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ABSTRACT 

Le gimnosperme sono un gruppo di spermatofite che, a differenza delle 

angiosperme, sono caratterizzate dalla produzione di semi nudi, ovvero non protetti 

dal carpello. I semi si sviluppano sulle scaglie ovulifere che compongono lo strobilo 

femminile. Le gimnosperme si suddividono in quattro grandi gruppi: Cicadofite, 

Conifere, Ginkgofite e Gnetofite. Araucaria angustifolia, detta anche “pino 

brasiliano”, appartiene al gruppo delle conifere. Di questa specie verrà discusso lo 

sviluppo dell’ovulo all’interno dello strobilo femminile, dalla primavera alla 

primavera dell’anno successivo, e la crescita del tubetto pollinico per quanto 

riguarda la controparte maschile. Questo studio utilizza tecniche di microscopia 

ottica, microscopia elettronica a scansione, di microtomografia a raggi X e tecniche 

istochimiche. Sono descritti con particolare attenzione i processi di 

megasporogenesi e megagametogenesi. Infatti, seppur lo studio delle Araucariaceae 

sia progredito nel corso degli ultimi anni, mancano ancora molte informazioni circa 

modalità e tempistiche dei processi di formazione e sviluppo dei gametofiti 

femminile e maschile, e molte domande sono ancora senza una risposta. Pertanto 

un’analisi di questi processi può essere utile a comprendere meglio l’affermazione 

di diversi pattern di sviluppo riproduttivo nelle piante a seme. 
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1. INTRODUZIONE

1.1 Morfologia ed ecologia di Araucaria angustifolia  

Araucaria angustifolia, conosciuta anche come pino brasiliano, è una conifera 

sempreverde appartenente alla famiglia delle Araucariaceae.  

La sua morfologia è costituita da un tronco rettilineo cilindrico avente un diametro 

che va da 1 a 2 metri per un’altezza che può arrivare fino ai 50 metri. Quando la 

pianta è giovane risulta simmetrica, a forma di cono, con i rami che la ricoprono 

dalla base alla cima con foglie perenni, dure e aghiformi. Avanzando con l’età la 

chioma si apre andando a formare una sorta di ombrello e sulla maggior parte della 

lunghezza del fusto dell’albero non si trovano rami, in quanto vengono persi 

naturalmente (Fig. 1). È una pianta dioica, cioè presenta gli organi riproduttivi 

maschili e femminili in due piante differenti. Gli amenti maschili sono densi, 

cilindrici, raggruppati in clusters o solitari e composti da numerosi microsporangi 

disposti a spirale (Fig. 2). Invece, i coni femminili sono ovoidali, più larghi che 

lunghi, presentano scaglie legnose strettamente sovrapposte, che cadono quando i 

semi sono maturi (Fig. 3) (Bittencourt, 2007).   

Figura 1: Fotografia di esemplari di Araucaria angustifolia 
(https://www.gardenia.net/plant/araucaria-angustifolia) 
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Figura 2: Un ramo di Araucaria angustifolia ricco di coni maschili. Giardino botanico di Mt. 
Tomah, Australia (https://www.conifers.org/ar/Araucaria_angustifolia.php). 

 

 

 

Figura 3: Cono femminile di una giovane pianta di Araucaria angustifolia al RHS Garden 
Wisley, Luglio 2019. Immagine di John Grimshaw 

(https://www.treesandshrubsonline.org/articles/araucaria/araucaria-angustifolia/). 

  
 

Araucaria angustifolia è l’unica gimnosperma nativa della foresta atlantica del 

Brasile e ha una grande importanza economica, culturale e sociale. Infatti, ha 

rappresentato la fonte di legname più sfruttata fino agli anni ’70, ed è una preziosa 

sorgente di semi, resina e fibra.  

I semi hanno un alto valore nutrizionale e sono consumati sia dall’uomo che dalla 

fauna selvatica. Il legno degli alberi adulti viene impiegato per la produzione di 

mobili e in quasi tutti gli altri tipi di applicazioni del legno. 
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È l’albero dominante della foresta pluviale, dalla subtropicale alla temperata, nel 

sud-est del Brasile. Si può anche trovare nel nord-est dell’Argentina, nel Paraguay 

orientale, più precisamente nella provincia di Missiones, e a est dell'Alto Paraná. 

Il caratteristico colore verde scuro di Araucaria angustifolia gli è valso il 

soprannome di “bosco nero” e le foreste di araucaria sono spesso indicate come 

“boschi neri” in contrasto con i “boschi bianchi” o le foreste prive di questa pianta 

(Bittencourt, 2007). 

Originariamente le foreste di Araucaria angustifolia ricoprivano un’area pari a 20 

milioni di ettari in Brasile; tuttavia, a causa dello sfruttamento umano oggi solo il 

2% di tale area permane (Kuhn et al.,2024). Le attuali condizioni della foresta di 

Araucaria in Brasile sono dovute alla mancanza di un piano di gestione che 

combina fattori ecologici, genetici, sociali ed economici per le foreste native. 

Infatti, le colture arabili, soprattutto soia e mais, e le piantagioni forestali di specie 

esotiche sono considerate più redditizie (Bittencourt, 2007). 

Questo ha fatto sì che Araucaria angustifolia fosse inserita nell'elenco ufficiale 

delle piante brasiliane a rischio di estinzione, all’interno della categoria CR secondo 

la IUCN Red List of Threatened Species del 2011. 

 

1.2 Le gimnosperme  

Le spermatofite sono il gruppo più cospicuo di piante vascolarizzate, caratterizzate 

dalla presenza dell’ovulo, struttura di grande importanza, dalla quale si sviluppa il 

seme. Questo gruppo di piante vascolari viene diviso in: gimnosperme e 

angiosperme. Entrambe sono piante a seme, ma tra loro sono presenti sostanziali 

differenze sia dal punto di vista vegetativo che riproduttivo. 

Quando parliamo di gimnosperme (dal greco gymnos che significa “nudo”) ci 

riferiamo a una serie di spermatofite legnose aventi ovuli (e semi) esposti all’aria, 

spesso portati da scaglie dette macrosporofilli. Al contrario di queste, le 

angiosperme hanno l’ovulo racchiuso e protetto da strutture dette carpelli, che 

vanno a formare l’ovario.  

Le gimnosperme sono comparse nel devoniano superiore, cioè circa 360 milioni di 

anni fa. Oggi le specie attualmente viventi sono poco più di mille e appartengono a 

circa 83 generi divisi in 12 famiglie che crescono in diverse zone del mondo. Più in 
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particolare, studi molecolari, suggeriscono che esse rappresentino un gruppo 

monofiletico che comprende 4 divisioni: cicadee, ginkofite, conifere e gnetofite. 

(Pasqua et al., 2019). 

1.3 Lo sviluppo dell’ovulo e la formazione del seme nelle conifere 

Le conifere costituiscono il gruppo più ampio di gimnosperme viventi (Pasqua et 

al., 2019). Al mondo ne esistono 6 famiglie, 69 generi e circa 620 specie, 

comprendenti specie legnose perenni, diffuse nelle regioni fredde dell’emisfero 

boreale, aventi grande importanza ecologica e economica. 

I taxa comprendenti tale gruppo detengono strutture riproduttive chiamate coni o 

strobili. Nella maggior parte delle conifere gli strobili sono unisessuali portati da 

uno stesso individuo o da individui diversi. 

Gli strobili femminili hanno generalmente una forma ovoidale e presentano un asse 

che porta squame ovulifere, cioè germogli modificati solitamente di tipo legnoso. 

Al di sotto di ogni squama è presente una brattea copritrice che permette la 

protezione dell’ovulo. Poiché la forma dello strobilo e delle squame cambia nei 

diversi taxa di conifere, esso può essere utilizzato come carattere d’identificazione. 

Gli strobili maschili risultano essere semplici, in posizione ascellare o terminale di 

rami brevi, costituiti da microsporofilli di forma squamiforme, contenenti i 

microsporangi (Pasqua et al., 2019). 

Queste strutture proteggono ovulo e semi, facilitando l’impollinazione e la 

dispersione dei semi una volta che questi si sono formati. 

Le conifere hanno un ciclo biologico lento in cui l’impollinazione, che avviene 

prevalentemente per via aerea, e la fecondazione sono due eventi distinti nel tempo.  

L’impollinazione, che prevede il passaggio dei granuli di polline dalle sacche 

polliniche agli ovuli, può essere facilitata grazie alla presenza di sacche aerifere che 

permettono il galleggiamento della goccia di impollinazione, un liquido zuccherino 

e viscoso rilasciato dal micropilo dell’ovulo nella sua fase ricettiva (Pasqua et al., 

2019). 

Il polline entra quindi nell’ovulo e generalmente nelle gimnosperme si ha un 

periodo di coesistenza tra gametofito maschile e femminile. All’interno dell’ovulo, 

infatti, al momento dell’impollinazione corrisponde la formazione del gametofito 

femminile. Tale processo avviene dopo che la cellula madre delle megaspore 
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(MMC) va incontro a meiosi, si vengono a formare quattro megaspore e di queste 

spesso solo una rimane funzionale (megaspora funzionale). Tale megaspora si va a 

dividere formando un gametofito femminile cenotitico. Questo gametofito in 

seguito (il processo può essere molto lungo) cellularizza, e da esso, in prossimità 

del micropilo, si vengono a sviluppare gli archegoni, contenenti la/e cellula/e uovo. 

A questo punto si ha il rilascio dei gameti maschili dal tubetto pollinico e la 

conseguente fecondazione della cellula uovo (Pasqua et al., 2019). Lo zigote 

diventa embrione, avvolto e protetto dai tegumenti dell’ovulo, costituendo il seme.  

Dalla fecondazione allo sviluppo completo dell’embrione può trascorrere diverso 

tempo. 

 

 

Figura 4: Ciclo riproduttivo di una conifera (Pasqua et al., 2019). 
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2. SCOPO DI QUESTO ELABORATO 
Sebbene lo studio della biologia riproduttiva delle Araucariaceae sia aumentato 

significativamente negli ultimi decenni, rimangono ancora molte domande aperte 

(Kuhn et al., 2024). Lo studio di Burlingame (1914) descrisse il ciclo riproduttivo 

di A. angustifolia; tuttavia, molti aspetti non risultavano chiari, come la struttura del 

cono femminile, lo sviluppo dell’ovulo e la modalità di crescita del tubetto pollinico 

nella nucella. Mentre i primi due aspetti furono chiariti nel 2020, studiando 

l’omologia con il cono femminile di A. araucana (Herting & Stutzel, 2020), la 

modalità di crescita del tubetto pollinico fu descritta nel dettaglio solo in Agathis 

(Owens et al., 1995a) pertanto a causa di mancanza di informazioni a livello di altre 

specie, la modalità di crescita in Agathis fu generalizzata alle Araucariaceae. Per 

questo è necessario investigare in modo specifico i processi di sviluppo dello 

strobilo femminile, dell’ontogenesi dell’ovulo e della crescita del tubetto pollinico, 

focalizzando l’attenzione ai processi di megasporogenesi e megagametogenesi, 

come affrontato nell’articolo di Kuhn et al. (2024), presentato in questa tesi. Inoltre, 

questo studio può essere utile al fine di migliorare le tecniche di conservazione di 

A. angustifolia, e la gestione del suo ambiente naturale. 
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3. MATERIALI E METODI 
In questa parte dell’elaborato vengono presentati le tecniche e i materiali utilizzati 

da Kuhn et. al (2024) nel loro studio sulla biologia riproduttiva di Araucaria 

angustifolia. 

3.1 Campionamento del materiale 

Gli strobili femminili di A. angustifolia utilizzati in questo studio sono stati ottenuti  

da tre differenti piante provenienti da Nova Petropolis City, Rio Grande do Sul, 

Brasile. La raccolta di questi campioni si è svolta in 18 mesi, da giugno a novembre 

dell’anno successivo, alle porte dell’inverno. 

Dal primo al terzo mese e dal settimo al diciottesimo mese il campionamento è stato 

fatto mensilmente, mentre dal quarto al sesto mese il campionamento è stato fatto 

settimanalmente o ogni due settimane. 

3.2 Microscopia ottica 

La microscopia ottica, detta anche microscopia in campo chiaro, è una tecnica che 

permette l’osservazione di campioni biologici dotati di colore proprio o proprietà 

che influenzano la quantità di luce che passa attraverso di essi. Tuttavia, molti 

campioni mancano di queste caratteristiche e pertanto devono essere preparati e 

trattati con specifici coloranti (Hardin & Bertoni, 2018). 

Nello studio di Kuhn et al. (2024) l’analisi istologica è avvenuta su campioni fissati 

in una soluzione buffer 0.1 M di sodio fosfato pH 7.2 contenente 1% glutaraldeide 

e 4% formaldeide, per 72 ore, come descritto da McDowell and Trump (1976). Il 

materiale è stato quindi lavato con il buffer sodio fosfato 0.1 M e poi disidratato in 

una serie di soluzioni di etanolo a concentrazione crescente, da 10% etanolo a 100% 

etanolo. Il materiale è stato poi processato per includerlo nella resina 2 idrossi-

metacrilato. 

Una volta inclusi, i campioni sono stati tagliati in sezioni aventi uno spessore pari 

a 2-4 μm utilizzando il microtomo rotativo Zeiss. Le sezioni, poste su dei vetrini, 

sono state colorate con una soluzione al 0,05 % blu di toluidina O, pH 4,4 (Kuhn et 

al.,2024). Le microfotografie del materiale sono state acquisite in campo chiaro 

utilizzando un microscopio Leica DMR e uno stereomicroscopio Leica M165 FC, 

con AxioCam Fotocamera digitale HRc e AxioVision LE (Carl Zeiss® Meditec 

AG, Oberkochen, Germania). 
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Oltre a ciò, utilizzando materiale supplementare, è stata rilevata composizione 

chimica degli strobili attraverso diversi agenti e test istochimici: 

 IKI, per rilevare l'amido; 

 Rosso rutenio, per rilevare acidi polisaccaridi e acidi pectici; 

 Alcian Blue 8GX, per rilevare mucopolisaccaridi; 

 Acido Periodico Schiff-PAS, per rilevare i polisaccaridi totali; 

 Calcofluor White per rilevare cellulosa;  

 Blu anilina, per rilevare callosio. 

 

3.3 Microscopia elettronica a scansione (SEM)  

Nello studio viene utilizzata poi la microscopia elettronica a scansione, un tipo 

differente di microscopia elettronica che permette la produzione di immagini da 

elettroni deviati dalla superficie del campione e non trasmessi attraverso di esso 

(Hardin & Bertoni, 2018). 

Questa tecnica è particolarmente spettacolare per la tridimensionalità che dà alle 

strutture biologiche, permettendo così lo studio topografico della superficie. 

Per questo tipo di microscopia, nello studio di Kuhn et. al (2024) il materiale viene 

disidratato attraverso una serie di acetoni ed essiccato utilizzando il metodo del 

punto critico di Gersterberger e Leins (1978) con BALTEC, Attrezzatura CPD 030. 

I campioni sono stati poi montati su supporti rivestiti in oro, utilizzando un 

dispositivo di vaporizzazione catodica BAL-TEC SCD 050. L’osservazione e le 

micrografie elettroniche sono state in seguito eseguite con un microscopio JEOL 

JSM 6060 sotto 30 Kv. 

3.4 Tomografia micro-computerizzata a raggi X (μCT) 

La micro-tomografia computerizzata a raggi X (nota anche come micro-tomografia 

o micro-CT) è una tecnica che produce immagini ad alta risoluzione che possono 

essere impiegate per generare modelli digitali tridimensionali di campioni. 

Questa tecnologia sfrutta i principi della tomografia computerizzata (TC), utilizzata 

anche dallo scanner TC negli ospedali per esaminare gli organi e le ossa dei 

pazienti. La differenza è che, servendosi di sorgenti di raggi X finemente focalizzate 

e ottiche da microscopio, la micro-tomografia ci permette di vedere dettagli 
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tridimensionali da micron a sub-micron in campioni piccoli come la testa di uno 

spillo. 

Al fine di attuare questa tecnica, per prima cosa Kuhn et. al (2024) hanno fissato il 

cono femminile in una soluzione buffer 0.1 M di sodio fosfato contenente 1% 

glutaraldeide e 4% formaldeide, pH 7.2 per 72 ore, come descritto da McDowell 

and Trump (1976). Il materiale è stato quindi lavato con il buffer sodio fosfato 0,1 

M, disidratato in una serie di acetoni ed essiccato utilizzando il metodo del punto 

critico Gersterberger e Leins (1978) con BAL-TEC, CPD 030. 

Per le analisi μCT, il materiale è stato quindi montato in un supporto di plastica e 

la scansione è stata eseguita con SkyScan 1172 (Bruker-microCT, Kontich, Belgio). 

Senza applicazione di filtro la tensione della sorgente e l’intensità di corrente erano 

rispettivamente di 40 kV e 250 μA, per un tempo di esposizione di 1700 ms, 

risultando in 2657fette con dimensione voxel di 2,06 μm. 

Per eseguire la ricostruzione 3D e il sezionamento virtuale è stato utilizzato FIJI, 

un software distribuito da ImageJ, dove la segmentazione utilizzata per creare 

maschere binarie corrisponde a diverse strutture nel cono femminile (Kuhn et al., 

2024). 
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4. RISULTATI 

4.1 Morfologia dello strobilo femminile 

Le analisi morfologiche eseguite da Kuhn et. al (2024) hanno mostrato che lo 

strobilo femminile si trova nei suoi primi stadi di sviluppo all’inizio dell’inverno, 

in una posizione plagiotropica rispetto al ramo della pianta (Fig. 5a). Il cono risulta 

composto dal proprio asse e da brattee disposte elicoidalmente intorno ad esso (Fig. 

5b, d). La brattea presenta una “forma a spada” e nessuna porzione di essa risulta 

essere fotosintetica. In questo momento, il cono risulta essere completamente 

annidato, coperto da normali foglie. 

Alla fine dell'inverno, il cono comincia ad emergere dalle foglie regolari e sottese 

(Fig. 5c), risultando completamente libero di ricevere i granuli di polline nel 

periodo di impollinazione, che avviene all'inizio della primavera (Fig. 5d, e). Dalla 

primavera a quella successiva, il cono continua a crescere e sviluppare la sua 

struttura, preparandosi per l’evento della fecondazione, che avviene dopo 14 mesi 

dall’impollinazione (Fig. 5f). Dall'impollinazione in poi, la porzione distale di 

ciascuna brattea è acuminata e verde, mentre la porzione mediana e la porzione 

prossimale, dove si sviluppa l’ovulo, rimangono non fotosintetiche (Fig. 5g). 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: Immagine tratta da Kuhn et al., 
2024. Stadi di sviluppo del cono femminile di 
Araucaria angustifolia. a Le foglie regolari 
avvolgono il cono nella fase iniziale dello 
sviluppo.b Sezione trasversale del cono nella 
fase iniziale dello sviluppo,che mostra l'asse 
del cono e le brattee. c-e Fasi dell'esposizione 
del cono femminile dalle foglie regolari e da 
quelle sottese. f rappresentazione del cono 
femminile in uno stadio avanzato di sviluppo. 
g visione adassiale della brattea con una 
porzione distale fotosintetica e una porzione 
prossimale fertile. Legenda: Foglie regolari 
(rl), asse del cono (ca), brattee (br), foglie 
sottese (sl), porzione distale del cono 
femminile (dp), porzione prossimale (pp). 
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Figura 6: Immagine tratta da Kuhn et al., 2024. Sezione longitudinale del cono femminile di 
Araucaria angustifolia e i suoi stadi di sviluppo con microscopia ottica. a Formazione della scaglia 
ovulifera nella porzione prossimale (pp) della brattea. b Primordio della nucella e c allargamento 
della scaglia ovulifera. d Formazione del tegumento. e,f Crescita dello strobilo femminile e sviluppo 
del terzo rigonfiamento (tb). g Nucella con la cellula madre della megaspora (mmc), h nucella con 
la diade, e i con tetradi cenocitiche. Legenda: brattea (br), scaglia ovulifera (sc), nucella (nc), 
tegumento (in), cellula madre della megaspora (mmc), diade (dy), porzione prossimale (pp), terzo 
rigonfiamento (tb), tetrade (te). 

 

4.2 Lo sviluppo dell’ovulo  

In questo lavoro è stato osservato che all’inizio della primavera, a livello adassiale 

e ascellare della brattea dello strobilo femminile, nasce il primordio della scaglia 

ovulifera (Fig. 6a). In seguito il primordio della nucella emerge nella porzione più 

prossimale della scaglia, essendo orientata lungo il suo asse longitudinale (Fig. 6b). 

In questo momento è possibile osservare che la porzione distale della scaglia 

ovulifera è staccata dalla brattea mentre la sua porzione prossimale è fusa ad essa. 

Nei giorni successivi la scaglia si sviluppa verso la porzione distale della brattea 

(Fig. 6c) e il primordio del tegumento si accresce, presentandosi come un leggero 
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rigonfiamento che evidenzia l’orientamento del micropilo verso l'asse del cono 

(Fig. 6d). La scaglia ovulifera e l’ovulo continuano così nelle settimane successive 

a ingrandirsi, aumentando in lunghezza e larghezza (Fig. 6e). 

Entro tre settimane dalla formazione del tegumento, la nucella si sviluppa e allunga 

sporgendo attraverso il micropilo. Appare una terza protuberanza formata da cellule 

che risultano poste distalmente rispetto al tegumento (Fig. 6f). La MMC si 

differenzia, presentando una forma allungata e un nucleo centrale (Fig. 6g); si 

verifica quindi la prima divisione meiotica, che porta alla formazione di una diade 

con una parete cellulare spessa. Tuttavia, nessuno dei nuclei risulta essere isolato 

dalla parete cellulare trasversale (Fig. 6h). La diade entra subito nella seconda 

divisione meiotica producendo una tetrade cenocitica di megaspore, aventi una 

parete cellulare spessa e pectica, priva di callosio (Fig. 6i). Si ha quindi un ulteriore 

sviluppo del cono (Fig. 7a), con l’allungamento della nucella, e della megaspora al 

suo interno, che presenta un citoplasma denso e porta un prominente nucleo vitale 

(Fig. 7b) e tre nuclei degenerativi, che hanno subito un restringimento nucleare (Fig. 

7c). Le cellule della nucella adiacenti alle megaspore appaiono compresse dalla sua 

crescita. In seguito, la megaspora funzionale inizia a dividersi, presentando 

inizialmente quattro cospicui nuclei con nucleoli prominenti, due in posizione 

micropilare e gli altri due in posizione centrale (Fig. 7d e Fig. 7e). 

Il gametofito femminile continua il suo sviluppo andando a formare dopo due 

settimane 16 grandi nuclei liberi (Fig. 7h). Da 16 nuclei liberi, dopo essere cresciuto 

per tutta l’estate, esso arriva a formare fino a centinaia di nuclei liberi, che 

presentano un cospicuo nucleolo. Tuttavia, la continua crescita fa sì che le cellule 

nucellari che lo circondano degenerino, e a permanere intatte sono solo quelle che 

presentano un citoplasma più denso (Fig. 8c).  

Il gametofito raggiunge successivamente la fase cellularizzata, sviluppando poi 

circa dodici archegoni nel polo micropilare. All’inizio del suo sviluppo l'archegonio 

presenta un primordio che si differenzia verso l'estremità del micropilo. Le cellule 

del gametofito femminile adiacenti all'inizio archegonico si differenziano come 

“jacket cells” (Fig. 8i). Successivamente, una divisione periclinale a livello del 

primordio fa sì che si venga a formare la “central cell” (cellula inferiore) (Fig. 8j) e 

la “primary neck cell” (cellula superiore) (Fig. 8k). 
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Quando il gametofito femminile raggiunge la maturità (Fig. 9a-c), divisioni 

anticlinali nella “primary neck cell” portano alla formazione di un canale centrale 

composto da 13 cellule (Fig. 9d). In questa fase, le “neck cells” e le “jacket cells” 

contengono grandi quantità di granuli di amido nel loro citoplasma (Fig. 9e) e la 

cellula uovo si forma a partire dalla cellula centrale (Fig. 9a, c).  

Il processo riproduttivo richiede circa 14 mesi dall'impollinazione alla 

fecondazione. I tubetti pollinici e il gametofito femminile non fecondato rimangono 

in un periodo di dormienza per circa 4-5 mesi e, successivamente, impiegano 3-4 

mesi per completare lo sviluppo (Fig. 10). 

Gli autori di questo lavoro hanno prodotto una ricostruzione tridimensionale 

dell'ovulo, dove è possibile discernere i diversi componenti: i tessuti più esterni, il 

tegumento e l'interno della nucella (Fig. 10a). Il tegumento e la nucella sono visibili 

con trasparenza ed è possibile vedere il gametofito femminile con numerosi tubetti 

pollinici in prossimità (Fig. 10b).  
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Figura 7: Immagine tratta da Kuhn et al., 2024. Lo sviluppo del cono femminile di Araucaria 
angustifolia rappresentazione della sezione longitudinale dell'ovulo utilizzando microscopia ottica 
e la crescita del tubetto pollinico con microscopia elettronica a scansione. a Panoramica generale 
dell'ovulo nella fase di megasporogenesi. b Megaspore cenocitiche che mostrano un nucleo vitale 
(n) e in c nuclei degenerativi (dn). d, e megagametofito (mg) in fase di sviluppo a quattro nuclei, 
con parete della megaspora (mw), nucleo (nu) e in e dettaglio del secondo nucleo. f. Panoramica 
della faccia adassiale del seme che mostra la crescita del tubetto pollinico g verso il micropilo. h 
Megagametofito cenocitico in fase di 16 nuclei e i nuclei in dettaglio. j, k ovulo con tubetti pollinici 
al micropilo e l dettaglio dei nuclei del tubetto (tn). m Cellule della punta nucellare con granuli di 
amido.Legenda:Megaspore(m)Brattea(br),tegumento(in),micropilo(mi),tubetto 
pollinico(pt),granuli di amido(sg) 
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Figura 8: Immagine tratta da Kuhn et al., 2024. Sezione longitudinale del megagametofito e del 
tubetto pollinico di Araucaria angustifolia al microscopio ottico. a Panoramica del megagametofito 
cenocitico, con b strato citoplasmatico e c cellule nucellari d Ovulo con tubetti pollinici 
profondamente inseriti e dettaglio della punta del tubetto pollinico. Le analisi istochimiche sulla 
parete del tubetto pollinico (pw) hanno mostrato f cellulosa (Calcofluor White), g polisaccaridi 
(Periodic Acid Schiff- PAS) e h mucopolisaccaridi (Alcian Blue 8GX). i-k Diverse fasi dello 
sviluppo dell'archegonio. i I primi stadi di sviluppo mostrano il primordio dell'archegonio. Le sezioni 
sequenziali dello sviluppo sucessivo mostrano j la cellula centrale (cc) e k la cellula primaria del 
collo (pn). Legenda: Strato citoplasmatico (ci), cellule nucellari obliterate (on), cellule nucellari 
(nu), megagametofito (mg), nuclei del tubetto (tn), cellule della giacca (jacket cells) (jc). 
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4.3 Lo sviluppo del tubetto pollinico 

Dallo studio di Kuhn et. al (2024) è emerso che nello stesso periodo in cui il 

gametofito femminile si sviluppa, sono visibili i tubetti pollinici che germinano e si 

allungano, a livello del micropilo (Fig. 7f, g). 

Durante l’estate il tubetto pollinico penetra in profondità verso il gametofito 

femminile (Fig. 8d). I test istochimici hanno indicato che la parete del tubetto 

pollinico è composta da cellulosa, polisaccaridi e mucopolisaccaridi (Fig. 8 f–h), 

mentre non si colora per callosio e pectine acide. Dopo che il gametofito ha 

raggiunto la maturità e sviluppato gli archegoni entro cui la cellula uovo si 

differenzia, il tubetto pollinico giunge al gametofito femminile, in preparazione alla 

fecondazione (Fig. 9a). 

 

 
Figura 9: Immagine tratta da Kuhn et al., 2024. Sezione longitudinale dell'ovulo e dettagli 
dell'archegonio di Araucaria angustifolia  attraverso microscopia ottica. a Tubetto pollinico che si 
avvicina al megagametofito con archegoni maturi. b Granuli di amido nelle cellule nucellari accanto 
al megagametofito e all'archegonio. c Archegonio maturo con cellule del collo, cellule del mantello 
e cellula uovo. d visione obliqua delle cellule del collo e del canale centrale dell’archegonio. e 
Individuazione dei granuli di amido nelle cellule del collo dell'archegonio con Lugol. Legenda: 
Tubetto pollinico (pt), megagametofito (mg), cellule del collo (neck cells) (nc), cellule della giacca 
(jacket cells) (jc), cellula uovo (eg), cellule nucellari (nu), archegonio (ac), canale centrale (cc), 
granuli di amido (sg). 
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L’impollinazione avviene all’inizio della primavera, quando i granuli pollinici 

giungono sul micropilo dell’ovulo. Il tubetto pollinico rimane quindi in uno stadio 

di dormienza per 4-5 mesi dentro all’ovulo. 

In questo lavoro gli autori hanno effettuato una ricostruzione μCT, una tecnica che 

attraverso la produzione di immagini ad alta risoluzione porta a generare modelli 

digitali tridimensionali che permettono di vedere dettagli tridimensionali da micron 

a sub-micron in campioni piccoli. Questa ricostruzione mostra come siano presenti 

molti tubetti pollinici che crescono attraverso il tessuto nucellare. Questi confinano 

l’uno con l'altro, ma ciascuno presenta un solo asse che si estende rettilineo verso 

il gametofito femminile (Fig. 10e). 

 

 
Figura 10: Immagine tratta da Kuhn et al., 2024. Ricostruzione μCT 3D dell'ovulo di Araucaria 
angustifolia. a Vista laterale dell'ovulo con il tegumento e la nucella. b Vista frontale dell'ovulo con 
la trasparenza del tegumento.  Si noti la nucella, il megagametofito (in rosso) e i tubetti pollinici 
micropilari (giallo, arancione, verde, viola e rosa).c visione frontale della nucella d Visione frontale 
della nucella con trasparenza. Si notino il gametofito femminile e i tubetti pollinici nel micropilo e 
visione frontale del megagametofito e i tubetti pollinici. Legenda: tegumento (rosa pallido), nucella 
(viola chiaro), megagametofito (rosso), tubetti pollinici (giallo, arancione, verde, viola, rosa e 
azzurro). 
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5. DISCUSSIONE 

5.1 Lo strobilo femminile 

La discussione sull’omologia degli strobili femminili nelle gimnosperme è ancora 

aperta. Il cono di conifera comprende numerosi complessi brattea/scaglia ovulifera 

e, sebbene i coni femminili presentino una struttura similare, i reperti fossili hanno 

dimostrato una morfologia molto diversificata tra le diverse conifere (Kuhn et al., 

2024). 

Analisi filogenetiche e morfologiche hanno definito Agathis, Wollemia e Araucaria 

come gruppo monofiletico. Ciò nonostante, la morfologia del cono di Agathis 

risulta piuttosto differente rispetto a quello di Araucaria angustifolia, la cui 

morfologia è stata studiata nell’articolo presentato in questa tesi (Kuhn et al., 2024). 

Lo strobilo di Agathis, infatti, è formato da numerose squame ovali appiattite, con 

minuscole protuberanze apicali e senza la presenza di brattee, mentre lo strobilo in 

A. angustifolia è caratterizzato da sottili scaglie ovulifere e da brattee disposte 

elicoidalmente intorno a esso (Kuhn et al., 2024). Per quanto riguarda la morfologia 

di Wollemia nobilis, la brattea e la scaglia ovulifera sono congenitamente fuse l'una 

all'altra, in modo da formare un solo tipo di squama conica (Dörken & Rudall, 

2019). Inoltre in Araucaria e Wollemia le scaglie ovulifere presentano una lunga 

appendice distale spinosa che risulta essere assente in Agathis. Tuttavia, 

un’importante differenza tra Araucaria, Agathis e Wollemia è che negli ultimi due 

i semi sono alati. Pertanto, gli ovuli e le scaglie del cono sono ontogeneticamente 

liberi. I semi possono essere quindi dispersi indipendentemente dalle scaglie del 

cono quando il cono ha raggiunto la maturità (Dörken & Rudall, 2019). 

 

5.2 Lo sviluppo dell’ovulo 

Secondo il modello di Florin (1931) la scaglia ovulifera delle conifere fossili e delle 

conifere attualmente esistenti comprende un ovulo peduncolato, prolungamenti 

sterili e un rudimentale asse, che può essere fuso a diversi gradi. Questo modello 

interpreta la scaglia come un rudimentale germoglio laterale che porta molteplici 

prolungamenti e si sviluppa all'ascella della brattea, risultando così omologa ad una 

foglia (Florin, 1931). 

Attualmente è presente un altro modello basato su studi più recenti di ontogenetica, 

paleobotanica e filogenesi, confrontando Araucaria araucana e altre conifere 
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(Herting & Stützel, 2020). Questo modello offre un’interpretazione secondo cui la 

scaglia ovulifera non risulta omologa a una foglia, per tre motivi principali: 

 Non tiene conto dell'ontogenesi del cono delle conifere esistenti; 

 Non spiega la morfologia del cono femminile di tutte le conifere esistenti; 

 Esclude, in origine, specie di Taxaceae. 

Secondo quanto emerge da questo studio, la scaglia ovulifera è da intendersi infatti 

come un funicolo modificato dell'ovulo (Herting & Stützel, 2020). 

Nello studio di Kuhn et.al (2024) su A. angustifolia è stato messo in luce che la 

brattea nasce mesi prima dello sviluppo dell'ovulo. Subito dopo che la scaglia 

ovulifera emerge avviene il differenziamento della nucella. In sequenza, queste due 

strutture continuano a svilupparsi e a crescere contemporaneamente. 

Lo sviluppo della scaglia e della nucella di A. angustifolia ripete il modello descritto 

da A. araucana (Herting & Stützel, 2020). Infatti attraverso studi morfologici 

tramite SEM è stata avvalorata l'idea che entrambe le strutture derivino dallo stesso 

primordio. 

In Aghatis australis e Wollemia nobilis, altre due Araucariaceae, l'ovulo presenta 

un solo punto di connessione alla brattea, e la scaglia non risulta essere evidente 

(Owens et al., 1995a). Tuttavia, non è chiaro se la brattea e la scaglia siano 

completamente congenitamente fuse. 

Nelle Podocarpaceae il cono femminile porta una o più brattee che sottendono un 

epimatio ascellare che sostiene un singolo ovulo in posizione adassiale (Tomlinson, 

1992). Dati ontogenetici indicano che l'epimatio delle Podocarpaceae e la scaglia 

delle Araucariaceae presentano lo stesso modello di sviluppo. Entrambe le strutture 

sorgono nella porzione ascellare della brattea e, subito dopo l'inizio del loro 

sviluppo, emergono la nucella e il tegumento dell’ovulo. Pertanto il modello di 

sviluppo di questa struttura suggerisce che la scaglia e l'epimatio siano due strutture 

omologhe (Herting & Stützel, 2020). 
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5.2.1 Megasporogenesi e megagametogenesi 

La nucella delle piante a seme corrisponde al megasporangio, in cui si differenzia 

la cellula madre delle megaspore (MMC). Essa dopo aver effettuato la meiosi, 

genera le megaspore aploidi. Generalmente solo una di esse prosegue il suo 

sviluppo e differenzia in megaspora funzionale, dando origine al megagametofito. 

Nelle conifere il processo generale della megagametogenesi può avvenire in diversi 

modi descrivendo la formazione di tetradi, che possono essere lineari, a forma di T, 

tetraedriche e isobilaterali, o di triadi, nel caso non avvenga la meiosi II.  

Dallo studio di Kuhn et.al (2024) è emerso come in A. angustifolia la MMC subisca 

meiosi I, formando una diade cenocitica che diventa poi una tetrade cenocitica in 

meiosi II. Dopo la meiosi, tre nuclei degenerano attraverso un processo di morte 

cellulare programmata e solo uno funge da megaspora funzionale per dare origine 

a un gametofito femminile. Subito dopo il completamento della meiosi II, tre nuclei 

mostrano un restringimento; al contrario, il nucleo vitale presentava due nucleoli 

che indicavano attività nucleare, come descritto per i nuclei funzionali (Kuhn et al., 

2024). Gli stadi meiotici non sono stati osservati in nessun'altra specie di 

Araucariaceae, e nella famiglia delle Podocarpaceae non è stata trovata alcuna 

evidenza di tetradi cenocitiche. Tuttavia, è stata rilevata formazione di una tetrade 

lineare di megaspore in quattro specie di Podocarpus (Wilson & Owens, 1999) e la 

formazione di una tetrade cenocitica solo in Cupressus sempervirens, dove, però, il 

gametofito femminile risulta essere tetrasporico (El Maâtaoui & Pichot, 1999). Per 

quanto riguarda altre specie di gimnosperme, possiamo osservare la presenza di un 

gametofito femminile tetrasporico in due generi di Gnetales: Welwitschia e Gnetum 

(Carmichael & Friedman, 1996). In Welwitschia l'osservazione di una tetrade 

cenocitica ha indotto a concludere l'origine tetrasporica del gametofito femminile. 

Ciò nonostante, non è avvenuta una descrizione dettagliata di megaspore 

degenerative o meno (Kuhn et al., 2024). Pertanto, sebbene questi due generi 

condividano molti aspetti della riproduzione sessuale di altre gimnosperme, il 

processo di megasporogenesi e megagametogenesi nelle piante a seme è 

probabilmente molto più variabile di quanto si pensi. 

In questo studio su A. angustifolia, nella MMC è stata evidenziata la presenza una 

parete cellulare spessa con composti pectici ma non callosio, schema osservato fino 

alla fine della meiosi sulla tetrade di megaspore. 
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Allo stesso modo, l'analisi dell'ultrastruttura delle megaspore di Ginkgo biloba ha 

mostrato una parete cellulare spessa e complessa con una considerevole lamella 

centrale (Stewart & Gifford, 1967). L'ispessimento della parete cellulare della 

megaspora è un carattere generale delle gimnosperme, che consente al citoplasma 

di isolarsi per realizzare la meiosi. Tuttavia, la composizione della parete cellulare 

può differire. Nella MMC delle specie con depositi di callosio, questo materiale 

permane per un breve periodo, poiché scompare rapidamente dopo la meiosi. Il 

callosio isola le megaspore vitali da quelle degenerative, rendendo così 

evidenziabile l’avvio dello sviluppo del gametofito femminile (Kuhn et al., 2024). 

Dal momento che A. angustifolia non presenta pareti cellulari che isolano le 

megaspore all'interno della tetrade, l'analisi dello sviluppo di queste ultime potrebbe 

fornire il meccanismo di selezione della megaspora funzionale. 

In questo lavoro è stato osservato che in A. angustifolia le prime divisioni mitotiche 

dello sviluppo del gametofito femminile hanno prodotto nuclei organizzati in modo 

dispersivo. Alcune settimane dopo, si sono formati centinaia di nuclei con 

cromatina compattata. Questo modello di sviluppo è stato descritto anche per molte 

altre gimnosperme, il cui megagametofito è costituito da un grande vacuolo centrale 

che mantiene il citoplasma alla sua periferia (Kuhn et al., 2024).  

Escludendo le angiosperme, Gnetum e Welwitschia, tutti i gametofiti femminili 

formano degli archegoni, che comunemente possiedono una forma a “T”.  

Organo multicellulare e tridimensionale, l’archegonio presenta uno sviluppo 

finemente regolato in ogni gruppo vegetale. Studi dettagliati sull'ontogenesi di 

quest'organo aiutano a comprendere le analogie tra archegonio e sacco embrionale, 

risolvendo così molte domande sull'evoluzione delle piante terrestri. 

Le parti principali dell’archegonio sono il ventre e il collo. Il ventre ospita la cellula 

uovo e la “ventral canal cell” (cellula del canale del ventre), che derivano dalla 

“ventral cell” (cellula del ventre), mentre il collo racchiude una serie di “neck canal 

cells” (cellule del canale del collo).  

Nello studio di Kuhn et. al (2024), la tipica forma a “T” è stata riscontrata in A. 

angustifolia quando la prima divisione del primordio dell’archegonio è orizzontale 

e la “primary neck cell” (cellula superiore) si divide. Al contrario, la ventral canal 

cell non è stata osservata. Allo stesso modo, Burlingame (1914) non ha notato 

questa cellula in Aghatis, anch'essa appartenente alle Araucariaceae, pertanto è stata 
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descritta come una cellula effimera. Tuttavia, Owens et al. (1995a) hanno 

identificato un nucleo della “ventral canal cell” persistente in Aghatis australis. La 

presenza di “ventral canal cells” può essere ritrovata anche in altre conifere come 

le Podocarpaceae, in specie di Pinus e Abies, mentre la regolare formazione della 

“ventral canal cell” in Taxus canadensis è ancora in questione (Sokoloff & 

Remizowa, 2021).  

Pertanto, è probabile che in molte conifere, la “ventral canal cell”, invece di essere 

assente, presenti un comportamento effimero, e che probabilmente non sia stato 

possibile identificarla in questo lavoro. 

Il numero e la disposizione delle “neck cells” dell’archegonio delle gimnosperme 

variano tra i vari gruppi di spermatofite. Nelle conifere e in Ephedra, le “neck cells” 

dell’archegonio sembrano assumere delle configurazioni plastiche quando 

svolgono un ruolo nella ricezione del tubetto pollinico (Sokoloff & Remizowa, 

2021).  

5.3 La crescita del tubetto pollinico 

Nella maggior parte delle conifere, i granuli di polline germinano all'interno 

dell'ovulo (Owens et al., 1995a), dove l'esina scoppia quando il polline viene 

idratato, consentendo l’estrusione dell’intina, che darà vita al tubetto pollinico 

(Kuhn et al., 2024). Nelle Araucariaceae, così come in molte specie di Tsuga e 

Saxegothaea, il granulo di polline germina in modo extra ovulare. In questo lavoro 

è stato osservato che il polline di A. angustifolia raggiunge il micropilo dell’ovulo, 

attraversando la struttura del cono femminile e le scaglie ovulifere. Durante questo 

percorso, il polline germina in un tubetto lineare.  

In Cycadales e Ginkogoales il tubetto pollinico è una struttura vegetativa. Il ruolo 

vegetativo di quest’ultimo è infatti collegato alla sua crescita ramificata austoriale, 

sviluppandosi attraverso le cellule della nucella (Offer et al., 2023). Anche nelle 

Pinaceae i tubetti pollinici si ramificano, tuttavia solo le ramificazioni multiple 

sembrano svolgere un ruolo austoriale, mentre il ramo principale, che contiene i 

nuclei generativi, è sifonogamico (Hiratsuka & Terasaka, 2011). Per quanto 

riguarda le ramificazioni del tubetto pollinico delle Araucariaceae, esse sono state 

descritte attraverso studi su Aghatis da parte di Owens et al. (1995a, b). 
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In generale nelle conifere e nelle Gnetales i tubetti pollinici presentano un ruolo 

sifonogamico (Fernando et al., 2005), pertanto la germinazione ramificata del 

tubetto pollinico e il suo ruolo esclusivamente vegetativo sembrano essere 

pressoché esclusivi di Ginkgoales e Cycadales. 

Nello studio di Kuhn et. al (2024) le analisi delle sezioni istologiche del tubetto 

pollinico hanno portato inizialmente ad un fraintendimento sull’interpretazione 

della struttura, poiché molti tubetti confinavano tra loro nel tessuto nucellare ed 

istologicamente si potevano descrivere come ramificazioni di un singolo tubetto 

pollinico. Tuttavia, attraverso la ricostruzione tridimensionale, è stato rivalutato 

l'accrescimento del tubetto, dimostrando la sua traiettoria rettilinea verso il 

gametofito femminile ed evidenziando che esso non ramifica a livello del tessuto 

nucellare. In A. angustifolia il tubetto ha dunque un ruolo principalmente 

sifonogamico, idea rafforzata dal comportamento di quest’ultimo. Nonostante ciò, 

poiché le cellule spermatiche non si formano fino a 12 mesi dopo la germinazione 

del polline, il tubetto pollinico svolge ancora un ruolo austoriale. Di conseguenza, 

la crescita del tubetto pollinico di A. angustifolia sembra differire da quella di 

Agathis, in quanto dal lavoro di Owens et al. (1995a, b) è emerso che in Agathis il 

tubetto pollinico si ramifica. Kuhn e colleghi (2024) evidenziano dunque in questo 

lavoro un potenziale nuovo modello di crescita del tubetto nelle Araucariaceae. 

La composizione della parete del tubetto pollinico delle gimnosperme è 

relativamente omogenea rispetto a quella delle angiosperme e questa caratteristica 

sembra essere correlata alla crescita lenta del tubetto pollinico (Kuhn et al., 2024). 

In particolare, specifici modelli di composizione chimica in diverse specie di piante 

a seme possono avere un valore tassonomico (Yatomi et al., 2002). Il tubetto 

pollinico in A. angustifolia presenta la stessa composizione chimica della parete più 

interna dei granuli di polline maturi, con una distribuzione omogenea di cellulosa, 

mentre lievi differenze sono state osservate per altre gimnosperme. 

In modo diverso, Picea wilsonii e Pinus sylvestris mostrano una minore densità di 

microfibre di cellulosa sull’appendice del tubetto. Da uno studio condotto su 12 

specie di conifere il tubetto è stato colorato con il rosso rutenio (Yatomi et al., 

2002). Ne risulta che il contenuto di pectina sembra essere molto raro nelle specie 

di conifere analizzate in questo studio. Ad ogni modo, questi dati differiscono da 

quelli di A. angustifolia che non si colora con il rosso rutenio. Un'altra variazione 
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che si ritrova tra le conifere è la presenza o meno di callosio, che viene evidenziato 

tramite il blu di anilina. L'assenza di quest’ultimo è stata evidenziata nella maggior 

parte delle conifere studiate, ma Derksen (1999) l’ha riscontrato nelle parti giovani 

del tubetto pollinico di Pinus silvestris. 

Un aspetto molto interessante ha fornito l'analisi istochimica effettuata durante lo 

sviluppo delle strutture riproduttive in A. angustifolia ha evidenziato che la sintesi 

di sostanze immagazzinate nelle cellule della nocella è associata alla crescita del 

tubetto pollinico. Ciò è in accordo con quanto riportano Hiratsuka e colleghi (2002), 

che osservano che la sintesi dell'amido nella nucella è stimolata dall'impollinazione, 

in Pinus densiflora.  
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6. CONCLUSIONI 

La variabilità nel meccanismo di impollinazione tra le diverse conifere determina i 

tratti morfologici del polline, dello strobilo femminile e della struttura dell'ovulo.  

Attraverso tecniche di bio-imaging, in questo studio sono stati descritti la crescita e 

lo sviluppo dello strobilo femminile in A. angustifolia. Sono stati poi aggiornati i 

dati sulla biologia riproduttiva di questa conifera dalla formazione dell'ovulo fino 

alla fecondazione. Kuhn et. al (2024) dimostrano che la scaglia del seme nasce nello 

stesso primordio dell'ovulo, concordando sul fatto che questa struttura fa parte 

dell'ovulo stesso e deve essere interpretata come funicolo modificato dell'ovulo.  

Per quanto riguardala megagametogenesi, viene descritta la formazione di una 

tetrade cenocitica e la formazione del gametofito femminile con origine 

monosporica. Il processo evidenzia un modello di origine del gametofito femminile 

che non è mai stato descritto nelle conifere. 

Inoltre, la ricostruzione tridimensionale dell'ovulo attraverso microtomografia a 

raggi X ha rivelato la presenza di più tubetti pollinici, adiacenti l'uno con l'altro, ma 

aventi un solo asse che si estende direttamente verso il gametofito femminile e un 

ruolo principalmente sifonogamico. In aggiunta viene sottolineata la differenza tra 

tubetto pollinico di A. angustifolia e di Agathis, mettendo in evidenza un nuovo 

modello di crescita nelle Araucariaceae. 
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Abstract
Key message  In Araucaria angustifolia, the seed scale is part of the ovule, the female gametophyte presents a mono-
sporic origin and arises from a coenocytic tetrad, and the pollen tube presents a single axis.
Abstract  The seed cone of conifers has many informative features, and its ontogenetic data may help interpret relationships 
among function, development patterns, and homology among seed plants. We reported the seed cone development, from 
pollination to pre-fertilization, including seed scale, ovule ontogeny, and pollen tube growth in Araucaria angustifolia. The 
study was performed using light microscopy, scanning electron microscopy, and X-ray microcomputed tomography (μCT). 
During the pollination period, the ovule arises right after the seed scale has emerged. From that event to the pre-fertilization 
period takes about 14 months. Megasporogenesis occurs three weeks after ovule formation, producing a coenocytic tetrad. 
At the same time as the female gametophyte's first nuclear division begins, the pollen tube grows through the seed scale 
adaxial face. Until maturity, the megagametophyte goes through the free nuclei stage, cellularization stage, and cellular 
growth stage. Along its development, many pollen tubes develop in the nucellar tissue extending straight toward the female 
gametophyte. Our observations show that the seed scale came out of the same primordia of the ovule, agreeing with past 
studies that this structure is part of the ovule itself. The formation of a female gametophyte with a monosporic origin that 
arises from a coenocytic tetrad was described for the first time in conifers, and the three-dimensional reconstruction of the 
ovule revealed the presence of pollen tubes with only one axis and no branches, highlighting a new pattern of pollen tube 
growth in Araucariaceae.

Keywords  Gymnosperm · Megasporogenesis · Megagametogenesis · Ontogeny · Ovule · Seed scale

Introduction

The gymnosperms are a group of distantly related seed 
plants with a fossil record extending back to the mid-Devo-
nian (Gerrienne et al. 2004). They differ from angiosperms 

because their ovule is entirely or partially exposed during 
the pollination stage, forming naked seeds. The main gym-
nosperm lineages include cycads, Ginkgo, conifers, and 
Gnetales (Ran et al. 2018) and present a wide variety of 
reproductive systems (Breygina et al. 2021), showing dif-
ferent ovule morphology, pollen structure, and pollen tube 
behavior (Biswas and Johri 1997).

The largest group of gymnosperms are the conifers which 
present two kinds of reproductive structures: pollen cones 
and seed cones (Farjon 2017). While pollen cones produce 
and disperse the pollen grains, the seed cones play a great 
variety of roles, such as producing the ovule, housing the 
fertilization process, and protecting and dispersing the seeds 
(Leslie 2011). According to Miller (1999), the seed cone 
structure has many informative features that allow extant 
families to be distinguished.
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Araucaria is a conifer genus identified in the fossil 
record since the Jurassic (Panti et al. 2012), and all 19 
species are recognized as living fossils. This genus pre-
sents two endemic species from South America, Araucaria 
araucana (Molina) K.Koch and Araucaria angustifolia 
(Bertol.) Kuntze (Dettmann and Clifford 2005) that have 
likely changed very little since the Jurassic (Farjon 2017). 
Araucaria belongs to Araucariaceae, a family primarily 
representing Southern Hemisphere distribution and com-
prising two other genera, Agathis and Wollemia (Farjon 
2010). The most recent combined morphological and 
molecular phylogenetic analyses retrieved Agathis and 
Wollemia as a monophyletic group (i.e., agathioid clade), 
sister to Araucaria (Escapa and Catalano 2013).

The Araucaria seed cone is the largest of the conifers 
(Gleiser et al. 2019), and only the two South American 
species and one from Australia, together with several spe-
cies of Pinus, produce seeds for human consumption (Far-
jon 2017).

The cones of Araucaria are known to bear a single and 
inverted ovule which is produced in bract/seed scale com-
plexes. The comprehensive study of Burlingame (1913, 
1914, 1915) analyzed several aspects of the reproductive 
cycle of A. angustifolia. Still, many aspects were not com-
pletely described, such as the seed scale, ovule development, 
and megasporogenesis process.

Therefore, many aspects of the embryonic ontogenesis 
of A. angustifolia were updated by Goeten et al. (2020), and 
Herting and Stützel (2020) described the A. araucana seed 
scale ontogeny discussing the homology of this structure. 
The overall pollination mechanism of Araucaria was ana-
lyzed, which includes wind pollination, the presence of non-
saccate pollen, the absence of pollination drops, and extra-
ovular pollen germination (e.g., Burlingame 1915; Haines 
et al. 1984; Owens et al. 1998), in which pollen grains laid 
on the seed scale, germinate and grow toward the seed cone 
axis straight to the micropyle.

Pollen tube growth in the nucellus has only been precisely 
detailed in Agathis (Owens et al. 1995a), which indicated 
that pollen tubes meander and branch within the nucel-
lar tissue, suggesting that besides the siphonogamic role, 
the pollen tube possesses a secondary haustorial function. 
Because of the lack of information about pollen tube growth 
in other species, this developmental pattern was generalized 
to Araucariaceae.

Although the study of reproductive biology of Arau-
cariaceae has been increasing significatively in the last few 
decades, many questions remain. Thus, reinvestigating spe-
cific developmental processes, such as seed scale and ovule 
ontogeny, megasporogenesis and megagametogenesis, and 
pollen tube growth, is still necessary. Nevertheless, those 

ontogenetic data may aid in interpreting homologies among 
seed plants and help understand the relationships among 
function, developmental patterns, and the evolution of repro-
ductive morphology.

Araucaria angustifolia, known as Brazilian Pine or Mon-
key Puzzles, is a Critically Endangered conifer (IBAMA 
1992; Baillie et al. 2004), having lost 97% of its range in the 
last century due to human activities (Mantovani et al. 2004). 
A. angustifolia also plays an important role in the Atlantic 
Forest ecology, hosting many plant species in its canopy and 
providing shelter and nutritional resources to the wild fauna 
through its seed (Koch and Corrêa 2002).

In this article, we report the seed scale ontogeny, ovule 
formation, and development, including the megasporogen-
esis and megagametogenesis processes and pollen tube 
growth. Furthermore, given the difficulty of visualizing how 
the pollen tube grows inside the seed cone using traditional 
serial sections, a non-invasive approach using X-ray micro-
computed tomography (µCT) was also performed to generate 
a high-resolution 3D model of the pollinated ovule. This 
data can be useful in enhancing breeding techniques and 
pollination success with fertilized cones and seed produc-
tion and increases chances for successful management of 
the natural environment of this tree. Lastly, understanding 
the morphology of the reproductive structure in Araucaria 
is important to comprehend how reproductive strategies 
evolved in Araucariaceae.

Materials and methods

Plant material

The seed cones of A. angustifolia were obtained from three 
different plants of Nova Petropólis City, Rio Grande do Sul, 
Brazil. The collections were performed over 18 months 
(from June to November of the next year), starting at the 
beginning of the winter. From the first to the third month and 
from the seventh to the eighteenth months, the collections 
were made monthly, except that the fourth to sixth-month 
samples were taken weekly or every two weeks. The voucher 
specimens were deposited in the Federal University of Rio 
Grande do Sul's ICN herbarium under numbers 171957 and 
171958.

Light microscopy (LM)

To prepare histological sections, the material was fixed in 
1% glutaraldehyde and 4% formaldehyde in 0.1 M sodium 
phosphate buffer, pH 7.2 (McDowell and Trump 1976). Then 
it was washed in sodium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.2) 
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Gabriel (1982), dehydrated in an ethanol series (10–100%), 
and embedded in 2-hydroxyethyl – methacrylate (Gerrits and 
Smid 1983). Sections were cut 2–4 µm thick, using a Zeiss 
rotatory microtome, and stained with Toluidine Blue O 0.05%, 
pH 4.4 (O’Brien and McCully 1981). Photomicrographs were 
acquired under a bright field using a Leica DMR microscope 
and a Leica M165 FC stereomicroscope, with an AxioCam 
HRc digital camera and AxioVision LE (Carl Zeiss® Meditec 
AG, Oberkochen, Germany) software.

Chemical composition was detected using different his-
tochemical tests (Supplementary material 1): IKI (Lugol’s 
solution) (Johansen 1940) to detect starch; Ruthenium Red 
(Johansen 1940) for polysaccharide acids and pectic acids; 
Alcian Blue 8GX (Lillie 1965) for mucopolysaccharides; 
Periodic Acid Schiff-PAS (Sass 1951) for total polysaccha-
rides and Calcofluor White (Hughes and McCully 1975) for 
cellulose; Aniline Blue (Martin 1959) for callose.

Scanning electron microscopy (SEM)

For scanning electron microscopy (SEM), the samples were 
dehydrated in an acetone series and dried using the critical-
point method (Gersterberger and Leins 1978) with BAL-
TEC, CPD 030 equipment. The samples were then mounted 
onto stubs and coated with gold using a BAL-TEC SCD 050 
sputtering device. Observations and electron micrographs 
were performed with a JEOL JSM 6060 microscope under 
30 kV.

X‑ray microcomputed tomography (μCT)

The seed cone in the early stage of development was col-
lected and fixed in 1% glutaraldehyde and 4% formaldehyde 
in 0.1 M sodium phosphate buffer, pH 7.2 over 72 h (McDow-
ell and Trump 1976), and washed in 0.1 M sodium phosphate 
buffer, pH 7.2. After washing, the sample was dehydrated in 
an acetone series and dried using the critical-point method 
(Gersterberger and Leins 1978) with BAL-TEC, CPD 030 
equipment.

For the μCT analyses, the material was mounted in a plastic 
sample holder, and the scanning was performed in SkyScan 
1172 (Bruker-microCT, Kontich, Belgium). Source voltage 
and current were 40 kV and 250 μA, respectively, and no filter 
was applied. Exposure time was 1700 ms, resulting in 2657 
slices with 2.06 μm voxel size. To perform the 3D reconstruc-
tion and virtual sectioning, the open-source FIJI, a distribution 
of ImageJ (Schindelin et al. 2012), was used. The Segmenta-
tion plug-in was used to create binary masks corresponding to 
different structures in the seed cone (Schindelin et al. 2012). 
A detailed description of the image treatment and the three-
dimensional reconstructions is given by (Nogueira et al. 2017, 
2019; Palombini et al. 2020).

Results

Morphology of the Seed Cone development

At the beginning of the winter, the seed cone was in the early 
stage of development and presented a plagiotropic position 
in the tree branch (Fig. 1a). The seed cone is composed of 
the cone axis and bracts that are helically arranged (Fig. 1b, 
d). The bract presents an ensiform shape in outline and does 
not have any photosynthetic portion. At this moment, the 
seed cone was nested and completely covered by the regular 
leaves.

At the end of the winter, the seed cone started to emerge 
from the regular leaves and subtending leaves (Fig. 1c), and 
in the early spring, the seed cone was completely free to 

Fig. 1   Stages of development of Araucaria angustifolia seed cone. a 
Regular leaves involve seed cone in the early stage of development. 
b Transversal section of seed cone in the early stage of development 
showing the cone axis and bracts. c–e Stages of seed cone expo-
sure by the regular leaves and subtending leaves. f Seed cone in an 
advanced stage of development. g Detail of adaxial view of the bract 
with a photosynthetic distal portion and a fertile proximal portion. 
Legend: Regular leaves (rl), cone axis (ca), bracts (br), subtending 
leaves (sl), distal portion (dp), proximal portion (pp)
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receive the pollen grains in the pollination period (Fig. 1d, 
e).

From the spring to the following spring, the seed cone 
keeps growing and developing its seed cone structures, pre-
paring for the fertilization event, which occurs 14 months 
after the pollination period (Fig. 1f). From the pollination 
onwards, the distal portion of each bract is acuminated and 
green, and the median and the proximal portion, where the 
ovule develops, remains non-photosynthetic (Fig. 1g).

Supplementary material 2 indicates the sample dates 
and the sample size related to the reproductive stages of A. 
angustifolia.

Ovule and pollen tube anatomy development

In the early spring, the seed scale primordium arose in the 
adaxial and axillary portion of the bract (Fig. 2a). Right after 
the seed scale formation, the nucellus primordium emerged 
in the most proximal portion of the seed scale being oriented 
along its longitudinal axis (Fig. 2b). At this moment, it was 
possible to observe that the distal portion of the seed scale is 
detached from the bract, and its proximal portion is fused to 
it. Some days later, the seed scale elongated toward the distal 
portion of the bract (Fig. 2c). Subsequently, the integument 
primordium arose as a slight bulge evidencing the micropyle 
orientation toward the cone axis (Fig. 2d). The seed scale 
and the ovule kept developing in the following weeks and 
increased in length and width (Fig. 2e).

Within three weeks from the integument formation, the 
nucellus elongated and protruded through the micropyle 
towards the cone axis. A third bulge of cells appeared dis-
tally to the integument (Fig. 2f). At this moment, the mega-
spore mother cell (MMC) differentiated within the nucel-
lus, presenting an elongated shape and a central nucleus 
(Fig. 2g). The first meiotic division occurs, forming the 
dyad with a thick cell wall, however, no cell cross-wall iso-
lates its nuclei (Fig. 2h). The dyad immediately enters in 
the second meiotic division producing a coenocytic tetrad 
of megaspores with a thick and pectic megaspore cell wall 
and no internal cross-wall isolating these nuclei (Fig. 2i). No 
callose compound was found in the megaspore wall during 
megasporogenesis.

Subsequently, the seed cone unit develops even more 
(Fig. 3a). The nucellus elongates, the same as the mega-
spore in its interior, and the nucellar cells adjacent to the 
megaspore appear compressed by its growth. The megaspore 
presented a dense cytoplasm and bore one prominent and 
viable nucleus (Fig. 3b) and three degenerative nuclei, which 
underwent nuclear shrinkage (Fig. 3c).

Some days later, the female gametophyte expands and 
undergoes megagametogenesis presenting four conspicuous 
nuclei with prominent nucleoli, two at the micropylar posi-
tion and the other two in the central position. Figure 3d and 

e show two of the four nuclei. The female gametophyte wall 
is thin and stained purple with Toluidine Blue O. During 
the same period, the pollen tube was visible in the seed cone 
unit’s adaxial face elongating toward the cone axis, straight 
to the micropyle (Fig. 3f, g). The female gametophyte kept in 
development, and after two weeks, it bore more than 16 free 
large nuclei. However, no mitotic divisions were observed. 
Figure 3h and i show two of the 16 nuclei. At the end of the 
spring, many pollen tubes penetrated the micropyle (Fig. 3j, 
k), and each pollen tube contained many nuclei (Fig. 3l). In 
this stage, the lugol reaction also evidenced the presence of 
starch grains in the nucellar tip (Fig. 3m).

Throughout the summer, the female gametophyte kept 
growing and forming hundreds of free nuclei. The nuclei 
present a conspicuous nucleolus and are inserted in a thin 
layer of cytoplasm, which revest the inner wall of the 

Fig. 2   Longitudinal section of the seed cone unit of Araucaria angus-
tifolia and its stages of development in light microscopy. a Formation 
of the seed scale in the proximal portion (pp) of the bract. b Nucel-
lus initiation and c enlargement of seed scale. d Integument formation 
and e, f seed cone unit growth and development of the third bulge 
(tb). g Nucellus with megaspore mother cell (mmc), h nucellus with 
the dyad, and i with coenocytic tetrads. Legend: Bract (br), seed scale 
(sc), nucellus (nc), integument (in), megaspore mother cell (mmc), 
the dyad (dy), tetrad (te)
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coenocytic female gametophyte (Fig. 4a, b). The growth of 
the female gametophyte obliterates the nucellar cells sur-
rounding it. However, the surrounding cells that remain 
intact present a denser cytoplasm when compared to the 
other nucellar cells (Fig. 4c).

The pollen tube penetrates deeply toward the female 
gametophyte (Fig. 4d), and near its tip, there are many nuclei 
(Fig. 4e). Histochemical tests indicated that the pollen tube 
wall is compounded by cellulose, polysaccharide, and muco-
polysaccharide (Fig. 4 f–h). The pollen tube wall did not 
stain for callose, acidic polysaccharide, and acidic pectin.

The female gametophyte and the pollen tubes undergo 
a few changes from the middle of summer to the middle of 

winter of the next year. After this period, the female game-
tophyte restarts its development and reaches the cellularized 
phase.

The female gametophyte in the micropylar pole develops 
about twelve archegonia. At the beginning of the develop-
ment, the archegonium presents the archegonial initial dif-
ferentiated at the micropylar end. The female gametophyte 
cells adjacent to the archegonial initial are differentiated as 
jacket cells with darkly stained cytoplasm (Fig. 4i). Subse-
quently, a periclinal division of the archegonial initial forms 
the central cell (lower cell) (Fig. 4j) and primary neck cell 

Fig. 3   Seed cone development of Araucaria angustifolia shows 
the ovule's longitudinal section in light microscopy and pollen tube 
growth in scanning electron microscopy. a Ovule general overview 
in the megasporogenesis phase. b Coenocytic megaspore showing 
viable nucleus (n) and in (c) degenerative nuclei (dn). d, e Four-
nucleus phase of the megagametophyte (mg), with megaspore wall 
(mw), nucleus (nu) and in (e) second nucleus detail. (f) Overview of 
seed scale adaxial face showing pollen tube growth (g) toward micro-
pyle. h Coenocytic megagametophyte in 16 nuclei phase and i nuclei 
detail. j, k ovule with pollen tubes at the micropyle and l pollen tube 
nuclei (tn) detail. m Nucellar tip cells with starch grains. Legend: 
Megaspore (m), Bract (br), integument (in), micropyle (mi), pollen 
tube (pt), starch grains (sg)

Fig. 4   Longitudinal section of the megagametophyte and pollen tube 
of Araucaria angustifolia in light microscopy. a Coenocytic megaga-
metophyte overview, with b cytoplasmatic layer, and c nucellar cells 
detail. d Ovule with deeply inserted pollen tubes and e pollen tube 
tip detail. Histochemical tests in the pollen tube wall (pw) indicated f 
cellulose (Calcofluor White), g polysaccharide (Periodic Acid Schiff-
PAS), and h mucopolysaccharide (Alcian Blue 8GX). i–k Different 
archegonium development phases. i Early development shows the 
archegonial initial cell. The sequential sections of subsequent devel-
opment indicate j the central cell (cc) and k the primary neck cell 
(pn). Legend: Cytoplasmatic layer (ci), obliterate nucellar cells (on), 
nucellar cells (nu), megagametophyte (mg), tube nuclei (tn), jacket 
cells (jc)
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(upper cell) (Fig. 4k). Figure 4j and k represent sequential 
sections of the archegonium.

In the female gametophyte at maturity (Fig. 5a–c), anticli-
nal divisions in the primary neck cell form a tier composed 
of 13 neck cells which form a central channel (Fig. 5d). In 
this phase, the neck cells and the jacket cells contain large 
amounts of starch grains in their cytoplasm (Fig. 5e) and 
the egg cell have already been formed from the central cell 
(Fig. 5a, c). At this moment, the pollen tube arrives at the 
female gametophyte, preparing for fertilization (Fig. 5a).

The three-dimensional reconstruction of the ovule shows 
the elements that were segmented in a way to discern its 
components: the most external tissue, the integuments, 
and inside the nucellus (Fig. 6a). The integuments and the 
nucellus are shown with transparency and are possible see 
the female gametophyte with several pollen tubes nearby 
(Fig. 6b). Figure 6c shows the 3D reconstruction of the 
nucellus, and by the transparency of the nucellus, Fig. 6d 
shows the perspective of the female gametophyte and the 
pollen tubes. μCT reconstruction shows that many pollen 
tubes grow through the nucellar tissue. They border each 
other, but each presents only one axis that extends straight 
toward the female gametophyte (Fig. 6e).

The process from pollination to pre-fertilization takes 
about fourteen months. In the first and second months, the 
pollen grains arrive in the seed cone, and the pollen tube 
germinates. The pollen tubes and unfertilized female game-
tophyte remain for about 4–5 months in a dormancy period, 
and after that, it takes about 3–4 months to complete their 
development (Fig. 7).

Discussion

Ovule development

The identification of seed cone structure homology has 
caused divergence for decades. The conifer seed cone com-
prises several bract/seed scale complexes (Florin 1954). 
Although the seed cones of modern conifers present a 

Fig. 5   Longitudinal section of the ovule and archegonia detail  of 
Araucaria angustifolia in light microscopy. a Pollen tube approach 
into megagametophyte with mature archegonium. b Starch grains 
detection in nucellar cells next to megagametophyte and archego-
nium. c Mature archegonia showing neck cells, jacket cells, and egg 
cell. d Archegonia with an oblique view of neck cells and central 
channel. e Starch grains detection in the neck cells of archegonium 
with Lugol. Legend: Pollen tube (pt), megagametophyte (mg), neck 
cells (nc), jacket cells (jc), egg cell (eg), nucellar cells (nu), archego-
nium (ac), central channel (cc), starch grains (sg)

Fig. 6   µCT 3D reconstruction of the ovule of Araucaria angustifolia. 
a Lateral view of the ovule with the integument and nucellus. b Fron-
tal view of the ovule using integument transparency. Note the nucel-
lus, the megagametophyte (in red), and the micropylar pollen tubes 
(yellow, orange, green, purple, and pink). c Frontal view of the nucel-
lus. d Frontal view of the nucellus with transparency. Note the mega-
gametophyte and micropylar pollen tubes. e Frontal view of the meg-
agametophyte and the pollen tubes. Legend: integument (pale pink), 
nucellus (pale purple), megagametophyte (red), pollen tubes (yellow, 
orange, green, purple, pink, and light blue)
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consistent Bauplan (Tomlinson 2012), the fossil records 
demonstrated a very diverse morphology (Taylor et  al. 
2009). According to the Florin Model (1931) of the conifer 
evolution, the seed scale of fossil and extant conifers com-
prises a stalked ovule, sterile appendages, and a rudimentary 
axis, which may be fused to different degrees.

Currently, there is a different interpretation of the seed 
scale homology. The traditional view still rests on the pivotal 
argument of the Florin Model, interpreting the seed scale 
as a rudimentary lateral shoot that bears multiples append-
ages and develops at the axil of the bract, homolog to a leaf 
(Clement-Westerhof 1989; Rothwell et al. 2011). In recent 
studies based on ontogenetic, paleobotany, and phylogenetic 
data, a new model of seed scale evolution was proposed 
(Herting and Stützel 2020, 2022). This new interpretation 
points out that the seed scale would not be interpreted as a 
homolog to a leaf for three main reasons: it does not take 
into account the seed cone ontogeny of extant conifers, it 
does not explain the seed cone morphology of all extant 
conifers and because excluded, originally, species from Tax-
aceae. Therefore, based on ontogenetic studies with Arau-
caria araucana and comparative development with other 
conifers, the seed scale should be interpreted as a modified 
funiculus of the ovule (Herting and Stützel 2020).

Our study demonstrated that in A. angustifolia, the bract 
arises months earlier in the ovule development. In the early 
spring, the ovule starts its morphogenesis as an axillary 
structure of the bract in which a group of meristematic cells 
differentiates firstly the free portion of the seed scale (inter-
preted as the funicular region of the ovule). Immediately 
after the seed scale emergence, the nucellus differentiates. In 

sequence, these two zones keep growing and differentiating 
simultaneously.

The seed scale and nucellus development of A. angusti-
folia, identified by the sequential histological section, repeat 
the pattern described by A. araucana (Herting and Stützel 
2020) by scanning electron microscopy and endorse the idea 
that both structures arise from the same primordium being 
the seed scale a component of the ovule once the whole 
axillary structure is undifferentiated before the nucellus and 
integument emerges. The formation of the third bulge of 
cell observed in A. angustifolia during the ovule ontogeny 
was first described in A. araucana, and its enlargement was 
linked to a change in ovule orientation from the cone apex 
to the cone axis (Herting and Stützel 2020).

In Aghatis australis and Wollemia nobilis, the other two 
genera of Araucariaceae, the ovule presents only one point 
of attachment to the bract, and the seed scale is not evident 
(Owens et al. 1995a; Dörken and Rudall 2019). However, 
it is unclear if the bract and seed scale are completely con-
genitally fused in those species or if any ontogenetic step 
has been missed from the seed cone development. In the 
Podocarpaceae family, also included in Araucariales (Leslie 
et al. 2018), the ovulate cone bears one or more bracts sub-
tending an axillary epimatium supporting a single adaxial 
ovule (Tomlinson 1992). According to (Tomlinson 1992), 
the role of the epimatium is to change the ovule orientation, 
turning it into an inverted ovule, as in Araucaria (Herting 
and Stützel 2020). Furthermore, regarding the ovule homol-
ogy in these two families, ontogenetic data infer that the 
epimatium of Podocarpaceae and the seed scale of Araucari-
aceae present the same development pattern. Both structures 

Fig. 7   Seed cone unit develop-
ment of Araucaria angustifo-
lia. The cone unit from 1 to 5 
develops in the first year of the 
reproductive cycle. The cone 
unit represented from 6 to 7 
develop in the second year of 
the reproductive cycle. Brown: 
cone axis; Green: bract; Light 
Brown: seed scale (funiculus); 
Purple: nucellus; Beige: integu-
ment; Grey: third bulge; Red: 
Female Gametophyte; Yellow: 
Archegonia
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arise at the axillary portion of the bract, and quickly after 
its initiation, the nucellus, and the integument emerge. The 
pattern of development of this structure suggests that seed 
scale and epimatium are homologous structures (Herting and 
Stützel 2020; Khan and Hill 2021).

Megasporogenesis/Megagametogenesis

The nucellus of seed plants corresponds to the megasporan-
gium, in which the megaspore mother cell undergoes meiosis 
to form megaspores (Williams 2009). In conifers, the nucel-
lus could present one or several archesporial cells, which 
develop subdermally and divide periclinally to form many 
parietal cells that overlie the sporogenous cells. The sporog-
enous cells could divide once or more or develop directly 
as a megaspore mother cell (Biswas and Johri 1997). The 
general process of megasporogenesis in conifers describes 
the formation of tetrads or triads. In the latter case, the upper 
dyad cell does not undergo meiosis II (Pennell 1989; Biswas 
and Johri 1997). Different tetrad shapes occurred, such as 
linear, T-shape, tetrahedral, and isobilateral (Fiordi 1987; 
Pennell 1989), and in all cases, the functional megaspore is 
the chalazal one. In A. angustifolia, we described a distinct 
process in which the megaspore mother cells undergo meio-
sis I and form a coenocytic dyad, and subsequently, meio-
sis II forms a coenocytic tetrad. After meiosis, three nuclei 
degenerate, and only one acts as a megaspore to originate 
a female gametophyte with monosporic origin. The nuclear 
degeneration process in the megasporogenesis of plants is 
conducted by programmed cell death, which plays a sig-
nificant role in forming the female gametophyte (Doronina 
et al. 2020). In Zea mays, the deaths of three megaspores 
are accompanied by aggregation of heterochromatin at the 
nucleus periphery and discharge of the plasmalemma from 
the cell wall (Russel 1979; Doronina et al. 2020). The causes 
that determine the fate of these cells have been poorly stud-
ied. In Arabidopsis, mutant plants with inactivated ICK/
KRPs (interactor/inhibitor of cyclin-dependent kinase 
(CDK)/Kip-related proteins) genes that are CDK inhibitors, 
and cell cycle regulators, more than one megaspore mother 
cell and functional megaspore were developed. Besides, the 
authors show that a positional signal and more than one ICK 
protein may occur, selecting the functional megaspore (Cao 
et al. 2018). In A. angustifolia, right after meiosis II was 
completed, three pycnotic nuclei showed shrinking, com-
pacting cell nuclei and peripheric position on the tetrad. 
Conversely, the viable nuclei presented two nucleoli indi-
cating nuclear activity, as described for functional nuclei 
(Shaw and Brown 2012).

The meiotic stages have not been observed in any other 
Araucariaceae species, and in the closed-related fam-
ily Podocarpaceae, no evidence of coenocytic tetrads was 
described. Instead, the authors showed the formation of a 

linear tetrad of megaspores in four species of Podocarpus 
(Del Fueyo 1999; Wilson and Owens 1999). In conifers, the 
formation of a coenocytic tetrad was only found in Cupres-
sus sempervirens. However, in this species, the female game-
tophyte is tetrasporic, given that the four nuclei contribute to 
female gametophyte formation (El Maâtaoui et al. 1998; El 
Maâtaoui and Pichot 1999). Regarding other gymnosperms, 
the classic literature only describes the occurrence of a tet-
rasporic female gametophyte in two genera of Gnetales, 
Welwitschia (Biswas and Johri 1997; Friedman 2015) and 
Gnetum (Carmichael and Friedman 1996). In Welwitschia, 
the observation of a coenocytic tetrad led the authors to 
conclude the tetrasporic origin of the female gametophyte, 
and no degenerative megaspores were described (Fried-
man 2015). Hence, although these two genera share many 
sexual reproduction aspects that differ from Ephedra and 
other gymnosperms, the megasporogenesis process in seed 
plants is likely much more variable than has been thought.

Our study also identified a thick cell wall with pec-
tic compounds and no signal of callose compound in the 
megaspore mother cell. This same pattern of the cell wall 
was observed until the end of the meiosis on the megaspore 
tetrad. In the same way, the ultrastructure analysis of the 
megaspore of Ginkgo biloba demonstrated a thick and com-
plex cell wall that presents a conspicuous middle lamella, a 
primary wall similar to the other ordinary cells, and an inner 
cell layer resembling the structure of the middle lamella 
(Stewart and Gifford 1967). The thickening cell wall of the 
megaspore is a general character of gymnosperms, which 
allows the cytoplasm to isolate itself to accomplish meiosis. 
Although the thick structure is constant between species, 
the cell wall composition may differ. In species that present 
callose wall deposits, the megaspore mother cells show this 
material for a short moment, however, this compound disap-
pears quickly after meiosis (Fiordi 1987). Callose isolates 
the viable megaspore from the degenerative ones, providing 
its vital activity to initiate female gametophyte development. 
Since A. angustifolia doesn't present cell walls isolating each 
megaspore within the tetrad, the ultrastructure analysis of 
megaspore development could provide the mechanism for 
functional megaspore selection.

A key event in the seed's evolution was the formation 
of the megaspores inside the ovule (Williams 2009). In the 
reproductive development of seed plants, the functional 
megaspore gives rise to a female gametophyte inside the 
ovule through multiple mitotic cycles. The conifer female 
gametophyte must move through several well-defined stages 
before it reaches maturity: free nuclear stage, cellulariza-
tion stage, and cellular growth stage (Maheshwari and Singh 
1967). Our study described the first steps of the free nucleus 
and cellular growth stages, including archegonium forma-
tion. In A. angustifolia, the first mitotic divisions of the 
female gametophyte development produced conspicuous 
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nuclei organized dispersedly. Some weeks later, hundreds 
of nuclei were formed, presenting compacted chromatin and 
organizing in a thin layer of cytoplasm that revest the inner 
wall of the coenocytic female gametophyte. This develop-
ment pattern was also described for many gymnosperms, 
which showed a large central vacuole that maintains the 
scanty cytoplasm at the female gametophyte periphery 
(Konar and Moitra 1980). After the coenocytic phase, the 
cellularization phase takes place. This phase is marked by 
alveolar growth in gymnosperms, except in Gnetum and Wel-
witschia (Maheshwari and Singh 1967). Because the alveoli 
present a specific development pattern, it is regarded as a 
fossil fingerprint (Rudall and Bateman 2019).

Except for angiosperms, Gnetum, and Welwitschia, all 
female gametophytes form archegonia, and according to 
Sokoloff and Remizowa (2021), this sexual organ presents a 
commonly developed motif called the “t-shape” pattern. Our 
data show that the archegonium of A. angustifolia presents 
the t-shape pattern once the first division of the archegonial 
initial is horizontal and the primary neck cell (upper cell) 
divides (vertically). The archegonium is a multicellular and 
three-dimensional organ that presents a precisely regulated 
cellular division in each plant group. Detailed studies on the 
ontogeny of this organ may help to understand the homolo-
gies of archegonium and embryo sac and may solve many 
questions about land plant evolution.

In the archegonium development of A. angustifolia 
described here, the ventral canal cell was not observed. In 
the same way, Burlingame (1914) didn’t notice this cell in 
A. angustifolia, and the ventral canal cell of Aghatis, which 
also belongs to Araucariaceae, was described as an ephem-
eral cell (Eames 1913). However, Owens et al. (1995a) 
identified a persistent ventral canal nucleus in A. austra-
lis (Owens et al. 1995a). The occurrence of ventral canal 
cells in other conifers, such as Podocarpaceae, is usually 
observed (Maheshwari and Singh 1967), as well as in Pinus 
and Abies (Sokoloff and Remizowa 2021). Still, Biswas and 
Johri (1997) point out questions about the regular formation 
of this cell in Taxus canadensis. Therefore, it is likely that 
for many conifers, the ventral canal cell presents an ephem-
eral behavior instead its complete absence, and probably the 
division of the central cell was missed in our study.

The number and arrangement of the neck cells of gym-
nosperms vary between plant lineages. In siphonogamous 
groups, such as conifers and Ephedra, the neck cells' con-
figurations seem even more plastic once these sets of cells 
play a role in pollen tube reception (Sokoloff and Remizowa 
2021). The necks cells of A. angustifolia are organized in 
one tier of 13 cells, which present a significant amount of 
starch grains at maturity. A. australis, even though jack cells 
and the egg cell present starch, this substance wasn´t found 
in the neck cells' cytoplasm (Owens et al. 1995b). In angio-
sperms, the pistil offers support and controls pollen tube 

growth. Therefore, the presence of starch in the neck cells of 
Araucaria agrees with the idea that the female gametophyte 
neck of conifers and Ephedra operates like angiosperm pol-
len-tube transmitting tissue (Sokoloff and Remizowa 2021).

Pollen tube growth in nucellar tissue

In gymnosperms, the usual pollination mechanism occurs 
when the pollen is carried through the micropyle and then 
to the nucellus by the pollination drops (Rudall and Bateman 
2007). In most of the conifers, the pollen grains germinate 
inside the ovule (Owens et al. 1995a), where it is hydrated, 
making the exine burst, allowing the projection of the intine, 
which will establish the pollen tube (Singh 1978; Owens 
et al. 1998; Fernando et al. 2010). Differently, in Araucari-
aceae as well as many Tsuga (Pinaceae) and Saxegothaea 
(Podocarpaceae) species, the pollen grain germinates extra-
ovulary (Singh 1978; Owens et al. 1998; Owens and Bruns 
2000; Fernando et al. 2005). In A. angustifolia, pollen grains 
laid on the ovuliferous scales germinate and grow toward the 
seed cone axis to reach the micropyle. Over this pathway, 
the pollen tube doesn’t branch as Konar and Oberoi (1969) 
suggested for Araucaria and Agathis.

Owens et al. (1995b) showed that the pollen grain of A. 
australis has a delay of about one to two months between 
the landing of the pollen on the scales until its gemination, 
and this time is like our results. The delay in the pollen tube 
emission through the scale probably occurs due to the hydra-
tion of the pollen grains on the scale of the seed cone instead 
on the nucellus. This pollination mechanism highlights the 
close relationship between favorable climatic conditions to 
successful germination.

In Cycadales and Ginkgoales, the pollen tube is exclu-
sively a vegetative structure and does not conduct the sperm 
cells to the egg cell (Rudall and Bateman 2007). The vegeta-
tive role of the pollen tube in these plants is linked with its 
haustorial behavior, which shows many branches in their 
pollen tubes while it is developing through the nucellus 
cells (Johri 1992). In conifers and Gnetales, pollen tubes 
display a siphonogamic role (Fernando et al. 2005). How-
ever, Pinaceae pollen tubes have been shown to branch 
(Dawkins and Owens 1993; Hiratsuka and Terasaka 2011). 
In those cases, the multiple branches observed in the pollen 
tube play a haustorial role, while the main branch, which 
holds the reproductive cells lineage, is siphonogamic (Hirat-
suka and Terasaka 2011). Within Araucariaceae, pollen 
tube branches have also been described in Aghatis (Owens 
et al. 1995a, b) and Araucaria (Burlingame 1913, 1915). 
Indeed, in our study, the pollen tube histologic serial section 
analyses lead to a misunderstanding of this structure once 
many tubes border each other in nucellar tissue. Through the 
three-dimensional reconstruction, we reevaluate the pollen 
tube growth of A. angustifolia, demonstrating that it doesn't 
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branch at nucellar tissue and evidences its straight trajectory 
toward the female gametophyte. The pollen tube behavior of 
A. angustifolia strengthens the idea that this structure has a 
primarily siphonogamic role. However, because the sperm 
cells do not form until 12 months after pollen germination, 
the pollen tube still performs a haustorial role. Therefore, 
the pollen tube growth in A. angustifoia differs from Aga-
this, highlighting a new pattern of growth in Araucariaceae. 
The analysis of pollen tube growth in other conifer species, 
especially Araucariaceae, may help to understand how this 
structure evolved in this family and conifers.

The pollen tube wall chemical composition in gymno-
sperms markedly differs from angiosperms, and specific pol-
len tube chemical composition patterns presented in different 
seed plant lineages may have taxonomic value (Yatomi et al. 
2002). The pollen tube of A. angustifolia shows the same 
chemical composition as the intine of mature pollen grains, 
as Kuhn et al. (2014) described, and slight differences were 
observed regards other gymnosperms. In A. angustifolia, 
the pollen tube wall has a homogeneous distribution of 
cellulose in all its extensions, as observed in Picea abies 
(Lazzaro et al. 2003). In a different way, calcofluor labeling 
in Picea wilsonii (Sheng et al. 2006) and Pinus sylvestris 
pollen tubes showed a lower density of cellulose microfib-
ers at the tube apex (Derksen et al. 1999). The pollen tube 
of Cycas revoluta, Ginkgo biloba, and 12 conifers species 
(representing four families) was stained with ruthenium 
red (Yatomi et al. 2002). Although the authors indicate that 
pectin content seems very rare in conifers species analyzed 
in this study, these data differ from A. angustifolia that do 
not stain with ruthenium red. The occurrence of callose, 
stained by aniline blue, in tube wall also varies between 
conifers. The absence of callose was highlighted in our data 
and most conifers studied by (Yatomi et al. 2002). Derksen 
et al. (1999) described the presence of callose in young parts 
of the pollen tube in Pinus silvestris, and (Chichiriccò et al. 
2009) detected this substance in the side of the pollen tube 
continuous to the intine.

Along its extension, the pollen tube wall composition 
of Gymnosperms is relatively homogeneous compared to 
Angiosperms, and this feature seems to be related to the 
slow growth of its pollen tube (Wallace and Williams 2017). 
On the other hand, the specific distribution pattern of cal-
lose and pectins in the pollen tube wall of Angiosperms is 
an essential trait to the fast growth of its pollen tube (Chebli 
et al. 2012).

The Angiosperms pollen tube presents a primary pecto-
cellulosic layer and a secondary callosic wall (Heslop-Har-
rison 1987). The callose wall is distributed on the pollen 
tube shank conferring resistance to tensile and compres-
sion stress (Parre and Geitmann 2005a). In contrast, the 
pectins present a gradient of apical esterified to distal 
de-esterified pectins, which provide, from the tip to the 

shank, an increase in the degree of cell wall rigidity and a 
decrease of visco-elasticity (Parre and Geitmann 2005b). 
The fast-growing pollen tube of Angiosperms, which 
greatly accelerate the fertilization process, is an important 
innovation in seed plants associated with the origin of the 
flowering plants (Wallace and Williams 2017).

The histochemical analysis made during the develop-
ment of the reproductive structures in A. angustifolia dem-
onstrated that synthesizing stored substances in nucellus 
cells is associated with pollen tube growth. Many studies 
have already revealed the presence of starch grains in the 
nucellar cells of gymnosperms. The mechanism of pol-
len tube intrusion was also associated with pollen tube in 
stylar transmitting tissue of angiosperm (e.g., Jensen and 
Fisher 1968). According to (Hiratsuka et al. 2002), the 
starch synthesis in the nucellus is spurred by pollination 
in Pinus densiflora; however, the pollen tubes gradually 
consume the starch grains by means of programmed cell 
death (PCD).

Conifers present a high diversity regards their pollination 
mechanism, and such range reflects in different traits of pol-
len morphology, seed cone morphology, and ovule structure 
(Owens et al. 1998). In some lineages, the pollen germina-
tion occurs right after its arrival in the ovule, while in others, 
the germination is postponed for weeks or months (Williams 
2009). The period between pollen germination and fertiliza-
tion also presents variation, which could extend for weeks or 
even months (Williams 2009). In A. angustifolia, fertiliza-
tion occurred 14 months after pollination, emphasizing the 
long-time reproductive cycle of this species.

Using several bioimaging techniques, we presented 
ontogenetic events of seed cone development in A. angus-
tifolia. We reported updates for the reproductive biology 
knowledge of this species from the ovule formation until 
pre-fertilization. Our observations show that the seed scale 
is born in the same primordium of the ovule, agreeing that 
this structure is part of the ovule itself and should be inter-
preted as the modified funiculus of the ovule. Along the 
ovule ontogeny, the formation of a coenocytic tetrad and 
the formation of the female gametophyte with monosporic 
origin was demonstrated. This process highlights a distinct 
pattern of female gametophyte origin that was never noticed 
in conifers. Besides, the three-dimensional reconstruction of 
the ovule revealed the presence of many pollen tubes grow-
ing in the nucellus. They border each other but have only one 
axis that extends straight toward the female gametophyte, 
performing a primarily siphonogamic role. The pollen tube 
growth in A. angustifolia differs from Agathis, highlighting 
a new growth pattern in Araucariaceae.
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Glossary

Archegonium	� The reproductive structure of the multi-
cellular female gametophyte that produces 
the egg cell.

Seed cone	� The compound reproductive structure of 
conifers in which each unit produces one 
or more ovules.

Seed cone unit	� Composed of a bract and all axillary struc-
tures (Herting and Stutzel 2022).

Seed Scale	� A single or multiple structures axillary to 
a bract and all axillary structures (Herting 
and Stutzel 2022).

Siphonogamy	� Oriented growth of the pollen tube to 
the female gametophyte. Sperm cells are 
not motile in lineages with this type of 
growth.

Coenocyte	� Cell with several nuclei without division 
of the cytoplasm.
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