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Current situation - Xyl/ella fastidiosa in Apulia Region - Italy

Occurence of Xfisolates belonging to 3 subspecies

* Pauca: «olive» isolates, epidemic and new outbreaks

* Multiplex: almond

* Fastidiosa: grapes & almond

Prov. BT

Surveys:
- Detection/delimiting
- Subspecies identification

Prov. BR
Itiplex - Zona Infetta Basilicata
ltiplex - Zona Cuscinetto

Common hosts:

ltiplex (Santeramo in Colle/Ginosa) - Zona Cuscinetto in Basilicata

eg. Almond,
ica (Bari) - Zona Infetta PO lyga la

ica (Bari) - Zona Cuscinetto
ica - Zona Cuscinetto
ica - Zona Contenimento

ica - Zona Infetta

30 60
Km




Demarcated areas for Xyl/ella fastidiosa in Apulia Region - Italy

e
Legenda
REGIONE PUGLIA Buffer zone Xf fastidiosa

Buffer zone XF multiplex

Buffer zone XF pauca
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Sampling unit Number? - defined based on RIBESS+ (2 levels of risksﬂ )
Grid cells (=1 hectar)

I\ r o
Olive grove Fruit crops m Other species

Others Total

Confidence level 0,99

Parameters
Prevalence 0,001 0,0001

jTarget

. Number of specified plants 67.766.382
g population

158.120.490 (36.656.056 35.996.052 (298.538.980

Plants to be sampled  SE:kE: 5.982 6.137 3.207 21.245
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SAMPLING: 1° STEP - visual inspection and collection of shoots/leaves Field team: 2 technicians

The APP assign to each team the grid cells to sample on a daily basis Each team is identified by an ID
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SAMPLING VINEYARDS (recent oubreak, gap of knowledge for the epidemiology): 1 pooled sample from the
border rows, 1 pooled sample from vines inside the vineyard randomly selected




For each tree/plant sampled: the team fill the info on the APP and a label for the bag
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— Cod, SQUADRA. VY~ SE S (
DATA 03/ 03

ID Giornaliero. !¢

SPECIE. A NDORW,

SINTOMI ASSENT
cob PooL 4381k~ 24 -9~ 7
__—__
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Nuovo Campionamento

Tipo sintomo *

Quadrante *

M Consulta mappa

Specie consociata *

Stadio biologico vettore



' INDIVIDUAL AND POOLED SAMPLES

Max 4 samples for Prunus spp.
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Each sample:
Unique ID of the bag

Each sample:
Unique ID of the bag



Once the team complete the field work - all information are sent to the database (accessible
by all laboratories and inspectors

rizhc - Lala rilevamento: uaroo 2225 - Codice Squadra: 003634 - Id giornaliero: 3

1811301

Tipologia

Campione

Specie

Olivo (Olea europaea)

Note

Stato colturale

Coltivato, Discreto

Quadrante

le]

Analisi secondo livello pool

Data/ora esito laboratorio

Sottospecie

DDS

Foto

Data rilevamento

03/03/2025

Codice busta

273600

Cultivar
Altro
Specie principale

Sl

Ultime operazioni colturali

Altro

Latitudine

41.0796726228

Laboratorio

CNR

&t

Codice Squadra

003634

Sub

Eta

Da 50 a 100 anni

Specie consociata

Frutteto

Presenza vettore

NO

Longitudine

16.8449431658

Esito laboratorio

Id squadra

1

Codice pool

438114-24-9-1

Sintomo

Assente

Sesto d'impianto

Non regolare

Stadio vettore

Comune

Bari

Operatore laboratorio

Id giornaliero

3

Zona
ZONA INDENNE

Tipo sintomo

Dimensioni

Altre patologie

Esito pool

Note laboratorio

Id

1811301

UNIQUE ID n°® assigned to the sample

Componenti squadra

Piero Conte

Codice ettaro

438114-24-9

Monumentale

Fase fenologica

Stasi vegetativa

Maglia
438114

Data/ora esito laboratorio pool

Analisi secondo livello

Esito qPCR (Ouyang et al., 2013)

Data saggio

&t



Tissue preparation: example of grapes

UNIQUE ID n°® assigned to the sample

13

30020432 ’
EXP24/2025_
BlOREBA 03/03//20255 ] i 4 2
20/ 30054449
EXP24/2025_

03/03/2025




Tissue preparation: example for olive
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Tissue preparation: example for almond (sample collected end of february 25)

24
BIOREBA 30032660 ]
EXP24/2025_
nN2/03/2025

Individual samples: 0,4-0,6¢g

Pooled samples: 1,0-1,4¢g




DNA preparations

N.2 LAB
CTAB PROTOCOL
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ICampione - Data rilevamento: 03/03/2025 - Codice Squadra: 003634 - |d giornaliero: 3

Id

1811301

Tipologia

Campione

Specie

Olivo (Olea europaea)

Note

Stato colturale

Coltivato, Discreto

Quadrante

tlo]

Analisi secondo livello pool

Data/ora esito laboratorio

Sottospecie

DDS

Foto

Data rilevamento

03/03/2025

Codice busta

273600

Cultivar

Altro

Specie principale

8l

Ultime operazioni colturali

Altro

Latitudine

41.0796726228

Laboratorio

CNR

Ente accreditato

Operatore ente accreditato

Da abbattere

No

Codice Squadra

003634

Sub

Eta

Da 50 a 100 anni

Specie consociata

Frutteto

Presenza vettore

NO

Longitudine

16.8449431658

Esito laboratorio

Esito qPCR(Francis et al., 2006)

Note secondo livello

Abbattimento

ALL POSITIVE SAMPLES ARE SUBJECTED TO
qPCR for SUBSPECIES IDENTIFICATION

Id squadra

1

Codice pool

438114-24-9-1

Sintomo

Assente

Sesto d'impianto

Non regolare

Stadio vettore

Comune

Bari

Operatore laboratorio

Esito qPCR(Harper et al., 2010

Data/ora esito di secondo livel

RFU

2000

1500

1000

500

Id giornaliero

3

Zona
ZONA INDENNE

Tipo sintomo

Dimensioni

Altre patologie

Esito pool

Note laboratorio

Amplification

‘Componenti squadra

Piero Conte

Codice ettaro

438114-24-9

Monumentale

I
T

Y T

~
Fase fenologica
Stasi vegetativa v
Maglia
438114
Data/ora esito laboratorio pool
=
Analisi secondo livello
~
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Laboratory workflow (4 official Labs and 1 reference Lab)

N. 4 - LABORATORIES PROCESS THE SAMPLES AT LARGE SCALE LEVEL

v v

Neiative Positive Doubtful samples
Rgsqlts trasml.tted to the DNA transferred to the Plant materials transfered
official authority to the Reference Lab for

Reference Lab for
subspecies identification

A/Results trasmitted Negative Positive Doubtful samples

re-testing

New host/new outbreak to the official \\/
MLST analysis authority
Rgsults Field tree
trasmitted to the re-sampled

official authority



PRACTICAL EXAMPLE of the diagnostic reports and timing

Official LAB detected a positive (samples are tested within 5-6 days)

CRSFg
LAl
Centro di Ricerca
Sperimentazione ¢ Formazione
in Agricoltura “Basile Caramia™
Prot.347/Ldf2025 Locorotondo, 20 febbraio 2025 e e
RAFFORTO DI PROVA N® PROT. 347 DEL 20,/02/2025
Al Dirigente Responsabile del Servizio Fitosanitario
Regione Puglia
Lungomare N. Sauro, 4546 ESTO AMALISI
70121 Bari -PCRin
Oggetto: trasmissione esito saggi di primo livello campioni POSITIVI area CUSCINETTO. D CAMAONE DATARILEVD SFECE CORUNE = LDI'EIl‘_IA:i-I'rE :e.lmhpbuu:lml: DATA ANALIS
Herper et al,
Con riferimento ai saggl di primo livello relativi all’accertamento della presenza di Ajlella 2040
ﬁ:;jf;?ﬁ:;ﬁ;ﬁﬁiﬁiﬁ?ﬁ ;izr::;oigm in allegato si trasmettono i ‘ 1504378 13,02/ 2025 Mandoro {Prunus dulds) Triggianc 4105178057 | 169512474 | POSMIND | 1970272025
Si precisa che il documento redafto e gestito dalla Regione Puglia ¢ stato compilato dal referente del
CRSFA delle analisi per Xvlella fastidiosa nell’ambito dell’attivita di monitoraggio della Regione
Puglia del CRSFA come richiesto dallo stesso ente e riporta i dati riferiti ai soli campioni dell’area
INFETTA risultati Positivi all'analisi. Gl stessi dafi sono parte di quelli presenti nel rapporto di
prova prot. 2. 341 del 20-02-2025. DOCUMENTO REDATTO E GESTITO DALLA REGIONE PUGLIA
Rcente i g 51l s COMPILATO DAL PERSONALE DEL LABORATORIO DI DIAGNOSI FITOPATOLOGICA DEL CRSFA E, COME RICHIESTO
Nell'ambito dellattivita di monitoraggio della Regione Puglia DALLD STESSD ENTE, RIPORTANTE | DATI RIFERITI Al 300U CAMPIONI DELL" AREA INFETTA POSITIVI ALL'AMNALISI (GLI
Dottssa Maria Rosaria SILLETTI STESS! DATI SOMO PARTE DI QUELLI PRESEMNTI NEL RAPPORTO DI PROVA PROT. N. 341 del 20-02-2025)
love € osesin A[TehH

IL DIRETTORE IL PRESIDENTE

Pryly Franco NIGRO Rag. Michele LISI
%ﬁ Lo }" % R [

Luizione BEA oo CCIAA di Bari al o 373158, Registro Persone Giuridiche c'o Triburale & Barial n 276 CF 01040360728 P. IVA 04563050724
Via Cisterning, 281 | 70010 Lecorotendo (BA) | Tel 080/4313071 - 0804313123
e-mail: infogicrs it - arshbraramiagiesalmail it




2 days later - The Reference LAB identified the subspecies

@ Consiglo Nazionale | Isituto pe la Protezione Sostenible delle Piante DGO
delle Ricerche Laboratorio di diagnosi fitosanitaria

orto di Prova 22F/2025
P

Ban 21/02/2025

Al Dhrigente Fesponsabile
del Servizio Fitosanitario
Regione Puglia
Lungomare N. Sauro, 43/46
70121 BARI

Oggetto: Trasmissione esito saggio molecolare per lidentificazione della sottospecie di Xylella fastidiosa su campiom
provenienti dalla zena cuscinetto Xylella fastidiosa subspecie fasfidiosa e zona infetta Xylella fastidiosa subspecie

Con niferimento a1 campioni i vite enropea e Prunus duleis | consepnati in data 20/02/2025 dal tecnico Arnif Sig. Michele Prisciandaro
da parte del CRSFA. con la presente si comuunicano gli esiti delle analisi per l'identificazione della sottospecie utilizzando il protocollo qPCR
descritto da Dupas et al. (2019) come previsto nel Regolamento di Esecozione (UE) 20242507 che modifica I'Allegato IV del Regolamento
UE 1201/2020.

Restando a disposizione per ulteriont dettagli, s1 porgono cordiali saluti.

Laboratorio multisite CNR-IPSP

SEDE ISTITUZIONALE Strada delle Cacee 73, 10135 TORING

SEDE DI BARI - Via Amendola 185/4, 70126 BAR|

CF 80054230585 - P.IVA 02118311006 113

@Cﬂnsiglin Nationale | Isttuto er Ia Protezione Sosteniiledelle Pante DCD

delle Ricerche

Laboratorio di diagnosi fitosanitaria

Dettagh ed esiti relativi all'identificazione della sottospecie sui campioni consegnat in data 20/02/25:

Codice accettazione EXP 222025
ANALIS| MOLECOLARE PER IDENTIFICATIONE SOTTOSPECIE
" Kyielta fastidiasa
Codice univoco Codice - _— data Codice Pool di N Campione = =
ampione committente Latitudine | Longitudine campionamento | appartenenza f Tes pDOl.l‘s? olo o Dupas et al, 2019
pi g ppal vegetale g Data prova
[fostidiosa muitiplex pauca
1_EXP22/25_206 Vite = = . Mon
= = 1E04248 4105144201 | 16,95191138 13/02/2025 438123-28-26-1 DA singolo Rilevata Non rilevata . 022025
/541 - y europea o rilevata ufoz/2
2_EXP22/25_206 vite . _ : Non
Isa3 1E04256 41,0514707 | 16,95184654 13/02/2025 438123-28-26-1 europea DA singolo Rilevata Non rilevata rilevata 21/02/2025
3_EXP22/25_206| vite Mon
- - 1E04274 4105147305 | 16,95161857 13/02/2025 438123-25-26-1 DNA Singol Rilevata M ilevata . 022025
/543 - y europea "ngole on e rilevata 21/02/2
4_EXP22/25_206| Prunus - - - Non
- = 1E04378 | 4105178057 | 169514474 | 13f02/2025 | 438123-27-26-2 . DNA singolo Rilevata Non rilevata . 21/02/2025
f55-a = = dulcis = rilevata




Example for a new outbreak of a different Xf subspecies

20/03/2024
Surveillance Xf-free for the olive isolates:

A pool of 7 almond trees tested positive In
the Xf-free area

02/04/2024
Reference Laboratory confirmed
the detection of the bacterium in 2
trees of the pool

Legend

© Negative plants
® Positive plants




Timing

03/04/2024

Reference lab
reported the results of
the subspecies
identification: multiplex

Consiglio Nazionale | Istituto perla Protezione Sostenibile delle Piante
r delle Ricerche Sede Secondaria Bari
Il Responsabile
Bari, 02/042/24

Al Dirigente Sezione
Osservatorio Fitosanitario
Regione Puglia

Lung. Nazario Sauro 41
70121 BARI

Oggetto: Identificazione della sottospecie di Xylella fastidiosa e del ceppo su campione infetto

di Prunus dulcis rinveniente da focolaio in zona indenne.

Cen riferimento ai due campioni di Prunus dulcis {ID-cod.busta 2471663 e 2471668)
provenienti dall'in agro di Santeramo (BA) e risultati positivi al saggio qPCR per Xylella
fastidiosa (Rapporto di Prova CNR-IPSP. 36/24 trasmesso con nota Prot. 105541 del
27/03/24), con la presente si comunica che su un‘aliqucta del DNA estratto dal campione ID-
cod. busta 2471668 & stata effettuata I'analisi molecolare mediante il saggio di ‘Tipizzazione
MLST (Multi Locus Sequence Typing)', sulla base di Yuan et al. (2010), per la identificazione
del ceppo e della sottospecie. Il profilo allelico determinato per i 7 geni amplificati e
seqguenziati dal suddetto campione & risultato essere il seguente:

Gene |leud |malF |holC | cpsG | ghiT  |nuol |patC | ST*
Allele | 5 3 6 3 3 3 3 26

*sequence type=genotipo

Sulla base delle analisi comparative con i profili allelici sinora noti e disponibili in banca
dati (pubmist.org/organisms/xylella-fastidiosa/), il profile allelico determinato per il
campione ID-cod. busta 2471668 corrisponde al genotipo 5T26 appartenente alla sottospecie
multiplex.

NOTIFICATION OF THE PRESENCE OF A PEST TO THE COMMISSION AND TO OTHER Draft No.
MEMBER STATES 13607
Member State: 2.1 - Notification fram: 2.2 - Offficial contact:
IT - ITALY SERVIZIO FITOSAMITARIO CENTRALE CARLO FRANCESCO CESARONI
of.cesaroni@ipoliticheagricole it

+35.0646656193

Initial Notification date: National reference number:
2024-03-29 00:00:00 IT/16/ 2024 /2030
Uypdate No. & Date:
01,/2024-03-29

1 - General Information

1.1 - Details of the Mdentily of the pest

I.1.1-Tide:
Update no 1. Presence (confirmed) of Xylella fastidiosa subsp, multiplex in ITALY (Santeramo in Colle)

I.1.2 » Sclenhific name of the pest: 1.1.3 » EPPO prefiamed name:

Hylella Fastidiosa subsp. multiplesx Wylella fastidiosa subsp. multiplex

L.1.4 - EU category af past: 1.1.5 - EPPO categary of pest:
Annex ITB A2 list

Further Information:
1.2 - Evecutive summary
L.2.1 - Short summary of the Information submitted In paints 2-7:
1.2.2 - Summary of information providad in ths update !
Confirmation of the presence of a pest.
1.2.3 - Reason for exceeding the & working day deadiine from after official confinTation of the presence of a pest fo nottfication (Amide 32,1 of Reguiation (EU) 2008717150

1.3 - Type of presence reported:
Presence (confirmed)

| 3 - Location of presence of pest

3.1 - Administrative reglon of the Iocation of presance of pest

L-  NUTS pear 2021
wuTS Sud (ITF)
wTs I Puglia (ITF4)
TS I Bari (ITF47)
Loca! Administradive Uit Santeramo in Colle
Oiher

1.2 » Fuvther information about iocation:  "Please refer to bowes 6.1.4 and 7.3.2 where avallable™

| 4 - Reason for notification, pest status of the area, and the Member State concerned

4.1 - Resson forthe notification

OCD:MM or suspected appearance of the pest in part of the territory of the Member State concemned, In which its presence was previously
unknown.

4.2 » PEST ETATUS of the AREA whene the pest has been found fo be present, AFTER the OFFICIAL CONFIRMATION.

4.3 - PEST STATUS in the MEMBER STATE concerned BEFORE the OFFICIAL CONFIRMATION of the presence, or suspected presence, of the pest.

4.4 - PEST STATUS in the MEMBER STATE concermed AFTER the OFFICIAL CONFTRMATION of the presence of the pest.



Act n. 29 from 08/04/2024

REGIONE PUGLIA

Dipartimento Agricoltura, Sviluppo Rurale ed

REGIONE Ambientale
PUGLI A Sezione Osservatorio Fitosanitario

ATTO DIRIGENZIALE

Codifica adempimenti L.R. 15/08 (trasparenza)
Ufficio istruttore 2ﬁz£;$tgziewatorio
Tipo materia ALTRO
Materia ALTRO
Sotto Materia ALTRO
Riservato NO
Pubblicazione integrale |SI
Obblighi D.Lgs 33/2013 |NO
Tipologia Nessuno
inventatiasione NO

N. 00029 del 08/04/2024 del Registro delle Determinazioni della AOO 181

Codice CIFRA (ldentificativo Proposta). 181/DIR/2024/00033

SANTERRAMO IN COLLE

OGGETTO: Individuazione di focolaio di Xylella fastidiosa sottospecie multiplex ST26
in agro di Santeramo in Colle (BA) — Istituzione dell’area delimitata ai sensi dell’art. 4

del Reg. UE 2020/1201. &

-~

Legenda

« Piante positive
[ Zona infetta X.f. sub. multiplex
] Zona cuscinetto X.f. sub. multiplex




Act n. 43 from 22/04/2024 (Eradication measures)

ST Dipartimento Agricoltura, Sviluppo Rurale ed

REGI 0 N E Amtl]ientale o B
PUGLI A Sezione Osservatorio Fitosanitario

ATTO DIRIGENZIALE

Codifica adempimenti L.R. 15/08 (trasparenza)
Ufficio istruttore ?amj::r:g::a"amﬁn
Tipo materia ALTRO
Materia ALTRO
Sotto Materia ALTRO
Riservato NO
Pubblicazione integrale |SI
Obblighi D.Lgs 3312013 |NO
Tipologia Nessuno
A.dampir_nsl_\ti di NO
inventariazione

N. 00043 del 22/04/2024 del Registro delle Determinazioni della AOO 181

Codice CIFRA (ldentificativo Proposta): 181/DIR/2024/00040

OGGETTO: Reg. (UE) 2020/1201 - D.lgs. 19 del 02/02/2021 — D.G.R. 1866/2022.
Prescrizione di misure di eradicazione di 2 piante infette, ai sensi dell'art. 7 del Reg.
(UE) 2020/1201, site in agro di Santeramo in Colle (BA) - Zona Infetta Xylella
fastidiosa sottospecie multiplex.

N

a ntel

Comune:
Foglio: 57

Particellaj312

d

mo In Colle (Ba)

145

In questo documento sono indicate tutte le piante infette sinora individuate nel monitoraggio in corso anche se gia estirpate

100 Metr




Plants uprooted on 15/05/2024

@
v . Rugionale
oo oo [ v e reresrs I

ATTIVITA DI MONITORAGGIO DIFFUSIONE XYLELLA FASTIDIOSA
VERBALE DI ABBATTIMENTO DA PARTE DEI TECNICI

Data: 15-05-2024 Id squadra: 43
Codice focolaio: 11200333 Volontario: NO
Specie: Mandorlo (Prunus dulcis) Proprietario: || G

Latitudine: 40.7845325

oita esecuce:
Note: dds 43/2024 santeramo in colle pianta infetta
devitalizzata per presenza di muretto

Longitudine: 16.7366074
Comune: Santeramo in Colle

Prima

sy

B <o rueus

ARIF

Agenzia Regionale
atovita Irrigue Foreseali

ATTIVITA DI MONITORAGGIO DIFFUSIONE XYLELLA FASTIDIOSA
VERBALE DI ABBATTIMENTO DA PARTE DEI TECNICI

Data: 15-05-2024

Codice focolaio: 11200338

Specie: Mandorlo (Prunus dulcis)
Latitudine: 40.78418048

Note: dds n. 043 del 22/04/2024. mandorio

~ Prima

Id squadra: 92
Volontario: NO

Proprietario: ||

Longitudine: 16.73659857
Comune: Santeramo in Colle

Dopo

SN




A DEDICATED WEBSITE for public consultation: www.emergenzaxylella.it

Osservatorio Fitosanitario

' European Food Safety Authority (EFSA)
P _m EFSA

Xylella fastidiosa
subspecie PAUCA
Contenimento della Sostanza attiva Prodotto commerciale Colture Commission database
diffusione - Misure
Fitesanitanc Acetamiprid Epik Sl Olivo
Piante specificate sensibili Deacks Eva Ollvo: vite: mandorie Emergenza Xylella - In Evidenza I
alla Xylella fastidiosa Del in ! ! 25-11-2024
sottospecie pauca eltametrina c s
4 : : Deltagri Oliva Xylella, Ia Giunta approva il Piano
riscontrate in Puglia Er d'azione 2024-2026
) ) Approvazione del "Piano d'azione per
Procedure Monitoraggio Sivanto Prime contrastare la diffusione di Xylella fastidiosa
Flupyradifurone Olivio (Well et al.) in Puglia 2024-2026",
Materiale Didattico Riamba Leggi tutto
23-10-2024
Questionari Spinetoram Delegate WDG Olivo Circolare Esplicativa
Prescrizione di misure fitosanitarie per la
m Agro-PYR movimentazione delle specie specificate a
c itari Xylella fastidiosa sottospecie
uniana Biopiren Plus Leggi tutto
Nazionale Biovis 23-08-2024 . o
Piretrine [aumﬂ!ﬂm anche inregime Prescrizione di misure fitosanitarie per la
Regionale biologico) Oliva movimentazione delle specie specificate
Fitopyr a
Xyle_lla fastidiosa sottospecie fastidiosa, Xylella
Piretro Actigreen fastidiosa sottospecie multiplex e Xylella
Determinazioni zone fastidiosa sottospecie pauca.
delimitate Xylella f. sub. Piretro Verde Leggi tutto
multiplex 24-07-2024
Limocide* Aggiornamento dell'area delimitata per
Determinazioni zone Olio essenziale di arancio dolce Olivo "Xylella fastidiosa sottospecie fastidiosa
delimitate Xylella f. sub. sT1"
fastidiosa humﬂuam anche in regime hhlmml Sinala® Aggiornamento dell’area  delimitata per
"Xylella fastidiosa sottospecie fastidiosa ST1",
s . . - . - . - . - ai sensi dell'art. 4 del Reg. UE 2020/1201.
BELOTREZION 20N *Sostanze attive e prodotti commerciali autorizzati, con autorizzazione eccezionale (dal 4 aprile 2024 al 1 agosto 2024) - 4 /
delimitate Xylella f. sub. Leggi tutto

pauca contro Phileenus spurmarius su olivo e impiegabili in agricoltura biologica. 23-07-2024
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