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La qualita dei prodotti vegetali
si ottiene in campo.

Ma deve essere conservata e
migliorata durante la raccolta e il
post-raccolta
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Gli agenti di malattie che colpiscono i prodotti e le derrate
alimentari sono principalmente funghi e batteri.

Le alterazioni parassitarie postraccolta sono causate soprattutto da funghi
Ascomiceti (ad es. Monilinia spp.. Sclerotinia spp.), da Zigomiceti (ad es.
Rhizopus spp. e Mucor spp.) e da Deuteromiceti o funghi imperfetti (ad es.
Monilia spp., Botrytis spp.. Penicillium spp., Alternaria spp., Fusarium spp.,) e,
in minore misura, da Oomiceti (ad es. Phvtophthora spp.), da Basidiomiceti e
da alcune specie batteriche. | microrganismi menzionati sono
prevalentemente parassiti, ma in particolari circostanze, possono comportarsi
da saprofiti. Alcuni di essi, inoltre, possono agire singolarmente,
simultaneamente o in sequenza sullo stesso ospite.
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La diagnosi di agenti fitopatogeni di specie di interesse agrario e
considerata uno strumento di fondamentale importanza per lo
sviluppo di strategie di controllo e lotta. Nel corso degli anni si e
assistito a profondi e rapidi cambiamenti delle procedure e delle
tecniche che sono alla base della diagnostica fitopatologica.

Sino agli ultimi decenni del secolo scorso, la diagnosi fitopatologica
poteva a pieno titolo essere considerata come un’arte, appresa ed
esercitata presso le Universita o Centri di Ricerca specializzati, basata
essenzialmente sull’'osservazione macroscopica e microscopica dei
sintomi e sul riconoscimento su base morfologica o biochimica
dell’agente/i causale/i.

Fondazione I'TS - Tstituto Tecnico Superiore Area “Nuove Tecnologie per il Made in Taly Sisterna Alimentare - Setiore Produgoni Agroalimentan™ % kP
Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola”




Metodi tradizionali

e|la camera umida, un contenitore sterile in vetro o plastica (capsula Petri), nel quale
viene creato artificialmente un ambiente saturo di umidita. In essa si pone il campione
da analizzare, precedentemente lavato e leggermente disinfettato. In questo modo si
favorisce la comparsa e la crescita di eventuali patogeni e il loro riconoscimento.

e|'isolamento su piastra, una tecnica di laboratorio utilizzata per la ricerca di funghi o
di batteri.

 Quando si ricercano funghi, dal campione lavato e disinfettato esternamente, si
prelevano pezzetti di tessuto e si pongono sul substrato nutritivo artificiale
contenuto in capsule Petri. Tale substrato consente la crescita e la fruttificazione di
eventuali patogeni presenti nei tessuti vegetali, che potranno essere identificati
mediante |'analisi al microscopio delle caratteristiche degli organi riproduttivi.

 Quando si ricercano batteri, dal campione si prelevano parti di tessuto vegetale
che vengono opportunamente macerate, diluite e seminate su capsule Petri
contenenti terreni nutritivi. Si procede quindi al riconoscimento mediante test e
prove fisiologiche specifiche.
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Metodi innovativi

e Accanto alle metodologie piu tradizionali che ancora oggi consentono lo studio e la
scoperta di nuove malattie e dei loro relativi agenti eziologici mediante
metodologie diagnostiche dirette, si & di recente assistito allo sviluppo di tecniche
diagnostiche indirette, che mirano cioe all'individuazione ed identificazione di
alcuni componenti biochimici dei patogeni stessi, quali gli acidi nucleici, i
componenti proteici e quelli lipidici. L'utilizzo di tali tecniche, che si affiancano ed
in parte sostituiscono le piu convenzionali, hanno permesso di risolvere alcune
limitazioni delle tecniche tradizionali.

* | metodi diagnostici innovativi utilizzati o utilizzabili nella diagnosi fitopatologica
possono essere suddivisi in:

* a) metodi immunoenzimatici (o sierologici), che si basano sul riconoscimento dei
componenti proteici o lipidici

* b) metodi molecolari, basati sul Diagnosi riconoscimento degli acidi nucleici (RNA e
DNA) del

* genoma dei patogeni vegetali.
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1) analisi dei sintomi

2) isolamento

3) ottenimento della coltura pura

4) prova di patogenicita

5) reisolamento

6) identificazione (morfologica, biochimica, sierologica e
molecolare)
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ANALISI DEI SINTOMI
Individuazione dei sintomi in campo

Osservazione della parte aerea:

 presenza di alterazioni sulle foglie e/o sui frutti (macchie idropiche,
clorotiche e/o necrotiche con alone idropico e/o clorotico o presenza di
scabbia sui frutti -impallinatura, clorosi e/o necrosi diffuse, marginali o
internervali o apicali su foglie, -presenza di striature necrotiche o di
cancri su organi assili; presenza di essudati-Presenza di marciumi molli al
colletto, su organi carnosi o su frutti;
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* Campionamento

* -Prelevare piante o parti di pianta con sintomi (vari stadi) e

e -asintomatiche;

* -Prelevare anche apparato radicale e terreno nel caso di sintomi al
e colletto e/o alle radici;

 -Mettere i campioni in buste di plastica ben chiuse oppure in buste
e dicarta se si tratta di marciumi molli;

* - Portare quanto prima e possibile i campioni in laboratorio o

e conservarli in frigorifero per qualche giorno;
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e Scelta dei campioni per l'isolamento
* a)scegliere campioni con sintomi piu evidenti;

* b) scegliere campioni piu freschi, con tessuti ancora succulenti, dove € piu
netto il confine tra la zona di tessuto alterato e quello sano;

e () se sullo stesso campione esistono sintomi diversi prenderli tutti in
considerazione ed eseguire gli isolamenti
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* Preparazione dei campioni per I'isolamento

* a) solo lavaggio (infezioni parenchimatiche superficiali o di parti di pianta di
spessore sottile- es. foglie, radichette etc.) e risciacquo in acqua sterile;

* b) Lavaggio e disinfezione superficiale con soluzioni di ipoclorito di sodio a
concentrazioni diverse e tempi di applicazione diversi a seconda della consistenza
dei campioni, risciacquo in acqua corrente e poi in acqua sterile (per infezioni
parenchimatiche profonde, vascolari o sistemiche su rami, fusti, radici, frutti e
semi);

* ) asciugatura tra fogli di carta da filtro possibilmente sterili; separatamente;
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I microscopio ottico composto, comunemente chiamato
microscopio, € uno strumento che permette di osservare oggetti
non percettibili ad occhio nudo consentendone I'ingrandimento.

E’ costituito dalla combinazione di due sistemi di lenti convergenti:
I'oculare (vicino all’occhio dell’osservatore) e l'obiettivo (prossimo
alloggetto). Il campione da osservare viene posto davanti
all'obiettivo, che ne fornisce un’immagine reale, capovolta ed
ingrandita. Limmagine viene poi fatta cadere, a distanza opportuna,
davanti all’'oculare, che a sua volta da un’altra immagine virtuale
ingrandita e capovolta rispetto all’'originale. In pratica non vi sono
solo due lenti, ma una combinazione di piu lenti che, oltre ad
ingrandire I'immagine, corregge e riduce le aberrazioni.

oculari

obiettivo

tavolino porta oggetti

vite micrometrica

vite macrometrica

condensatore con diaframma

vite regolatrice del tavolino

oggetto da osservare

lente obiettivo

immagine reale ingrandita e capovolta
lente oculare

immagine virtuale ingrandita e capovolta rispetto all’'originale
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Le prime tecniche diagnostiche
immunoenzimatiche utilizzate nel campo della
fitopatologia risalgono agli anni ‘70 quando é stato
messo a punto il metodo Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA) per il rilevamento dei virus
vegetali. Esse si basano sulla possibilita di
individuare una molecola bersaglio (antigene) del
patogeno, mediante l'utilizzo di anticorpi specifici
policlonali. Il rilevamento del composto biochimico
antigene/anticorpo avviene su base colorimetrica
nel campo del visibile mediante I'utilizzo di enzimi
coniugati agli anticorpi stessi che mettono in
evidenza la reazione su un supporto solido (piastre
di polipropilene o polistirene a 96 pozzetti). A
tutt’oggi queste tecniche sono di largo impiego in
tutti i laboratori che si occupano di diagnosi
fitosanitaria. LELISA e sicuramente la tecnica piu
utilizzata nel settore della diagnosi. La produzione
di kit commerciali per saggi ELISA verso agenti virali
e batterici € molto sviluppata in quanto e uno degli
strumenti diagnostici piu idonei ad effettuare
analisi massali in tempi relativamente brevi (24-48
ore).
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| principali metodi di diagnosi molecolare si basano sull’analisi degli acidi nucleici (DNA e RNA) attraverso |'utilizzo di due diversi
approcci metodologici: I'amplificazione mediante PCR e I'ibridazione molecolare. Uno step comune a tutti i metodi diagnostici
molecolari € rappresentato dall’estrazione degli acidi nucleici (DNA o RNA) che compongono i genomi dei patogeni target.
Lottenimento di acidi nucleici di ottima qualita e poco degradati & un prerequisito fondamentale per qualsiasi metodo di biologia
molecolare. Esistono in letteratura diversi protocolli, la cui complessita dipende dal substrato sul quale si opera; nei casi piu
semplici, si possono impiegare metodi che utilizzano I'estratto grezzo di foglie o comunque di tessuti molli. Nel caso di substrati
piu difficili, quali terreno, tessuti legnosi o nel caso di alcuni particolari patogeni (fitoplasmi), si utilizzano protocolli con un
maggior numero di passaggi e reagenti al fine di eliminare fattori e sostanze che vanno ad interferire con la PCR o l'ibridazione.
Nonostante siano disponibili in letteratura numerosi protocolli di estrazione sperimentali, che spesso richiedono il ricorso all’'uso
di solventi organici quali fenolo e cloroformio, nella realta pratica e consigliabile I'utilizzo di kit commerciali specifici per ciascun
substrato in quanto piu pratici e riproducibili.
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La reazione a catena dell'enzima polimerasi (Polymerase Chain Reaction — PCR) e un metodo di amplificazione
enzimatica esponenziale di una regione specifica di DNA, (sequenza bersaglio), nel quale si utilizzano due oligonucleotidi (primer),
che innescano la reazione, e di un enzima (Tag polimerasi) in grado di lavorare ad elevate temperature. Lamplificazione della
sequenza bersaglio avviene attraverso una serie di cicli successivi, ciascuno comprendente tre fasi: separazione dei due filamenti
del DNA (denaturazione), 'appaiamento dei primer con le porzioni complementari del DNA e la sintesi di nuove copie (ampliconi)
della sequenza compresa fra i due primer. Il processo di amplificazione si svolge in una apparecchiatura automatizzata, chiamata
termociclatore, che consente di programmare i valori di temperatura ed il numero di cicli di amplificazione.
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Per poter essere evidenziati, gli ampliconi devono essere sottoposti a elettroforesi in gel d’agarosio
opportunamente “colorati” con un agente intercalante (etidio bromuro, GelRed, ecc.) che emettendo
fluorescenza se sottoposto agli UV permette la visualizzazione del prodotto di amplificazione.

DNA Gel Electrophoresis
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Visualizzazione delle Bande

Transilluminatore UV

I raggi UV eccitano il
bromuro di etidio
intercalato tra due
molecole di Timina.
L'eccitazione UV provoca
emissione di fluorescenza

La specificita Diagnosi di patogeni della PCR dipende essenzialmente dai primer, che devono essere unici e specifici
per I'organismo da diagnosticare. La regione genica maggiormente utilizzata per la selezione di primer per la diagnosi
di patogeni fungini, batterici e quella del DNA ribosomale, regione molto stabile, presente in tutti gli organismi in
copie multiple e che contiene sequenze variabili e conservate. | geni dell’rDNA (185/5,85/28S per i funghi,
16S/23S/5S per batteri e fitoplasmi) sono separati da regioni interne trascritte ma non tradotte, chiamate regioni
spaziatrici interne trascritte (ITS) di particolare interesse per lo sviluppo di primer specifici perché altamente
variabili. Anche le regioni comprese tra due cluster di geni ribosomali (inter genic Spacers — IGS) possono essere
utilizzate per lo stesso scopo. s
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Malattie da funghi
Peronospora delle cucurbitacee — Pseudoperonospora cubensis
Peronospora del peperone — Phytopthora capsici
Peronospora del pomodoro e della patata — Phytopthora infestans
Sclerotinia —> Sclerot{n{a sc{erot/orum
— Sclerotinia minor
. erys — Verticillium dahliae e
Tracheoverticilliosi s
— Verticillium albo-atrum
Fusariosi » Fusarium spp.
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e
Malattie da batteri

— Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria

Maculatura batterica del pomodoro

Marciume molle —>  Erwinia carotovora var. carotovora

Maculatura angolare delle cucurbitacee - Pseudomonas syringae
pv. lachrymans
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Peronospora delle cucurbitacee
Pseudoperonospora cubensis

Colpisce gravemente cetriolo e melone e meno
intensamente anguria e zucca. In serra la malattia
puo avere una evoluzione tanto rapida da interessare,
nel giro di 10-15 giorni, tutte le piante dopo la
comparsa dei primi focolai d’infezione
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Sintomi sulle foglie

Aree decolorate, ampie alcuni centimetri,
delimitate dalle nervature che disseccano.
Sulla pagina inferiore delle foglie puo
comparire una muffetta grigiastra costituita
dagli organi vegetativi del fungo; I'intera foglia
dissecca.

Sintomi sui frutti

| frutti presentano spesso malformazioni e
scarso sviluppo.
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Peronospora del peperone Phytopthora capsici

Avvizzimento della parte aerea

Imbrunimenti e marciume delle radici, della zona del colletto e
della base del fusto.
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Peronospora del pomodoro e della patata

Phytopthora infestans Sintomi sulle bacche

Puo provocare marciume dei frutti; i
frutti sono suscettibili solo finche
verdi. Sono colpiti i frutti poggiati al
terreno e, talvolta anche quelli
prossimi al terreno. L’infezione si
manifesta con macchie grigio-
verdastre o brune, a zonature
concentriche, spesso estendentesi a
gran parte della bacca
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Sintomi sui tuberi

Maculature grigio-bluastre o brune, talvolta un po’ infossate, con necrotizzazione dei tessuti sottostanti.
Spesso i tessuti infetti aprono la via all'insediamento di ulteriori agenti di marciume, batterici o fungini,
che possono trasformare il tubero in una massa molle, umida e fetida.

Fondazione I'TS - Tstutuio Tecnico Superiore Arvea “Nuove Tecnologie per il Made i Laly Sisterna Alimentare - Setlore Produzion Agroalimentan™
Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola”




Sclerotiniosi su insalate

Sclerotinia Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Fondazione I'TS - Istituto Tecnico Superiore Area “Nuove Tecnologie per il Made in Ttaly Sislerna Alimentare - Setlore Produzom Agroalimentart”

Corso ITS VI Ciclo “Tecnico Superiore della Gestione del Post Raccolta della Filiera Ortofrutticola”




Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia minor e Botrytis cinerea sono agenti del
marciume del colletto delle lattughe, delle indivie e delle cicorie.

| tessuti colpiti vanno incontro ad un rapido disfacimento, si ricoprono di una muffetta
bianca che diventa sempre piu fitta e su cui si differenziano abbondanti sclerozi.

A causa della marcescenza dei tessuti basali, le piante malate se sottoposte ad
estirpazione si distaccano facilmente dalle radici, che rimangono intatte nel terreno

Le singole foglie, a partire da quelle piu esterne, ingialliscono, avvizziscono e marciscono.
Col passare del tempo, poi il marciume tende ad estendersi verso lalto, fino ad

interessare le foglie interne del “grumolo”, che si trasformano anch’esse in una massa
molle e scura.

La malattia puo interessare le piante raggruppate entro determinate chiazze
oppure piante isolate e distribuite a caso.
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Fusariosi  rusarium spp. : :
Sintomatologia

Ingiallimenti e successivi disseccamenti degli steli e delle foglie. Linfezione puo estendersi ai frutti
che sono soggetti a marciume.

| fusti colpiti, in sezione, evidenziano i fasci

. . Sulle parti infette si differenzia un feltro miceliare
vascolari imbruniti.

biancastro-roseo, costituito dai conidiofori che
producono i conidi
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| batteri sono meno importanti dei funghi:

v'Sono poche specie patogene

v"Non hanno particolari strutture di sopravvivenza (sono asporigeni)
v'Non penetrano mai per via diretta

v'Preferiscono un ambiente sub-alcalino (pH pianta acido)

v'Le cellule batteriche vengono trasportate con difficolta

vl batteri sono termofili

v'Per contro:

v'Si riproducono molto velocemente
v'Non vi sono fitofarmaci, ad eccezione del rame, che ha una azione solo preventiva
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300 specie su 1600 sono patogene per le piante

Appartengono ai generi Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia, Clavibacter,
Agrobacterium, Ralstonia, Streptomyces, Xylella.

Sono tutti “saprofiti facoltativi”

Sono tutti asporigeni e con forma allungata (bastoncino, a clava, filamentosi)
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MORFOLOGIA
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Malattie da batteri

Maculatura batterica del pomodoro Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Sintomi su fusto e foglie
Maculature idropiche tendenzialmente angolari che
In seguito necrotizzano, di 1-2 mm di diametro, con
presenza di alone clorotico, in alcuni casi , molto
esteso. Ampie porzioni del lembo possono
disseccare. In condizioni favorevoli € possibile la
comparsa di striature necrotiche sul fusto.
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Il sintomo sulle bacche, tipico e specifico, si manifesta
con iniziali aree di aspetto edematoso, di colore
intenso e con alone generalmente verde scuro.

Queste aree (diametro circa 2-3 mmm) hanno dimensioni superiori a quelle
della macchiettatura e contorno non sempre regolare, si infossano,
necrotizzano al centro suberificando i tessuti superficiali.

Il frutto subisce spaccature e lesioni cancerose al centro della parte
infossata. Nei frutti vicino alla maturazione, il bordo di queste aree si
ispessisce e si circonda di un alone giallastro.
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_—
Marciume molle

Erwinia carotovora var. carotovora

Le parti piu frequentemente colpite sono gli organi acquosi ed i parenchimi di riserva degli organi sotterranei e di
quelli superficiali, a contatto del suolo.

Il marciume puo essere superficiale, generalmente attorno ad una ferita, oppure puo interessare i tessuti interni che
divengono deliquescenti e, solo in seguito, il marciume diviene evidente anche all’esterno. L'imbrunimento dei tessuti
e la perdita di consistenza degli stessi & accompagnato anche da un caratteristico odore di putrido.
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Pseudomonas syringae

Sul frutto (zucchino e cetriolo) si
notano delle tacche circolari
molto ravvicinate, disposte in
fila longitudinale, di colore
brunastro, dalle quali fuoriesce
un essudato color bianco-latte.
Su melone, si osservano in
superficie numerose lesioni
necrotiche nerastre che
possono interessare gran parte
del frutto.
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Maculatura angolare delle cucurbitacee

pv. lachrymans
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