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L’erosione genetica è considerata at tualmente nel  mondo 

scientifico come uno dei più fondati  motivi di preoccupazione per la 

stabili tà degli  ecosistemi e per i l  loro inalterato mantenimento. Con il  

termine erosione genetica la comunità scientifica suole designare la 

progressiva riduzione del patrimonio genetico presente negli  ecosistemi 

dovuta sia alla coltivazione di un numero sempre più ridotto di piante 

di interesse agrario sia all 'alterazione antropica degli  equilibri  naturali  

con conseguente estinzione  di moltissime specie vegetali  spontanee.  

L’importanza di  preservare le specie vegetali  dall 'est inzione 

risiede, oltre che in motivazioni di ordine etico, anche nella 

considerazione che esse rappresentano un patr imonio genetico di  

caratteri  potenzialmente uti l i  (resistenze a stress,  a  f i topatie)  che 

potrebbero risultare determinanti  per l’agricoltura e gli  ecosistemi 

sottoposti  a modificazioni ambientali  su larga scala ("Global change") 

causate dalle at t ività antropiche.  In questo contesto i l  mantenimento 

della "biodiversità" interessa anche le varietà di  specie di  interesse 

agrario,  a  forte t ipicizzazione agroambientale,  che possono anche non 
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essere più commercialmente soddisfacenti  ma che possiedono 

caratterist iche tali  da meritare i l  loro mantenimento per  scopi  di  s tudio 

scient if ico (s trategie evolut ive e  di  adat tamento)  che potrebbero essere 

utilizzate per migliorare le specie vegetali  attualmente coltivate 

qualora le  loro r isposte di  adattamento al  cl ima che cambia fossero 

insufficienti.  

In  campo agrar io i l  fenomeno dell’erosione genetica consiste 

fondamentalmente nella tendenza all’abbandono, all’espianto e al  

mancato reimpianto di cultivar locali  od ecotipi a favore di nuove 

cult ivar selezionate,  secondo moderni concett i  di  frutt icoltura,  sia per 

quant o concerne le pratiche agronomiche che le quali tà organolett iche 

del  frutto.   

La tendenza all’abbandono di vecchie cultivar selezionatesi  in 

ambito locale può essere dovuto anche alla naturale fine dei cicli  

produtt ivi  (meno evidente per l’olivo data la pratica della 

“stroncatura”) o ad eventi  naturali  part icolarmente avversi  (gelate od 

at tacchi  parassi tari) .  Un altro fat tore che ostacola i l  mantenimento 
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nell’agroambiente di varietà locali  è la difficoltà di reperire piante 

certificate in vivaio, cioè virus - esent i ,  con cui   procedere al  

reimpianto.  

Da qui  la  necessi tà  di  mantenere e propagare germoplasma a 

r ischio di  erosione genetica per preservarlo dall’est inzione in modo da 

evitare una perdita di  biodiversi tà.  

Tale  preservazione può essere  ot tenuta  a t t raverso due tecniche 

che si  differenziano sia per la metodologia util izzata che per la qualità 

del risultato finale.  Esiste infatti  una tecnica di conservazione del 

germoplasma o mantenimento della biodiversità “in situ” che consiste 

nel  mantenere presso azie nde selezionate piante delle  specie e varietà 

individuate e/o favorirne i l  reimpianto,  laddove possibile.  Questa 

tecnica,  sicuramente caratterizzata da minori  costi  (professionali tà 

coinvolte, utilizzo di sostanze chimiche e strumentazioni),  preserva il  

materiale selezionato dall’azione antropica ma certamente non da al tre 

possibili  avversità ambientali  quali  la contaminazione genetica da parte 

di  al tro germoplasma, le avversi tà atmosferiche e f i toparassi tarie.  
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La tecnica del mantenimento della biodiversità “ex situ” invece 

prevede uno stoccaggio del  materiale vegetale selezionato in apposite 

banche del  germoplasma che possono essere cost i tui te  da cel le  

termostat iche ove possono essere conservat i  i  semi ma,  più 

comunemente, tessuti in coltura “in vitro”. Si tratta,  quest’ult ima, di  un 

tecnica ormai nota da qualche decennio ma in continua evoluzione che 

permette di  conservare,  r isanare,  molt ipl icare germoplasma vegetale 

attraverso una coltura di  cellule,  apici  meristematici ,  tessuto 

indifferenziato (callo) in ambiente sterile su idonei substrati  di  

crescita.  I  vantaggi che la tecnica offre sono legati  principalmente al  

microambiente in cui opera che permette uno stoccaggio di  grandi 

quantità di materiale vegetale in spazi ridottissimi, il  mantenimento 

del le  caratteristiche genetiche, l’assenza di contaminazioni 

fi toparassitarie,  la capacità di conservare per tempi lunghissimi i l  

materiale at traverso tecniche di  crio - conservazione.  È una tecnica che 

richiede elevata professionali tà ed attrezzature scientif iche abbastanza 

complesse e  per tanto r isul ta  decisamente più onerosa del la  precedente.   
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Il  progetto scientifico in oggetto è stato finalizzato alla 

sperimentazione di protocolli  scientifici per la messa in coltura “in 

vitro”, la propagazione ed il  mantenimento di germoplasma vegetale 

t ipico della Sabina reatina che presenta in forma più o meno accentuata 

i  r ischi di  una possibile erosione genetica,  in modo  da costi tuire una 

banca di  conservazione di  tale germoplasma. 

 

Nella fase iniziale del progetto scientifico elaborato nell 'ambito 

del la  convenzione CNR- IBEV/ Provincia di  Rieti  si  è provveduto ad 

effettuare  uno studio delle caratterist iche del  patrimonio vegetale 

agrario t ipico  della Sabina.  L’attenzione è stata r ivolta in maniera 

part icolare sul le  colture arboree da f rut to  che rappresentano una 

percentuale molto elevata della S.A.U. (Superficie Agraria Util izzata) 

del  terri torio analizzato.  

Le condizioni climatiche, orografiche e pedologiche della Sabina 

hanno favorito,  nel tempo, la diffusione della coltura d ell’olivo, che 

oggi rappresenta la specie più diffusa,  ma della cui importanza anche 
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nel passato si  hanno numerose  testimonianze attraverso gli  scrit t i  di  

Virgil io e Plinio i l  vecchio.  È doveroso segnalare in questo contesto la 

presenza in locali tà Canneto Sabino,  una frazione di  Fara in Sabina,  di  

un olivo plurisecolare che viene descri t to come il  più grande d’Europa.  

Anche altri  frutt iferi ,  quali  cil iegio e pesco, rivestono una certa 

importanza nel  comparto agrario della Sabina reatina anche se la  loro 

d iffusione tende a diminuire passando dai  terri tori  della bassa Sabina,  

ove si  compenetra con la Sabina romana,  al la  al ta  Sabina (Scandriglia,  

Poggio Moiano, Pozzaglia,  Torricella) in presenza di  un’orografia che 

da collinare inizia ad assumere i  tratt i  montani.  

La coltura del melo, sicuramente più l imitata,  presenta nicchie di 

diffusione in cui è stata ri levata la presenza di accessioni di 

germoplasma autoctono.  

L’indagine è stata poi  condotta,  al l’ interno delle specie 

selezionate (olivo,  ci l iegio,  pesco e melo),  con l’intento di valutare la 

presenza di  germoplasma autoctono (cult ivar,  varietà ecoticipizzate)  e 

i l  grado di  erosione genetica che tale materiale presenta.   
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Uno screening varietale delle specie considerate ha evidenziato,  

per  quanto r iguarda l’olivo, la presenza di tre cultivar t ipiche della 

Sabina denominate  Carboncel la ,  Raja  e  Nebbiara .   

La cv Carboncella rappresenta la cult ivar dominante e t ipica della 

Sabina,  pur essendo presente in forma ridotta anche in al tre regioni  del  

centro Italia.  È una  t ipica cult ivar da olio con ott ime e costanti  rese 

quali- quanti tat ive (22- 26% di  resa in ol io);  rust ica,  s i  è  ben adat tata  ai  

terreni argillosi  e calcarei t ipici  dei luoghi (Jacoboni e Fontanazza, 

1981) .  La Carboncel la  presenta  una media resis tenza ai  pr incipali 

agenti  parassi tari  ma possiede una elevata resistenza al lo stress idrico 

(VV.AA.,1998).  Quest’ul t ima carat ter is t ica r isul ta  molto importante da 

preservare in quanto potrebbe essere determinante in futuro in 

considerazione dei cambiamenti climatici su scala globale che vedono 

già in at to per i l  nostro paese una progressiva tendenza al la 

desertificazione dei suoli delle regioni meridionali.   

Allo stato attuale,  in considerazione dell’ampia diffusione della 

cult ivar nel terri torio sabino, non si  r iscontrano pericoli  di  
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significativa erosione genetica per questa cult ivar.  La tendenza però in 

atto nella moderna frutticoltura al reimpianto delle cultivar  più 

largamente diffuse (Frantoio,  Leccino,  Moraiolo) a danno delle cult ivar 

rustiche locali ,  come già avvenuto pure in Sabina in occasione delle 

recenti  gelate  per  quanto r iguarda anche la  Carboncella ,  e  le  

carat terist iche di  part icolare pregio di  questa cult ivar (produtt ivi tà ,  

quali tà organolett iche del  frutto,  resistenza al  calcare e al la siccità)  

ol tre  che la t ipicità rispetto ai luoghi,  la rendono meritevole di un 

attenzione in merito alla preservazione del suo germoplasma. 

La cult ivar Raja è anch’essa t ipica della Sabina ma la sua 

diffusione è minore r ispetto al la Carboncella essendo presente nella 

bassa Sabina e prevalentemente nel  comune di  Casaprota,  con i l  

sinonimo di “Oliva dolce”. I  caratteri  fenotipici ricordano molto quelli  

del la  cul t ivar  Frantoio del la  quale potrebbe essere un ecot ipo.  La Raja 

è una cult ivar autocompatibi le,  con produzione abbondante  e  

mediamente costante.  La resa in ol io,  che è di  quali tà  eccellente,  è  

generalmente  intorno al 22%, ma il  frutto viene consumato 
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essenzialmente al lo stato maturo essiccato,  addolcito o affumicato 

(Jacoboni  e  Fontanazza,  1981) .  Rispet to  a l la  Carbonc ella presenta un 

rischio più elevato di  un depauperamento  del  suo germoplasma, 

essendo ormai  r idotta ad una consistenza di  circa i l   2 - 3% del  

patrimonio olivicolo della zona e perciò,  vista la t ipicità del suo areale 

di  diffusione, si  r i t iene da prendere in considerazione per lo studio in 

oggetto al  f ine di  preservarne i l  suo germoplasma. 

La cult ivar  Nebbiara è decisamente più rust ica del le  precedenti  e  

presenta caratteristiche più simili  al  t ipo selvatico con foglie piccole.  

E’ una cultivar molto rigogliosa con buona resa in  ol io del la  drupa (22-

24%),  ed ot t ime carat teris t iche organolet t iche dell’ol io che tende al  

sapore dolce.  Sensibile al  r istagno d’umidità,  alla fumaggine ed al  

c icloconio,  presenta invece una buona resis tenza al  f reddo.  Necessi ta  di  

fo rt i  potature.  La sua diffusione nella bassa Sabina,  nelle zone di  

compenetrazione con la Sabina romana,  è ormai molto r idotta e si  s t ima 

anch’essa  in torno a l  2- 3%; per questo motivo si  r i t iene uti le  provvedere  

al lo  s toccaggio del  suo germoplasma. 
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Per ciò  che concerne il  ciliegio è stata individuata la cultivar 

Petrocca,  di f fusa  soprat tut to  nel  Farense.  La cul t ivar  Petrocca presenta  

vigoria elevata,  chioma assurgente,  buona produttività in termini di 

quanti tà  e  pezzatura.  I l  frut to si  presenta con buccia chiara ed ott imo 

sapore.  La sua diffusione nel  terri torio sabino (circa i l  2%) si  s ta 

r iducendo sensibilmente anche in considerazione di  una certa 

sensibil i tà della cult ivar ad attacchi parassitari  che recentemente hanno 

arrecato gravi danni al la cerasicolt ura sabina (Scort ichini ,  1999) ol tre  

alla più volte citata tendenza al reimpianto di cultivar più 

agronomicamente e commercialmente soddisfacenti .  Per queste 

motivazioni il  rischio di una erosione genetica risulta sensibile e si 

r i t iene  d i  dover  prendere  in considerazione le tecniche di  conservazione 

del suo germoplasma “ex situ”.  

Per quanto riguarda i l  pesco è stata  individuata la cult ivar 

Seconda Reginella t ipica della sabina romana e della bassa sabina 

reat ina.  E’  una cul t ivar  a  precoce entrata  in  produzione con frutto a 

forma di limone, di gusto ottimo, di colore giallo - rosso  e  
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carat teris t icamente “spiccagnolo” cioè con  buona separazione della  

polpa dal  nocciolo.  La scarsa capacita’  di  conservazione e la  sensibi l i tà  

del frutto alle lavorazioni post- raccolta ne riducono l’importanza 

merceologica a l ivello commerciale facendone prevedere un uso sempre 

più locale ed una tendenza alla riduzione della sua diffusione sul 

terri torio analizzato.  Per questo motivo,  anche se nel  presente i l  r ischio 

di una estinzione del la  cul t ivar  e’  scarso,  la  tendenza al l’abbandono 

delle cultivar locali  ha già att ivato,  anche per la Seconda Reginella,  un 

lento processo di  erosione genetica che rende ut i le  la  conservazione del  

suo germoplasma “ex situ”.  

Per quanto riguarda il   me lo è nota la presenza di una cultivar 

locale denominata Mela Rosa che ormai presenta carat ter is t iche di  

diffusione che non oltrepassano l’orto familiare.  Questa cultivar si  

presenta con caratterist iche  di  vigoria medio - al ta  con frut to a  polpa 

soda  c roccante  di  ot t imo sapore,  che matura  in  ot tobre ,  e  che possiede 

discrete capacità di  conservazione naturale.  Di un certo r i l ievo anche la 

resistenza di  questa cult ivar al la t icchiolatura.  Per tut te queste 
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motivazioni si  valuta positivamente una conservazione del suo 

germoplasma attraverso tecniche di  stoccaggio “in vitro”.  

Ultimata la fase di selezione e valutazione delle specie e cultivar 

locali  idonee per lo studio in oggetto si  è  perciò provveduto al  

reperimento del  materiale vegetale mediante raccolta di  idonee porzioni 

di  rami e polloni della stagione vegetativa in corso presso aziende 

agrarie e vivai della zona. Tale materiale è stato poi r idotto in parti  più 

piccole in modo da avere porzioni  di  ramo o pollone di  circa 15- 20 cm 

contenenti  6 - 8 gemme, t rat tato con apposito fungicida in maniera da 

ridurre la contaminazione patogena,  chiuso in sacchett i  di  plastica  e 

posto in cel la fr igorifera (+4°C) al  buio.  Tale trat tamento al  freddo 

(vernalizzazione) r isulta molto importante soprattut to per pesco,  

ciliegio e  melo in quanto permette di soddisfare  i l  fabbisogno in 

freddo delle gemme e quindi di “forzarle” ad un  anticipo di 

germogliamento. Il  periodo di vernalizzazione dura in media 45- 60  

giorni al  termine del  quale le gemme possono essere indotte a 

germogliare in ambiente controllato in presenza di trattamenti  
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anticrittogamici oppure, previa sterilizzazione chimica mediante 

protocoll i  adeguati ,  poste in coltura “in vitro”  (microtalee con una o 

due gemme).  

 Il proseguimento della r icerca in oggetto ha previsto perc iò  

l’individuazione dei mezzi di coltura disponibili in letteratura 

scientifica per le specie individuate e la fase di messa in coltura del 

germoplasma selezionato.  Questa fase si  è  presentata come la  più 

delicata dell’ intero progetto in quanto si  è  t rat tato di  far  sviluppare le 

gemme (espianto) del le  specie selezionate su un apposito substrato di  

crescita posto in tubi di  coltura e steri l izzato in autoclave.  Poichè 

l’ambiente che si  crea nel  tubo di  coltura è estremamente favorevole 

allo sviluppo di p atogeni (funghi,  batteri  e virus),  la presenza di tali  

patogeni anche in quantità minima nel materiale vegetale posto “in 

vitro” determina l’inquinamento della coltura e la morte dell’espianto. 

Purtroppo, nonostante la fase di steri l izzazione chimica a cui viene 

sot toposto l’espianto prima di  essere posto in col tura,  l ’ incidenza 

dell’inquinamento da patogeni nella fase di messa in coltura può 
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arrivare anche al  100% (in dipendenza di molti  fattori  tra cui la 

presenza di  patogeni endofit ici)  costr ingendo a r ipetere per  più vol te  la  

fase di  messa in coltura.   

 Ques ta  fase si  presenta estremamente delicata anche in funzione 

del materiale vegetale selezionato in quanto vi è una tendenza della 

specie e,  al l’ interno della specie,  delle cult ivar o degli  ecotipi ,  a  

possedere una minore o maggiore capacità di  at tecchimento e di  

r isposta  vegeto- propagat iva.   

Tra le piante selezionate i l  ci l iegio,  come specie,   presenta una 

buona capaci tà  di  a t tecchimento e  una discreta  r isposta  vegeto-

propagativa; i l  melo e i l  pesco una  media capacità  di  at tecchimento e 

una discreta  r isposta  vegeto- propagativa mentre l’ol ivo è considerato 

specie recalci t rante per  la  col tura “in vi tro”,  presentando una scarsa 

capaci tà  di  a t tecchimento ed una debole r isposta  vegeto- propagat iva 

che  però  è  in forte dipendenza dalla cultivar utilizzata.  

I l  disegno sperimentale  che è  s tato at tuato perciò ha dovuto tenere 

di  conto delle carat terist iche delle specie selezionate in modo da 
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esal tare le  capaci tà  di  a t tecchimento e  le  r isposte  vegeto- propagat ive 

a t t raverso l’uso di  substrat i  con uno specif ico apporto quali-

quantitativo dei principali  ormoni coinvolti  nei processi suddetti  

(auxine,  ci tochinine,  gibberel l ine) ,  un appropriato rapporto tra  macro e 

microelementi ,  ed un’adeguata scel ta  del  t ipo e della  concentrazione di  

carboidrat i .  

 

Verranno di seguito descrit t i  i  r isultati  ottenuti  per ciò che 

concerne la capacità di  adattamento alla coltura “in vitro” delle cult ivar 

selezionate,  i  substrat i  di  coltura sperimentati  e ,  sulla base di  queste 

risultanze, fornito un giudizio sull’applicabilità delle tecniche di 

conservazione “ex situ” del germoplasma analizzato. 
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OLIVO  

 

 Pe r  questa specie vegetale così  diffusa nella Sabina la fase di  

messa in coltura del  materiale selezionato si  e’  presentata decisamente 

p roblematica per la difficoltà di sterilizzare gli  espianti che 

presentavano una notevole contaminazione anche di  t ipo endofit ico.  Per 

superare questa difficoltà,  dopo una serie infruttuosa di  tentativi  di  

messa in coltura previa sola sterilizzazione chimica degli  espianti  con 

cloruro di  mercurio 0.1 % (5 minuti)  e,  successivamente,  ipoclori to di  

sodio 15% (15 minuti) ,  sono stati  aggiunti  al  mezzo di coltura due 

antibiotici specifici,  la Carbenicillina ed il  Claforan alle concentrazioni 

r ispett ivamente di  0.5 grammi/litro (g/lt) e 0.1 g/lt.   L’utilizzo degli 

antibiotici  ha così consentito agli  espianti  di non essere invasi dallo 

sviluppo di funghi e batteri ,  permettendone così la sopravvivenza in 

coltura. Questi  aspetti  relativi alla difficoltà della messa in coltura 

dell’olivo sono ben noti  in letteratura scientifica (Rugini,  1990; 

Martino e t  a l . ,  1999) così  come la scarsa at t i tudine al la  proliferazione 
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“in vitro” della maggior parte delle cultivar saggiate (Rugini e Lavee, 

1992; Rugini  e  Panell i ,  1993).   

Pe r  quanto riguarda i mezzi di coltura e le tecniche utilizzate 

dobbiamo distinguere la fase di  messa in coltura da quella di  

propagazione.  Nella prima fase infatt i  si  è adottato un mezzo di  coltura 

MS (Murashige e  Skoog,  1962)  di lui to  a  metà ed addizionato con 36 g/lt  

di mannitolo e 1 milligrammi/litro (mg/lt) di zeatina, corretto ad un 

valore di  pH di  5.8,  e  sol idif icato con agar  al lo 0.8%. Tale substrato e’  

s tato steri l izzato mediante autoclave e posto,  in ambiente steri le  (cappa 

a flusso laminare),  in piastre petr i  od in tubi  di  coltura dove sono stat i  

posizionati rispettivamente piccoli germogli o microtalee uninodali 

provenienti  dalla fase di steril izzazione chimica. Successivamente,  per 

quanto concerne la fase di proliferazione, è stato util izzato un mezzo di  

coltura OM (Rugini ,   1984) addizionato con 36 g/l t  di  mannitolo,  3 

mg/lt  di zeatina, 2 mg/lt  di acido gibberellico (GA3) e 0.1 mg/lt  di 

acido indolbutirrico (IBA) e solidificato in vasi  di  coltura con agar 

0.8%, nel  caso del la  micropropagazione;  per  la coltura di cellule 
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indifferenziate (callo),  invece,  e’  stato adottato un mezzo di  coltura 

OM con l’aggiunta di 36 g/lt  di  mannitolo,  1 mg/lt  di  acido 2,4 

diclorofenossiacetico (2,4 D) e di  1 mg/lt  di  zeatina,  e solidificato in 

pias t re  pet r i  con agar  0 .8%.   

Le colture in proliferazione, germogli  e callo,  sono state 

mantenute in una camera di  cresci ta a temperatura controllata di  24 

gradi centigradi e ad un ciclo di  luce giornaliero (fotoperiodo) di  16 

ore di  luce ed 8 di  buio e trasferi te  su un nuovo substrato di  col tura 

ogni 3 sett imane (subcoltura).   

La risposta di  at tecchimento e proliferazione “in vitro” e’ stata 

molto diversificata nelle tre cult ivar saggiate che saranno così  trat tate 

in maniera separata.  
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cv .  NEBBIARA 

 

Questa cult ivar  dal le  carat teristiche fenotipiche simili al tipo 

selvatico,  e  carat terizzata da una spiccata rust ici tà ,  ha manifestato una 

buona capacità di  adattamento alla coltura “in vitro” (fig.  1) ed alla 

proliferazione sia in termini di micropropagazione (fig. 2)  che di 

coltur a di  callo (fig 3).  Per questo motivo e’ stata uti l izzata come 

modello per studiare le condizioni per ott imizzarne la risposta alla 

conservazione del suo germoplasma mediante coltura “in vitro”.   

In fase di  messa in coltura la cult ivar ha mostrato percentuali di 

at tecchimento elevate anche in assenza di  antibiotici  nel  substrato;  

questa posit iva capacità di  adattamento degli  espianti  al la coltura “in 

vitro” e’ stata mostrata sia dalle microtalee uninodali  che dai giovani 

germogli .  Nella successiva fase di micropropagazione è  s ta ta  r iscontata  

una decisa influenza sia del mezzo di coltura util izzato (OM, MS), sia 

dalla tecnica di moltiplicazione adottata in fase di trasferimento dei 

germogli  in  coltura  (germoglio integro, germoglio “capitozzato”), sia  
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della composizione ormonale del mezzo (maggiore o minore 

concentrazione di  acido gibberell ico e acido indolbutirr ico).  

Per quanto riguarda il  mezzo di coltura util izzato,  l’OM e’ 

risultato decisamente piu’ efficace nel promuovere un maggiore 

sviluppo delle gemme ascellari ,  e cioè una maggiore proliferazione di 

nuovi germogli,  di circa il  40% rispetto ad un altro comunissimo mezzo 

di  col tura  per  specie  arboree quale  i l  MS.  Questo effet to  del  substrato  

OM sulla capacità proliferativa degli  espianti  è stata  esal tata  dal la  

tecnica di “capitozzatura” del germoglio al  momento del trasferimento 

sul  substrato r innovato.  Questa tecnica è nota in let teratura scientif ica 

per r idurre la dominanza apicale,  che consiste nell’ inibizione da parte 

della gemma apicale allo schiudersi  delle gemme ascellari  sottostanti  

lungo l’asse del germoglio.  L’adozione del substrato OM insieme alla 

tecnica di  “capitozzatura” ha permesso,  ol tre  ad una percentuale di  

proliferazione, più elevata anche una distribuzione in classi di 

lunghezza dei germogli  più interessante per la micropropagazione. 
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Infatti  mentre la proliferazione degli espianti  posti  su mezzo di coltura 

MS era caratterizzata da germogli  che,  al  termine di  una subcoltura,  

avevano una lunghezza inferiore ad 1 cm, la proliferazione sul  substrato 

OM evidenziava  una maggiore lunghezza dei  germogli che per oltre il  

50% si  distribuivano nelle classi  tra 1 e 3 cm ed in quella oltre 3 cm. 

L’attitudine di questi  germogli ad una crescita in altezza molto 

sostenuta  ha  reso necessar io  modificare l’apporto del la  componente 

ormonale che influenza tale fenomeno, ovvero l’acido gibberell ico,  che 

è stato diminuito da 1 mg/lt  a 0.8 mg/lt  r iducendo altresì  l’acido 

indolbutirrico da 0.1 mg/lt  a 0.08 mg/lt  per mantenere inalterati  i  loro 

rappor t i  relativi.  Tale modifica ha fornito risultati  soddisfacenti.   

Anche per quanto riguarda la coltura di cellule indifferenziate 

(callo),  che si  sono sviluppate dal  tessuto cambiale degli  espianti ,  sono 

stati  saggiati i  due substrati  già menzionati ovvero l’ OM ed i l  MS 

addizionati  con mannitolo 36 g/l t  e 2,4D 1 mg/lt  come componente 

ormonale auxinica. E’ stata verificata anche l’efficacia,  in termine di 

proliferazione cellulare,  di  due sostanze ormonali  appartenenti  al  
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gruppo delle citochinine ovvero la zeatina e la kinetina,  rispettivamente 

ad una concentrazione di 1 mg/lt  e 0.5 mg/lt .  I  r isultati  ottenuti  hanno 

messo in evidenza una buona att i tudine della cv.  Nebbiara alla 

proliferazione in coltura di cellule indifferenziate che si è manifestata 

in misura ma ggiore con l’adozione del  substrato OM. Discreti  r isultat i  

sono stato ottenuti  anche con i l  mezzo di  coltura MS mentre una decisa 

influenza si  è osservata a carico del t ipo di citochinina util izzata.  

Infatti ,  in questi studi,  la zeatina  ha evidenziato un’ efficacia 

decisamente superiore alla kinetina in termini di tasso di proliferazione 

cellulare e resistenza all’invecchiamento cellulare. 

Dalle prove effet tuate e’  possibile perciò stabil ire che la cv.  

Nebbiara presenta un’elevata at t i tudine al la coltura “in vitro” sia in 

termini di micropropagazione che di coltura di callo e che la 

conservazione del suo germoplasma tramite tecniche “ex situ” risulta 

una metodologia al tamente prat icabile .  Queste carat ter is t iche rendono 

la cv.  Nebbiara un interessante modello  di  s tudio per  tecniche e 

metodologie  riguardanti la propagazione “in vitro” dell’Olivo. 
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cv.  CARBONCELLA 

 

Le prove di adattamento alla coltura “in vitro” della cultivar 

Carboncella hanno fornito risultati  più contenuti  rispetto alla cultivar 

Nebbiara .  La  fase di  messa in coltura e’  s tata notevolmente laboriosa e 

solo l’aggiunta al  substrato degli  antibiotici  ha permesso di  ottenere 

espianti sterili .   

Com’è noto l’ importanza di  prelevare i l  materiale vegetale per la 

col tura  da piante  sane r iveste ,  per  le  cultivar che non hanno elevate 

capacità di  adattamento “in vitro”,  un ruolo fondamentale per i l  

successo del la  tecnica e  questo s i  è  potuto r iscontrare  anche per  la  

cul t ivar  Carboncella .  La r icerca di  piante apparentemente non 

contaminate,  i l  t rat tamento del materiale  prelevato con fungicidi e 

l’uso di antiobiotici  nel substrato di messa in coltura sono risultati   

aspett i  determinanti  per ottenere la costi tuzione di  espianti  steri l i  per 

la propagazione “in vitro” di  questa cult ivar.  Altrettanto determinante,  

comunque, è risultato il  t ipo di espianto util izzato per la messa in 
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coltura.  Infatt i  mentre le talee uninodali  hanno mostrato severe 

difficoltà di  adattamento alla coltura,  sia per lo sviluppo dei patogeni 

che per la  scarsa capacità delle gemme di  schiud ersi  in coltura,  

l’utilizzo di germogli di appena 1 - 2 cm di lunghezza ha permesso un 

buon attecchimento nell’ambiente “in vitro” (fig.4).  A questo buon 

at tecchimento non ha corr isposto però una capaci tà  prol iferat iva 

soddisfacente a  causa del la  lentezza delle gemme ascellari a schiudersi 

e  dei  germogli  ad accrescersi  su di  un mezzo di  coltura OM. Per 

superare tal i  diff icoltà sono state effet tuate prove specifiche sia 

aumentando la componente ormonale che capitozzando i  germogli  

durante la  propagazione,  ma non sono stati evidenziati significativi 

miglioramenti (fig. 5). 

Oltre alla debole att i tudine alla propagazione “in vitro” la 

cult ivar   Carboncella si  è  carat terizzata per un r idotta 

“miniaturizzazione” dei suoi organi in coltura, in particolare delle 

foglie ,  e  questo aspet to ,  ben conosciuto nel la  tecnica di  

micropropagazione,  e’  senza dubbio un fat tore negativo sia durante la  
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coltura,  sia nelle fasi  di stoccaggio e conservazione che in quelle di un 

eventuale trasferimento “ex vitro”.  

L’attitudine della cultivar Carboncella alla proliferazione in 

coltura di cellule indifferenziate è invece risultata discreta (fig 6).  

Anche in questo caso,  come per  la  cul t ivar  Nebbiara,  l ’adozione del  

mezzo di  col tura OM  addizionato con acido 2,4- diclorofenossiacet ico 1 

mg/lt e zeatina 1 mg/lt ha fornito i migliori risultati.  

Dalle ricerche effettuate e’ stato quindi possibile attr ibuire alla 

cultivar Carboncella  una atti tudine media alla coltura “in vitro” con 

una più elevata  potenziali tà per quanto riguarda la coltura di callo 

rispetto alla micropropagazione. Per questi  motivi quindi la 

conservazione del suo germoplasma tramite tecniche “ex situ” risulta 

una  metodica  da  poter  adot tare .  
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cv .  RAJA 

 

Anche per quanto riguarda questa cult ivar le difficoltà per la  

messa in coltura sono state notevoli .  Cosi  come per la  Carboncella ,  i l  

materiale vegetale raccolto e da porre in coltura (microtalee e giovani 

germogli) e’ risultato pesantemente infettato da funghi endofitici che 

hanno reso la fase di  decontaminazione ( trat tamento delle marze con 

fungicidi,  sterilizzazione degli espianti con cloruro di mercurio e 

ipoclorito di sodio) inefficiente se non congiunta all’utilizzo di 

antibiotici  nel mezzo di coltura.  Tuttavia,  anche in presenza di 

antibiotici ,  la percentuale di attecchimento in coltura degli espianti  di 

questa cult ivar (Fig.7) è r isultata molto r idotta (6 %).  Anche la 

successiva fase di induzione allo schiudersi delle gemme ascellari ,  su 

di  un substrato di  crescita OM, ha evidenziato tutte le difficoltà già 

emerse  nella precedente fase di  messa in coltura.  Infatt i  la  quasi  

totalità delle gemme presenti sugli espianti non ha manifestato alcun 

processo di germogliamento mentre,  in quei pochi casi in cui si  è 
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instaurato,  ta le  processo s i  è  carat ter izzato per  un’estrema lentezza,  

inadeguata per gli  scopi della tecnica colturale adottata.  Anche i l  

successivo allungamento dei germogli non ha dato esit i  soddisfacenti  

risolvendosi spesso in formazioni di callo o,  nel peggiore dei casi,  in 

necrosi diffuse sino alla morte del l’espianto.  Meno insoddisfacente è  

invece apparsa la callogenesi ,  ottenuta da tessuti  cambiali  nel  punto di  

tagl io degli  espiant i ,  che è  occorsa,  comunque,  con una debole capaci tà  

prol iferat iva,  s ia  su substrato OM che MS (f ig.  8) .  

 Dalle ricerche effet tuate  sul la  cul t ivar  Raja è  apparso abbastanza 

chiaramente come la possibil i tà di  conservazione del suo germoplasma 

attraverso tecniche “in situ” di coltura “in vitro”  risulti ,  allo stato 

attuale,  difficilmente praticabile.  Ulteriori  approfondimenti sono  

comunque necessari al  fine di valutare se l’uso di altri  t ipi di 

citochinine o l’adozione di accorgimenti  tecnici particolari  (coltura 

l iquida ecc.)  possano rendere più soddisfacente la  fase di  

moltiplicazione dei germogli,  una volta ottenuto l’attecchimento in 

coltura degli  espianti  che rimane un altro fattore limitante.  La 
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possibi l i tà  di  colt ivare e s toccare colture di  cal lo appare più prat icabile  

ma richiede senz’altro una messa a punto delle condizioni ottimali  per 

ottenere un tasso di  proliferazione  cellulare più sostenuto.  Sulla base 

del  presente s tudio appare evidente che le  tecniche di  conservazione del  

germoplasma della cultivar Raja “ex situ” non possono sosti tuire le 

tradizionali  pratiche di pieno campo (“in situ”).  

 

 

Fig. 7 

Fig. 8 
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PESCO 

(cv .  Seconda  Reginel la) 

 

Questa specie vegetale di  cui  è  ben nota in let teratura la  buona 

adattabili tà alla coltura “in vitro”, sia delle cultivar che dei portinnesti  

(Hammerschlag e t  a l . ,  1987),  ha manifestato,  nei  nostr i  esperimenti ,  

molte difficoltà per la messa in coltura degli  espianti .  La notevole 

carica patogena presente nel  materiale vegetale reperi to della cult ivar 

selezionata,  la  Seconda Reginella ,  ha cost i tui to un deciso ostacolo per  

l’attecchimento in  coltura  e,  come già visto per la cultivar di olivo 

Carbonc ella,  solo l’aggiunta al substrato degli antibiotici 

Carbenicil l ina e Claforan (0.5 g/l t  e 0.1 g/l t  r ispett ivamente) ha 

permesso, previa  steril izzazione chimica degli  espianti  (vedi olivo),   

l’ottenimento di espianti sterili  in coltura.  

Il  mezzo di coltura  adot ta to  per  ques ta  fase  e’  s ta to  l ’  MS 

(Murashige e Skoog,  1962) di lui to a  metà ed addizionato con 30 g/ l t  di  

saccarosio,  10 mg/l t  di  acido ascorbico,  10 mg/l t  di  acido ci t r ico e ,  
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come componente ormonale,  1 mg/lt  di  benzilamminopurina (BAP), 0.05 

mg/lt  di  acido gibberell ico (GA3),  0.01 mg/lt  di  acido indolbutirr ico 

(IBA),  corret to ad un valore di  pH di  5.7,  e  sol idif icato con agar  al lo 

0.8%. I l  materiale vegetale posto in coltura era costi tui to da germogli  

originatisi  da gemme presenti  sulle marze raccolte dalle piante 

selezionate,  sottoposte a trat tamento di  vernalizzazione e 

successivamente a trattamento fungicida (fig.9).   

L’adattamento degli  espianti  della cultivar Seconda Reginella alla 

col tura “in vi tro” e’  s tato discreto.  In questo caso i l  substrato utilizzato 

e’  s tato l ’  MS come per  la  fase di  messa in col tura ma con macro e 

micronutrienti  in concentrazione intera e con la BAP 1.2 mg/lt ,  la GA3 

0.1 mg/l t  e  l ’IBA 0.01 mg/l t .   L’adozione di  questo substrato ha 

determinato un buon tasso di  proliferazione di nuovi germogli 

at traverso lo schiudersi  delle gemme ascellari  (f ig.10).  Questo 

fenomeno è stato reso ancora piu’  evidente dal l’adozione della  

metodica della “capitozzatura” del  germoglio che,  come gia’ detto,  

contrasta,  in associazione con le  ci tochinine,  la dominanza apicale.  Non 
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molto soddisfacente è risultato inizialmente l’allungamento dei 

germogli in coltura ma l’aumento della concentrazione di acido 

gibberell ico nel substrato da 0.1 mg/lt  a 0.2 mg/lt  ha migliorato 

notevolmente que sto aspet to .  Par t icolare  negat ivo per  la  tecnica di  

micropropagazione e’ r isultato l’eccessivo accrescimento delle foglie,  

part icolarmente lunghe,  che possono creare difficoltà sia in fase di  

accrescimento del germoglio nel vaso di coltura,  sia durante i l  

trasferimento al  termine della subcoltura che nella fase di trasferimento 

“ex vitro”.  

Decisamente negative sono risultate le  prove effet tuate per 

ottenere la proliferazione di callo sviluppatosi da piantine  in 

micropropagazione.  Infat t i  la  r isposta di  queste cellule alla coltura su 

di  un subst ra to  MS con acido 2 ,4- diclorofenossiacetico 1 mg/lt  e  

kinetina 0.5 mg/lt  è stata molto debole con evidenti  fenomeni di 

necrosi .  Studi  più approfondit i  s i  renderebbero necessari  al  f ine di  

valutare se altri  t ipi  di espianti  o variazioni  del  substrato adottato 

possano avere esit i  migliori .   
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Come gia’ visto per l’olivo le colture in proliferazione sono state 

mantenute in una camera di  cresci ta a temperatura controllata di  24 

gradi centigradi e ad un ciclo di luce giornaliero  ( fotoper iodo)  di  16 

ore di  luce ed 8 di  buio e trasferi te  su un nuovo substrato di  coltura 

ogni 3 sett imane (subcoltura).   

In definitiva si  può ritenere che la cultivar Seconda Reginella 

presenti  una buona adattabili tà alla coltura “in vitro” e che la  

conservazione del  suo germoplasma “ex si tu” in apposite banche di  

apici  vegetativi micropropagati  sia una metodologia da privilegiare.   
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MELO 

( cv .  Mela  Rosa) 

 

La specie  vegetale  e’  nota  in  le t teratura da tempo per  avere una 

buona adattabil i ta’  al la col tura “in vi t ro” (Jacoboni  e  Standardi ,  1982;  

Barbieri  e Morini ,  1989),  variabile però in funzione del  port innesto o 

della cultivar saggiata.  

La cult ivar selezionata in questo studio,  la Mela Rosa,  ha 

presentato,  per  la  messa in  col tura ,  le  s tesse proble matiche già 

analizzate per i l  pesco. Anche in questo caso i  germogli  prelevati  dalle 

marze vernalizzate presentavano una notevole carica patogena che ha 

reso necessario l’aggiunta degli  antibiotici nel mezzo di coltura  

adottato,  dopo la fase di  s teri l izza zione chimica degli espianti.  Il 

substra to  adot ta to  è  s ta to  l ’MS  con le  s tesse  carat ter is t iche già  

analizzate per i l  pesco. Una difficoltà peculiare per i l  melo, 

evidenziatasi  in questa fase,  è  stata la notevole produzione di  composti  

fenolici degli espia nti  che,  diffondendo nel mezzo di coltura,  oltre a 
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modificarne i l  colore facendolo virare verso un giallo carico, ne 

alteravano presumibilmente le caratterist iche nutri t ive portando alla 

morte gli  espianti  con una progressiva necrosi delle foglie (fig.  11).  La  

presenza nel  substrato di  due antiossidanti  quali  l ’acido citr ico e 

l’acido ascorbico non ha migliorato le percentuali  di  attecchimento in 

coltura.  Solo gli  espianti  che non manifestavano una tendenza così 

accentuata al  r i lascio di composti  fenolici  nel mezzo sono sopravvissuti  

a questa fase  e sono stati  trasferit i  nel mezzo di moltiplicazione. La  

fase di  micropropagazione ha evidenziato però una debole capacità  dei  

germogli in coltura di schiudere le gemme ascellari  (fig. 12) che non e’ 

migliorata né con l’adozione della tecnica di  “capitozzatura” né con 

l’aumento delle concentrazioni della citochinina (BAP) di un substrato 

MS con composizione uguale a quello uti l izzato per i l  pesco. L’aumento 

della BAP ha invece determinato un processo di  al terazione della 

consistenza dei tessuti  fogliari ,  denominato “vitrescenza” dall’aspetto 

traslucido che assumono le foglie,  che ha portato ad un blocco della  

crescita dei germogli .   Alla scarsa att i tudine alla micropropagazione di 
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questa cult ivar ha corrisposto invece una notevole produzione di  callo 

dai margini fogliari dei  germogli in coltura. Questa coltura di cellule 

indifferenziate è s tata trasferi ta  su  di  un substrato MS con 2,4- D 1  

mg/lt  e kinetina 0.5 mg/lt   dove ha manifestato un elevato tasso di 

cresci ta  ed un aspet to  compatto,  nodulare  ( f ig .  13) .  Una prova di  

crescita in presenza od assenza di  luce ha poi  mostrato come i l  cal lo 

della cv.  Mela Rosa si  adatt i  meglio al  buio ad una temperatura di  

28°C. Le colture di   germogli ,  invece,  sono state mantenute in camera 

di  cresci ta  a  temperatura  control la ta  di  24°C con un fotoperiodo di  16 

ore di  luce ed 8 di  buio e con una subcoltura di  3 set t imane.   

La cv.  Mela Rosa ha presentato una buona adat tabi l i tà  al la  col tura 

“in vitro” anche se occorre ott imizzare le condizioni per una migliore 

proliferazione dei germogli in coltura. L’elevata attitudine alla 

cal logenesi  da parte dei  tessuti  di  questa cult ivar  la  rendono idonea ad 

una conservazione del suo germoplasma “ex situ” in celle climatiche o, 

mediante opportuni  trattamenti ,  in crioconservazione.    
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CILIEGIO 

( cv .  Petrocca) 

 

I l  ci l iegio è una specie arborea di  cui  e’  nota da tempo in 

letteratura la buona atti tudine alla coltura “in vitro” (Skirvin e Rukan, 

1979),  anche se non tut te  le  cult ivar  ed i  port innesti saggiati hanno 

fornito risultati  soddisfacenti .   I l  materiale vegetale raccolto della 

cult ivar Petrocca ha manifestato,  come per le al tre specie analizzate nel  

presente s tudio,  un elevato grado di  infezione patogena che ha reso 

molto difficile le operazioni di decontaminazione chimica degli 

espianti ,  realizzata prima con incubazioni in cloruro di mercurio e 

ipoclori to di  sodio,  e  poi  con la presenza di  antibiotici  nel  substrato di  

messa in coltura.  I l  mezzo di  coltura uti l izzato,  come per pesco e melo,  

è  s tato l ’MS di lui to a  metà ed addizionato con 30 g/ l t  di  saccarosio,  10 

mg/l t  di  acido ascorbico,  10 mg/l t  di  acido ci tr ico e,  come componente 

ormonale, 1 mg/lt  di benzilamminopurina (BAP), 0.05 mg/lt  di acido 

gibberell ico (GA3),  0.01 mg/lt  di  acido indolb ut i rr ico (IBA),  corret to  
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ad un valore di  pH di  5.7,  e  sol idif icato con agar  al lo  0.8%. Come per  

pesco e melo i l  materiale vegetale posto in coltura era costi tui to da 

germogli originatisi  dalle gemme presenti sulle marze raccolte da 

piante selezionate.  Tali  marze erano s ta te  sot toposte  a  t ra t tamento di  

vernalizzazione e successivamente a trattamento fungicida. 

L’attecchimento in coltura degli  espianti   è r isultato  soddisfacente 

(fig.  14) mentre la successiva fase di  micropropagazione ha evidenziato 

una scarsa at t i tudine di  questa cult ivar per questa tecnica.  Su di  un 

substrato MS con  composizione uguale  a  quel la  adot ta ta  per  pesco e  

melo, infatti,  gli espianti saggiati non hanno mostrato un significativo 

germogliamento ma semmai una tendenza alla “vitrescenza” (fig.  15) 

con successiva morte degli  espianti .  Variazioni della concentrazione 

della BAP non hanno modificato sostanzialmente il  fenomeno che di 

fatto limita pesantemente la possibili tà di util izzare questa tecnica ai 

fini della conservazione del germo plasma della cultivar saggiata.  

Ulteriori studi si  rendono necessari ai fini di una rimozione dell’effetto 

di   dominanza  apicale  evidenziatosi  nel  materiale vegetale   studiato  
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mediante,  ad esempio, una differente composizione qualitativa  

del l ’apporto ormonale.   

La debole atti tudine morfogenetica “in vitro” di questa cultivar si  

è  confermata anche per quanto riguarda la proliferazione di  colture di  

callo. Piccole aggregazioni di cellule indifferenziate che si erano 

evidenziate ai margini d ella lamina fogliare e nei punti di taglio degli 

espianti  in coltura sono state infatt i  raccolte e coltivate su un mezzo 

MS addizionato  con acido 2 ,4- diclorofenossiacetico 1 mg/lt  e kinetina 

0.5 mg/l t ,  saccarosio 30 gr / l t ,  corret to  ad un valore  di  pH di  5 .7  e  

solidif icato con agar 0.7%. Le colture sono state mantenute in una 

camera di  cresci ta  a  temperatura e  luce control lata  con le  s tesse 

carat ter is t iche del le  al t re  specie già descri t te .  La successiva fase di  

proliferazione del  cal lo ha però confermato,  come det to ,  la  debole  

risposta morfogenetica degli  espianti  di  questa cultivar con aumenti  

ponderali  del  cal lo durante la  subcultura appena percett ibi l i  e  con 

l’instaurarsi  invece di fenomeni di senescenza e necrosi che hanno 

fortemente condizionato la fase sperimentale.  Anche in questo caso si  



 44 

rende necessaria,  al  f ine del possibile uti l izzo della tecnica per scopi di  

conservazione del  germoplasma, un’ulteriore fase di  s tudio per poter  

comprendere e rimuovere le difficoltà evidenziate in questa ricerca ai  

fini di  una più efficace capacità proliferativa. 

Per la cult ivar Petrocca,  quindi,  non e’  stato possibile ott imizzare 

le condizioni sperimentali  per ottenere una proliferazione “in vitro” 

adeguata alle tecniche di conservazione del germoplasma “ex situ” che 

quindi  non può,  al lo stato at tuale,  essere indicata come metodica 

alternativa,  per questa cultivar,  ai  tradizionali  sistemi di pieno campo 

(“in situ”). 
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