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L'olio extravergine di oliva
(EVOO)
-~ e il risultato di complesse
comeae | N trasformazioni
Y2 ® dei componenti del frutto OLIVAI

LE FASI DELLA PRODUZIONE
DELIOLIO

Gramolazione Frangitura Defogliazione
pasta olive e lavag i
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@} , Accettabilita sensoriale dellEVOO,
SO ma anche la sua shelf-life,

/' dipendono da una serie di molecole che si
. " formano nel corso di TUTTA la filiera,
dal campo al frantoio
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Note sensoriali gradevoli
es. "verde", "fruttato” derivate principalmente
da aldeidi, esteri, alcoli e chetoni

Step 2: Monitoring of the
E-2-hexenal/Acetic Acid ratio

Step 3: Confirmation of the

E-2-hexenal/Acetic Acid ratio CIGSSificaTe in quaTTr.o Ca,tegor.ie: \\avvina.ro"'
MM "muffa”, "riscaldo” e “irrancidito"."
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L'olio extravergine di oliva
(EVOO)
e il risultato di complesse trasformazioni
dei componenti del frutto OLIVAI
Accettabilita sensoriale...

Necessaria la corretta gestione di
I'UTTE le procedure nelle diverse fasi,
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Table 1. Yeast species isolated
sequencing.

v -

from olive oil identified through D1/D2 (26S) rDNA

Yeast Species Substrate Location Reference
Brettanomyces acidodurans olive oil Spain [36]
(New species) spoiled olive oil Israel [36]
Brettanomyces californica virgin olive oil Italy [22]
Candida adriatica olive oil sediment Slovenia [38]
(New species) virgin olive oil Italy [38]
spoiled olive oil Croatia [38]
oil from decanter Italy [23]
Candida dendronema olive oil Italy [44]
Candida diddensiae virgin olive oil Italy [29]
Candida norvegica virgin olive oil Italy [26]
Candida oleophila virgin olive oil Italy [26]
Candida parapsilosis virgin olive oil Italy [28]
Candida temnochilae olive oil Italy [44]
Debaryomyces hansenii virgin olive oil Italy [26]
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Olio....essenzialmente molecole lipidiche, MA
ANCHE acqua!

Anche fino allo 0,1%, in relazione al processo
tecnologico di estrazione e all'applicazione o
meno della filtrazione..

H,O e ruolo determinante nella possibile

presenza & sviluppo di microrganismi....

che affliggono il profilo sensoriale, qualita e
shelf life del prodotto.
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Pressed oil

Osservazione al SEM del ceppo di lievito Yamadazyma terventina
2092 dopo tre mesi di incubazione in EVOO con
basso (A) e alto (B) contenuto totale di composti fenolici polari; (C)
crescita del lievito su terreno CMA.

Microorganisms 2020, 8(5), 663; https://doi.org/10.3390/microorganisms8050663
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Concentrazione di lieviti
nei diversi stadi del processo di estrazione dell'olio

o)
- 3
T all'inizio (HD1), a meta (HD2) e alla fine (HD3)
‘é’, c della raccolta nella stessa stagione colturale.
-d

1

0 Lettere diverse indicano concentrazioni significativamente

differenti all'interno di ciascuno stadio (ANOVA, p <0,05)."**
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Table 1. Isolation frequencies (%) of yeast species and of the yeast-like fungus A. pullulans in different samples collected spec l e d l I '6V| t' e Io r.o f r.eq uen ze
during olive oil extraction processes carried out at the beginning (HD1), in the middle (HD2), and at the end (HD3) of the
durante il processo di estrazione
Washed Olives Crushed Pastes Kneaded Pastes  Oil from Decanter Pomaces (] ° (] °
eastspecies dell'olio d'oliva
HD1 HD2 HD3 HD1 HD2 HD3 HD1 HD2 HD3 HD1 HD2 HD3 HD1 HD2 HD3
< Aureobasidium pullulans > 83 100 25 - - 44 17

Candida kluyveri - - - - - - 53 A - - . & & -

Candida norvegica 12 - 50 50 33 13

Nakazawaea wickerhamii - - - - - 5 - 4 26 62 24 4 - 9 14

Ntozavees poerdrioer - - - - s e o4 wowowo4 - owon o Alcune specie sono tipicamente associati alle olive,
Metschnikowia fructicola - - - - - 5 - - - 25 . . .
Bty B e mentre altre sono associate alla fase di frangitura

Rhodotorula mucilaginosa - - - 50 77 - - - = = = = 1 = = e g r‘amo ' atu ra ’

ot .~ . . oppuresiritrovano esclusivamente nell'olio e nelle
Zygotorulaspora mrakii - - - - - - - 87 53 - - 4 55 31 50 sans e.

Foods 2019, 8(10), 457; https://doi.org/10.3390/foods8100457
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Table 2. Statistically significant correlations (p < 0.05) calculated between yeast

concentrations occurring in kneaded pastes or oil from decar S
the final olive oil samples. (ns = not significant). Step 1: Monitoring of VOCs

‘y' l\ “ | ,‘,
n.d 2 ‘ 0.7572 0.6547 0.7130 0.5935
Spearmanr Pearsonr RVATAYY YAl
RONWIVYA.. -0.7925 -0.6573 -0.8499 -0.8145
Aldehydes
-0.7339 -0.8582 -0.7251 -0.7072
Hexanal -0.6998 ns
-0.7484 -0.6344 -0.6954 -0.8006
cis-3-Hexenal -0.6203 -0.633
-0.7042 -0.5673 -0.7439 -0.6407
trans-2-Hexenal -0.5982 -0.603 Step 2: Monitoring of the
2-Methyl-butanal 0.6556 - E-2-hexenal/Acetic Acid ratio
-0.6733 -0.6317 -0,691 -0.6885
Isovaleraldehydes 0.9161 0.7170
0.8102 0.7454 0.713 0.7172
2,4-Heptadienal -0.7086 -0.6413
Benzaldehydes -0.7572 ns
0.8318 0.7596 0.7628 0.7562
trans-2-Decenal 0.5378 0.5590
0.8013 0.6240 0.7704 0.6024
Step 3: Confirmation of the -0.7307 -0.6868 -0.7042 -0.7060
SRR ~0.7660 ~0.6455 ~0.7881 -0.8419
-0.5938 —-0.4505 -0.5717 ns
-0.7484 -0.6560 -0.6954 -0.6181
-0.6556 ns -0.6998 -0.5398
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Table 1. Mean values and standard deviations of the turbidity characterization parameters for
the four specimens of just processed olive oil samples; CON = veiled and not HHP-treated oil

samples; HHP = veiled and HHP-treated oil samples; FIL = filtered and not HHP-treated oil samples;
F-HHP = filtered and HHP-treated oil samples. Number of replicates = 4.

Oil Sainivies Degree of Water Content Solid Particle % MlCl‘Ob al Cell
P Turbidity (NTU) (Y%w/w) Content (%w/w) W Count (log UFC/g)
CON 45 0.2
HHP 1525 + 108 0.25 + 0.09 0.22 + 0.06 0.76 + 0.05( 0.0 +0.0
FIL 0.0+ 2.0
F-HLP 17 + 4 0.05 + 0.01 0.00 + 0.00 042 + 0.02\ 0.0 4 0.0

N

La filtrazione & una fase determinante per proteggere l'olio
da contaminazione/proliferazione microbica...

Molecules 2020, 25, 420; doi:10.3390/molecules25020420
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IN a nutshell...

Durante la stagione di raccolta delle olive, alcune specie di lieviti colonizzano I'impianto di estrazione

(es. le apparecchiature di gramolazione e il decanter)
a scapito di altre, determinando i profili del microbiota dominante nel corso del processo e nel prodotto finale

1) L'esito di tale colonizzazione influisce in modo significativo sul contenuto di VOCs dellEVOO
2) Gli effetti di questa colonizzazione da parte dei lieviti sulle caratteristiche chimiche del’lEVOO dipendono da
* densita della popolazione, * capacitd enzimatiche delle specie e/o dei ceppi che compongono il microbiota.

PERTANTO,
le condizioni igieniche dell'impianto di estrazione/del frantoio risultano
fondamentali
nella definizione del profilo aromatico dellEVOO,
nonche della sua qualita e durabilita.
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Ma se é necessaria la corretta gestione di
TUTTE le pr'ocedur'e nelle diverse fasi...

anche in campo7
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Specific Detection of Pseudomonas ;’1 X
savastanoi Pathovars: From End-Point PCR Plant

Patholov )y

to Real-Time PCR and HRMA

Protocol | First Online: 13 July 2022
pp 263-272 | Cite this protocol

Plant Pathology

Stefania Tegli 9 & Chiara Pastacaldi &9

[N Part of the book series: Methods in Molecular Biology ((MIMB,volume 2536))

o

ISTITUTO NAZIONALE . L.
D1 STUDI SU Controllo delle contaminazioni

AGRIBUSINESS E SOSTENIBILITA microbiche in frantoio

18 settembre 2025

UNIVERSITA
DEGLI S{T\UDI DAGRI

F l RE N Z E DIPARTIMENTO DI SCIENZE E TECNOLOGIE
AGRARIE, ALIMENTARI, AMBIENTALI E FORESTALI




b (LMA:

A ’ Collegio Toseano degli Olivieoltori

IN

Tegli et al 3MC Microbiology 2010, 10:156
Wtpdiwww Biomedcentral comy1471-218010/156

BMC
Microbiology

Development of a versatile tool for the
simultaneous differential detection of
Pseudomonas savastanoi pathovars by End Point
and Real-Time PCR

Stefania Teali*!, Matteo Cerboneschit, llaria Marsili Libelli and Elena Santiti
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High-Resolution Melting Analysis as a Powerful Tool to
Discriminate and Genotype Pseudomonas savastanoi
Pathovars and Strains

Andrea Gori, Matteo Cerboneschi, Stefania Tegli*
Laboratorio di Fatologia Vegetale e Diparti &

Agrarie, Universitd degli Studi di Firenze, Sesto Fiorentino, Firenze, Italy

Abstract

k is a serious pathogen of Olive, Oleander, Ash, and several other Oleaceae. Its epiphytic or
endophytk presen(e in asymp!omadc plan!s is crucial for the spfead of Olive and Oleander knot disease, as already
r P, i (Psv) on Olive and for pv. nerii (Psn) on Oleander, while no is

avallable fof pv. fraxini (Psf) on Ash. Nothing is knuwn ye! about the distribution on the different host plants and the real
host range of these pathovars In nature, althoug infections were ob d following artificial inoculations. A
multiplex Real-Time PCR assay was recently developed to simult; ly and itati ', discrimi in vitro and in
planta these P, savastanoi pathovars, for routine cuhurex fi ion and for epidemiological and di ical studies. Here
an innovative High-Resolution Melting Analysis (HRMA)-based assay was set up to unequivocally discriminate Psv, Psn and
Psf, according to several single nucleotide polymorphisms found in their Type Three Secrenon System clusters. The genetic

distances among 56 P. i strains belonging to these path were also , confirming and refining data
previously obtained by fAFLP. To our knowledge, thns is the first time that HRMA is applied to a bacterial plant pathogen,
and one of the few multiplex HRMA-based assays loped so far. This p I provides a rapid, ive, specific tool to

differentiate and detect Psv, Psn and Psf strains, also in vivo and agalnsl other related bacteria, with lower costs than
convemlonal multiplex Real-Time PCR. Its application is pankulady sullable for sanitary certification programs for P.
i, aimed at avoiding the sp g of this phytop gl ic plants.

Cltatlon: Gori A, Cerboneschi M, Tegli S (2012) High-Resolution Melting Analysis as 3 Powerful Tool to Discriminate and Genotype Pseudomonas savastanol
Pathovars and Strains, PLoS ONE 7(1); @30199. doic10.1371/journal pone.D0199

Editor: Zhengguang Zhang, Nanjing Agricuitural University, China
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ight: © 2012 Gori et al. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits unrestricted
use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original author and source are credited.
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Genetic diversity and population structure of Pseudomonas vpuisles
savastanoi, an endemic pathogen of the Mediterranean area,
revealed up to strain level by the MLVA assay

Yaseen Jundi Rahi ™ - Silvia Turco ' ( - Maria Claudia Taratufolo ' - Marta Tati ' - Matteo Cerboneschi® (3 -
Stefania Tegli* @ - Franco Valentini® @ » Annamaria D'Onghia” - Nicola Sante lacobellis* -
Giorgio Mariano Balestra’ @ - Angelo Mazzaglia' &

Received: 12 December 2019 /Accepted: 3 June 2020 / Published onling: 15 lune 2020
1 Societa akana di Patologia Vegetale (S.1PaV.) 2020

CONSORZIO INTERUNIVERSITARIO
ISTITUTO NAZIONALE

D1 STUDI SU

AGCRIBUSINESS E SOSTENIBILITA

SCII..OIiVCI

Controllo delle contaminazioni
microbiche in frantoio

18 settembre 2025

. plants WP

Article

Identification and Characterisation of Pseudomonas savastanoi
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System and Quorum Sensing Inhibition of
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Indole-3-acetic acid in plant—pathogen interactions: a key molecule
for in planta bacterial virulence and fitness
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How do pathogens attack their hosts?
How do pathogens recognise their hosts?

Courtesy of E.Colombi, 2012
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DIAGNOSTICA MOLECOLARE
& analisi del INTERAZIONE MOLECOLARE
OSPITE_PATOGENO..

AGRICOLTURA di PRECISIONE!

L 'agricoltura di precisione & una strategia di gestione dell'attivita
agricola con la quale i dati vengono raccolti, elaborati, analizzati e
combinati con altre informazioni
per orientare le decisioni in funzione della variabilita spaziale e
temporale al fine di migliorare |'efficienza nell'uso delle risorse, la
produttivitq, la qualita, la redditivita e la sostenibilita della
produzione agricola®

* Precision Ag Definition | International Society of Precision Agriculture
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DIAGNOSTICA MOLECOLARE
nalisi del INTERAZIONE MOLECOLARE OSPITE_PATOGENO...

Integrazione

Diagnosi precoce con droni + biosensori

Mappe di infezione + qPCR

Modelli predittivi + dati climatici + Al

Biocontrollo mirato + DSS

Selezione assistita da marcatori (MAS) + mappe

geospaziali

GRICOLTURA di PRECISIONE!

Esempio

Rilevamento di infezioni latenti da patogeni fungini

Analisi molecolare dei campioni prelevati in campo e

georeferenziazione delle aree infette

Previsione delle epidemie di peronospora in vite

Rilascio localizzato di agenti di biocontrollo dove serve

realmente

Impianto di varieta resistenti nelle aree piu soggette a

infezioni

* Precision Ag Definition | International Society of Precision Agriculture
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Patologia Vegetale Molecolare per il disegno e ottimizzazione di
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Efficacia su
Biocida / Tipo Pseudomonas Spettro

HOCI (acido ipocloroso) Alta (in vitro su vari Ampio

Pseudomonas)
Argento colloidale / Alta (anche su Ampio
nanoparticelle di Ag* Pseudomonas)
Antibiotici (es. Altissima (storicamente) Ristretta
streptomicina)
Estratti naturali / oli Variabile Ristretto-
essenziali mediamente

ampio
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Impatto
Persistenza Fitotossicita ambientale Note
Bassa (degrada Bassa (se ben Basso Efficace anche a basse
in poche ore) tamponato) concentrazioni (50-200 ppm);
uso sicuro su piante se ben
gestito
Alta Bassa Potenziale Caro; non sempre approvato
ecotossicita in agricoltura
Alta Bassa Alta Ormai vietati in molti paesi;
(resistenze!) selezione di resistenze
Bassa Bassa-media Basso Sostenibili, ma meno potenti
e piu instabili
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Glycosidic Linkage
= Main target of HOCI
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= Chlorination only in
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/ P 4 I modello della Tripla Elica

IETRRLE HEL (Triple Helix)

concetto teorico e operativo di
sviluppo economico e innovazione,
basato sull'interazione sinergica tra
universita, industria e governo

B

| 4 5 —= \‘%";’f’z, UNIVERSITA
¢ OLMA | INAS g SanOliva Gk i | DAGRI
‘ o ° \ 01 STUDI SU DPA T ne TOD SCIEN ZEETECNOLOCE
' Collegio Toseano degli Olivicoltori i e F[ RE N ZE NTARI, AM EST
18 se'r'rembr'e 2025




SanOliva

Universita: produce ricerca scientifica,
/ / conoscenza e capitale umano.

e LNustria: trasforma le conoscenze in prodotti,

servizi, tecnologie.

Governo: crea le politiche, infrastrutture e
regolamenti che favoriscono l'innovazione.

La chiave del modello ¢ l'interazione dinamica e
collaborativa tra i tre attori
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Promuovere un'economia basata sulla
// CONOSCENZA

THE TRIPLE HELIX

\ NN in cui l'innovazione NON ¢ il risultato
dell'azione di un solo attore,
ma della co-evoluzione e
della co-creazione
tra i tre sistemi.
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Promuovere un'economia basata sulla
CONOSCENZA

// Visione moderna dello sviluppo economico in
 mwTTm cui la conoscenza scientifica €
la leva principale per l'innovazione,
la competitivita e
la crescita sostenibile

Interdipendenza strategica tra
ricerca, impresa e politica.
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