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ABSTRACT 

The Allium genus comprises more than 800 species, placing it among the 

largest monocotyledonous genera. It is a variable group that is widely spread 

across the Holarctic region. 

Aglione, (A. ampeloprasum), typical of the Val di Chiana, an area of the 

Middle Italy between the provincies of Siena, Arezzo and Perugia, is a crop 

very susteinable (economically, environmentally, socially) that boasts nu-

merous attempts at imitation in Italy and not only, that for this needs protec-

tion. 

The previous study carried out on Allium spp. have been useful in iden-

tifying and assessing its evolutionary lineages; in the present study, we used 

the nuclear ribosomial internal spacer (ITS) sequence data to examine the 

genetic difference between Aglione, and other kinds of Great Headed Gar-

lic.  

Furthermore we tried to develop a molecular marker, first a SCAR and then 

a CAPS, to discriminate between garlic (Allium sativum) and Aglione, to 

avoid scams and protect a new valiant product. 
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1 INTRODUZIONE 

 

1.1 Il genere Allium: caratteristiche genetiche e botaniche 

Allium appartiene alla famiglia Amaryllidaceae J.St.-Hil., sottofamiglia Allioideae Herb., tribù Al-

lieae Dumort. (Fay e Chase, 1996; APG III, 2009; Chase et al., 2009). Ad oggi, Allium (includendo 

Caloscordum Herb., Milula Prain e Nectaroscordum Lindl.) è l'unico genere della tribù Allieae. 

Il genere Allium L. comprende più di 800 specie (Fritsch et al., 2010) ed è quindi uno dei più grandi 

generi tra le monocotiledoni; è un gruppo variabile ampiamente diffuso in tutto l'emisfero boreale, 

dalle secche regioni tropicali fino alle più alte latitudini. L'unica eccezione è l'Allium dregeanum, 

nativo del Sudafrica (De Wilde-Duyfjes, 1976). Questo genere ha il maggior centro di diversità che 

si estende dal bacino del Mediterraneo fino all'Asia Centrale e al Pakistan e un secondo centro, meno 

esteso, localizzato nell'ovest del Nord America. La vasta area e le nette differenze molecolari indicano 

che questo genere era probabilmente già differenziato agli inizi del Terziario (Hanelt et al., 1992; 

Dubouzet and Shinoda, 1999). Janssen e Bremer (2004) riportano che la divergenza con il gruppo 

Amaryllidaceae è iniziata circa 87 Milioni di anni fa, fornendo ulteriori elementi di prova. Allium 

potrebbe essere uno di quei gruppi tassonomici che, secondo Tiffney (1985), formavano parte del 

piano della foresta boreotropicale che copriva le latitudini a Nord durante l'Eocene. 

Allium consiste di specie erbacee perenni caratterizzate per la maggior parte da bulbi tunicati, foglie 

basali strette, infiorescenze a ombrella, fiori con sei tepali liberi o quasi (Figure 2 e 3), ovari superi 

con uno o alcuni ovuli per loculo, setti spesso contenenti aperture nettarie da pori alla base dell'ovario, 

stigma intero o tripartito, capsula loculicida, semi neri romboidali o sferoidali, un odore simile alla 

cipolla e un gusto dovuto alla presenza di sulfossidi della cisteina. Il genere è diversificato nella cito-

logia: il numero più comune dei cromosomi di base è x=8, ma si verificano anche altri numeri 

(x=7,9,10,11) e la variazione della ploidia (Xu et al., 1998; Zhou et al., 2007). Allium contiene molte 

specie importanti economicamente, tra cui aglio, porro, cipolla, scalogno, cipolla d'inverno (A. fisto-

losum), erba cipollina e aglio cinese (A. tuberosum), coltivate per l'alimentazione o come spezie, e 

specie usate per la medicina tradizionale o come piante ornamentali (Fritsch e Friesen, 2002).  

Una ricerca a lungo termine sul genere Allium a Gatersleben (Germania) ha proposto una nuova 

classificazione tassonomica, chiamata "Gatersbelen infrageneric classification" (Hanelt et al., 1992), 
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in cui il genere è stato suddiviso in 6 subgenera e 57 sezioni e sottosezioni. Secondo questa classifi-

cazione i quattro subgenera maggiori sono: 

1. Allium: il subgenus più vasto. E' formato da specie con bulbo ovoidale o subgloboso. I membri 

di questo subgenus si trovano comunemente nell'area mediterranea, in Asia minore e Centrale, 

e includono molte specie coltivate, come l'aglio e (Allium sativum) e A. ampeloprasum, 

"aglione", e ornamentali, per esempio A. Atraviolaceum e A. Sphaerocephalon (Fig. 1). 

 

 Figura 1: Allium sphaerocephalon. © Dipartimento di Scienze della Vita, Università degli Studi di Trieste. Da 
http://dryades.units.it/euganei/index.php?procedure=taxon_page&id=6923&num=26770 

2. Rhizirideum: contiene tutte le specie rizomatose. Queste crescono selvatiche in tutte le fasce 

altitudinali di Europa, Asia e Nord America, e includono molte piante economicamente im-

portanti, e.g., A. cepa, A. fistolosum, A. schenoprasum. 

3. Melanocrommyum: consiste di specie a bulbo con vera tunica. Le piante sono diffuse dalle 

Isole Canarie fino a Kazakhistan, Cina e Pakistan, con il centro di diversità nella parte orien-

tale del bacino del Mediterraneo e in Asia centrale e Sud-occidentale. La maggior parte delle 

specie ornamentali fanno capo a questo subgenere, per esempio A. aflatulense, A. giganteum, 

A. aschersonianum. 
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4. Amerallium: i membri di questo subgenus sono diffusi in un vasto range di condizioni ecolo-

giche, dai deserti caldi fino alle foreste fitte e umide del Nord America e del Mediterraneo. 

Le specie di questo taxon differiscono marcatamente nella morfologia: alcune producono 

principalmente rizomi e bulbi poco sviluppati (e.g. A. Cernuum), altri formano bulbi distinti 

e foglie larghe similari a quelle comuni nel subgenus Melanocrommyum, (e.g. A. moly), o 

foglie molto strette come nel subgenus Allium (e.g. A. unifolium). 

In aggiunta, la classificazione di Gatersbelen riconosce due piccoli subgenera Bromatorriza e An-

guinum. 

Studi molecolari più recenti (Maass e Klaas, 1995; Mes et al., 1997, 1999; Xingjin et al., 2000; Van 

Raamsdonk et al., 2003) hanno portato ad una nuova classificazione che include 14 subgenera (Fri-

tsch, 2001; Fritsch e Friesen, 2002).  

Contrariamente alle opinioni precedenti (Hanelt et al., 1992; Cheremushkina, 1992; Kamenetsky, 

1996), Fritsch e Friesen (2002) sostengono che le specie rizomatose di Allium non appartengano a un 

singolo gruppo monofiletico, e considerano la presenza di un rizoma allungato e di falsi bulbi uno 

stadio evoluzionistico avanzato, sviluppato indipendentemente da diverse linee. In concomitanza, i 

bulbi non sono considerati il prodotto più avanzato dell'evoluzione, ma una delle caratteristiche an-

cestrali nello sviluppo di Allium. Loro propongono, quindi, che l'evoluzione abbia proceduto secondo 

tre linee separate: la più antica, formata solo da piante bulbose dai subgenera Amerallium, Nectaro-

scordum e Microscordum, che raramente produce un rizoma degno di nota. Le altre due linee con-

tengono sia taxa bulbosi che rizomatosi. 

Secondo il sistema Raunkiaer (1934), le specie di Allium rientrano nei gruppi delle geofite ed emi-

criptofite, con un'alta variabilità nella metamorfosi dei fusti sotterranei. L'evoluzione e la diversifica-

zione di queste sono state fortemente influenzate dalle condizioni ecologiche nei loro habitat naturali: 

terreni prevalentemente aperti, soleggiati e piuttosto asciutti. 

La domesticazione di questi agli selvatici è iniziata millenni fa, seguita da un'ampia diffusione di 

condimenti aromatizzanti in tutta Europa e Asia (Hanelt, 1990; Engeland, 1991). Similmente a molte 

altre colture, il promuovere l'allontanamento dal centro di origine ha ridotto significativamente la 

possibilità di introgressioni geniche dalle crop wild relatives, cioè i progenitori selvatici. Inoltre, dalla 

domesticazione iniziale, molti degli immediati predecessori sono anch'essi andati perduti o sono irri-

conoscibili. Mutazioni genetiche e una pressione selettiva drastica e sbilanciata da parte di coltivatori 

e breeders ha comportato la perdita di molti tratti importanti per la moderna agricoltura, e quindi, geni 
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di caratteristiche potenzialmente utili sono andati persi o non sono prontamente disponibili per il 

miglioramento della coltura (Kamenetsky e Rabinowitch, 2006). 

Nel mondo la diversità all'interno del genere Allium, come molte volte abbiamo detto, è molto alta, 

specialmente in Asia Centrale (Khassanov, 1997; Fritsch e Friesen, 2002): questo pool genico è fon-

damentale per l'introduzione di geni utili nelle specie attualmente coltivate, così come per la dome-

sticazione, più o meno rapida, di nuove colture. La domesticazione di specie ornamentali dipende 

dalla conoscenza delle loro risposte fisiologiche all'inquinamento; nuove specie possono essere do-

mesticate come spezie e condimenti vegetali, e molte specie e varietà locali possono servire come 

risorse per le loro qualità, come il contenuto in sostanza secca, l'aroma, il colore, la produttività, la 

resistenza a malattie e/o a stress ambientali, e per materia prima per l'industria farmaceutica e nutra-

ceutica (Kamenetsky et al., 2005; Kik et al., 2001; Keusgen, 2002). 

Attualmente, molte specie selvatiche con un odore e sapore simili all'aglio e alla cipolla sono usate 

come spezie o per il consumo fresco da molte comunità, in aggiunta alle colture conosciute. Ne sono 

un esempio l'aglio cinese o giapponese (A. macrostemon), l'aglio di Napoli (A. neapolitanum), l'aglio 

orsino (A. ursinum), l'aglio serpentino (A. victorialis), l'aglio del Canada (A. canadense), il porro 

selvatico (A. tricoccum), A. altaicum, Allium polyanthum (Fig. 2). Per esempio, in Nord Corea si 

coltiva commercialmente A. komarovianum, a Cuba A. canadense (Hanelt, 2001), in Canada e USA 

A. tricoccum (Davis e Greenfield, 2002), A. ramosum in Asia orientale e centrale (Fritsch e Friesen, 

2002). Altri sono raccolti dalle popolazioni naturali per fini commerciali o semi-commerciali (e.g., 

A. pskemense, A. obliquum, A. altaicum, A. nutans). Allium selvatici sono usati dalla medicina popo-

lare, come A. ramosum, consigliato per problemi cardiaci, per punture di insetti e morsi di cani e 

serpenti, oltre che per accelerare la coagulazione del sangue, A. ursinum e A. victorialis sono usati 

come antimicrobici per le infezioni allo stomaco (Sklyarevsky, 1975). 
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Durante la seconda guerra mondiale, alcune specie selvatiche di Allium sono state studiate in URSS 

al fine di identificare nuovi ortaggi e fonti vitaminiche (Baitulin et al., 1986; Khassanov e Umarov, 

1989). Nelle regioni rurali dell'Asia centrale, infatti, si consumano a questo scopo, in inverno, A. 

motor, A. caesium, e A. pskemense; fiori di A. jodanthum vengono posti in alcol e usati come antiset-

tici. 

 

1.1.1 L’aglio (Allium sativum) 

 

L'aglio il cui nome deriva dal celtico "All" che significa piccante, è una pianta originaria dell'Asia 

centrale che ha trovato la massima diffusione nel Mediterraneo. Fin dai tempi più antichi veniva usato 

dagli Egiziani, Greci e Romani oltre che in cucina nella medicina popolare, per le sue proprietà tera-

peutiche. E' coltivato in molti Paesi del mondo raggiungendo una produzione complessiva di 2.700 

milioni di tonnellate. 

Figura 2: Il porraccio (Allium polyanthum Schult & Schult), chiamato aglione in Campania. © Dipartimento di Scienze della Vita, Uni-
versità degli Studi di Trieste (http://dryades.units.it/euganei/index.php?procedure=taxon_page&id=6917&num=335) 
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I Paesi maggiori produttori sono la Cina, la Corea del Sud, la Spagna e l'India. In Europa viene colti-

vato principalmente in Spagna, in Francia, in Grecia e in Italia dove raggiunge una superficie intorno 

ai 5.000 ha, con una produzione di circa 45 mila tonnellate. Le Regioni italiane maggiormente inte-

ressate alla coltura sono nell'ordine: Campania, Emilia Romagna, Veneto, Sicilia, Piemonte e Puglia 

con rese medie di 9,5 t/ha. 

La coltura ancora oggi è scarsamente meccanizzata, sia per le operazioni di semina che di raccolta e 

quindi ha un alto costo di produzione. Gli elevati costi di manodopera e la sua scarsa disponibilità 

limitano l'espansione della coltura anche a livello nazionale e la rendono incapace di competere con 

le produzioni di altri Paesi dove la manodopera ha un minore costo. L'offerta mondiale di aglio è in 

forte crescita soprattutto per l'espansione produttiva della Cina ed esiste una forte concorrenza del 

prodotto estero reperibile sul mercato a prezzi nettamente inferiori.  

Riguardo al materiale coltivato, più che di varietà si tratta di ecotipi, più o meno omogenei, ad esclu-

sione del “Rosso di Sulmona”, che sembra essere l’unica varietà italiana in grado di produrre, ogni 

anno, gli scapi fiorali (Tab.1). 

Il prodotto italiano veniva esportato in Francia e Germania, ma negli anni si è assistiti a un calo 

dell'esportazione a causa dei prezzi concorrenziali della Spagna, dei Paesi del Bacino del Mediterra-

neo e più recentemente da alcuni Paesi dell'Est Europeo e dell'America Latina. Gli agricoltori po-

tranno fronteggiare tale situazione riducendo i costi di produzione, attraverso un aumento dell'attuale 

limitato grado di meccanizzazione e organizzando meglio la commercializzazione (Raineri, 2002). 
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Tabella 1: Varietà di aglio iscritte al registro nazionale (al 20/01/2017). http://www.sementi.it/registri-varieta 

E' stato osservato che l'aglio ha un effetto diuretico, e oggi è stato appurato che, se usato in maniera 

corretta, l'aglio riduce la pressione sanguigna (Steiner et al., 1996), fa diminuire l'aggregazione delle 

piastrine (Steiner e Lin, 1998) e protegge dai danni dell'LDL le cellule dell'endotelio dei vasi (Ide e 

Lau, 1997): tutti questi effetti sono un potenziale benefit per il cuore.  

  

1.1.2 Il porro (Allium ampeloprasum) 

 

Il porro coltivato, A. ampeloprasum var. porrum (L.) J. Gay, è tetraploide, allogamo (McCollum, 

1987; Ved Brat, 1965) con il 20% di autogamia (De Clercq et al., 2003) e viene coltivato in tutto il 

mondo per la sua tolleranza alle basse temperature. Le irregolarità nella meiosi determinano errori di 

segregazione che interferiscono con la fertilità fiorale e la qualità del seme (Khazendari e Jones, 

1997).  

Pianta biennale coltivata a ciclo annuale, il porro non si trova allo stato spontaneo, presenta un bulbo 

poco sviluppato o assente, foglie allungate (con portamento eretto o ricadente, di colore da grigio-

verde a verde-bluastro) con piccioli avvolgenti alla base, formando un falso fusto più o meno allun-

gato (da 15 a 40 cm). Presenta un apparato radicale fascicolato, con molte radici che si possono spin-

gere fino a 50 cm circa di profondità. Il fusto è accorciato a formare un disco appiattito, da cui si 

dipartono le foglie e le radici. Lo stelo fiorale viene emesso nel secondo anno, in aprile-maggio; è 
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pieno e termina con un’infiorescenza sferica (6-8 cm di diametro) protetta da una spata univalve e 

caduca; sono presenti 300-400 fiori peduncolati, con tepali di colore bianco, rosa o lilla. I semi sono 

neri, angolosi e grinzosi: 1000 semi pesano circa 2,5-3,3 g (Tesi R., 1994).  

Una sua variante molto diffusa è il Kurrat, A. ampeloprasum var. kurrat Sch-

weinf. ex Krause (Fig. 3)distribuito in estremo e medio oriente e largamente 

utilizzato in Egitto (Brewster, 1995). 

1.1.3 L’Aglione (A. Ampeloprasum var. Holmense) 

L’aglione (con molta probabilità A. ampeloprasum var. holmense (Mill.) Asch. 

et Graebn) è per Guenaoui et al. (2012), sinonimo di great headed garlic 

(GHG), elephant garlic, big tex garlic o tahiti garlic: ha grandi bulbilli e un bulbo molto più grosso 

(fino a 600g) rispetto all'aglio comune. Data la sua similarità, almeno a livello fenotipico, rispetto 

agli Allium sopracitati, trasleremo i discorsi fatti su questi all’aglione, dato che ancora pochi studi 

sono stati fatti sull’aglione stesso.  

Questo ortaggio è considerato una cultigen, propagata vegetativamente, con ombrella fiorale di note-

voli dimensioni solitamente sterile, e originatosi nel Bacino del Mediterraneo. L'aroma dei bulbilli è 

più delicato, ma molto simile a quello dell'aglio, di cui viene usato come sostituto. La notevole di-

mensione delle piante e del diametro dei bulbi è apparentemente associato alla poliploidia (4x, 6x o 

8x) (Fritsch e Friesen, 2002; Hanelt, 1990; McCollum, 1987). La principale fonte di perdita di resa 

per il GHG è rappresentata dai bulbilli per la propagazione vegetativa. La mancanza di differenze 

genomiche nelle sequenze ripetute così come nelle disgiunzioni irregolari dei cromosomi durante la 

meiosi, associate alla sterilità fiorale, fa propendere verso l'autopoliploidia piuttosto che all'allopoli-

ploidia (Guenaoui et al., 2012). Ciò nonostante, dato che sia l'Allium ampeloprasum selvatico che le 

varietà locali di GHG si trovano contemporaneamente nella regione mediterranea, si suppone che la 

cultigen sia un ibrido delle due "specie" (Figliuolo e Mang, 2010). L'aglione ha una crescita e uno 

sviluppo del bulbo come l'aglio comune, ma a maturità forma lo scapo fiorale a differenza delle va-

rietà di aglio "softneck", però, come indica il nome, l'aglione o elephant garlic, a maturità è molto più 

grande rispetto all'aglio: un singolo spicchio può essere più grande di un intero bulbo di aglio comune 

(Boyhan et al., 2000).  

Come entrambi i disciplinari di produzione affermano (www.aglione.it e www.aglionevaldi-

chiana.net), l’Aglione della Val di Chiana è una pianta orticola con bulbi di colore bianco-avorio 

Figura 3: il kurrat 

http://www.aglione.it/
http://www.aglionevaldichiana.net/
http://www.aglionevaldichiana.net/
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senza striature di altri colori, di forma regolare e compatta, leggermente appiattita nel punto di inse-

rimento dell’apparato radicale. 

Il bulbo è di forma rotondeggiante - regolare con un leggero appiattimento della parte basale, di colore 

bianco-avorio. Il bulbo è costituito da un numero di spicchi (bulbilli) variabile tra due e sei che risul-

tano tra loro uniti in maniera compatta e con caratteristica curvatura della parte esterna. Le tuniche 

che li avvolgono hanno colorazione giallognola sia nella parte con-

cava che in quella convessa. 

Le foglie sono alla base amplessicauli mentre distalmente sono li-

neari-nastriformi, acuminate, leggermente carenate, lunghe fino a 

50 cm e larghe alla base anche 3 cm, di colore verde-grigiastro 

glaucescente con pagina inferiore più chiara; carnose, tenere, rico-

perte di un materiale ceroso, con stomi in entrambe le pagine e 

portamento più o meno eretto. La prima foglia basale, quella più 

esterna, avvolge per circa 10 cm la seconda, che a sua volta avvi-

luppa la terza foglia interna per una ventina di centimetri; così pro-

cedendo si verifica che le foglie più interne sono avvolte per una 

lunghezza progressivamente crescente. A partire dalla settima fo-

glia si forma un falso stelo cilindrico, abbastanza consistente e alto 

25 – 30 cm (Fig. 4). 

Lo scapo fiorale è cilindrico, pieno, ricurvo in età giovanile, mentre in piena fioritura è eretto e può 

raggiungere un'altezza di 60 - 80 cm. Porta apicalmente un'infiorescenza ad ombrella avvolta da una 

brattea o spata univalve appuntita, lungamente rostrata, che si fende da un lato rimanendo però attac-

cata allo scapo. L’ombrella porta 150 - 200 piccoli fiori ermafroditi, attinomorfi, proterandri, soste-

nuti da un esile pedicello e di colore variabile dal bianco, al rosa, al porporino. Il perigonio costituito 

da 2 verticilli, ciascuno formato da 3 tepali lanceolato – acuminati, saldati alla base e persistenti nel 

frutto; l'androceo presenta 6 stami, disposti su 2 verticilli, con antere dorsifisse incluse nel tubo del 

Figura 4: Una pianta di Aglione a maturità 
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perigonio; il gineceo è costituito da un ovario supero, triloculare, sincarpico con un solo stilo dritto, 

filiforme, terminante con uno stigma intero (Fig. 5). 

All’atto dell’immissione in commercio l’Aglione della Val di Chiana deve presentare bulbi: 

- Sani, consistenti, puliti, in particolare privi di terra e di residui visibili di fertilizzanti o di 

antiparassitari; 

- Esenti da danni da gelo o da sole, da tracce di muffa e da germogli esternamente visibili; 

- Privi di odori e sapori estranei e di umidità esterna anormale. 

Rispetto all’aglio (Allium sativum) il GHG ha mostrato maggior contenuto in amminoacidi essenziali 

(EAA – Essential Amino Acids) e non essenziali (EAA), ad eccezione dell’acido aspartico nelle fo-

glie e dell’arginina nel bulbo (Fig. 6) e anche una maggior concentrazione di sostanze antiossidanti 

come flavonoidi e polifenoli, mentre i tannini sono simili (Najda et al., 2016).  

Figure 5: L'infiorescenza dell'Aglione, molto gradita ai pronubi. Presso Gianfranco Pinzi, Chianciano Terme 
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1.1.3.1 Pratiche colturali 

Con la preparazione del terreno il suolo deve essere rovesciato, per interrare ogni residuo colturale: 

questa operazione va fatta due/quattro settimane prima della preparazione finale del terreno e della 

semina. Il pH consigliato per queste colture è tra 6.0 e 6.5; si consiglia anche un letto leggermente 

rialzato, una baulatura, come si fa per la cipolla. Dalle interviste con gli agricoltori è emerso che le 

distanze adottate sono molto variabili, da 20-25 cm sulla fila e 40-45 cm tra le file, passando a 25-30 

x 70 cm o a 150x150 cm, sesto che permette la meccanizzazione della coltura e fa in modo che le 

foglie non si tocchino, così da non trasferire malattie, soprattutto la botrite. La profondità di semina 

è di 2-3 cm, e il bulbillo va posizionato rispettando la polarità, in maniera tale da velocizzare il ger-

mogliamento, anche se non sembra fondamentale: ciò ridurrebbe notevolmente i problemi di un tra-

pianto meccanizzato. Tutti concordano sul piantare "spicchi" più grandi possibili, uno degli agricol-

tori dice: "Pianto solo i bulbi più grandi, intorno ai 70g, per produrre capi più grandi, riuscendo così 

a produrre 4 quintali, nelle annate favorevoli, in 1500 m quadri. Per questa superficie, la quantità di 

"seme" con sesto di 1,5x1,5 m è di 3000 spicchi, quindi circa 70 kg. 

L'aglio, il porro e le altre specie del genere Allium sono grandi consumatori di nutrienti, per cui ri-

chiedono una notevole fertilizzazione dei suoli, data anche la durata del ciclo. Nei terreni normal-

mente poveri di Zolfo, non molto comuni in Italia, questo nutriente deve essere necessariamente ap-

portato. Dei vari coltivatori pochi concimano e quasi tutti con letame, sconsigliato perché favorisce i 

marciumi, che sarebbe meglio apportare infatti alla coltura precedente. La coltura richiede invece 

discreti apporti di azoto, intorno ai 60-65 kg all'anno, da somministrare in modo localizzato in almeno 

due/tre interventi a partire da febbraio e fino a maggio, e dai 35 ai 60 kg di fosforo (P2O5) e potassio 

(K2O), a seconda dei livelli residui nel terreno (Boyhan et al., 2000).  

Figura 6: Il contenuto in amminoacidi essenziali (B) e non essenziali (D) in aglio e Great Headed Garlic. Da Najda et al., 2016 
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La semina va effettuata dagli inizi di Ottobre fino a Dicembre, entro gennaio al massimo, pena la 

produzione di capi piccoli: molto dipende dalla transitabilità dei campi. L'aglio e l'aglione producono 

bulbi suddivisi in sezioni ben definite che vengono chiamate "spicchi": è attraverso di essi che queste 

colture vengono riprodotte per via vegetativa. Per poter ottenere il "seme" è quindi necessario rimuo-

vere la piastra basale e suddividere il bulbo, o capo, con quella che viene detta “sgranatura” che è 

molto onerosa in termini di manodopera. I bulbi che non sono riusciti a formare spicchi nella stagione 

precedente (volgarmente chiamati “cipolle”) sono, a detta di tutti gli agricoltori, il miglior materiale 

per dare origine a bulbi di notevole dimensioni (oltre a non poter essere utilizzati in cucina perché il 

sapore è molto più pungente). Come abbiamo già affermato in precedenza, la maggior parte dei campi 

investiti con questo tipo di colture, infatti, può essere considerata come costituita da popolazioni clo-

nali della stessa varietà, poiché l'aglio non produce semi vitali in quanto è auto-incompatibile. Questo 

rende tale coltura molto più vulnerabile alle malattie, sia biotiche che abiotiche. D’altra parte, però, i 

propaguli vegetativi sono molto facili da maneggiare e costituiscono una grossa fonte di riserve che 

facilita la ripresa della pianta che presenta un’emergenza estremamente alta. 

Per queste colture è fondamentale il controllo delle infestanti, poiché le specie del genere Allium sono 

poco competitive: le lavorazioni vengono eseguite o manualmente, date le superfici ridotte, o attra-

verso motocoltivatori, almeno una volta al mese. Non si evidenziano, invece, particolari problemi 

dovuti ad insetti. 

Una volta che sta emergendo lo scapo fiorale questo deve essere reciso affinché non peggiori la qua-

lità e la dimensione del capo e addirittura non formi spicchi. Gli scapi recisi possono comunque essere 

utilizzati in cucina, specie se ancora teneri e possono costituire un importante sottoprodotto. 
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La raccolta avviene tra Giugno e Luglio, non appena le foglie cominciano a ingiallire, affinché il capo 

non si rompa o marcisca (Fig. 7). La durata del ciclo è quindi di 210-240 giorni. A questo punto 

l’Aglione deve essere fatto seccare per almeno un paio di settimane al riparo dai raggi solari (la perdita 

di umidità troppo repentina porta alla rottura delle tuniche esterne con conseguente deprezzamento) 

in luoghi freschi e asciutti, dove perde anche il 30% del peso. 

 

 

1.1.3.2 Il territorio: la Val di Chiana 

La valle ebbe origine nel periodo miocenico (era terziaria) come parte dell'arcipelago toscano. Nel 

periodo successivo detto pliocenico (ultimo dell'era quaternaria) le terre marginali emersero dal mare 

Figure 7: Particolare della raccolta meccanizzata, tramite macchina sviluppata da 
Mauro Vegni, Montisi 
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e si alzarono in diversi rilievi divisi da profonde depressioni con formazioni di argille, conglomerati 

e sabbie gialle. Essa conservò a lungo questo aspetto di golfo tirrenico comprendente anche il Trasi-

meno nel quale il Tevere sfociava sotto il colle di Città della Pieve. Una profonda mutazione oroge-

netica si ebbe quando scaturirono dal fondo i vulcani Vulsinii con quattro grossi crateri, i quali con 

le loro colate basaltiche ed eruzioni tufacee costituirono una barriera trasversale. Allora le acque si 

raccolsero in una conca più stretta adducente a Nord al bacino del Valdarno superiore e a Sud alla 

depressione del Paglia. Un sollevamento del fondo prodotto dai detriti di fiumi e torrenti portò ad una 

provvisoria sistemazione della valle con tipica conformazione lacustre e vaste aree semi-paludose; 

queste restringendosi spontaneamente fino a prosciugarsi per intervento congiunto dell'uomo e della 

natura. Si è giunti, quindi, all'attuale assetto schematizzabile in tre zone altimetriche: fondovalle pia-

neggiante per kmq 350, poggi e ripiani intermedi per kmq 500, alta collina e montagna kmq 210 

(www.valdichiana.it). 

La Val di Chiana descritta in questo sito corrisponde grossomodo a quella dell'antico bacino Clanis 

Aretinum ricordato da Plinio il Vecchio (Hist. Nat. III, 52-54) ed il suo territorio è attualmente sud-

diviso in 20 comuni di cui 8 in provincia di Siena: Cetona, Chianciano Terme, Chiusi, Montepulciano, 

San Casciano dei Bagni (in parte), Sarteano, Sinalunga e Torrita di Siena; 8 in quella di Arezzo: 

Cortona, Castiglion Fiorentino, Civitella in Val di Chiana, Foiano della Chiana, Lucignano, Marciano 

della Chiana, Monte San Savino e Arezzo (in parte); vanno, inoltre, considerati lembi di territorio 

umbro appartenenti ai comuni di: Castiglione del Lago, Città della Pieve e Tuoro (in parte) in provin-

cia di Perugia ed infine Monteleone d'Orvieto e Fabro in provincia di Terni (Fig. 8). 

Così circoscritta l'area ha una forma assai allungata in direzione Nord-Sud e occupa oltre 800 kmq. 

E' racchiusa tra le colline umbre e i monti cortonesi a Est ed il vario sistema collinare-montano che 

si eleva quasi parallelamente a Ovest del solco longitudinale della valle separandola dalla Val d'Orcia 

e dalla Val d'Asso. Questo sistema raggiunge le massime elevazioni con il monte Cetona (1148 m 

s.l.m.), il poggio di Pietraporciana 847 m s.l.m. e il colle della Maddalena 824 m s.l.m.; sull'altro 

versante emerge l'Alta di sant'Egidio 1056 m s.l.m., da cui discendono i monti Spino 952 m s.l.m., 

Cùculo 923 m s.l.m. e Ginezzo 828 m s.l.m., contrafforti della catena montuosa che divide la Val di 

Chiana dall’alta valle Tiberina. 
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Figure 8: La Val di Chiana (www.aglione.it) 

 

Le variazioni altimetriche sono alquanto modeste, insignificanti, poi se riferite alla linea longitudinale 

più depressa della valle che si mantiene intorno ai 250 m s.l.m.. 

I limiti geografici quasi coincidono con il brusco cessare di tale caratteristica: infatti a Nord della 

Chiusa dei Monaci il piano comincia ad essere solcato da corsi d'acqua e a Sud della stretta di Olèvole 

il Chiani, attraverso una angusta e profonda incisione, scende rapidamente al Paglia a quota 111 m 

s.l.m.. L'argine di separazione costituisce una sorta di spartiacque artificiale: all'altezza della stazione 

ferroviaria di Chiusi separa la Val di Chiana toscana a Nord dalla Val di Chiana romana a Sud (limi-

tata a lembi di territorio di Città della Pieve e di Fabro) che percorsa dal collettore Chianetta che si 

unisce al torrente Astrone (presso la stazione di Città della Pieve dove un tempo vi era un lago) dando 

luogo al già citato Chiani, subaffluente del Tevere, che raggiunta la stretta di Olèvole si congiunge 

col torrente Sorra e lascia la Valle. 

Il torrente Astrone è l'unico della Valle che corre da Nord a Sud attraversando i comuni di Cetona, 

Montepulciano e Chianciano mentre il Tresa, che corre tutto in territorio umbro, e che anticamente 

scaricava le sue acque sul Trasimeno fu artificialmente deviato portandolo a sfociare nel lago di 

Chiusi e rendendolo quindi tributario dell'Arno. 
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La Valle prosegue a Nord comprendendo i "chiari" di Chiusi e di Montepulciano, quindi si allarga 

nel lungo fondovalle senese-aretino inframezzato da formazioni basso-collinari fino a raggiungere la 

massima estensione latitudinale (dalla Val d'Esse a Sinalunga), prosegue in territorio aretino tra 

Monte San Savino e Castiglion Fiorentino dove vi confluisce la valle di Chio, per poi terminare nella 

goletta di Chiani.  

Nel corso del medioevo, le Città-Stato che maggiormente operarono nella valle furono Orvieto, 

Arezzo, Perugia, Siena e Firenze. Tutte dovettero fare, più o meno concretamente i conti con il grande 

problema di questo territorio: ovvero il dissesto idrologico che aveva provocato il progressivo impa-

ludamento della zona. 

Il fiume Chiana (o Clanis), che come attestano gli scrittori classici era al tempo degli etruschi e dei 

romani perfettamente navigabile, con una evoluzione quasi naturale, tendeva ad invertire il proprio 

corso dal Tevere all' Arno. A causa dei grandi interessi che via via si erano creati nella valle, le due 

città che si dovettero occupare maggiormente del problema furono quelle che per più tempo si divi-

sero ed alternato il dominio sul territorio della Val di Chiana e cioè Siena e Firenze. La frammentarietà 

degli interventi, causata dalla precaria stabilità politica che caratterizzò il periodo medioevale e il 

primo Rinascimento, fu un ostacolo notevole alla necessaria opera di bonifica. 

Solo quando, con la caduta di Siena nel 1554, tutto il territorio passò sotto il dominio dei Medici, poté 

essere approntato un piano coordinato e completo di bonifica. Si occuparono dei lavori nella valle 

tutti i maggiori artisti e studiosi del ̀ 500, da Leonardo Da Vinci ad Antonio da Sangallo, a Baldassarre 

Peruzzi a Vignola etc., che realizzarono anche molte opere pubbliche e private. 

Nel 1737 l'opera di bonifica passò dalle mani dei Medici a quelle dei Lorena, che dettero un contributo 

concreto al raggiungimento dello scopo, inquadrando il discorso in un ampio panorama dì politica 

territoriale. La bonifica integrale sarà portata a compimento nel ventennio fascista. Un progetto di 

colmata dei due laghi residui di Chiusi e Montepulciano approvato nel 1918, non fu fortunatamente 

attuato (www.valdichiana.it). 

1.1.3.3 La storia 

L'aglio è stata una delle prime piante utilizzate per curare le malattie e migliorare la salute, è stato 

infatti trovato nelle Piramidi egiziane come nei templi greci. Nel Codice Ebers, il trattato medico più 

autorevole del periodo (Bergner, 1996), già si indica l'aglio come possibile trattamento per le crescite 

anormali, quindi neoplasie e ascessi oltre che per malattie dell'apparato circolatorio, malaria e infe-

stazioni da insetti e parassiti.  

http://www.valdichiana.it/
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Ippocrate, universalmente riconosciuto come il padre della Medicina, aveva sempre l'aglio all'interno 

del suo armamentario terapeutico e lo utilizzava per disturbi polmonari, come un disinfettante o pur-

gante e per rigonfiamenti addominali, specialmente uterini (Moyers, 1996). 

Queste conoscenze passarono direttamente ai Romani: la massima autorità in campo medico era in-

fatti Dioscoride (Bergner, 1996; Riddle, 1996), un greco che servì Nerone come capo medico dell'e-

sercito. Egli era l'autore di un trattato in cinque volumi in cui raccomanda l'aglio per "pulire le arterie", 

anche se la circolazione sanguigna sarebbe stata scoperta molti secoli dopo, e per i disordini del tratto 

gastrointestinale, per i morsi di animali, per le malattie comuni e per le convulsioni. Non poteva poi 

mancare la testimonianza di Plinio il Vecchio con la sua Historia naturalis, in cui sono descritti 23 

modi per utilizzare l'aglio contro i vari disturbi: tra questi c'è la credenza che l'aglio protegga dalle 

tossine e dalle infezioni, che ha trovato conferma attraverso gli studi sull'attività del P450-2E1 e su 

altre malattie degenerative del fegato (Block, 1985; Pinto e Rivlin, 1999).  

Anche in Oriente, maggior fonte di biodiveristà per l'aglio, questo viene usato sin da tempi antichis-

simi, dal 2000 A.C. in Cina, doveva faceva parte della dieta, nel senso che veniva usato giornalmente, 

in particolar modo se consumato insieme alla carne cruda (Kahn, 1996; Moyers, 1996), perché si 

riteneva che avesse un'attività conservante. Nella Medicina cinese l'aglio veniva prescritto per aiutare 

la respirazione e la digestione, fondamentale contro la diarrea e i vermi (Woodward, 1996): ci sono 

prove che questo venisse usato anche contro la spossatezza, l'emicrania, l'insonnia, la tristezza e la 

depressione, oltre che per ripristinare e aumentare la fertilità maschile (Kahn, 1996). 

Durante il Medioevo veniva usato nelle bevande per combattere la stipsi, e si consigliava chi lavorava 

all'aperto di usare l'aglio per prevenire gli infarti (Kahn, 1996; Moyers, 1996). Al contrario le classi 

più elevate tendevano ad evitare l'aglio e a non ritenerlo utile per la propria salute.  

Un'importante medico durante l'ultima parte del dodicesimo secolo, la badessa di Rupertsberg, Santa 

Ildegarda Von Bingen (Bergner, 1996; Khan, 1996), è curiosamente arrivata alla conclusione che 

l'aglio crudo aveva più effetto rispetto a quello cotto, forse per l'odore meno pungente di quest'ultimo.  

Nel XVI secolo, quindi in pieno rinascimento, Pietro Mattioli, senese, divenne un medico affermato, 

i cui lavori vennero tradotti in molte lingue. Egli prescriveva l'aglio per i disordini intestinali dovuti 

ai vermi, per i problemi ai reni così come per le madri durante i parti difficili (Moyers, 1996). 
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Per quanto riguarda l’Aglione le tracce sono molto più recenti ed è spesso difficile distinguere se gli 

autori parlano di aglio comune, ma più grande, di sugo all’aglione o della pianta a cui ci riferiamo 

oggi.  

In ordine cronologico il primo a parlarne è Cristoforo di Messisbugo, cuoco presso gli Estensi di 

Ferrara, nel libro postumo “Banchetti composizione di vivande e apparecchio in generale” (1549): 

«Aglione sopra pesci, rane, lumache e altro simile…». 

Segue Tommaso Garzoni, scrittore enciclopedico, ne “La Piazza Universale di tutte le professioni del 

mondo”, 1585: «…così i sapori vari e diversi come il Francese o Imperiale […] l'agliata, l'aglione, 

l'agresto…». 

Più recentemente Michele Tenore, nella “Flora medica universale e flora particolare della provincia 

di Napoli”, tomo I, Napoli 1822: «Nascono ambedue le varietà lungo i margiuni de’ campi, e più 

frequentemente la prima in Ischia; ove si conosce col nome di aglione…». 

Ne “L'Etruria; Studj di Filologia di Letteratura di Pubblica Istruzione e di Belle Arti” del 1851 com-

pare “L’Ajone. Favola narrativa burlesca di Michelangelo Buonarroti”: «Che fanno ai fondi dell'A-

glione il trogo: / Aglione è ’l montie ov’ha Figlin alberge / Ch'al castel di Gambassi sta sul tergo…». 

Gentile Sermini, novelliere senese del XV secolo, le cui “Novelle” sono state pubblicate integral-

mente solo nel 1874, dice: «[…] e così vorrebbe il forte aglione con capponi o fagiani o starne, come 

col vieto lardo che usava il contado…». 

Le notizie si perdono poi fino ai giorni nostri e l’Aglione ricompare in Val di Chiana a partire dagli 

anni ’90 del secolo scorso, grazie ad alcuni agricoltori che lo hanno rimesso in coltura. 

1.1.3.4 Mercato, Usi e Proprietà 

La maggior parte degli agricoltori che coltivano l'Aglione vendono il prodotto sui mercati locali, 

tranne qualche caso, riuscendo a spuntare un prezzo al kg che parte da 15 e arriva fino a 25-30 euro, 

a seconda della qualità del bulbo e delle forme di confezionamento (trecce, mazzi, scatole, bulbi 

singoli).  Il prezzo è ritenuto comunque insoddisfacente dagli agricoltori dati i costi, principalmente 

dovuti al seme, alla scarsa meccanizzazione e alla durata della coltura (circa 8 mesi). Fino a pochi 

anni fa si riteneva che il mercato si sarebbe saturato a causa dell’incremento dell’autoproduzione da 

parte della popolazione locale, ma, ad oggi, il mercato è tutt’altro che saturo: nonostante le superfici 

siano aumentate esponenzialmente, l’Aglione si trova nei mercati al massimo per un paio di mesi 

https://archive.org/details/lenovelledigent00sermgoog
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dopo la raccolta, dopo i quali diventa una rarità. Parallelamente il prezzo al Kg 

tende ad aumentare, anche visto il considerevole calo di peso a cui è soggetto. 

Si ritiene inoltre che, date le notevoli proprietà, l’Aglione possa facilmente 

diffondersi sul mercato nazionale ed internazionale, come alcune esperienze 

favorevoli hanno dimostrato (Fig. 9).  

Dai racconti e dalla tradizione l'aglione sembrerebbe non generare allergia, 

non ha sapore forte e pungente, data probabilmente la diversità chimica ri-

spetto all'aglio, ma se ingerito in notevoli quantità (200g), può avere come 

conseguenze notevoli cali di pressione, cosa che invece lo accomunerebbe 

all'aglio (studi in questo senso sono in corso all’Università della Tuscia). L'a-

glione è sostituito all'aglio in molte ricette della tradizione toscana, perché più 

dolce ed è fondamentale per i pici all'aglione, appunto, una pasta tipica del 

senese, stesa a mano e fatta solo con acqua e farina.  

Anche lo scapo fiorale, comunemente detto germoglio o tallo, è risultato commestibile (Fig. 10) e dal 

sapore molto forte se consumato crudo o delicato se consumato dopo essere stato leggermente sbol-

lentato, similmente ai germogli di aglio. Ciò potrebbe costituire un ulteriore prodotto vendibile della 

Figure 9: semente di aglione in ven-
dita online, di provenienza non certa. 
Da http://www.ortomio.it 

Figura 10: Bocconcini di vitello con salsa all'aglione e chips di patate viola. Si ringrazia la 4B Enogastronomia e la Prof.Tiezzi dell'Isti-
tuto Alberghiero di Chianciano Terme 
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coltura che la renderebbe ancora più economicamente sostenibile, dato che gli scapi pesano molto e 

si conservano abbastanza a lungo. 

 

1.1.3.5 Il rischio di erosione genetica: aggiornamenti 

Attribuire in maniera oggettiva il grado di erosione genetica ad una risorsa sta diventando necessario 

per poter applicare politiche pubbliche ed elargire contributi economici con l'obiettivo della conser-

vazione della biodiversità agricola. Ad esempio, nel caso della ormai vecchia Misura 214 del Piano 

di Sviluppo Rurale, oggi operazione 10.1.5 (www.regionetoscana.it), alle risorse a rischio possono 

essere dedicati opportuni contributi per la loro conservazione; o ancora per iscrivere una varietà o 

razza al Repertorio regionale, laddove esistente, o al Registro Nazionale come varietà da conserva-

zione è necessario che questa risorsa sia a rischio di erosione. Ad oggi, in Italia, è stato fatto qualche 

tentativo pratico di definizione dei criteri di valutazione dell'erosione: in Toscana, la quantificazione 

del rischio spetta ad un'apposita Commissione, prevista dalla Legge Regionale, che stabilisce caso 

per caso. Il Piano nazionale sulla biodiversità di interesse agricolo propone l'utilizzo dei seguenti 9 

fattori di rischio, ritenuti quelli di più facile determinazione: 

1. Numero di coltivatori 

2. Età dei coltivatori 

3. Superfici coltivate in rapporto alla superficie regionale di settore 

4. Distribuzione delle superfici coltivate 

5. Tipologia di mercato del prodotto 

6. Ruolo dell'innovazione varietale per quella specie 

7. Trend di nuovi impianti o coltivazioni 

8. Presenza nei Registri e/o Cataloghi nazionali 

9. Presenza di iniziative di conservazione ex situ 

 

Il livello di rischio per ogni fattore è suddiviso in tre classi: basso, medio, alto. Per ognuno dei fattori 

di rischio sono state individuate condizioni di corrispondenza ai tre livelli di rischio e sono stati asse-

gnati dei valori (con una scala da 1 a 3). Ovviamente, disponendo di informazioni più dettagliate sui 

vari parametri è possibile articolare la scala di valori in modo diverso e sempre più preciso. Al fine 

di stabilire in sintesi il livello di rischio attribuibile a ciascuna risorsa genetica, i valori elativi ai 
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diversi parametri sono sommati per ottenere il livello complessivo di rischio (MIPAAF, 2013). Ne 

deriva la seguente scala, che deve essere assunta a titolo indicativo: 

 rischio basso: valore complessivo inferiore/uguale a 9 

 rischio medio: valore complessivo compreso tra 9 e 18 

 rischio alto: valore complessivo superiore a 18 

 

Per l’Aglione, nel 2015, anno della precedente tesi, il rischio era 22 (Terzaroli, 2015). Ad oggi il 

rischio stimato è 15 ed è in rapido calo. Ciò è dovuto alla presenza di nuovi impianti : il numero dei 

produttori è sicuramente superiore a 30 (12 sul sito www.aglione.it più altri 25 circa sul sito 

www.agliovaldichiana.net, più tanti piccoli produttori non censiti) che si collocano in media tra i 40 

e i 70 anni; superfici (% su superficie regionale del settore) forse superiori all’1%, con piante non più 

isolate in orti familiari, ma ormai destinate alla produzione vera e propria con appezzamenti che ar-

rivano ad un ettaro. Attraverso la commercializzazione e il marketing l’aglione è arrivato in tutta 

Italia dove sicuramente verrà riseminato (come è stato espressamente dichiarato dagli acquirenti), 

anche se in quantità limitate e da agricoltori “dilettanti”. Come detto in precedenza, il mercato è in 

rapida crescita e verrà presto iscritto al Registro Nazionale delle Varietà da conservazione: a questo 

proposito la Regione Toscana dovrà sicuramente costituire una collezione, che sarà in situ, date le 

difficoltà nella conservazione dei bulbi e bulbilli. Non c’è stata innovazione varietale, per cui ancora 

non si hanno varietà competitive con quella locale (Tab. 2). 

http://www.aglione.it/
http://www.agliovaldichiana.net/
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Tabella 2: Fattori di rischio di estinzione della risorsa e modalità di valutazione (MIPAAF, 2013). Le frecce rosse indicano la 
situazione al 2015, le blu quella attuale 
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E’ con piacere che si può affermare che l’Aglione della Val di Chiana ha un rischio medio di erosione 

genetica, e, a causa del sempre maggiore interesse nei suoi confronti, diminuirà ancora in maniera 

sensibile. 

1.1.4 Varietà da conservazione 

Con la “Conversione in legge, con modificazioni, del decreto legge 15 febbraio 2007, n. 10, recante 

disposizioni volte a dare attuazione ad obblighi comunitari ed internazionali”, pubblicata nella Gaz-

zetta Ufficiale n. 84 dell’11 aprile 2007, fu precisato che per varietà da conservazione si intendono 

“le varietà, le popolazioni, gli ecotipi, i cloni e le cultivar di piante di interesse agricolo aventi le 

seguenti caratteristiche (almeno una):  

 autoctone e non autoctone, mai iscritte in altri registri nazionali, purché integratesi da almeno 

cinquanta anni negli agroecosistemi locali; 

 non più iscritte in alcun registro e minacciate da erosione genetica; 

 non più coltivate sul territorio nazionale e conservate presso orti botanici, istituti sperimentali, 

banche del germoplasma pubbliche o private e centri di ricerca, per le quali sussiste un inte-

resse economico, scientifico, culturale o paesaggistico a favorirne la reintroduzione 

La direttiva e conseguentemente la disciplina nazionale, definiscono le deroghe applicabili alla regi-

strazione delle varietà e alla commercializzazione delle sementi rispetto alle norme applicabili alle 

varietà convenzionali: la direttiva n. 145/2009 è stata recepita in Italia con il decreto legislativo n. 

267 del 30 dicembre 2010, che disciplina tra l’altro l’iscrizione al registro nazionale delle varietà da 

conservazione (Santamaria e Ronchi, 2016). 

Per quanto riguarda la registrazione, possono essere prese in considerazione prove non ufficiali e la 

descrizione può essere costituita da una lista di caratteri limitata, mentre l’omogeneità può essere 

inferiore a quella normalmente richiesta per l’iscrizione. 

Nel caso delle varietà da conservazione viene inoltre previsto che sia identificata la regione di origine 

della varietà come la/e località dove essa è coltivata tradizionalmente e alle cui condizioni sia natu-

ralmente adatta. Lì deve essere mantenuta e lì devono avvenire la produzione di sementi e la loro 

commercializzazione. 

Le sementi sono soggette a controllo a posteriori e devono soddisfare i requisiti previsti per le sementi 

standard. Il quantitativo di sementi che si può commercializzare è limitato e per ciascuna specie o 
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gruppo di specie è previsto un quantitativo massimo che fa riferimento al fabbisogno necessario per 

seminare una determinata superficie (Tab. 3): questo potrebbe essere un problema in un futuro non 

troppo lontano, risolvibile iscrivendo l’Aglione non più come varietà da conservazione, ma come 

varietà orticola standard. Al momento l’Aglione non è ancora iscritto al Registro nazionale, ma sono 

in corso prove ufficiali per la registrazione come varietà da conservazione. 

 

Tabella 3: Restrizioni quantitative alla commercializzazione di sementi di varietà da conservazione di cui all'art. 15 del D.L. 
30/12/2010, n.267 

1.1.4.1 Varietà locali 

La salvaguardia della biodiversità riveste oggi un’elevata importanza su scala mondiale. Parte della 

biodiversità agraria è rappresentata dalle varietà locali (landraces). Una varietà locale può essere 

definita come “una popolazione variabile, comunque ben identificabile e che usualmente ha un nome 

locale. Non è stata oggetto di un programma organizzato di miglioramento genetico, è caratterizzata 

da un adattamento specifico alle condizioni ambientali e di coltivazione di una determinata area ed è 

strettamente associata con gli usi, le conoscenze, le abitudini, i dialetti e le ricorrenze della popola-

zione umana che l’ha sviluppata e/o continua la sua coltivazione” (Negri, 2005; PGR SECURE, 

2012). In normativa, per le specie erbacee di interesse agrario, è stata introdotta per i Paesi della UE 

la Direttiva 98/95/CEE, che prevede la realizzazione della conservazione on farm e l’utilizzazione 

sostenibile delle risorse fitogenetiche, mediante la coltivazione e la commercializzazione di sementi 

coltivate in modo tradizionale e minacciate dall’erosione genetica. Tale normativa interessa tutte le 

risorse genetiche autoctone, definite dalle varie leggi regionali come specie, razze, varietà locali, cul-

tivar, popolazioni, ecotipi e cloni originari del territorio regionale, oppure di origine esterna, purché 

introdotte da almeno 50 anni ed integrate tradizionalmente nella sua agricoltura; sono comprese anche 

le varietà locali attualmente scomparse dal territorio regionale, ma conservate presso orti botanici o 

centri di ricerca presenti in altre Regioni o Paesi. 
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Tutte le Regioni hanno operato sulla salvaguardia delle risorse genetiche autoctone partendo dalle 

specifiche emergenze del proprio territorio, anche attraverso apposite leggi regionali. La Regione 

Umbria ha varato la Legge Regionale 4 settembre 2001, n. 25 “Tutela delle risorse genetiche autoc-

tone di interesse agrario”, che è entrata in vigore solo recentemente, mentre la Regione Toscana ha 

varato Legge Regionale n. 64 del 16 novembre 2004 per la Tutela e valorizzazione del patrimonio di 

razze e varietà locali di interesse agrario, zootecnico e forestale e sulla base della stessa ha indetto la 

“Rete di conservazione e sicurezza delle risorse genetiche di specie vegetali ai sensi della L.R. 

64/2004” secondo il Regolamento di attuazione LR 64/04, D.P.G.R. 1/03/2007, n° 12/R. Tutte le 

iniziative regionali hanno riguardato essenzialmente l’individuazione delle risorse, la loro caratteriz-

zazione morfologica e genetica, la loro conservazione e la loro valorizzazione. 

I registri regionali hanno un ruolo basilare nel sistema di tutela individuato dalle Regioni; in essi 

vengono iscritte le razze e le varietà locali, soprattutto quelle a rischio di estinzione. L’iscrizione ai 

registri avviene solo dopo la caratterizzazione della varietà locale sia dal punto di vista del legame 

con la cultura rurale locale e con la tradizione agraria del territorio, sia dal punto di vista morfologico 

e molecolare. 

 

1.1.5 Indicazioni geografiche UE 

A partire dal 1992, il Consiglio europeo ha adottato un quadro giuridico relativo alla prote-

zione delle indicazioni geografiche e delle denominazioni di origine dei prodotti agricoli e 

alimentari (regolamento CEE n. 2081/92) ed uno relativo alle specialità tradizionali garantite 

(regolamento CEE n. 2082/92). Tali prodotti beneficiano, dunque, di un sistema volontario di 

protezione che conferisce a produttori interessati la possibilità di proteggere determinate de-

nominazioni attraverso la loro registrazione e l’ottenimento dei relativi diritti.  

La volontà degli operatori di tutelare prodotti agricoli o alimentari identificabili in relazione 

all’origine geografica ha portato, fino ad oggi, alla registrazione di oltre 700 denominazioni 

di origine e indicazioni geografiche a livello comunitario  a cui vanno aggiunte le indicazioni 

geografiche per il vino e le bevande spiritose (agraria.org).  

L'Italia è il Paese europeo con il maggior numero di prodotti agroalimentari a denominazione 

di origine e a indicazione geografica riconosciuti dall'Unione europea  (294 pro-

dotti DOP,IGP,STG e 523 vini DOCG, DOC, IGT): ciò denota la grande qualità delle produ-
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zioni nostrane, in virtù del forte legame che lega le eccellenze agroalimentari italiane al pro-

prio territorio di origine. 

 

Il sistema delle Indicazioni Geografiche dell'Ue, infatti, favorisce il sistema produttivo e l'e-

conomia del territorio; tutela l'ambiente, perché il legame indissolubile con il territorio di 

origine esige la salvaguardia degli ecosistemi e della biodiversità; sostiene la coesione sociale 

dell'intera comunità. 

 

Allo stesso tempo, grazie alla certificazione comunitaria si danno maggiori garanzie ai con-

sumatori con un livello di tracciabilità e di sicurezza alimentare più elevato rispetto ad altri 

prodotti. 

1.1.5.1 DOP 

La denominazione di origine protetta, meglio nota con l'acronimo DOP 

(Fig. 11), è un marchio di tutela giuridica della denominazione che viene 

attribuito dall'Unione europea agli alimenti le cui peculiari caratteristiche 

qualitative dipendono essenzialmente o esclusivamente dal territorio in cui 

sono stati prodotti. 

L'ambiente geografico comprende sia fattori naturali (clima, caratteristiche ambientali), sia 

fattori umani (tecniche di produzione tramandate nel tempo, artigianalità,  savoir-faire) che, 

combinati insieme, consentono di ottenere un prodotto inimitabile al di fuori di una determi-

nata zona produttiva. 

Affinché un prodotto sia DOP, le fasi di produzione, trasformazione ed elaborazione devono 

avvenire in un'area geografica delimitata. Chi fa prodotti DOP deve attenersi alle rigide regole 

produttive stabilite nel disciplinare di produzione. Il rispetto di tali regole è garantito da uno 

specifico organismo di controllo (regolamento CE n. 510/2006). 

 

Per l’Aglione della Val di Chiana la DOP sarebbe la denominazione più appropriata, poiché 

questo vanta uno strettissimo legame con il territorio, alta qualità , unicità ed ogni fase del 

processo produttivo viene svolta all’interno della Val di Chiana stessa .  

Figura 11: il logo della DOP 

https://it.wikipedia.org/wiki/Unione_europea
https://it.wikipedia.org/wiki/Prodotti_alimentari_tipici
https://it.wikipedia.org/wiki/Prodotti_alimentari_tipici
https://it.wikipedia.org/wiki/Prodotti_alimentari_tipici
https://it.wikipedia.org/wiki/Clima
https://it.wikipedia.org/wiki/Area_geografica
https://it.wikipedia.org/wiki/Disciplinare_di_produzione
https://it.wikipedia.org/wiki/Organismo_di_controllo
https://it.wikipedia.org/wiki/Regolamento_dell%27Unione_Europea
https://it.wikipedia.org/wiki/File:Dop_it.gif
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1.1.3.5.2 IGP 

Il termine indicazione geografica protetta, meglio noto con l'acronimo IGP 

(Fig. 12), indica un marchio di origine che viene attribuito dall'Unione Eu-

ropea a quei prodotti agricoli e alimentari per i quali una determinata qua-

lità, la reputazione o un'altra caratteristica dipende dall'origine geografica, 

e la cui produzione, trasformazione e/o elaborazione avviene in un'area 

geografica determinata. 

Per ottenere la IGP quindi, almeno una fase del processo produttivo deve avvenire in una 

particolare area. Chi produce IGP deve attenersi alle rigide regole produttive stabilite nel  di-

sciplinare di produzione, e il rispetto di tali regole è garantito da uno specifico organismo di 

controllo (regolamento CE n. 510/2006). 

Si differenzia dalla più prestigiosa denominazione di origine protetta (DOP), quindi, per il 

suo essere generalmente un'etichetta maggiormente permissiva sulla sola provenienza delle 

materie prime (che se previsto dai singoli disciplinari possono essere sia di origine nazionale 

che di origine comunitaria o talvolta anche extra-comunitaria), in quanto tutela le ricette e 

alcuni processi produttivi caratterizzanti tipici del luogo ma non per forza l'origine del pro-

dotto nel suo intero complesso, se non quello della produzione finale. Ciò viene a volte con-

cesso principalmente perché una produzione di materie prime a livello locale o nazionale 

destinata a tale scopo potrebbe non essere sufficiente per soddisfare la richiesta del prodotto 

a livello globale, o perché alcuni ingredienti di origine estera vengono considerati più idonei 

per loro specifiche caratteristiche organolettiche che hanno un ruolo determinante nella riu-

scita finale del prodotto. 

1.1.6 Marcatori molecolari 

Un marcatore molecolare può essere definito come quel locus genomico, rilevabile con sonde (pro-

bes) o inneschi (primer) specifici che, in virtù della sua presenza, contraddistingue in modo caratte-

ristico ed inequivocabile il tratto cromosomico con il quale si identifica e le regioni che lo circondano 

alle estremità 5' e 3'. Questi marcatori, ereditati solitamente secondo schemi mendeliani, rilevano la 

diversità dovuta a mutazioni di regioni di DNA omologhe in individui diversi appartenenti alla stessa 

specie o a specie diverse. In particolare i polimorfismi genetici intraspecifici sono variazioni nelle 

sequenze di DNA presenti in una popolazione con una frequenza maggiore dell'1%. Quando la fre-

quenza è inferiore a tale valore arbitrario, si preferisce parlare di varianti genetiche rare, che in molti 

loci sono presenti in aggiunta ai polimorfismi.  

Figura 12: il logo 
dell'IGP 

https://it.wikipedia.org/wiki/Marchio#Marchio_di_origine_(Ue)
https://it.wikipedia.org/wiki/Unione_europea
https://it.wikipedia.org/wiki/Unione_europea
https://it.wikipedia.org/wiki/Prodotti_alimentari_tipici
https://it.wikipedia.org/wiki/Area_geografica
https://it.wikipedia.org/wiki/Area_geografica
https://it.wikipedia.org/wiki/Disciplinare_di_produzione
https://it.wikipedia.org/wiki/Disciplinare_di_produzione
https://it.wikipedia.org/wiki/Organismo_di_controllo
https://it.wikipedia.org/wiki/Organismo_di_controllo
https://it.wikipedia.org/wiki/Regolamento_dell%27Unione_Europea
https://it.wikipedia.org/wiki/Denominazione_di_origine_protetta
https://it.wikipedia.org/wiki/File:Igp1_it.gif
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Sono ad oggi fondamentali e universalmente riconosciuti come affidabili nella tracciabilità dei pro-

dotti alimentari: sono ritenuti più economici rispetto ad altre tecniche e possono essere utilizzati in 

qualsiasi momento della vita di un prodotto, anche con DNA degradato dalle varie trasformazioni a 

cui sono solitamente soggetti i prodotti agroalimentari (Rao e Leone, 2014). 

1.1.6.1 Vantaggi/svantaggi dei marcatori molecolari vs. descrittori morfo-fisiolo-

gici 

I marcatori molecolari si basano, come sopra indicato, sulla rilevazione di differenze (polimorfismi) 

nella sequenza nucleotidica del DNA che costituisce il patrimonio ereditario di ciascun individuo. 

Pertanto presentano diversi aspetti positivi: 

 non subiscono l’interferenza dell’ambiente di coltura; 

 possono interessare qualsiasi regione del genoma - trascritta o meno - e alcuni di essi consen-

tono di rilevare differenze anche tra individui geneticamente molto simili, non distinguibili 

fenotipicamente; 

 non presentano effetti epistatici o pleiotropici; 

 sfuggono all’inevitabile soggettività dell’operatore nel compiere i rilievi morfologici; 

 possono essere condotti in qualunque momento della vita della pianta (anche giovanissima e 

ben prima della sua entrata nella fase produttiva, che per le arboree può essere lunga) e in 

qualunque momento del ciclo vegetativo (anche durante il riposo invernale); 

 permettono di confrontare RGV conservate in luoghi e/o in tempi diversi, intervenendo dun-

que proficuamente, soprattutto nelle specie arboree, nell’accertamento di sinonimie/ omoni-

mie e nella definizione della corretta denominazione (true to type); 

 possono essere utilmente impiegati in caso di contestazioni anche di tipo legale, per l’indubbia 

oggettività e affidabilità; 

 le analisi sono automatizzabili. 

D’altra parte ad essi sono associate, però, delle problematiche di tre tipi: mentre alcuni sono codomi-

nanti, altri sono dominanti e non consentono la distinzione tra eterozigote ed omozigote, necessitano 

spesso di conoscenze preliminari delle sequenze di DNA ed hanno un costo elevato (Rao e Leone, 

2014). 

Il costo dell’uso dei marcatori molecolari - in particolare in relazione al rapporto costi/benefici - è di 

difficile quantificazione, perché estremamente variabile in relazione agli obiettivi dell’analisi, al tipo 
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e al numero di marcatori necessari, alla specie, alla dimensione del campione, al dettaglio desiderato. 

Tuttavia non sempre una descrizione morfologica è da considerarsi meno costosa, soprattutto quando 

deve esser condotta in osservazioni ripetute e su un elevato numero di campioni (MIPAAF, 2013). 

I descrittori morfologici non sono infatti validi per distinguere all'interno della specie Allium ampe-

loprasum, mentre lo sono tra GHG e Allium sativum L., poiché la forte interazione genotipo-ambiente 

porta ad una convergenza morfologica: è molto più facile discriminare i genotipi analizzando le na-

turali variazioni del DNA nelle sequenze ripetute del genoma nucleare (Guenaoui et al., 2012). Fi-

gliuolo e Di Stefano (2007) hanno mostrato come i RAPDs e specialmente le variazioni dell'ITS 

funzionino bene a livello intra-specifico: una sorgente fondamentale di informazioni sul genoma nu-

cleare delle piante è proprio questa regione, che include il gene per il 5.8S rRNA e due spaziatori 

interni ITS-1 e ITS-2. I polimorfismi di un singolo nucleotide nelle sequenze ITS solitamente funzio-

nano a livello intra-generico (Alvarez e Wendel, 2003; Baldwin, 1992; Baldwin et al., 1995), ma in 

A. ampeloprasum sono stati trovati SNPs anche all'interno della specie (Figliuolo e Di Stefano, 2007).  

Anche i marcatori biochimici, basati sulle differenze nella concentrazione di Selenio e polifenoli 

(Biagiotti et al., 2016) sembrano di difficile attuabilità e meno economicamente vantaggiosi rispetto 

a marcatori molecolari nella determinazione di specie o sub-specie mentre potrebbero chiarire meglio 

la provenienza geografica del prodotto. 

1.1.6.2 Sequenziamento comparativo del DNA 

Potenzialmente la tecnica più completa ma più laboriosa è il sequenziamento comparativo del DNA 

di loci specifici, anche se è stata grandemente aiutata dall'uso delle varie tecniche di PCR. Questa 

tecnica è stata usata per molti studi sull'evoluzione molecolare dell'aglio. Il confronto tra marcatori 

del DNA nucleare e quelli del cloroplasto in particolare, consente approfondimenti circa l'evoluzione 

reticolata e la speciazione ibridogenica comune nel genere Allium. Il terzo genoma (mitochondrial 

DNA – mtDNA) non è stato usato come marcatore per l'evoluzione molecolare: nelle piante, infatti, 

la sostituzione nucleotidica è più lenta che negli animali, dove l'mtDNA, al contrario, è stato spesso 

usato per questo genere di studi. Nelle piante l'mtDNA è incline a riarrangiamenti frequenti, che ren-

dono difficile l'interpretazione dei dati (Klaas e Friesen, 2002). 
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1.1.6.3 SCAR 

 

Su uno SNP, cioè un polimorfismo di un singolo nucleotide, si possono disegnare dei primer specifici 

ed ottenere così un marcatore SCAR (Sequence Characterized Amplified Region: regione amplificata 

e caratterizzata mediante sequenza), che è un marcatore locus-specifico. L’identificazione del marca-

tore SCAR in campioni di DNA estratto da piante diverse (ad esempio piante di una popolazione 

segregante, o da specie/subspecie diverse, come nel nostro caso) viene effettuato utilizzando due (o 

più) primer di almeno 18 paia di basi (bp), disegnati sulla sequenza ottenuta del precedente sequen-

ziamento (Fig. 13) e con il -3’ sul polimorfismo. Ciò che si ottiene è solitamente un amplicone spe-

cifico a seconda dei primer utilizzati (presenza/assenza e quindi dominante) o a più ampliconi con-

temporaneamente (codominante).  

 

Figure 13: In (a) un marcatore RAPD da cui è stato ricavato il marcatore SCAR (b). Da Park et al. 2007 

Essendo una tecnica basata sulla PCR, è molto solida, ripetibile, poco soggetta all’ambiente esterno, 

automatizzabile, di facile interpretazione e piuttosto economica, soprattutto se si evita di estrarre il 

DNA (PCR diretta) (Rao e Leone, 2014). 

 

1.1.6.4 CAPS 

I CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) o PCR-RFLP prevedono la digestione di un 

amplicone che contiene al suo interno uno SNP (Fig. 14). L’uso di un enzima di restrizione che rico-

nosce la sequenza in cui è situato lo SNP permetterà di distinguere le due varianti alleliche (in un 

caso l’enzima taglia l’amplicone mentre nell’altro no). Questo tipo di rilevazione di uno SNP è pos-

sibile il polimorfismo di sequenza è incluso in un sito di restrizione di un enzima (Lorenzetti et al., 

2018).  
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Figura 14: Sviluppo e funzionamento di un marcatore CAPS. Da https://warwick.ac.uk/ 
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2 SCOPO DELLA TESI 

Se nella precedente tesi era fondamentale riscoprire questo prodotto ed evitare che si perdesse, oggi 

è di vitale importanza tutelare l’Aglione della Val di Chiana. Questa coltura, conservata grazie all’in-

telligenza e alla cura di alcuni agricoltori, sembra essere una panacea per il territorio poiché è soste-

nibile al 100%, da vari punti di vista: 

 Sociale; è una coltura legata al territorio e alla tradizione 

 Ambientale; è una risorsa a rischio di erosione genetica, impatta poco sull’ambiente ed è una 

coltura da rinnovo, che si integra perfettamente nella rotazione e sostituisce colture più im-

pattanti come i cereali a paglia 

 Economica; è una coltura remunerativa a tutti i livelli, anche con scarsa meccanizzazione 

Oltre a ciò è un prodotto che offre notevoli benefici alla salute. Per tutte queste ragioni, per il marke-

ting che è stato fatto dai singoli agricoltori e dalle associazioni di produttori e dalla ricerca svolta 

presso le Università, è arrivato a godere di una certa fama ormai in tutta Italia e anche in qualche altra 

parte del mondo (Olanda, Francia, Germania, USA, Cina, Giappone). 

È noto che dove c’è redditività ci sia la volontà di frodare: tanti producono o produrranno nei prossimi 

anni l’Aglione della Val di Chiana fuori zona o addirittura altri tipi di agli spacciandoli per Aglione 

della Val di Chiana sia come prodotto fresco che come sughi e prodotti trasformati. È utile ricordare 

che i costi di produzione dell’aglio comune sono 4-6 volte inferiori rispetto all’Aglione 

(www.aglione.it). A ciò va aggiunto che il materiale utilizzato in cucina è proprio l’organo di ripro-

duzione, che quindi non si può tenere lontano dal mercato: ognuno può piantare i bulbilli e riprodurlo. 

In tal senso questa Tesi vuole cercare di fermare sul nascere i tentativi di frode, che andrebbero ad 

impoverire, sia in senso economico diretto che come immagine, il territorio e gli agricoltori della Val 

di Chiana. La metodologia più idonea, come affermato nell’introduzione, sono senza dubbio i mar-

catori molecolari, che permetteranno la rintracciabilità della filiera anche sui prodotti trasformati che 

sarebbero difficilmente sondabili in altri modi, soprattutto a parità di costi. 

Gli strumenti sviluppati in questa tesi dovranno necessariamente essere affiancati da controlli della 

filiera, svolti a più livelli da un Consorzio di produttori o da un’associazione di produttori e regolati 

da idonei disciplinari di produzione (già presenti peraltro, ma ancora non applicati).  La speranza 

ultima è che ciò porti ad un riconoscimento ufficiale della denominazione di origine da parte 

dell’Unione Europea. 
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L’altro scopo di questa tesi, propedeuticamente al precedente, è di valutare anche dal punto di vista 

genetico la variabilità con altri “aglioni” provenienti dal resto del mondo, per capire se e quanto ef-

fettivamente l’aglione sia un prodotto unico (è infatti dato per certo che non esistano varietà simili né 

in Italia né in Europa). Oltre ad una caratterizzazione morfologica, mancata per motivi pratici che 

andremo a descrivere in seguito, la caratterizzazione genetica sembra lo strumento migliore per rag-

giungere questo obiettivo.  
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3. MATERIALI E METODI 

3.1 Materiale genetico di partenza 

Il materiale vegetale proviene da diverse fonti: dalla precedente tesi, con le varie accessioni raccolte 

personalmente in Val di Chiana (Terzaroli, 2015), dalla banca del germoplasma IPK di Gatersbelen 

e da alcuni agricoltori della zona, che hanno reperito per proprio conto il materiale accompagnandolo 

con la documentazione (Tab. 3). Alcune delle sequenze presenti nell’allineamento sono state ottenute 

attraverso la funzione blast dal sito ncbi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). 

I campioni elencati in tabella 3, eccetto gli ultimi sei, sono stati seminati in vasi di plastica nella serra 

del DSA3. L’emergenza è stata praticamente assente: ciò ha impedito di valutare morfologicamente 

il materiale e di estrarre il DNA dalle foglie. 

  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/


- 35 - 
 

Tabella 3: Lista dei campioni presenti nella presente tesi 

Campione Presunta Specie Provenienza Fornitore 

ALL 1354 “Himalayan Red” Allium ampeloprasum 

sub. Ampeloprasum – 

GHG group 

USA IPK 

ALL 1355 “Elephant” Allium ampeloprasum 

sub. Ampeloprasum – 

GHG group 

USA IPK 

ALL 1639 Allium ampeloprasum 

sub. Ampeloprasum – 

GHG group 

Spagna IPK 

ALL 1755 “Carentan” Allium ampeloprasum 

sub. Ampeloprasum – 

Leek group 

Germania IPK 

ALL 1810 “Ajo Castellano” Allium ampeloprasum 

sub. Ampeloprasum – 

GHG group 

Spagna IPK 

ALL 1898 “Ajo poro” Allium ampeloprasum 

sub. Ampeloprasum – 

GHG group 

Messico IPK 

ALL 1905  Allium ampeloprasum 

sub. Ampeloprasum – 

Leek group 

Albania IPK 

01.012481 Allium ampeloprasum 

sub. babingtonii 

UK UK Vegetable SeedBank 

(Warwick) 

AGLIONE Allium ampeloprasum 

sub. holmense 

Sinalunga (IT) Sig. Citterio Carlo 

Amorosa Allium spp. Sinalunga (IT) Sig. Citterio Carlo 

18.10.1 A/B Allium spp. Scrofiano (IT) Sig. Citterio Carlo 

18.10.2 A/B Allium spp. Sinalunga (IT) Sig. Citterio Carlo 

18.10.3 A/B  Allium spp. Spagna Sig. Citterio Carlo 

AGLIONE Allium ampeloprasum 

var. holmense 

Chianciano Terme 

(IT) 

Sig. Pinzi Giancarlo 

AGLIO bianco di Voghiera DOP Allium sativum Voghiera (IT) Soc.Agr.Mazzoni 

Sugo all’aglione Allium spp. Cortona (IT) Az. Agr. Checconi Massimo 
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3.2 Estrazione del DNA genomico 

I tessuti vegetali, cioè i bulbilli, sono stati grindati, in presenza di azoto liquido usando pestello e 

mortaio in ceramica. Il materiale finemente polverizzato è stato successivamente trasferito in un tubo 

da microcentrifuga e posto in azoto liquido. Su tutti i campioni utilizzati il DNA genomico totale è 

stato estratto mediante l’impiego del GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma) secondo 

le specifiche del fornitore. Il DNA estratto è stato quantificato mediante spettrofotometro (Nano-

Drop® - Thermo Scientific) e sottoposto ad elettroforesi su gel di agarosio per verificarne la qualità 

e l’integrità. Le sospensioni di DNA purificato sono state quindi mantenute in congelatore a -20 °C 

sino a nuovo utilizzo. Per la prova dei primer l’estrazione è stata evitata grazie al Kit Phire (Thermo) 

per la PCR diretta da tessuto. 

 

3.3 Amplificazione delle sequenze 

Inizialmente il DNA di tutti i genotipi è stato amplificato tramite i primer universali ITS4 (5'-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') e ITS5 (5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3').  La rea-

zione di amplificazione è stata condotta in un volume totale di 25 μl così composto: 2,5 μl di buffer, 

1 μl di dNTPs, 1 μl di primer forward, 1 μl di primer reverse, 1,6 μl di MgCl2, 0,2 μl di Taq polimerasi 

e 16,7 μl di H2O più 1 μl di DNA. Per le amplificazioni è stato utilizzato il termociclatore SimpliAmp 

Thermal cycler (Applied Biosystems), impostato in modo da avere il seguente profilo termico: dena-

turazione a 95°C per 1’ seguita da 35 cicli composti da 95°C per 30’’, 58°C per 30’’, 72°C per 1’ e 

terminante con un ciclo di 72°C per 10’ e poi a 4°C. Dieci μl della miscela di reazione insieme a 2 μl 

di colorante Loading Dye sono stati separati su gel di agarosio (concentrazione 1,5%) e visualizzati 

mediante colorazione con bromuro di etidio. 

 

3.4 Purificazione dei prodotti di PCR per il sequenziamento 

La purificazione dei prodotti di PCR è stata effettuata allo scopo di eliminare primer in eccesso, 

dNTPs non incorporati, buffer ed eventuali prodotti secondari rimasti in soluzione. Tutti questi pro-

dotti, in particolar modo primer e dNTPs, quando si trovano in eccesso disturbano la reazione di 

sequenziamento, effettuata successivamente, dando pessimi risultati. Pertanto è stata necessaria una 

purificazione effettuata il kit ExoSAP-IT (GE Healthcare).  

Il protocollo ExoSAP-IT prevede una reazione enzimatica che utilizza in particolar modo due enzimi: 
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 Esonucleasi I (Exo) 

 Fosfatasi alcalina (Shrimp Alkalin Phosphatase - SAP) 

Questi degradano rispettivamente i primer e i dNTP, ma non rimuovono sali o altri prodotti secondari 

della PCR. 

Di seguito è riportato il protocollo ExoSAP-IT di purificazione dei pPCR: 

 Aggiungere 0,3 μl della mix Exo-SAP al campione contenente i pPCR riamplificati; 

 Vortexare accuratamente le miscele di reazione; 

 Inserire le provette in un termociclatore ed eseguire il ciclo descritto: 1 ciclo a 37,0°C per 30' 

e 1 ciclo a 80,0°C per 15'; 

 I campioni così trattati sono pronti ad essere sottoposti a reazione di sequenza. 

 

3.5 Quantificazione dei prodotti di PCR 

Per utilizzare la giusta quantità di DNA per la successiva reazione di sequenza, il prodotto di PCR 

purificato è stato quantificato grazie all’uso del marker GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas). È 

stato necessario confrontare l’intensità della banda di DNA relativa al prodotto di PCR purificato, 

con l’intensità delle bande a PM e quantità (ng) note del marker. La concentrazione del DNA viene 

espressa in ng/μl. Per poter calcolare la concentrazione iniziale del campione è stata necessaria l’ap-

plicazione della formula seguente: 

 

dove al denominatore si hanno i μl di pPCR purificati caricati per l’elettroforesi, dopo la purifica-

zione. Sapendo che per il sequenziamento sono necessari 1-2 ng di DNA ogni 100 bp, e cono-

scendo la lunghezza delle regioni amplificate, tutto ciò ha permesso di calcolare la quantità di 

campione necessaria (in μl) da aggiungere alla reazione di sequenza. 

3.6 Reazione di sequenza  
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Per la reazione di sequenziamento è stato usato il kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosy-

stems). La mix per la reazione è riportata in tabella 3. 

 

Al volume della mix di 4 μl sono stati aggiunti 6 μl di pPCR da sequenziare. Il ciclo della reazione è 

descritto nella tabella 4. 

 

I prodotti della reazione di sequenza devono essere purificati prima di essere caricati nel sequenzia-

tore, al fine di evitare errori di lettura dei nucleotidi per la presenza di BigDye non inclusi e primer, 

che potrebbero interferire con l’elettroforesi. Pertanto è stata necessaria la purificazione dei prodotti 

di sequenza utilizzando il BigDye XterminatorTM Purification Kit (Applied Biosystems). 

Sono stati prelevati 6 μl dei 10 μl totali di prodotto di sequenza per ogni campione, ai quali sono stati 

aggiunti 10 μl di BigDye XterminatorTM solution e 45 μl di SAMTM solution, per un volume totale di 

55 μl. 

Una volta preparata la mix per la purificazione è stato necessario attendere 30 minuti, vortexando 

ogni 5 minuti, per risospendere il BigDye Xterminator, che essendo molto denso tende a precipitare. 

A questo punto i campioni sono stati inseriti nel sequenziatore capillare ed è stata così avviata la corsa 

elettroforetica. 

3.7 Assemblaggio delle sequenze 

Tutte le sequenze sono state verificate, controllate tramite il programma Chromas e successivamente 

assemblate, allineate ed analizzate da un punto di vista filogenetico con il programma Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis version 7.0.21 (MEGA7).  

Tabella 4: Mix per la reazione di sequenza 

Tabella 5: Ciclo della reazione di sequenza 
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Per ogni campione abbiamo infatti assemblato le due sequenze nucleotidiche (forward e reverse), 

derivanti dagli elettroferogrammi, per la formazione di un’unica sequenza contigua, detta “contig”, 

la quale è stata salvata in un file testo (in direzione 5’-3’), per poi essere inserita nell’allineamento, 

effettuato successivamente. 

Tutte le sequenze nucleotidiche di ITS corrispondenti alle specie di Allium sono state scaricate dalla 

banca dati GenBank, nel sito NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Successivamente, il programma 

MEGA7 ha permesso l’allineamento multiplo sia delle sequenze scaricate dal web sia delle sequenze 

relative ai campioni prelevati nelle aziende, precedentemente controllate e assemblate. 

 

3.8 Alberi filogenetici 

Una volta ottenuto l’allineamento multiplo (contenente le sequenze delle specie di Allium più le se-

quenze dei campioni), grazie ancora al software MEGA7, è stato possibile ricavare, direttamente 

dall’allineamento, un albero filogenetico, impostando i parametri che consentono di calcolare la re-

lazione genetica migliore (opzione “Find Best DNA/Protein Models). Nel nostro caso tali parametri 

erano Tamura-Nei + G (Gamma distribution) + I (Invariant sites = un certo numero di siti è evoluti-

vamente invariabile) con il metodo statistico di Maximum Likelihood (Tab. 6).  



- 40 - 
 

 

Tabella 6: Tabella Best Method (MEGA 7). NOTA: I modelli con il punteggio per il BIC (Bayesian Information Criterion) più bassi sono 

stati ritenuti i migliori per descrivere il pattern di sostituzione. Per ogni modello sono presentati il valore AICc (Akaike Information 

Criterion, corretto), il valore di Maximum Likelihood (lnL), e il numero di parametri (inclusa la lunghezza dei bracci). I tassi evoluzio-

nistici e di non-uniformità tra i siti possono essere modellati usando una distribuzione Gamma discreta (+G) con 5 categorie e assu-

mendo che una certa frazione di siti sono evolutivamente invariabili (+I). I valori, stimati o assunti, di transizione (trasversione (R) 

sono mostrati per ogni modello. Essi sono seguiti dalle frequenze nucleotidiche (f) e dai tassi di sostituzione delle basi (r) per ogni 

coppia nucleotidica. 

 

 

3.9 Progettazione dei primer 

La progettazione dei primer è stata fatta sull’allineamento ottenuto grazie a MEGA 7, andando a 

disegnare manualmente i primer con il 3’ sugli SNPs capaci di discriminare l’Aglione (e altri Allium 

ampeloprasum sub. Ampeloprasum e holmense) dall’aglio comune Allium sativum. I primer così di-

segnati sono stati inseriti nell’apposita query sull’interfaccia web di Primer 3 (http://primer3.ut.ee/) 

al fine di controllare una serie di parametri (Fig. 15) relativi a: 

 complementarietà tra forward e reverse,  

 contenuto in GC, 

 temperatura di melting, 

 probabilità di formare loop  

in modo da evitare problemi durante la PCR e garantire una corretta amplificazione. 

http://primer3.ut.ee/
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3.10 Validazione dei primer 

La validazione dei primer è avvenuta tramite PCR a cui è seguita elettroforesi su gel d’agarosio. La 

reazione è avvenuta con il Kit Phire (Thermo) in un volume totale di 25 μl, con 12,5 μl di buffer, 1 

μl di primer FOR, 1 μl di primer REV, 0,5 μl di PhireTaq e 10 μl di acqua ultrapura in cui è stato 

inserito tramite puntali sterili il materiale vegetale dai bulbi. Per l’amplificazione è stato utilizzato il 

SimpliAmp Thermal cycler (Applied Biosystems), impostato in modo da ottimizzare l’appaiamento 

dei primer, come al capitolo 4.2. 

 

3.11 Digestione enzimatica 

Dopo l’amplificazione con la coppia di primer universali ITS4/ITS5 si è proceduto alla digestione 

enzimatica con lo stesso enzima (MspI) di due ditte differenti:  

- New England Biolabs, la cui mix per ogni campione è stata 0,5 μl di enzima, 2,5 μl 

di CutSmart® Buffer, 12 μl di pPCR e 10 μl di acqua ultrapura; 

- Thermo Fisher Scientific, la cui mix per ogni campione è stata 1,0 μl di enzima, 2,5 μl di 

Anza™ 10x Red Buffer, 12 μl di pPCR e μl di acqua ultrapura. 

Per entrambi, la digestione è avvenuta nel SimpliAmp Thermal cycler (Applied Biosystems) a 37 °C 

per 15 minuti e poi a 4 °C. 

I risultati sono stati poi visualizzati con elettroforesi su gel d’agarosio. 

  

  

Figura 15: L'output di una delle coppie di primers in esame. Da Primer3 

https://www.neb.com/products/restriction-endonucleases/hf-nicking-master-mix-time-saver-other/restriction-endonucleases/cutsmart
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4 RISULTATI E DISCUSSIONE 

4.1 Analisi bioinformatiche 

Come precedentemente descritto, a partire dall’allineamento delle sequenze si è proceduto calcolando 

il Best Method che nel nostro caso è risultato essere Tamura-Nei + G (Gamma distribution) + I con 

il metodo statistico di Maximum Likelihood (Tamura e Nei, 1993), con cui abbiamo potuto costruire 

l’albero in Figura 16.   

Il bootstrap utilizzato per produrre l’albero è stato 1000 e rappresenta la storia evolutiva dei taxa 

analizzati (Felsenstein, 1985). Le branche corrispondenti a partizioni riprodotte dal bootstrap meno 

di 500 volte (50%) sono collassate. La percentuale di alberi replicati in cui i taxa associati hanno 

clusterizzato insieme nel test bootstrap si può vedere vicino al nodo. L’albero iniziale per la ricerca 

euristica è stato ottenuto automaticamente applicando gli algoritmi Neighbor-Join e BioNJ a una ma-

trice di distanze di coppia stimata usando il metodo della Maximum Composite Likelihood (MCL), 

e selezionando poi la topologia con il valore del log likelihood più alto. La Gamma distribution di-

screta è stata utilizzata per modellare le differenze nel tasso di evoluzione tra siti (5 categorie (+G, 

parameter = 0.3326)). La variazione del tasso ha permesso ad alcuni siti di rimanere evolutivamente 

invariabili ([+I], 39.6194% dei siti). L’analisi ha coinvolto 26 sequenze nucleotidiche, lunghe 578 

nucleotidi nel dataset finale. Le analisi evolutive sono state condotte con MEGA7 (Kumar et al., 

2016).  
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L’albero non è radicato, cioè non si conosce l’ancestrale tra i taxa in esame. E’ interessante notare che cloni diversi, 1302, 1307, 1310, appartenenti 

alla stessa accessione (IPK ALL 1355) finiscano in branche diverse. Lo stesso discorso sembra valido per la varietà babingtonii che non è nella stessa 

branca del campione 012481, che ricordiamo essere un’accessione di Allium ampeloprasum subsp. babingtonii proveniente dalla banca del germo-

plasma di Warwick (UK). L’Aglione della Val di Chiana (1-2B, Aglione, Amorosa) invece non ha clusterizzato, in maniera simile ai Great Headed 

Gralic (GHG).  

Tale analisi risulta insufficiente a discriminare le accessioni dal punto di vista genetico. Ciò è probabilmente dovuto al fatto che non esistono reali 

differenze a livello di ITS, che è ripetuto in troppe copie nel genoma.  

  

Figura 16: Albero filogenetico prodotto con il metodo Maximum Likelihood (MEGA 7) 
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4.2 Efficacia primer 

Per la discriminazione della specie si è inizialmente provato con i primer AGLIO_FOR (5’- GCT-

CATACCCGACGAGTACTAC – 3’), AGLIO_REV (5’ – CGACAATCACTTAAACCTACCA – 

3’), AGLIONE_FOR (5’ – CGAGTACTATGTGTTTGTGCTG – 3’) e AGLIONE_REV (5’ – 

CGACAATCACTTAAACCTACCG – 3’), disegnati dal sottoscritto grazie al software Primer3 

(http://primer3.ut.ee/).  

Si sono dimostrati entrambi inefficaci poiché la coppia AGLIONE FOR/REV non amplificava, men-

tre AGLIO FOR/REV amplificava sia aglio che aglione (Fig. 17). La temperatura di annealing utiliz-

zata per la prima prova è stata di 57 °C per entrambi, quando la temperatura di melting dichiarata da 

Sigma-Aldrich era di alcuni gradi superiore (Fig. 18). 

 

Figura 17: Prova delle prime due coppie di primer. Nelle corsie da sx a dx: aglio, aglione, controllo negativo, ladder (con primer AGLIO), 
dopo si ripete ma con primer AGLIONE 

 

Figura 18: Temperatura di melting della prime due coppie di primer, dal technical datasheet di Sigma-Aldrich 

La prova è stata ripetuta con diversa temperatura di annealing: 

- Per AGLIO FOR/REV a 59 °C per cercare di discriminare maggiormente, evitando appaia-

menti aspecifici 

- Per AGLIONE FOR/REV a 50 °C per cercare di ottenere amplificazione (Fig.19) 

 

 

 AGLIO    AGLIONE    CN      LADDER   AGLIO  AGLIONE     CN       LADDER 

http://primer3.ut.ee/
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Figura 19: a sx i primer AGLIO (59°C), a dx i primer AGLIONE (50°C) 

Scartate queste due prime coppie di primer, sono state disegnate sull’allineamento di MEGA 7  altre 

3 coppie di primer, di cui AGLIO1 FOR/REV specifici per l’aglio, AGLIONE1 FOR/REV specifici 

per l’aglione, ALLIUM FOR/REV universali per tutti gli Allium, da combinare anche con un 

FOR/REV delle altre due coppie (Tab. 7). La specificità è stata ottenuta mettendo il polimorfismo 

all’estremità -3’ del primer (Fig. 20) 

 

 

Figura 20: Particolare dell'allineamento della sequenza ITS per diverse specie di aglio (MEGA 7): la freccia nera indica il primer FOR 
che termina con il 3' su uno SNP che permette di distinguere tra aglio e aglione 

 

 

Tabella 7: Caratteristiche dei primer utilizzati 

Primer Sequenza 5’-3’ T° Melting GC % 

AGLIO1 FOR CTTTGTGCTATTCTAGCGAGCA 63,3 45,4 
AGLIO1 REV CAAAATGCACTCGTCSCAT 58,8 42,1 

AGLIONE1 FOR CTTTGTGCTATTCTAGCGAGCG 64,9 50 

AGLIONE1 REV  CAAAACGGACTCGTCSCAC 62,2 52,6 

  AGLIO         AGLIONE           CN           LADDER     AGLIO          AGLIONE        CN         LADDER 
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ALLIUM FOR CCGTGAACCATCGAGTCTTT 64,0 50 

ALLIUM REV TCGCATATAACTGGCAACGA 64,1 45 

 

Gli ampliconi ottenuti hanno la seguente lunghezza (Primer3): 

- 230 bp per AGLIO1 FOR/REV 

- 230 bp per AGLIONE1 FOR/REV (Fig. 21) 

- 313 bp per AGLIONE1 FOR/ ALLIUM REV 

- 120 bp per ALLIUM FOR/ AGLIONE1 REV 

 

Figura 21: la coppia AGLIONE1 FOR/REV. Da Primer3 
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La prima prova è stata eseguita con il seguente profilo termico per tutte le 4 coppie: 95 °C x 5 minuti, 

35 cicli con 95°C x 30 secondi, 58 °C x 30 secondi, 72°C x 1 minuto, infine 72°C x 7 minuti e a 4°C. 

La coppia AGLIONE1 FOR/REV sembrava dare risultati molto interessanti, mentre le altre coppie 

amplificavano tutto (Fig. 22 e 23). Si può notare che il peso molecolare delle bande è corretto per 

tutte le coppie e che il primer AGLIONE REV crea sempre degli aspecifici di maggior peso moleco-

lare ne campioni 18.10.1A e 18.10.2A, gli agli selvatici di origine spagnola. 

 

Figura 23: A Sx la coppia AGLIONE1 FOR/REV, a Dx la coppia AGLIO1 FOR/REV: molto probabilmente il campione AGLIO non è stato 
amplificato per l’eccesso di materiale vegetale durante la PCR diretta 

 

 

Per aumentare la specificità delle 3 coppie che avrebbero dovuto amplificare solo l’aglione si è pro-

vato ad aumentare la temperatura di annealing a 61°C, senza ottenere alcun miglioramento, mentre 

per la coppia AGLIO1 FOR/REV si è ripetuta la PCR a 58°C (Fig. 24). 

 

AGLIO AGLIONE  18.10.1A 18.10.2A   CN          L         AGLIO AGLIONE 18.10.1A 18.10.2A  CN        L 

230 bp 

Figura 22: A Sx la coppia AGLIONE FOR/ALLIUM REV, a Dx la coppia ALLIUM FOR/AGLIONE REV 

AGLIO     AGLIONE  18.10.1A   18.10.2A         CN              L         AGLIO      AGLIONE 18.10.1A 18.10.2A      CN              L 

AGLIO AGLIONE 1A         CN       AGLIO   AGLIONE   1A          CN            L     AGLIO   AGLIONE    1A         CN       AGLIO   AGLIONE    1A          CN             

Figure 24: Da Sx a Dx le coppie AGLIO1 F/R, AGLIONE1 F/R, ALLIUM F/AGLIONE1R, AGLIONE1 F/ ALLIUM R 
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Le coppie AGLIO1 FOR/REV e AGLIONE 1 FOR/REV sono state testate a temperature di annealing 

ancora più alte (66° e 69 °C), senza ottenere più amplificazione per la coppia AGLIO1 FOR/REV 

(Fig. 25).  

 

A questo punto si è deciso di riprovare solamente la coppia AGLIONE1 FOR/REV a diverse tempe-

rature di annealing, per capire se effettivamente fosse capace di amplificare solamente l’aglione e 

non l’aglio: prima a 64 e 66° C (Fig. 26) e poi a 66, 67 e 68°C (Fig. 27). 

 

AGLIO AGLIONE   1A       CN       AGLIO AGLIONE   1A        CN          L      AGLIO   AGLIONE    1A       CN    AGLIO AGLIONE  1A    CN             

  AGLIO1 FOR/REV               AGLIONE1 FOR/REV                       AGLIO1 FOR/REV             AGLIONE1 FOR/REV 

 

AGLIO    AGLIONE       1A              ---              CN               L          AGLIO      AGLIONE       1A            ---               CN               L      

AGLIO AGLIONE  SUGO      1A           CN          L      AGLIO AGLIONE  SUGO     1A         CN          L      AGLIO AGLIONE SUGO     1A      CN  

Figura 27: La coppia AGLIONE1 FOR/REV, a Sx con T annealing = 66°C, al centro con T annealing = 67°C, a Dx con T annealing = 68 °C 

Figura 255: A Sx T annealing = 66°C, a destra T annealing =69°C 

Figura 26: La coppia AGLIONE1 FOR/REV, a Sx con T annealing = 64°C, a Dx con T annealing = 66°C 
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4.3 Efficacia marcatore CAPS 

Vista la difficoltà di riuscire a discriminare tra le due specie vegetali tramite marcatore di tipo SCAR, 

cioè grazie a primer specie-specifici disegnati con l’estremità -3’ su di un polimorfismo, si è provato 

a ricorrere ad enzimi di restrizione che tagliassero sul sito polimorfico (Fig. 28). Il polimorfismo in 

questione si trova in posizione 493-497 dell’allineamento completo. 

Dopo amplificazione con i primer universali ITS4 e ITS5 (Fig. 29), l’amplicone è stato digerito per 

15 minuti a 37°C con l’enzima MspI  (Fig. 30) di due aziende differenti (New England Biolabs e 

Thermo Fisher Scientific), con le seguenti mix per ciascun campione (Tabelle 8 e 9). 

 

 

 

Tabella 8 e 9: Mix per la digestione enzimatica  

 

 New England Biolabs Quantità in μl  

MspI 0,5   

Buffer 2,5  

pPCR 12  

H20 UP 10  

Totale 25  

Thermo Fisher Scientific Quantità in μl  

MspI 1,0  

Red Buffer 2,5  

pPCR 12  

H20 UP 9,5  

Totale 25  

Figura 28: La sequenza riconosciuta dai MspI in giallo e in nero il taglio, che lascia estremità sticky. Nella riga in alto la sequenza è 
di aglio (Allium sativum), in basso di Aglione 

Figura 29: PCR con primer ITS 4 e 5. Da sx a dx: Ladder, Aglio, Aglione, 18.10.1°, controllo 
negativo, Ladder 
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Come si vede dalla Figura 28, l’enzima avrebbe dovuto tagliare solamente l’aglione, lasciando intatto 

l’amplicone dell’aglio: qui si ottengono diversi tagli non previsti sia su aglio che sul campione 

18.10.1A (aglio selvatico), che non dovrebbero esserci, mentre su aglione il risultato della PCR non 

è stato abbastanza da risultare visibile dopo la digestione enzimatica. 

 

  

Figura 30: Digestione con MspI prodotto a sx da Thermo Fisher Scientific, a dx da New England Biolabs26 

Aglio           Aglione      18.10.1A      Ladder        Aglio       Aglione      18.10.1A  Ladder  
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5 DISCUSSIONE 

Come si è visto nei paragrafi precedenti, né l’enzima di restrizione né i primer si sono dimostrati 

capaci di discriminare tra aglio e Aglione della Val di Chiana, mentre un parziale risultato c’è stato 

tra Aglione e aglio selvatico spagnolo (campioni 18.10.1A e 18.10.2A) che hanno dato un diverso 

profilo di amplificazione con la coppia di primer AGLIONE1 FOR/REV.  

Questa incapacità di discriminare può dipendere dalla bontà del sequenziamento, che però risulta 

perfettamente identico alle sequenze già online (www.ncbi.com): la sequenza saggiata non è quindi 

abbastanza lunga e informativa per poter discriminare specie così vicine (l’albero filogenetico ha due 

sole branche e entrambe poco significative), o per discriminare tra aglio e Aglione, tantomeno da 

substrati complessi come sughi o prodotti trasformati, in cui il DNA è solitamente danneggiato. 

Si ritiene che marcatori singolo locus high-troughput basati su NGS potrebbero individuare differenze 

su cui costruire un albero filogenetico più preciso e su cui costituire poi una metodologia facile da 

ripetere, a basso costo e pertanto adatta ad analisi di routine, sperando che nel frattempo l’Aglione 

riscuota sempre il medesimo successo. 

Al momento attuale è possibile discriminare tra le diverse specie (e raramente sottospecie) solamente 

attraverso amplificazione con i primer universali ITS4 e ITS5 e sequenziamento Sanger dell’ampli-

cone ottenuto. 

  

http://www.ncbi.com/
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