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Informes de validación

Ver referencias. Las copias se encuentran disponibles por 
correo electrónico desde la Secretaría de ISTA: ista.of-
fice@ista.ch.

Por favor enviar comentarios, sugerencias o informes de 
problemas relacionados con este método al Comité de 
Sanidad de Semillas, dirigidos a la Secretaría de ISTA.

Descargo de responsabilidad

Aunque ISTA ha tenido cuidado de asegurar la exactitud 
de los métodos y la información en ellos descripta, ISTA 
no se hará responsable ante la pérdida o daño, etc. como 
resultado por el uso de este método.

Medidas de seguridad

Asegurarse de estar familiarizado con la información de 
riesgos y tomar las medidas de seguridad apropiadas, es-
pecialmente durante el pesaje de los reactivos. Se asu-
me que el personal que lleva a cabo estos análisis se en-
cuentra en un laboratorio adecuado para llevar a cabo los 
procedimientos de microbiología y familiarizado con los 
principios de las Buenas Prácticas de Laboratorio, Buenas 
Prácticas de Microbiología y técnicas asépticas. Eliminar 
todos los materiales de desecho en forma adecuada (ej. 
autoclave, desinfección) y de acuerdo con las regulaciones 
de salud, medioambientales y de seguridad locales.

Nota sobre el uso de traducciones

La versión electrónica de las Reglas Internacionales para el Análisis de Semillas, incluye 
las versiones Inglés, Francés, Alemán y Español. Si hay preguntas sobre la interpretación 
de las Reglas ISTA, la versión en inglés es la versión definitiva.

Publicado por
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© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

En línea ISSN 2310-3655

Todos los derechos reservados. Ninguna parte de esta publicación puede reproducirse, 
almacenarse en ningún sistema de recuperación de datos o trasmitirse de ninguna forma 
ni por ningún medio, ya sea electrónico, mecánico, fotocopiado, grabado o de otro modo, 
sin el permiso previo y  por escrito de ISTA.

Validierungsstudien

Siehe Literaturquellen. Kopien sind erhältlich per E-mail 
ista.office@ista.ch durch das ISTA-Sekretariat.

Kommentare, Empfehlungen oder Berichte zu Problemen 
betreffend dieser Methode sind bitte an das ISTA Seed He-
alth Committee über die Adresse des ISTA-Sekretariates 
zu richten.

Haftungsausschluss

Obgleich die ISTA mit Sorgfalt auf die Richtigkeit der in die-
ser Methodenbeschreibung angegebenen Methoden und 
In for mationen achtet, haftet sie nicht für jeglichen Verlust, 
Schaden etc., der aus der Verwendung dieser Methode 
resultiert.

Sicherheitsmaßnahmen

Der sichere Umgang mit Gefahren im mikrobiologischen 
Labor und die Berücksichtigung entsprechender Vorsichts-
maßnahmen, insbesondere während der Herstellung der 
Kulturmedien, dem Autoklavieren und Auswiegen der Be-
standteile, sind zu gewährleisten. Es wird vorausgesetzt, 
dass diese Arbeitsschritte in einem mikrobiologischen 
Labor durch Mitarbeiter durchgeführt werden, die mit den 
Prinzipien der Guten Laborpraxis, Guten Mikrobiologischen 
Praxis und der sterilen Arbeitstechnik vertraut sind. Alle Ab-
fallstoffe sind auf geeignete Weise und entsprechend der 
vor Ort üblichen Gesundheits-, Sicherheits- und Umwelt-
bestimmungen zu entsorgen (z. B. durch Autoklavieren, 
Desinfizieren). 

Herausgegeben von der:
Internationalen Vereinigung für Saatgutprüfung (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Schweiz
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Études de validation

Voir Références. Les copies sont disponibles au secréta-
riat de l’ISTA par courriel ista.office@ista.ch.

Merci d’envoyer les commentaires, suggestions ou signa-
lement de problèmes sur cette méthode au responsable 
du ISTA Seed Health Committee, c/o Secrétariat de l’ISTA.

Limitation de responsabilité

En dépit du soin pris par l’ISTA pour assurer l’exactitude 
des méthodes et des informations contenues dans la des-
cription des méthodes, l’ISTA décline toute responsabilité 
pour toute perte ou dommage, etc., résultant de l’utilisation 
de la présente méthode.

Sécurité

Assurez-vous de connaître les risques et prenez les me-
sures de sécurité appropriées. Il est supposé que cette 
méthode est pratiquée dans un laboratoire de microbiolo-
gie par des personnes familières des principes de bonnes 
pratiques de laboratoire, de bonnes pratiques de micro-
biologie, et des techniques d’asepsie. Tous les déchets 
doivent être traités d’une manière appropriée (par exemple 
autoclavage, désinfection) et selon des règlements locaux 
de sécurité. 

Éditées par :
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Validation reports

See References. Copies are available by e-mail from the 
ISTA Secretariat at ista.office@ista.ch.

Please send comments, suggestions or reports of prob-
lems relating to this method to the ISTA Seed Health Com-
mittee, c/o ISTA Secretariat.

Disclaimer

Whilst ISTA has taken care to ensure the accuracy of the 
methods and information described in this method descrip-
tion, ISTA shall not be liable for any loss or damage, etc. 
resulting from the use of this method.

Safety precautions

Ensure you are familiar with hazard data and take 
appropriate safety precautions, especially during weighing 
out of ingredients. It is assumed that persons carrying 
out this test are in a laboratory suitable for carrying out 
microbiological procedures and familiar with the principles 
of Good Laboratory Practice, Good Microbiological Practice, 
and aseptic techniques. Dispose of all waste materials in 
an appropriate way (e.g. autoclaving, disinfection) and in 
accordance with local health, environmental and safety 
regulations.

Note on the use of the translations

The electronic version of the International Rules for Seed Testing includes the English, 
French, German and Spanish versions. If there are any questions on interpretation of the 
ISTA Rules, the English version is the definitive version.
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7-031: Método de filtración para la detección de 
Ditylenchus dipsaci en semillas de Medicago sativa 
(alfalfa); D. dipsaci y D. gigas en semillas de Vicia faba 
(haba)

Hospedante: Medicago sativa L. y Vicia faba L.
Patógeno(s): Ditylenchus dipsaci Kuhn, 1857; 

Ditylenchus gigas n. sp.

Autores: Orgeur, G.1, Delaunay, A.1, Avrillon, M.1, Bedu-
neau, H.1, Andro, C.1, Rolland, M.1, Thomas, J.2, Wood, 
T.2 y Grimault, V.1

1 GEVES, 25 rue Georges Morel, CS 90024, 49071 Beau-
couzé, France

2 NIAB, Huntingdon Road, Cambridge, CB3 0LE, Reino 
Unido

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2018-01-01: Nuevo método
Versión 1.1, 2021-01-01: Tamaño de la muestra y Méto-

dos, revisados
Versión 1.2, 2023-01-01: Materiales, Métodos y Puntos 

críticos de control revisados
Versión 1.3, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
Ditylenchus dipsaci es conocido como el nematodo del 
tallo y el bulbo. Ocurre en la mayoría de las zonas tem-
pladas del mundo, incluida la región mediterránea (Vol-
vas et al., 2011). Se han identificado alrededor de 30 razas 
biológicas diferentes en muchos hospedantes diferentes. 
Aunque son morfológicamente similares, son específicos 
del hospedante (Esquibet et al., 2003). En el 2011 el que 
anteriormente se había identificado como ‘raza gigante’ 
(Sturhan y Brzeski, 1991; Kerkoud et al., 2007), se carac-
terizó genéticamente y se hizo conocido como D. gigas 
(Volvas et al., 2011). Las normas y regulaciones fitosani-
tarias de la UE exigen que todos los lotes de semillas para 
el comercio nacional e internacional deben ser analizados 
para la detección de presencia de D. dipsaci y D. gigas 
en alfalfa. Uno de los objetivos del proyecto TESTA de la 
UE (https://secure.fera.defra.gov.uk/testa/) fue armonizar 
dentro de Europa un método de detección eficiente para 
Ditylenchus sp. en alfalfa y haba. En un ensayo previo, se 
comparó un método de tamizado de GEVES con un mé-
todo de decantación del NIAB (GEVES, DGAL MOA 13 
y NIAB 013 STNEM haba v5 y descripto en el protocolo 
EPPO PM 7/87 [1] Ditylenchus destructor y Ditylenchus 
dipsaci, Boletin 38, 2008). Se eligió el método GEVES 

para el análisis de validación y se usaron dos protocolos 
diferentes de reacción en cadena de polimerasa (PCR = 
polymerase chain reaction) (Kerkoud, 2007; Wood, 2014) 
para validar los resultados (GEVES, ISHI-Veg/TESTA 
WP5/ISTA 2015).

Medidas de seguridad
Asegurarse de estar familiarizado con los datos sobre ries-
gos y tomar las precauciones de seguridad adecuadas. Se 
asume que este procedimiento se lleva a cabo en un labo-
ratorio de Nematología por personal familiarizado con los 
principios de las Buenas Prácticas de Laboratorio y de las 
Buenas Prácticas de Nematología. Este protocolo de aná-
lisis involucra el calentamiento de nematodos en portaob-
jetos para microscopia, como parte del proceso de evalua-
ción. Las medidas para reducir el riesgo de trizar el vidrio 
se describen en esa etapa en el procedimiento. 

D. dipsaci es una plaga cuarentenaria en algunas zo-
nas del mundo en semillas de alfalfa (EPPO A2 lista 
N° 174, designación del anexo UE: II/Directiva de Conse-
jo 2000/29/CE Capítulo II a.4) y debe tratarse según cada 
regulación del país (PCC).

Eliminar todos los materiales de desecho de mane-
ra adecuada (por ejemplo, autoclave, desinfección) y 
de acuerdo con las reglamentaciones locales de salud, 
medioambientales y de seguridad.

Bromuro de etidio

El bromuro de etidio es carcinogénico. Si es posible, utilice 
un reactivo alternativo, por ejemplo Gel RedTM (Biotium). 
Utilice el bromuro de etidio de acuerdo a las instrucciones 
de seguridad. Se recomienda manipularlo en solución en 
lugar de en polvo. A continuación, se mencionan algunas 
consideraciones que deben ser tenidas en cuenta:
•  Consulte la Hoja de Seguridad del bromuro de etidio 

antes de usar el reactivo. 
•  Siempre use equipo de protección personal cuando ma-

nipula el bromuro de etidio. Esto incluye usar guarda-
polvo, guantes de nitrilo y zapatos cerrados. 

•  Dejar el guardapolvo, los guantes y otro equipo de pro-
tección personal en el laboratorio una vez que el traba-
jo se ha completado para prevenir la dispersión del bro-
muro de etidio u otros reactivos, fuera del laboratorio.  

•  Todo el trabajo con bromuro de etidio debe ser realiza-
do en un área designada para el bromuro de etidio de 

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑031: Filtrationsmethode für den Nachweis von 
Ditylenchus dipsaci an Medicago sativa; D. dipsaci und 
D. gigas an Vicia faba
Wirtspflanze: Medicago sativa L. und Vicia faba L
Krankheitserreger: Ditylenchus dipsaci Kuhn, 1857; 

Ditylenchus gigas n. sp.

Autoren: Orgeur, G.1, Delaunay, A.1, Avrillon, M.1, Bedu-
neau, H.1, Andro, C.1, Rolland, M.1, Thomas, J.2, Wood, 
T.2 und Grimault, V.1

1 GEVES, 25 rue Georges Morel, CS 90024, 49071 Beau-
couzé, France

2 NIAB, Huntingdon Road, Cambridge, CB3 0LE, UK

Revisionsstand

Version 1.0, 2018-01-01: Neue Methode
Version 1.1, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße 

und Methoden
Version 1.2, 2023-01-01: Überarbeitung der Material, 

Methoden und Kritische Kontrollpunkte
Version 1.3, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Ditylenchus dipsaci ist bekannt als Stängel- und Wurzel-
nematode. Er tritt häufig in den gemäßigten Zonen der 
Welt einschließlich der Mittelmeerregion auf (Volvas et 
al., 2011). Etwa 30 unterschiedliche biologische Rassen 
wurden an mehreren unterschiedlichen Wirtspflanzen in-
dentifiziert. Trotz morphologischer Ähnlichkeit, weisen 
sie Wirtsspezifität auf (Esquibet et al., 2003). 2011 erfolg-
te eine, später als “giant race” (Sturhan und Brzeski, 1991; 
Kerkoud et al., 2007) benannte, genetische Charakterisie-
rung und Bezeichnung als D. gigas (Volvas et al., 2011). 
EU phytosanitäre Regelungen erfordern, dass alle Saatgut-
partien von Luzerne für den nationalen und internationalen 
Handel auf das Vorhandensein von D. dipsaci und D. gigas 
untersucht werden müssen. Ein Ziel des EU TESTA Pro-
jektes (https://secure.fera.defra.gov.uk/testa/) bestand in 
der EU-Harmonisierung durch eine effiziente Nachweis-
methode für Ditylenchus sp. an Luzerne und Ackerbohne.

In einer Voruntersuchung wurde die GEVES Siebme-
thode mit der NIAB Dekantiermethode verglichen (GE-
VES, DGAL MOA 13 und NIAB 013 STNEM beans v5 
und beschrieben in dem EPPO Protokoll PM 7/87 [1] 
Ditylenchus destructor and Ditylenchus dipsaci, Bulle-
tin 38, 2008). Die GEVES Methode wurde für die Vali-
dierungsstudie ausgewählt und zwei unterschiedliche 
PCR-Protokolle (Kerkoud, 2007; Wood, 2014) wurden 
zur Validierung der Ergebnisse verwendet (GEVES, IS-
HI-Veg/TESTA WP5/ISTA 2015).

Sicherheitsmaßnahmen
Der sichere Umgang mit Gefahren im mikrobiologischen 
Labor und die Berücksichtigung entsprechender Vorsichts-
maßnahmen sind zu gewährleisten. Es wird vorausgesetzt, 
dass diese Arbeitsschritte in einem mikrobiologischen, mit 
Nematoden vertrauten Labor durch Mitarbeiter durchge-
führt werden, die mit den Prinzipien der Guten Laborpra-
xis, Guten Nematologischen Praxis vertraut sind. Diese 
Methodenvorschrift beinhaltet das Erwärmen von Nemat-
oden auf einem Mikroskop-Objektträger als Arbeitsschritt 
der Methode. Maßnahmen zur Verringerung der Gefahr 
der Zerstörung des Glases sind an entsprechender Stelle in 
der Methodenvorschrift angegeben. 

D. dipsaci ist ein Quarantäneschadererreger an Luzer-
ne in einigen Ländern (EPPO A2 list no. 174, EU Annex 
designation: II/ Councile Directive 2000/29/CE Chapter II 
a.4) und sollte entsprechend der jeweiligen Landesrege-
lungen behandelt werden (KKP).

Alle Abfallstoffe sind auf geeignete Weise und entspre-
chend der vor Ort üblichen Gesundheits-, Sicherheits- und 
Umweltbestimmungen zu entsorgen (z. B. durch Autokla-
vieren, Desinfizieren).

Ethidiumbromid

Ethidiumbromid ist krebserregend. Wenn möglich ist eine 
alternative Chemikalie, z. B. Gel RedTM (Biotium) zu ver-
wenden. Verwenden Sie Ethidiumbromid unter Beachtung 
der Sicherheitshinweise. Es wird empfohlen mit einer Lö-
sung anstelle von Pulver zu arbeiten. Einige Empfehlun-
gen werden im Folgenden gegeben. 
•  Konsultieren des Sicherheitsdatenblattes zu Ethidium-

bromid bevor die Chemikalie verwendet wird. 
•  Tragen einer persönlichen Schutzausrüstung beim Um-

gang mit Ethidiumbromid. Dazu gehören das Tragen 
eines Laborkittels, Nitrilhandschuhe und Schuhe mit 
geschlossenem Fussbett. 

•  Nach Beendigung der Arbeit Kittel, Handschuhe und 
andere persönliche Schutzausrüstung im Labor lassen, 
um die Ausbreitung von Ethidiumbromid oder anderen 
Chemikalien außerhalb des Labors zu verhindern. 

•  Alle Arbeiten mit Ethidiumbromid sind in einem 
„Ethidiumbromid“-Bereich durchzuführen, um die 
Ethidiumbromid-Kontamination auf ein Minimum zu 
beschränken.

•  Ergänzend sind die Sicherheitshinweise in den jeweili-
gen kommerziellen Kits zu beachten. 

Effectives 1er janvier 2024
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7-031 : Méthode de filtration pour la détection de 
Ditylenchus dipsaci sur semences de Medicago sativa 
(luzerne) ; D. dipsaci et D. gigas sur semences de Vicia 
faba (féverole)

Hôte : Medicago sativa L. et Vicia faba L.
Pathogène(s) : Ditylenchus dipsaci Kuhn, 1857; 

Ditylenchus gigas n. sp.

Auteurs : Orgeur, G.1, Delaunay, A.1, Avrillon, M.1, 
Beduneau, H.1, Andro, C.1, Rolland, M.1, Thomas, J.2, 
Wood, T.2 and Grimault, V.1

1 GEVES, 25 rue Georges Morel, CS 90024, 49071 
Beaucouzé, France

2 NIAB, Huntingdon Road, Cambridge, CB3 0LE, UK

Historique des révisions

Version 1.0, 2018-01-01: Nouvelle méthode
Version 1.1, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » et 

« Méthodes » révisés
Version 1.2, 2023-01-01: « Matériel », « Méthodes » et 

« Points critiques de contrôle » révisés
Version 1.3, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » 

révisé

Historique
Ditylenchus dipsaci est connu comme le nématode des 
tiges et des bulbes. Il est présent dans la plupart des zones 
tempérées du monde, dont le bassin méditerranéen (Volvas 
et al., 2011). Environ 30 races biologiques différentes ont 
été identifiées chez de nombreux hôtes différents (Esquibet 
et al., 2003). En 2011, ce qui avait précédemment été 
identifié comme « race géante » (Sturhan and Brzeski, 
1991; Kerkoud et al., 2007) a été caractérisé génétiquement 
et nommé D. gigas (Volvas et al., 2011). Les réglements 
phytosanitaires européens demandent que tous les lots 
de semences pour le commerce national et international 
soient testés pour la détection de D. dipsaci et D. gigas 
sur semences de luzerne. Un des buts du projet européen 
TESTA (https://secure.fera.defra.gov.uk/testa/) était 
d’harmoniser au niveau européen une méthode efficace de 
détection de Ditylenchus sp. sur luzerne et féverole. Au 
cours d’un prétest, la méthode de filtration du GEVES a 
été comparée avec la méthode de décantation du NIAB 
(GEVES, DGAL MOA 13 et NIAB 013 STNEM beans 
v5 et EPPO protocol PM 7/87 [1] Ditylenchus destructor 
and Ditylenchus dipsaci, Bulletin 38, 2008). La méthode 
du GEVES a été choisie pour le test de validation et deux 
protocoles de PCR différents (Kerkoud, 2007; Wood, 

2014) ont été choisis pour valider les résultats (GEVES, 
ISHI-Veg/TESTA WP5/ISTA 2015).

Mesures de sécurité
Assurez vous de connaître les risques et appliquez les 
mesures de sécurité appropriées, De toute évidence, cette 
procédure est mise en place dans un laboratoire de néma-
tologie par du personnel formé aux bonnes pratiques de 
laboratoire et de pratique de la nématologie. Ce proto-
cole implique le chauffage des nématodes sur les lames 
de microscope au cours du processus d’observation. Les 
mesures pour réduire le risque d’éclatement de la lame de 
verre sont soulignées à ce stade de la procédure. 

D. dipsaci est un parasite de quarantaine dans certaines 
zones du monde sur semences de luzerne (EPPO A2 list 
no. 174, EU Annexe designation: II/ Councile Directive 
2000/29/CE Chapter II a.4) et doit être manipulé selon la 
réglementation de chaque pays (CCP).

Tous les déchets doivent être traités d’une manière ap-
propriée (par exemple autoclavage, désinfection) et selon 
des règlements locaux de sécurité.

Bromure d’éthidium 

Le bromure d’éthidium est cancérigène. Si possible, utili-
sez un produit chimique de substitution, par exemple Gel 
RedTM (Biotium). Utilisez le bromure d’éthidium en res-
pectant les consignes de sécurité. Il est recommandé de 
travailler avec une solution plutôt qu’avec une poudre. 
Certaines considérations sont mentionnées ci-dessous. 
•  Consultez la fiche de données de sécurité sur le bro-

mure d’éthidium avant d’utiliser le produit chimique. 
•  Portez toujours un équipement de protection indivi-

duelle lorsque vous manipulez du bromure d’éthidium. 
Cela inclut le port d’une blouse de laboratoire, de gants 
en nitrile et de chaussures à bout fermé. 

•  Laissez les blouses de laboratoire, les gants et les 
autres équipements de protection individuelle dans le 
laboratoire une fois les travaux terminés afin d’éviter 
la propagation du bromure d’éthidium ou d’autres pro-
duits chimiques en dehors du laboratoire. 

•  Tous les travaux au bromure d’éthidium doivent être 
effectués dans une zone désignée «bromure d’éthi-
dium» afin de réduire au minimum la contamination au 
bromure d’éthidium.

•  Lire et prendre en compte également les précautions de 
sécurité du kit utilisé.
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7‑031: Filtration method for detection of Ditylenchus 
dipsaci in Medicago sativa (alfalfa); D. dipsaci and  
D. gigas in Vicia faba (faba bean) seed

Host: Medicago sativa L. and Vicia faba L.
Pathogen(s): Ditylenchus dipsaci Kuhn, 1857; 

Ditylenchus gigas n. sp.

Authors: Orgeur, G.1, Delaunay, A.1, Avrillon, M.1, 
Beduneau, H.1, Andro, C.1, Rolland, M.1, Thomas, 
J.2, Wood, T.2 and Grimault, V.1

1 GEVES, 25 rue Georges Morel, CS 90024, 49071 
Beaucouzé, France

2 NIAB, Huntingdon Road, Cambridge, CB3 0LE, UK

Revision history

Version 1.0, 2018-01-01: New method
Version 1.1, 2021-01-01: Sample size and Methods 

revised
Version 1.2, 2023-01-01: Materials, Methods and 

Critical control points revised
Version 1.3, 2024-01-01: Sample size revised

Background
Ditylenchus dipsaci is known as the stem and bulb 
nematode.  It occurs in most temperate areas of the world, 
including the Mediterranean region (Volvas et al., 2011). 
About 30 different biological races have been identified in 
many different hosts. Although they are morphologically 
similar, they are host specific (Esquibet et al., 2003). 
In 2011, what had previously been identified as ‘giant 
race’ (Sturhan and Brzeski, 1991; Kerkoud et al., 2007) 
was genetically characterised and became known as D. 
gigas (Volvas et al., 2011). EU phytosanitary rules and 
regulations require that all seed lots for national and 
international trade must be tested for the presence of D. 
dipsaci and D. gigas on alfalfa. One of the aims of the EU 
TESTA project (https://secure.fera.defra.gov.uk/testa/) 
was to harmonise within Europe an efficient detection 
method for Ditylenchus sp. on alfalfa and faba bean. In 
a pretest, a GEVES sieving method was compared to a 
NIAB decantation method (GEVES, DGAL MOA 13 
and NIAB 013 STNEM beans v5 and described in the 
EPPO protocol PM 7/87 [1] Ditylenchus destructor and 
Ditylenchus dipsaci, Bulletin 38, 2008). The GEVES 
method was chosen for the validation test and two 

different PCR protocols (Kerkoud, 2007; Wood, 2014) 
were used to validate results (GEVES, ISHI-Veg/TESTA 
WP5/ISTA 2015).

Safety precautions
Ensure you are familiar with hazard data and take 
appropriate safety precautions. It is assumed that 
this procedure is being carried out in a Nematology 
laboratory by persons familiar with the principles of 
Good Laboratory Practice, Good Nematology Practice. 
This test protocol involves the heating of nematodes on 
microscope slides, as part of the examination process. 
Measures to reduce the risk of shattering the glass are 
outlined at that stage in the procedure. 

D. dipsaci is a quarantine pest in some areas of the 
world on alfalfa seeds (EPPO A2 list no. 174, EU Annexe 
designation: II/Council Directive 2000/29/CE Chapter II 
a.4) and should be handled according to each country’s 
regulations (CCP).

Dispose of all waste materials in an appropriate way 
(e.g. autoclaving, disinfection) and in accordance with 
local health, environmental and safety regulations.

Ethidium bromide

Ethidium bromide is carcinogenic. If possible, use an 
alternative chemical, e.g. Gel RedTM (Biotium). Use 
ethidium bromide according to safety instructions. It is 
recommended to work with solution instead of powder. 
Some considerations are mentioned below. 
•  Consult the Material Safety Data Sheet on ethidium 

bromide before using the chemical. 
•  Always wear personal protective equipment when 

handling ethidium bromide. This includes wearing a 
lab coat, nitrile gloves and closed toe shoes. 

•  Leave lab coats, gloves, and other personal protective 
equipment in the lab once work is complete to prevent 
the spread of ethidium bromide or other chemicals 
outside the lab. 

•  All work with ethidium bromide is to be done in an 
‘ethidium bromide’ designated area in order to keep 
ethidium bromide contamination to a minimum. 

•  Also read and take into account safety precautions 
included in any commercial kit used.
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manera de mantener la contaminación con bromuro de 
etidio lo más baja posible. 

•  Lea también y tenga en cuenta las precauciones de se-
guridad incluidas en cualquier kit comercial utilizado.

Luz ultravioleta

La luz ultravioleta (UV) no debe ser usada sin las precau-
ciones adecuadas. Asegúrese de utilizar anteojos de pro-
tección UV cuando trabaja con bromuro de etidio. 

Semilla tratada
Este método ha demostrado ser adecuado para la detección 
de Ditylenchus spp. en semilla tratada usando tratamiento 
físico en el proyecto TESTA. (Definición de tratamiento: 
cualquier proceso, físico, biológico o químico, al que esté 
sujeto un lote de semillas, incluyendo las semillas recu-
biertas. Véase 7.2.3.)

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas a ana-
lizar) y el tamaño de la sub-muestra dependen del uso 
previsto, del nivel máximo de infección aceptable y de la 
sensibilidad analítica del método. El tamaño mínimo de 
muestra debe ser 100 g de semillas de alfalfa y 300 g de 
porotos de faba, y el tamaño máximo de la sub-muestra 
debe ser 100 g de semillas para alfalfa y 300 g para porotos 
de faba.

Materiales
Material de referencia: nematodo conocido de D. dipsaci 

y D. gigas o material de referencia estandarizado
Contenedores: recipiente de plástico con una capacidad 

de 1000 ml máximo
Tamices: cubierta de tamiz de 250 μm con papel de filtro 

suave o un contenedor equivalente permeable a nema-
todos (como por ejemplo una bolsa no tejida para cre-
cimiento de plantas) y tamiz de malla de 20 μm

Placa: placa de Petri de vidrio de 9 cm de diámetro
Enjuague: pipeta con agua del grifo
Observación: estereomicroscopio y microscopio, porta y 

cubreobjetos
Recolección de nematodos: cabello, pestañas, dispositi-

vo para cepillar el cabello
Agua ultra pura y productos químicos: para la prepa-

ración de PCR
Microtubos estériles: 1,5 ml; 0,2 ml
Micropipetas: ej. Gilson, Finn, con puntas de pipetas 

(tips) con filtro estériles (1–1000 µl)
Extracción de ADN: Se usaron dos kits durante la vali-

dación del experimento – Macherey Nagel NucleoSpin 

Tissue, protocol ‘animal tissue’ y Qiagen blood and tis-
sue kit. Se puede usar un kit equivalente si es validado 
por el laboratorio que está aplicando el método.

Termociclador convencional
Equipo de electroforesis: geles de 1,5–2 % agarosa
Sistema de visualización del ADN: BET o reactivo aná-

logo, equipo para visualización con UV
PCR Primers (iniciadores) (Kerkoud et al., 2007 basado 

en dos forward primers (DdpSl y DdpS2) y uno reverse 
(rDNA2)):

  Forward: DdpSl (5'-TGGCTGCGTTGAAGA 
GAACT-3') es específico para D. dipsaci, mientras 
que DdpS2 (5'-CGATCAACCAAAACACTAGGAA 
TT-3') reconoce a ambos D. dipsaci y D. gigas;

  Reverse: rDNA2 (5'-TTTCACTCGCCGTTACTAA 
GG-3') rDNA2 puede ser usado con rDNAl 5'-TT 
GATTACGTCCCTGCCCTTT-3' (Vrain et al.,1992) 
como un control de amplificación de nematodos.

Métodos
1.  Método de tamizado
1.1  Colocar un tamiz de malla de 250 µm o un contenedor 

equivalente permeable a nematodos (como por ejem-
plo una bolsa no tejida para crecimiento de plantas) en 
un recipiente de plástico.

1.2  Forrar el tamiz con papel de filtro suave (toallitas) y 
humedecerlo.

1.3  Verter las semillas en el colador forrado.
1.4  Agregar agua (aproximadamente 1 l dependiendo del 

tamaño del recipiente de plástico): las semillas deben 
estar completamente cubiertas por agua durante el re-
mojo. Si las semillas no están completamente cubier-
tas, se puede agregar agua. Permitir migrar a los ne-
matodos durante un mínimo de 24 horas a temperatura 
ambiente (Fig. la, b).

1.5  Después de la migración, el tamiz que contiene las se-
millas y el papel de filtro se descartan y el agua que 
contiene los nematodos se filtra a través de un tamiz de 
malla de 20 µm (Fig. lc, d).

1.6  Enjuagar el tamiz de 250 µm o un contenedor equiva-
lente permeable a nematodos (como por ejemplo una 
bolsa no tejida para crecimiento de plantas) y el reci-
piente con agua de grifo a través del tamiz de malla de 
20 µm para recoger todos los nematodos.

1.7  Transferir todo lo recolectado del tamiz de malla de 
20 µm a una placa de Petri de vidrio. Agregue la can-
tidad mínima de agua necesaria para crear una suspen-
sión para garantizar que todos los nematodos sean re-
cuperados (PCC) (Fig. le, f).

1.8  Evaluación bajo lupa binocular y microscopio para la 
identificación del género Ditylenchus. La identifica-
ción de D. dipsaci y D. gigas se basa en los caracteres 
morfológicos observados con estereomicroscopio a 
bajo aumento: aspecto del cuerpo (largo, delgado); es-
tilo de desplazamiento del nematodo (ondulado); for-
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Ultraviolettes Licht

Ultraviolettes (UV)-Licht darf nicht ohne entsprechende 
Vorsichtsmaßnahmen verwendet werden. Es ist sicher-
zustellen, dass bei der Arbeit mit Ethidiumbromid eine 
UV-Schutzbrille verwendet wird.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode hat sich als geeignet erwiesen für den 
Nachweis von Ditylenchus spp. an physikalisch behandel-
tem Saatgut im TESTA Projekt. (Definition Behandlung: 
Jegliches Verfahren physikalischer, biologischer oder che-
mischer Natur, dem eine Saatgutpartie unterzogen wird, 
einschließlich Saatgutumhüllungen. Siehe dazu 7.2.3.)

Probengröße
Der Probengröße (Gesamtzahl der zu untersuchenden Sa-
men) und di Teilprobengröße hängt vom Verwendungs-
zweck, dem maximal akzeptablen Infektionsniveau und 
der analytischen Empfindlichkeit der Methode ab. Die 
Mindestprobengröße sollte 100 g Samen für Luzerne und 
300 g für Fababohne betragen, und die maximale Teilpro-
bengröße sollte 100 g Samen für Luzerne und 300 g für 
Fababohne betragen.

Material
Referenzmaterial: bekannte Nematoden von D. dipsaci 

und D. gigas oder standardisiertes Referenzmaterial
Behälter: Plastikgefäß mit einer Kapazität von max. 

1000 ml 
Siebe: 250 µm Sieb bedeckt mit weichem Filterpapier 

oder gleichwertiger nematodendurchlässiger Behälter 
(z. B. Pflanzenwachstumsbeutel aus Vliesstoff) 20 µm 
Sieb

Schalen: 9 cm Durchmesser Glas-Petrischalen
Waschen: Pipetten mit Leitungswasser
Beobachtung: Stereomikroskop, Mikroskop, Objekträ-

ger und Deckgläser
Nematodenextraktion: Haar-, Wimpern-, Pinselbürste
Ultrareines Wasser und Chemikalien: für PCR Reakti-

onen geeignet
Sterile Reaktionsgefäße: 1,5 ml; 0,2 ml
Mikroliter-Pipetten: z. B. Gilson, Finn, mit sterilen Fil-

terspitzen (1–1000 μl)
DNA Extraktion: Zwei “Kits” wurden während der Va-

lidierungsstudie verwendet – Macherey Nagel Nucle-
oSpin Tissue, Protokoll “animal tissue” und „Qiagen 
blood and tissue kit“. Ein gleichwertiges Kit kann ver-
wendet werden wenn es an dieser Methode durch das 
jeweilige Labor validiert wurde.

Konventioneller Thermocycler

Elektrophoreseausstattung: 1,5–2 % Agarose-Gele
DNA Visualisierung: TBE oder analoge Reagenz, UV 

Bildwiedergabe 
PCR Primer (Kerkoud et al., 2007 basiert auf zwei “for-

ward primers” (DdpS1 und DdpS2) und einem „rever-
se primer“ (rDNA2)):

  Forward: DdpS1 (5'-TGGCTGCGTTGAAGAGAA 
CT-3') ist spezifisch für D. dipsaci, während DdpS2 
(5'-CGATCAACCAAAACACTAGGAATT-3') für 
beide D. dipsaci und D. gigas Sequenzhomologie hat;

  Reverse: rDNA2 (5'-TTTCACTCGCCGT 
TACTAAGG-3') rDNA2 kann verwendet werden mit 
rDNA1 5'-TTGATTACGT 
CCCTGCCCTTT-3' (Vrain et al. (1992) als 
Nematoden-Amplifizierungskontrolle).

Methoden
1.  Sieb-Methode
1.1  Platziere ein Sieb mit 250 µm Maschen oder einen 

gleichwertigen nematodendurchlässigen Behälter 
(z. B. Pflanzenwachstumsbeutel aus Vliesstoff) in einer 
Plastikwanne.

1.2  Auslegen des Siebes mit weichem Filterpapier (Feuch-
tücher/Staubtücher) und Befeuchten

1.3  Überführen der Samen auf das ausgelegte Sieb.
1.4  Zugabe von Wasser (ca. 1 l in Abhängigkeit der Grö-

ße der Plastikwanne): die Samen müssen vollständig 
beim Einweichen mit Wasser bedeckt sein. Wenn die 
Samen nicht vollständig bedeckt sind, ist die weitere 
Zugabe von Wasser möglich. Es ist ein Auswandern 
der Nematoden aus den Samen für mindestens 24 h bei 
Raumtemperatur zu gewährleisten (Abb. 1a, b). 

1.5  Nach dem Auswandern: Das Sieb mit den Samen und 
dem Filterpapier wird entfernt und das Wasser, wel-
ches die Nematoden enthält, wird durch ein 20 µm 
Sieb filtriert (Abb. 1c, d).

1.6  Spülen des 250 µm Siebes oder gleichwertigen nemato-
dendurchlässigen Behälters (z. B. Pflanzenwachstums-
beutel aus Vliesstoff) und der Schüssel mit Leitungs-
wasser durch das 20 µm Sieb um die Überführung aller 
Nematoden sicherzustellen.

1.7  Alles, was auf dem 20 µm Sieb aufgefangen wurde, 
wird in eine Glas-Petrischale überführt. Zugabe von 
ausreichend Wasser um eine Suspension zu erhalten 
damit alle Nematoden sich erholen können (KKP) 
(Abb. 1e, f).

1.8  Untersuchung mit einem Binokular oder Mikroskop 
für die Identifizierung als Ditylenchus Genus. Die 
Identifizierung als D. dipsaci und D. gigas basiert auf 
den morphologischen Charakteristika, die unter dem 
Mikroskop bei niedriger Vergrößerung zu sehen sind: 
Körperform (lang, dünn); Schwimmverhalten des Ne-
matoden (wellig); Kopfform (rund bis leicht abgeflacht 
und nicht geschwollen im Vergleich zum Körper); 
Schwanzform (abgerundet, konidienartig und kurz); 
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Lumière ultraviolette 

La lumière ultraviolette ne doit pas être utilisée sans pré-
cautions appropriées. Veillez à ce que des lunettes de pro-
tection contre les UV soient utilisées lorsque vous travail-
lez avec du bromure d’éthidium.

Semences traitées
Il a été montré dans le projet TESTA que cette méthode est 
adaptée pour la détection de Ditylenchus spp. sur semences 
traitées par traitement physique. (Définition du traitement : 
tout processus, physique, biologique ou chimique, auquel 
un lot de semences est soumis, y compris les enrobages de 
semences Voir 7.2.3.)

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences à tes-
ter) et la taille du sous-échantillon dépendent de l’utilisa-
tion prévue, du niveau d’infection maximal acceptable et 
de la sensibilité analytique de la méthode. La taille mini-
mum de l’échantillon devrait être de 100 g pour la luzerne 
et de 300 g pour la féverole, et la taille maximum des sous-
échantillons devrait être de 100 g pour la luzerne et de 
300 g pour la féverole.

Matériel
Matériel de référence : nématode connu comme étant  

D. dipsaci et D. gigas ou matériel de référence 
standardisé

Récipient : bassine en plastique d’une contenance de 
1000 ml maximum

Tamis : de 250 µm avec papier essuie tout ou un conte-
nant équivalent perméable aux nématodes (ex : sac de 
croissance intissé) et tamis de 20 µm

Boite de Petri : de 9 cm de diamètre en verre
Pissette : avec eau du robinet
Observation : loupe binoculaire et microscope lame et 

lamelle
Prélèvement des nématodes : outils avec cheveu, cil, 

poil de brosse
Eau ultra-pure et produits chimiques : pour PCR
Microtubes stériles : 1,5 ml ; 0,2 ml
Micropipettes : p. ex. Gilson, Finn, avec cones à filtre 

stériles (1–1000 μl)
Extraction d’ADN : Deux kits ont été utilisés dans les 

essais de validation : Macherey Nagel NucleoSpin Tis-
sue, protocole « animal tissue » et Qiagen blood and 
tissue kit. Un kit équivalent peut être utilisé s’il est 
validé par le laboratoire employant la méthode.

Thermocycleur conventionnel
Equipement d’électrophorèse : gels d’agarose à 1,5–2 %

Système de visualisation de l’ADN : BET ou analogue, 
appareil de visualisation UV

Amorces PCR (Kerkoud et al., 2007 basé sur 2 primers 
forward (DdpS1 and DdpS2) et un reverse (rDNA2)) :

  Forward: DdpS1 (5'-TGGCTGCGTTGAAGAGAA 
CT-3') est spécifique de D. dipsaci, et DdpS2  
(5'-CGATCAACCAAAACACTAGGAATT-3') 
s’hybride avec D. dipsaci and D. gigas;

  Reverse: rDNA2 (5'-TTTCACTCGCCGTTAC 
TAAGG-3') rDNA2 peut être utilisé avec rDNA1  
5'-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3' (Vrain et al., 
1992) comme témoin d’amplification des nématodes.

Méthodes
1. Méthode de filtration
1.1  Placer un tamis de 250 µm ou un contenant équiva-

lent perméable aux nématodes (ex : sac de croissance 
intissé) dans une bassine en plastique.

1.2  Recouvrir le tamis avec un papier essuie-tout et 
l’humidifier. 

1.3  Placer les semences sur le tamis recouvert du papier.  
1.4  Ajouter l’eau (environ 1 l en fonction de la taille du 

récipient en plastique) : les semences doivent être com-
plètement recouvertes d’eau durant la macération. Si 
les semences ne sont pas complètement recouvertes, 
il est possible de rajouter de l’eau. Laisser les néma-
todes migrer pendant au minimum 24 h à température 
ambiante (Figures 1a, b). 

1.5  Après la migration, le tamis contenant les semences 
et le papier essuie tout sont enlevés et l’eau contenant 
les nématodes est filtrée à travers un tamis de 20 µm 
(Figures 1c, d).

1.6  Rincer le tamis de 250 µm ou un contenant équiva-
lent perméable aux nématodes (ex : sac de croissance 
intissé) et la bassine avec de l’eau du robinet à travers 
le tamis de 20 µm pour récupérer tous les nématodes.

1.7  Transférer tout ce qui est récupéré du tamis de 20 µm 
dans une boite de Petri en verre. Ajouter une quantité 
minimale d’eau pour que tous les nématodes soient 
récupérés en suspension (CCP) (Figure 1e, f).

1.8  Observer sous loupe binoculaire et microscope pour 
identifier le genre Ditylenchus. L’identification de  
D. dipsaci et D. gigas est basée sur des caractères 
morphologiques observés à la loupe à faible grossis-
sement : aspect du corps (long, fin), type de nage du 
nématode (ondulante), forme de la tête (ronde et légè-
rement aplatie, dans le prolongement du corps), forme 
de la queue (courte et pointue), la tête et la queue sont 
légèrement transparentes et le milieu du corps est plus 
dense. Les nématodes mobiles sont considérés comme 
vivants et les nématodes immobiles et dégradés sont 
considérés comme morts. L’identification des néma-
todes suspects est réalisée soit par critères morpholo-
giques (2) soit par PCR (3).
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Ultraviolet light

Ultraviolet (UV) light must not be used without 
appropriate precautions. Ensure that UV protective 
eyewear is utilised when working with ethidium bromide. 

Treated seed
This method has been shown to be suitable for the 
detection of Ditylenchus spp. on treated seed using 
physical treatment in the TESTA project. (Definition of 
treatment: any process, physical, biological or chemical, 
to which a seed lot is subjected, including seed coatings. 
See 7.2.3.) 

Sample size
The sample size (total number of seeds to be tested) and 
subsample size depend on intended use, the maximum 
acceptable infection level and the analytical sensitivity 
of the method. The minimum sample size should be 
100 g of seeds for alfalfa and 300 g for faba bean, and the 
maximum subsample size should be 100 g of seeds for 
alfalfa and 300 g for faba bean.

Materials
Reference material: known nematode of D. dipsaci and 

D. gigas or standardised reference material
Containers: plastic basin with a capacity of 1000 ml 

maximum
Sieves: 250 µm sieve cover with soft filter paper or 

equivalent nematode-permeable container (i.e. non-
woven plant growth bag) and 20 µm mesh sieve

Plate: 9 cm diameter glass Petri dish
Rinse: pipette with tap water
Observation: stereo-microscope and microscope, slide 

and coverslide
Harvest of nematodes: hair, eyelash, hair brush device
Ultra pure water and chemicals: for PCR preparation
Sterile microtubes: 1.5 ml; 0.2 ml
Microliter pipettes: e.g. Gilson, Finn, with sterile 

filtered tips (1–1000 μl)
DNA extraction: Two kits were used during validation 

experiments – Macherey Nagel NucleoSpin Tissue, 
protocol ‘animal tissue’ and Qiagen blood and tissue 
kit. An equivalent kit may be used if validated by the 
laboratory applying the method.

Conventional thermocycler
Electrophoresis equipment: 1.5–2 % agarose gels
DNA visualising system: BET or analogue reagent, UV 

imaging apparatus

PCR primers (Kerkoud et al., 2007 based on two 
forward primers (DdpS1 and DdpS2) and one reverse 
(rDNA2)):

  Forward: DdpS1 
(5'-TGGCTGCGTTGAAGAGAACT-3') 
is specific to D. dipsaci, while DdpS2 
(5'-CGATCAACCAAAACACTAGGAATT-3') 
anneal to both D. dipsaci and D. gigas;

  Reverse: rDNA2 
(5'-TTTCACTCGCCGTTACTAAGG-3') 
rDNA2 can be used with rDNA1 
5'-TTGATTACGTCCCTGCCCTTT-3' (Vrain et al., 
1992) as a nematode amplification control.

Methods
1.  Sieving method
1.1  Place a 250 µm mesh sieve or equivalent nematode-

permeable container (i.e. non-woven plant growth 
bag) in a plastic basin.

1.2  Line the sieve with soft filter paper (wipes) and 
humidify it. 

1.3  Pour the seeds into the lined sieve.
1.4  Add water (approx 1 l depending of the size of the 

plastic container): seeds need to be completely 
covered by water during soaking. If seeds are not 
completely covered, it is possible to add water. Allow 
nematodes to migrate during a minimum 24 h at room 
temperature (Fig 1a, b).

1.5  After migration, the sieve containing the seeds and 
the filter paper is removed and the water containing 
nematodes is filtered through a 20 µm mesh sieve (Fig 
1c, d).

1.6  Rinse the 250 µm sieve or equivalent nematode-
permeable container (i.e. non-woven plant growth 
bag) and the basin with tap water through the 20 µm 
mesh sieve in order to collect all nematodes.

1.7  Transfer everything collected from the 20 µm mesh 
sieve to a glass Petri dish. Add the minimum quantity 
of water needed to create a suspension to ensure all 
nematodes are recuperated (CCP) (Fig 1e, f).

1.8  Examination under binocular magnifier and 
microscope for identification of the Ditylenchus 
genus. The identification of D. dipsaci and D. gigas 
is based on morphological characters observed under 
stereo-microscope at low magnification: aspect of the 
body (long, thin); swimming style of the nematode 
(undulating); shape of head (round to slightly flattened 
and not swollen compared to the body); shape of 
the tail (pointed conidial and short); head and tail 
slightly transparent and middle of the body is more 
dense. Moving nematodes are considered alive and 
motionless and degraded nematodes are considered 

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-031Sample size description revised for consistency across methods.
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ma de la cabeza (redonda a ligeramente aplanada y no 
hinchada comparada con el cuerpo); forma de la cola 
(conidial puntiaguda y corta); cabeza y cola ligeramen-
te transparente y la parte media del cuerpo es más den-
sa. Los nematodos en movimiento se consideran vivos 
y los nematodos inmóviles y degradados se consideran 
muertos. La identificación de los nematodos sospecho-
sos se puede hacer ya sea por criterios morfológicos (2) 
o por PCR (3).

2.  Confirmación morfológica
  Evaluación con lupa binocular y microscopio para la 

identificación de D. dipsaci o D. gigas. Los nematodos 
sospechosos se cosechan y se colocan individualmente 
entre un porta y cubreobjetos para su identificación. La 
evaluación de los caracteres morfológicos específicos 
se realiza con gran aumento (100×) y requiere que los 
nematodos permanezcan inmóviles. Para garantizar la 

inmovilidad, los nematodos se calientan (a aproxima-
damente 60 °C durante aproximadamente 10 a 30 se-
gundos). Las siguientes observaciones se hacen bajo 
un microscopio: el tamaño del estilete (10–12 µm); 
tamaño del cuerpo (1000–1300 µm para Dd y 1373–
1950 µm para Dg); número de líneas laterales (4) y 
la forma de la cola (debe ser cónica y puntiaguda). 
Los caracteres morfológicos se describen en PM 7/87 
(EPPO 2008) y Volvas et al. (2011) (Fig. 2a, b). To-
dos los caracteres anteriores deben estar presentes en 
las semillas de alfalfa para identificar a los nematodos 
como D. dipsaci. En semillas de habas, los nematodos 
con todos los criterios anteriores se pueden identificar 
como Ditylenchus sp. Sin embargo, como los criterios 
morfológicos no se pueden diferenciar entre las dos es-
pecies, excepto en la etapa adulta, se requiere un análi-
sis de PCR.

3.  Confirmación mediante reacción en cadena de la poli-
merasa (PCR)

3.1  Cada nematodo sospechoso se coloca en un microtubo 
con 180 µl de buffer de extracción del kit para poste-
rior extracción. Agregar un control negativo (un nema-
todo diferente de D. dipsaci), un control positivo (D. 
dipsaci) y un control negativo del proceso (buffer de 
extracción).

3.2  La extracción de ADN se realiza utilizando un kit co-
mercial de acuerdo con las instrucciones provistas.

3.3  Usar Kerkoud primers y primers de control de amplifi-
cación de nematodos en una reacción de PCR separada, 
con el mismo extracto de ADN. Usar agua como con-
trol negativo de PCR.

3.4  La mezcla y programa para PCR según Kerkoud, se 
describen en las tablas más abajo.

3.5  Para el control de amplificación de nematodos, la mez-
cla se describe en una tabla más abajo (Ejemplo de 
mezcla de PCR y programa para el control de la am-

plificación de nematodos); mismo programa que para 
los Kerkoud primers.

3.6  Separar 10 µl de los productos de PCR, conteniendo 
un buffer de carga, en un gel de agarosa al 1,5 % y un 
marcador de peso molecular de 100 pb (condiciones de 
migración de 180 V durante 45 minutos) por ejemplo. 
Teñir en un baño con bromuro de etidio y lavar con 
agua.

3.7  Un perfil de electroforesis que muestre tanto una banda 
de 517 pb (DdpS2 / rDNA2) y una banda de 707 pb 
(DdpS2 / rDNA2) identifica a D. dipsaci. Si sólo se 
observa la banda de 707 pb el individuo analizado se 
identifica como D. gigas (Fig. 3).

3.8  El perfil para el control de amplificación de nemato-
dos, puede dar una o varias bandas alrededor de 700–
1400 pb (usar un marcador de peso molecular de 1 kb 
para la corrida de electroforesis). En el control de ex-
tracción pueden aparecer algunas bandas (Fig. 4).

Caracteres morfológicos para la identificación de Ditylenchus dipsaci y D. gigas

De acuerdo a PM 7/87 (1) Boletín EPPO 
boletín 38, 2008

De acuerdo con Volvas et al., 2011

Características D. dipsaci hembra D. dipsaci macho D. gigas hembra D. gigas macho
Longitud corporal (µm) 1000–1300 1000–1300 1780 (1561–1932) 1557 (1373–1716)
Longitud del estilete (µm) 10–12 10–12 12 (11,5–13) 11,6 (11–12,5)
Ancho del cuerpo (µm) 36–40 37–41 48,9 (43,0–56,4) 56,7 (34,3–63,0)
Números de 
líneas laterales

4 4 4 4

Posición de la vulva (%) 82 (79–82) – 81,5 (80–83) –
Distancia vulva–ano 1¾–2¼ tail length – 228 µm (208–266) –
Longitud faríngea (µm) 6,5–7,1 6,5–7,3 8,5 (7,3–9,3) 8,3 (6,7–10,7)
Longitud de la cola (µm) 14–18 11–15 20 (16,8–27,6) 17,9 (15,7–20,0)

Gültig ab 1. Januar 2024
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Kopf und Schwanz leicht transparent; Körpermitte ist 
dichter. Bewegliche Nematoden werden als lebend be-
trachtet und bewegungslose als tot. Die Identifizierung 
der potentiellen Nematoden kann durch morphologi-
sche Charakteristika (2) oder PCR (3) erfolgen.

2.  Morphologische Bestätigung des 
Untersuchungsergebnisses

  Für die Identifizierung von D. dipsaci oder D. gigas 
erfolgt die Untersuchung mit einem Binokular oder 
Mikroskop. Potentielle Nematoden werden entnom-
men und einzeln auf einen Objektträger mit Deck-
gläschen plaziert für die weitere Identifizierung. Die 
Bestimmung der spezifischen morphologischen Cha-
rakteristika erfolgt bei hoher Vergrößerung (×100) 
und die Nematoden müssen dabei unbeweglich sein. 
Um die Unbeweglichkeit sicherzustellen werden die 
Nematoden erhitzt (ungefähr auf 60 °C für ca. 10–

30 s). Folgende Beobachtungen können unter einem 
Mikroskop gemacht werden: die Größe des Stylets 
(10–12 µm); Körpergröße (1000–1300 µm für Dd und 
1373–1950 µm für Dg); Anzahl der Einschnürungen 
(4) und die Form des Schwanzes (sollte konisch und 
abgerundet sein). Morphologische Charakteristika 
sind in PM 7/87 (EPPO 2008) und Volvas et al. (2011) 
beschrieben (Abb. 2a, b). Alle genannten Eigenschaf-
ten müssen auf Luzernesamen vorhanden sein für die 
Identifizierung von Nematoden als D. dipsaci. Auf 
Ackerbohnensamen können Nematoden mit diesen ge-
nannten Eigenschaften als Ditylenchus sp. identifiziert 
werden. Da aber die morphologischen Charakteristika 
nicht zwischen beiden Spezies differenzieren können, 
mit Ausnahme des adulten Stadiums, ist eine PCR 
erforderlich.

Morphologische Charakteristika für die Ditylenchus dipsaci und D. gigas Identifizierung

In Ahnlehnung an PM 7/87 (1) Bulletin EPPO 
bulletin 38, 2008

In Anlehnung an Volvas et al., 2011

Charakteristika D. dipsaci, weiblich D. dipsaci, männlich D. gigas, weiblich D. gigas, männlich 
Körperlänge (µm) 1000–1300 1000–1300 1780 (1561–1932) 1557 (1373–1716)
Stylet Länge (µm) 10–12 10–12 12 (11,5–13) 11.6 (11–12,5)
Körperbreite (µm) 36–40 37–41 48,9 (43,0–56,4) 56,7 (34,3–63,0)
Zahl der 
Einschnürungen

4 4 4 4

Vulva Position  
(%)

82 (79–82) - 81,5 (80–83) -

Vulva-Anus  
Abstand

1¾ –2¼ tail length - 228 µm (208–266) -

Schlundlänge (µm) 6,5–7,1 6,5–7,3 8,5 (7,3–9,3) 8,3 (6,7–10,7)
Schwanzlänge (µm) 14–18 11–15 20 (16,8–27,6) 17,9 (15,7–20,0)

3.  Bestätigung des Untersuchungsergebnisses mit PCR
3.1  Jeder potentielle Nematode wird mit 180 µl des Ex-

traktionspuffers aus dem Kit in ein Reagenzgefäß 
überführt für die weitere Extraktion. Ergänzung um 
eine Negativkontrolle (ein anderer Nematode als D. 
dipsaci), eine Positivkontrolle (D. dipsaci) und eine 
negative Reaktionskontrolle (Extraktionspuffer).

3.2  Die DNA Extraktion mit einem kommerziellen Kit 
wird nach den Angaben des Herstellers ausgeführt.

3.3  Die Kerkoud-Primer und die Nematoden-Amplifi-
zierungskontrollprimer werden in einer separaten 
PCR-Reaktion mit demselben DNA-Extrakt verwen-
det. Einsatz von Wasser als negative PCR-Kontrolle. 

3.4  Der PCR-Mix und das PCR-Programm der Ker-
koud-PCR ist in Tabelle 3a, b beschrieben. 

3.5  Für die Nematoden-Amplifizierungskontrolle ist der 
PCR-Mix in Tabelle 4 beschrieben; das PCR-Pro-
gramm ist dasselbe wie für die Kerkoud-Primer. 

3.6  Auftrennung von 10 µl PCR-Produkt mit Gel-Bela-
dungspuffer auf einem 1,5 %-igen Agarosegel mit ei-
ner 100 bp-Leiter (Gel-Laufbedingungen 180 V for 
45 min), beispielsweise. Färbung des Gels in einem 
Ethidiumbromidbad und anschließend abspülen in 
Wasser.

3.7  Ein Elektrophorese-Profil, welches sowohl eine Bande 
bei 517 bp (DdpS2 / rDNA2) und 707 bp (DdpS2 / 
rDNA2) zeigt, identifiziert D. dipsaci. Wenn nur eine 
707 bp Bande zu sehen ist, wurde der untersuchte Ne-
matode als D. gigas (Abb. 3) identifiziert. 

3.8  Das Elektrophorese-Profil für die Nematoden-Ampli-
fizierungskontrolle kann eine bis mehrere Banden bei 
700–1400 bp ergeben (eine 1 kb Leiter ist für die Elek-
trophorese zu verwenden). Einige Banden können in 
der Extraktionskontrolle auftreten (Abb. 4).

Effectives 1er janvier 2024
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2.  Confirmation morphologique
  Observation sous loupe binoculaire et microscope 

pour l’identification de D. dipsaci ou D. gigas. Les 
nématodes suspects sont récupérés et placés indivi-
duellement sous lame et lamelle pour l’identification. 
L’observation des caractères morphologiques est 
réalisée à fort grossissement (×100) et les nématodes 
doivent être immobiles. Pour garantir leur immobilité, 
les nématodes sont chauffés (à environ 60 °C pendant 
10 à 30 s). Les observations suivantes sont rélisées 
au microscope : taille du stylet (10–12 µm); taille du 
corps (1000–1300 µm pour Dd et 1373–1950 µm pour 

Dg); nombre de ligne lattérales (4) et forme de la queue 
(doit être conique et pointue). Les critères morpholo-
giques sont décrits dans le PM 7/87 (EPPO 2008) et 
Volvas et al. (2011) (Figures 2a, b). Tous les cirtères 
morphologiques décrits ci-dessus doivent être présents 
sur semences de luzerne pour identifier les nématodes 
comme étant D. dipsaci. Sur semences de féverole, les 
nématodes ayant tous les critères ci-dessus peuvent 
être identifiés comme étant Ditylenchus sp. Cependant, 
comme les critères morphologiques ne permettent pas 
de différencier les deux espèces, à l’exception du stade 
adulte, un test PCR est nécessaire.

Critères morphologiques pour l’identification de Ditylenchus dipsaci et D. gigas

En accord avec la publication 7/87 (1) Bulletin EPPO 
bulletin 38, 2008

En accord avec la publication de Volvas et al., 2011

Charactéristiques D. dipsaci femelle D. dipsaci mâle D. gigas femelle D. gigas mâle
Longueur du corps (µm) 1000–1300 1000–1300 1780 (1561–1932) 1557 (1373–1716)
Longueur du stylet (µm) 10–12 10–12 12 (11,5–13) 11.6 (11–12,5)
Largeur du corps (µm) 36–40 37–41 48,9 (43,0–56,4) 56,7 (34,3–63,0)
Nombre de lignes 
latérales

4 4 4 4

Position de  
la vulve (%)

82 (79–82) – 81,5 (80–83) –

Distance entre la vulve 
et l’anus

1¾ –2¼ tail length – 228 µm (208–266) –

Longueur pharyngée 
(µm)

6,5–7,1 6,5–7,3 8,5 (7,3–9,3) 8,3 (6,7–10,7)

Longueur de la queue 
(µm)

14–18 11–15 20 (16,8–27,6) 17,9 (15,7–20,0)

3.  Confirmation par PCR
3.1  Chaque nématode supect est déposé dans un microtube 

avec 180 µl de tampon d’extraction du kit pour la suite 
de l’extraction. Ajouter un témoin interne (un nématode 
autre que D. dipsaci), un témoin positif (D. dipsaci) et 
un témoin négatif de process (tampon d’extraction).

3.2  L’extraction d’ADN est faite avec un kit commercial 
selon les intructions fournies.

3.3  Utiliser les amorces Kerkoud et les amorces témoin 
d’amplification nématode dans une reaction PCR dis-
tincte, avec le même extrait. Utiliser de l’eau comme 
témoin négatif PCR.

3.4  Le mélange réactionnel et le programme pour la PCR 
Kerkoud sont décrits dans le tableau.

3.5  Pour le témoin d’amplification nématode, le mélange 
réactionnel est décrit dans le tableau ; le même pro-
gramme que pour les amorces Kerkoud.

3.6  Fractionner 10 μl des produits PCR qui contiennent un 
tampon de charge, sur un gel agarose à 1,5 %, avec une 
échelle moléculaire de 100 pb (conditions de migration 
180 V pendant 45 minutes), par exemple. Colorez avec 
du bromure d’éthidium dans un bain et rincez à l’eau.

3.7  Un profil d’electrophorèse qui montre les deux bandes 
de 517 pb (DdpS2 / rDNA2) et de 707 pb (DdpS2 / 
rDNA2) identifie le D. dipsaci. Si la seule bande de 
707 pb est observé, l’individu testé est identifié comme 
le D. gigas. 

3.8  Le profil pour le témoin d’ampflication nématode 
peut donner une ou plusieures bandes autour de 700–
1400 pb (utiliser l’echélle de 1 kb pour l’electropho-
rèse). Certaines bandes peut apparaitre dans le témoin 
d’extraction.
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dead. Identification of suspect nematodes can be done 
either by morphological criteria (2) or PCR (3).

2.  Morphological confirmation
  Examination with binocular magnifier and microscope 

for identification of D. dipsaci or D. gigas. Suspect 
nematodes are harvested and placed individually 
between slide and coverslides for identification. 
Examination of the specific morphological 
characters is done at high magnification (×100) 
and nematodes need to be immobile. To ensure 
immobility, nematodes are heated (to approximately  
60 °C for about 10 to 30 s). The following 
observations are made under a microscope: the size 

of the stylet (10–12 µm); body size (1000–1300 µm 
for Dd and 1373–1950 µm for Dg); number of lateral 
lines (4) and the shape of tail (should be conical and 
pointed). Morphological characters are described in 
PM 7/87 (EPPO 2008) and Volvas et al. (2011) (Fig 
2a, b). All of the above characters must be present 
on alfalfa seeds to identify nematodes as D. dipsaci. 
On faba bean seeds, nematodes with all the above 
criteria can be identified as Ditylenchus sp. However, 
as morphological criteria cannot be differentiated 
between the two species, except at the adult stage, a 
PCR is required.

Morphological characters for Ditylenchus dipsaci and D. gigas identification

According to PM 7/87 (1) Bulletin EPPO 
bulletin 38, 2008

According to Volvas et al., 2011

Characteristics D. dipsaci female D. dipsaci male D. gigas female D. gigas male
Body length (µm) 1000–1300 1000–1300 1780 (1561–1932) 1557 (1373–1716)
Stylet length (µm) 10–12 10–12 12 (11.5–13) 11.6 (11–12.5)
Body width (µm) 36–40 37–41 48.9 (43.0–56.4) 56.7 (34.3–63.0)
Number of lateral lines 4 4 4 4
Vulva position (%) 82 (79–82) – 81.5 (80–83) –
Vulva–anus distance 1¾–2¼ tail length – 228 µm (208–266) –
Pharengial length (µm) 6.5–7.1 6.5–7.3 8.5 (7.3–9.3) 8.3 (6.7–10.7)
Tail length (µm) 14–18 11–15 20 (16.8–27.6) 17.9 (15.7–20.0)

3.  Polymerase chain reaction (PCR) confirmation
3.1  Each suspect nematode is placed in a microtube with 

180 µl of kit extraction buffer for further extraction. 
Add a negative control (a nematode different than D. 
dipsaci), a positive control (D. dipsaci) and a negative 
process control (extraction buffer).

3.2  DNA extraction is performed using a commercial kit 
according to the instructions provided.

3.3  Use Kerkoud primers and nematode amplification 
control primers in a separate PCR reaction with the 
same DNA extract. Using water as a negative PCR 
control.

3.4  The mix and program for Kerkoud PCR is described 
in the tables below.

3.5 For the nematode amplification control, the mix is 
described in a table below (Example of PCR mix and 
program for nematode amplification control); same 
program as the Kerkoud primers.

3.6  Fractionate 10 µl of the PCR products containing a 
loading buffer on an agarose gel of 1.5 %, with 100 bp 
ladder (migration conditions 180 V for 45 min) for 

example. Stain with ethidium bromide in a bath and 
rinse in water.

3.7  An electrophoresis profile showing both a 517 bp 
(DdpS2 / rDNA2) and a 707 bp band (DdpS2 / 
rDNA2) identifies D. dipsaci. If only the 707 bp band 
is observed, the tested individual is identified as D. 
gigas (Fig 3). 

3.8  The profile for the nematode amplification control can 
give one or several bands around 700–1400 bp (Use 
the 1 kb ladder for the electrophoresis run). Some 
bands can appear in the extraction control (Fig 4).

Example of program for Kerkoud protocol

Number of 
cycles

Temperature Duration

94 °C 1 min
40 94 °C 30 s

55 °C 30 s
72 °C 45 s
72 °C 5 min

2H15 10 °C
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Ejemplo de programa para el protocolo 
Kerkoud

Número 
de ciclos-
de cycles

Temperatura Duración

94 °C 1 min
40 94 °C 30 s

55 °C 30 s
72 °C 45 s
72 °C 5 min

2H15 10 °C

Tabla de decisión

Control de 
amplificación de 
nematodos

ADN amplificado 
por Kerkoud PCR

Seguimiento

positivo / negativo 707 pb Identificación de D. 
gigas

positivo / negativo 517 pb y 707 pb Identificación de D. 
dipsaci

positivo negativo D. dipsaci o 
D. gigas, no 
identificados

negativo negativo No válido, el análi-
sis debe repetirse

Métodos generales
Informe de resultados: El resultado de un análisis de 

sanidad de semillas debe indicar el nombre científico 
del patógeno detectado y el método de análisis usado. 
Cuando se informa en un Certificado ISTA, los resulta-
dos se ingresan bajo ‘Otras determinaciones’.

  El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas. 

  En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado), los resultados deben ser informados como ‘no 
detectado’.

  En el caso de un resultado positivo, el informe debe 
indicar el nombre científico del patógeno a nivel de gé-
nero o especie y la presencia de nematodos observados 
móviles (vivos), inmóviles o inmóviles y degradados 
(muertos).

Aseguramiento de la calidad
Puntos críticos de control (PCC)

D. dipsaci es una plaga cuarentenaria en semillas de alfalfa 
en algunas áreas del mundo, por lo que deben respetarse las 
reglamentaciones nacionales. Los tamices de 250 µm o un 
contenedor equivalente permeable a nematodos (como por 
ejemplo una bolsa no tejida para crecimiento de plantas) 
y 20 µm utilizados en el protocolo de filtración deben en-
juagarse a fondo para garantizar que se colectan todos los 
nematodos presentes. Para evitar la contaminación cruza-
da, los tamices, los recipientes y las placas de Petri deben 
limpiarse y enjuagarse cuidadosamente con agua caliente, 
desinfectarse con hipoclorito de sodio y luego someterse a 
un ciclo de lavavajillas después de cada uso

Medios y soluciones
Ejemplo de mezcla de PCR para el 
control de amplificación de nematodos

Compuesto Concentración Concentración 
final

Volumen en 
20 µl

Agua ultra 
pura estéril

 9,24

Tampón 10× 1 2
MgCl2 50 mM 1,5 0,6
dNTP 2 mM 0,2 2
rDNA2 10 µM 0,5 1
rDNA1 10 µM 0,5 1
Platinum Taq 5 U/µl 0,04 0,16
Matriz de ADN 4

Ejemplo de mezcla de PCR para el 
protocolo Kerkoud

Compuesto Concentración Concentración 
final

Volumen en 
20 µl

Agua ultra 
pura estéril

 6,2

Tampón 10× 1 2
MgCl2 50 mM 1,5 0,6
dNTP 2 mM 0,2 2
DdpS1 10 µM 0,5 1
DdpS2 10 µM 1 2
rDNA2 10 µM 1 2
Platinum Taq 5 U/µl 0,05 0,2
Matriz de ADN 4
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Programmbeispiel für Kerkoud Protokoll

Zyklenzahl Temperatur Dauer

94 °C 1 min
40 94 °C 30 s

55 °C 30 s
72 °C 45 s
72 °C 5 min

2H15 10 °C

Entscheidungstabelle

Amplifizierungskont-
rolle Nematoden

DNA amplifiziert mit 
Kerkoud PCR

Anschlussmaßnah-
me

positiv / negativ 707 bp D. gigas 
Identifizierung

positiv / negativ 517 bp und 707 bp D. dipsaci 
Identifizierung

positiv negativ Keine D. dipsaci 
oder D. gigas 
Identifizierung

negativ negativ Ungültig, Unter-
suchung muss 
wiederholt werden

Allgemeine Methoden 
Berichterstattung der Ergebnisse: Der Ergebnisbericht 

einer Gesundheitsprüfung von Saatgut muss den wis-
senschaftlichen Name des Krankheitserregers und die 
verwendete Methode enthalten. Bei Berichterstattung 
auf einem ISTA-Bericht sind die Ergebnisse unter 
‚Weitere Untersuchungsergebnisse‘ einzutragen. Der 
Prüfbericht muss die Größe der untersuchten Probe 
angeben.
 Im Falle eines negativen Ergebnisses (Krankheitser-
reger nicht nachgewiesen), müssen die Ergebnisse als 
„nicht nachgewiesen“ berichtet werden.
 Im Falle eines positiven Ergebnisses sollte der Prüf-
bericht den wissenschaftlichen Namen des Pathogens 
auf Genus- oder Speziesebene enthalten, sowie das 
Auftreten der ermittelten mobilen (lebende), unbeweg-
lichen oder unbeweglichen und degenerierten (toten) 
Nematoden.

Qualitätssicherung
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

D. dipsaci ist ein Quarantäneschädling bei Luzernesaat-
gut in einigen Ländern; nationale Regelungen müssen be-
achtet werden. Das 250 µm Sieb oder der gleichwertige 
nematodendurchlässige Behälter (z. B. Pflanzenwachs-
tumsbeutel aus Vliesstoff) und 20 µm Siebe, die nach dem 
Filtrationsprotokoll Anwendung finden, müssen gründlich 
gereinigt werden um sicherzustellen, dass alle anwesenden 
Nematoden erfasst werden. Zur Verhinderung von Kreuz-
kontaminationen müssen Siebe, Schüsseln und Petrischa-
len sorgfältig gereinigt, mit heißem Wasser gespült, mit 
Natriumhypochlorid desinfiziert werden und anschließend 
nach jeder Nutzung in der Spülmaschine gereinigt werden.

Medien und Lösungen
Beispiel des PCR‑Mix für 
Nematoden-Amplifikationskontrolle

Komponente Konzentration Endkonzentration Volumen 
in 20 µl

Steriles, 
ultrareines 
Wasser

 9,24

Puffer 10× 1 2
MgCl2 50 mM 1,5 0,6
dNTP 2 mM 0,2 2
rDNA2 10 µM 0,5 1
rDNA1 10 µM 0,5 1
Platinum Taq 5 U/µl 0,04 0,16
DNA Matrix 4

Beispiel des PCR‑Mix für Kerkoud 
Protokoll

Komponente Konzentration Endkonzentration Volumen 
in 20 µl

Steriles ultra-
reines Wasser 

 6,2

Puffer 10× 1 2
MgCl2 50 mM 1,5 0.6
dNTP 2 mM 0,2 2
DdpS1 10 µM 0,5 1
DdpS2 10 µM 1 2
rDNA2 10 µM 1 2
Platinum Taq 5 U/µl 0,05 0,2
DNA Matrix 4

7-031-6 Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de SemencesMéthodes validées pour analyse sanitaire des semences

7‑
03

1 
: D

ity
le

nc
hu

s 
di

ps
ac

i s
ur

 M
ed

ic
ag

o 
sa

tiv
a 

; D
. d

ip
sa

ci
 e

t D
. g

ig
as

 s
ur

 V
ic

ia
 fa

ba

Exemple d’un programme pour le protocole 
Kerkoud

Nombre 
de cycles

Température Durée

94 °C 1 mn
40 94 °C 30 s

55 °C 30 s
72 °C 45 s
72 °C 5 mn

2H15 10 °C

Tableau de décision

Témoin 
d’amplification 
nématode

ADN amplifié par 
Kerkoud PCR

Suivi

positif / négatif 707 pb Identification de 
D. gigas

positif / négatif 517 pb and 707 pb Identification de 
D. dipsaci

positif négatif Pas 
d’identification de 
D. dipsaci ou  
D. gigas

négatif négatif Test non-valide,  
à répéter

Méthodes générales
Indication des résultats : Le résultat d’un test de qualité 

sanitaire devrait indiquer le nom scientifique du patho-
gène et la méthode. Dans le cas d’un Certificat ISTA, 
les résultats sont notés sous « Autres déterminations ».
 Le rapport doit indiquer la taille de l’échantillon testé.
 En cas de résultat négatif (pathogène non détecté), le 
résultat doit être noté comme « non détecté ».
 En cas de résultat positif, le rapport doit indiquer le 
nom scientifique du pathogène au niveau du genre 
ou de l’espèce, et la présence de nématodes mobiles 
(vivants), immobiles ou immobiles et dégradés (morts) 
observés.

Assurance qualité
Points critiques de contrôle (CCP)

D. dipsaci est un parasite de quarantaine sur semences de 
luzerne dans certaines zones du monde, les réglementa-
tions nationales doivent donc être respectées. Les tamis de 
250 µm ou un contenant équivalent perméable aux néma-
todes (ex : sac de croissance intissé) et de 20 µm utilisés 
dans le protocole de filtration doivent être rincés suffisam-
ment pour s’assurer que tous les nématodes présents sont 
récupérés. Pour éviter la contamination croisée, les tamis, 
bassines et boites de Petri doivent être bien nettoyées et 
rincées à l’eau chaude, désinfectés à l’hypohlorite et pas-
sés au lave vaisselle après chaque utilisation. 

Milieux et solutions
Exemple d’un mélange réactionnel de 
PCR pour le témoin d’amplification 
nématode

Réactif Concentration Concentration 
finale

Volume dans 
20 µl

Eau ultra-
pure et stérile

 9,24

Tampon 10× 1 2
MgCl2 50 mM 1,5 0,6
dNTP 2 mM 0,2 2
rDNA2 10 µM 0,5 1
rDNA1 10 µM 0,5 1
Platinum Taq 5 U/µl 0,04 0,16
ADN matrice 4

Exemple d’un mélange réactionnel de 
PCR pour le protocole Kerkoud

Réactif Concentration Concentration 
finale

Volume dans 
20 µl

Eau ultra-
pure et stérile 

 6,2

Tampon 10× 1 2
MgCl2 50 mM 1,5 0,6
dNTP 2 mM 0,2 2
DdpS1 10 µM 0,5 1
DdpS2 10 µM 1 2
rDNA2 10 µM 1 2
Platinum Taq 5 U/µl 0,05 0,2
ADN matrice 4
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Decision table

Nematode 
amplification control

DNA amplified by 
Kerkoud PCR

Follow-up

positive / negative 707 bp D. gigas 
identification

positive / negative 517 bp and 707 bp D. dipsaci 
identification

positive negative No D. dip-
saci or D. gigas 
identification

negative negative Not valid, test 
must be repeated

General methods
Reporting results: The result of a seed health test 

should indicate the scientific name of the pathogen 
detected and the test method used. When reported on 
an ISTA Certificate, results are entered under ‘Other 
Determinations’.
 The report must indicate the number of seeds tested. 
 In the case of a negative result (pathogen not detected), 
the results must be reported as ‘not detected’.
 In the case of a positive result, the report must indicate 
the scientific name of the pathogen at the genus or 
species level, and the presence of mobile (alive), 
motionless, or motionless and degraded (dead) 
nematodes observed.

Quality assurance
Critical control points (CCP)

D. dipsaci is a quarantine pest on alfalfa seed in some 
areas in the world, so national regulations must be 
respected. The 250 µm sieve or equivalent nematode-
permeable container (i.e. non-woven plant growth bag) 
and 20 µm sieve used in the filtration protocol must be 
rinsed thoroughly to ensure all nematodes present are 
collected. To avoid cross contamination, sieves, basins 
and Petri dishes must be carefully cleaned, rinsed with 
hot water, disinfected using sodium hypochlorite and 
then put through a dishwasher cycle after each use.

Media and solutions
Example of PCR mix for nematode 
amplification control

Compound Concentration Final 
concentration

Volume 
in 20 µl

Sterile ultra 
pure water

 9.24

Buffer 10× 1 2
MgCl2 50 mM 1.5 0.6
dNTP 2 mM 0.2 2
rDNA2 10 µM 0.5 1
rDNA1 10 µM 0.5 1
Platinum 
Taq

5 U/µl 0.04 0.16

DNA matrix 4

Example of PCR mix for Kerkoud 
protocol

Compound Concentration Final 
concentration

Volume 
in 20 µl

Sterile ultra 
pure water 

 6.2

Buffer 10× 1 2
MgCl2 50 mM 1.5 0.6
dNTP 2 mM 0.2 2
DdpS1 10 µM 0.5 1
DdpS2 10 µM 1 2
rDNA2 10 µM 1 2
Platinum 
Taq

5 U/µl 0.05 0.2

DNA matrix 4

Figure 1. a–f Nematode extraction by filtration method.

ca b d e f
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Figura 2. a Ditylenchus dipsaci extraído de alfalfa. b Ditylenchus gigas.

Figura 3. Aspecto del gel de electroforesis luego de la amplificación con primers específicos DdpS1 y DdpS2.

Figura 4. Aspecto del gel de electroforesis luego de la amplificación con primers de control de amplificación rDNA1 y 
rDNA2.
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Figura 1. a–f Extracción de nematodos mediante el método de filtración.
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Abb. 2. a Ditylenchus dipsaci extrahiert aus Luzerne. b Ditylenchus gigas.

Abb. 3. Elektrophorese-Gel nach Amplifizierung mit den spezifischen Primern DdpS1 und DdpS2.

Abb. 4. Elektrophorese-Gel nach Amplifizierung mit den Kontroll-Amplifikationsprimern rDNA1 und rDNA2.
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Abb. 1. a–f Extraktion von Nematoden durch die Filtrationsmethode.
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Figure 2. a Ditylenchus dipsaci extrait de luzerne. b Ditylenchus gigas.

Figure 3. Gel electrophorèse après amplification avec les amorces spécifiques DdpS1 et DdpS2.

Figure 4. Gel electrophorèse après amplification avec les amorces témoin d’amplification rDNA1 et rDNA2.
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Figure 1. a–f Extraction des nématodes par méthode de filtration.
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Figure 2. a Ditylenchus dipsaci extracted from alfalfa. b Ditylenchus gigas.

Figure 3. Aspect of electrophoresis gel after amplification of specific primers DdpS1 and DdpS2.

Figure 4. Aspect of electrophoresis gel after amplification of control amplification primers rDNA1 and rDNA2.
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