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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
International Seed Testing Association (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suiza

© 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

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655
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Alle Rechte vorbehalten. Kein Teil dieses Werkes darf in irgendwelcher Form oder durch 
irgendwelchem Verfahren, sei es elektronisch, mechanisch, durch Fotokopie oder Tonauf-
nahme oder durch irgendein anderes Verfahren reproduziert, gespeichert oder verbreitet 
werden, ohne vorherige schriftliche Genehmigung der Internationalen Vereinigung für 
Saatgutprüfung.

Anmerkung zur Benutzung der Übersetzungen

Die elektronische Version enthält die Englische, Französische, Deutsche und Spanische 
Version der ISTA-Vorschriften. Bei irgendwelchen Fragen bezüglich der Interpretation der 
ISTA-Vorschriften ist die englische Version die massgebliche Version.

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 :
L’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suisse
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La version électronique des règles incluant les versions en anglais, en français, en alle-
mand et en espagnol. Pour toute question d’interprétation des règles, seule la version 
anglaise fait foi.

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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Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Switzerland
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7‑020: Detección de Xanthomonas hortorum pv. carotae 
en semillas de Daucus carota (zanahoria)

Hospedante: Daucus carota L.
Patógeno(s): Xanthomonas hortorum pv. carotae (Ken-

drick) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings, syn.  
X. campestris pv. carotae (Kend) Dye

Preparado por: International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Autor: Asma, M.
 Bejo Zaden B.V., P.O. Box 50, 1749 ZH Warmenhui-

zen, Holanda
 E-mail: m.asma@bejo.nl

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2005-07-01
Versión 1.1, 2010-01-01: Cambio editorial: corrección de 

la presión del autoclave
Versión 1.2, 2013-01-01: Definición del tamaño de la 

muestra
Versión 1.3, 2014-01-01: Se agrega el nombre común del 

hospedante
Versión 1.4, 2021-01-01: Se agrega Medidas de seguri-

dad; Tamaño de la muestra y Métodos, revisados
Versión 1.5, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, Métodos 

y Métodos generales, revisados

Antecedentes
El método más comúnmente usado en los laboratorios 
de análisis de sanidad de semillas para la detección de 
Xanthomonas hortorum pv. carotae, está basado en un 
ensayo de siembra de diluciones del lavado de semillas. 
Este método involucra el lavado de semilla en tampón y 
la siembra de diluciones seriadas del extracto en un me-
dio semiselectivo. En la actualidad se usan varios medios 
semiselectivos como los descriptos o adaptados de las 
siguientes publicaciones: Cubeta & Kuan (1986); Willi-
ford & Schaad (1984); Kim et al. (1982) y McGuire et al. 
(1982). Estos medios han sido probados por la ISHI-Veg 
e ISHI-Veg/ISTA en varios estudios comparativos (Asma, 
1999; Asma 2000a y Asma, 2000b). Además de la compa-
ración de medios selectivos, el último estudio comparativo 
(Asma, 2000b) concluyó que la confirmación del método 
elegido tuvo un efecto en los resultados de los análisis, 
dando confirmaciones de falso positivo con ELISA (= en-
zyme-linked immunosorbent assay) e IF (= immunofluo-
rescence) debido a la pobre especificidad de los antisueros. 
En el estudio del 2000 (Asma, 2000b) también se investigó 

el efecto de los antibióticos y fuente del agar en el des-
empeño del análisis. Un trabajo adicional efectuado por 
Asma et al. (2002), demostró que la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR = polymerase chain reaction) es un 
método confiable y de rápida confirmación comparado con 
las pruebas de patogenicidad. 

Este método se deriva de los análisis comparativos an-
teriores y de los estudios de validación llevados a cabo por 
la ISHI-Veg en el 2003 (Asma, 2005). Para los análisis 
de rutina de las semillas de zanahoria, se recomienda una 
combinación de 2 medios semiselectivos, MKM/MD5A o 
MKM/mTBM. Si la concentración de nistatina a 35 mg/l 
no es suficiente para inhibir completamente el crecimien-
to de hongos, se debe usar cicloheximida. Para confirmar 
los aislamientos sospechosos se debe efectuar ya sea una 
prueba de patogenicidad o un análisis de PCR.

Medidas de seguridad
Eliminar todos los materiales de desecho en forma ade-
cuada (ej. autoclave, desinfección) y de acuerdo con las 
regulaciones de salud, medioambientales y de seguridad 
locales.

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 
manera de mantener la contaminación con bromuro de 
etidio lo más baja posible. 

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑020: Nachweis von Xanthomonas hortorum pv. 
carotae an Samen von Daucus carota (Möhre)

Wirtspflanze: Daucus carota L.
Krankheitserreger: Xanthomonas hortorum pv. carotae 

(Kendrick) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings, syn. X. 
campestris pv. carotae (Kend) Dye

Erstellt durch: International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Autoren: Asma, M.
 Bejo Zaden BV, PO Box 50, 1749 ZH Warmenhuizen, 

Niederlande
 E-Mail: m.asma@bejo.nl

Revisionsstand

Version 1.0, 2005-07-01
Version 1.1, 2010-01-01: Redaktionelle Änderung: Kor-

rektur des Autoklavierdruckes
Version 1.2, 2013-01-01: Definition der Probengröße
Version 1.3, 2014-01-01: Deutscher Name der Wirtspflan-

ze hinzugefügt
Version 1.4, 2021-01-01: Sicherheitsmaßnahmen ergänzt; 

Überarbeitung der Probengröße und Methoden
Version 1.5, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße, 

Methoden und Allgemeine Methoden

Hintergrund
In Laboren für Saatgutgesundheit basiert die am häufigsten 
verwendete Methode für den Nachweis von Xanthomonas 
hortorum pv. carotae auf einem Verdünnungs-Plattier-As-
say von gewaschenen Samen. Diese Methode schließt das 
Waschen der Samen in einem Puffer und das Ausplattieren 
von Verdünnungsreihen dieses Extraktes auf semiselekti-
ven Medien ein. Verschiedene semiselektive Medien wer-
den gegenwärtig verwendet und sind in den nachfolgenden 
Literaturquellen beschrieben bzw. ihnen entnommen wur-
den: Cubeta & Kuan, (1986), Williford & Schaad (1984), 
Kim et al., (1982) und McGuire et al., (1982). Diese Medi-
en wurden von der International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg) und ISHI-Veg/ISTA in 
einer Reihe von Vergleichsstudien untersucht (Asma, 1999, 
2000a, 2000b). Zusätzlich zum Vergleich von Selektiv-
medien schlussfolgerte die letzte Vergleichsstudie (Asma, 
2000b), dass die gewählte Nachweismethode Einfluss auf 
die Untersuchungsergebnisse hat, ELISA (= enzyme-linked 
immunosorbent assay) und IF (= immunofluorescence) 

führten zu falsch-positiven Ergebnissen aufgrund schwa-
cher Spezifität der Antiseren. Die 2000er Studie (Asma, 
2000b) überprüfte ebenfalls den Einfluss von Antibiotika 
und Agarquelle auf das Untersuchungsergebnis. Weitere 
Arbeiten von Asma et al., (2002) wiesen nach, dass PCR 
eine verlässliche und schnelle Methode ist im Vergleich zu 
Pathogenitätstests.

Diese Methode ist abgeleitet von vorausgegangenen 
Vergleichsuntersuchungen und Validierungsstudien, die 
2003 von ISHI-Veg durchgeführt wurden (Asma, 2005). 
Für die Routineuntersuchung von Möhrensamen wird eine 
Kombination von 2 semiselektiven Medien, MKM/MD5A 
oder MKM/mTBM, empfohlen. Wenn Nystatin in einer 
Konzentration von 35 mg/l nicht für die vollständige Un-
terdrückung des Pilzwachstums ausreicht, sollte Cyclohe-
ximid verwendet werden. Entweder ein Pathogenitätstest 
oder ein PCR-Test (= polymerase chain reaction) sollten 
zur Bestätigung verdächtiger Kolonien verwendet werden.

Sicherheitsmaßnahmen
Alle Ab-fallstoffe sind auf geeignete Weise und entspre-
chend der vor Ort üblichen Gesundheits-, Sicherheits- und 
Umwelt-bestimmungen 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. 

Effectives 1er janvier 2024
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7‑020 : Détection de Xanthomonas hortorum pv. carotae 
sur semences de Daucus carota (carotte)

Hôte : Daucus carota L.
Pathogène(s) : Xanthomonas hortorum pv. carotae 

(Kendrick) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings, syn.  
X. campestris pv. carotae (Kend) Dye

Préparé par : International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Auteurs : Asma, M.
 Bejo Zaden BV, PO Box 50, 1749 ZH Warmenhuizen, 

Pays Bas
 Courriel : m.asma@bejo.nl

Historique de la révision

Version 1.0, 2005-07-01
Version 1.1, 2010-01-01 : Révision du texte
Version 1.2, 2013-01-01 : Définition de la taille de 

l’échantillon
Version 1.3, 2014-01-01 : Ajout du nom commun de 

l’hôte
Version 1.4, 2021-01-01 : Ajout de « Mesures de sécu-

rité » ; « Taille de l’échantillon » et « Méthodes » 
révisés

Version 1.5, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon », 
« Méthodes » et « Méthodes générales » révisés

Historique
La méthode la plus communément utilisée dans les labora-
toires d’évaluation de la qualité sanitaire pour la détection 
de Xanthomonas hortorum pv. carotae est basée sur un 
test par lavage de semences et dilution/étalements. Cette 
méthode implique de laver les semences dans un tampon 
et étaler des dilutions en série de l’extrait sur milieu se-
mi-sélectif. De nombreux milieux semi-sélectifs sont ac-
tuellement utilisés comme décrits ou adaptés des articles 
suivants : Cubeta & Kuan, (1986) ; Williford & Schaad, 
(1984) ; Kim et al., (1982) ; et McGuire et al., (1982). Ces 
milieux ont été testés par l’International Seed Health Ini-
tiative for Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg) et ISHI-Veg/
ISTA dans plusieurs tests comparatifs (Asma, 1999, Asma, 
2000a et Asma, 2000b). En complément de la comparai-
son des milieux sélectifs, le dernier test comparatif (Asma, 
2000b) a permis de conclure que la méthode de confirma-
tion choisie a un effet sur les résultats, avec l’ELISA (= 
enzyme-linked immunosorbent assay) et l’IF (= immuno-
fluorescence) donnant des faux positifs du fait de la faible 
spécificité du sérum. L’étude de 2000 (Asma, 2000b) a 

aussi porté sur l’effet de l’antibiotique et de l’origine de 
l’agar sur la performance du test. Un travail supplémen-
taire réalisé par Asma et al., (2002) a montré que la PCR 
était une méthode de confirmation rapide et juste quand 
elle était comparée aux tests de pouvoir pathogène.

Cette méthode est dérivée des précédents tests com-
paratifs et études de validation réalisés par ISHI-Veg en 
2003 (Asma, 2005). Pour un test en routine de semences 
de carotte, une combinaison de 2 milieux semi-sélectifs, 
MKM/MD5A ou MKM/mTBM est recommandée. Si la 
nystatine à une concentration de 35 mg/l n’est pas suffi-
sante pour inhiber complètement la croissance des cham-
pignons, la cycloheximide devrait être utilisée. Un test de 
pouvoir pathogène ou une PCR (= polymerase chain reac-
tion) peuvent être indifféremment utilisés pour confirmer 
les isolats suspects.

Mesures de sécurité
Tous les déchets doivent être traités d’une manière appro-
priée (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. 
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7‑020: Detection of Xanthomonas hortorum pv. carotae 
in Daucus carota (carrot) seed

Host: Daucus carota L.
Pathogen(s): Xanthomonas hortorum pv. carotae 

(Kendrick) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings, syn.  
X. campestris pv. carotae (Kend) Dye

Prepared by: International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg)

Author: Asma, M.
 Bejo Zaden B.V., P.O. Box 50, 1749 ZH 

Warmenhuizen, Netherlands
 E-mail: m.asma@bejo.nl

Revision history

Version 1.0, 2005-07-01
Version 1.1, 2010-01-01: Editorial change: correction of 

autoclaving pressures
Version 1.2, 2013-01-01: Definition of sample size
Version 1.3, 2014-01-01: Common name of host added
Version 1.4, 2021-01-01: Safety precautions added; 

Sample size and Methods revised
Version 1.5, 2024-01-01: Sample size, Methods and 

General methods revised

Background
The most commonly used method in seed health testing 
laboratories for the detection of Xanthomonas hortorum 
pv. carotae is based on a seed wash dilution-plating assay. 
This method involves washing seeds in buffer and plating 
serial dilutions of the extract on a semi-selective medium. 
Various semi-selective media are currently used as 
described or adapted from the following papers: Cubeta 
& Kuan (1986); Williford & Schaad (1984); Kim et al. 
(1982); and McGuire et al. (1982). These media have 
been tested by ISHI-Veg and ISHI-Veg/ISTA in a number 
of comparative studies (Asma, 1999; Asma, 2000a and 
Asma, 2000b). In addition to comparing selective media 
the latter comparative study (Asma, 2000b) concluded 
that the confirmation method chosen had an effect on 
test results, with ELISA (enzyme-linked immunosorbent 
assay) and IF (immunofluorescence) giving false positive 
confirmations due to poor specificity of antisera. The 
2000 study (Asma, 2000b) also looked at the effect of 
antibiotics and agar source on the performance of the test. 
Further work by Asma et al. (2002) has shown PCR to be 

a reliable and quick confirmation method when compared 
to pathogenicity tests.

This method is derived from the previous comparative 
tests and the validation studies carried out by ISHI-Veg 
in 2003 (Asma, 2005). For routine testing of carrot seed 
a combination of two semi-selective media, MKM/
MD5A or MKM/mTBM is recommended. If nystatin at 
a concentration of 35 mg/l is not enough to completely 
inhibit fungal growth, cycloheximide should be used. 
Either a pathogenicity test or a polymerase chain reaction 
(PCR) test is used to confirm suspect isolates.

Safety precautions
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. 

Ultraviolet light 

Ultraviolet (UV) light must not be used without 
appropriate precautions. Ensure that UV protective 
eyewear is utilised when working with ethidium bromide. 
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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
Los tratamientos químicos a la semilla pueden afectar el 
desempeño de este análisis. Debe realizarse únicamente en 
semillas sin tratar.

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 10 000 semillas y el tamaño máximo de 
la sub-muestra debe ser 10 000 semillas.

Materiales
Material de referencia: cepa conocida de Xanthomonas 

hortorum pv. carotae (X. hortorum pv. carotae) o ma-
terial de referencia estandarizado

Placas de medio MKM: placas de Petri de 90 mm (8 pla-
cas de medio MKM por sub-muestra + controles)

Placas de medio MD5A o medio mTBM: placas de Petri 
de 90 mm (8 placas de MD5A u 8 placas de mTBM por 
sub-muestra + controles)

Placas de agar YDC (yeast dextrose chalk): para sub-
cultivos (al menos 1 placa por sub-muestra)

Frascos cónicos: de solución salina estéril (0,85 % NaCl) 
con Tween™ 20 (0,02 % – 20 µl por 100 ml) para em-
beber las semillas (10 ml por 1000 semillas)

Botellas de dilución: que contengan 4,5 ml de solución 
salina estéril (2 por sub-muestra); otros volúmenes 
pueden ser aceptables, ver Métodos generales

Etanol 70 %: para la desinfección de las superficies y 
equipamiento

Incubadora: programada a 28 °C
Balanza: apta para pesar lo más aproximado a 0,001 g
Medidor de pH: apto para leer lo más aproximado a 0,01 

unidad de pH
Pipetas automáticas: aptas para tomar lo más apro-

ximado a 0,001 ml; chequear exactitud y precisión 
regularmente

Plántulas de zanahoria: susceptibles al patógeno para la 
prueba de patogenicidad, ej. ‘Napoli’

Primers para PCR (Meng et al., 2004): 
 3Sforw 5' CAT.TCC.AAG. AAG.CAG.CCA 3'
 3Srev 5' TCG.CTC.TTA.ACA.CCG.TCA 3'

Primers universales (adaptado de Eden et al., 1991): 
 1052F 5' GCA.TGG.TTG.TCG.TCA.GCT.CGT 3'
 BacR 5' TAC.GGC.TAC.CTT.GTT.ACG.ACT.T 3'
Termociclador: tiempo de rampa de 3 °C/s
Equipo para electroforesis de agarosa
Agitador orbital
Puntas de pipetas estériles
Varillas de vidrio dobladas estériles

Preparación de la muestra
Esto se puede hacer antes del ensayo.

Es de vital importancia excluir cualquier posibilidad de 
contaminación cruzada entre las muestras de semilla. Por 
lo tanto, es esencial, desinfectar todas las superficies, reci-
pientes, manos etc. tanto antes como después de manipular 
cada muestra. Esto se puede lograr limpiando/rociando el 
equipamiento y manos enguantadas con etanol 70 %. 

Si la muestra remitida es recibida en varios paquetes, 
estos deben ser combinados vaciándolos en una bolsa de 
polietileno, nueva y limpia y mezclándolos manualmente 
para obtener una muestra compuesta.
1.  Contar el número de semillas de un peso conocido. Es-

timar el peso de 1000 semillas (PMS) así: 
  PMS = (peso de semillas / número de semillas) × 1000
2.  Basado en el PMS estimado, pesar las sub-muestra del 

tamaño requerido en bolsas nuevas y limpias de polie-
tileno o recipientes.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.  Extracción
1.1  Suspender las semillas en solución salina estéril con 

Tween™ 20 (0,02 % v/v) en un frasco cónico. El vo-
lumen de la solución salina estéril debe ser ajustado de 
acuerdo con el número de semillas usado (10 ml por 
1000 semillas).

1.2  Embeber las sub-muestras durante la noche (16–18 ho-
ras) a 4–7 °C.

1.3  Agitar por 5 minutos a temperatura ambiente (20–
25 °C) en un agitador orbital programado a 200 rpm.

2.  Dilución y siembra
2.1  Agitar los frascos para mezclar justo antes de la 

dilución.
2.2  Preparar una serie de diluciones de 1:10 a partir del ex-

tracto de semilla. Tomar con pipeta 0,5 ml del extracto 
en 4,5 ml de solución salina estéril y agitar con vortex 
para mezclar (dilución 10−1). Tomar con pipeta 0,5 ml 
de la dilución 10−1 en otros 4,5 ml de solución salina 
estéril y agitar con vortex para mezclar (dilución 10−2). 
Tomar con pipeta 0,5 ml de la dilución 10−2 en otros 
4,5 ml de solución salina estéril y agitar con vortex 
para mezclar (dilución 10−3) (ver Métodos generales).

7-020-4 Gültig ab 1. Januar 2024
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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
Saatgutbehandlungen können die Aussagekraft dieser Me-
thode beeinflussen. Die Untersuchung darf nur an unbe-
handeltem Saatgut erfolgen.

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 10 000 Samen und die maxi-
male Teilprobengröße sollte 10 000 Samen betragen.

Material
Referenzmaterial: ein bekannter Stamm von Xantho

monas hortorum pv. carotae (X. hortorum pv. carotae) 
oder standardisiertes Referenzmaterial

Platten mit MKM-Medium: 90 mm Petrischalen (8 
Platten jedes Mediums je Teilprobe und Kontrollen)

Platten mit MD5A- oder mTBM-Medium:  90 mm Pe-
trischalen (8 Platten vom MD5A oder 8 Platten vom 
mTBM Medium je Teilprobe und Kontrollen)

Platten mit YDC (yeast dextrose chalk): Subkultivie-
rung (mindestens eine Platte je Teilprobe)

Erlenmeyer-Kolben: mit steriler Salzlösung (0,85 % 
NaCl) und Tween™ 20 (0,02 %; 20 µl je 100 ml) zum 
Einweichen der Samen (10 ml für 1.000 Samen)

Verdünnungsbehälter: befüllt mit 4,5 ml steriler Salzlö-
sung (2 je Teilprobe). Andere Volumen können auch 
verwendet werden (siehe Allgemeine Methoden)

70-prozentiges Ethanol: zur Desinfektion von Oberflä-
chen und Arbeitsmaterial

Inkubator: Betrieb bei 28 °C
Waage: auf 0,001 g genau
pH-Meter: auf 0,01 pH-Einheiten genau
Automatische Pipetten: auf 0,001 ml genau; Genauig-

keit und Präzision sind regelmäßig zu überprüfen
Möhrenjungpflanzen: anfällig für den Krankheitserre-

ger im Pathogenitätstest (z. B. ‘Napoli’)
PCR Primer (Meng et al., 2004):
 3Sforw 5' CAT.TCC.AAG.AAG.CAG.CCA 3'
 3Srev 5' TCG.CTC.TTA.ACA.CCG.TCA 3'
Universalprimer (übernommen von Eden et al., 1991):
 1052F 5' GCA.TGG.TTG.TCG.TCA.GCT.CGT 3'
 Bac R 5' TAC.GGC.TAC.CTT.GTT.ACG.ACT.T 3'

Thermocycler: Beschleunigungszeit 3 °C/s.
Agarose-Gelelektrophorese-Ausrüstung
Kreisschüttler
Sterile Pipettenspitzen
Sterile Drigalskispatel

Probenvorbereitung
Dies kann vor der Untersuchung stattfinden.

Jede Möglichkeit der Kreuzkontamination zwischen 
Saatgutproben muss ausgeschlossen werden; daher ist es 
äußerst wichtig, sowohl vor als auch nach dem Berühren 
jeder einzelnen Probe alle Oberflächen, Behälter, Hände 
usw. zu desinfizieren. Dies kann durch das Besprühen der 
Arbeitsmaterialien und Hände mit 70-prozentigem Etha-
nol und dem Tragen von Handschuhen erfolgen.

Wenn die Untersuchungsprobe in mehreren Teilproben 
verpackt ist, sollten diese zunächst in einem neuen, sau-
beren Probenbeutel vereint werden und per Hand durch-
mischt werden.
1.  Die Anzahl der Samen bei bekanntem Gesamtgewicht 

bestimmen. Berechnung des Tausendkorngewichtes 
(TKG):

 TKG = (Gewicht der Samen/Anzahl der Samen) × 
1000

2.  Basierend auf dem ermittelten TKG, Teilproben der er-
forderlichen Größe in neue saubere Probentüten oder 
Probengefäße abwiegen.

Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.  Extraktion
1.1  Einweichen der Samen in steriler Tween™ 20-haltiger 

(0,02 % v/v) Salzlösung in den kegelförmigen Fla-
schen. Das in ml erforderliche Volumen der Salzlö-
sung sollte der verwendeten Samenzahl angepasst sein 
(10 ml für 1000 Samen).

1.2  Einweichen der Teilproben über Nacht (16–18 h) bei 
4–7 °C.

1.3  Auf einem Kreisschüttler bei 200 Upm für 5 min bei 
Raumtemperatur (20–25 °C) schütteln.

2.  Verdünnen und Ausplattieren
2.1  Gründliches Schütteln der Flasche, um einen homoge-

nen Extrakt vor der Herstellung der Verdünnungen zu 
erhalten.

2.2  Bereiten Sie eine zehnfache Verdünnungsreihe des Sa-
menextrakts vor. 0,5 ml des Extrakts in 4,5 ml sterile 
Kochsalzlösung pipettieren und mit dem Vortex mi-
schen (10−1-Verdünnung). 0,5 ml der 10−1-Verdünnung 
in weitere 4,5 ml sterile Kochsalzlösung pipettieren 
und mit dem Vortex mischen (10−2-Verdünnung). 0,5 
ml der 10−2-Verdünnung in weitere 4,5 ml sterile Koch-
salzlösung pipettieren und mit dem Vortex mischen 
(10−3-Verdünnung) (siehe Allgemeine Methoden).

7-020-4 Effectives 1er janvier 2024
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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
Les traitements peuvent affecter la performance de la mé-
thode. Elle ne devrait être appliquée que sur semences non 
traitées.

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 10 000 semences et 
la taille maximum des sous-échantillons devrait être de 
10 000 semences.

Matériel
Matériel de référence : souche connues de Xanthomonas 

hortorum pv. carotae ou matériel de référence 
standar disé

Boîtes de milieu MKM : boîtes de Petri de 90 mm (8 
boîtes de milieu MKM par sous-échantillon + témoins)

Boîtes de milieu MD5A ou mTBM : boîtes de Petri de 
90 mm (8 boîtes de milieu MD5A ou 8 boîtes de milieu 
mTBM par sous-échantillon + témoins)

Boîtes de milieu YDC (yeast dextrose chalk) : pour le 
repiquage (au moins 1 boîte par sous-échantillon)

Erlenmeyer : avec solution solution saline stérile (0,85 % 
NaCl) plus Tween™ 20 (0,02 % ; 0,2 ml/l) pour la ma-
cération des semences (10 ml pour 1000 semences)

Bouteilles de dilution : contenant 4,5 ml de solution so-
lution saline stérile (2 par sous-échantillon). D’autres 
volumes peuvent être acceptables (voir méthodes 
gé nérales).

Éthanol 70 % : pour la désinfection des surfaces et de 
l’équipement

Incubateur : fonctionnant à 28 °C
Balance : capable de peser à 0,001 g
pH-mètre : capable de lecture à 0,01 unité de pH
Pipettes automatiques : capables de pipetter à 0,001 ml. 

Vérifier l’exactitude et la précision régulièrement.
Plantules de carotte : sensibles au pathogène pour tests 

de pouvoir pathogène (p. ex. ‘Napoli’)
Amorces PCR (Meng et al., 2004) :
 3Sforw 5' CAT.TCC.AAG.AAG.CAG.CCA 3' ; 
 3Srev 5' TCG.CTC.TTA.ACA.CCG.TCA 3'

Amorces universelles (adaptée de Eden et al., 1991) :
 1052F 5' GCA.TGG.TTG.TCG.TCA.GCT.CGT 3'
 Bac R 5' TAC.GGC.TAC.CTT.GTT.ACG.ACT.T 3'
Thermocycleur : temps de montée en température 3 °C/s
Matériel pour électrophorèse d’agarose
Agitateur orbital
Cônes de pipettes stériles
Tige de verre coudée (râteau) stérile

Préparation de l’échantillon
Ceci peut être fait avant l’analyse.

Il est essentiel d’exclure toute possibilité de conta-
mination croisée entre les échantillons de semences. Il 
est donc essentiel de désinfecter toutes les surfaces, réci-
pients, mains, etc. avant et après manipulation de chaque 
échantillon. Ceci peut être réalisé en essuyant ou pulvéri-
sant les équipements avec de l’éthanol à 70 %, en utilisant 
des gants.

Si l’échantillon soumis est reçu en plusieurs paquets, 
ceux-ci devraient être mélangés en vidant dans un nouveau 
sac polyéthylène propre et en mélangeant à la main pour 
obtenir un échantillon composite.
1.  Compter le nombre de semences dans un poids connu. 

Estimer la masse de mille semences (MMS) comme 
suit :
 MMS = (masse de semences/nombre des semences) × 
1000

2.  En se basant sur la MMS estimée, peser les sous-
échantillons de la taille requise dans de nouveaux sacs 
en plastique.

Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

1.  Extraction
1.1  Placer les semences dans une solution saline sté-

rile additionnée de Tween™ 20 (0,02 % v/v) dans 
un erlenmeyer. Le volume de solution saline doit 
être ajusté au nombre de semences (10 ml pour 1000 
semences).

1.2  Faire macérer pendant la nuit (16–18 h) à 4–7 °C
1.3  Agiter pendant 5 min à température ambiante (20–

25 °C) sur un agitateur orbital réglé à 200 tr/min.
2.  Dilution et étalement
2.1  Secouer le récipient pour mélanger juste avant la 

dilution.
2.2  Préparer une série de dilutions de 10 en 10 à partir de 

l’extrait de semences. Pipetter 0,5 ml de l’extrait dans 
4,5 ml de solution saline stérile et vortexer pour mélan-
ger (dilution 10−1). Pipetter 0,5 ml de la dilution 10−1 
dans un autre tube de 4,5 ml de solution saline stérile et 
vortexer pour mélanger (dilution 10−2). Pipetter 0,5 ml 
de la dilution 10−2 dans un autre tube de 4,5 ml de solu-
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Treated seed
Chemical seed treatments may affect the performance of 
this test. It should only be performed on untreated seed.

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 10 000 
seeds and the maximum subsample size should be 10 000 
seeds. 

Materials 
Reference material: known strain of Xanthomonas 

hortorum pv. carotae (X. hortorum pv. carotae) or 
standardised reference material

Plates of MKM medium: 90 mm Petri dishes (8 plates 
of MKM medium per subsample + controls)

Plates of MD5A medium or mTBM medium: 90 mm 
Petri dishes (8 plates of MD5A or 8 plates of mTBM 
medium per subsample + controls)

Plates of YDC (yeast dextrose chalk) medium: for 
subculture (at least 1 plate per subsample)

Conical flasks: of sterile saline (0.85 % NaCl) plus 
Tween™ 20 (0.02 % – 20 µl per 100 ml) for soaking 
of seeds (10 ml per 1000 seeds)

Dilution bottles: containing 4.5 ml of sterile saline (2 
per subsample); other volumes may be acceptable, see 
General methods

70 % ethanol: for disinfection of surfaces, equipment
Incubator: operating at 28 °C
Balance: capable of weighing to the nearest 0.001 g
pH meter: capable of being read to the nearest 0.01 pH 

unit
Automatic pipettes: capable of pipetting to the nearest 

0.001 ml; check accuracy and precision regularly
Carrot seedlings: susceptible to the pathogen for 

pathogenicity test, e.g. ‘Napoli’
PCR Primers (Meng et al., 2004): 
 3Sforw 5' CAT.TCC.AAG.AAG.CAG.CCA 3'
 3Srev 5' TCG.CTC.TTA.ACA.CCG.TCA 3'
Universal Primers (adapted from Eden et al., 1991): 
 1052F 5' GCA.TGG.TTG.TCG.TCA.GCT.CGT 3'
 Bac R 5' TAC.GGC.TAC.CTT.GTT.ACG.ACT.T 3'
Thermal cycler: ramping time 3 °C/s
Agarose electrophoresis equipment
Orbital shaker
Sterile pipette tips
Sterile bent glass rods

Sample preparation
This can be done in advance of the assay.

It is vital to exclude any possibility of cross-
contamination between seed samples. It is therefore 
essential to disinfect all surfaces, containers, hands, etc. 
both before and after handling each sample. This can 
achieved by swabbing/spraying equipment and gloved 
hands with 70 % ethanol.

If the submitted sample is received in several packets, 
these should be combined by emptying into a new, clean 
polythene bag and mixing by hand to give a composite 
sample.
1.  Count the number of seeds in a known weight. 

Estimate the thousand-seed weight (TSW) as:
TSW = (weight of seeds / number of seeds) × 1000

2.  Based on the estimated TSW, weigh out subsamples 
of the required size into new, clean polythene bags or 
containers.

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.  Extraction
1.1  Suspend seeds in sterile saline plus Tween™ 20 

(0.02 % v/v) in a conical flask. The volume of saline 
should be adjusted according to the number of seeds 
used (10 ml per 1000 seeds).

1.2  Soak subsamples overnight (16–18 h) at 4–7 °C.
1.3  Shake for 5 min at room temperature (20–25 °C) on 

an orbital shaker set at 200 rpm.
2.  Dilution and plating
2.1  Shake the flasks to mix just before dilution.
2.2  Prepare a tenfold dilution series from the seed extract. 

Pipette 0.5 ml of the extract into 4.5 ml of sterile 
saline and vortex to mix (10−1 dilution). Pipette 0.5 ml 
of the 10−1 dilution into another 4.5 ml of sterile saline 
and vortex to mix (10−2 dilution). Pipette 0.5 ml of the 
10−2 dilution into another 4.5 ml of sterile saline and 
vortex to mix (10−3 dilution) (see General methods).

2.3  Pipette 100 µl of each dilution and the undiluted seed 
extract onto two plates of each of the two chosen semi-
selective media either MKM medium with MD5A 
medium or MKM medium with mTBM medium and 
spread over the surface with a sterile bent glass rod 
(see General methods).

2.4  Incubate plates with positive control plates (Section 
3) at 28 °C and examine after 4–8 d.

3.  Positive control (culture or reference material)
3.1  Prepare a suspension of a known strain of X. hortorum 

pv. carotae, e.g. NCPPB 425, in sterile saline or 
reconstitute standardised reference material according 
to the supplier’s instructions. If a lyophilised culture is 

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-020Sample size description revised for consistency across methods.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-020Editorial changes to harmonise description of dilutions under Methods.
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Figura 2. Colonias de Xanthomonas hortorum pv. carotae 
en placas de MD5A después de 7dias indicadas por 
colonias de color amarillo paja, brillantes, redondas, lisas, 
convexas, con márgenes enteros y 2–3 mm de diámetro.

Figura 1. Colonias de Xanthomonas hortorum pv. carotae 
en placas de MKM después de 6 días, indicadas por colo-
nias de color amarillo claro crema, marrón claro a amarillo 
melocotón, brillantes, redondas y de 2–4 mm de diámetro.

2.3  Tomar con pipeta 100 µl de cada dilución y del ex-
tracto de semilla sin diluir y sembrar en dos placas de 
cada uno de los dos medios semiselectivos elegidos, ya 
sea medio MKM con medio MD5A o el medio MKM 
con el medio mTBM y distribuir sobre la superficie 
con una varilla de vidrio doblada estéril (ver Métodos 
generales).

2.4  Incubar las placas con las placas del control positivo 
(Sección 3) a 28 °C y examinar después de 4–8 días.

3.  Control positivo (cultivo o material de referencia)
3.1  Preparar una suspensión de una cepa conocida de X. 

hortorum pv. carotae, por ejemplo, NCPPB 425, en so-
lución salina estéril o reconstituir material de referen-
cia estandarizado de acuerdo con las instrucciones del 
proveedor. Si se usa un cultivo liofilizado, cultivarlo 
al menos una vez en un medio no selectivo antes de 
usarlo para chequear la viabilidad y morfología.

3.2  Diluir lo suficiente para obtener diluciones que conten-
gan aproximadamente 10−2 a 10−4 ufc/ml. Esto puede 
requerir hasta siete diluciones de 1:10 de una suspen-
sión turbia.

3.3  Tomar con pipeta 100 µl de diluciones apropiadas y 
sembrar en las placas de ambos medios semiselectivos 
(MKM/MD5A o MKM/mTBM) y distribuir sobre la 
superficie con una varilla de vidrio estéril doblada. 

3.4  Incubar las placas con las placas de la muestra 
(Sección 2).

4.  Prueba de esterilidad
4.1  Preparar series de diluciones a partir de una mues-

tra del medio de extracción (ej.: solución salina con 
Tween™ 20) sin semillas y sembrar en ambos medios 
semiselectivos como en el caso de las muestras.

5.  Evaluación de las placas
5.1  Examinar las placas de prueba de esterilidad y las pla-

cas de control positivo (PCC).

5.2  Examinar las placas de las muestras para detectar la 
presencia de las colonias típicas de X. hortorum pv. 
carotae comparando con las placas de control positivo.

5.3  En el medio MKM después de 4–6 días, las colonias 
de X. hortorum pv. carotae aparecen de color amarillo 
claro crema, marrón claro a amarillo melocotón, bri-
llantes, redondas y de 2–4 mm de diámetro (Fig. 1). 

5.4  En el medio MD5A después de 7–8 días, las colonias 
de X. hortorum pv. carotae aparecen de color de ama-
rillo paja, brillantes, redondas y lisas, convexas con 
bordes enteros y de 2–3 mm de diámetro (Fig. 2).

5.5  En el medio mTBM después de 7–8 días, las colonias 
de X. hortorum pv. carotae son de color blanco o ama-
rillo o blanco amarillento, brillantes, redondas, lisas, 
convexas y con bordes enteros de 1–2 mm de diámetro 
y rodeadas por una amplia zona clara de hidrólisis de 
caseína (Fig. 3). La hidrólisis de caseína en el medio 
mTBM no siempre está presente.

5.6  El tamaño y el color de la colonia puede diferir dentro 
de una muestra.

5.7  Registrar la presencia de colonias sospechosas (ver 
Métodos generales). De ser necesario, estimar el núme-
ro de ufc de colonias sospechosas y de otras colonias.

6.  Confirmación/identificación de colonias sospechosas
6.1  Subcultivar las colonias sospechosas en placas secto-

rizadas de YDC. Para evitar una potencial contamina-
ción cruzada de los aislamientos, usar una nueva placa 
sectorizada para cada sub-muestra. El número exacto 
de colonias subcultivadas dependerá del número y va-
riabilidad de colonias sospechosas en la placa: de pre-
sentarse, al menos seis colonias deben ser subcultiva-
das por sub-muestra.

6.2  Subcultivar el aislamiento del control positivo en una 
placa sectorizada para comparar.
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Abb. 2. Strohgelbe, glänzende, gleichmäßig runde Kolo-
nien von Xanthomonas hortorum pv. carotae mit konvexer 
Wölbung und deutlicher Begrenzung sowie einem Durch-
messer von 2–3 mm auf MD5A Medium nach 7 Tagen.

Abb. 1. Hellgelbe bis cremefarbene, hellbraune bis pfir-
sichgelbe, glänzende runde Kolonien von Xanthomonas 
hortorum pv. carotae Kolonien auf MKM Medium nach 6 
Tagen mit einem Durchmesser von 2–4 mm.

2.3  100 µl jeder Verdünnung sowie des unverdünnten Ex-
traktes auf 2 Agarplatten jedes gewählten semiselek-
tiven Mediums (entweder MKM Medium mit MD5A 
Medium oder MKM Medium mit mTBM Medium) 
pipettieren und auf der Agaroberfläche mit einem 
sterilen Drigalskispatel verteilen (siehe Allgemeine 
Methoden).

2.4  Inkubation der Platten mit Positivkontrollen (Abschnitt 
3 bei 28 °C und Untersuchung nach 4–8 Tagen.

3.  Positivkontrolle (Kultur oder Referenzmaterial)
3.1  Herstellung einer Suspension eines bekannten Stam-

mes von X. hortorum pv. carotae, z. B. NCPPB 425 
in steriler Salzlösung oder Nutzung einer Standardre-
ferenzkultur nach Angaben des Herstellers. Wenn ein 
lyophilisiertes Isolat verwendet wird, muss das Isolat 
mindestens einmal auf einem nicht-selektiven Medium 
auf Lebensfähigkeit und Morphologie überprüft wer-
den, bevor es genutzt werden kann.

3.2  Suspension ausreichend verdünnen, um eine Konzen-
tration von ungefähr 10−2 bis 10−4 cfu/ml zu erhalten. 
Dies kann bei trüben Ausgangssuspensionen bis zu sie-
ben 10-fach-Verdünnungsreihen erfordern.

3.3  100 µl einer entsprechenden zählbaren Verdünnung 
auf Platten jedes Selektivmediums (MKM/MD5A oder 
MKM/mTBM) pipettieren und auf der Agaroberfläche 
mit einem sterilen Spatel verteilen.

3.4  Inkubation der Kontrollplatten mit den Untersuchungs-
platten zusammen (Abschnitt 2).

4.  Sterilitätskontrolle
4.1  Verdünnungsreihe einer Probe des Extraktionsmediums 

(z. B. Tween™ 20-haltige Salzlösung), welche keine 
Samen enthält, auf den Selektivmedien aus plattieren.

5.  Untersuchung der Agarplatten
5.1  Untersuchung der Sterilitätskontrolle und Bestimmung 

der Positivkontrolle (KKP).

5.2  Untersuchung der Probenplatten auf Anwesenheit ty-
pischer X. hortorum pv. carotae Kolonien durch Ver-
gleich mit den Positivkontrollplatten.

5.3  Nach 4–6 Tagen erscheinen auf dem MKM-Medium 
hellgelbe bis cremefarbene, hellbraune bis pfirsichgel-
be, glänzende, runde Kolonien von X. hortorum pv. 
carotae mit einem Durchmesser von 2–4 mm (Abb. 1).

5.4  Nach 7–8 Tagen erscheinen auf dem MD5A-Medium 
strohgelbe, glänzende, gleichmäßig runde Kolonien 
von X. hortorum pv. carotae mit konvexer Wölbung 
und deutlicher Begrenzung, sowie einem Durchmesser 
von 2–3 mm (Abb. 2).

5.5  Nach 7–8 Tagen erscheinen auf dem mTBM-Medium 
weiße oder gelbe oder weiß-gelbe, glänzende, runde, 
gleichmäßige Kolonien von X. hortorum pv. carotae 
mit konvexer Wölbung und deutlicher Begrenzung 
sowie einem Durchmesser von 1–2 mm. Sie sind um-
geben von einer Zone der Casein-Hydrolyse (Abb. 3). 
Die Casein-Hydrolyse ist nicht immer auf mTBM-Me-
dium zu beobachten.

5.6  Die Koloniegröße und -farbe kann innerhalb einer Pro-
be variieren.

5.7  Erfassen des Vorhandenseins von verdächtigen Kolo-
nien (siehe Allgemeine Methoden). Falls erforderlich, 
die Anzahl der cfu der verdächtigen und der anderen 
Kolonien schätzen.

6.  Nachweis (Bestätigung) und Identifizierung verdächti-
ger Kolonien

6.1  Subkultivierung verdächtiger Kolonien auf sektorier-
ten YDC-Platten. Zur Vermeidung von Kreuzkontami-
nationen der Isolate wird eine neue sektorierte Platte 
für jede Teilprobe verwendet. Die genaue Zahl der sub-
kultivierten Kolonien ist abhängig von Zahl und Vari-
abilität der verdächtigen Kolonien auf der ursprüngli-
chen Platte, soweit vorhanden sollten mindestens sechs 
Kolonien je Teilprobe subkultiviert werden (KKP).
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Figure 2. Colonies de Xanthomonas hortorum pv. carotae 
colonies sur boîtes de MD5A après 7 jours : jaune paille, 
brillantes, rondes et muqueuses, convexes avec des pour-
tours nets, d’un diamètre de 2–3 mm.

Figure 1. Colonies de Xanthomonas hortorum pv. carotae 
sur boîtes de MKM après 6 jours : jaune crème clair, brun 
clair à jaune pêche, brillantes, rondes, d’un diamètre de 
2–4 mm.

tion saline stérile et vortexer pour mélanger (dilution 
10−3)(voir Méthodes générales).

2.3  Pipetter 100 μl de chaque dilution et l’extrait de se-
mences non dilué et placer sur deux boîtes de chacun 
des 2 milieux sélectifs choisis soit MKM et MD5A ou 
MKM et mTBM et étaler sur la surface avec un râteau 
stérile (voir les Méthodes générales).

2.4  Incuber les boîtes avec les témoins positifs (Section 3) 
à 28 °C et observer après 4–8 jours.

3.  Témoin positif (culture ou matériel de référence)
3.1  Préparer une suspension d’une souche connue de X. 

hortorum pv. carotae, p. ex. NCPPB 425, dans la solu-
tion saline stérile ou reconstituer le matériel de réfé-
rence standardisé selon les instructions du fournisseur. 
Si une culture lyophilisée est utilisée, cultiver au moins 
une fois sur milieu non sélectif pour vérifier sa viabilité 
et sa morphologie.

3.2  Diluer suffisamment pour obtenir des dilutions conte-
nant environ 10−2 à 10−4 cfu/ml. Ceci peut exiger 
jusqu’à sept dilutions de dix fois à partir d’une suspen-
sion trouble.

3.3  Pipetter 100 μl des dilutions appropriées et placer sur 
des boîtes de chaque milieu sélectif (MKM/MD5A ou 
MKM/mTBM) et étaler sur la surface avec un râteau 
stérile.

3.4  Incuber les boîtes avec les boîtes témoin (Section 2).
4.  Contrôle de stérilité
4.1  Étaler une série de dilutions d’un échantillon de la so-

lution d’extraction (c.-à-d. solution saline + Tween™ 
20), ne contenant aucune semence, sur chacun des mi-
lieux comme pour les échantillons.

5.  Lecture des boîtes
5.1  Examiner le témoin de stérilité et les boîtes de témoins 

positifs (CCP).

5.2  Examiner les boîtes d’échantillons pour la présence 
des colonies typiques de X. hortorum pv. carotae par 
comparaison avec les boîtes de témoins positifs.

5.3  Sur MKM après 4–6 jours, les colonies de X. hortorum 
pv. carotae sont jaune crème clair, brun clair à jaune 
pêche, brillantes, rondes, d’un diamètre de 2–4 mm 
(Fig. 1).

5.4  Sur MD5A après 7–8 jours, les colonies de X. hortorum 
pv. carotae sont jaune paille, brillantes, rondes et mu-
queuses, convexes avec des pourtours nets, d’un dia-
mètre de 2–3 mm (Fig. 2).

5.5  Sur mTBM après 7–8 jours, les colonies de X. 
hortorum pv. carotae sont blanches ou jaunes ou 
blanc-jaune, brillantes, rondes, muqueuses, convexes 
avec des pourtours nets, d’un diamètre de 1–2 mm et 
entourées d’une grande zone claire d’hydrolyse de la 
caséine (Fig. 3). L’hydrolyse de la caséine sur mTBM 
n’est pas toujours présente.

5.6  La taille des colonies et la couleur peuvent varier au 
sein d’un échantillon.

5.7  Noter la présence de colonies suspectes (voir Méthodes 
générales). Si nécessaire, estimer le nombre d’ufc des 
colonies suspectes et des autres colonies.

6.  Confirmation et identification des colonies suspectes
6.1  Repiquer les colonies suspectes sur boîtes de YDC en 

secteurs. Pour empêcher la contamination croisée entre 
isolats, employer une boîte en secteur différente pour 
chaque sous-échantillon. Le nombre précis de colonies 
repiquées dépendra du nombre et de la variabilité des 
colonies suspectes de la boîte ; si elles sont présentes, 
au moins six colonies par sous-échantillon seront repi-
quées (CCP).

6.2  Repiquer le témoin positif en secteurs pour 
comparaison.

7-020-5
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used, culture at least once on a non-selective medium 
prior to use to check the viability and morphology.

3.2  Dilute sufficiently to obtain dilutions containing 
approximately 10−2 to 10−4 cfu/ml. This may require up 
to seven ten-fold dilutions from a turbid suspension.

3.3  Pipette 100 µl of appropriate dilutions onto plates of 
both semi-selective media (MKM/MD5A or MKM/
mTBM) and spread over the surface with a sterile 
bent glass rod.

3.4  Incubate plates with the sample plates (Section 2).
4.  Sterility check
4.1  Prepare a dilution series from a sample of the 

extraction medium (i.e., saline plus Tween™ 20), 
containing no seeds, and plate on both semi-selective 
media as for samples.

5.  Examination of the plates
5.1  Examine sterility check and positive control plates 

(CCP).
5.2  Examine the sample plates for the presence of typical 

X. hortorum pv. carotae colonies by comparison with 
the positive control plates.

5.3  On MKM after 4–6 d, X. hortorum pv. carotae 
colonies appear light yellow-cream, light brown 
to peach yellow, glistening, round and 2–4 mm in 
diameter (Fig. 1).

5.4  On MD5A after 7–8 d, X. hortorum pv. carotae 
colonies appear straw yellow, glistening, round 
smooth, convex with entire margins, and 2–3 mm in 
diameter (Fig. 2).

5.5  On mTBM after 7–8 d, X. hortorum pv. carotae 
colonies appear white or yellow or white-yellow, 
glistening, round, smooth, convex with entire margins, 
1–2 mm in diameter and surrounded by a large clear 

zone of casein hydrolysis (Fig. 3). Casein hydrolysis 
on mTBM is not always present.

5.6  The colony size and colour can differ within a sample.
5.7  Record the presence of suspect colonies (see General 

methods). If necessary, estimate the number of cfu of 
suspect and other colonies.

6.  Confirmation/identification of suspect colonies
6.1  Subculture suspect colonies to sectored plates of YDC. 

To avoid the potential for cross-contamination of 
isolates, use a new sectored plate for each subsample. 
The precise numbers of colonies subcultured will 
depend on the number and variability of suspect 
colonies on the plate: if present, at least six colonies 
should be subcultured per subsample.

6.2  Subculture the positive control isolate to a sectored 
plate for comparison.

6.3  Incubate sectored plates for 48–72 h at 28 °C.
6.4  Compare appearance of growth with positive control. 

On YDC X. hortorum pv. carotae colonies are pale 
yellow and mucoid (Fig. 4).

6.5  Confirm the identity of isolates by pathogenicity 
on carrot seedlings of known susceptibility or by 
polymerase chain reaction (PCR).

6.6  Record results for each colony subcultured.
7.  Pathogenicity (CCP)
7.1  Grow seedlings of a carrot cultivar known to be 

susceptible to X. hortorum pv. carotae (e.g. ‘Napoli’) 
in small pots or modules until at least 3–4 true leaf 
stage (approximately 3–4 weeks after sowing).

7.2  Prepare a suspension in sterile tap water from each 
suspect bacterial culture on YDC medium and dilute 
to a concentration containing approximately 2×106 

Figure 2. Xanthomonas hortorum pv. carotae colonies on 
MD5A plates after 7 d indicated by straw yellow, glistening, 
round smooth, convex colonies with entire margins, and 
2–3 mm in diameter.

Figure 1. Xanthomonas hortorum pv. carotae colonies 
on MKM plates after 6 d indicated by light yellow-cream, 
light brown to peach yellow, glistening, round colonies and 
2–4 mm in diameter.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-020Editorial changes to harmonise description of dilutions under Methods.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-020Editorial changes to harmonise description of recording colony-forming units (cfu).
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Figura 6. Gel de agarosa mostrando productos especí-
ficos de Xanthomonas hortorum pv. carotae de 355 pb y 
productos bacterianos universales de 441 pb. Dos bandas 
(específica y universal) = identificación positiva; una banda 
(universal) = identificación negativa.

Figura 5. Síntomas típicos de Xanthomonas hortorum pv. 
carotae en una prueba de patogenicidad indicados por 
pequeñas áreas irregulares de color marrón rodeadas por 
un halo amarillo.
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Figura 3. Colonias de Xanthomonas hortorum pv. carotae 
en placas de mTBM después de 7 días indicadas por 
colonias de color blanco o amarillo o blanco-amarillento, 
brillantes, redondas, lisas, convexas con bordes enteros, 
1–2 mm de diámetro y rodeadas por una zona de hidrólisis 
de caseína.

Figura 4. Crecimiento típico de aislamientos de 
Xanthomonas hortorum pv. carotae de color amarillos pá-
lidos y mucoides en una placa sectorizada de medio YDC 
después de 72 horas a 28 °C.
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Abb. 6. Agarose-Gel mit Xanthomonas hortorum pv. 
carotae spezifischem PCR-Produkt von 355 bp und einem 
universellen bakteriellen PCR-Produkt von 441 bp. Zwei 
Banden (spezifisch und universell) = positive Identifizie-
rung, eine Bande (universell) = negative Identifizierung.

Abb. 5. Kleine braune unregelmäßige Flecken umgeben 
von einem gelben Hof als typische Xanthomonas hortorum 
pv. carotae Symptome in einem Pathogenitätstest.
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Abb. 3. Weiße oder gelbe oder weiß-gelbe, glänzende, 
runde, gleichmäßige Kolonien von Xanthomonas hortorum 
pv. carotae mit konvexer Wölbung und deutlicher Begren-
zung sowie einem Durchmesser von, 1–2 mm auf mTBM 
Medium nach 7 Tagen. Sie sind umgeben von einer Zone 
der Casein-Hydrolyse.

Abb. 4. Typisches hellgelbes und mucoides Wachstum 
von Xanthomonas hortorum pv. carotae Isolaten auf einer 
sektorierten Platte mit YDC nach 72 h bei 28 °C.
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Figure 6. Gel d’agarose montrant les produits spécifiques 
de Xanthomonas hortorum pv. carotae de 355 pb et les 
produits universels bactériens de 441 pb. Deux bandes 
(universelle et spécifique) = identification positive ; une 
bande (universelle) = identification négative.

Figure 5. Symptômes typiques de Xanthomonas hortorum 
pv. carotae en test de pouvoir pathogène : petites zones 
brunes irrégulières entourées par un halo jaune.
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Figure 3. Colonies de Xanthomonas hortorum pv. carotae 
sur boîtes de mTBM après 7 jours : blanches ou jaunes 
ou blanc-jaune, brillantes, rondes, muqueuses, convexes 
avec des pourtours nets, d’un diamètre de 1–2 mm et 
entourées d’une grande zone claire d’hydrolyse de la 
caséine.

Figure 4. Croissance typique jaune et muqueuse de 
Xanthomonas hortorum pv. carotae sur boîte de YDC en 
secteur après 72 h à 28 °C.
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Figure 6. Agarose gel showing Xanthomonas hortorum pv. 
carotae specific products of 355 bp and universal bacte-
rial products of 441 bp. Two bands (specific and universal) 
= positive identification; one band (universal) = negative 
identification.

Figure 5. Typical Xanthomonas hortorum pv. carotae 
symptoms in a pathogenicity test indicated by small brown 
irregular areas surrounded by a yellow halo.
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Figure 3. Xanthomonas hortorum pv. carotae colonies 
on mTBM plates after 7 d indicated by white or yellow or 
white-yellow, glistening, round, smooth, convex colonies 
with entire margins, 1–2 mm in diameter and surrounded 
by a zone of casein hydrolysis.

Figure 4. Typical pale yellow and mucoid growth of 
Xanthomonas hortorum pv. carotae isolates on a sectored 
plate of YDC after 72 h at 28 °C.
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6.3  Incubar las placas sectorizadas por 48–72 horas a 
28 °C.

6.4  Comparar la apariencia del crecimiento con el control 
positivo. En el medio YDC las colonias de X. hortorum 
pv. carotae son amarillo pálido y mucoides (Fig. 4).

6.5  Confirmar la identidad de los aislamientos mediante 
patogenicidad en plántulas de zanahoria de suscepti-
bilidad conocida o mediante reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR).

6.6  Registrar los resultados de cada colonia subcultivada.
7.  Patogenicidad (PCC)
7.1  Hacer crecer plántulas de un cultivar de zanahoria co-

nocido por ser susceptible a X. hortorum pv. carotae 
(ej.: ‘Napoli’) en pequeñas macetas o módulos hasta al 
menos el estado de 3–4 hojas verdaderas (aproximada-
mente 3–4 semanas después de la siembra).

7.2  Preparar una suspensión en agua de grifo estéril de 
cada cultivo bacteriano sospechoso en el medio YDC 
y diluir a una concentración que contenga aproximada-
mente 2×106 ufc/ml. El mismo procedimiento se debe 
usar con el aislamiento del control positivo.

7.3  Inocular las plantas rociando hasta vaciar. Usar una 
maceta pequeña con 3–4 plantas por cada aislado. In-
cluir el control positivo y el control negativo. Es im-
portante no frotar las hojas después del rociamiento, ya 
que esto causará resultados de falsos positivos (PCC).

7.4  Incubar las plantas inoculadas a 27–28 °C en bolsas 
plásticas cerradas (para proporcionar condiciones cer-
canas al 100 % de HR). Después de 48 horas, retirar las 
bolsas durante el día y volver a colocarlas en la noche.

7.5  Registrar los síntomas después de 7–10 días de incuba-
ción. Los síntomas típicos de X. hortorum pv. carotae 
aparecen primero como pequeñas áreas irregulares, 
amarillentas acuosas con una pequeña mancha color 
marrón claro en el centro de las hojas inoculadas. Pos-
teriormente, las áreas afectadas aumentan, se ponen 
marrón y a menudo están rodeadas de un halo amarillo 
(Fig. 5). Comparar con el control positivo (PCC).

8.  Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
8.1  Hacer una suspensión de células ligeramente turbia 

(OD600 nm aproximadamente 0,05) en 1,0 ml de agua 
destilada/desionizada estéril a partir de los cultivos 
sospechosos en el medio YDC y el control positivo. 
Además, se debe usar un aislamiento no sospechoso 
como control negativo. Las suspensiones pueden alma-
cenarse a –20 °C hasta la identificación.

8.2  Usar los siguientes primers específicos para X. 
hortorum pv. carotae (Meng et al., 2004):

 3Sforw 5' CAT.TCC.AAG.AAG.CAG.CCA 3'
 3Srev 5' TCG.CTC.TTA.ACA.CCG.TAC 3'
8.3  Los primers universales bacterianos deben ser usados 

para validar la reacción de PCR. Estos primers darán 
un tamaño del producto de 441 pb (adaptado de Eden et 
al, 1991) en comparación con el producto de 355 pb de 
los primers específicos para X. hortorum pv. carotae:

 1052F 5' GCA.TGG.TTG.TCG.TCA.GCT.CGT 3'
 Bac R 5' TAC.GGC.TAC.CTT.GTT.ACG.ACT.T 3'

8.4  Preparar la mezcla de la reacción (página 7-020-17). 
Efectuar las reacciones de PCR en tubos de 0,2 ml de 
paredes finas en un volumen final de 10 µl (8 µl de 
mezcla de reacción + 2 µl de suspensión bacteriana).

8.5  Perfil de la PCR: Incubación inicial de 5 minutos a 
95 °C seguida de 35 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 
15 segundos a 58 °C y 30 segundos a 72 °C. Una incu-
bación final de 5 minutos a 72 °C y 20 minutos a 20 °C.

8.6  Separar 10 µl de los productos de PCR, el control nega-
tivo del proceso y de agua estéril (control negativo de 
PCR) para realizar una electroforesis en gel durante 1,5 
horas a 150 V en 1,5 % de gel de agarosa en 0,5× Tris 
borate EDTA (tampón TBE) (PCC) teñido con bromu-
ro de etidio. Incluir un marcador de peso molecular de 
100 pb.

8.7  Analizar los productos de amplificación para X. 
hortorum pv. carotae producto específico de 355 pb y 
producto bacteriano universal de 441 pb con un tran-
siluminador ultravioleta. Dos bandas (específica y uni-
versal) = identificación positiva; una banda (universal) 
= identificación negativa; ninguna banda = ausencia de 
patrón bacteriano, repetir la reacción.

Métodos generales
Preparación de series de dilución 1:10: Cada dilución 

debe ser preparada tomando con pipeta 0,5 ml (±5 %) 
de un extracto de semilla bien mezclado o dilución 
previa en una botella universal (tapa a rosca) o similar 
conteniendo 4,5 ml (±2 %) de diluyente estéril y agi-
tando luego con vortex para mezclar antes del siguiente 
paso de dilución. En cada paso de dilución se debe usar 
una nueva punta de pipeta estéril. Las pipetas se deben 
chequear regularmente para verificar su exactitud y 
precisión y volver a calibrarlas según sea necesario. Es 
aceptable preparar las diluciones de 1:10 usando otros 
volúmenes siempre que el laboratorio pueda demostrar 
que se puede lograr la exactitud y precisión requeridas.

Siembra de las diluciones: Esta se debe efectuar lo más 
pronto posible después de que se hayan preparado las 
diluciones y ciertamente dentro de los 30 minutos. Tra-
bajando desde la más alta dilución (mas diluido) hasta 
el extracto sin diluir, se toma con pipeta 0,1 ml y se 
vierte en el centro de la superficie seca, de una placa 
de agar rotulada. El líquido debe ser distribuido uni-
formemente en toda la superficie del medio con una 
varilla de vidrio doblada. Si se tiene cuidado al trabajar 
desde la dilución más alta hasta la más baja (o extracto 
sin diluir) se puede usar una única punta de pipeta y 
una única varilla de vidrio doblada para cada muestra. 
Asegurarse de que todo el líquido haya sido absorbido 
por el agar antes de invertir e incubar las placas. De ser 
necesario dejar secar las placas bajo un flujo de aire 
estéril en un gabinete de bioseguridad microbiológica 
o campana de flujo laminar.

Gültig ab 1. Januar 2024
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6.2  Subkultivierung der Positivkontrolle auf einer sekto-
rierten Platte zum Vergleich.

6.3  Inkubation sektorierter Platten für 48–72 h bei 28 °C.
6.4  Vergleich der Wachstumsmorphologie mit der Positiv-

kontrolle. Generell entwickelt X. hortorum pv. carotae 
auf YDC-Medium hellgelbe mucoide Kolonien (KKP)
(Abb. 4).

6.5  Bestätigung der Identität der Isolate durch einen Pa-
thogenitätstest an anfälligen Möhrenjungpflanzen oder 
durch Polymerasekettenreaktion (PCR).

6.6  Bestimmung der Ergebnisse für jede subkultivierte 
Kolonie.

7.  Pathogenitätstest (KKP)
7.1  Anzucht von Möhrenjungpflanzen einer Sorte, die an-

fällig für X. hortorum pv. carotae ist (z. B. ‘Napoli’) 
in kleinen Töpfen oder Multitopfplatten bis die ersten 
3–4 Primärblätter entwickelt sind (durchschnittliche 
Anzuchtdauer von 3–4 Wochen nach Aussaat).

7.2  Herstellung einer Bakteriensuspension mit sterilem 
Leitungswasser für jede verdächtige Bakterienkolonie 
auf YDC-Medium und Verdünnung auf eine Konzent-
ration von 2 × 106 cfu/ml. Dies muss auch für das posi-
tive Kontrollisolat vorbereitet werden.

7.3  Inokulation der Pflanzen durch Besprühen bis sie 
tropfnass sind. Ein Topf mit 3–4 Pflanzen sollte je Iso-
lat verwendet werden. Inokulation von Keimlingen mit 
dem Isolat der Positivkontrolle und einer Negativkon-
trolle. Es ist zu beachten, dass die Blätter nach der In-
okulation keiner Reibung ausgesetzt sind, da dies zu 
falsch-positiven Ergebnissen führt (KKP).

7.4  Inkubation der inokulierten Pflanzen bei 27–28 °C 
umhüllt von einer Plastiktüte (um eine 100 % rF zu 
gewährleisten). Nach 48 h können die Plastikhauben 
tagsüber entfernt werden, jedoch nachts werden die 
Pflanzen wieder abgedeckt.

7.5  Bestimmung der Symptome nach 7–10 Tagen Inkuba-
tion. Typische Symptome von X. hortorum pv. carotae 
sind zunächst erscheinende kleine unregelmäßige gel-
be wasserdurchtränkte Flecken mit kleinen hellbraunen 
Punkten in der Mitte inokulierter Blätter. Später ver-
größern sich die betroffenen Bereiche, werden braun 
und sind oft von einem gelben Hof umrandet (Abb. 5). 
Vergleich mit der Positivkontrolle (KKP).

8.  Polymerasekettenreaktion (PCR)
8.1  Herstellung einer Bakteriensuspension (OD600 ~0,05) 

in 1,0 ml sterilem destilliertem Wasser von jeder 
vedächtigen Bakterienkolonie auf YDC-Medium und 
eine Positivkontrolle. Zusätzlich sollte eine Kolonie, 
die nicht von X. hortorum pv. carotae ist, als Negativ-
kontrolle verwendet werden. Die Suspension kann bis 
zur weiteren Verwendung bei –20 °C gelagert werden.

8.2  Verwendung nachfolgender X. hortorum pv. carotae-
spezifischer Primer (Meng et al., 2004):

 3Sforw 5' CAT.TCC.AAG.AAG.CAG.CCA 3'
 3Srev 5' TCG.CTC.TTA.ACA.CCG.TCA 3'
8.3  Die universellen Bakterienprimer sollten verwendet 

werden, um die PCR-Reaktion zu überprüfen. Diese 

Primer ergeben ein 441 bp-Produkt (übernommen von 
Eden et al., 1991) im Vergleich zu dem 355 bp-Produkt 
der X. hortorum pv. carotaespezifischen Primer:

 1052F 5' GCA.TGG.TTG.TCG.TCA.GCT.CGT 3'
 Bac R 5' TAC.GGC.TAC.CTT.GTT.ACG.ACT.T 3'
8.4  Herstellung des Reaktionsmixes (Seite 7-020-10). 

Durchführung der PCR-Reaktion in 0,2 ml dünnwan-
digen PCR-Reaktionsgefäßen mit einem Gesamtreak-
tionsvolumen von 10 µl (8 µl Reaktionsmix und 2 µl 
Bakteriensuspension).

8.5  PCR-Profil: Eine initiale Inkubation von 5 min bei 
95 °C gefolgt von 35 Zyklen mit 15 s bei 94 °C, 15 s 
bei 58 °C und 30 s bei 72 °C. Abschließend wird eine 
Inkubation für 5 min bei 72 °C und 20 min bei 20 °C 
durchgeführt.

8.6  Auftrennung von 10 μl des PCR-Produktes, die negati-
ve Prozesskontrollprobe und steriles Wasser (negative 
PCR-Kontrolle) in der Gel-Elektrophorese für 1,5 h 
und bei 150 V in einem 1,5-prozentigen Agarosegel 
in 0,5-facher Tris-Borsäure-EDTA (TBE Puffer) mit 
Ethidiumbromidfärbung (KKP). Mitführen eines 100 
bp-Markers in der Gel-Elektrophorese.

8.7  Analyse der PCR-Produkte für das X. hortorum pv. 
carotae spezifische Produkt von 355 bp und das uni-
verselle Bakterienprodukt von 441 bp mit einem 
UV-Transilluminator. Zwei Banden (spezifisch und 
universell) = positive Identifizierung, eine Bande (uni-
versell) = negative Identifizierung, keine Bande = bak-
terielle Matrize fehlt, Wiederholung der Reaktion.

Allgemeine Methoden
Herstellung von Zehnfach-Verdünnungsreihen:  

Jede Verdünnung sollte durch Pipettieren von 0,5 ml 
(±5 %) aus einem gut gemischten Samenextrakt 
oder vorausgegangener Verdünnung in eine Flasche 
(Schraubverschluss) oder ähnliches Behältnis, wel-
ches 4,5 ml (±2 %) steriler Verdünnungslösung enthält, 
hergestellt werden. Ein gründliches Mischen durch 
Vortexen ist vor dem nächsten Verdünnungsschritt 
notwendig. Eine neue sterile Pipettenspitze sollte für 
jeden Verdünnungsschritt verwendet werden. Pipetten 
sollten regelmäßig auf ihre Genauigkeit und Präzision 
überprüft und wenn notwendig rekalibriert werden. Es 
ist akzeptabel, Zehnfach-Verdünnungsreihen mit an-
deren Volumina herzustellen, vorausgesetzt das Labor 
kann nachweisen, dass die erforderliche Genauigkeit 
und Präzision erreicht wird.

Ausplattieren der Verdünnungen: Dies sollte zeitnah 
nach der Herstellung der Verdünnungen erfolgen, aber 
auf jeden Fall innerhalb von 30 min. Beginnend mit der 
höchsten (am stärksten verdünnt) Verdünnung bis hin 
zum unverdünnten Extrakt werden 0,1 ml mittig auf 
die trockene Agaroberfläche der beschrifteten Platte 
gegeben. Die Suspension wird dann gleichmäßig über 
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6.3  Incuber les boîtes en secteurs pendant 2–3 jours à 28 °C.
6.4  Comparer l’aspect de la croissance à celle du témoin 

positif. Sur YDC les colonies de X. hortorum pv. 
carotae sont jaune pâle et muqueuses (Fig. 4).

6.5  Confirmer l’identité des isolats par test de pouvoir pa-
thogène sur des jeunes plantes de carotte de sensibilité 
connue ou par réaction de polymérisation en chaîne 
(PCR).

6.6  Noter les résultats pour chaque colonie repiquée.
7.  Test de pouvoir pathogène (CCP)
7.1  Faire pousser les plantules d’un cultivar de carotte 

connu pour être sensible à X. hortorum pv. carotae (p. 
ex. ‘Napoli’) en petits pots ou plaques jusqu’au stade 
3–4 feuilles vraies (environ 3–4 semaines après semis).

7.2  Préparer une suspension dans l’eau du robinet stérile de 
chaque culture bactérienne suspecte sur YDC et diluer 
à une concentration d’environ 2 × 106 cfu/ml. La même 
procédure devrait être utilisée pour le témoin positif.

7.3  Inoculer les plantes en pulvérisant jusqu’à ruisselle-
ment. Utiliser un petit pot avec 3–4 plantes par isolat ; 
inclure les témoins positif et négatif. Il est important de 
ne pas frotter les feuilles après pulvérisation car cela 
pourrait entraîner des résultats faux positifs (CCP).

7.4  Incuber les plantes inoculée à 27–28 °C, enfermées 
dans un sac plastique (pour permettre des conditions 
proches de 100 % d’hygrométrie. Après 48 h, enlever 
les sacs pendant la période de jour et replacer en pé-
riode de nuit.

7.5  Noter les symptômes après 7–10 jours d’incubation. 
Les symptômes typiques de X. hortorum pv. carotae 
apparaissent au départ comme de petites lésions grais-
seuses irrégulières jaunâtres avec un petit spot brun 
clair au centre, sur les feuilles inoculées. Plus tard, les 
zones touchées s’élargissent, deviennent brunes et sont 
souvent entourées d’un halo jaune (Fig. 5). Comparer 
avec le témoin positif (CCP).

8. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR)
8.1  Faire une suspension cellulaire légèrement trouble (OD 

600 nm environ de 0,05) dans 1,0 ml d’eau distillée sté-
rile avec les cultures suspectes sur YDC et le témoin 
positif. Un isolat non suspect doit être ajouté comme 
témoin négatif. Les suspensions peuvent être conser-
vées à –20 °C jusqu’à identification.

8.2  Utiliser les amorces spécifiques X. hortorum pv. carotae 
suivantes (Meng et al., 2004) :

 3Sforw 5' CAT.TCC.AAG.AAG.CAG.CCA 3'
 3Srev 5' TCG.CTC.TTA.ACA.CCG.TCA 3'
8.3  Des amorces universelles bactériennes devraient être 

utilisées pour valider la réaction PCR. Ces amorces 
donneront un produit de 441 pb (adapté de Eden et al., 
1991) en comparaison du produit de 355 pb pour les 
amorces spécifiques X. hortorum pv. carotae :

 1052F 5' GCA.TGG.TTG.TCG.TCA.GCT.CGT 3'
 Bac R 5' TAC.GGC.TAC.CTT.GTT.ACG.ACT.T 3'
8.4  Préparer le mélange réactionnel (page 7-020-9). Réa-

liser les réactions PCR dans des tubes PCR de 0,2 ml 

dans un volume final de 10 μl (8 μl de mix + 2 μl de 
suspension bactérienne).

8.5  Cycle PCR : Incubation initiale de 5 min à 95 °C sui-
vie de 35 cycles de 15 s à 94 °C, 15 s à 58 °C et 30 s à 
72 °C. Une incubation finale de 5 min à 72 °C et 20 min 
à 20 °C.

8.6  Fractionner 10 μl du produit PCR, le contrôle négatif 
de processus et l’eau stérile (témoin PCR négatif) par 
électrophorèse sur gel pendant 1,5 h à 150 V sur gel 
d’agarose 1,5 % dans du Tris borate EDTA (tampon 
TBE) 0,5× (CCP), coloré par du bromure d’éthidium. 
Inclure un marqueur de taille 100 pb.

8.7  Analyser le produit d’amplification pour détecter un 
produit spécifique de X. hortorum pv. carotae de 355 
pb et un produit universel bactérien de 441 pb avec un 
tableau à ultraviolets. Deux bandes (spécifique et uni-
verselle) = identification positive ; une bande (univer-
selle) = identification négative ; aucune bande = pas de 
cible bactérienne, répéter la réaction.

Méthodes générales
Préparation de séries de dilution de dix en dix :  

Chaque dilution doit être préparée en pipettant 0,5 ml 
(±5 %) d’un extrait de semences bien mélangé ou d’une 
dilution précédente dans une bouteille universelle (bou-
chon à vis) ou un récipient similaire contenant 4,5 ml 
(±2 %) de diluant stérile, puis en vortexant pour mélan-
ger avant la prochaine étape de dilution.
 Un nouveau cône stérile doit être employé pour chaque 
étape de dilution. Des pipettes doivent être examinées 
régulièrement pour assurer l’exactitude et la précision et 
être récalibrées selon les besoins. Il est possible de pré-
parer des dilutions de dix fois en utilisant d’autres vo-
lumes, à condition que le laboratoire puisse démontrer 
que l’exactitude et la précision exigées sont respectées.

Étalement des dilutions : Il devrait être fait dès que pos-
sible après la préparation des dilutions, et au maximum 
dans un délai de 30 min. Travailler de la dilution (la plus 
diluée) la plus élevée à l’extrait non dilué ; 0,1 ml est 
déposé à la pipette au centre de la surface sèche, d’une 
boîte d’agar marquée. Le liquide devrait alors être étalé 
sur la totalité de la surface du milieu avec un râteau. 
Si on prend soin de travailler de la plus haute à la plus 
basse dilution (ou à l’extrait non dilué) il est possible 
d’utiliser un seul embout de pipette et un seul râteau 
pour chaque échantillon. S’assurer que tout le liquide 
soit absorbé par l’agar avant de retourner et d’incuber 
les boîtes. Au besoin, laisser les boîtes sécher sous un 
flux d’air stérile sous hotte par exemple.

Notation des boîtes de dilution : Noter les résultats pour 
toutes les boîtes de dilution. L’évaluation la plus précise 
des dénombrements de bactérie devrait être obtenue à 
partir des boîtes étalées avec un nombre total compris 
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cfu/ml. The same procedure should be used for the 
positive control isolate.

7.3  Inoculate plants by spraying until runoff. Use one 
small pot with 3–4 plants per isolate. Include the 
positive control and a negative control. It is important 
not to rub the leaves after spraying, since this will 
cause false positive results (CCP).

7.4  Incubate inoculated plants at 27–28 °C enclosed in 
plastic bags (to provide conditions near 100 % RH). 
After 48 h, remove the bags during daytime and 
replace at night.

7.5  Record symptoms after 7–10 d incubation. Typical X. 
hortorum pv. carotae symptoms first appear as small 
irregular yellowish water-soaked areas with a tiny 
light brown spot in the centre on inoculated leaves. 
Later, affected areas enlarge, become brown, and are 
often surrounded by a yellow halo (Fig. 5). Compare 
with positive control (CCP).

8. Polymerase chain reaction (PCR)
8.1  Make a slightly turbid cell suspension (OD600 nm 

approximately 0.05) in 1.0 ml sterile distilled/
deionised water from the suspect cultures on YDC 
medium and the positive control. In addition a non-
suspect isolate should be used as a negative control. 
The suspensions can be stored at –20 °C until 
identification.

8.2  Use the following X. hortorum pv. carotae specific 
primers (Meng et al., 2004): 
3Sforw 5' CAT.TCC.AAG.AAG.CAG.CCA 3' 
3Srev 5' TCG.CTC.TTA.ACA.CCG.TCA 3'

8.3  Universal bacterial Primers should be used to validate 
the PCR reaction. These primers will give a product 
size of 441 bp (adapted from Eden et al., 1991) 
compared to the 355 bp product from the X. hortorum 
pv. carotae specific primers:

 1052F 5' GCA.TGG.TTG.TCG.TCA.GCT.CGT 3'
 Bac R 5' TAC.GGC.TAC.CTT.GTT.ACG.ACT.T 3'
8.4  Prepare the reaction mixture (page 7-020–17). Carry 

out PCR reactions in 0.2 ml thin walled PCR tubes in 
a final volume of 10 μl (8 μl reaction mixture + 2 μl 
bacterial suspension).

8.5  PCR profile: An initial 5 min incubation at 95 °C 
followed by 35 cycles of 15 s at 94 °C, 15 s at 58 °C 
and 30 s at 72 °C. A final 5 min incubation at 72 °C 
and 20 min at 20 °C

8.6  Fractionate 10 μl of the PCR products, the negative 
process control and sterile water (negative PCR 
control) by gel electrophoresis during 1.5 h at 150 V 
on a 1.5 % agarose gel in 0.5× Tris borate EDTA 
(TBE buffer) stained with ethidium bromide. Include 
a 100 bp ladder.

8.7  Analyse the amplification products for a X. hortorum 
pv. carotae specific product of 355 bp and a universal 
bacterial product of 441 bp with an ultraviolet 
transilluminator. Two bands (specific and universal) 

= positive identification; one band (universal) = 
negative identification; no bands = bacterial template 
absent, repeat reaction.

General methods
Preparation of ten-fold dilution series: Each dilution 

should be prepared by pipetting 0.5 ml (±5 %) from 
a well-mixed seed extract or previous dilution into a 
universal bottle (screw-capped) or similar containing 
4.5 ml (±2 %) of sterile diluent and then vortexing 
to mix prior to the next dilution step. A new sterile 
pipette tip should be used for each dilution step. 
Pipettes should be checked regularly for accuracy 
and precision and re-calibrated as necessary. It is 
acceptable to prepare ten-fold dilutions using other 
volumes provided that the laboratory can demonstrate 
that the required accuracy and precision can be 
achieved.

Plating of dilutions: This should be done as soon 
as possible after dilutions have been prepared and 
certainly within 30 min. Working from the highest 
(most dilute) dilution to the undiluted extract, 0.1 ml 
is pipetted onto the centre of a surface-dry, labelled 
agar plate. The liquid should then be spread evenly 
over the entire surface of the medium with a bent 
glass rod. If care is taken to work from the highest 
to the lowest dilution (or undiluted extract) a single 
pipette tip and a single bent glass rod can be used for 
each sample. Ensure that all liquid has been absorbed 
by the agar before inverting and incubating plates. If 
necessary allow plates to dry under a sterile air-flow 
in a microbiological safety cabinet or laminar flow 
hood.

Recording of dilution plates: Record the results for 
all dilution plates. The most accurate estimate of 
bacterial numbers should be obtained from spread 
plates with total number between 30 and 300 colonies. 
However this may be further complicated depending 
on the relative numbers of suspect pathogen and other 
colonies. In order to minimise effort, start recording 
with the highest dilution (most dilute) and count the 
number of suspect and the number of other colonies. 
If the total number of colonies on a plate greatly 
exceeds 300 there is little value in trying to make a 
precise count if a more reliable count has already been 
obtained from a more dilute plate, in which case it 
is sufficient to record the number of colonies as ‘m’ 
(many) if they are still separate or ‘c’ (confluent) if 
they have run together.
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Registro de las placas de diluciones: Registrar los resul-
tados de todas las placas de diluciones. La estimación 
más exacta de números bacterianos debe ser obtenida 
de las placas esparcidas con un número total entre 30 
y 300 colonias. Sin embargo, esto puede ser bastante 
complicado dependiendo del número relativo del pa-
tógeno sospechoso y otras colonias. Con el objetivo de 
minimizar el esfuerzo, empezar registrando la dilución 
más alta (más diluida) y contar el número de sospecho-
sos y el número de otras colonias. Si el número total 
de colonias en una placa excede grandemente de 300, 
tiene poco sentido tratar de efectuar un conteo preciso 
si ya se ha obtenido un conteo más confiable en una 
placa con mayor dilución, en cuyo caso es suficiente 
registrar el número de colonias como ‘m’ (muchas) si 
aún están separadas o ‘c’ (confluente) si se han unido 
unas a otras. 

Placas sectorizadas: Utilizando un rotulador de labora-
torio dibujar líneas en la base de una placa estándar 
de 90 mm (placa de Petri) para dividirla en 6 sectores 
iguales. Subcultivar colonias individuales de las placas 
de diluciones y hacer una sola línea en zig-zag dentro 
de un único sector en la placa. Tener cuidado de dejar 
suficiente espacio entre cada aislamiento para asegu-
rar que el crecimiento no coalezca. De este modo, se 
pueden subcultivar seis colonias sospechosas en cada 
placa sectorizada. Se deben usar placas separadas para 
cada muestra/sub-muestra. Si la pureza de los aisla-
mientos subcultivados es dudosa, se deben sembrar 
además en placas enteras.

Informe de resultados: El resultado de un análisis de sa-
nidad de semillas debería 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 en ‘Otras determinaciones’.

  El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas.

  En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado en ninguna sub-muestra), los resultados deben 
informarse como ‘no detectado’.

  En el caso de un resultado positivo, el informe debe in-
dicar el número de sub-muestras positivas del número 
total analizado. Se puede indicar el número de ufc.

Aseguramiento de calidad
Se debe mantener un registro con la fecha y resultados de 
los controles de las calibraciones de las pipetas.

Resulta esencial que los analistas hayan recibido un 
entrenamiento apropiado y usen correctamente las pipetas 
automáticas.

Puntos críticos de control (PCC)

•  Las placas de dilución preparadas a partir del(los) ais-
lamiento(s) de control positivo o material de referen-
cia, deben dar colonias individuales con morfología 
típica (Paso 5.1).

•  El número de colonias en las placas de dilución prepa-
radas a partir del(los) aislamiento(s) del control positi-
vo o material de referencia, debe ser similar en ambos 
medios (Paso 5.1).

•  El número de bacterias en las placas de dilución debe 
ser consistente con la dilución (es decir, debe dismi-
nuir aproximadamente diez veces con cada dilución) 
(Paso 5.1).

•  No debe haber crecimiento en la placa de dilución pre-
parada como chequeo de esterilidad (Paso 5.1). 

•  La mayoría de los cultivares de zanahorias en manojo 
(= bunching carrots) son susceptibles a X. hortorum pv. 
carotae (Paso 7.1).

•  Los aislamientos de control positivo deben incluirse en 
cada prueba de patogenicidad (Paso 7.3).

•  Los aislamientos de control positivo deben dar sínto-
mas típicos en una prueba de patogenicidad. (Paso 7.5).

•  La actividad (unidades/mg) de algunos antibióticos 
puede variar entre lotes. Puede ser necesario ajustar el 
peso o volumen añadido para asegurar que el núme-
ro final de unidades por litro del medio es consistente 
(MKM, MD5A).

Medios y soluciones
Solución salina estéril

Compuesto Cantidad/l Cantidad/500 ml
Cloruro de sodio (NaCl) 8,5 g 4,25 g

Agua destilada/desionizada 1000 ml 500 ml

Preparación

1. Pesar todos los compuestos en un recipiente 
adecuado.

2. Agregar 1000 ml (o 500 ml) de agua destilada/
desionizada.

3. (Para la extracción de semillas agregar 200 µl de 
Tween™ 20 estéril por 1000 ml)

4. Disolver y colocar en los recipientes finales.
5. Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.

Almacenaje

Siempre que los recipientes estén cerrados herméticamen-
te, pueden ser almacenados por varios meses antes de usar.

7-020-8 Gültig ab 1. Januar 2024
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die gesamte Oberfläche des Mediums mit einem Spatel 
verteilt. Wenn von der höchsten zur niedrigsten Ver-
dünnungsstufe (oder unverdünnter Extrakt) ausplattiert 
wird, ist es ausreichend mit einer Pipettenspitze und 
einem Spatel je Probe zu arbeiten. Es ist sicherzustel-
len, dass die gesamte Flüssigkeit von der Agarober-
fläche absorbiert wurde, bevor die Platten umgedreht 
und inkubiert werden. Falls notwendig, können die 
Platten unter einem sterilen Luftstrom eines mikrobio-
logischen Sicherheitsarbeitsplatzes oder einer Sterilar-
beitsbank getrocknet werden.

Auswertung der Verdünnungsreihen: Die Ergebnisse 
werden für alle hergestellten Verdünnungsplatten er-
fasst. Die genaueste Schätzung der Bakterienzahl kann 
von Platten mit einer Gesamtzahl von 30 bis 300 Ko-
lonien ermittelt werden. Eventuell wird dies aber er-
schwert durch den relativen Anteil von Kolonien des 
verdächtigen Krankheitserregers und anderer. Um den 
Aufwand überschaubar zu halten, sollte die Auswer-
tung mit der höchsten Verdünnung (am stärksten ver-
dünnt) begonnen werden und die Zahl verdächtiger 
und anderer Kolonien bestimmt werden. Wenn die Ge-
samtkolonienzahl der Platte 300 weit überschreitet, ist 
eine genaue Auszählung kaum möglich. Eine zuverläs-
sigere Zählung sollte dann an Platten mit einer höheren 
Verdünnungstufe erfolgen. Für die dicht bewachsene 
Platte ist es ausreichend, die Kolonienzahl mit ‚v’ (vie-
le), sofern Einzelkolonien vorliegen, zu bewerten, oder 
mit ‚z‘ (zusammengelaufen), wenn keine Abgrenzun-
gen der Kolonien voneinander möglich sind.

Sektorierte Platten: Unter Verwendung eines Labor-Stif-
tes wird die Unterseite der 90 mm Standard-Petrischa-
le in sechs gleich große Teile markiert. Die Subkulti-
vierung von Einzelkolonien der Verdünnungsplatten 
erfolgt durch Ausstreichen einer Zickzack-Linie in 
einem Sektor der Platte. Es ist darauf zu achten, dass 
ausreichend Platz zwischen den Isolaten vorhanden 
ist, um sicherzustellen, dass bei einem Wachstum der 
Bakterien die Kolonien nicht zwischen den Isolaten 
ineinander wachsen. Separate Platten sollten für jede 
Probe/Teilprobe verwendet werden. Wenn die Reinheit 
der subkultivierten Isolate zweifelhaft ist, sollten sie 
zusätzlich auf jeweils einer eigenen ganzen Platte aus-
gestrichen werden.

Berichterstattung der Ergebnisse: Der Ergebnisbericht 
einer Gesundheitsprüfung von Saatgut sollte 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 Anzahl untersuchter Samen 
angeben.

 Im Falle eines negativen Ergebnisses (Pathogen in kei-
ner Teilprobe  nachgewiesen) müssen die Ergebnisse 
als “nicht nachgewiesen” berichtet werden.
 Im Falle eines positiven Ergebnisses muss im Bericht 
die Anzahl der positiven Teilproben im Verhältnis zur 
Gesamtzahl der getesteten Proben angeben werden. 
Die Anzahl der cfu kann angegeben werden.

Qualitätssicherung
Aufzeichnungen über Pipettenkalibierung (Datum und Er-
gebnisse) sollte erstellt werden.

Das Personal sollte über ausreichende Erfahrung im 
Umgang mit Pipetten verfügen.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•  Verdünnungsplatten, die von der Positivkontrolle oder 
Referenzmaterial erstellt wurden, sollten Einzelkolo-
nien mit typischer Morphologie zeigen (Schritt 5.1).

•  Die Zahl der Kolonien der Verdünnungsplatte basie-
rend auf der Positivkontrolle oder dem Referenzmate-
rial sollte auf beiden Medien gleich sein (Schritt 5.1).

•  Die Zahl der Bakterienkolonien auf den Verdünnungs-
platten sollte mit der ausgestrichenen Verdünnung 
übereinstimmen (z. B. ungefähr zehnfache Reduktion 
je Verdünnungsstufe)(Schritt 5.1).

•  Bei der Sterilkontrolle (inkl. aller Verdünnungsplat-
ten) darf kein Bakterienwachstum auftreten (Schritt 
5.1).

•  Die meisten Möhrensorten sind anfällig gegenüber X. 
hortorum pv. carotae (Schritt 7.1).

•  Die Positivkontrolle muss in jedem Pathogenitätstest 
mitgeführt werden (Schritt 7.3).

•  Die Positivkontrolle muss typische Symptome im 
Pathogenitätstest aufweisen (Schritt 7.5).

•  Die „aktiven Units“ je Gramm Antibiotikum können 
zwischen den Chargen variieren. Es ist daher notwen-
dig, die zuzugebende Menge (Gewicht oder Volumen) 
anzupassen, um die Endkonzentration der Units je 
Liter Medium konstant zu halten (MKM, MD5A).

Medien und Lösungen
Sterile Salzlösung

Komponente Menge/l Menge/500 ml
Natriumchlorid (NaCl) 8,5 g 4,25 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser 1000 ml 500 ml

7-020-8 Effectives 1er janvier 2024
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entre 30 et 300 colonies. Cependant ceci peut être com-
pliqué selon les nombres relatifs de pathogène suspects 
et d’autres colonies. Afin de réduire au minimum les 
efforts, commencer la notation avec la dilution la plus 
élevée (la plus diluée) et compter le nombre de colonies 
suspectes et le nombre d’autres colonies. Si le nombre 
de colonies d’une boîte excède considérablement 300 
essayer de réaliser un comptage précis n’apportera pas 
d’avantage si un compte plus fiable a été déjà obte-
nu à partir d’une boîte plus diluée, dans ce cas il est 
suffisant de noter le nombre de colonies comme « m » 
(“many” = beaucoup) si elles sont encore séparées ou 
« c » (confluentes) si elles se touchent.

Boîtes en secteurs : Tracer des lignes sur le fond d’une 
boîte de Petri de 90 mm avec un marqueur pour la divi-
ser en six secteurs égaux. Repiquer les colonies isolées 
des boîtes de dilution et faire une strie en zigzag dans un 
secteur simple de la boîte. S’assurer de laisser suffisam-
ment d’espace entre chaque isolat pour que les colonies 
ne deviennent pas confluentes. Ainsi six colonies sus-
pectes peuvent être repiquées par boîte en secteurs. Des 
boîtes différentes devraient être utilisées pour chaque 
échantillon/sous-échantillon. Si la pureté des isolats 
repiqués est douteuse, ils devraient être à nouveau repi-
qués sur des boîtes entières.

Indication des résultats : Le résultat d’un essai de qua-
lité sanitaire des semences devrait indiquer le nom 
scientifique du pathogène détecté et la méthode d’essai 
employée. Les résultats sont écrits dans « Autres déter-
minations » dans le Bulletin ISTA.
 Le rapport doit indiquer le nombre de semences testées.
 Dans le cas d’un résultat négatif (pathogène non détecté 
sur aucun sous-échantillon), les résultats doivent être 
rapportés comme « non détecté ».
 En cas de résultat positif, le rapport doit indiquer le 
nombre de sous-échantillons positifs par rapport au 
nombre total testé. Le nombre d’ufc peut être indiqué.

Assurance qualité
Garder une trace de la date et des résultats des contrôles de 
calibrage de pipette.

Il est essentiel que les opérateurs aient reçu la for-
mation appropriée et utilisent les pipettes automatiques 
correctement.

Points critiques de contrôle (CCP)

•  Les boîtes de dilutions préparées à partir des témoins 
positifs ou de matériaux de référence doivent présen-
ter des colonies isolées de morphologie typique (étape 
5.1).

•  Le nombre de colonies des boîtes de dilution prépa-
rées à partir des témoins positifs ou de matériaux de 
référence devraient être similaires sur les deux milieux 
(étape 5.1).

•  Le nombre de bactéries des boîtes de dilution devrait 
être conforme à la dilution (c.-à-d. devrait diminuer 
environ dix fois avec chaque dilution)(étape 5.1).

•  Il ne devrait y avoir aucune croissance sur les boîtes de 
dilution de contrôle de stérilité (5.1).

•  La plupart des cultivars de carotte pour botte sont sen-
sible à X. hortorum pv. carotae (étape 7.1).

•  Des témoins positifs devraient être inclus dans chaque 
test de pouvoir pathogène (étape 7.3).

•  Le témoin positif doit produire des symptômes typiques 
dans le test de pouvoir pathogène (étape 7.5).

•  Les unités par gramme de quelques antibiotiques 
peuvent changer entre les lots. Il peut être nécessaire 
d’ajuster le poids ou le volume ajouté pour s’assurer 
que le nombre final d’unités par litre de milieu est 
conforme (milieux MKM et MD5A).

Milieux et solutions
Solution saline stérile

Ingrédient Quantité/l Quantité/500 ml
Chlorure de sodium (NaCl) 8,5 g 4,25 g

Eau distillée/désionisée 1000 ml 500 ml

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients dans un récipient approprié.
2.  Ajouter 1000 ml (ou 500 ml) d’eau distillée/

désionisée. 
3. (Pour l’extraction des semences, ajouter 200 μl de 

Tween™ 20 stérile pour 1000 ml.)
4.  Dissoudre et distribuer dans les récipients finaux.
5.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.

Stockage

Si des récipients sont bien fermés, la solution saline stérile 
peut être stockée pendant plusieurs mois avant emploi.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing

Effective 1 January 20247-020-8
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Sectored plates: Using a laboratory marker pen draw 
lines on the base of a standard 90 mm plate (Petri 
dish) to divide it into six equal sectors. Subculture 
single colonies from dilution plates and make a 
single zigzagged streak within a single sector on the 
plate. Take care to leave sufficient space between 
each isolate to ensure the growth does not coalesce. 
Thus six suspect colonies can be subcultured to each 
sectored plate. Separate plates should be used for 
each sample/subsample. If the purity of subcultured 
isolates is doubtful, they should be further streaked 
out on whole plates.

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 
in any subsample), the results must be reported as ‘not 
detected’.
 In the case of a positive result, the report must indicate 
the number of positive subsamples out of the total 
number tested. The number of cfu can be indicated.

Quality assurance
A record should be kept of the date and results of pipette 
calibration checks.

It is essential that operators have received appropriate 
training and use automatic pipettes correctly.

Critical control points (CCP)

•  Dilution plates prepared from positive control 
isolate(s) or reference material, should give single 
colonies with typical morphology (Step 5.1).

•  The numbers of colonies on dilution plates prepared 
from the positive control isolate(s) or reference 
material should be similar on both media (Step 5.1).

•  Numbers of bacteria on dilution plates should be 
consistent with the dilution (i.e. should decrease 
approx. ten-fold with each dilution)(Step 5.1).

•  There should be no growth on dilution plates prepared 
as a sterility check (Step 5.1).

•  Most cultivars of bunching carrots are susceptible to 
X. hortorum. pv. carotae (Step 7.1).

•  Positive control isolates should be included in every 
pathogenicity test (Step 7.3).

•  The positive control isolate should give typical 
symptoms in a pathogenicity test (Step 7.5).

•  The activity (units/mg) of some antibiotics may 
vary between batches. It may be necessary to adjust 
the weight or volume added to ensure that the final 
number of units per litre of medium is consistent 
(MKM, MD5A).

Media and solutions
Sterile saline

Compound Amount/l Amount/500 ml
Sodium chloride (NaCl) 8.5 g 4.25 g

Distilled/deionised water 1000 ml 500 ml

Preparation

1.  Weigh out all ingredients into a suitable container.
2.  Add 1000 ml (or 500 ml) of distilled/deionised water.
3.  (For extraction of seeds, add 200 µl of sterile Tween™ 

20 per 1000 ml).
4.  Dissolve and dispense into final containers.
5.  Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.

Storage

Provided containers are tightly closed, may be stored for 
several months before use.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-020Editorial changes to harmonise description of recording colony-forming units (cfu).
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Medio MKM

Nota: Este medio es una modificación del medio KM-1 
(Kim et al., 1982) del cual difiere en la composición y con-
centración de los antibióticos. Las cantidades de sales de 
fosfato también fueron ajustadas para lograr el pH correcto 
sin ajustes adicionales.

Compuesto Cantidad/l Cantidad/500 ml
NH4Cl  1,0 g 0,5 g
K2HPO4  1,2 g 0,6 g
KH2PO4  1,2 g 0,6 g
Lactosa monohidrato 10,0 g 5,0 g
D(+)-Trehalosa dihidrato  4,0 g 2,0 g
Extracto de levadura  0,5 g 0,25 g
Ácido 2-Tiobarbitúrico  0,2 g 0,1 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g 8,5 g
Sulfato de tobramicina a  0,002 g 0,001 g
Cefalexina monohidrato b  0,010 g 0,005 g
Bacitracina c  0,050 g 0,025 g
Nistatina d  0,035 g 0,018 g

a–d Agregado después del autoclave. Las cantidades para 
antibióticos y otras adiciones son únicamente de carácter 
orientativo (PCC).
a Disolver 20 mg de sulfato de tobramicina (Sigma T-1783 
o Duchefa T-0153) en 10 ml de etanol 70 %. Agregar 1 ml/l 
(0,5 ml/500 ml).
b Disolver 200 mg de cefalexina monohidrato (Sigma C-4895) 
en 10 ml de etanol 70 %. Agregar 0,5 ml/l (0,25 ml/500 ml).
c Disolver 500 mg de bacitracina (Sigma B-0125 66K unida-
des/g o Duchefa B-0106, 70K unidades/g) en 10 ml de etanol 
70 %. Agregar 1,0 ml/l (0,5 ml/500 ml).
d Disolver 100 mg de nistatina (Sigma N-3503, Duche-
fa N-0138) en 10 ml de etanol 70 %. Agregar 3,5 ml/l 
(1,75 ml/500 ml). Usar 100 mg/l de cicloheximida en lugar de 
nistatina, cuando el crecimiento del hongo en el medio selec-
tivo no está completamente inhibido por 35 mg/l de nistatina.

Preparación

1. Pesar todos los reactivos en un recipiente adecuado, 
excepto los antibióticos.

2. Agregar 1000 ml (o 500 ml) de agua destilada/
desionizada.

3. Disolver y verificar el pH que debe ser de 6,6.
4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi durante 15 minutos.
5. Preparar las soluciones de antibióticos.
6. Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C y 

agregar las soluciones de antibióticos.
7. Mezclar bien pero suavemente mediante inversión/

rotando para evitar la formación de burbujas de aire y 
verter en las placas (22 ml por placa de 90 mm).

8. Dejar secar las placas en un gabinete de flujo laminar 
o similar antes de usar.

Almacenaje 

Almacenar las placas preparadas en forma invertida en 
bolsas de polietileno a 4 °C y usarlas dentro de las dos 
semanas de su preparación para asegurar la actividad de 
los antibióticos.

Medio MD5A

(Cubeta and Kuan, 1986)

Compuesto Cantidad/l Cantidad/500 ml
MgSO4 ∙ 7H2O  0,3 g 0,15 g
NaH2PO4  1,0 g 0,5 g
NH4Cl  1,0 g 0,5 g
K2HPO4  3,0 g 1,5 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g 8,5 g
Celobiosa a 10,0 g 5,0 g
Ácido L-glutámico b  0,005 g 0,0025 g
L-metionina c  0,001 g 0,0005 g
Cefalexina monohidrato d  0,01 g 0,005 g
Bacitracina e  0,01 g 0,005 g
Nistatina f  0,035 g 0,018 g

a–f Agregado después de autoclave. Las cantidades de 
antibióticos y otras adiciones son únicamente de carácter 
orientativo (PCC)
a Disolver 10 g de cellobiosa en 100 ml de agua destilada/
desionizada y esterilizar mediante filtración.
b Disolver 50 mg de ácido L-glutámico en 10 ml de agua des-
tilada/desionizada y esterilizar mediante filtración. Agregar 
1,0 ml/l (0,5 ml/500 ml).
c Disolver 10 mg de L-metionina en 10 ml de agua destilada/
desionizada y esterilizar mediante filtración. Agregar 1,0 ml/l 
(0,5 ml/500 ml).
d Disolver 200 mg de cefalexina monohidrato (Sigma C-4895) 
en 10 ml de etanol 70 %. Agregar 0,5 ml/l (0,25 ml/500 ml).
e Disolver 500 mg de bacitracina (Sigma B-0125, 66K uni-
dades/g o Duchefa B-0106, 70 K unidades/g) en 10 ml de 
etanol 70 %. Agregar 0,2 ml/l (0,1 ml/500 ml).
f Disolver 100 mg de nistatina (Sigma N-3503, Duche-
fa N-0138) en 10 ml de etanol 70 %. Agregar 3,5 ml/l 
(1,75 ml/500 ml). Usar 100 mg/l de cicloheximida, en lugar de 
nistatina, cuando el crecimiento de hongos en los medios se-
lectivos no está completamente inhibido por 35 mg/l nistatina.

Preparación

1. Pesar todos los reactivos en un recipiente adecuado, 
excepto antibióticos, ácido L-glutámico, L-metionina 
y cellobiosa.

2. Agregar 900 ml (o 450 ml) de agua destilada/
desionizada.

3. Disolver y verificar el pH que debe ser 6,4, ajustarlo si 
es necesario.

4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi durante 15 minutos.
5. Preparar las soluciones de antibióticos, ácido L-glutá-

mico, L-metionina y celobiosa.

Gültig ab 1. Januar 2024
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Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes 
Gefäß.

2.  Zugabe von 1000 ml (oder 500 ml) destilliertem/
deionisiertem Wasser.

3. [Für die Samenextraktion 200 µl sterilen Tween™ 20 
je 1000 ml zugeben.]

4.  Lösen und in die später zu verwendenden Behältnisse 
abfüllen.

5.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 min.

Lagerung

Bei gut verschlossenen Behältnissen ist eine Lagerung 
der sterilen Salzlösung für mehrere Monate möglich.

MKM‑Medium

Anmerkung: Dieses Medium ist eine Modifizierung des 
KM-1 Mediums (Kim et al., 1982), welches sich hinsicht-
lich der Antibiotikazusammensetzung und Antibiotika-
konzentration unterscheidet. Die Mengen der Phosphatsal-
ze wurden ebenfalls angepasst, um den richtigen pH-Wert 
ohne zusätzliche erforderliche Adjustierung zu erreichen.

Komponente Menge/l Menge/500 ml
NH4Cl  1,0 g 0,5 g
K2HPO4  1,2 g 0,6 g
KH2PO4  1,2 g 0,6 g
Laktose-Monohydrat 10,0 g 5,0 g
D(+)-Trehalose-Dihydrat  4,0 g 2,0 g
Hefeextrakt  0,5 g 0,25 g
2-Thiobarbitursäure  0,2 g 0,1 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g 8,5 g
Tobramycinsulfata  0,002 g 0,001 g
Cephalexinmonohydratb  0,010 g 0,005 g
Bacitracinc  0,050 g 0,025 g
Nystatind  0,035 g 0,018 g

a–d Zugabe nach dem Autoklavieren. Mengen sind nur Richt-
werte (KKP).
a  Lösen von 20 mg Tobramycinsulfat (Sigma T1783 oder 

Duchefa T0153) in 10 ml 70-prozentigem Ethanol. Zugabe 
von 1 ml/l (0,5 ml/500 ml).

b  Lösen von 200 mg Cephalexinmonohydrat (Sigma C4895) 
in 10 ml 70-prozentigem Ethanol. Zugabe von 0,5 ml/l 
(0,25 ml/500 ml).

c  Lösen von 500 mg Bacitracin (Sigma B0125, 66K Ein-
heiten/g oder Duchefa B-0106, 70K Einheiten/g) in 10 ml 
70-prozentigem Ethanol. Zugabe von 1 ml/l (0,5 ml/500 ml).

d  Lösen von 100 mg Nystatin (Sigma N3503, Duchefa N0138) 
in 10 ml 70-prozentigem Ethanol. Zugabe von 3,5 ml/l 
(1,75 ml/500 ml). Verwendung von 100 mg/l Cycloheximid 
anstelle von Nystatin, wenn das Pilzwachstum auf den 
Selektivmedien nicht vollständig mit 35 mg/l Nystatin unter-
drückt wird.

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten außer den Antibiotika 
in ein geeignetes Gefäß.

2.  Zugabe von 1000 ml (500 ml) destilliertem/deionisier-
tem Wasser.

3. Lösen der Komponenten und prüfen des pH-Wertes, 
der bei 6.6 liegen sollte.

4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 min.
5.  Herstellung der Antibiotikalösungen.
6.  Abkühlen des Mediums auf 50 °C und Zugabe der 

Antibiotikalösungen.
7.  Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums 

um Luftblasenbildung zu vermeiden, und Gießen der 
Platten (22 ml je 90 mm Petrischale).

8.  Trocknen der Platten in der Sterilarbeitsbank vor der 
weiteren Verwendung.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 4 °C gelagert werden und innerhalb 
von zwei Wochen verwendet werden, um die Aktivität der 
Antibiotika zu gewährleisten.

Effectives 1er janvier 2024
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Milieu MKM

Remarque : ce milieu est une modification du milieu 
KM-1 (Kim et al., 1982) dont il diffère dans la composition 
en antibiotiques et la concentration. Les quantités de phos-
phate ont aussi été ajustées pour obtenir un pH correct sans 
ajustement ultérieur.

Ingrédient Quantité/l Quantité/500 ml
NH4Cl  1,0 g 0,5 g
K2HPO4  1,2 g 0,6 g
KH2PO4  1,2 g 0,6 g
Lactose monohydrate 10,0 g 5,0 g
D(+)-Trehalose dihydrate  4,0 g 2,0 g
Extrait de levure  0,5 g 0,25 g
Acide 2-thiobarbiturique  0,2 g 0,1 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g 8,5 g
Tobramycine sulfatea  0,002 g 0,001 g
Céphalexine monohydrateb  0,010 g 0,005 g
Bacitracinec  0,050 g 0,025 g
Nystatined  0,035 g 0,018 g

a–d Ajoutés après autoclavage. Quantités à titre indicatif seule-
ment (CCP).
a  Dissoudre 20 mg de tobramycine sulfate (Sigma T-1783 ou 

Duchefa T-0153) dans 10 ml d’éthanol à 70 %. En ajouter 
1 ml/l (0,5 ml/500 ml).

b  Dissoudre 200 mg de céphalexine monohydrate (Sigma 
C-4895) dans 10 ml d’éthanol à 70 %. En ajouter 1 ml/l 
(0,5 ml/500 ml).

c  Dissoudre 500 mg de bacitracine (Sigma B-0125 66K 
unités/g ou Duchefa B-0106, 70 000 unités/g) dans 10 ml 
d’éthanol à 70 %. En ajouter 1 ml/l (0,5 ml/500 ml).

d  Dissoudre 100 mg de nystatine (Sigma N-3503, Duchefa 
N-0138) dans 10 ml d’éthanol à 70 %. En ajouter 3,5 ml/l 
(1,75 ml/500 ml). Utiliser 100 mg/l de cycloheximide au lieu 
de la nystatine quand la croissance mycélienne sur le milieu 
sélectif n’est pas complètement inhibée avec 35 mg/l de 
nystatine.

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients excepté les antibiotiques dans 
un récipient approprié.

2.  Ajouter 1000 ml (ou 500 ml) d’eau distillée/désionisée.
3.  Dissoudre et vérifier le pH qui devrait être à 6,6.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.  Préparer les solutions d’antibiotique.
6.  Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C avant d’ajou-

ter les solutions d’antibiotique.
7.  Bien mélanger le milieu doucement par inversion/agi-

tation pour éviter les bulles d’air et remplir les boîtes 
(22 ml par boîte de 90 mm).

8.  Laisser les boîtes sécher sous hotte ou un équipement 
similaire avant emploi.

Stockage

Stocker les boîtes préparés retournées dans des sacs de po-
lythène à 4 °C et utiliser dans un délai de 2 semaines après 
préparation pour garantir l’activité des antibiotiques.

Milieu MD5A

(Cubeta & Kuan, 1986)

Ingrédient Quantité/l Quantité/500 ml
MgSO4 ∙ 7H2O  0,3 g 0,15 g
NaH2PO4  1,0 g 0,5 g
NH4Cl  1,0 g 0,5 g
K2HPO4  3,0 g 1,5 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g 8,5 g
Cellobiosea 10,0 g 5,0 g
Acide L-glutamiqueb  0,005 g 0,0025 g
L-méthioninec  0,001 g 0,0005 g
Céphalexine monohydrated  0,01 g 0,005 g
Bacitracinee  0,01 g 0,005 g
Nystatinef  0,035 g 0,018 g

a–f Ajoutés après autoclavage. Quantités à titre indicatif seule-
ment (CCP).
a  Dissoudre 10 g de cellobiose dans 100 ml d’eau distillée/

désionisée et stériliser par filtration.
b  Dissoudre 50 mg d’acide L-glutamique dans 10 ml d’eau 

distillée/désionisée et stériliser par filtration. En ajouter 1 ml/l 
(0,5 ml/500 ml).

c  Dissoudre 10 mg de L-méthionine dans 10 ml d’eau dis-
tillée/désionisée et stériliser par filtration. En ajouter 1 ml/l 
(0,5 ml/500 ml).

d  Dissoudre 200 mg de céphalexine monohydrate (Sigma 
C-4895) dans 10 ml d’éthanol 70 %. En ajouter 0,5 ml/l 
(0,25 ml/500 ml)

e  Dissoudre 500 mg de bacitracine (Sigma B-0125, 66 000 
unités/g ou Duchefa B-0106, 70 000 unités/g) dans 10 ml 
d’éthanol 70 %. En ajouter 0,2 ml/l (0,1 ml/500 ml).

f  Dissoudre 100 mg de nystatine (Sigma N-3503, Duchefa 
N-0138) dans 10 ml d’éthanol à 70 %. En ajouter 3,5 ml/l 
(1,75 ml/500 ml). Utiliser 100 mg/l de cycloheximide au lieu 
de la nystatine quand la croissance mycélienne sur le milieu 
sélectif n’est pas complètement inhibée avec 35 mg/l de 
nystatine.

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients excepté les antibiotiques, 
l’acide L-glutamique, la L-méthionine et la cellobiose 
dans un récipient approprié.

2.  Ajouter 1000 ml (ou 500 ml) d’eau distillée/désionisée.
3.  Dissoudre et vérifier le pH qui doit être à 6,4, ajuster si 

nécessaire.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.  Préparer les solutions d’antibiotique, d’acide L-gluta-

mique de L-méthionine et de cellobiose.
6.  Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C avant d’ajou-

ter les solutions.
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MKM medium

Note: This medium is a modification of the KM-1 
medium (Kim et al., 1982) from which it differs in 
antibiotics composition and concentration. The amounts 
of phosphate salts have also been adjusted to achieve the 
correct pH without further adjustment.

Compound Amount/l Amount/500 ml
NH4Cl  1.0 g 0.5 g
K2HPO4  1.2 g 0.6 g
KH2PO4  1.2 g 0.6 g
Lactose monohydrate 10.0 g 5.0 g
D(+) Trehalose dihydrate  4.0 g 2.0 g
Yeast extract  0.5 g 0.25 g
2-Thiobarbituric acid  0.2 g 0.1 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17.0 g 8.5 g
Tobramycin sulphatea  0.002 g 0.001 g
Cephalexin monohydrateb  0.010 g 0.005 g
Bacitracinc  0.050 g 0.025 g
Nystatind  0.035 g 0.018 g

a–d Added after autoclaving. Amounts for antibiotics and other ad-
ditions are for guidance only (CCP). 
a  Dissolve 20 mg tobramycin sulphate (Sigma T-1783 or Duchefa 

T-0153) in 10 ml 70 % ethanol. Add 1 ml/l (0.5 ml/500 ml).
b  Dissolve 200 mg cephalexin monohydrate (Sigma C-4895) in 

10 ml 70 % ethanol. Add 0.5 ml/l (0.25 ml/500 ml).
c  Dissolve 500 mg bacitracin (Sigma B-0125 66K units/g or Duch-

efa B-0106, 70 K units/g) in 10 ml 70 % ethanol. Add 1.0 ml/l 
(0.5 ml/500 ml).

d  Dissolve 100 mg nystatin (Sigma N-3503, Duchefa N-0138) in 
10 ml 70 % ethanol. Add 3.5 ml/l (1.75 ml/500 ml). Use 100 mg/l 
cycloheximide, instead of nystatin, when fungal growth on the 
selective media is not completely inhibited by 35 mg/l nystatin.

Preparation

1.  Weigh out all ingredients except antibiotics into a 
suitable container.

2.  Add 1000 ml (or 500 ml) of distilled/deionised water.
3.  Dissolve and check pH which should be 6.6.
4.  Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.
5.  Prepare antibiotic solutions.
6.  Allow medium to cool to approximately 50 °C and 

add antibiotic solutions.
7.  Mix thoroughly but gently by inversion/swirling to 

avoid air bubbles and pour plates (22 ml per 90 mm 
plate).

8.  Leave plates to dry in a laminar flow bench or similar 
before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at 4 °C 
and use within two weeks of preparation to ensure activity 
of antibiotics.

MD5A medium

(Cubeta & Kuan, 1986)

Compound Amount/l Amount/500 ml
MgSO4 · 7H2O  0.3 g 0.15 g
NaH2PO4  1.0 g 0.5 g
NH4Cl  1.0 g 0.5 g
K2HPO4  3.0 g 1.5 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17.0 g 8.5 g
Cellobiosea 10.0 g 5.0 g
L-glutamic acidb  0.005 g 0.0025 g
L-methioninec  0.001 g 0.0005 g
Cephalexin monohydrated  0.01 g 0.005 g
Bacitracine  0.01 g 0.005 g
Nystatinf  0.035 g 0.018 g

a–f Added after autoclaving. Amounts for antibiotics and other 
additions are for guidance only (CCP) 
a   Dissolve 10 g cellobiose in 100 ml of distilled/deionised 
water and filter sterilise.

b   Dissolve 50 mg L-glutamic acid in 10 ml distilled/deionised water 
and filter sterilise. Add 1.0 ml/l (0.5 ml/500 ml).

c   Dissolve 10 mg L-methionine in 10 ml distilled/deionised water 
and filter sterilise. Add 1.0 ml/l (0.5 ml/500 ml).

d   Dissolve 200 mg cephalexin monohydrate (Sigma C-4895) in 
10 ml 70 % ethanol. Add 0.5 ml/l (0.25 ml/500 ml).

e   Dissolve 500 mg bacitracin (Sigma B-0125, 66K units/g or Duch-
efa B-0106, 70 K units/g) in 10 ml 70 % ethanol. Add 0.2 ml/l 
(0.1 ml/500 ml).

f   Dissolve 100 mg nystatin (Sigma N-3503, Duchefa N-0138) in 
10 ml 70 % ethanol. Add 3.5 ml/l (1.75 ml/500 ml). Use 100 mg/l 
cycloheximide, instead of nystatin, when fungal growth on the 
selective media is not completely inhibited by 35 mg/l nystatin.

Preparation

1.  Weigh out all ingredients except antibiotics, 
L-glutamic acid, L-methionine and cellobiose into a 
suitable container.

2.  Add 900 ml (or 450 ml) of distilled/deionised water.
3.  Dissolve and check pH which should be 6.4, adjust if 

necessary.
4.  Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.
5.  Prepare antibiotic, L-glutamic acid, L-methionine and 

cellobiose solutions.
6.  Allow medium to cool to approximately 50 °C before 

adding solutions.
7.  Mix thoroughly but gently by inversion/swirling to 

avoid air bubbles and pour plates (22 ml per 90 mm 
plate).

8.  Leave plates to dry in a laminar flow bench or similar 
before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at 4 °C 
and use within two weeks of preparation to ensure activity 
of antibiotics.
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6. Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C antes 
de agregar las soluciones.

7. Mezclar bien pero suavemente mediante inversión/
girando para evitar la formación de burbujas de aire y 
verter en placas (22 ml por placa de 90 mm).

8. Dejar secar las placas en un gabinete de flujo laminar 
o similar antes de usar.

Almacenaje

Almacenar las placas en forma invertida en bolsas de po-
lietileno a 4 °C y usarlas dentro de las dos semanas de su 
preparación para asegurar la actividad de los antibióticos.

Medio mTBM

Nota: Este medio es una modificación del medio Tween™ 
B (McGuire et al., 1986) del cual difiere en que se agrega 
10,0 g/l de leche descremada en polvo y se deja fuera los 
0,4 mg/l de tobramicina y 0,25 g/l CaCl2.

Compuesto Cantidad/l Cantidad/500 ml
H3BO3  0,3 g 0,15 g
KBr 10,0 g 5,0 g
Peptone 10,0 g 5,0 g
Leche descremada en 
polvoa a

10,0 g 5,0 g

Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g 8,5 g
Tween™ 80 b 10,0 ml 5,0 ml
Cefalexina monohidrato c  0,065 g 0,033 g
5-Fluorouracilo d  0,012 g 0,006 g
Nistatina e  0,035 g 0,018 g

a–c, d, e Agregado después de autoclavar. Las cantidades de 
antibióticos y otras adiciones son únicamente de carácter 
orientativo (PCC).
a Autoclavar la solución en forma separada (10,0 g/100 ml) 
La calidad de la leche descremada en polvo afecta mucho 
las capacidades del medio mTBM. Las fuentes de leche que 
funcionan bien son BBL, Oxoid o Sigma.
c Disolver 200 mg de cefalexina monohidrato (Sigma C-4895) 
en 10 ml de etanol 70 %. Agregar 3,25 ml/l (1,625 ml/500 ml).
d Disolver 100 mg de 5-fluorouracilo (Sigma F-6627, Du-
chefa F-0123) en 10 ml de etanol 70 %. Agregar 1,2 ml/l 
(0,6 ml/500 ml).
e Disolver 100 mg de nistatina (Sigma N-3503, Duche-
fa N-0138) en 10 ml de etanol 70 %. Agregar 3,5 ml/l 
(1,75 ml/500 ml). Usar 100 mg/l de cicloheximida, en lugar de 
nistatina, cuando el crecimiento del hongo en el medio selec-
tivo no está completamente inhibido por 35 mg/l de nistatina.

Preparación

1. Pesar todos los reactivos en un recipiente adecuado, 
excepto la leche descremada en polvo, los antibióticos 
y el Tween™ 80.

2. Agregar 900 ml (o 450 ml) de agua destilada/
desionizada.

3. Disolver y verificar el pH el cual debe ser 7.4, ajustar-
lo si es necesario.

4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi durante 15 minutos.
5. Preparar las soluciones de antibióticos y leche descre-

mada en polvo.
6. Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C antes 

de agregar la leche descremada en polvo, las solucio-
nes de antibióticos y el Tween™ 80.

7. Mezclar bien pero suavemente mediante inversión/
rotación para evitar la formación de burbujas de aire y 
verter en placas (22 ml por placa de 90 mm).

8. Dejar secar las placas en un gabinete de flujo laminar 
o similar antes de usar.

Almacenaje

Almacenar las placas en forma invertida en bolsas de po-
lietileno a 4 °C y usarlas dentro de las dos semanas de su 
preparación para asegurar la actividad de los antibióticos.

Medio extracto de levadura dextrosa 
carbonato de calcio (YDC)

(Schaad, 1988)

Compuesto Cantidad/l Cantidad/500 ml
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g  8,5 g
Extracto de levadura 10,0 g  5,0 g
CaCO3 (polvo liviano) 20,0 g 10,0 g
D-Glucosa (dextrosa) 20,0 g 10,0 g
Agua destilada/
desionizada

1000 ml 500 ml

Preparación

1. Pesar todos los reactivos en un recipiente de gran 
tamaño adecuado (es decir, 250 ml de medio en una 
botella/frasco de 500 ml) para permitir girar el medio 
justo antes de verter.

2. Agregar 1000 ml (o 500 ml) de agua destilada/
desionizada.

3. Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.
4. Dejar enfriar el medio a aproximadamente 50 °C.
5. Girar para asegurar la distribución homogénea del 

CaCO3 y evitar la formación de burbujas de aire, y 
verter en las placas (22 ml por placa de 90 mm).

6. Dejar enfriar las placas en un gabinete de flujo lami-
nar o similar antes de usar.

7-020-10 Gültig ab 1. Januar 2024
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MD5A‑Medium

(Cubeta & Kuan, 1986)

Komponente Menge/l Menge/500 ml
MgSO4 ∙ 7H2O  0,3 g 0,15 g
NaH2PO4  1,0 g 0,5 g
NH4Cl  1,0 g 0,5 g
K2HPO4  3,0 g 1,5 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g 8,5 g
Cellobiosea 10,0 g 5,0 g
L-Glutaminsäureb  0,005 g 0,0025 g
L-Methioninc  0,001 g 0,0005 g
Cephalexinmonohydratd  0,01 g 0,005 g
Bacitracine  0,01 g 0,005 g
Nystatinf  0,035 g 0,018 g

a–f Zugabe nach dem Autoklavieren. Mengen sind nur Richt-
werte (KKP).
a  Lösen von 10 mg Cellobiose in 100 ml destilliertem/de-

ionisiertem Wasser und filtersterilisieren.
b  Lösen von 50 mg L-Glutaminsäure in 10 ml destilliertem/dei-

onisiertem Wasser und filtersterilisieren. Zugabe von 1 ml/l 
(0,5 ml/500 ml).

c  Lösen von 10 mg L-Methionin in 10 ml destilliertem/deio-
nisiertem Wasser und filtersterilisieren. Zugabe von 1 ml/l 
(0,5 ml/500 ml).

d  Lösen von 200 mg Cephalexinmonohydrat (Sigma C4895) 
in 10 ml 70-prozentigem Ethanol. Zugabe von 0,5 ml/l 
(0,25 ml/500 ml).

e  Lösen von 500 mg Bacitracin (Sigma B0125, 66K Ein-
heiten/g oder Duchefa B0106, 70K Einheiten/g) in 
10 ml 70-prozentigem Ethanol. Zugabe von 0,2 ml/l 
(0,1 ml/500 ml).

f  Lösen von 100 mg Nystatin (Sigma N3503, Duchefa N0138) 
in 10 ml 70-prozentigem Ethanol. Zugabe von 3,5 ml/l 
(1,75 ml/500 ml). Verwendung von 100 mg/l Cycloheximid 
anstelle von Nystatin, wenn das Pilzwachstum auf Selekti-
vmedien nicht mit 35 mg/l Nystatin vollständig unterdrückt 
wird.

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten außer der Antibiotika, 
L-Glutaminsäure, L-Methionin und Cellobiose in ein 
geeignetes Gefäß.

2.  Zugabe von 900 ml (450 ml) destilliertem/deionisier-
tem Wasser.

3.  Lösen der Komponenten und Prüfen des pH-Wertes, 
der bei 6.4 liegen sollte und ggf. einzustellen ist.

4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 min.
5.  Herstellung der Antibiotika-, L-Glutaminsäure-, 

L-Methionin- und Cellobioselösungen.
6.  Abkühlen des Mediums auf 50 °C vor Zugabe der 

Lösungen.
7.  Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums, 

um Luftblasenbildung zu vermeiden, und Gießen der 
Platten (22 ml je 90 mm Petrischale).

8.  Vor der weiteren Verwendung Trocknen der Platten in 
Sterilarbeitsbank oder ähnlichem.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 4 °C gelagert werden und innerhalb 
von zwei Wochen verwendet werden, um die Aktivität der 
Antibiotika zu gewährleisten.

mTBM‑Medium

Anmerkung: Dieses Medium ist eine Modifizierung 
des Tween™-Medium-B (McGuire et al., 1986), welches 
sich hinsichtlich der Zugabe von 10,0 g/l Milchpulver 
und Verzicht auf 0,4 mg/l Tobramycin und 0,25 g/l CaCl2 
unterscheidet.

Komponente Menge/l Menge/500 ml
H3BO3  0,3 g 0,15 g
KBr 10,0 g 5,0 g
Pepton 10,0 g 5,0 g
Milchpulvera 10,0 g 5,0 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g 8,5 g
Tween™ 80b 10,0 ml 5,0 ml
Cephalexinmonohydratc  0,065 g 0,033 g
5-Fluorouracild  0,012 g 0,006 g
Nystatine  0,035 g 0,018 g

a–e Zugabe nach dem Autoklavieren. Mengen sind nur Richt-
werte (KKP).
a  Separates Autoklavieren dieser Lösung (10,0 g/100 ml). Die 

Qualität des Milchpulvers beeinflusst wesentlich die Eigen-
schaften von mTBM. Milchpulverquellen, die sich bewährt 
haben, sind BBL, Oxoid oder Sigma.

c  Lösen von 200 mg Cephalexinmonohydrat (Sigma C4895) 
in 10 ml 70-prozentigem Ethanol. Zugabe von 3,25 ml/l 
(1,625 ml/500 ml).

d  Lösen von 100 mg 5-Fluorouracil (Sigma F6627 oder Du-
chefa F0123) in 10 ml 70-prozentigem Ethanol. Zugabe von 
1,2 ml/l (0,6 ml/500 ml).

e  Lösen von 100 mg Nystatin (Sigma N3503, Duchefa N0138) 
in 10 ml 70-prozentigem Ethanol. Zugabe von 3,5 ml/l 
(1,75 ml/500 ml). Verwendung von 100 mg/l Cycloheximid 
anstelle von Nystatin, wenn das Pilzwachstum auf Selekti-
vmedien nicht vollständig mit 35 mg/l Nystatin unterdrückt 
wird.

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten außer Milchpulver, 
Antibiotika und Tween™ 80 in ein geeignetes Gefäß.

2.  Zugabe von 900 ml (450 ml) destilliertem/deionisier-
tem Wasser.

3.  Lösen der Komponenten und Prüfen des pH-Wertes, 
der bei 7.4 liegen sollte und ggf. einzustellen ist.

4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 min.
5.  Vorbereitung der Antibiotika- und Milchpulverlösung.
6.  Abkühlen des Mediums auf 50 °C und Zugabe der 

Antibiotika- und Milchpulverlösung, sowie Tween™ 
80.

7-020-10 Effectives 1er janvier 2024

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

7‑
02

0 
: X

an
th

om
on

as
 h

or
to

ru
m

 p
v.

 c
ar

ot
ae

 s
ur

 D
au

cu
s 

ca
ro

ta
 (c

ar
ot

te
)

7.  Bien mélanger le milieu doucement par inversion/agi-
tation pour éviter les bulles d’air et remplir les boîtes 
(22 ml par boîte de 90 mm).

8.  Laisser les boîtes sécher sous hotte ou un équipement 
similaire avant emploi.

Stockage

Stocker les boîtes préparées retournées dans des sacs de 
polythène à 4 °C et utiliser dans un délai de 2 semaines 
après préparation pour garantir l’activité des antibiotiques.

Milieu mTBM

Remarque : ce milieu est une modification du Tween™ 
Medium B (McGuire et al., 1986) dont il diffère par l’addi-
tion de 10,0 g/l de lait en poudre et la suppression de 0,4 
mg/l de tobramycine et de 0,25 g/l CaCl2.

Ingrédient Quantité/l Quantité/500 ml
H3BO3  0,3 g 0,15 g
KBr 10,0 g 5,0 g
Peptone 10,0 g 5,0 g
Lait en poudrea 10,0 g 5,0 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g 8,5 g
Tween™ 80b 10,0 ml 5,0 ml
Céphalexine monohydratec  0,065 g 0,033 g
5-Fluorouraciled  0,012 g 0,006 g
Nystatinee  0,035 g 0,018 g

a–c, d, e Ajoutés après autoclavage. Quantités à titre indicatif 
seulement (CCP).
a  Autoclaver la solution séparément (10 g/100 ml). La qualité 
du lait en poudre peut beaucoup jouer sur l’efficacité du 
mTBM. Les origines de lait qui sont efficaces sont : BBL, 
Oxoid ou Sigma.

c  Dissoudre 200 mg de céphalexine monohydrate (Sigma 
C-4895) dans 10 ml d’éthanol 70 %. En ajouter 3,25 ml/l 
(1,625 ml/500 ml)

d  Dissoudre 100 mg de 5-fluorouracile (Sigma F-6627, Duche-
fa F-0123) dans 10 ml d’éthanol 70 %. En ajouter 1,2 ml/l 
(0,6 ml/500 ml)

e  Dissoudre 100 mg de nystatine (Sigma N-3503, Duchefa 
N-0138) dans 10 ml d’éthanol à 70 %. En ajouter 3,5 ml/l 
(1,75 ml/500 ml). Utiliser 100 mg/l de cycloheximide au lieu 
de la nystatine quand la croissance mycélienne sur le milieu 
sélectif n’est pas complètement inhibée avec 35 mg/l de 
nystatine.

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients excepté le lait en poudre, 
les antibiotiques, et le Tween™ 80 dans un récipient 
approprié.

2.  Ajouter 900 ml (ou 450 ml) d’eau distillée/désionisée.
3.  Dissoudre et vérifier le pH qui devrait être à 7,4, ajuster 

si nécessaire.

4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.  Préparer les solutions d’antibiotique, et de lait en 

poudre.
6.  Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C avant d’ajou-

ter les solutions de lait en poudre, d’antibiotiques et le 
Tween™ 80.

7.  Bien mélanger le milieu doucement par inversion/agi-
tation pour éviter les bulles d’air et remplir les boîtes 
(22 ml par boîte de 90 mm).

8.  Laisser les boîtes sécher sous hotte ou un équipement 
similaire avant emploi.

Stockage

Stocker les boîtes préparées retournées dans des sacs de 
polythène à 4 °C et utiliser dans un délai de 2 semaines 
après préparation pour garantir l’activité des antibiotiques.

Agar yeast extract dextrose chalk (YDC)

(Schaad, 1988)

Ingrédient Quantité/l Quantité/500 ml
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g  8,5 g
Extrait de levure 10,0 g  5,0 g
CaCO3 (léger, poudre) 20,0 g 10,0 g
D-Glucose (dextrose) 20,0 g 10,0 g
Eau distillée/désionisée 1000 ml 500 ml

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients dans un récipient approprié 
plus grand que le volume (c.-à-d. 250 ml de milieu dans 
une bouteille de 500 ml) pour permettre le mélange par 
agitation juste avant de le couler.

2.  Ajouter 1000 ml (ou 500 ml) d’eau distillée/désionisée.
3.  Faire chauffer pour dissoudre.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.  Laisser le milieu refroidir à environ 50 °C.
6.  Mélanger pour bien homogénéiser le CaCO3 et pour 

éviter les bulles d’air, et remplir les boîtes (22 ml par 
boîte de 90 mm).

7.  Laisser les boîtes sécher sous hotte ou un équipement 
similaire avant emploi.

Stockage

Stocker les boîtes préparées retournées dans des sacs de 
polythène à température ambiante. Les boîtes peuvent être 
stockées pendant plusieurs mois si elles ne sèchent pas.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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mTBM medium

Note: This medium is a modification of Tween™ 
Medium B (McGuire et al., 1986) from which it differs 
in adding 10.0 g/l skim milk powder and leaving out 
0.4 mg/l tobramycine and 0.25 g/l CaCl2.

Compound Amount/l Amount/500 ml
H3BO3  0.3 g 0.15 g
KBr 10.0 g 5.0 g
Peptone 10.0 g 5.0 g
Skim milk powdera 10.0 g 5.0 g
Agar (BD Bacto™ Agar) 17.0 g 8.5 g
Tween™ 80b 10.0 ml 5.0 ml
Cephalexin monohydratec  0.065 g 0.033 g
5-Fluorouracild  0.012 g 0.006 g
Nystatine  0.035 g 0.018 g

a–c, d, e Added after autoclaving. Amounts for antibiotics and other 
additions are for guidance only (CCP)
a   Autoclave solution (10.0 g/100 ml) separate. The quality of 
skim milk powder greatly affects the capabilities of mTBM. Milk 
sources that work well are BBL, Oxoid or Sigma.

c   Dissolve 200 mg cephalexin monohydrate (Sigma C-4895) in 
10 ml 70 % ethanol. Add 3.25 ml/l (1.625 ml/500 ml).

d   Dissolve 100 mg 5-fluorouracil (Sigma F-6627, Duchefa F-0123) 
in 10 ml 70 % ethanol. Add 1.2 ml/l (0.6 ml/500 ml).

e   Dissolve 100 mg nystatin (Sigma N-3503, Duchefa N-0138) in 
10 ml 70 % ethanol. Add 3.5 ml/l (1.75 ml/500 ml). Use 100 mg/l 
cycloheximide, instead of nystatin, when fungal growth on the 
selective media is not completely inhibited by 35 mg/l nystatin.

Preparation

1.  Weigh out all ingredients except skim milk powder, 
antibiotics and Tween™ 80 into a suitable container.

2.  Add 900 ml (or 450 ml) of distilled/deionised water.
3.  Dissolve and check pH which should be 7.4, adjust if 

necessary.
4.  Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.
5.  Prepare antibiotic and skim milk powder solutions.
6.  Allow medium to cool to approximately 50 °C before 

adding skim milk powder, antibiotic solutions and 
Tween™ 80.

7.  Mix thoroughly but gently by inversion/swirling to 
avoid air bubbles and pour plates (22 ml per 90 mm 
plate).

8.  Leave plates to dry in a laminar flow bench or similar 
before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at 4 °C 
and use within two weeks of preparation to ensure activity 
of antibiotics.

Yeast extract dextrose chalk (YDC) 
medium

(Schaad, 1988)

Compound Amount/l Amount/500 ml
Agar (BD Bacto™ Agar) 17.0 g  8.5 g
Yeast Extract 10.0 g  5.0 g
CaCO3 (light powder) 20.0 g 10.0 g
D-Glucose (dextrose) 20.0 g 10.0 g
Distilled/deionised water 1000 ml 500 ml

Preparation

1.  Weigh out all ingredients into a suitable oversize 
container (i.e. 250 ml of medium in a 500 ml bottle/
flask) to allow swirling of medium just before pouring.

2.  Add 1000 ml (or 500 ml) of distilled/deionised water.
3.  Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.
4.  Allow medium to cool to approx. 50 °C .
5.  Swirl to ensure even distribution of CaCO3 and avoid 

air bubbles, and pour plates (22 ml per 90 mm plate).
6.  Leave plates to dry in a laminar flow bench or similar 

before use.

Storage

Store prepared plates inverted in polythene bags at room 
temperature. Prepared plates can be stored for several 
months provided they do not dry out.
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Almacenaje

Almacenar las placas en forma invertida en bolsas de po-
lietileno a temperatura ambiente. Las placas preparadas 
pueden ser almacenadas durante varios meses siempre que 
no pierdan humedad.

Mezcla de reacción para PCR

Compuesto Concentración 
final

Volumen (µl) 
en 10 µl

Agua MilliQ estéril 3,42
Tampón 10× 1× 1,00
MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 0,30
dNTPs (total 10 mM,  
2,5 mM c/u)

200 µM c/u 0,80

Primer 3Sforw (5 pmol/µl) 0,50 µM 1,00
Primer 3Srev (5 pmol/µl) 0,50 µM 1,00
Primer 1052F (5 pmol/µl) 0,10 µM 0,20
Primer BacR (5 pmol/µl) 0,10 µM 0,20
Taq Polimerasa (5 U/µl) 0,04 unités/µl 0,08
Suspensión bacteriana 2,00

Tampón 10×

Tris-HCl (pH 9,0) : 750 mM
(NH4)2SO4 : 200 mM
Tween™ 20 : 0,1 % (v/v)

Tampón Tris borato EDTA (TBE) 0,5×

Compuesto Cantidad/l Cantidad/500 ml
Tris 5,39 g 2,70 g
Ácido bórico 2,75 g 1,38 g
Na2EDTA ∙ 2H2O 0,37 g 0,19 g

El pH es 8,3 y no requiere ser ajustado.

Gel de agarosa 1,5 % para electroforesis

Compuesto 1 gel agarosa 
(20 × 20 cm)

Cantidad/l

Tris borato EDTA (TBE) 0,5× 160 ml 1000 ml
Agarosa 2,4 g 15,0 g
Bromuro de etidio a 8,0 µl 50,0 µl

a Disolver 100 mg de bromuro de etidio en 10 ml de agua 
destilada/desionizada. Agregar 50 µl/l de esta solución. ¡El 
bromuro de etidio es cancerígeno!

Preparación

1. Para calcular el volumen del gel (en ml), multiplicar 
el área del gel por el espesor requerido (0,4 cm).

2. Asegurarse de que el molde del gel esté limpia y seca 
antes de usar. Sellar los extremos del molde con cinta.

3. Pesar la cantidad deseada de agarosa y colocarla en un 
frasco Erlenmeyer con la cantidad medida de tampón 
de electroforesis, ej.: para 100 ml de gel agregar 1,5 g 
de agarosa y 100 ml de tampón TBE 0,5× en un frasco 
de 200 ml. El frasco grande asegura que la agarosa no 
se derrame al hervir.

4. Disolver la agarosa en un baño de agua hirviendo o 
en horno microondas con bandeja giratoria. Todos 
los gránulos de agarosa deben quedar disueltos y la 
solución clara.

5. Dejar enfriar el medio a aproximadamente 60 °C antes 
de agregar la solución de stock de bromuro de etidio a, 
mezclar bien y verter el gel con 0,4 cm de espesor 
inmediatamente. Usar guantes adecuados al agregar el 
bromuro de etidio.

6. Poner el(los) peine(s) para gel en posición en el molde 
del gel.

7. Después de que el gel esté completamente listo (apro-
ximadamente 30 minutos a temperatura ambiente), 
retirar cuidadosamente el(los) peine(s) para gel.

8. Sacar las cintas de los extremos del molde del gel y 
poner el molde en posición en la cuba de electrofore-
sis de agarosa. Para electroforesis en el modo ‘subma-
rino’ verter suficiente tampón de electroforesis en el 
aparato para cubrir el gel con una profundidad de al 
menos 1 mm.

9. El mismo tampón de electroforesis usado en la prepa-
ración del gel debe ser usado también para correr el 
gel.

Gültig ab 1. Januar 2024
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7.  Vorsichtiges Mischen des noch flüssigen Mediums, 
um Luftblasenbildung zu vermeiden, und Ausgießen 
der Platten (22 ml je 90 mm Petrischale).

8.  Trocknen der Platten in der Sterilarbeitsbank vor der 
weiteren Verwendung.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei 4 °C gelagert werden und innerhalb 
von zwei Wochen verwendet werden, um die Aktivität der 
Antibiotika zu gewährleisten.

Hefe‑Dextrose‑Kalk‑Medium (Yeast 
Dextrose Chalk, YDC)

(Schaad, 1988)

Komponente Menge/l Menge/500 ml
Agar (BD Bacto™ Agar) 17,0 g  8,5 g
Hefeextrakt 10,0 g  5,0 g
CaCO3 (leicht, Pulver) 20,0 g 10,0 g
D-Glucose (Dextrose) 20,0 g 10,0 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser 1000 ml 500 ml

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes aus-
reichend großes Gefäß (z. B. 250 ml Medium in einer 
500 ml Flasche oder Kolben), um ein gründliches Mi-
schen des Mediums vor dem Gießen zu ermöglichen.

2.  Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 min.
4.  Das Medium auf 50 °C abkühlen lassen.
5.  Gründliches Rühren, um die Verteilung der Kohle zu 

gewährleisten, wobei darauf zu achten ist, dass keine 
Luftblasen gebildet werden, und Gießen der Platten 
(22 ml je 90 mm Petrischale).

6.  Trocknen der Platten in der Sterilarbeitsbank vor der 
weiteren Verwendung.

Lagerung

Die Petrischalen sollten kopfüber und in Polyethylenbeu-
teln verschlossen bei Raumtemperatur gelagert werden. 
Solange die Platten nicht austrocknen, ist eine Lagerung 
für mehrere Monate möglich.

Reaktionsmix für die PCR

Komponente Endkonzentration Volumen in 
10 µl (µl)

Steriles MilliQ-Wasser 3,42
10× Puffer 1x 1,00
MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 0,30
dNTPs (10mM gesamt, je 
2,5 mM)

je 200 µM 0,80

Primer 3Sforw (5 pmol/µl) 0,50 µM 1,00
Primer 3Srev (5 pmol/µl) 0,50 µM 1,00
Primer 1052F (5 pmol/µl) 0,10 µM 0,20
Primer BacR (5 pmol/µl) 0,10 µM 0,20
Taq Polymerase (5 U/µl) 0,04 U/µl 0,08
Bakteriensuspension 2,00

10-fach Puffer

Tris-HCl (pH 9.0): 750 mM
(NH4)2SO4: 200 mM
Tween™ 20: 0,1 % (v/v)

Tris-Borat-EDTA Puffer 0,5-fach

Komponente Menge/l Menge/500 ml
Tris 5,39 g 2,70 g
Borsäure 2,75 g 1,38 g
Na2EDTA ∙ 2H2O 0,37 g 0,19 g

Der pH-Wert liegt bei 8,3 und erfordert keinen Abgleich.

1,5-prozentiges Agarose-Gel für die 
Elektrophorese

Komponente 1 Agarose-Gel 
(20 × 20 cm)

Menge/l

Tris-Borat-EDTA (TBE) 0,5× 160 ml 1000 ml
Agarose 2,4 g 15,0 g
Ethidiumbromida 8,0 µl 50,0 µl

a  Lösen von 100 mg Ethidiumbromid in 10 ml destillier-
tem/deionisiertem Wasser. Zugabe von 50 µl/l dieser Lö-
sung. Ethidiumbromid ist krebserregend!

Herstellung

1.  Zur Berechnung des Gelvolumens (in ml) wird die 
Fläche des Gels mit der erforderlichen Dicke (0,4 cm) 
multipliziert.

2.  Es ist zu überprüfen, dass der Gelträger vor der Benut-
zung sauber und trocken ist. Die Enden des Gelträgers 
werden mit Klebeband verschlossen.

Effectives 1er janvier 2024
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Mélange réactionnel pour la PCR

Ingrédient Concentration 
finale

Volume (µl) 
dans 10 µl

Eau MilliQ stérile 3,42
Tampon 10× 1× 1,00
MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 0,30
dNTPs (10 mM total, 2,5 mM 
de chaque)

200 µM de 
chaque

0,80

Amorce 3Sforw (5 pmol/µl) 0,50 µM 1,00
Amorce 3Srev (5 pmol/µl) 0,50 µM 1,00
Amorce 1052F (5 pmol/µl) 0,10 µM 0,20
Amorce BacR (5 pmol/µl) 0,10 µM 0,20
Taq polymérase (5 unités/µl) 0,04 unités/µl 0,08
Suspension bactérienne 2,00

Tampon 10×

Tris-HCl (pH 9,0) : 750 mM
(NH4)2SO4 : 200 mM
Tween™ 20 : 0,1 % (v/v)

Tampon Tris borate EDTA (TBE) 0,5×

Ingrédient Quantité/l Quantité/500 ml
Tris 5,39 g 2,70 g
Acide borique 2,75 g 1,38 g
Na2EDTA ∙ 2H2O 0,37 g 0,19 g

Le pH est de 8,3 et ne nécessite aucun ajustement.

Gel d’agarose à 1,5 % pour l’électrophorèse

Produit 1 gel d’agarose 
(20 × 20 cm)

Quantité/l

Tris borate EDTA (TBE) 0,5× 160 ml 1000 ml
Agarose 2,4 g 15,0 g
Bromure d’éthidium a 8,0 µl 50,0 µl

aDissoudre 100 mg de bromure d’éthidium dans 10 ml 
d’eau distillée/désionisée. Ajouter 50 μl/l de cette solution. 
Le bromure d’éthidium est cancérigène.

Préparation

1.  Pour calculer le volume de gel (en ml), multiplier la 
surface de gel par l’épaisseur voulue (0,4 cm).

2.  S’assurer que le portoir du gel est propre et sec avant 
usage. Sceller les bords du portoir avec du scotch.

3.  Peser la quantité désirée d’agarose et placer dans un 
erlenmeyer avec la quantité nécessaire de tampon 
d’électrophorèse, p. ex. pour un gel de 100 ml gel ajou-
ter 1,5 g d’ agarose et 100 ml de tampon TBE 0,5× dans 
un erlenmeyer de 200 ml. L’erlenmeyer trop grand per-
met de prévenir le débordement d’agarose bouillant.

4.  Dissoudre l’agarose dans un bain marie ou dans un 
four micro-ondes à plateau tournant. Tous les grains 
d’agarose doivent être dissous et la solution doit être 
claire.

5.  Laisser refroidir à environ 60 °C avant d’ajouter la 
solution mère de bromure d’éthidiuma, bien mélanger 
et verser un gel de 0,4 cm d’épaisseur immédiatement. 
Porter des gants lors de l’ajout.

6.  Placer les peignes en position sur le portoir de gel.
7.  Lorsque le gel est complètement pris (environ 30 min à 

température ambiante) ôter les peignes délicatement.
8.  Enlever le scotch des bords du portoir de gel et mettre 

le portoir en position dans la cuve d’électrophorèse. 
Pour une électrophorèse « sous-marine », mettre assez 
de tampon d’électrophorèse dans la cuve pour recou-
vrir le gel d’au moins 1 mm.

9.  Le même tampon d’électrophorèse que celui uti-
lise dans le gel peut être utilise comme tampon de 
migration.

7-020-11
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Reaction mixture for PCR

Compound Final con-
centration

Volume (μl)
in 10 μl

Sterile MilliQ 3.42
10× buffer 1× 1.00
MgCl2 (50 mM) 1.5 mM 0.30
dNTPs (10 mM total, 2.5 mM 
each)

200 μM 
each

0.80

Primer 3Sforw (5 pmol/μl) 0.50 μM 1.00
Primer 3Srev (5 pmol/μl) 0.50 μM 1.00
Primer 1052F (5 pmol/μl) 0.10 μM 0.20
Primer BacR (5 pmol/μl) 0.10 μM 0.20
Taq Polymerase (5U/μl) 0.04 U/μl 0.08
Bacterial suspension 2.00

10× Buffer

Tris HCL(pH 9.0): 750 mM
(NH4)2SO4: 200 mM
Tween™ 20: 0.1 % (v/v)

Tris borate EDTA (TBE) buffer 0.5×

Compound Amount/l Amount/500 ml
Tris 5.39 g 2.70 g
Boric acid 2.75 g 1.38 g
Na2EDTA · 2H2O 0.37 g 0.19 g

The pH is 8.3 and requires no adjustment.

1.5 % agarose gel for electrophoresis

Compound 1 agarose gel 
(20×20 cm)

Amount/l

Tris borate EDTA (TBE) 0.5× 160 ml 1000 ml
Agarose 2.4 g 15.0 g
Ethidium bromidea 8.0 μl 50.0 μl

a  Dissolve 100 mg ethidium bromide in 10 ml distilled/
deionised water. Add 50 μl/l of this solution. Ethidium 
bromide is carcinogenic!

Preparation

1.  To calculate the volume of the gel (in ml), multiply 
the area of the gel by the required thickness (0.4 cm).

2.  Make sure that the gel tray is clean and dry before use. 
Seal the ends of the tray with tape.

3.  Weigh out the desired amount of agarose and place 
in an Erlenmeyer flask with a measured amount of 
electrophoresis buffer, e.g. for a 100 ml gel add 1.5 g 
of agarose and 100 ml of 0.5× TBE buffer to a 200 ml 
flask. The larger flask insures against the agarose 
boiling over.

4.  Dissolve the agarose in a boiling water bath or in a 
revolving-plate microwave oven. All the grains of 
agarose should be dissolved and the solution clear.

5.  Allow the medium to cool to approx. 60 °C before 
adding ethidium bromidea stock solution, mix well 
and pour a gel with 0.4 cm thickness immediately. 
Wear suitable gloves when adding ethidium bromide.

6.  Place the gel comb(s) in position in the gel tray.
7.  After the gel is completely set (approximately 30 min 

at room temperature) carefully remove the gel 
comb(s).

8.  Remove the tape from the ends of the gel tray and 
put the tray in position in a agarose electrophoresis 
unit. For electrophoresis in a ‘submarine’ mode, pour 
enough electrophoresis buffer into the apparatus to 
cover the gel to a depth of at least 1 mm.

9.  The same electrophoresis buffer used in the gel must 
also be used for the running buffer.
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3.  Die erforderliche Menge Agarose in einen Erlenmeyer-
kolben einwiegen und die erforderliche Menge Elekt-
rophoresepuffer zugeben, z. B. für 100 ml Gel werden 
1,5 g Agarose und 100 ml des 0,5-fachen TBE-Puffers 
in einen 200 ml Kolben eingefüllt. Das größere Gefäß 
dient dem Schutz vor Überkochen der Agarose.

4.  Lösen der Agarose in einem heißen Wasserbad oder 
der Mikrowelle. Alle Partikel der Agarose müssen ge-
löst sein und die Flüssigkeit klar erscheinen.

5.  Die Lösung auf ungefähr 60 °C abkühlen lassen bevor 
die Ethidiumbromidstocklösung zugegeben wird, gu-
tes Mischen und sofortiges Giessen des Gels von 0,4 
cm Dicke. Schutzhandschuhe sind bei Arbeiten mit 
Ethidiumbromid zu tragen.

6.  Einführen des Gelkamms in den Gelträger.
7.  Nachdem das Gel vollständig ausgekühlt und erstarrt 

ist (ungefähr 30 min bei Raumtemperatur), kann der 
Gelkamm vorsichtig entfernt werden.

8.  Die Klebebänder an den Enden des Gelträgers können 
entfernt werden und das Gel wird mit Gelträger in die 
Elektrophoresekammer überführt. Für die Elektropho-
rese im „submarinen“ Modus ist genügend Elektropho-
resepuffer in die Elektrophoreseapparatur zu gießen. 
Das Gel muss vollständig, mind. 1 mm, mit Gelelek-
trophoresepuffer bedeckt sein.

9.  Derselbe Puffer, der zur Herstellung des Geles verwen-
det wurde, muss als Laufpuffer in der Elektrophorese-
apparatur verwendet werden.
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