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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 verra 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 1 processi di
megasporogenesi e megagametogenesi. Infatti, seppur lo studio delle Araucariaceae
sia progredito nel corso degli ultimi anni, mancano ancora molte informazioni circa
modalita 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 puod essere utile a comprendere meglio I’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, ¢ una conifera
sempreverde appartenente alla famiglia delle Araucariaceae.

La sua morfologia ¢ costituita da un tronco rettilineo cilindrico avente un diametro
che va da 1 a 2 metri per un’altezza che puo arrivare fino ai 50 metri. Quando la
pianta ¢ 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 I’eta 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). E una pianta dioica, cio¢ presenta gli organi riproduttivi
maschili e femminili in due piante differenti. Gli amenti maschili sono densi,
cilindrici, raggruppati in clusters o solitari € composti da numerosi microsporangi
disposti a spirale (Fig. 2). Invece, 1 coni femminili sono ovoidali, piu larghi che
lunghi, presentano scaglie legnose strettamente sovrapposte, che cadono quando 1

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

Figura 1: Fotografia di esemplari di Araucaria angustifolia
(https://www.gardenia.net/plant/araucaria-angustifolia)



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 ¢ ’unica gimnosperma nativa della foresta atlantica del
Brasile ¢ ha una grande importanza economica, culturale e sociale. Infatti, ha
rappresentato la fonte di legname piu sfruttata fino agli anni *70, ed € 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.



E I’albero dominante della foresta pluviale, dalla subtropicale alla temperata, nel
sud-est del Brasile. Si pu6 anche trovare nel nord-est dell’ Argentina, nel Paraguay
orientale, piu precisamente nella provincia di Missiones, € a est dell'Alto Parana.

Il caratteristico colore verde scuro di Araucaria angustifolia gli & 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 piu redditizie (Bittencourt, 2007).

Questo ha fatto si 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 piu 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 1’ovulo racchiuso e protetto da strutture dette carpelli, che
vanno a formare 1’ovario.

Le gimnosperme sono comparse nel devoniano superiore, cio¢ circa 360 milioni di
anni fa. Oggi le specie attualmente viventi sono poco piu di mille e appartengono a

circa 83 generi divisi in 12 famiglie che crescono in diverse zone del mondo. Pit in



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 piu 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, cio¢ germogli modificati solitamente di tipo legnoso.
Al di sotto di ogni squama ¢ 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 puo 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 I’impollinazione e la
dispersione dei semi una volta che questi si sono formati.

Le conifere hanno un ciclo biologico lento in cui I’impollinazione, che avviene
prevalentemente per via aerea, ¢ la fecondazione sono due eventi distinti nel tempo.
L’impollinazione, che prevede il passaggio dei granuli di polline dalle sacche
polliniche agli ovuli, puo 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



(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 puo essere molto lungo) cellularizza, e da esso, in prossimita
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 puo trascorrere diverso

tempo.
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Figura 4: Ciclo riproduttivo di una conifera (Pasqua et al., 2019).



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 4. angustifolia; tuttavia, molti aspetti non risultavano chiari, come la struttura del
cono femminile, lo sviluppo dell’ovulo e la modalita di crescita del tubetto pollinico
nella nucella. Mentre i primi due aspetti furono chiariti nel 2020, studiando
I’omologia con il cono femminile di 4. araucana (Herting & Stutzel, 2020), la
modalita 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 modalita di crescita in Agathis fu generalizzata alle Araucariaceae. Per
questo ¢ necessario investigare in modo specifico 1 processi di sviluppo dello
strobilo femminile, dell’ontogenesi dell’ovulo e della crescita del tubetto pollinico,
focalizzando 1’attenzione ai processi di megasporogenesi € megagametogenesi,
come affrontato nell’articolo di Kuhn et al. (2024), presentato in questa tesi. Inoltre,
questo studio puo essere utile al fine di migliorare le tecniche di conservazione di

A. angustifolia, e la gestione del suo ambiente naturale.



3. MATERIALI E METODI

In questa parte dell’elaborato vengono presentati le tecniche e 1 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 4. 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 € 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 ¢ stato
fatto mensilmente, mentre dal quarto al sesto mese il campionamento ¢ stato fatto

settimanalmente o ogni due settimane.

3.2 Microscopia ottica

La microscopia ottica, detta anche microscopia in campo chiaro, ¢ una tecnica che
permette 1’osservazione di campioni biologici dotati di colore proprio o proprieta
che influenzano la quantita 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) I’analisi istologica ¢ 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). 1l
materiale ¢ 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 ¢ 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 um 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).



Oltre a cio, utilizzando materiale supplementare, ¢ stata rilevata composizione
chimica degli strobili attraverso diversi agenti e test istochimici:

e K], per rilevare I'amido;

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

e Alcian Blue 8GX, per rilevare mucopolisaccaridi;

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

e Calcofluor White per rilevare cellulosa;

e 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 €sso
(Hardin & Bertoni, 2018).

Questa tecnica ¢ particolarmente spettacolare per la tridimensionalita che da alle
strutture biologiche, permettendo cosi 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 (nCT)

La micro-tomografia computerizzata a raggi X (nota anche come micro-tomografia
o micro-CT) € 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 ¢ 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 ¢ 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 uCT, il materiale ¢ stato quindi montato in un supporto di plastica e
la scansione ¢ stata eseguita con SkyScan 1172 (Bruker-microCT, Kontich, Belgio).
Senza applicazione di filtro la tensione della sorgente e I’intensita di corrente erano
rispettivamente di 40 kV e 250 pA, per un tempo di esposizione di 1700 ms,
risultando in 2657fette con dimensione voxel di 2,06 pm.

Per eseguire la ricostruzione 3D e il sezionamento virtuale ¢ stato utilizzato FIJI,
un software distribuito da Imagel, 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 I’evento della fecondazione, che avviene dopo 14 mesi
dall’impollinazione (Fig. 5f). Dall'impollinazione in poi, la porzione distale di
ciascuna brattea ¢ acuminata e verde, mentre la porzione mediana e la porzione

prossimale, dove si sviluppa 1I’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 '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
(r]), asse del cono (ca), brattee (br), foglie
sottese (sl), porzione distale del cono
femminile (dp), porzione prossimale (pp).




Figura 6: Immagine tratta da Kuhn et al,, 2024. Sezione longitudinale del cono femminile di
Araucaria angustifolia e 1 suoi stadi di sviluppo con microscopia ottica. a Formazione della scaglia
ovulifera nella porzione prossimale (pp) della brattea. b Primordio della nucella e ¢ 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 ¢ 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 piu
prossimale della scaglia, essendo orientata lungo il suo asse longitudinale (Fig. 6b).
In questo momento ¢ possibile osservare che la porzione distale della scaglia
ovulifera ¢ staccata dalla brattea mentre la sua porzione prossimale ¢ fusa ad essa.
Nei giorni successivi la scaglia si sviluppa verso la porzione distale della brattea

(Fig. 6¢) e il primordio del tegumento si accresce, presentandosi come un leggero
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rigonfiamento che evidenzia I’orientamento del micropilo verso l'asse del cono
(Fig. 6d). La scaglia ovulifera e I’ovulo continuano cosi nelle settimane successive
a ingrandirsi, aumentando in lunghezza e larghezza (Fig. 6¢).

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. 61). Si ha quindi un ulteriore
sviluppo del cono (Fig. 7a), con I’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.
7¢). 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 I’estate, esso arriva a formare fino a centinaia di nuclei liberi, che
presentano un cospicuo nucleolo. Tuttavia, la continua crescita fa si che le cellule
nucellari che lo circondano degenerino, e a permanere intatte sono solo quelle che
presentano un citoplasma piu 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'estremita del micropilo. Le cellule
del gametofito femminile adiacenti all'inizio archegonico si differenziano come
“jacket cells” (Fig. 81). Successivamente, una divisione periclinale a livello del
primordio fa si che si venga a formare la “central cell” (cellula inferiore) (Fig. §j) e

la “primary neck cell” (cellula superiore) (Fig. 8k).
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Quando il gametofito femminile raggiunge la maturita (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 quantita di granuli di amido nel loro citoplasma (Fig. 9¢) e la
cellula uovo si forma a partire dalla cellula centrale (Fig. 9a, c).

Il processo riproduttivo richiede circa 14 mesi dallimpollinazione 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 ¢ possibile discernere i diversi componenti: i tessuti piu esterni, il
tegumento e l'interno della nucella (Fig. 10a). Il tegumento e la nucella sono visibili
con trasparenza ed ¢ possibile vedere 1l gametofito femminile con numerosi tubetti

pollinici in prossimita (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 ¢ 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 1 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 ¢ 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) ¢ emerso che nello stesso periodo in cui il
gametofito femminile si sviluppa, sono visibili 1 tubetti pollinici che germinano e si
allungano, a livello del micropilo (Fig. 7f, g).

Durante I’estate il tubetto pollinico penetra in profondita verso il gametofito
femminile (Fig. 8d). I test istochimici hanno indicato che la parete del tubetto
pollinico ¢ composta da cellulosa, polisaccaridi € mucopolisaccaridi (Fig. 8 f—h),
mentre non si colora per callosio e pectine acide. Dopo che il gametofito ha
raggiunto la maturita e sviluppato gli archegoni entro cui la cellula uovo si
differenzia, il tubetto pollinico giunge al gametofito femminile, in preparazione alla

fecondazione (Fig. 9a).

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. ¢ Archegonio maturo con cellule del collo, cellule del mantello
e cellula vovo. d visione obliqua delle cellule del collo ¢ 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 pCT, 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
I’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 uCT 3D dell'ovulo di Araucaria
angustifolia. a Vista laterale dell'ovulo con il tegumento ¢ 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. Sinotino 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 ¢ ancora
aperta. Il cono di conifera comprende numerosi complessi brattea/scaglia ovulifera
e, sebbene 1 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. Cid nonostante, la morfologia del cono di Agathis
risulta piuttosto differente rispetto a quello di Araucaria angustifolia, la cui
morfologia ¢ stata studiata nell’articolo presentato in questa tesi (Kuhn et al., 2024).
Lo strobilo di Agathis, infatti, ¢ formato da numerose squame ovali appiattite, con
minuscole protuberanze apicali e senza la presenza di brattee, mentre lo strobilo in
A. angustifolia ¢ 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, 1a brattea e la scaglia ovulifera sono congenitamente fuse l'una
all'altra, in modo da formare un solo tipo di squama conica (Ddrken & 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 € Wollemia ¢ che negli ultimi due
1 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 maturita (Dorken & 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 puo 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 cosi omologa ad una
foglia (Florin, 1931).

Attualmente ¢ presente un altro modello basato su studi piu recenti di ontogenetica,

paleobotanica e filogenesi, confrontando A