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In vitro propagation of Brassica
oleracea subsp. achephala DC

Abstract. In the perspective of the discovery and

exploitation of numerous ancient varieties of Italian

vegetables, the HortiVeS eed Bank undertook a study

aimed to the safeguard of the great national horticul-

tural biodiversity, and to draw up protocols for the in

vitro propagation of some of the most interesting pro-

ductive accessions. The first experimental tests were

conducted on the Black curly Tuscan kale (Brassica

oleracea subsp. achephala DC.). Starting from select-

ed and pathogen-free seeds, mother plants were pro-

duced and used for taking explants (shoot tips), used

for the introduction in vitro. The decontamination of

explants was carried out using a solution of sodium

hypochlorite at 1%. The in vitro adaptation and estab-

lishment of the culture were performed on a MS min-

eral substrate. The in vitro adaptation gave satisfacto-

ry results: the explants positively responded after only

a 4-day period of culture, giving rise a first multiplica-

tion cycle. The buds  gave then rise to a pool of mate-

rial, used to carry out tests of multiplication on MS

medium supplemented with 6-benzyladenine (BA) at

the concentrations of 1.33, 2.22, 3.55 and 4.44 µM,

Best proliferation was achieved with 1.33 µM BA, with

a good quality of the shoots. The rooting step was

carried out on hormone-free MS medium,  observing

a spontaneous emission of roots after 5-7 days. In

order to maintain the germplasm in vitro, with low cost

of maintenance and ready to be immediately used

when necessary, we will proceed to set up a test of

multiplication of Black curly Tuscan kale by identifying

the best protocol for the in vitro conservation of the

germplasm, using the technique of slow growth stor-

age. This approach will be extremely useful for all the

sterile or viviparous species or whose seeds cannot

be obtained, such as garlic.
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slowgrowth, seedbank.

Introduzione

Il Cavolo Laciniato Nero Toscano (fig. 1) è una
varietà minore (Bianco, 2009) di cavolo da foglia tipi-
ca della Toscana. È caratterizzato da foglie lunghe di
colore verde intenso (quasi nerastro negli individui
adulti) con riflessi bluastri, superficie bollosa e odore
acidulo. È un ingrediente fondamentale della cucina
toscana e della famosa “ribollita” (Petroni, 2010), una
minestra di fagioli con pane raffermo e verdure. È
varietà molto rustica e resistente alle basse temperatu-
re ed è pertanto possibile raccoglierne le foglie nei
mesi invernali. Questo cavolo è conosciuto con i
seguenti sinonimi: «cavolo a penna», «cavolo riccio»,
«cavolo palmizio» (Nigro et al., 2017; Bianco  e
Pimpini, 1990). 
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Fig. 1 - Cavolo Laciniato Nero Toscano.
Fig. 1 - Black curly Tuscan kale.
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Nell’ottica di riscoperta e valorizzazione delle
numerose antiche varietà di ortaggi italiani, la Banca
semi di HortiVeS ha intrapreso un piano di studio teso
a salvaguardare la grande biodiversità orticola nazio-
nale e a redigere protocolli per la moltiplicazione in

vitro di alcune delle accessioni di maggior interesse
produttivo (Nigro et al., 2017). Le prime prove speri-
mentali sono state condotte sul Cavolo Laciniato Nero
Toscano (Brassica oleracea subsp. achephala DC.). 

Con queste prove, si sono volute selezionare le
migliori tecniche di moltiplicazione del Cavolo
Laciniato Nero Toscano in un’ottica di conservazioni
in vitro in crescita rallentata (Slow Growth Storage) al
fine di ridurre i costi di manutenzione rispetto alla
coltura in vitro tradizionale (micropropagazione).

Materiali e metodi

Partendo da semi selezionati ed esenti da patogeni
(Franchi Sementi Spa) sono state prodotte le piante
madri in ambiente di serra controllato da cui sono stati
prelevati gli espianti di partenza (getti terminali di 5-
20 mm) utilizzati per la messa in coltura in vitro. La
sterilizzazione degli espianti scelti è stata condotta
utilizzando una soluzione di ipoclorito di sodio (1% di
cloro attivo) per 20 minuti, seguita da due risciacqui
in acqua distillata sterile da 10 minuti ciascuno. La
fase di adattamento e stabilizzazione al vitro è stata
eseguita su un substrato contenente sali e vitamine
MS (Murashige e Skoog, 1962), saccarosio (30 g l-1) e
agar (8 g l-1) con un pH di 5,6±0,1 (mod. Metrohm
713 pH Meter). I vasi di coltura contenenti gli espianti
sono stati posti in cella termostatica ad una temperatu-
ra costante di 24±1°C e fotoperiodo 16/8 h. 

I germogli sterili ottenuti hanno dato luogo ad un
pool di materiale con il quale si sono effettuate prove
di moltiplicazione in vitro. I substrati utilizzati conte-
nevano sali e vitamine secondo MS, saccarosio (30 g
l-1) e agar (8 g l-1) con l’aggiunta di 6-benziladenina
(BA) a diverse concentrazioni: 1,33 µM – 2,22 µM -
3,55 µM – 4,44 µM (pH 5,6±0,2) (Bhalla e de Weerd,
1999; Burbulis et al., 2009; Daud et al., 2015;
Gerszberg et al., 2015; Bajaj e  Nietsch, 1975;
Getachew, 2011).

I substrati sono stati sterilizzati in autoclave a
121±1°C per 20 minuti (mod. Asal Vapormatic 770).
Come prova in bianco è stato utilizzato un substrato
MS base senza l’aggiunta di fitoregolatori (MS0).

Risultati e discussione

L’adattamento al vitro dei getti terminali prelevati
dalle piante madri ha dato i seguenti risultati: 

gli espianti hanno risposto positivamente dopo•
solo 4 giorni di permanenza nel substrato;
i materiali ottenuti nella fase di adattamento e•
posti sui substrati MS0 a diverse concentrazioni
di BA hanno prodotto una emissione spontanea di
radici a partire dai 5 giorni di coltura; 
i migliori risultati in termini di numero di espianti•
con germogli (fig. 2) si sono avuti a concentrazio-
ni di 1,33 µM (87,5%) e 3,55 µM (93,8) di BA.
La prova di controllo su MS ha dato una produ-
zione spontanea di germogli; 
la media di germogli per espianto (fig. 3) migliore•
(5,8) è stata data dal substrato contenente BA alla
concentrazione di 4,44 µM ; 
osservando il grafico con la lunghezza media dei•
germogli per espianto, influenzata da diverse con-
centrazioni di citochinina (fig. 4), si nota un calo

Fig. 2 - Percentuale di espianti con germogli (le barre rappresenta-
no l’errore standard delle percentuali).

Fig. 2 - Percentage of explant with sprouts (bars represents stan-
dard errors of percentages).

Fig. 3 - Media dei germogli per espianto (le barre rappresentano
l’errore standard della media).

Fig. 3 - Shoots media for explant (bars represents standard errors
of shoots media).
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della lunghezza da concentrazioni di 1,33 µM e
2,22 µM con una ripresa modesta a concentrazio-
ni superiori (3,55 µM e 4,44 µM). I valori mag-
giori di lunghezza dei germogli si sono osservati
sul substrato di controllo MS0 e su concentrazio-
ne 4,44 µM di BA; 
il grafico di figura 5 mostra i fenomeni di vitre-•
scenza comparsi nelle diverse prove di moltiplica-
zione sotto l’influenza delle diverse concentrazio-
ni di BA; i substrati con concentrazione pari a
2,22 µM, 3,55 µM e 4,44 µM, nonostante abbiano
dato i migliori risultati in termini di moltiplicazio-
ne, sono anche quelli in cui si è riscontrato la
maggior percentuale di vitrescenza su espianti,
germogli (singoli e in cluster).

Considerando la percentuale di vitrescenza, lo svi-
luppo dei germogli e la proliferazione ottenuta (fig. 6)
si può concludere che il substrato addizionato di BA
alla dose di 1,33 µM produce complessivamente i
migliori risultati. 

I futuri sviluppi si incentreranno sull’individuazio-
ne del miglior protocollo per la conservazione del ger-
moplasma in vitro utilizzando la tecnica della crescita
rallentata (Slow Growth Storage), tecnica di grande
utilità per tutte quelle specie sterili o vivipare o per
cui non è possibile ottenere il seme (es. aglio)
(Ashmore, 1997; Lambardi e Ozudogru, 2013).

Riassunto

Nell’ottica di riscoperta e valorizzazione delle
numerose antiche varietà di ortaggi italiani, la Banca
semi di HortiVeS ha intrapreso un piano di studio teso
a salvaguardare la grande biodiversità orticola nazio-
nale e a redigere protocolli per la moltiplicazione in
vitro di alcune delle accessioni di maggior interesse
produttivo. Le prime prove sperimentali sono state
condotte sul Cavolo Laciniato Nero Toscano
(Brassica oleracea subsp. achephala DC.). Partendo
da semi selezionati ed esenti da patogeni, sono state
prodotte le piante madri da cui è stato prelevato l’e-
spianto di partenza (getti terminali) utilizzato per la
messa in coltura in vitro. La decontaminazione del
tessuto vegetale è stata condotta utilizzando una solu-
zione di ipoclorito di sodio all’1% e la fase di adatta-
mento e stabilizzazione al vitro è stata eseguita su un
substrato nutritivo MS. I germogli senza contamina-
zioni invasive ottenuti hanno dato luogo ad un pool di
materiale per effettuare prove di moltiplicazione su

Fig. 4 - Lunghezza media dei germogli per espianto (le barre rap-
presentano l’errore standard della lunghezza media).

Fig. 4 - Average length of shoot for explants (bars represents
standard errors of average length).

Fig. 5 - Fenomeni di vitrescenza per i diversi substrati utilizzati
(le barre rappresentano l’errore standard dei fenomeni di vitre-

scenza).
Fig. 5 - Vitreous phenomena for the different substrates used

(bars represents standard errors of vitreous phenomena).

Fig. 6. Gruppo da proliferazione di B. oleracea subs. achephala.
Fig. 6. Cluster of B. oleracea subs. achephala.
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substrato MS addizionato con 6-benziladenina a con-
centrazioni diverse che hanno consentito di ottenere
una buona proliferazione alla dose di 1,33 µM con
buona qualità dei germogli.

Parole chiave: biodiversità, ortaggi, germoplasma,
slowgrowth, seedbank.
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