
Fasi della PCR

 DENATURAZIONE del DNA stampo
Apertura della struttura a doppia elica del DNA mediante     
riscaldamento (94 - 95°C)

 ANNEALING
Appaiamento (ibridazione) dei primers alle rispettive 
sequenze complementari  sul filamento di DNA stampo 
(50 - 65°C)

 ESTENSIONE
Polimerizzazione del nuovo filamento di DNA 
complementare allo stampo, ad  opera dell’attività 
dell’enzima DNA polimerasi (72°C)



REAGENTI DELLA PCR

 Acido nucleico target: sequenza da amplificare (DNA stampo)

 Primers: sequenze oligonucleotidiche complementari alle estremità dello stampo 
(lunghezza 16-25 nucleotidi)

 Taq polimerasi: enzima DNApolimerasi termostabile, isolato dal batterio termofilo 
Thermophilus acquaticus, che catalizza la reazione di polimerizzazione del filamento di 
DNA complementare allo stampo, utilizzando come innesco l’estremità 3’ del primer 

ibridato

 Deossinucleotidi trifosfati (dNTP)

 Tampone di reazione: ambiente in cui si svolge la reazione contenente diversi sali 
(KCl, tris-cloruro e MgCl2)







Amplificazione esponenziale

DNA “target”
1° ciclo

2° ciclo

3° ciclo

4° ciclo

21 = 2 copie

22 = 4copie
8 copie 16 copie

35 cicli
235 = 34 miliardi



Strategia più utilizzata per lo sviluppo di primer specifici:
uso di primers universali  in geni «barcode»

Identificazione di patogeni mediante primer specifici

Regione conservata Regione variabile Regione conservata

Regioni geniche codificanti
(esoni)

Primer 
universale

Primer 
universale

Regioni intergeniche
e introni



Gene Regione intergenica Gene

Possibile primer universale
                GTTCGARTCCCTTTTTTTGC             
Palni           GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTATATTTTTATTTATTAGATAA------ATGGACCCAAA 
Pfragariae      GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTATATTTTTATTTATTAAATAA------ATGGACCCAAA 
Psojae          GTTCGAGTCCCTTTTTTTGCTTATATTTTT---TATTAGATAA------ATGGACCCAAA 
Pcinnamomi      GTTCGAGTCCCTTTTTTTGCTTATATGTATATATTAATAATAATAATAAATGGACCCAAA 
Pkatsurae       GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTATATTATATT----------A-----AATGGACCCAAA 
Ppalmivora      GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTATTTTTTTATTTAATTTTACA-----AATGTACCCAAA 
Pcapsici        GTTCGAGTCCCTTTTTTTGCTAAAAATATTAA-----ATTTAA----AAATGGACCCAAA 
Pcitricola      GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTATAATATTAA-----ATTA-A----AAATGGACCCAAA 
Pcitrophthora   GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTTTAATATTAA-----AATATA----AAATGGACCCAAA 
Pquercina       GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTTTTATATAAA-----T---------AAATGGACCCAAA 
Ppseudosyringae GTTCGAGTCCCTTTTTTTGCTTATTATTTAAA-----TCTAAT----AAATGTACCCAAA 
Pinundata       GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTGAACT-----------ATTTT----AAATGGACCCAAA 
Pmegasperma     GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTTAATTTAAAGGAATCAAATAT----AAATGGACCCAAA 
Pkernoviae      GTTCGAGTCCCTTTTTTTGCTTTAAATATTTTAAATAA----------AATGGACCCAAA 
Pnicotianae     GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTTAAT-ATTTATAT-TAT--------AAATGGACCCAAA 
Pinfestans      GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTTAT--ATATTTTA-AAT--------AAATGGACCCAAA 
Plateralis      GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTTATATATTTATTA-GAT--------AAATGGACCCAAA 
Pramorum        GTTCGAGTCCCTTTTTTTGCTTTAAATATTTATTA-GAT--------AAATGAACCCAAA 
Perythroseptica GTTCGAATCCCTTTTTTTGCTTT-TTTATACAATATAAT--------AAATGAACCCAAA 
Pmedicaginis    GTTCGAGTCCCTTTTTTTGCTTTATTTATACAATA-------------AATGGACCCAAA 
 

R = A o G (primer degenerati)



I geni del DNA ribosomiale (rDNA) : sequenze ripetute per 
l’identificazione di specie per funghi e batteri

Geni «barcode»

Regioni ITS : barcode fungini  Regione 16 S : barcode batterici  



Geni codificanti per l’RNA ribosomiale (rRNA)

Tandem identicamente ripetuti 
(60-200 copie per genoma aploide) 

SSU (18 S) IGS25.8 LSU (28 S) 5SIGS1

IT
S1

IT
S2

Internal Transcribed 
Spacer Regions

(ITS1 e ITS2)

Intergenic spacer regions 
(IGS1 e IGS2)

Non-transcribed spacer 
(NTS)



Confronto delle ITS con  sequenze di 
banche dati genetiche



Confronto con  sequenze di banche dati 
genetiche



Confronto con  sequenze di banche dati 
genetiche



Progettazione dei Primers

Primer Forward (A)

Primer Reverse (B)



Primer (determinano la specificità)
 Lunghezza 20- 25 bp
 TM 50-60°C (temperatura di melting)
 Rapporto AT/CG 40-60% 
 Disegno dei primer (software anche in rete) 
 Evitare dimeri

Dimeri

“Target” specifico



Preparazione di una reazione di 
PCR

1) PIANIFICARE L’ESPERIMENTO : calcolo quantità di tutti i componenti 

2) PREPARARE LA REAZIONE IN LABORATORIO : 
preparare una miscela di reazione di tutti i componenti 



Tampone per Taq pol)
Primers:
RT Fw-RT RevdNTPs

Polimerasi (GO Taq) 

Quale è l’enzima  che catalizza la polimerizzazione del nuovo filamento? 

Cosa serve per creare le 
idonee condizioni di salinità e 
pH per la polimerasi ? 

Quali sono i monomeri
costituenti del nuovo 
filamento di DNA? 

Quale reagente individua la 
regione di DNA da amplificare, 
legandosi ad essa 
specificamente ?



Preparazione di una reazione di 
PCR

• scongelare i reagenti (tranne la Taq polimerasi) ed i  campioni di DNA
• preparare la MIX di reazione

1) PIANIFICARE L’ESPERIMENTO : calcolo quantità di tutti i componenti 

Aliquotare la mix nelle singole provette contenenti il DNA da amplificare

Trasferire i campioni contenenti DNA+ MIX con i reagenti di PCR nel TERMOCICLATORE ed 
avviare la reazione 

MIX DI REAZIONE :

Nucleotidi fosforilati dNTPs (A/G/C/T)

Primers : forward (FW) e reverse (REV)
Taq polimerasi
Tampone per Taq

2) PREPARARE LA REAZIONE IN LABORATORIO : 
preparare una miscela di reazione di tutti i componenti 

FW
REV



µl s. madre / x n campionin° campioni µl s. madre /1 provetta
(Volume iniziale incognito)Conc. finaleConc.madre iniziale

10
q.b. a 23 μl (vol
finale –vol DNA)Acqua NFW

101X5XBuffer per Taq*

100.6mM10mM dNTPs

101010.4μM10µM fw primer

10 1010.4μM10µM rev primer

100.03 u/μl5 U/μlTaq DNA Polym

2DNA

25µl
Volume finale di 
reazione : 

Ci X Vi = Cf X Vf

Pianificare l’esperimento

Ci = Concentrazione iniziale

Cf = Concentrazione finale

Vi  = Volume iniziale (incognita)

Vf = Volume finale (di reazione)

Es. : Calcolo del volume di primer fw
Cf = 0.4μM
Vf = 25µl
Ci= 10µM 

Vi = (0.4 X 25 )/ 10 = 1 microlitro

Vi= Cf X Vf

Ci

Calcolo per conoscere il volume di soluzione da metter nella mix se conosco le concentrazioni INIZIALE e FINALE



ESERCITAZIONE :
1) calcolare i volumi di Buffer, dNTPs , Taq
2) Calcolare il volume di acqua necessario in ogni provetta  per raggiungere il 

volume finale (25 μl) 
3) calcolare i volumi necessari per preparare la mix per amplificare 9 campioni.

Il calcolo si fa considerando sempre 1 campione aggiuntivo  : 9+1

µl s. madre / x n campionin° campioni µl s. madre /1 provetta
(Volume iniziale incognito)Conc. finaleConc.madre iniziale

10
q.b. a 23 μl (vol
finale –vol DNA)Acqua NFW

101X5XBuffer per Taq*

100.6mM10mM Mix dNTPs

101010.4μM10µM fw primer

10 1010.4μM10µM rev primer

100.03 u/μl5 U/μlTaq DNA Polym

2DNA

25µl
Volume finale di 
reazione : 



Reazione di PCR risultato 

µl s. madre / x n campioni
MASTER MIXn° campioni µl s. madre /1 provetta

(Volume iniziale incognito)Conc. finaleConc.madre iniziale

143,51014,35
q.b. a 23 μl (vol
finale –vol DNA)NFW

501051X5XBuffer*

15101,50.6mM10mM Mix dNTPs

101010.4μM10µM fw primer

101010.4μM10µM rev primer

1,5100,150.75u5 U/μlTaq DNA Polym 

2DNA

230 25µl
Volume finale di 
reazione : 

Master mix 

230 microlitri

Campioni da amplificare:
23 μl reagenti +2 μl DNA 



OYDVCiclo

95°C-5'Denaturazione iniziale

94°C-1'Denaturazione *

57°C-1’Innesco *

72°C-1’Estensione *

72°C-10'Estensione finale

35 cicli

ESEMPIO DI CICLO DI AMPLIFICAZIONE 
(IN TERMOCICLATORE)



Si distinguono tre fasi:

1 Estrazione e purificazione del DNA l’RNA per
rimuovere gli inibenti

2 Amplificazione in termociclatore (PCR)
3 Visualizzazione del prodotto di sintesi su gel di
agarosio (elettroforesi)

Fasi della diagnosi molecolare 
mediante PCR 

(Se il peso molecolare del target amplificato non ha valore diagnostico, il prodotto di 
PCR deve essere sequenziato per fornire le informazioni necessarie alla identificazione 
del patogeno)



Diagnosi di Pseudomonas syringae actinidia
Mediante MULTIPLEX PCR

LA MULTIPLEX PCR amplifca contemporaneamente, nella stessa mix di reazione, mediante 
svariate coppie di primers



MULTIPLEX PCR  : 
DUPLEX PCR : Gallelli A, L’Aurora A & Loreti S 2011. Journal of Plant Pathology 93 (2), 425-435. 
PCR CON DUE COPPIE DI PRIMERS: 

KN-F (5’ – CACGATACATGGGCTTATGC – 3’)
KN-R (5’ – CTTTTCATCCACACACTCCG – 3’)

AvrDdpx-F (5’ – TTTCGGTGGTAACGTTGGCA – 3’)
AvrDdpx-R (5’ – TTCCGCTAGGTGAAAAATGGG – 3’)

Diagnosi di Pseudomonas syringae actinidiae
Mediante MULTIPLEX PCR



Diagnosi di Pseudomonas syringae actinidiae
Mediante MULTIPLEX PCR

PSA PS theae
PSS

acqua

PSV

PSA : Pseudomonas syringae actinidiae

PSV : Pseudomonas syringae viridiflava

PSS : Pseudomonas syringae syringae



CICLO (modificato rispetto a quello del protocollo EPPO secondo 
indicazioni del kit Qiagen :

15’ a 95 °C (per attivazione della Taq Hot Start del kit M PCR Qiagen)

30’’ a 94 °C
90’’ a 63°C (durata imposta da protocollo kit M PCR Qiagen)
50’’ a 72 °C 

La reazione di PCR può essere eseguita con il kit Qiagen Multiplex PCR, come segue:

Master MIX : 25 ml
Primers 10mM : 1 l  di ognuno (concentrazione finale: 0.2 mM)
DNA :                 4 l (in caso di estratto da pianta)

5 l (in caso di DNA da sospensione batterica)
Acqua: q.b. a 50 microlitri di volume finale

Diagnosi di Pseudomonas syringae actinidiae
Mediante MULTIPLEX PCR



Ampliconi da colonie batteriche

LG     LGpg    VM

Controls
PSS PSV PSA

Ampliconi da DNA  da piante sintomatiche

LG            LGpg         VM      Acqua

Acqua

200

500

200

500
800
1200

1200
800

Gel 2 , 1% agarosio, 1,30 min migrazione a 70 volt
Marker: Gel Pilot wide Range Qiagen

Pettine superiore, pozzetti:
1 LG colt. Batterica bollita diluita in 1 ml
2 LG colt. Batterica tal quale
3 LGpg colt. Batterica bollita diluita in 1 ml
4 LGpg colt. Batterica tal quale
5 VM colt. Batterica bollita diluita in 1 ml
6 VM colt. Batterica tal quale
7 PSS colt. Batterica bollita diluita in 1 ml
8 PSS colt. Batterica tal quale
9 PSVcolt. Batterica bollita diluita in 1 ml
10 PSV colt. Batterica tal quale
11 PSA DNA 
12 PSA colt. Batterica bollita diluita in 1 ml
13 PSA diluiz. 1:10 di 12 
14 acqua

Pettine inferiore, pozzetti:
1 LG DNA da pianta sintomatica
2 LG diluiz 1:10 di 1 
3 LGpg DNA da pianta sintomatica
4 LGpg diluiz 1:10 di 3 
5 VM DNA da pianta sintomatica
6 VM diluiz 1:10 di 5 
7 acqua

Sono stati caricati 3 microlitri di 
Prodotto  di pcr/pozzetto

LG:   PIANTE VAR. HAYWARD, di 6 e 12 anni
LGpg : piante var. Bo.Erica (in vaso, di 1 anno)
VM:     piante var. Bo.Erica di 2 anni



Elettroforesi

Separazione di  frammenti di acido nucleico, in funzione del peso 
molecolare. 

Il principio di base è quello di un setaccio molecolare attraverso il 
quale frammenti di molecole di DNA vengono fatti passare 
mediante un campo elettrico.

Frammenti di DNA, carichi negativamente per i residui di fosfato, 
in un campo elettrico tendono ad andare verso il polo positivo 



Fusione agarosio  + TP
Polimerizzazione 

Caricare nel gel i campioni di PCR





Elettroforesi

- Agarosio (>100 bp) 
- Tampone elettroforetico 

(TAE o TBE)
- Colorazione con intercalante 

“SYBR safe”
- Loading buffer
- Marker 
- Transilluminatore UV

L’agarosio è un polisaccaride 
che forma un gel con pori
variabili tra 100 e 300 nm di 
diametro a seconda della sua 
concentrazione. E’ quindi la 
percentuale di agarosio che 
determina la gamma dei 
frammenti di DNA separabili -
concentrazione 1-2.5%: 
maggiore è la dimensione del 
DNA minore sarà la 
concentrazione di agarosio da 
utilizzare (=maglia del polimero 
più larga).

+

-

Reagenti necessari



Il gel viene quindi posto in apposita vaschetta 
elettroforetica. Dopo la loro polimerizzazione viene 
riempita del tampone di corsa (TBE, TAE). 

Il Tris contenuto nel tampone è un sale molto usato nei 
laboratori. Tampona tra pH7 e pH8, un range in cui il DNA 
si mantiene molto bene. L’EDTA, invece, è un chelante che 
sequestra ioni Mg2+ presenti in soluzione e che vengono 
utilizzati da enzimi che degradano il DNA (DNAsi).

Prima di caricare il gel si aggiunge al campione un 
colorante con velocità di migrazione nota in modo da 
seguire l’andamento dell’elettroforesi. Tale colorante è 
chiamato Loading buffer.

Sul gel si riserva un pozzetto in cui verrà messo il marker. 
Questo è composto da una miscela di frammenti lineari di 
DNA i quali migrano nel gel con dimensioni note.

Nella corsa elettroforetica, si deve applicare una differenza 
di potenziale proporzionale alla distanza tra gli elettrodi. Si 
applica un voltaggio di 3-5V/cm (calcolato come distanza tra 
i due elettrodi). 
Se fosse maggiore si rischierebbe di scaldare il
tampone di corsa e quindi di danneggiare il DNA.

Per visualizzare le bande elettroforetiche, viene 
aggiunta alla preparazione del gel una quantità 
di intercalante del DNA che se esposto a luce 
UV emette fluorescenza (SYBR-Safe).

Tris-borato o Tris-acetato



Elettroforesi su gel di agarosio
1. Caricamento di campioni amplificati su gel
di agarosio

2. Separazione degli ampliconi mediante corsa
elettroforetica

3. Visualizzazione dei prodotti di 
amplificazione (con apparato fotografico 
gel-doc o transilluminatore UV)



Elettroforesi su gel di agarosio



“Plateau” 

Cicli di PCR

Effetto “plateau”: Esaurimento Taq
Accumulo dei prodotti

Visualizzazione del prodotto di 
sintesi  su gel di agarosio 

(elettroforesi)


