
 

 

Saggi Biologici 
I principali protocolli di analisi per l’identificazione dei principali agenti patogeni animati (che 

hanno, tra l’altro, la capacità di moltiplicarsi o riprodursi) delle piante da orto sono: 

 Isolamento. 

 Identificazione, caratterizzazione e conservazione di funghi, batteri, virus e viroidi fitopatogeni. 

 Inoculazioni meccaniche su piante erbacee indicatrici. 

Gli agenti patogeni ch si prenderanno in considerazione sono: 

 i funghi fitopatogeni con alcuni particolari riferimenti agli Oomycetes; 

 i batteri fitopatogeni; 

 i virus e viroidi, 

Funghi fitopatogeni 

Isolamento di funghi fitopatogeni.  

L’isolamento avviene attraverso metodi di laboratorio che differiscono in relazione alla matrice di 

origine. In particolare: 

 Isolamento da ospite vegetale: se il fungo sporula sul tessuto ospite, si può ottenere una coltura 

pura prelevando i conidi, le spore o altri propaguli dal tessuto e trasferendoli su un idoneo 

substrato di crescita agarizzato. Se non sono visibili fruttificazioni sull’ospite, il campione viene 

lavato sotto acqua corrente, disinfettato con NaClO o H2O2 o con altri disinfettanti e lasciato 

asciugare sotto cappa.  
 

Tabella 1 - Principali terreni agarizzati (per 1 L di H2O 

distillata) impiegati per l’isolamento e la 

crescita di funghi fitopatogeni. 

Tabella 2 – Principali substrati selettivi 

per il genere Phytophthora. 

 

 
I terreni di coltura per Phytophthora 

vanno conservati al buio, in frigorifero 

ed utilizzati possibilmente entro 7 giorni. 

Bisogna ricordare che la pimaricina è 

fotolabile, risente delle alte temperature 

e perde buona parte della sua efficacia 

dopo 7 giorni. 
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Una volta asciutto, al margine della zona lesionata vengono prelevate piccole porzioni di tessuto 

che sono poi poste su idoneo substrato di crescita (tabella 1), al quale possono essere aggiunti 

antibiotici, come ad esempio penicillina o ampicillina (100 mg/L), per sfavorire la crescita di 

eventuali contaminanti batterici. 

In alternativa, i frammenti prelevati vengono blandamente sterilizzati con una soluzione di 

ipoclorito di sodio all’1% per 1 minuto, quindi risciacquati con acqua distillata sterile. Una volta 

asciutti, vengono posti su substrato agarizzato in piastre. La disinfezione superficiale dei 

frammenti di tessuto ospite può anche essere eseguita per flambage, passando velocemente sulla 

fiamma frammenti di tessuto corticale/legnoso prelevati al margine di lesioni prodotte su organi 

delle piante. 

 Isolamento da terreno: i funghi presenti nel terreno possono essere isolati con la tecnica delle 

diluizioni. Si lascia asciugare il terreno in ambiente ben areato. Una volta che il terreno si è 

asciugato, si setaccia in modo da ottenere una polvere abbastanza fine. Si prelevano 3 differenti 

quantità di terreno (0,5-1-2 g) che vengono disperse in altrettante provette contenenti 100 mL di 

acqua distillata sterile e agar tecnico (0,05%). Il campione è posto ad agitare per circa 20 minuti, 

quindi 1 mL della sospensione viene distribuito tal quale in piastre contenenti agar-acqua. dalla 

sospensione madre vengono fatte diluizioni seriali (generalmente 10:1, 10:2, 10:3) che sono poi 

distribuite anch’esse su agar-acqua ovvero su terreni di coltura molto poveri (Czapeck dox agar). 

Per ciascuna diluizione si effettuano almeno 3 repliche. Dopo 5-6 giorni di incubazione a 20-25 

°C si sceglierà la concentrazione migliore (ossia quella in cui sono visibili non più di 30-40 

colonie distribuite sulla piastra). Dalle colonie vengono quindi effettuati i trasferimenti su PDA. 

Una metodica spesso utilizzata per l’isolamento di oomiceti, in particolare per isolare specie di 

Phytophthora dal terreno o dalle radici di piante in condizioni di deperimento, è la tecnica del 

baiting. Questa tecnica permette di aumentare la possibilità di isolamento di questi patogeni 
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notoriamente difficoltoso, anche in presenza di sintomi conclamati e di sfavorire lo sviluppo di 

contaminanti. 

Nel caso più comune di un campione di terreno, questo viene ripartito in più contenitori (3-5 

beker da 50 mL), avendo cura di integrare il terreno anche con frammenti di radici. Ai campioni 

viene aggiunta acqua distillata sulla cui superficie vengono poste foglie di azalea o camelia o 

quercia (o altro opportuno materiale vegetale). I campioni vengono incubati a temperatura 

ambiente, lontano da luce diretta, fino alla comparsa dei sintomi sulle foglie (solitamente 3-5 

giorni) che non devono essere a diretto contatto con il terreno o con le radici. Le foglie sono, 

quindi, tagliate alle estremità, risciacquate con acqua distillata, l’acqua in eccesso viene fatta 

asciugare e le foglie vengono ridotte in piccole porzioni (3 x 3 mm) e messe in piastre con 

substrato selettivo (tabella 2). Le piastre vengono incubate al buio a temperatura ambiente 

ovvero in termostato a circa 20-25 °C. Le colonie che si sono sviluppate sono successivamente 

trasferite su substrati di crescita come PDA, CMA, CPA, V8A (tabella 1) per l’identificazione. 

Purificazione delle colture di funghi e di oomiceti 

La formazione di organi di moltiplicazione o riproduzione di molti funghi è favorita dalla 

incubazione a temperature di circa 22-25 °C con luce alternata (fotoperiodo di 12 h di luce). Per 

eliminare eventuali contaminazioni da batteri si possono prelevare piccole porzioni di micelio da 

colonie provenienti da un primo isolamento da tessuto ospite o comunque da infezione naturale e 

trasferirle su terreno di coltura addizionato con antibiotici, solitamente streptomicina o ampicillina 

(100 mg/L) oppure può essere preparato del PDA acidificato aggiungendo 10 ml/L di acido lattico 

al 25% da conservare al buio poiché l’acido lattico è fotolabile. 

L’identificazione e lo studio, sia di tipo tradizionale sia molecolare, di un microrganismo fungino o 

di un oomicete, normalmente viene effettuato su isolati portati in purezza, ossia su colonie 

pr·ovenienti da un solo propagulo (conidio, sporangio, ifa, spora, ecc.). 

Per avere colture monosporiche, dalle colonie ottenute da isolamento diretto, si prelevano 

frammenti di• micelio e si trasferiscono su idoneo substrato di crescita che ne favorisca la 

sporificazione, incubandoli in idonee condizioni di temperatura e luce. Quando il fungo è 

sufficientemente cresciuto una piccola porzione sporificante viene prelevata, trasferita in una 

provetta contenente acqua distillata sterile, agitata per diffondere e separare i propaguli nel mezzo 

liquido e versata su una piastra contenente agar-acqua (1,2%). La sospensione viene, quindi, 

distribuita in modo da coprire uniformemente l’intera piastra e lasciata 10-20 minuti a riposare. 

Successivamente, si elimina l’eccesso di acqua e si mette ad incubare per una notte a temperatura 

ambiente. Dalla piastra con le spore o i conidi germinati, operando allo stereomicroscopio ottico, si 

taglia un quadrato o un triangolo di agar intorno al singolo propagulo germinato (la germinazione è 

indice di vitalità) che si preleva con una lancetta e si trasferisce in una piastra contenente substrato 

di crescita. 

Esistono numerosi substrati di coltura per l’accrescimento dei funghi. Bisogna tenere presente che i 

funghi crescono meglio su substrati ricchi di carboidrati, ma per lunghe conservazioni, un terreno 

particolarmente ricco può ridurre la scorificazione nonché la vitalità stessa dell’isolato. 

Molti funghi crescono bene su PDA, che essendo un terreno particolarmente ricco, favorisce la 

crescita del micelio, ma non la sporificazione del fungo, inoltre è sconsigliato come substrato per la 

conservazione dei funghi, poiché può causare mutazioni nel fungo stesso. L’agar-carota come altri 

substrati poco ricchi, invece, è un terreno che favorisce la formazione di spore ed è generalmente 

consigliato per la conservazione. Similmente all’agar-carota può essere utilizzato l’agar farina di 

mais (CMA). 

Per alcune specie di Phytophthora si possono effettuare colture monosporangiche inducendo la 

produzione di sporangi su PCA o utilizzando altri mezzi che stimolano la sporificazione. 
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Nel caso di organismi che non formano propaguli, è necessario effettuare una coltura monoifale. Si 

preleva una porzione del micelio dalle piastre d’isolamento, lo si mette su agar-acqua (1,2%) e si 

incuba al buio a 22-25 °C. In questo caso bisogna ricorrere a substrati poveri, che permettono una 

crescita lassa dell’organismo (ife ben distanziate le une dalle altre) per favorire il prelievo. Quando 

sono chiaramente distinguibili le ife, si taglia una porzione di una singola ifa, che viene trasferita in 

Piastra, su un idoneo substrato di crescita. 

Identificazione e caratterizzazione di funghi ed oomiceti. 

L’identificazione di un fungo è innanzitutto effettuata osservando al microscopio ottico le 

caratteristiche morfologiche dell’isolato, il che permette una prima assegnazione a determinati 

gruppi tassonomici. La prima osservazione al microscopio comprende anche la tipologia di micelio, 

che per la maggior parte dei funghi è settato, con l’eccezione dei zigomiceti (Mucor mucedo, 

Rhyzopus) il cui micelio è cenocitico (senza setti) e nastriforme. Anche gli oomiceti (Phytophthora, 

Pythium) presentano un micelio cenocitico. Segue un’identificazione della specie, che può essere 

effettuata sia mediante osservazione al microscopio ottico (talora anche al microscopio elettronico), 

sia utilizzando altri metodi, ad esempio molecolari. È buona norma accompagnare le tecniche 

molecolari, ove possibile, ad una descrizione morfologica (es. morfologia della colonia, tipologia 

dei conidi e della conidiogenesi). Per quelle specie che producono solo micelio, l’attribuzione ad 

una determinata specie può avvenire con metodi molecolari in associazione ad informazioni morfo-

colturali. 

Caratterizzazione morfologica 

Morfologia della colonia 

L’aspetto della colonia in piastra a volte può essere osservato su substrati specifici, che vengono 

indicati per quel particolare genere, es. PDA o Komada per Fusarium oppure substrati contenenti 

particolari sostanze. Alcuni caratteri morfologici, come ad esempio il micelio fioccoso, 

compatto, stellato, a rosetta, il margine della colonia intero o frastagliato, nonché il colore delle 

colonie possono essere aspetti indicativi o caratteristici per l’identificazione della specie. 

Parametri ambientali, quali temperatura e luce, sono fattori fondamentali per la crescita dei 

funghi e possono giocare un ruolo importante anche per la determinazione della specie. I funghi 

cosiddetti imperfetti o mitosporici sono così definiti perché si presentano nelle forme di 

moltiplicazione agamica. Essi però fanno quasi sempre parte di un ciclo che comprende la 

riproduzione (forma perfetta) e la formazione di organi come aschi (ascomiceti), basidi 

(basidiomiceti), oospore (oomiceti). Le strutture moltiplicative comprendono le cellule 

conidiogene, i conidiofori, gli acervuli, i picnidi, gli sporodochi, i sinnemi o coremi, gli sclerozi,  

che possono essere osservate al microscopio ottico e utilizzate nell’identificazione. Delle spore o 

dei conidi vanno rilevate la morfologia e le dimensioni. Per gli Oomiceti le strutture più 

importanti per l’identificazione, oltre alle caratteristiche delle colonie e del micelio sono quelle 

degli sporangi e rami sporangiofori implicati nella moltiplicazione e dei gametangi (anteridi e 

oogoni) implicati nella riproduzione. Di seguito si descrivono alcune tecniche comunemente 

utilizzate per favorire la formazione di strutture moltiplicative di alcuni funghi e oomiceti.  

o Induzione della formazione di sporodochi di Fusarium: si ricorre a l substrato agar-foglie di 

garofano, CLA acronimo di carnation leaf agar. Per ottenere agar-foglie di garofano, si 

pongono 1 o 2 frammenti di foglia di garofano (precedentemente sterilizzati) in piastre Petri e 

si versa lentamente l’agar acqua al 2% . Si pongono porzioni di micelio in piastre di CLA in 

prossimità dei frammenti delle foglie di garofano. Le piastre vengono incubate a 25 °C sotto 

luce nera o luce di Wood (ultravioletto vicino-nUV) ovvero a luce bianca alternata (12 h di 

luce) in termostato con un intervallo termico di 20-25 °C a seconda della specie di Fusarium. 

o Induzione della sporificazione di Pyrenochaeta: il micelio cresciuto su PDA acidificato viene 

trasferito su agar acqua e incubato per 3 giorni al buio, poi trasferito su 2xV8 agar (V8 con 
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doppia concentrazione) ed incubato con un fotoperiodo di 18 h o ad illuminazione continua a 

21 °C. Normalmente la formazione di strutture riproduttive avviene dopo 3-4 settimane. 

o Induzione della produzione di sporangi di Phytophthora: si ricorre al substrato costituito dalla 

soluzione di Petri. Si pongono dei piccoli tasselli di micelio (10 x 10 mm) nella soluzione di 

Petri (tabella 3) e si incubano a 12-20 °C, alla luce bianca continua. Dopo 3-4 giorni, la 

soluzione viene sostituita con acqua distillata e gli sporangi si osservano nell’arco delle 24 h 

al binoculare o preparando vetrini da osservare al microscopio ottico. 

 

Tabella 3 – Soluzione Petri. 

 

o Semi di peperone: si utilizzano semi di peperone sani e freschi, vengono lavati in acqua 

corrente per circa 1 ora, risciacquati in acqua distillata sterile e fatti asciugare su carta bibula 

sotto cappa. Successivamente si pongono circa venti semi su una colonia di Phytophthora di 

circa 5-6 giorni e si incuba a temperatura ambiente e illuminazione naturale per 24 ore. I semi 

vengono, quindi, trasferiti su agar acqua e coperti con un velo di acqua di fosso. Dopo 48 ore 

s·i può osservare al binoculare la formazione di sporangi. 

o Filtrato di terreno non sterilizzato: si pone un quadratino di micelio (1×1 cm) in una piastra 

Petri contenente un soluzione ottenuta da estratto di terreno o filtrato di terreno. Dopo circa 5-

7 giorni di incubazione a temperatura ambiente e luce continua si possono osservare gli 

sporangi. Il filtrato di terreno viene preparato miscelando 200 g di terriccio e 500 mL di acqua 

deionizzata e lasciando in agitazione per 30-60 minuti. La sospensione viene, 

successivamente, filtrata con carta bibula. 

Caratterizzazione molecolare 

Numerosi protocolli molecolari sono utilizzati a scopo diagnostico determinare specie fungine. I 

metodi utilizzati si basano sull’impiego della PCR (reazione a catena della polimerasi) e di 

marcatori molecolari, specifici se esistenti, o universali come gli ITS (internal transcribed spacer) 

del DNA ribosomale, nello specifico ITS6 e ITS4 per gli oomiceti, ITS5 e ITS4 per i funghi 

filamentosi, oppure geni di proteine che contengono sequenze altamente conservate come il fattore 

di elongazione (TEF1-alfa), la calmodulina, la beta-tubulina, la poligalatturonasi, gli istoni (H3 e 

H4) (tabella 4).  

Tabella 4. Principali primer utilizzati attraverso l’analisi di sequenza nell’identificazione di 

funghi e oomiceti. 

                                                 
· indice 
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Il fattore di elongazione permette, in alcuni casi, di identificare fino a livello di forma speciale. 

Di recente introduzione, per la diagnosi anche quantitativa (ad esempio la quantità di inoculo 

presente) di funghi e di oomiceti, è la tecnica della real-time PCR, basata sull’utilizzo di 

oligonucleotidi marcati con opportuni fluorofori, la quale registra il livello di fluorescenza 

liberato durante l’amplificazione in rapporto al numero di cicli della PCR. Il sistema TaqMan, in 

particolare viene utilizzato come metodo di diagnosi anche verso organismi da quarantena ed è 

impiegato, ad esempio, per il rilevamento di Phytophthora rmorum. 

Conservazione dei funghi e degli oomiceti 

Solo i funghi saprotrofi e necrotrofi possono essere conservati in collezione, in quanto quelli 

biotrofi possono vivere unicamente sui tessuti delle piante ospiti in quanto parassiti obbligati. 

Solitamente, vengono sottoposte a conservazione colture monoconidiche/monosporiche, oppure 

colture monoifali nel caso di funghi che non sporificano in piastra. 

Qui di seguito vengono illustrati alcuni metodi comunemente utilizzati per la conservazione di tali 

organismi. 

Tubi con terreno agarizzato solidificato (a becco di flauto) 

Una piccola porzione di una coltura fungina viene prelevata con un’ansa o ago sterile e trasferita 

in tubo contenente un substrato di crescita agarizzato. Esistono diversi substrati che possono 

adattarsi alle esigenze delle specie fungine. Tra i più utilizzati vi è l’agar-farina di mais (CMA), 

l’agar-carota e l’estratto di carote e patate. Una volta trasferiti in tubo, gli isolati vengono 

incubati al buio ad una temperatura compresa tra i 20 e 25 °C. Raggiunto lo sviluppo di 2 cm di 

raggio, gli isolati fungini vengono trasferiti in frigorifero per la conservazione a 5-8 °C. 

 Rivitalizzazione: si preleva una piccola porzione di micelio della coltura cresciuta in tubo, e si 

trasferisce in piastra con terreno di coltura. Il metodo della conservazione in tubo non è 

indicato per il mantenimento a lungo termine. 

Vantaggi: è un metodo economico e non richiede una strumentazione particolare, inoltre la 

rivitalizzazione è facile. 

Svantaggi: può indurre variabilità genetica, perdita di patogenicità o di caratteristiche 

biochimiche, fisiologiche e morfologiche. Si possono facilmente avere contaminazioni anche da 

acari. 

Olio minerale 

L’olio minerale viene sterilizzato a 121 °C per 15 minuti con due passaggi successivi a distanza 

di 24 ore. 

http://sperimentazione.altervista.org/pcr.doc#_Toc387533228
http://sperimentazione.altervista.org/pcr.doc#_Toc387533219
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Le colture cresciute in tubo a becco di flauto contenente substrato agarizzato vengono coperte 

con uno strato di olio minerale sterilizzato e conservate a 5-8 °C, assicurandosi che tutto il 

micelio sia coperto dallo strato di olio minerale per 1 cm oltre il margine del substrato stesso. 

 Rivitalizzazione: si preleva una piccola porzione di micelio della coltura cresciuta in tubo e la 

si poggia su un supporto sterile (una piastra Petri) cercando di eliminare quanto più  possibile 

l’olio minerale, quindi si trasferisce su piastra con terreno di crescita. Generalmente è 

necessario effettuare un secondo trasferimento. 

Vantaggi dell’olio minerale: l’olio minerale assicura una più lunga conservazione delle colonie, 

diminuendo il disseccamento dell’agar e una protezione da eventuali contaminazioni da acari. È 

un metodo economico e non richiede particolari attrezzature, inoltre assicura una lunga vitalità a 

molte specie di funghi ed oomiceti, sebbene sia più laborioso del precedente metodo e possa 

presentare contaminazioni da specie di Penicillium ed altri funghi ubiquitari. 

Acqua 

Porzioni di micelio fungino (circa 5 x 5 mm) vengono messe in provette contenenti acqua 

distillata sterile e conservate a temperatura ambiente o a 5-8°C per i funghi ed a 10 °C per gli 

oomiceti.  

Il metodo è p·articolarmente indicato per questi ultimi. 

 Rivitalizzazione: si prelevano uno o più tasselli che possono essere anche suddivisi che 

vengono posati su terreno di coltura. 

Vantaggi dell’acqua: il metodo assicura una buona vitalità, è indicato soprattutto per organismi 

filamentosi che non sono in grado di sopravvivere con altri metodi di conservazione (es. Pythium 

e Phytophthora).  

È un metodo economico, non richiede particolari attrezzature e preserva da contaminazioni 

soprattutto da acari. 

Silica-gel 

È un metodo indicato per funghi che sporificano in coltura. Le provette in vetro vengono 

riempite con granuli di silica-gel e sterilizzate a secco per 3 ore a 180 °C.  

Si pipettano 2 ml di una sospensione al 10% di latte scremato (sterilizzato per 10 min a 115-

120°C) nella piastra in cui è cresciuto il fungo. Quindi si aggiungono 2 mL di acqua distillata 

sterile.  

Dopo accurato mescolamento, si pipetta pochissimo liquido contenente i propaguli fungini nella 

provetta, ovvero Eppendorf da 1,5 mL, con il silica-gel. I funghi in silica-gel vanno conservati a 

5 °C. 

 Rivitalizzazione: alcuni cristalli di silica-gel vengono messi in piastre Petri contenenti PDA o 

altro substrato. Si aggiungono 0,5-1mL di acqua distillata sterile per lavare i cristalli e si 

incuba a 20-25 °C per 24-48 ore. 

Vantaggi del silica-gel: è un metodo economico, semplice e non richiede particolari attrezzature. 

Le colture si mantengono stabili per molti anni. 

Svantaggi: non è applicabile agli oomiceti, od a funghi che presentano spore con una struttura 

complessa. C’è inoltre la possibilità di introdurre contaminanti. 

Liofilizzazione 

Viene preparata una sospensione contenente il 10% di latte scremato in polvere e il 5% di 

inositolo, sterilizzata a 115 °C per 10 min. I tubi per la liofilizzazione vengono sterilizzati a 180 

°C per 3 ore. 

Si pipettano 2 mL di sospensione di latte-inositolo nella piastra in cui è cresciuto il fungo, si 

spande bene la soluzione e si pipetta nei tubi da liofilizzazione.  

I tubi vanno tenuti preventivamente per 24 ore a -80°C, successivamente si procede con la 

liofilizzazione vera e propria.  

Dopo tale procedimento, i campioni vengono conservati a 5 °C. 

                                                 
· indice 
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 Rivitalizzazione: si apre il tubo contenente il fungo liofilizzato e si aggiunge 1 mL di acqua 

distillata sterile, si attende 20-30 min quindi si inocula su PDA o altro substrato e si incuba a 

20-25 °C. 

Vantaggi della liofilizzazione: il metodo protegge da contaminanti ed assicura una lunga vitalità 

delle colture. 

Svantaggi: alcuni isolati fungini non sopravvivono al processo di liofilizzazione o possono 

verificarsi danni genetici.  

Il processo di liofilizzazione è inoltre un processo complesso e richiede elevati costi per le 

attrezzature, nonché personale esperto. 

Azoto liquido 

Nella piastra contenente il fungo si versa un’aliquota di glicerolo al 10% (sterilizzato a 121 °C 

per 10 min) o di dimetilsolfossido (DMSO) al 10% (non sterilizzato).  

Si spande la soluzione e si gratta delicatamente la superficie della coltura.  

Con una pipetta si preleva la mistura e la si mette nelle provette per azoto liquido.  

Le provette vanno tenute per 20-30 min a -80 °C e successivamente immerse in azoto liquido in 

appositi contenitori. 

 Rivitalizzazione: si prende la provetta dall’azoto liquido, si lascia per alcuni minuti a 37 °C, 

quindi si versa il contenuto in piastra con PDA o altro substrato e si incuba a 20-25 °C. 

Vantaggi: le colture sono mantenute in condizioni controllate per lunghi periodi e sono esenti da 

possibili contaminazioni esterne. La maggior parte dei funghi sopravvivono bene a questo tipo di 

conservazione. 

Svantaggi: è un metodo dispendioso, per le necessarie attrezzature e per personale addestrato. 

Inoltre è richiesto un continuo rifornimento di azoto liquido per rimboccare il contenitore 

dell’azoto. 

Essiccazione su carta da filtro 

Un disco di carta da filtro (n. 1 Qualitative, Whatman, UK), sterilizzato in stufa a 180 °C per 3 

ore, del diametro di 70 mm è posto al centro di una piastra Petri di 90 mm di diametro con PDA 

o altro substrato. Dal margine di una coltura in attiva crescita (circa 7 giorni) vengono tagliati dei 

quadratini di 9 mm2 e posti al bordo della carta da filtro (circa 4 colonie per piastra). Tutto viene 

poi incubato a 20-25 °C al buio. Quando il filtro è completamente coperto dal micelio del fungo, 

si pone ad essiccare. Questo avviene prelevando delicatamente il filtro che viene messo 

all’interno di una piastra Petri sterile di 90 mm di diametro vuota la quale, successivamente, 

viene posta in un essiccatore a campana collegato ad una pompa da vuoto. L’essiccatore contiene 

silica-gel preventivamente sterilizzato in stufa per 3 ore a 180 °C. Quando le colonie fungine sul 

filtro appaiono completamente essiccate (24-48 ore), il filtro viene rimosso dalla piastra 

operando in condizioni di sterilità (sotto cappa) e, molto velocemente, viene tagliato in piccole 

strisce, a loro volta ritagliate in quadratini (circa 3 x 3 mm) che vengono stoccati in contenitori di 

vetro sterili della capacità di 10 mL. I contenitori, ben chiusi, sono posti immediatamente in 

freezer a -20 °C. 

 Rivitalizzazione: quadratini dell’isolato fungino vengono prelevati e messi su piastre con PDA 

o altro substrato. Le piastre vengono incubate a 20-25 °C al buio. 

Vantaggi: è un metodo che permette di conservare molti isolati in poco spazio. È relativamente 

economico. 

Svantaggi: il processo di essiccazione va seguito costantemente per individuare il momento 

giusto per fermare il processo, poiché una eccessiva essiccazione provoca la morte del fungo. 
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Batteri fitopatogeni 

Isolamento di batteri fitopatogeni.  

Due sono le tecniche più comunemente utilizzate: la macerazione e l’immersione in acqua o 

tamponi sterili. 

 Macerazione: per isolare i batteri dai tessuti vegetali, piccole porzioni di tessuto (2-3 × 2-3 mm) 

al margine del sintomo vengono prelevate con bisturi sterile e macerate dentro mortai contenenti 

1-3 mL di acqua distillata o tampone fosfato (tabella 5) sterili. Il tessuto finemente triturato così 

ottenuto si lascia decantare per 20 minuti. Poi, vengono allestite tre diluizioni seriali decimali.  

Tabella 5 – Tamponi utilizzati in fase di isolamento. 

 

Aliquote (100 μL) di tali sospensioni, compreso il tal quale, vengono distribuite uniformemente, 

mediante apposite anse ad ‘L’, in piastre contenenti il terreno di crescita (tabella 6). Le piastre 

vengono poste in termostato a temperatura compresa tra 25 e 28 °C. 

Tabella 6 – Composizione dei principali terreni agarizzati per 1 

litro di acqua distillata) impiegati per l’isolamento o per 

la crescita dei batteri fitopatogeni. 

 

 Immersione in acqua o tamponi sterili: Un’altra tecnica di isolamento è l’immersione di piccole 

porzione di tessuti, allo stadio iniziale del sintomo, in 1,5 mL di acqua distillata o tampone 

fosfato o soluzione fisiologica (tabella 5) sterili. Dopo aver lasciato il tessuto per 30-45 minuti in 

immersione, aliquote (100 μL) della sospensione e delle diluizioni decimali vengono strisciate su 

piastre di substrati idonei (tabella 6).  

Purificazione e preparazione delle colture di batteri 

L’isolamento su terreno di coltura determina l’accrescimento di colture miste di specie batteriche 

saprofite e specie fitopatogene (figura 1). Al fine di identificare le colonie batteriche fitopatogene è 

necessario ottenerle in coltura pura.  

Le singole colonie vengono trasferite con apposite anse dalla piastra di isolamento a una nuova 

piastra contenente il terreno di coltura (figura 2). Il terreno di crescita batterica può essere un 
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substrato generico quale l’agar nutritivo (NA), oppure un substrato che metta in evidenza 

determinate caratteristiche della specie, come il terreno B di King, che permette di evidenziare la 

presenza di colonie fluorescenti, o l’NSA sul quale è possibile rilevare caratteristiche colonie a 

forma convessa (cosiddette levaniformi). 

  
Figura 1 - Coltura mista di batteri su piastra     

dopo  incubazione  per  48  ore  a 

26-28 °C. 

Figura 2 - Coltura pura di Pseudomonas 

syringae. 

Identificazione e caratterizzazione di batteri 

Caratterizzazione morfologica 

La morfologia di una colonia, ovvero l’attenta osservazione della forma, colore, elevazione, 

superficie, margine, consistenza, ed odore delle colonie, può suggerire, indicativamente, il genere a 

cui appartiene l’isolato. Inoltre, è necessario eseguire osservazioni al microscopio ottico in contrasto 

di fase delle cellule batteriche per accertare la loro forma e aggregazione, nonché per verificare se 

siano Gram-positive o Gram-negative. 

Caratterizzazione biochimica e nutrizionale 

Mediante l’esecuzione dei saggi biochimici è possibile verificare se un isolato batterico possiede 

determinati enzimi in grado di metabolizzare particolari composti organici.  

La presenza dei vari enzimi può essere rilevata in diversi modi, secondo la loro specifica attività. 

Per esempio, l’azione della levanosaccarasi su saccarosio provoca la polimerizzazione del fruttosio 

che viene escreto dalla cellula in grande quantità, determinando la formazione di colonie 

levaniformi, tipica di alcune pseudomonadi e di Erwinia amylovora.  

La produzione di enzimi pectinolitici, da parte di specie di Pseudomonas o Pectobacterium agenti 

di marciume, viene messa in evidenza ponendo su fettine di patata la colonia batterica che ne 

provoca il rammollimento (attività pectinolitica su patata). L’attività di altri enzimi viene rilevata 

mediante l’aggiunta nel terreno di crescita del substrato dell’enzima e di un indicatore di pH 

(qualora la reazione catalizzata dall’enzima provochi una variazione di pH) che determina un 

cambiamento del colore del mezzo di coltura, che testimonia la presenza dell’enzima (es. arginina 

deidrolasi).  

Talvolta, in seguito alla reazione enzimatica, si formano dei prodotti che rendono scuro il mezzo di 

coltura (es. idrolisi dell’esculina, dell’arbutina, della tirosina).  

È possibile, inoltre, eseguire saggi nutrizionali per verificare se un batterio è capace di utilizzare un 

determinato composto organico (carboidrato, aminoacido, acido organico) come unica fonte di 

energia.  

Tali saggi vengono di solito eseguiti inoculando il batterio indagato in un substrato minimo 

contenente una sola fonte di carbonio o azoto, in presenza di un indicatore di pH. Se il batterio è in 
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grado di utilizzare la fonte saggiata per la crescita, si avrà una variazione del pH e di conseguenza, 

un cambiamento del colore del mezzo.  

Sono, inoltre, disponibili dei sistemi che permettono di verificare contemporaneamente la capacità 

di un isolato di utilizzare diversi composti organici. Il sistema API 150, formato da 150 microtubi 

seriali contenenti vari composti organici e un indicatore di pH, permette di saggiare la capacità di 

un ceppo batterico di usare come unica fonte di energia uno o più dei 49 carboidrati, 49 aminoacidi 

e 49 acidi organici diversi.  

Il Biolog è un sistema analogo con il quale è possibile saggiare l’assimilazione di 95 composti 

organici diversi mediante un lettore ottico collegato a un computer che registra i risultati ottenuti e li 

confronta con una banca dati relativa a batteri fitopatogeni noti. 

Caratterizzazione fisiologica 

Al fine di identificare una specie batterica può essere utile rilevare alcune caratteristiche 

fisiologiche, come la crescita a diverse temperature (es. 4 °C o 37 °C), la tolleranza a diverse 

concentrazioni di NaCl (es. 2,5 e 7%) o di sali di tetrazolio, la capacità di produrre tossine o la 

capacità, caratteristica tipica di Pseudomonas syringae pv. syringae, di produrre proteine che 

catalizzano la formazione di nuclei di ghiaccio. 

Caratterizzazione sierologica 

Le analisi sierologiche possono fornire ulteriori informazioni per l’identificazione delle specie 

batteriche, sono, inoltre, affidabili, rapide e abbastanza sensibili. 

Esse si basano sulla disponibilità di anticorpi specifici, ovvero proteine di difesa, dette 

immunoglobuline, prodotte dagli animali (mammiferi) quando vengono introdotte nel loro corpo 

sostanze, chiamate antigeni, quali possono essere le cellule batteriche o parti di esse.  

La reazione antigene-anticorpo può avvenire anche all’esterno del corpo dell’animale, ovvero in 

vitro, e può essere resa visibile in vari modi a secondo della tecnica impiegata.  

Una tecnica sierologica maggiormente utilizzata nella diagnosi batterica è l’immunofluorescenza: 

gli anticorpi vengono coniugati con un composto chimico, di solito isotiocianato di fluorescina, che 

emette fluorescenza sotto la luce ultravioletta. L’anticorpo coniugato, quindi, riconosce e si lega 

all’antigene specifico, rappresentato in questo caso da una porzione superficiale della parete della 

cellule batterica.  

I preparati, sia l’estratto vegetale infetto, sia la sospensione batterica, vanno posti su idonei vetrini, 

e dopo la colorazione di immunofluorescenza, sono osservati al microscopio ottico fornito di 

lampada epifluorescente a vapori di mercurio. Qualora la reazione risulti positiva, i batteri in esame 

risulteranno fluorescenti al microscopio. 

Un’altra tecnica sierologica impiegata è l’ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Tale 

metodo viene eseguito in apposite piastre di polistirene contenenti 96 pozzetti, nei quali, al 

preparato in esame, viene aggiunto l’anticorpo specifico coniugato con un enzima (fosfatasi 

alcalina), in presenza del suo substrato (p-nitrofenil-fosfato). In seguito alla reazione antigene-

anticorpo e alla conseguente reazione enzimatica, i campioni positivi, che rimangono legati ai 

pozzetti, assumono una caratteristica colorazione gialla. 

Caratterizzazione molecolare 

 

Conservazione dei batteri ai fini diagnostici 

Esistono diversi metodi per mantenere in purezza i ceppi batterici, che differiscono tra di loro per la 

durata del periodo di conservazione. Quest’ultimo, tuttavia, non dipende solo dal metodo utilizzato, 

ma anche dalle caratteristiche della specie. Quando si procede alla conservazione di un ceppo è 

opportuno ottenere la coltura batterica da conservare da una singola colonia pura, ciò al fine di 

assicurare il mantenimento di una coltura geneticamente uniforme. 

 Terreno nutritivo 

Quando occorre conservare degli isolati batterici per un periodo di tempo di 2-4 settimane, le 

colonie possono essere strisciate in piastre o, alternativamente, in tubi contenenti agar nutritivo 
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(NA) con l’aggiunta dello 0,1% di glucosio e fatte crescere in termostato per 24-48 ore a 25-28 

°C. Gli isolati vengono poi conservati a circa 5 °C. 

 Rivitalizzazione: si preleva con l’apposita ansa una colonia batterica mantenuta in piastra o 

tubo e si striscia su un substrato di crescita. 

Vantaggi: è un metodo economico che non richiede una strumentazione particolare. 

Svantaggi: vi può essere pericolo di variabilità genetica, perdita di patogenicità o di 

caratteristiche biochimiche, fisiologiche e morfologiche. Vi può essere un rischio di 

inquinamento. 

 Acqua 

Si prepara una sospensione batterica alla concentrazione di 1 x 108 u.f.c./ml (unità formanti 

colonie/ml), da colture cresciute per 24/48 ore su agar nutritivo, si versa in un tubo contenente 

acqua distillata sterile e si conserva a 5°-10°C. Il tempo di conservazione è molto variabile e 

dipende dalle caratteristiche della specie. 

 Rivitalizzazione: si agita bene il tubo, si prelevano 100 μL della sospensione batterica e si 

distribuiscono uniformemente su un substrato di crescita. 

Vantaggi: è un metodo economico che non richiede una strumentazione particolare. 

Svantaggi: il metodo presenta il rischio di contaminazione dei tubi. è consigliabile 

solo per conservazione di breve durata. 

 Conservazione a -80 °C 

Le colonie batteriche cresciute su NA per 24-48 h vengono sospese in 10-20 ml di brodo 

nutritivo (NB) e fatte crescere con agitazione (200 rpm) per 24-48 h alla temperatura ottimale per 

la specie da conservare. Si aggiunge poi un volume di glicerolo fino a raggiungere la 

concentrazione del 15-20%. Si suddivide la sospensione batterica così ottenuta in aliquote da 1 

mL in tubi sterili. Per favorire un graduale congelamento, si pongono i tubi a -20 °C per trenta 

minuti e poi si trasferiscono a -80°C. Questo tipo di conservazione permette di mantenere gli 

isolati batterici per tempi più lunghi (1-2 anni). 

 Rivitalizzazione: si prelevano i tubi dal congelatore, si preleva dalla superficie un poco di 

sospensione batterica congelata e si sospende in brodo nutritivo o si distribuisce su terreno di 

coltura. Per non compromettere la vitalità della restante coltura, occorre evitare di farla 

scongelare durante il prelievo. 

Vantaggi: permette di mantenere i batteri per tempi relativamente lunghi. 

Svantaggi: occorre un’adeguata strumentazione (congelatore a -80°C, gruppo elettrogeno). 

 Essiccazione su carta da filtro 

Preparare tubi sterili contenenti 0,5 ml di soluzione acquosa di peptone al 5% più gelatina al 3%, 

e 0,5 ml di soluzione di glucosio all’8%. In tali tubi sospendere nuovamente le colonie batteriche 

cresciute per 48 ore su terreno di coltura. Versare con pipette sterili la sospensione su strisce (5 

mm x 30 mm) di carta Whatman n. 1, fino a completa imbibizione. Porre le strisce di carta 

imbibite su un supporto metallico o di vetro ed appoggiare tale supporto su un foglio di carta da 

filtro disposto sopra uno strato di silica gel essiccato dentro capsule Petri di vetro. Deporre le 

capsule in un essiccatore per 3-5 giorni. Dopo l’essiccazione conservare le strisce avvolte in fogli 

di alluminio riposti in contenitori di vetro con silica gel come indicatore di umidità. Tutto il 

materiale utilizzato deve essere sterile. 

 Rivitalizzazione: le strisce di carta vengono poste su piastre contenenti l’opportuno terreno di 

crescita. 

Vantaggi: è un metodo che permette di conservare molti isolati in poco spazio. 

Svantaggi: il processo di essiccazione è lungo. 

 Liofilizzazione 

Questo metodo permette di conservare i batteri per lunghi periodi, oltre 10 anni, fino anche a 50 

anni a seconda della specie batterica, senza alterare le loro caratteristiche. Dopo 24-48 ore di 

crescita su NA una singola colonia della coltura batterica pura viene prelevata, risospesa in una 

soluzione acquosa di saccarosio (7%) e peptone (7%) e incubata per 25-48 ore alla temperatura 
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ottimale. La sospensione batterica viene suddivisa in aliquote da 2 mL in flaconcini da 

penicillina (da 10 mL) sterili o, alternativamente, possono essere utilizzate fiale monouso. Le 

colture vengono, quindi, mantenute per 24 ore a -80 °C. Successivamente, si procede con 

l’essiccazione, sotto vuoto, nel liofilizzatore. I batteri liofilizzati sono conservati a 5°C (Fig. 

3.22). 

 Rivitalizzazione: i batteri liofilizzati assumono un aspetto polverulento. Per renderli vitali si 

aggiunge un’aliquota di brodo nutritivo o acqua distillata sterile e, una volta disciolta 

completamente la polvere, si trasferiscono 100 μL della sospensione in una piastra contenente 

l’opportuno terreno di crescita, distribuendo uniformemente il liquido su tutta la piastra con 

l’apposita ansa. 

Vantaggi: è un metodo sicuro per mantenere a lungo gli isolati proteggendoli dai 

contaminanti. 

Svantaggi: occorre un’adeguata apparecchiatura (congelatore a -80°C, liofilizzatore). 

Virus e viroidi fitopatogeni 

Isolamento di virus e viroidi e prove di patogenicità 
A differenza di funghi e batteri, non è mai possibile ottenere una coltura pura di virus e viroidi 

vegetali, in quanto parassiti obbligati endocellulari. 

È possibile tuttavia il mantenimento in vivo, ossia il trasferimento del virus o viroide dal campione 

vegetale ad indicatori erbacei o arborei. cioè a specie di piante anche spontanee, che possono essere 

agevolmente allevate in serra, a rapido accrescimento e che rispondono con una sintomatologia 

specifica e costa·nte all’infezione di virus e viroidi diversi. La possibilità di utilizzare indicatori ha 

per fondamento l’assunto che una della proprietà comuni a tutti i virus e viroidi è quella di essere 

trasmissibili per succo o per innesto (patogeni generalizzati o sistemici). Una buona parte di essi 

può essere trasmessa meccanicamente sugli indicatori, ma per altri è necessario far ricorso a vettori 

o a i·nnesto. 

Base della diagnosi sierologica è la capacità degli anticorpi prodotti dal sistema immunitario di 

organismi animali di reagire in vitro ed in maniera specifica con quegli stessi antigeni che ne 

hanno stimolato la formazione. Da molti anni l’ELISA (Enzyme Linked Immune Sorbent Assay) 

è il metodo immunoenzimatico più comunemente usato per la diagnosi delle malattie virali delle 

piante.  

L’ELISA è un saggio su fase solida in cui un anticorpo specifico agisce in successione, prima 

intrappolando e poi rilevando la presenza dell’antigene bersaglio (particella virale) mediante 

l’impiego di un enzima (ad es. fosfatasi alcalina) capace di produrre il viraggio di colore di un 

opportuno substrato. 

Per l’individuazione e la caratterizzazione di isolati virali è possibile utilizzare sia l’ELISA 

diretta, sia quella indiretta. 

ELISA diretta (DAS-ELISA): le fasi schematiche di un protocollo di ELISA diretta (DAS-

ELISA) possono essere riassunte come segue (Clark e Adams, 1997): 

 Sensibilizzazione della piastra con le IgG specifiche (100-200 mL) 

 Incubazione a 37°C per 2-3 ore 

 Lavaggio con tampone specifico 

 Caricamento del campione estratto in tampone (100-200 mL) 

 Incubazione a 4 °C O/N 

 Lavaggio con tampone specifico 

 Caricamento delle IgG coniugate con un enzima (100-200 mL) 

 Incubazione a 37 °C per 2-3 ore 

 Lavaggio con tampone specifico 

                                                 
· indice 
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 Viene caricato il substrato dell’enzima 

 Si osserva il viraggio del colore del substrato tramite lettore fotometrico (figura 3). 

  
  

Figura 3 - Reazione colorimetrica in piastra ELISA, la cui assorbanza dei pozzetti 

si misura con l’apposito fotometro. 

ELISA indiretta (TAS-ELISA): per l’ELISA indiretta lo schema è fondamentalmente analogo, 

ma il primo reattivo (anticorpo intrappolante) è un anticorpo prodotto in un animale (es. 

capra/topo/pollo), cui viene fatta seguire l’azione di un anticorpo specifico per lo stesso antigene 

(virus) ma prodotto in un animale diverso (es. coniglio) la cui presenza viene rilevata mediante 

un terzo tipo di anticorpo coniugato con l’enzima, specifico per il secondo (in questo caso anti-

coniglio) e definito “coniugato universale”. 

Il metodo TAS-ELISA presenta due vantaggi: 

 risolve il problema della minor reattività degli anticorpi coniugati rispetto a quelli nativi verso 

uno stesso antigene, 

 usando un “coniugato universale” supera la necessità di preparare tanti coniugati per quanti 

so·no i sieri che si prevede di impiegare. 

Per entrambi i metodi l’intensità del colore che si ottiene dopo il viraggio dipende dalla 

concentrazione dell’antigene.  

L’ELISA è un metodo di diagnosi indicato per saggiare un elevato numero di campioni, ma 

presenta una sensibilità da 100 a 10.000 volte inferiore al saggio molecolare. 
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