
L’olivo (Olea europaea L. subsp. europaea) è una delle
piante arboree più antiche e diffuse nel bacino del
Mediterraneo.
Nel corso dei tempi l’areale di distribuzione dell’oli-
vo è stato fortemente influenzato dagli spostamenti
umani ed oggi risulta molto vasto grazie alla sua
capacità di adattamento ad ambienti con caratteristi-
che pedoclimatiche molto diverse quali, ad esempio,
lunghi periodi di carenza idrica, alte temperature ed
elevati livelli di irraggiamento, tipici degli ambienti
mediterranei. Questi ultimi costituiscono, infatti,
un’area di “èlite” per la sua coltivazione, rappresen-
tandone circa il 90% della superficie mondiale
(TERRAL, ARNOLD-SIMARD, 1996). 
Olea europaea L., e più in particolare la sottospecie
spontanea, Olea europaea L. subsp. oleaster, più
comunemente nota come “oleastro”, ha un’elevata
capacità di tollerare la carenza idrica mediante adat-
tamenti anatomici, morfologici, fisiologici e biochi-
mici. Questi adattamenti si manifestano con un ele-
vato grado di sclerofillia, foglie piccole, presenza di
peli stellati, elevata densità stomatica solo sulla pagi-
na inferiore, vasi xilematici piccoli e numerosi, effi-
ciente capacità dell’apparato radicale di esplorare
velocemente il suolo a disposizione, ed infine una
crescita lenta della porzione epigea rispetto all’appa-
rato radicale (DICHIO et al., 2002). L’oleastro, allo
stato spontaneo, occupa nicchie precluse alle coltiva-
zioni, quali falesie e pendii rocciosi oppure ex coltivi
terrazzati; di fatto, in alcune regioni, tra cui
Sardegna, Puglia e Calabria, costituisce una compo-

nente importante della macchia mediterranea
(AA.VV., 1996). In agricoltura, inoltre, l’oleastro è
usato come porta-innesto per le tante varietà coltiva-
te di olivo, proprio perché, in virtù delle caratteristi-
che sopra dette, si adatta a condizioni di forte aridi-
tà, specialmente nei primi anni dell’impianto, quan-
do l’apparato radicale fittonante permette un’esplo-
razione più profonda del terreno.
Attualmente l’interesse per l’olivo si è esteso su scala
mondiale, non solo in relazione ad aspetti socio-eco-
nomici, ambientali e paesaggistici, ma soprattutto in
virtù dalle caratteristiche salutistiche e nutrizionali
dell’olio d’oliva che si estrae dai frutti delle sue
numerose cultivars. Risulta pertanto di interesse l’e-
laborazione di tecniche volte alla produzione in
massa di piante di qualità. In tale ottica un valido
aiuto è dato dalle tecniche di propagazione in vitro.
A tutt’oggi, comunque, i progressi raggiunti nella
micropropagazione dell’olivo sono piuttosto modesti
rispetto a quelli ottenuti per altre piante da frutto ed
hanno riguardato esclusivamente le varietà coltivate
(SHIBLI et al., 2001; KHAN et al., 2002; SANTOS et al.,
2003; LEVA et al., 2004). 
Considerata l’importanza del porta-innesto sull’adat-
tamento pedoclimatico della pianta, sulla sua vigoria,
nonché sulla capacità di assorbimento di particolari
principi attivi, il presente lavoro ha riguardato l’indi-
viduazione di efficienti protocolli sperimentali volti
ad ottimizzarne la germinabilità dei semi e consenti-
re la crescita in vitro dell’oleastro a partire da micro-
talee ottenute da semenzali.
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MATERIALE E METODI

Germinazione dei semi
La capacità germinativa è stata testata su mezzo di
coltura, utilizzando semi (n= 500) di Olea europaea
L. subsp. europaea varietà sylvestris, raccolti presso la
località “Pietra del Demanio” a Civita, in provincia
di Cosenza nel mese di Marzo 2007. Di questi semi,
una parte è stata opportunamente sterilizzata e posta
immediatamente in coltura, i restanti hanno invece
subito un trattamento di vernalizzazione a 4 °C e 10
°C per 1, 3 e 4 settimane e sono stati poi sterilizzati
e posti in coltura (VOYIATZIS, 1995).
Per la messa in coltura, i semi, opportunamente pri-
vati dell’endocarpo legnoso, sono stati imbibiti per 2
giorni sotto acqua corrente. Successivamente, sono
stati sterilizzati con EtOH 70% per 1min ed NaOCl
5% per 12min addizionato di Tween20 0,1%, lavati
abbondantemente con acqua distillata sterile ed infi-
ne trattati con una miscela biostatica, il “Plant
Preservative Mixture” (PPM, Sigma, Italia) 1,5%
(v/v) addizionata di 50 mg/l di sali di magnesio. Il
trattamento con il PPM è stato condotto in agitazio-
ne continua per 7 ore e successivamente è stato
aggiunto al mezzo di coltura alla concentrazione
0,1% (v/v).
Infine i semi sono stati posti in coltura su differenti
substrati. Per la germinazione sono stati utilizzati
tubi pyrex del diametro di 25mm ed altezza di
150mm contenenti 15ml di substrato. In ogni tubo
è stato posto a germinare un solo seme. 
I substrati usati per la germinazione sono riportati in
Tab. 1 e sono stati arricchiti o meno di regolatori di
crescita quali l’acido a Naftalenacetico (NAA), la
Kinetina e l’acido gibberellico (GA3). I semi sono
stati quindi trasferiti in una camera di crescita alla
temperatura di 24 °C ed un fotoperiodo pari a 16 h
di luce ed 8 h di buio. I campioni sono stati trasferi-
ti su substrato fresco ogni 3 settimane, fino alla ger-
minazione.

Crescita e propagazione delle plantule
Le plantule (n= 100) ottenute dalla germinazione dei
semi sono state quindi trasferite in beute da 250ml
contenenti 25ml di substrato differente arricchito o

meno di zeatina (Tab. 2). Le plantule, due per beuta,
sono state mantenute sempre in camera di crescita
alla temperatura di 24 °C con medesimo fotoperio-
do di cui sopra per 2 mesi, nel corso dei quali ne è
stata monitorata la ripresa vegetativa.
Da queste plantule sono state prelevate, sotto cappa
a flusso laminare, delle microtalee uninodali (n=
220) che sono state poste a crescere sui substrati MS
(MURASHIGE, SKOOG, 1962) ed OR (RUGINI et al.,
1993) ed hanno costituito il materiale di partenza
per le subcolture. Sono state effettuate cinque sub-
colture ogni 45 giorni.

RISULTATI

Effetti della vernalizzazione sulla germinazione dei semi 
Per i semi non vernalizzati la germinazione è avvenu-
ta solo dopo 60 giorni dalla messa in coltura con una
percentuale di germinati pari al 46% ± 3 (Tab. 3)
Per quanto riguarda i trattamenti di vernalizzazione,
i risultati ottenuti sono stati, invece, piuttosto inte-
ressanti. In questo caso, infatti, si è registrato un
significativo incremento della percentuale di semi
germinati dopo solo 15 giorni dalla messa in coltura
che è risultata essere del 68% ± 3, per i trattamenti
condotti per 3 e 4 settimane, indipendentemente
dalla temperatura di vernalizzazione utilizzata. I trat-
tamenti condotti per 1 settimana non hanno indotto
alcun effetto (Tab. 3). Dopo circa 1 mese dalla ger-
minazione, gli embrioni si presentavano distaccati
dal resto dell’endosperma, con i due cotiledoni
espansi e di colore verde intenso (Fig. 1). 
Prolungamenti della messa in coltura non hanno
portato ad aumenti delle percentuali di germinazio-
ne nel campione di semi analizzato. I risultati otte-
nuti suggeriscono quindi che i trattamenti di verna-
lizzazione piuttosto che la composizione dei substra-
ti usati hanno avuto effetti promotori sulla germina-
zione dei semi di oleastro (Tab. 3).
Dopo 30 giorni dalla messa in coltura sui substrati di
germinazione, le giovani plantule sono state trasferi-
te su diversi substrati di crescita: MS ed OR, privi di
zeatina, ed MSZ ed ORZ contenenti zeatina.
Le plantule trasferite dal substrato di germinazione
sui substrati privi di zeatina non hanno manifestato
alcuna ripresa vegetativa, mentre quelle trasferite sui
substrati MSZ ed ORZ hanno avuto una ripresa
vegetativa molto rapida. Infatti, dopo 7 giorni dal
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TABELLA 1
Composizione dei terreni di coltura testati per la germina-
zione dei semi di oleastro.
Composition of culture media used for the germination of
oleaster seeds.

A T1 T2

Substrato di coltura acqua 1/2 MS MS
NAA (µM) - 5,37 0,27
Kinetina (µM) - - 13,95
GA3 (µM) - - 5,78
Saccarosio(g/l) - 0,2 30
Bacto-agar (%) 0,7 - -
agar (%) - 0,7 0,7
pH 5,8 5,8 5,7

TABELLA 2
Composizione dei terreni di coltura testati per la crescita “in
vitro” delle plantule e delle microtalee di oleastro.
Composition of culture media used for “in vitro” growth of
oleaster seedlings and microcuttings.

MSZ ORZ MS OR

Substrato di coltura 1/2 MS OR 1/2 MS OR 
zeatina (µM) 22,8 22,8 - -
mannitolo (g/l) 30 30 30 30
Bacto-agar (%) 0,8 0,8 0,8 0,8
pH 5,8 5,8 5,8 5,8



trasferimento delle giovani plantule si è assistito alla
formazione di nuove foglie nell’84% delle plantule e
la formazione di 3,2±0,7 nodi entro 3 settimane dal
trasferimento. In queste condizioni di crescita, tutte
le plantule hanno però manifestato la formazione di
callo alla base del fusto dopo circa 20 giorni. 

Effetti dei terreni di coltura testati sulla crescita delle
microtalee
Al fine di ottenere dei cloni, dalle plantule allevate sui
substrati MSZ ed ORZ sono state prelevate delle
microtalee uninodali che sono state trasferite sui sub-
strati MS ed OR, privi di zeatina. Come riportato in
Tab. 4 le microtalee hanno manifestato un’apprezzabi-
le e simile attività vegetativa su entrambi i nuovi sub-
strati selezionati. E’ interessante sottolineare che i sub-
strati selezionati hanno determinato anche l’induzione
di rizogenesi avventizia dopo circa 45 giorni (Fig. 2a). 
In nessun caso sono stati registrati sintomi di vitrifi-
cazione dei campioni. 

Le plantule così ottenute sono state utilizzate per le
successive subculture. Infine, alcuni dei cloni ottenu-
ti mediante coltura in vitro sono stati trasferiti in
serra per la fase di acclimatazione con ottimi risulta-
ti (Fig. 2b). 

DISCUSSIONE

Sebbene la propagazione in vitro delle specie vegetali
arboree abbia fatto notevoli progressi nel corso degli
ultimi sessant’anni, restano, ancora, piuttosto mode-
sti quelli riguardanti una specie agronomicamente e
paesaggisticamente rilevante come l’olivo. I dati
riportati in letteratura riguardano, inoltre, la propa-
gazione in vitro di diverse cultivars (RUGINI, 1984;
RUGINI, LAVEE, 1992; BRICCOLI-BATI et al., 1999;
LEVA et al., 2004), mentre mancano a tutt’oggi dati
relativi all’oleastro che, come precedentemente detto,
oltre ad essere componente essenziale della macchia
mediterranea, è usato in agricoltura come porta-
innesto per le tante varietà coltivate di olivo. Il pre-
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TABELLA 3
Percentuali finali e tempi di germinazione di semi di oleastro
cresciuti su diversi substrati (A, T1, T2) e sottoposti a verna-
lizzazione a 4 °C e 10 °C per 1, 3 e 4 settimane. 
Percentages of germination of oleaster seeds grown on diffe-
rent media (A, T1, T2) and  pre-treated at 4 °C and 10 °C
for 1, 3 and 4 weeks.
Substrato % max giorni dalla

semi germinati messa in coltura

A 46±2 60±1
A+V11 45±2 61±2
A+V13 68±3 15±2
A+V14 69±2 15±1

A+V21 46±4 60±2
A+V23/4 68±2 15±1
A+V14 67±2 16±1

T1 45±3 64±2
T1+V11 48±2 58±1
T1+V13 68±2 15±2
T1+V14 66±3 16±1

T1+V21 48±1 59±21
T1+V23 69±2 15±2
T1+V24 70±3 18±3

T2 46±3 61±2
T2+V11 48±2 60±1
T2+V13 70±3 20±3
T2+V14 68±3 16±2

T2+V21 47±2 63±1
T2+V23 68±3 18±3
T2+V24 66±2 15±2

La composizione dei substrati A, T1, T2 è riportata in Tab. 1
V11- V13- V14: vernalizzazione a 4 °C per 1-3-4 settimane
rispettivamente;
V21- V23- V24: vernalizzazione a 10 °C per 1-3-4 settimane
rispettivamente.
I risultati riportati rappresentano la media di due differenti espe-
rimenti. L’analisi dei dati ottenuti è stata effettuata mediante il
programma StatWork.

Fig. 1
Semi di Olea europaea L. subsp. oleaster vernalizzati a 4 °C
per 3 settimane e posti a germinare sul substrato A costi-
tuito da acqua sterile, 0,7% Bacto-agar, pH 5,8. a) dopo
15 giorni dalla messa in coltura; b) dopo 30 giorni dalla
messa in coltura. a: bar = 1 cm; b: bar = 1,2 cm.
Olea europaea L. subsp. oleaster seeds vernalized at 4 °C for
3 weeks and induced to bud on A growth medium com-
posed by water sterile, 0,7% Bacto-agar, pH 5,8. a) after
15 days; b) after 30 days. a: bar = 1 cm; b: bar = 1,2 cm.



sente lavoro fornisce un contributo in tale direzione,
poiché è volto all’ottimizzazione di un metodo per la
propagazione in vitro dell’oleastro, utilizzando talee
uninodali espiantate da plantule ottenute da seme. 
Si sono, pertanto, preliminarmente, testate le condi-
zioni più idonee per la germinazione dei semi che
hanno incluso anche una fase di vernalizzazione.
Considerato che la ripresa vegetativa di un espianto,
oltre che da fattori genetici e fisiologici, è fortemen-
te influenzata dalla composizione del mezzo di coltu-
ra, sono stati indagati anche gli effetti di due diversi
terreni di coltura, ampiamente utilizzati per la pro-
pagazione in vitro dell’olivo, sulla ripresa vegetativa e
sulla capacità di radicazione delle talee di oleastro,
valutando, in particolare, gli effetti indotti dalla zea-
tina (RUGINI, 1986; MENCUCCINI, 1995; ROKBA et
al., 2000). 
I risultati ottenuti confermano che, come per le
forme coltivate, anche nel caso dell’oleastro la zeati-
na applicata per un breve periodo favorisce rapida-
mente la ripresa vegetativa. Degna di rilievo è la scel-
ta della composizione ormonale risultata efficace nel-
l’indurre un’adeguata radicazione delle talee, essendo
la fase di rizogenesi alquanto critica per la propaga-
zione in vitro delle specie arboree.
I substrati di crescita da noi utilizzati per le propaga-
zione in vitro delle microtalee sembrano, inoltre,
offrire il giusto apporto di nutrienti a questa specie,
considerato che su entrambi i substrati le plantule
hanno manifestato una rapida ripresa vegetativa ed
un fenotipo simile per quanto riguardava il numero
di nodi sviluppati e di radici prodotte. Unica interes-
sante differenza è il maggiore sviluppo in lunghezza
della foglia nelle plantule cresciute sul substrato OR,
mezzo di coltura ampiamente utilizzato per la micro-
propagazione di olivo. Un’ulteriore conferma dell’a-
deguato apporto nutrizionale offerto dai substrati da
noi scelti è data dal fatto che in tutti i casi considera-
ti non abbiamo mai registrato sintomi di vitrificazio-
ne. E’ noto, ad esempio, che in pesco tale evento
dipende dall’elevata concentrazione di nitrati d’am-
monio nel substrato di crescita (ZRYD, 1988).
In conclusione, il protocollo proposto permette di
ottenere, a partire da microtalee prelevate da semen-
zali di oleastro e ripetute subculture, cloni in grado
di radicare e manifestare una soddisfacente ripresa
vegetativa. Ne conseguono concrete prospettive per
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TABELLA 4
Parametri morfometrici delle microtalee di oleastro cresciute sui substrati MS ed OR per 2 mesi.
Morphometric parameter of oleaster microcuttings grown on MS and OR medium for 2 mounth.

Substrato n° piante altezza n° nodi Lunghezza Lunghezza n° radici Lunghezza 
di coltura (cm) pianta 1° internodo internodi foglia adulta

(cm) successivi (mm)
(cm)

MS 70 10,6±1,0 3,5±0,9 1,9±0,05 2,1±0,7 1,1±0,05 12,2±0,8
OR 76 15,5±1,1 3,5±1,3 2,5±0,1 3,0±0,9 1,4±0,08 15,1±1,0

I risultati riportati rappresentano la media di tre differenti esperimenti. L’analisi dei dati ottenuti è stata effettuata mediante il pro-
gramma StatWork.

Fig. 2
Plantule di Olea europaea L. subsp. oleaster propagate da
microtalee uninodali. a) dopo 2 mesi su terreno OR; b)
dopo 3 mesi dal trasferimento in serra. a: bar= 5 mm; b:
bar= 4,5 mm.
Olea europaea L. subsp. oleaster plantlets spreaded by sin-
gle node microset. a) after 2 mounth on OR medium; b)
after 3 mounth of acclimatation in a greenhouse. a: bar=
5 mm; b: bar= 4,5 mm.



una rapida propagazione vegetativa di tale essenza su
larga scala, in vivaio, funzionale al suo utilizzo non
solo come porta-innesto, ma anche per azioni di
reimpianto sia a protezione dei coltivi che in inter-
venti di riqualificazione naturalistica di ambienti
degradati. In tale ottica, la scelta di utilizzare dei
semenzali e non talee prelevate da piante adulte sot-
tende all’ottenimento di più cloni tra loro diversi, in
modo da preservare la variabilità genetica garantita
dal seme e non impoverire la sopravvivenza e la natu-
rale evoluzione delle eventuali popolazioni trapianta-
te in habitat in continuo cambiamento.
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RIASSUNTO - L’olivo (Olea europaea L. subsp. europaea)
è una delle piante arboree coltivate più antiche e diffuse
nel bacino del Mediterraneo. Attualmente l’interesse per
questa sottospecie si è esteso su scala mondiale, sia per il
suo valore economico, ambientale e paesaggistico che per
le caratteristiche salutistiche e nutrizionali dei suoi pro-
dotti: olio di oliva ed olive da tavola. Risulta pertanto di
interesse l’elaborazione di tecniche volte alla produzione in
massa di piante di qualità. In tale ottica un valido aiuto è
dato dalle tecniche di propagazione in vitro. Nel presente
lavoro si sono voluti mettere a punto dei protocolli speri-
mentali idonei ad ottimizzarne la germinabilità dei semi e
consentire la propagazione in vitro di Olea europaea subsp.
oleaster conosciuto anche come oleastro. L’oleastro è infat-
ti spesso usato come porta-innesto per le numerose culti-
var di olivo e dalle sue caratteristiche dipendono l’adatta-
mento pedoclimatico della pianta, la sua vigoria e soprat-
tutto la capacità di assorbimento dei nutrienti. In partico-
lare, a partire da microtalee prelevate da semenzali di olea-
stro e ripetuti cicli di subculture, sono stati ottenuti cloni
in grado di radicare e manifestare una soddisfacente ripre-
sa vegetativa. Ne conseguono concrete prospettive per una
rapida propagazione vegetativa di tale essenza su larga
scala, in vivaio, funzionale al suo utilizzo non solo come
porta-innesto, ma anche per azioni di reimpianto sia a
protezione dei coltivi che in interventi di riqualificazione
naturalistica di ambienti degradati.
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