mtegument cells, The outer cells
of the integument, however, multiply actively, giving rise to the “perisperm”.

" After degeneration of the synergids and antipodals, the zygote stays near the rnlcro-
pyle-in a resting stage, while the primary endosperm nucleus divides. :

This first division of the endosperm occurs from 21 to 27 days after flower opening.
The cytoplasm condenses around the newly formed nuclei, permitting the ad]acent hssues
to sink inio the embryo sac.

Since the separating walls were not seen at the binucleate stage and were present
at the four-nucleate stage, it seems that the endosperm belongs to the “'nuclear type’.

As the number of endosperm cells increases, the “perisperm” cells are- again
compressed and give more and more room to the new tissue. The first division in the zygote
occurs from sixty to seventy days aﬁer flower opening, when the endOSperm is already
multinucleate.

A dlfferenhated embryo develops with a hypocotyl and two sma]l cotyledons in
the ripe seed.

In- the ripe seed the “‘perisperm’’ disappears almost completely : “its remains form
the thin “'silver skin'’ which envelops the endosperm. R :

The parchment layer which envelops the seed is the endocarp.
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EXPLICA(}KO DAS FIGURAS

Figurags 1-18. Coffea arabica L. Fig. 1: Saco embrionério tetra-nucleado encontrado
em flor aberta. Fig. 2: Saco embriondric passando de tetra— a octa-nucleado,
em flor aberta. Fig. 3: Saco embriondrio com formagdo de nimero anormal
de anfipodas. Fig. 4: Saco embrionério completo, vendo-se um tubo polinico.
Fig. 5 e 6: Saco embrionério no momento de fertilizagdo. Fig. 7: Detalhe da ferti-
lizagdo do nficleo do saco embrionério. Fig. 8: Saco embriondrio fertilizado,
no qual j& desapareceram as duas sinérgidas; o zigote se localiza junto & micré-
pila.- Fig. 9: Saco embriondrio fertilizado, no qual j& desapareceram tambem
as antipodas. Fig. 10: Saco embriondrio fertilizado, no qual tambem a célula-
ovo degenerou. Fig. 11: Saco embrionaric 24 dias apés a abertura da flor;
endosperma uni-nucleado; colapso das células que envolvem a cavidade. Fig.
12: Endosperma bi-nucleado. Fig. 13: Endosperma tetra-nucleado; membranas
celulares j4 separam os quatro nacleos. Fig. 14: Endospéerma, 50 dias apds a
abertura da flor, com muitas células. Fig. 15: Endosperma e proembrido, 70
dias apds a abertura da flor. Fig. 16: Detalhe da base de um embrido,
mostrando o suspensor, 4 meses apbs a abertura da flor. Fig. 17 e 18: Cortes
transversal e longitudinal em sementes de fruto verde (3 meses e meio a 4 meses) ;
emb— embrido ; end— endosperma J- fenda; pe— “'perisperma” (“pelicula
prateada”); per— “‘pergaminho’ (endocarpo)

Figuras 1 a 6 e 8 a 15: desenhadas & cdmara clara com objetiva 90 e ocular 3x dando
um aumento de 630x. Reduzidas para 315x.

Figura 7 ;: idem, com objetiva 90 e ocular 20x, dando um aumento de 4200x.

Figuras 17 e 18 : desenhadas a mdo livre com um aumento de cerca de 20x. Reduzidas
para Sx.
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