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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)
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Titel der englischen Originalausgabe: International Rules for Seed Testing

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)
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mand et en espagnol. Pour toute question d’interprétation des règles, seule la version 
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Validation reports

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

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

Disclaimer

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

Safety precautions

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

Note on the use of the translations

The electronic version of the International Rules for Seed Testing includes the English, 
French, German and Spanish versions. If there are any questions on interpretation of the 
ISTA Rules, the English version is the definitive version.
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7‑026: Detección del virus del mosaico de calabaza, 
virus del mosaico del moteado verde del pepino y 
virus de la mancha necrótica del melón en semillas de 
cucurbitáceas

Hospedante: Cucurbitáceas
Patógeno(s): Virus del mosaico de calabaza (SqMV = 

squash mosaic virus); virus del mosaico del moteado 
verde del pepino (CGMMV = cucumber green mottle 
mosaic virus); virus de la mancha necrótica del melón 
(MNSV = melon necrotic spot virus)

Autores: Koenraadt, H.M.S. y Remeeus, P.M.
 Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarends-

veen, Netherlands
 E-mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 E-mail: bert.petra@freeler.nl

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2007-09-01
Versión 1.1, 2013-01-01: Definición del tamaño de la 

muestra
Versión 1.2, 2016-01-01: Adición del método de creci-

miento como método confirmatorio para SqMV
Versión 1.3, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado; 

los pasos 1.2.4, 1.2.5 en el Método de confirmación de 
crecimiento, modificados; PCC (g), modificado

Versión 1.4, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado
Versión 1.5, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
Los virus SqMV, CGMMV y el MNSV son trasmitidos por 
semillas en especies de cucurbitáceas, por lo tanto, la de-
tección de estos virus, en las semillas, es una herramienta 
importante en las estrategias de control. La prueba de in-
munoabsorción ligada a enzimas (ELISA = enzyme linked 
immunosorbent assay) es ampliamente utilizada para la 
detección de virus en plantas (Clark and Adams, 1977). 
También han sido descriptos métodos ELISA para la de-
tección de PEBV y PSbMV (Hamilton and Nichols, 1978; 
Van Vuurde and Maat, 1985, Maury et al., 1987).

El método utilizando semilla molida y DAS-ELISA en 
un solo extracto, puede ser aplicado para detectar simul-
táneamente los virus SqMV, CGMMV y MNSV. Tener en 
cuenta que el extracto es analizado en tres microplacas, 
una para cada virus: SqMV, CGMMV y MNSV. El límite 
teórico de detección es de 1 semilla infestada en 100 se-
millas. Para asegurar una probabilidad del 95 % de que 
se detecten infestaciones de 0,15 % o más, es necesario 

analizar 20 sub-muestras de 100 semillas cada una. Los 
lotes de semillas con ELISA positivo, no necesariamente 
conducirán a la transmisión por semilla. La transmisión 
por semilla de estos virus puede ser monitoreada o con-
firmada mediante el método de crecimiento. Consulte la 
página 7-026-7 para: ‘Método de crecimiento para confir-
mación del SqMV’.

Semilla tratada
A menudo se usa calor seco para el control de CGMMV 
en lotes de semillas contaminados. El ensayo de ELISA no 
discrimina entre CGMMV infeccioso y no infeccioso por 
lo tanto una reacción positiva en este análisis puede causar 
que un lote de semilla no infectado con CGMMV, sea des-
cartado innecesariamente. 

Este método no ha sido validado para la determinación 
de los virus SqMV, CGMMV o MNSV en semillas trata-
das con productos de protección fitosanitaria del cultivo o 
con calor. A pesar de que el ensayo de ELISA es compati-
ble con algunos productos químicos para el tratamiento de 
semillas (Pataky et al., 2004), las semillas tratadas pueden 
afectar el rendimiento de este ensayo. Este método sólo 
debe realizarse en semillas no tratadas.

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 de trabajo recomendado es de 2000 semillas y el 
tamaño máximo de submuestra debe ser de 100 semillas.

Materiales
Material de referencia: semillas infestadas con SqMV, 

CGMMV y MNSV o material de referencia estandari-
zado (harina de semillas que contienen SqMV, CGM-
MV y MNSV) (PCC)

Micro placas: placas de 96 pocillos, adecuadas para  
ELISA (PCC)

Antisueros: apropiados para la detección de los virus 
SqMV, CGMMV y MNSV en semillas infestadas  
(ej. PRI, Wageningen, Holanda)

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑026: Nachweis von squash mosaic virus, cucumber 
green mottle mosaic virus und melon necrotic spot 
virus an Samen von Kürbisgewächsen

Wirtspflanze: Kürbisgewächse
Krankheitserreger: Squash mosaic virus (SqMV); cu-

cumber green mottle mosaic virus (CGMMV); melon 
necrotic spot virus (MNSV)

Autoren: Koenraadt, H. M. S. & Remeeus, P. M.
 Naktuinbouw, PO Box 40, 2370 AA Roelofarends-

veen, Niederlande
 E-Mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl; bert.petra@

freeler.nl

Revisionsstand

Version 1.0, 2007-09-01
Version 1.1, 2013-01-01: Definition der Probengröße
Version 1.2, 2016-01-01: Ergänzung mit Auswuchs-Me-

thode zur Bestätigung von squash mosaic virus
Version 1.3, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet; Auswuchsbestätigung Schritte 1.2.4, 
1.2.5 überarbeitet; KKP (g) überarbeitet

Version 1.4, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße
Version 1.5, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Squash mosaic virus (SqMV), cumber green mottle mosaic 
virus (CGMMV) und melon necrotic spot virus (MNSV) 
sind samenübertragbare Viren der Kürbisgewächse, daher 
ist der Nachweis dieser Viren an Samen der Kürbisge-
wächse ein wichtiges Mittel zur Überwachungsstrategie. 
Der Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, Enzy-
mgekoppelter Immunadsorptionstest) wird häufig verwen-
det für den Nachweis von Pflanzenviren (Clark & Adams, 
1977). ELISA Methoden wurden für den Nachweis von 
PEBV und PSbMV (Hamilton & Nichols, 1978; Van Vuur-
de & Maat, 1985; Maury et al., 1987) beschrieben.

Die Methode, basierend auf gemahlenen Samen und 
einem DAS-ELISA, kann zum gleichzeitigen Nachweis 
von SqMV, CGMMV und MNSV mit einem einzigen Ex-
trakt verwendet werden. Dafür zu beachten ist, dass der 
Extrakt in drei Mikrotiterplatten getestet wird, jeweils 
eine für SqMV, CGMMV und MNSV. Die theoretische 
Nachweisegrenze beträgt ein Samen in 100 Samen. Für 
die Absicherung von 95 % Wahrscheinlichkeit einer Er-
krankung von 0,15 % oder höher ist es nötig 20 Proben 
von jeweils 100 Samen zu untersuchen. ELISA-positivge-
testete Saatgutpartien müssen nicht zwangsläufig zu einer 

Virusübertragung durch das Saatgut führen. Eine Virus-
übertragung durch Saatgut kann beobachtet oder bestätigt 
werden durch Saatgutanzucht. Siehe Seite 7-026-7 für die 
Auswuchs-Bestätigung bei SqMV.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Trockene Hitze wird oft verwendet zur Kontrolle von 
CGMMV in kontaminierten Saatgutpartien. ELISA unter-
scheidet nicht zwischen infektiösen und nicht-infektiösen 
CGMMV, daher kann eine positive Reaktion in diesem 
Test zu einer unnötigen Verwerfung einer nicht-CGMMV 
infizierten Saatgutpartie führen.

Diese Methode wurde nicht für die Bestimmung von 
SqMV, CGMMV oder MNSV an mit Pflanzenschutzmit-
teln oder mit Hitze behandeltem Saatgut validiert. Obwohl 
ELISA verträglich mit einigen chemischen Saatgutbe-
handlungsmitteln (Pataky et al., 2004) ist, können Saat-
gutbehandlungen die Aussagekraft dieser Methode beein-
flussen. Die Untersuchung sollte nur mit unbehandeltem 
Saatgut durchgeführt werden.

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 
empfohlene Größe der Untersuchungsprobe beträgt 2000 
Samen und die maximale Teilprobengröße beträgt 100 
Samen.

Material
Referenzmaterial: SqMV-, CGMMV- und MNSV-infi-

zierte Samen oder Standardreferenzmaterial (Mehl von 
Samen, welches SqMV, CGMMV und MNSV enthält)

Mikrotiterplatten: 96-Loch-Platte geeignet für ELISA 
(KKP)

Antiseren: Eignung zum Nachweis von SqMV-, CG-
MMV- und MNSV-infizierten Samen (z. B. PRI, Wa-
geningen, Niederlande)

Waage: auf 0,01 g genau
pH-Meter: auf 0,1 pH-Einheiten genau
Pipetten: zum Pipettieren von 0,001 ml

Effectives 1er janvier 2024
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7‑026 : Détection du « squash mosaic virus », 
« cucumber green mottle mosaic virus » et « melon 
necrotic spot virus » chez les Cucurbitacées

Hôte : Cucurbitacées
Pathogène(s) : Squash mosaic virus (SqMV) ; cucumber 

green mottle mosaic virus (CGMMV) ; melon necrotic 
spot virus (MNSV)

Auteurs : Koenraadt, H. M. S. & Remeeus, P. M.
  Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarends-

veen, Pays-Bas
 Courriel : h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 Courriel : bert.petra@freeler.nl

Historique de la révision

Version 1.0, 2010-01-01
Version 1.1, 2013-01-01 : Définition de la taille de 

l’échantillon
Version 1.2, 2016-01-01 : Ajout d’une méthode de confir-

mation pour squash mosaic virus.
Version 1.3, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

révisé ; Méthode growout de confirmation, Méthode 
étapes 1.2.4, 1.2.5 modifiées ; Points critiques de 
contrôle (g) modifié

Version 1.4, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » 
révisé

Version 1.5, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » 
révisé

Historique
Le « squash mosaic virus » (SqMV), « cucumber green 
mottle mosaic virus » (CGMMV) et « melon necrotic 
spot virus » (MNSV) sont des virus transmissibles par 
semences attaquant les Cucurbitacées. La détection de ces 
virus dans les semences de Cucurbitacées est donc un outil 
important des stratégies de lutte. Les tests immunoenzy-
matiques (ELISA) sont largement utilisés pour la détection 
des virus de plantes (Clark & Adams, 1977). Les méthodes 
ELISA ont aussi été décrites pour la détection de PEBV et 
PSbMV (Hamilton & Nichols, 1978 ; Van Vuurde & Maat, 
1985, Maury et al., 1987).

La méthode utilisant des semences broyées et un 
DAS-ELISA peut être utilisée simultanément pour détec-
ter SqMV, CGMMV et MNSV sur un même extrait. Il est 
à noter que l’extrait est testé dans 3 plaques de microti-
tration, une pour SqMV, une pour CGMMV et une pour 
MNSV. Le seuil de détection théorique est de 1 semence 
contaminée sur 100. Pour s’assurer que des contamina-

tions de 0,15 % ou plus sont détectées avec une probabilité 
de 95 %, il est nécessaire de tester 20 sous-échantillons 
de 100 semences. Les lots de semences positifs en ELISA 
ne conduiront pas nécessairement à la transmission par 
semences. La transmission par semences de ces virus peut 
être vérifiée ou confirmée par grow-out. Voir page 7-026-7 
pour la méthode de confirmation du SqMV.

Semences traitées
La chaleur sèche est souvent utilisée pour contrôler le 
CGMMV des lots de semences commerciaux. L’ELISA ne 
différencie pas le CGMMV infectieux du non infectieux, 
et une réaction positive du test peut être la cause d’une 
destruction inutile d’un lot de semence non contaminé par 
CGMMV. 

Cette méthode n’a pas été validée pour la détection 
de SqMV, CGMMV ou MNSV sur semences traitées par 
des produits de traitements ou par la chaleur. Bien que 
l’ELISA soit compatible avec certains produits chimiques 
de traitement (Pataky et al., 2004), les traitements peuvent 
affecter la performance de la méthode. Elle ne doit 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 mi-
nimale recommandée pour l’échantillon de travail est de 
2000 semences et la taille maximale du sous-échantillon 
doit être de 100 semences.

Matériel
Matériel de référence : semences contaminées par 

SqMV, CGMMV et MNSV ou matériel de référence 
standardisé (farine de semences contenant du SqMV, 
CGMMV et MNSV)

Plaques de microtitration : plaques de 96 puits compa-
tibles avec l’ELISA (CCP)

Anticorps : utilisables pour la détection de SqMV, CGM-
MV et MNSV sur semences (p. ex. PRI, Wageningen, 
Pays-Bas)

Balance : capable de peser à 0,001 g

7-026-3
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7‑026: Detection of squash mosaic virus, cucumber 
green mottle mosaic virus and melon necrotic spot 
virus in cucurbit seed

Host: Cucurbits
Pathogen(s): Squash mosaic virus (SqMV); cucumber 

green mottle mosaic virus (CGMMV); melon necrotic 
spot virus (MNSV)

Authors: Koenraadt, H.M.S. & Remeeus, P.M.
 Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA 

Roelofarendsveen, Netherlands
 E-mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 E-mail: bert.petra@freeler.nl

Revision history

Version 1.0, 2007-09-01
Version 1.1, 2013-01-01: Definition of sample size
Version 1.2, 2016-01-01: Addition of grow-out 

confirmation method for squash mosaic virus
Version 1.3, 2017-01-01: Reporting results revised; 

Growout confirmation method steps 1.2.4, 1.2.5 
modified; CCP (g) modified

Version 1.4, 2021-01-01: Sample size revised
Version 1.5, 2024-01-01: Sample size revised

Background
Squash mosaic virus (SqMV), cucumber green mottle 
mosaic virus (CGMMV) and melon necrotic spot virus 
(MNSV) are seed-transmissible viruses of cucurbits, 
and therefore the detection of these viruses in seeds 
of cucurbits is an important tool in control strategies. 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is widely 
used for the detection of plant viruses (Clark & Adams, 
1977). ELISA methods have also been described for the 
detection of PEBV and PSbMV (Hamilton & Nichols, 
1978; Van Vuurde & Maat, 1985, Maury et al., 1987).

The method, using ground seed and a DAS-ELISA, 
can be used to simultaneously detect SqMV, CGMMV 
and MNSV in a single extract. Note that the extract is 
tested in three microtitre plates, one each for SqMV, 
CGMMV and MNSV. The theoretical detection limit 
is one infested seed in 100 seeds. To ensure a 95 % 
probability that infestations of 0.15 % or higher are 
detected it is necessary to test 20 subsamples of 100 seeds 
each. ELISA positive seed lots will not necessarily lead to 
seed transmission. Seed transmission of these viruses can 
be monitored or confirmed by using a grow-out method. 

See page 7-026-7 for the grow-out confirmation method 
for SqMV.

Treated seed
Dry heat is often used for the control of CGMMV in 
contaminated seed lots. ELISA does not discriminate 
between infectious and non-infectious CGMMV, and a 
positive reaction in this test may cause a non-CGMMV-
infected seed lot to be unnecessarily discarded.

This method has not been validated for the 
determination of SqMV, CGMMV or MNSV in seed 
treated with crop protection products or with heat. 
Although ELISA is compatible with some seed treatment 
chemicals (Pataky et al., 2004), seed treatments may 
affect the performance of this test. This method must 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 recommended working 
sample size is 2000 seeds and the maximum subsample 
size must be 100 seeds. 

Materials
Reference material: SqMV-, CGMMV- and MNSV-

infested seeds or standardised reference material (flour 
of seeds containing SqMV, CGMMV and MNSV)

Microtitre plates: 96-well plates suitable for ELISA 
(CCP)

Antisera: suitable for detection of SqMV-, CGMMV- 
and MNSV-infested seeds (e.g. PRI, Wageningen, the 
Netherlands)

Balance: capable of weighing to the nearest 0.01 g
pH meter: capable of being read to the nearest 0.1 pH 

unit
Automatic pipettes: capable of pipetting to the nearest 

0.001 ml
Grinder: capable of grinding seeds to fine flour (e.g. 

Retsch Grindomix GM 200)
Incubator: capable of maintaining a temperature of 

4 ±2 °C

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-026
Sample size description revised for consistency across methods.
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s Balanza: adecuada para pesar con aproximación de 
0,01 g

Medidor de pH: adecuada para medir con aproximación 
de 0,1 unidades de pH

Pipetas automáticas: adecuadas para tomar un volumen 
con aproximación de 0,001 ml

Molinillo: adecuado para moler semillas hasta obtener 
una harina fina (ej. Retsch Grindomix GM 200)

Refrigerador: adecuado para mantener una temperatura 
de 4 ±2 °C

Incubadora: adecuado para mantener una temperatura de 
37 ±2 °C

Lector de placas ELISA
Tubos: 10 ml (LDPE)
Vortex: adecuado para agitar tubos de 10 ml

Preparación de la muestra
Esto se puede realizar antes de realizar el ensayo.

Es muy importante evitar cualquier posibilidad de con-
taminación cruzada entre las muestras de semillas. Por lo 
tanto, es esencial limpiar el equipamiento, las superficies, 
los contenedores, las manos y demás, antes y después de 
manipular cada muestra.
1.  Contar el número de semillas en un peso conocido. 

Calcular el peso estimado de 1000 semillas (PMS) de 
la siguiente manera:

  PMS = (peso semillas / número semillas) × 1000
2.  Basado en el peso estimado de mil semillas, pesar to-

das las sub-muestras del tamaño requerido en bolsas de 
polietileno o contenedores, nuevos y limpios.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC

1.  Sensibilización de las placas de ELISA
1.1  Agregar (como indica el proveedor) la dilución ade-

cuada de antisuero de SqMV, CGMMV y MNSV y 
de buffer de sensibilización para obtener la solución 
de sensibilización. Asegurarse de que los antisueros 
no sólo sean adecuados para el diagnóstico sino tam-
bién para la detección de virus en extractos de semilla 
(PCC).

1.2  Sensibilizar una placa, con 100 μl de solución de sensi-
bilización de SqMV por cada pocillo. Sensibilizar una 
segunda placa con 100 μl de solución de sensibiliza-
ción de CGMMV por cada pocillo. Sensibilizar una 
tercera placa con 100 μl de solución de sensibilización 
MNSV por cada pocillo.

1.3  Cubrir las placas de ELISA con una tapa o envolverlas 
con film plástico para minimizar la evaporación.

1.4  Incubar las placas durante toda la noche a 4 ±2 °C o 
como lo indique el proveedor.

2.  Extracción de los virus de la semilla e incubación de 
los extractos

2.1  Preparar 20 sub-muestras contando o pesando 100 se-
millas para cada una.

2.2  Moler cada sub-muestra en un molinillo hasta obtener 
harina fina (PCC).

2.3  De cada sub-muestra, pesar 0,5 g de harina y transferir 
a un tubo de 10 ml.

2.4  Agregar 5 ml de buffer de extracción a cada tubo.
2.5  Agitar con vortex cada tubo durante 15 s. Dejar decan-

tar los extractos en la mesada durante 5 min para que 
sea más fácil la toma con pipeta.

2.6  Eliminar el buffer de sensibilización de las placas de 
ELISA e inmediatamente, lavar completamente las 
placas, 3 veces, utilizando PBS/Tween™ 20 para re-
mover los residuos (PCC).

2.7  Inmediatamente después de lavar, tomar con pipeta 
100 µl de extracto de semillas de cada pocillo. Usar 
dos pocillos por sub-muestra.

2.8  Agregar controles positivos y negativos en cada placa 
de ELISA. Utilizar al menos dos diluciones del control 
positivo: una dilución ‘baja’ que dará una extinción 
alta y una dilución ‘alta’ que dará una extinción justo 
sobre el límite de detección (PCC). Los controles nega-
tivos deben incluir extracto de semillas sanas.

2.9  Cubrir las placas con tapa o envolverlas con plástico 
para minimizar la evaporación e incubar durante la no-
che a 4 ±2 °C o como lo indique el proveedor.

3.  Incubación del conjugado
3.1  Preparar diluciones apropiadas de antisuero conjugado 

de SqMV, CGMMV y MNSV usando buffer conjugado 
como lo indique el proveedor.

3.2  Eliminar los extractos de semilla de las placas de ELI-
SA y lavar las placas tres veces con buffer de lavado 
PBS/Tween™ 20 para remover residuos del extracto 
de semillas (PCC). 

3.3  Inmediatamente después del lavado, agregar 100 µl de 
conjugado diluido en cada pocillo de la placa ELISA.

3.4  Cubrir las placas con una tapa o envolverlas con plás-
tico para minimizar la evaporación e incubar 3 h a 
37 ±2 °C o como lo indique el proveedor.

4.  Adición del sustrato a las placas de ELISA
4.1  Preparar la solución sustrato (10 mg de para-nitrofenil 

fosfato en 20 ml de buffer sustrato).
4.2  Remover el conjugado de las placas ELISA y lavar mi-

nuciosamente tres veces en forma manual usando bu-
ffer de lavado PBS/Tween™ 20. Alternativamente se 
puede utilizar un dispositivo confiable para el lavado 
de las placas (PCC).

4.3  Agregar 100 µl de solución sustrato a cada pocillo.
4.4  Incubar al resguarde de la luz durante 2 h a 20 ±2 °C o 

como lo indique el proveedor.
4.5  Medir los valores de extinción (A405) con el lector de 

placas ELISA. (Ver Métodos generales, Registro de las 
extinciones del ELISA).

7-026-4 Gültig ab 1. Januar 2024

Internationale Vorschriften für die Prüfung von SaatgutValidierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut
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Mühle: geeignet zur Feinvermahlung von Erbsen zu fei-
nem Mehl (z. B. Retsch Grindomix GM 200)

Inkubator: Betrieb bei 4 ±2 °C
Inkubator: Betrieb bei 37 ±2 °C
ELISA-Platten Lesegerät
Reaktionsgefäß: 10 ml (LDPE)
Vortex: Eignung zum Vortexen von 10 ml 

Reaktions gefäßen

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.
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.  Beschichten der ELISA-Platten
1.1  Zugabe einer geeigneten Verdünnung (nach Herstel-

lerempfehlung) von SqMV-, CGMMV- und MNSV- 
Beschichtungsserum zum Beschichtungspuffer um die 
Beschichtungslösung zu erhalten. Es ist sicherzustel-
len, dass das Antiserum nicht nur zur Diagnose, son-
dern auch zum Nachweis der Viren in Samenextrakten 
geeignet ist (KKP).

1.2  Beschichtung einer Platte mit 100 µl SqMV-Beschich-
tungspuffer je Vertiefung. Beschichten einer zweiten 
Platte mit 100 µl CGMMV Beschichtungspuffer je 
Vertiefung und einer dritten Platte mit 100 µl MNSV 
Beschichtungspuffer je Vertiefung.

1.3  Bedecken der ELISA-Platte mit einem Deckel oder 
verschließen in einer Plastikhülle, um die Verdunstung 
zu minimieren.

1.4  Inkubation der Platten über Nacht bei 4 ±2 °C oder ent-
sprechend Herstellerempfehlung.

2.  Extraktion des Virus aus Samen und Inkubation der 
Extrakte

2.1  Auszählen oder Auswiegen von 20 Teilproben mit je 
100 Samen.

2.2  Vermahlen jeder Teilprobe zu feinem Mehl in einer 
Mühle (KKP).

2.3  Von jeder Teilprobe 0,5 g Mehl abwiegen und in ein 
10 ml Reaktionsgefäß überführen.

2.4  Zugabe von 5 ml Extraktionspuffer in jedes 
Reak tionsgefäß.

2.5  Vortexen jedes Gefäßes für 15 s. Zum Erleichtern des 
Pipettierens das Extrakt für mindestens 5 min absetzen 
lassen.

2.6  Entfernen des Beschichtungspuffers aus der ELI-
SA-Platte und unverzüglich 3-mal Platte gründlich mit 
PBS/Tween™ 20 zur Entfernung von Beschichtungs-
pufferresten waschen. (KKP)

2.7  Unverzüglich nach dem Waschen 100 µl jedes Same-
nextraktes in eine Vertiefung pipettieren. Je Teilprobe 
2 Vertiefungen verwenden.

2.8  Positiv- und Negativkontrolle jeder ELISA-Platte zu-
fügen. Mindestens 2 Verdünnungen für die Positivkon-
trolle anlegen: eine „niedrige“ Verdünnung, die eine 
hohe Extinktion ergibt und eine „hohe“ Verdünnung, 
die eine Extinktion gerade über dem Detektionslimit 
ergibt (KKP). Die Negativkontrollen müssen einen ge-
sunden Samenextrakt einschließen.

2.9  Bedecken der ELISA-Platte mit einem Deckel oder 
verschließen in einer Plastikhülle um die Verdunstung 
zu minimieren. Inkubation der Platten über Nacht bei 
4 ±2 °C oder entsprechend Herstellerempfehlung.

3.  Inkubation des Konjugats
3.1  Herstellung geeigneter Verdünnungen von SqMV-, 

CGMMV- und MNSV-konjugiertem Antiserum un-
ter Verwendung eines vom Hersteller empfohlenen 
Konjugatpuffers.

3.2  Entfernen der Samenextrakte aus der ELISA-Plat-
te und 3-maliges gründliches Waschen der Platte mit 
PBS/Tween™ 20 zum Entfernen von Resten des Same-
nextraktes. (KKP)

3.3  Unverzüglich nach dem Waschen 100 µl des verdünn-
ten Konjugats in jede Vertiefung der ELISA-Platte 
pipettieren.

3.4  Bedecken der ELISA-Platte mit einem Deckel oder ver-
schließen in einer Plastikhülle um die Verdunstung zu 
minimieren. Inkubation der Platten für 3 h bei 37 ±2 °C 
oder entsprechend Empfehlung des Herstellers.

4.  Zugabe des Substrates zu den ELISA-Platten
4.1  Herstellung der Substratlösung (10 mg para-Nitrophe-

nolphosphat in 20 ml Substratpuffer).
4.2  Entfernen des Konjugates aus der ELISA-Platte und 

3-maliges gründliches Waschen der Platte mit PBS/
Tween™ 20. Alternativ kann eine geeignete Waschap-
paratur verwendet werden (KKP).

4.3  Zugabe von 100 µl Substratlösung in jede Ver tie fung.
4.4  Inkubation im Dunkeln für 2 h bei 20 ±2 °C oder nach 

Empfehlung des Herstellers.
4.5  Messung der Extinktion (A405) mit einem ELISA-Plat-

ten-Lesegerät (siehe Generelle Methoden, Punkt 2).

7-026-4 Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de SemencesMéthodes validées pour analyse sanitaire des semences
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pH-mètre : capable de lecture à 0,01 unité de pH
Pipettes automatiques : capable de pipetter au moins 

0,001 ml
Broyeur : capable de broyer des semences en farine fine 

(p. ex. Grindomix GM 200 de Retsch)
Étuve : capable de maintenir une température de 4 ±2 °C
Étuve : capable de maintenir une température de 37 ±2 °C
Lecteur de plaque ELISA
Tubes : 10 ml (LDPE)
Vortex : permettant de vortexer des tubes de 10 ml

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 de semences) 
× 1000

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

Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

1.  Coating des plaques ELISA
1.1  Ajouter (comme défini par le fournisseur) la dilution 

appropriée du sérum de coating du SqMV, du CGM-
MV et du MNSV au tampon de coating pour obtenir la 
solution de coating. S’assurer que les antisérums sont 
non seulement adaptés au diagnostic mais également à 
la détection des virus sur extraits de semences (CCP).

1.2  Réaliser le coating sur une plaque avec 100 µl de solu-
tion de coating SqMV par puits. Réaliser le coating sur 
une seconde plaque avec 100 µl de solution de coa-
ting CGMMV par puits. Réaliser le coating sur une 
troisième plaque avec 100 µl de solution de coating 
MNSV par puits.

1.3  Couvrir les plaques ELISA avec un couvercle ou les 
envelopper d’un plastique pour réduire au minimum 
l’évaporation.

1.4  Incuber les boites durant la nuit 4 ±2 °C (ou comme 
défini par le fournisseur).

2.  Extraction de virus des semences et incubation des 
extraits

2.1  Compter ou peser 20 sous-échantillons de 100 
semences.

2.2  Broyer chaque sous-échantillon en farine fine avec un 
broyeur (CCP).

2.3  Prélever 0,5 g de farine pour chaque échantillon et 
transférer dans un tube de 10 ml. 

2.4  Ajouter 5 ml de tampon d’extraction à chaque tube.
2.5  Vortexer chaque tube pendant 15 s. Laisser l’extrait 

reposer pendant au moins 5 min sur la paillasse pour 
faciliter le pipettage.

2.6  Enlever enduite le tampon de coating des plaques 
ELISA et rincer-les immédiatement trois fois, avec du 
PBS/Tween™ 20 pour enlever les résidus (CCP).

2.7  Juste après le rinçage, introduire à la pipette 100 µl de 
chaque extrait de semences dans un puits. Employer 2 
puits par sous-échantillon.

2.8  Ajouter les témoins positifs et négatifs à chaque plaque 
ELISA. Employer au moins 2 dilutions pour les té-
moins positifs : une dilution « basse », qui donne une 
densité optique élevée, et une dilution « haute », qui 
donne une densité optique juste au-dessus du seuil de 
détection (CCP). Les témoins négatifs doivent inclure 
un extrait sain de semences.

2.9  Couvrir les plaques ELISA avec un couvercle ou les 
envelopper d’un plastique pour réduire au minimum 
l’évaporation et incuber durant la nuit à 4 ±2 °C ou 
comme défini par le fournisseur.

3.  Incubation du conjugé
3.1  Préparer la dilution appropriée de l’antisérum conju-

gué de SqMV, CGMMV et MNSV avec un tampon de 
conjugué défini par le fournisseur.

3.2  Enlever les extraits de semences des plaques ELISA et 
rincer 3 fois avec le tampon de lavage PBS/Tween™ 20 
afin d’enlever des résidus d’extrait de semences (CCP).

3.3  Juste après le rinçage, ajouter 100 µl du conjugué dilué 
à chaque puits des plaques ELISA.

3.4  Couvrir les plaques ELISA avec un couvercle ou les en-
velopper d’un plastique pour réduire au minimum l’éva-
poration et incuber pendant 3 h à 37 ±2 °C ou comme 
défini par le fournisseur.

4. Ajout des substrats aux plaques ELISA
4.1  Préparer la solution de substrat (10 mg de para-ni-

trophenol phosphate dans 20 ml de tampon substrat).
4.2  Enlever le conjugué des plaques ELISA et rincer 3 fois 

avec le tampon de lavage PBS/Tween™ 20 à la main ou 
à l’aide d’un dispositif de lavage fiable (CCP).

4.3  Ajouter 100 µl de solution de substrat dans chaque 
puits.

4.4  Incuber pendant 2 h à 20 ±2 °C ou comme défini par 
le fournisseur.

4.5  Mesurer la densité optique (A405) avec le lecteur de 
plaque ELISA (voir méthodes générales point 2).

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

Effective 1 January 20247-026-4
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Incubator: capable of maintaining a temperature of 
37 ±2 °C

ELISA plate reader
Tubes: 10 ml (LDPE)
Vortex: suitable for vortexing 10 ml tubes

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 clean all equipment, surfaces, containers, 
hands, etc. both before and after handling each sample.
1.  Count the number of seeds in a known weight. 

Calculate the estimated 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.  Coating of ELISA plates
1.1  Add appropriate (as defined by supplier) dilution 

of SqMV, CGMMV and MNSV-coating serum to 
coating buffer to obtain coating solution. Be sure 
that the antisera are not only suitable for diagnostics 
but also for the detection of viruses in seed extracts 
(CCP).

1.2  Coat one plate with 100 µl of SqMV-coating solution 
per well. Coat a second plate with 100 μl of CGMMV-
coating solution per well. Coat a third plate with 100 
μl of MNSV-coating solution per well.

1.3  Cover ELISA plates with lid or wrap with plastic to 
minimise evaporation.

1.4  Incubate plates overnight at 4 ±2 °C or as defined by 
the supplier.

2.  Extraction of virus from the seed and incubation of 
extracts

2.1  Count or weigh 20 × 100 seeds per subsample.

2.2  Grind each subsample to fine flour in a grinder (CCP).
2.3  From each subsample, weigh out 0.5 g of flour and 

transfer to a 10 ml tube.
2.4  Add 5 ml of extraction buffer to each tube.
2.5  Vortex each tube for 15 s. Allow extract to settle for at 

least 5 min on the bench to facilitate pipetting.
2.6  Remove coating solution from ELISA plates and 

immediately rinse plates thoroughly, three times, 
using PBS/Tween™ 20 to remove residues (CCP).

2.7  Immediately after rinsing, pipette 100 µl of each seed 
extract into a well. Use two wells per subsample.

2.8  Add positive and negative controls to each ELISA 
plate. Use at least two dilutions for the positive 
control: one ‘low’ dilution that gives a high extinction 
and a ‘high’ dilution that gives an extinction just above 
the detection threshold (CCP). Negative controls must 
include a healthy seeds extract.

2.9  Cover plates with lid or wrap with plastic to minimise 
evaporation and incubate overnight at 4 ±2 °C or as 
defined by the supplier.

3.  Incubation of conjugate
3.1  Prepare appropriate dilution of SqMV-, CGMMV- 

and MNSV-conjugated antiserum using conjugate 
buffer as defined by the supplier.

3.2  Remove seed extracts from ELISA plates and rinse 
plates three times with washing buffer PBS/Tween™ 
20 to remove residues of seed extract (CCP).

3.3  Immediately after rinsing, add 100 µl of diluted 
conjugate to each well of the ELISA plate.

3.4  Cover plates with lid or wrap with plastic to minimise 
evaporation and incubate for 3 h at 37 ±2 °C or as 
defined by the supplier.

4.  Addition of substrate to ELISA plates
4.1  Prepare substrate solution (10 mg para-nitrophenyl 

phosphate in 20 ml of substrate buffer).
4.2  Remove conjugate from ELISA plates and rinse 

thoroughly 3 times by hand using washing buffer 
PBS/Tween™ 20. Alternatively use a reliable washing 
device (CCP).

4.3  Add 100 µl of substrate solution to each well.
4.4  Incubate in the dark for 2 h at 20 ±2 °C or as defined 

by the supplier.
4.5  Measure extinction value (A405) with ELISA plate 

reader. (See General methods, Recording of ELISA 
extinction.)
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Métodos generales
Molienda de las semillas: Moler cada sub-muestra de 

100 semillas hasta obtener una harina fina. Asegurarse 
de utilizar un molinillo de fácil limpieza, ya que es pro-
bable que se produzca contaminación cruzada durante 
la molienda.

Registro de las extinciones del ELISA: Registrar los re-
sultados de cada pocillo de las microplacas. Primero 
verificar si los controles positivos y negativos cumplen 
con las expectativas ya que, de lo contrario, los resul-
tados del análisis serán inválidos y se deberá repetir el 
análisis.

  Es recomendable usar un umbral negativo/positivo de 
2,5 veces la lectura de muestras sanas.

Informe de resultados: El resultado de un análisis de sa-
nidad de semilla debe indicar el nombre científico del 
patógeno detectado y el método de análisis utilizado. 
Cuando se informa en un Certificado ISTA, los resulta-
dos se ingresan bajo ‘Otras determinaciones’. 

  El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas. 

  En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado en ninguna sub-muestra), los resultados deben 
ser informados 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. 

Aseguramiento de calidad
Puntos críticos de control (PCC)

•  Usar diferentes tipos de microplacas puede influir en la 
sensibilidad.

•  La calidad del antisuero puede variar entre los diferen-
tes proveedores. Por lo tanto, debe asegurarse de que 
el antisuero no sólo sea adecuado para el diagnóstico, 
sino también para la detección de virus en extractos de 
semillas (Paso 1.1).

•  El uso de harina fina mejorará la eficacia de la extrac-
ción. Por lo tanto, se deberán moler las semillas duran-
te 20 s a 10 000 rpm para obtener harina fina. Tenga 
en cuenta que algunas aspas se deterioran fácilmente, 
por lo tanto, la molienda resulta menos eficiente con el 
tiempo (Paso 2.2).

•  Las microplacas pierden fácilmente la actividad, en los 
diferentes pasos del análisis, cuando se dejan secar du-

rante un tiempo sobre la mesada. Por lo tanto, limitar 
lo más posible el tiempo que se dejen las microplacas 
vacías sobre la mesada (Paso 2.6).

•  El uso apropiado de controles negativos y positivos es 
muy importante para validar los resultados. Asegurarse 
de que además de un control positivo ‘alto’ haya siem-
pre un control positivo ‘bajo’ en cada placa (Paso 2.8).

•  Las microplacas mal lavadas entre los diferentes pasos 
de incubación, a menudo causan una gran cantidad de 
fondos en el ensayo de ELISA. El lavado puede efec-
tuarse manualmente usando PBS/ Tween™ 20 o un dis-
positivo apropiado para el lavado. El lavado minucioso 
de las placas es muy crítico en varios pasos del ensayo 
de ELISA (2.6, 3.2, 4.2), especialmente después de la 
incubación del antisuero conjugado (Paso 4.2).

Medios y soluciones
Buffer de sensibilización (pH 9,6)

Na2CO3: 1,59 g/l
NaHCO3: 2,93 g/l

Buffer de extracción (0,05 M, pH 7,4)

NaCl: 8,0 g/l
KH2PO4: 1,0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14,5 g/l
Albumina de huevo (Grado II): 2,0 g 
Tween™ 20: 10,0 ml
PVP (grado ELISA, ej. peso molecular 10 000 Da):  

20,0 g

Buffer de conjugado (0,05 M, pH 7,4)

NaCl: 8,0 g/l
KH2PO4: 1,0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14,5 g/l
Tween™ 20: 0,5 ml
PVP (grado ELISA, ej. peso molecular 10 000 Da):  

20,0 g
BSA (grado ELISA, ej. BSA fracción 5): 5,0 g

Buffer de sustrato (pH 9,6)

Dietanolamina: 97 ml
HCl (32 %): 15 ml
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Allgemeine Methoden
Mahlen der Samen: Jede Teilprobe von 100 Samen wird 

zu einem feinem Mehl gemahlen. Es ist zu gewährleis-
ten, dass eine Mühle verwendet wird, die gründlich 
gereinigt werden kann, weil Kreuzkontaminationen 
während der Mahlschritte möglich sind.

Ermittlung der ELISA-Extinktion: Die Ergebnisse sind 
für alle Vertiefungen der Mikrotiterplatte zu ermitteln. 
Zuerst erfolgt die Kontrolle, ob Positiv- und Negativ-
kontrollen den Erwartungen entsprechen, da sonst die 
Ergebnisse der Untersuchung ungültig sind und der 
Test wiederholt werden muss.

  Es wird empfohlen, einen negativ-positiv Schwellen-
wert des 2,5-fachen des Hintergrundes der Gesundpro-
be zu verwenden.

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.

  Im Falle eines negativen Ergebnisses (Krankheitser-
reger nicht nachgewiesen) sollten die Ergebnisse mit 
der Nennung des Toleranzstandards und der Nach-
weisgrenze berichtet werden. Der Toleranzstandard 
ist abhängig von der Gesamtzahl der untersuchten Sa-
men n und ist ungefähr 3/n (P = 0,95)(siehe Roberts et 
al.,1993).
 Im Falle eines positiven Ergebnisses sollten die Zahl 
der positiven zur Gesamtzahl der untersuchten Teilpro-
ben und die Probengröße oder die “maximum likeli-
hood”-Schätzung des Anteils infizierter Samen ange-
geben werden.

Qualitätssicherung
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•  Die Sensitivität kann bei Verwendung unterschiedli-
cher Typen von Mikrotiterplatten oder Materialien be-
einflusst sein.

•  Es ist bekannt, dass die Qualität der Antisera von un-
terschiedlichen Quellen variabel ist. Deshalb ist sicher-
zustellen, dass die Antiseren nicht nur zur Diagnose, 
sondern auch zum Nachweis von Viren in Samenext-
rakten geeignet sind. (Schritt 1.1)

•  Ein feines Mehl erhöht die Extraktionseffizienz. Daher 
sollten Samen für 20 s bei 10 000 Upm gemahlen wer-
den um ein feines Mehl zu erhalten. Zu beachten ist, 
dass einige Messer bei längerer Nutzung abstumpfen 
und daher weniger effizient mahlen. (Schritt 2.2)

•  Beschichtete Mikrotiterplatten verlieren schnell ihre 
Aktivität, wenn sie über längere Zeit trocknen. Daher 

sollte der Zeitraum zwischen Waschen und Pipettieren 
so kurz wie möglich bemessen sein. (Schritt 2.6)

•  Die Verwendung geeigneter Positiv- und Negativkont-
rollen ist von großer Bedeutung für die Validierung des 
Ergebnisses. Es ist sicherzustellen, dass neben einer 
„hohen“ Positivkontrolle immer auch eine „niedrige“ 
Positivkontrolle in jeder Platte enthalten ist. (Schritt 
2.8)

•  Hohe Hintergründe im ELISA werden oft von ungenü-
genden Waschschritten der Mikrotiterplatte zwischen 
den einzelnen Inkubationsschritten verursacht. Das 
Waschen kann mit Hand unter Verwendung von PBS/
Tween™ 20 oder einer Waschapparatur erfolgen. Das 
gründliche Waschen der Mikrotiterplatte ist essentiell 
für verschiedene Schritte (2.6, 3.2 und 4.2) im ELISA, 
besonders nach der Inkubation mit konjugiertem Anti-
serum. (Schritt 4.2)

Medien und Lösungen
Beschichtungspuffer (pH 9.6)

Na2CO3: 1,59 g/l
NaHCO3: 2,93 g/l

Extraktionspuffer (0.05 M, pH 7.4)

NaCl: 8,0 g/l
KH2PO4: 1,0 g/l
Na2HPO4 ∙ 12H2O: 14,5 g/l
Ovalbumin (Grade II): 2,0 g
Tween™ 20: 10 ml
PVP (ELISA-Qualität, Molekulargewicht 10 000 Da):  

20,0 g

Konjugatpuffer (0.05 M, pH 7.4)

NaCl: 8,0 g/l
KH2PO4: 1,0 g/l
Na2HPO4 ∙ 12H2O: 14,5 g/l
Tween™ 20: 0,5 ml
PVP (ELISA-Qualität, Molekulargewicht 10 000 Da):  

20,0 g
BSA (ELISA grade, z. B. BSA Fraktion 5): 5,0 g

Substratpuffer (pH 9.6)

Diethanolamine: 97 ml
HCl (32 %): 15 ml

Effectives 1er janvier 2024
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Méthodes générales
Broyage des semences : Broyer chaque sous-échantillon 

de 100 semences en une farine fine. S’assurer de l’em-
ploi d’un broyeur qui peut être nettoyé complètement, 
puisque la contamination croisée est possible pendant 
l’étape de broyage.

Enregistrement de la densité optique du test ELI-
SA : Noter les résultats pour tous les puits de la 
plaque. Vérifier que les témoins positifs et négatifs 
sont conformes, car sinon les résultats de l’essai ne 
sont pas valides et l’essai devrait être répété.

  Il est recommandé d’employer un seuil négatif-positif 
de 2,5 fois la valeur des échantillons sains.

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 détec-
té sur aucun sous-échantillon), les résultats doivent être 
rapportés comme « non détecté ».
 Dans le cas d’un résultat positif, le rapport doit indi-
quer le nombre de sous-échantillons positifs sur le 
nombre total testé.

Assurance qualité 

Points critiques de contrôle (CCP)

•  La sensibilité peut être influencée par l’emploi de dif-
férents types de plaques.

•  La qualité des antisérums de différentes sources est 
connue pour être variable. Par conséquent assurez-
vous que les antisérums conviennent non seulement au 
diagnostic mais également à la détection des virus sur 
extraits de semences (étape 1.1).

•  Une farine fine améliorera la qualité de l’extraction. 
Pour cela, broyer les semences pendant 20 s à 10 000 tr/
min pour obtenir une farine fine. Noter que certains 
couteaux s’émoussent facilement et donc broient 
moins bien au cours du temps (étape 2.2). 

•  Les plaques de microtitration coatées perdront leur 
activité rapidement si elles sont laissées à sécher sur 
la paillasse pendant un certain temps. Par conséquent 
limiter le temps durant lequel les plaques restent vides 
sur la paillasse autant que possible (étape 2.6). 

•  L’utilisation de témoins positifs et négatifs appropriés 
est très importante pour valider le résultat. S’assurer 
que, indépendamment d’un témoin positif « élevé », il y 
a toujours un témoin positif « bas » dans chaque plaque 
(étape 2.8).

•  Pour l’ELISA des bruits de fonds élevés sont souvent 
provoqués par un mauvais lavage des plaques entre les 
différentes étapes d’incubation. Le lavage peut être fait 
à la main en utilisant du PBS/Tween™ 20 ou avec un 
dispositif de lavage. Le lavage complet des plaques est 
fortement critique dans plusieurs étapes (2.6, 3.2, 4.2) 
pour l’ELISA, en particulier après l’incubation avec 
l’antisérum conjugué (étape 4.2). 

Milieux et solutions
Tampon couche (pH 9,6)

Na2CO3 : 1,59 g/l
NaHCO3 : 2,93 g/l

Tampon d’extraction (0,05 M, pH 7,4)

NaCl : 8,0 g/l
KH2PO4 : 1,0 g/l
Na2HPO4 • 12H2O : 14,5 g/l
Ovalbumine (Grade II) : 2,0 g
Tween™ 20 : 10,0 ml
PVP (ELISA grade, p. ex. masse moléculaire 

10 000 Da) : 20,0 g

Tampon conjugué (0,05 M, pH 7,4)

NaCl : 8,0 g/l.
KH2PO4 : 1,0 g/l
Na2HPO4 • 12H2O : 14,5 g/l
Tween™ 20 : 0,5 ml
PVP (ELISA grade, p. ex. masse moléculaire 

10 000 Da) : 20,0 g
BSA (ELISA grade, p. ex. BSA fraction 5) : 5,0 g

Tampon substrat (pH 9,6) 

Diethanolamine : 97 ml
HCl (32 %) : 15 ml
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General methods
Grinding seeds: Grind each subsample of 100 seeds 

to give a fine flour. Be sure to use a grinder that can 
be cleaned thoroughly, since cross-contamination is 
likely during the grinding step.

Recording of ELISA extinction: Record the results for 
all wells in the microtitre plate. Check first whether the 
positive and negative controls meet the expectations, 
since otherwise the results of the test are invalid and 
the test must be repeated.

  It is recommended to use a negative-positive threshold 
of 2.5 times the background of healthy samples.

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.

Quality assurance
Critical control points (CCP)

•  Using different types of microtitre plates can influence 
sensitivity.

•  The quality of antisera from different sources is 
known to be variable. Therefore, be sure that the 
antisera are not only suitable for diagnostics but also 
for the detection of viruses in seed extracts (Step 1.1).

•  The use of fine flour will improve the efficacy 
of extraction. Therefore, grind seeds for 20 s at 
10 000 rpm. to get a fine flour. Note that some blades 
easily get blunt and therefore grind less efficiently 
with time (Step 2.2).

•  Coated microtitre plates will lose activity rapidly 
when they are left to dry on the bench for some time. 
Therefore, limit the time as much as possible that 
empty microtitre plates are left on the bench (Step 
2.6).

•  The use of appropriate positive and negative controls 
is very important to validate the result. Be sure that, 
apart from a ‘high’ positive control, there is always a 
‘low’ positive control in each plate (Step 2.8).

•  Poorly washed microtitre plates between the different 
incubation steps often cause high backgrounds in 
ELISA. Washing can be done by hand using PBS/
Tween™ 20 or with a washing device. Thoroughly 
washing microtitre plates is very critical in several 
steps (2.6, 3.2 and 4.2) in the ELISA, particularly 
after the incubation with the conjugated antiserum 
(Step 4.2).

Media and solutions
Coating buffer (pH 9.6)

Na2CO3: 1.59 g/l
NaHCO3: 2.93 g/l

Extraction buffer (0.05 M, pH 7.4)

NaCl: 8.0 g/l
KH2PO4: 1.0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14.5 g/l
Ovalbumine (Grade II): 2.0 g
Tween™ 20: 10.0 ml
PVP (ELISA grade, mol. wt. 10 000 Da): 20.0 g

Conjugate buffer (0.05 M, pH 7.4)

NaCl: 8.0 g/l
KH2PO4: 1.0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14.5 g/l
Tween™ 20: 0.5 ml
PVP (ELISA grade, mol. wt. 10 000 Da): 20.0 g
BSA (ELISA grade, e.g. BSA fraction 5): 5.0 g

Substrate buffer (pH 9.6)

Diethanolamine: 97 ml
HCl (32 %): 15 ml
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s Buffer de lavado PBS/Tween™ 20  
(0,05 M, pH 7,4)

NaCl: 8,0 g/l
KH2PO4: 1,0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14,5 g/l
Tween™ 20: 1,5 ml

Todos los buffers

Preparación

1. Pesar o medir todos los reactivos en un recipiente 
adecuado.

2. Disolver/mezclar los ireactivos y ajustar el volumen a 
1000 ml con agua destilada/desionizada.

3. Verificar el pH con el medidor de pH y ajustar si es 
necesario.

Almacenaje

Almacenar los buffers como se menciona más arriba a 
4 ±2 °C, durante no más de un mes desde supreparación.

Referencias
Clark, M. F. & Adams, A. N. (1977). Characteristics of the 

microplate method of enzyme linked immunosorbent 
assay for the detection of plant viruses. Journal of 
General Virology, 34, 475–483.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology, 68, 539–
543.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mosaic virus in infected pea seed: seed-group size and 
seed decortication. Agronomie, 7, 225–230.

Pataky, J. K., Block, C. C., Michener, P. M., Shepherd, 
L. M., McGee, D. C. & White, D. G. (2004). Ability 
of an ELISA-based seed health test to detect Erwinia 
stewartii in maize seed treated with fungicides and 
insecticides. Plant Disease, 88, 633–640.

Roberts, S. J., Phelps, K., Taylor, J. D. & Ridout, M. 
S. (1993). Design and interpretation of seed health 
assays. In Proceedings of the First ISTA Plant Disease 
Committee Symposium on Seed Health Testing, Ottawa, 
Canada (ed. J. W. Sheppard), pp. 115–125, Agriculture 
Canada, Ottawa, Canada.

Van Vuurde, J. W. L. & Maat, D. Z. (1985). Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and disperse-
dye immuno assay (DIA): comparison of simultaneous 
and separate incubation of samples and conjugate for 
the routine detection of lettuce mosaic virus and pea 
early-browning virus in seeds. Netherlands Journal of 
Plant Pathology, 91, 3–13.

Referencias de validación

ISTA (2009). Proposal for a new method for the detection 
of cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV), 
melon necrotic spot virus (MNSV) and squash 
mosaic virus (SqMV) in Cucurbits with DAS ELISA. 
Method Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.
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Waschpuffer PBS/Tween™ 20 (0.05 M, 
pH 7.4):

NaCl: 8,0 g/l
KH2PO4: 1,0 g/l
Na2HPO4 ∙ 12H2O: 14,5 g/l
Tween™ 20: 1,5 ml

Für alle Puffer

Herstellung

1.  Einwiegen bzw. -messen aller Komponenten in ein ge-
eignetes Gefäß.

2.  Auffüllen des Volumens auf 1000 ml mit destillier-
tem/deionisiertem Wasser und lösen oder mischen der 
Komponenten.

3.  Überprüfung des pH-Wertes mit einem pH-Meter.

Lagerung

Die Puffer können bei 4 ±2 °C für einen Monat gelagert 
werden.

Literaturquellen
Clark, M. F. & Adams, A. N. (1977). Characteristics of the 

microplate method of enzyme linked immunosorbent 
assay for the detection of plant viruses. Journal of 
General Virology, 34, 475–483.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology, 68, 539–
543.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mosaic virus in infected pea seed: seed-group size and 
seed decortication. Agronomie, 7, 225–230.

Pataky, J. K., Block, C. C., Michener, P. M., Shepherd, 
L. M., McGee, D. C. & White, D. G. (2004). Ability 
of an ELISA-based seed health test to detect Erwinia 
stewartii in maize seed treated with fungicides and 
insecticides. Plant Disease, 88, 633–640.

Roberts, S. J., Phelps, K., Taylor, J. D. & Ridout, M. 
S. (1993). Design and interpretation of seed health 
assays. In Proceedings of the First ISTA Plant Disease 
Committee Symposium on Seed Health Testing, Ottawa, 
Canada (ed. J. W. Sheppard), pp. 115–125, Agriculture 
Canada, Ottawa, Canada.

Van Vuurde, J. W. L. & Maat, D. Z. (1985). Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and disperse-
dye immuno assay (DIA): comparison of simultaneous 
and separate incubation of samples and conjugate for 
the routine detection of lettuce mosaic virus and pea 
early-browning virus in seeds. Netherlands Journal of 
Plant Pathology, 91, 3–13.

Validierungsstudien

ISTA (2009). Proposal for a new method for the detection 
of cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV), 
melon necrotic spot virus (MNSV) and squash 
mosaic virus (SqMV) in Cucurbits with DAS ELISA. 
Method Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.
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Tampon de lavage PBS/Tween™ 20 
(0,05 M, pH 7,4)

NaCl : 8,0 g/l
KH2PO4 : 1,0 g/l
Na2HPO4 • 12H2O : 14,5 g/l
Tween™ 20 : 1,5 ml

Tous les tampons

Préparation

1.  Peser ou mesurer tous les ingrédients dans un récipient 
approprié.

2.  Dissoudre ou mélanger les ingrédients et ajuster le vo-
lume à 1000 ml avec de l’eau distillée/désionisée.

3.  Vérifier le pH avec un pH-mètre et ajuster si nécessaire.

Stockage

Stocker les tampons comme mentionné ci-dessus à 
4 ±2 °C. Les utiliser dans le mois suivant la préparation.

Références
Clark, M. F. & Adams, A. N. (1977). Characteristics of the 

microplate method of enzyme linked immunosorbent 
assay for the detection of plant viruses. Journal of 
General Virology, 34, 475–483.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology, 68, 539–
543.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mosaic virus in infected pea seed: seed-group size and 
seed decortication. Agronomie, 7, 225–230.

Pataky, J. K., Block, C. C., Michener, P. M., Shepherd, 
L. M., McGee, D. C. & White, D. G. (2004). Ability 
of an ELISA-based seed health test to detect Erwinia 
stewartii in maize seed treated with fungicides and 
insecticides. Plant Disease, 88, 633–640.

Roberts, S. J., Phelps, K., Taylor, J. D. & Ridout, M. 
S. (1993). Design and interpretation of seed health 
assays. In Proceedings of the First ISTA Plant Disease 
Committee Symposium on Seed Health Testing, Ottawa, 
Canada (ed. J. W. Sheppard), pp. 115–125, Agriculture 
Canada, Ottawa, Canada.

Van Vuurde, J. W. L. & Maat, D. Z. (1985). Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and disperse-
dye immuno assay (DIA): comparison of simultaneous 
and separate incubation of samples and conjugate for 
the routine detection of lettuce mosaic virus and pea 
early-browning virus in seeds. Netherlands Journal of 
Plant Pathology, 91, 3–13.

Études de validation

ISTA (2009). Proposal for a new method for the detection 
of cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV), 
melon necrotic spot virus (MNSV) and squash 
mosaic virus (SqMV) in Cucurbits with DAS ELISA. 
Method Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.

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

Effective 1 January 20247-026-6

7‑
02

6:
 S

qu
as

h 
m

os
ai

c 
vi

ru
s,

 c
uc

um
be

r g
re

en
 m

ot
tle

 m
os

ai
c 

vi
ru

s 
an

d 
m

el
on

 n
ec

ro
tic

 s
po

t v
iru

s 
in

 c
uc

ur
bi

ts

Washing buffer PBS/Tween™ 20 (0.05 M, 
pH 7.4)

NaCl: 8.0 g/l
KH2PO4: 1.0 g/l
Na2HPO4 · 12H2O: 14.5 g/l
Tween™ 20: 1.5 ml

All buffers

Preparation

1.  Weigh or measure out all ingredients into a suitable 
container.

2.  Dissolve/mix ingredients and adjust volume to 
1000 ml with distilled/deionised water.

3.  Check the pH with a pH meter and adjust if necessary.

Storage

Store buffers as mentioned above at 4 ±2 °C. Use them 
within a month after preparation.
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Clark, M. F. & Adams, A. N. (1977). Characteristics of the 

microplate method of enzyme linked immunosorbent 
assay for the detection of plant viruses. Journal of 
General Virology, 34, 475–483.
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for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology, 68, 539–
543.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mosaic virus in infected pea seed: seed-group size and 
seed decortication. Agronomie, 7, 225–230.

Pataky, J. K., Block, C. C., Michener, P. M., Shepherd, 
L. M., McGee, D. C. & White, D. G. (2004). Ability 
of an ELISA-based seed health test to detect Erwinia 
stewartii in maize seed treated with fungicides and 
insecticides. Plant Disease, 88, 633–640.

Roberts, S. J., Phelps, K., Taylor, J. D. & Ridout, M. 
S. (1993). Design and interpretation of seed health 
assays. In Proceedings of the First ISTA Plant Disease 
Committee Symposium on Seed Health Testing, Ottawa, 
Canada (ed. J. W. Sheppard), pp. 115–125, Agriculture 
Canada, Ottawa, Canada.

Van Vuurde, J. W. L. & Maat, D. Z. (1985). Enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) and disperse-
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and separate incubation of samples and conjugate for 
the routine detection of lettuce mosaic virus and pea 
early-browning virus in seeds. Netherlands Journal of 
Plant Pathology, 91, 3–13.
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Método de crecimiento para confirmación del virus del 
mosaico de calabaza (squash mosaic virus)

Hospedante: Cucurbitáceas 
Patógeno: Virus del mosaico de calabaza (SqMV = 

Squash mosaic virus)

Autores: Lybeert, H.1, Cucuzza, J.2 y Politikou, L.3

 1HM Clause S.A., rue Louis Saillant, BP 83, 26802 
Portes-lès-Valences CEDEX, France

 E-mail: hubert.lybeert@hmclause.com
 2Monsanto Vegetable Seeds, 37437 State Highway 16, 

Woodland, CA, USA
 E-mail: jim.cucuzza@monsanto.com 
 3ISF, 7 chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Antecedentes
El método 7-026 para Sanidad de Semillas de ISTA, brin-
da la posibilidad de detectar simultáneamente los virus 
SqMV, MNSV y CGMMV en semillas de Cucurbitáceas 
a partir de un único extracto de semilla con el ensayo 
DAS-ELISA. Sin embargo, la transmisión del virus SqMV 
de la semilla a la plántula se debe sólo a la infección em-
brionaria, a pesar de su posible ubicación en la cubierta 
seminal y en la membrana ubicada entre ésta y la semilla 
(Álvarez and Campbell, 1984). El ensayo DAS-ELISA de-
tecta partículas infecciosas y no infecciosas del virus en la 
muestra analizada y puede conducir a un resultado falso 
positivo (Nolan and Campbell, 1984; Maury et al., 1987; 
Koenraadt and Rameeus, 2009) y a una sobreestimación 
de la tasa de transmisión del virus en la muestra. Por lo 
tanto, el ensayo DAS-ELISA puede servir sólo como un 
análisis previo (Hamilton and Nichols, 1978) de lotes de 
semillas portadoras de SqMV y sus resultados positivos 
pueden confirmarse posteriormente mediante el método de 
crecimiento con semillas del mismo lote.

Las semillas de un lote positivo para SqMV, previa-
mente seleccionado por el ensayo DAS-ELISA, se siem-
bran en un sustrato adecuado y se cultivan en condiciones 
de invernadero definidas hasta que las plantas alcanzan la 
etapa de crecimiento de 3–4 hojas verdaderas (Powel and 
Shlegel, 1070; Alvarez and Campbell, 1978; Nolan and 
Campbell, 1984). Los síntomas son comparados con los 
síntomas desarrollados en las plantas controles, inoculadas 
artificialmente siguiendo el método de inoculación descrito 
por Alvarez and Campbell (1978). El tejido de las plantas 
que muestran síntomas típicos y atípicos de SqMV se reco-
lecta individualmente y se analiza mediante DAS-ELISA 
para la confirmación de los síntomas visuales. Si no apa-
recen síntomas típicos o atípicos, o si no se confirma que 
son causados por el SqMV en el ensayo de DAS-ELISA, 

se recoge el tejido vegetal de las plantas asintomáticas y 
se analizan en grupos mediante el ensayo de DAS-ELI-
SA para determinar la presencia o ausencia de SqMV. Esto 
se hace porque los análisis preliminares mostraron que el 
SqMV se puede transmitir a las plantas sin expresar nin-
gún síntoma (H. Lybeert, comunicación personal). 

El método de crecimiento fue derivado de un estudio 
de validación entre cuatro laboratorios, organizado por In-
ternational Seed Health Initiative for Vegetable Crops, ISF 
(ISHI-Veg). En este estudio se evaluó semilla de melón, 
pero pueden evaluarse cucurbitáceas en general. Sin em-
brago, el ensayo ELISA de confirmación en muestras de 
tejido de planta debe ser evaluado y verificado para todas 
las plantas de cucurbitáceas que están siendo evaluadas por 
el método de crecimiento antes de aceptar los resultados.

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 reco-
mendado de la muestra es de 2000 semillas.

Materiales
Hojas de melón deshidratadas e infectadas con 

SqMV: Aproximadamente 1 g de peso fresco (equiva-
lente), para la preparación del inóculo de SqMV. Se usa 
melón para el inóculo de SqMV porque la concentra-
ción del virus es más alta y más consistente en melón 
que en otras cucurbitáceas.

Semillas de cucurbitácea verificadas como libres de 
SqMV: Para producir plantas sanas; una parte se usa-
rá como control Negativo y la otra parte se inoculará 
mecánicamente para ser usada como control Positivo. 
Las especies de cucurbitáceas usadas para los controles 
deben coincidir con las especies de cucurbitáceas a ser 
evaluadas por el método de crecimiento.

Invernadero: adecuado para mantener una temperatura 
de 16–35 °C

Instalación a prueba de insectos: si no es posible, se re-
quiere monitoreo de insectos

Bandejas plásticas para siembra
Sustrato para almácigo y vermiculita
Carborundo (Carburo de Silicio) en polvo: ej. polvo 

silíceo de 320 de malla, Fisher Scientific o equivalente
Guantes de latex, dedales de latex
Escarpelo, sacabocado, pinzas

Gültig ab 1. Januar 2024

Internationale Vorschriften für die Prüfung von Saatgut Validierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut
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Auswuchs‑Bestätigung bei squash mosaic virus

Wirtspflanze: Kürbisgewächse 
Krankheitserreger: Squash mosaic virus (SqMV)

Autoren: Lybeert, H.1, Cucuzza, J.2 & Politikou, L.3

 1HM Clause S.A., rue Louis Saillant, BP 83, 26802 
Portes-lès-Valences CEDEX, Frankreich 
E-mail: hubert.lybeert@hmclause.com

 2Monsanto Vegetable Seeds, 37437 State Highway 16, 
Woodland, CA, USA 
E-mail: jim.cucuzza@monsanto.com 

 3ISF, 7 chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Schweiz 
E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com 

Hintergrund
Die Saatgut-Gesundheitsmethode 7-026 bietet die Mög-
lichkeit des parallelen Nachweises von Squash mosaic 
virus (SqMV), melon necrotic spot virus (MNSV) und 
cumber green mottle mosaic virus (CGMMV) an Kürbis-
samen aus einem Einzelsamenextrakt mit einem DAS-
ELISA-Test. Die SqMV Virusübertragung vom Samen 
auf den Sämling ist nur eine Embryoneninfektion trotz 
seiner möglichen Lokalisierung in der Samenhülle und 
Zwischenschicht (Alvarez & Campbell, 1978; Nolan & 
Campbell, 1984). Der DAS-ELISA weist infektiöse und 
nicht-infektiöse Viruspartikel in einer Untersuchungsprobe 
nach und kann damit zu falsch-positiven Ergebnissen füh-
ren (Nolan & Campbell 1984; Maury et al., 1987; Koen-
raadt & Remeeus, 2009) und damit in einer Überschätzung 
der Virusübertragungsrate in der Untersuchungsprobe füh-
ren. Deswegen kann der DAS-ELISA-Test 7-026 als Vor-
screening-Methode genutzt werden (Hamilton & Nichols, 
1978) für Saatgutpartien, die SqMV tragen. Die positiven 
Ergebnisse können durch einen Auswuchstest mit Samen 
der gleichen Saatgutpartie bestätigt werden. 

Samen, aus einer DAS-ELISA vorgeprüften SqMV-po-
sitiven Saatgutpartie werden in ein geeignetes Substrat aus-
gesät und wachsen unter definierten Gewächshausbedin-
gungen bis zum 3–4-Blattstadium (Powell & Shlegel 1970; 
Alvarez & Campbell, 1978; Nolan & Campbell, 1984). Die 
Symptome werden verglichen mit Symptomen, die sich an 
Kontrollpflanzen nach mechanischer Inokulation entwi-
ckeln, inokuliert nach der von Alvarez & Campbell (1978) 
beschriebenen Inokulationsmethode. Pflanzengewebe 
mit typischen und atypischen SqMV Symptomen wer-
den separat gesammelt; mittels DAS-ELISA Test erfolgt 
die Bestätigung der beobachteten Symptome. Wenn kei-
ne typischen/atypischen Symptome erscheinen oder diese 
nicht im DAS-ELISA Test als SqMV-verursacht, bestätigt 
werden, werden Pflanzengewebe symptomloser Pflanzen 
gesammelt und als Mischprobe im DAS-ELISA auf Ab-
wesenheit bzw. Anwesenheit von SqMV untersucht. Dies 

wird durchgeführt, weil vorangegangene Untersuchungen 
zeigten, dass SqMV auf Pflanzen übertragen werden kann 
ohne Symptome zu verursachen (H. Lybeert, pers. Mitt.).

Die Auswuchs-Untersuchungsmethode entwickelte 
sich aus einer Peer-Validierungsstudie zwischen vier La-
boren, die von der International Seed Health Initiative for 
Vegetables, ISF (ISHI-Veg) organisiert wurde. In dieser 
Studie wurden Melonensamen untersucht, es können aber 
alle Kürbisgewächse untersucht werden. Die ELISA Be-
stätigung für Pflanzengewebeproben muss nun evaluiert 
und verifiziert werden für verschiedene Kürbisgewächse, 
die in der Auswuchs-Untersuchungsmethode untersucht 
werden, bevor diese Ergebnisse anerkannt werden.

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 
empfohlene Mindestprobengröße beträgt 2000 Samen. 

Material
SqMV infizierte und getrocknete Melonenblätter: Ca. 

1 g Frischmasse (zur Herstellung des SqMV Inoku-
lums). Melone wird als SqMV Inokulum verwendet, 
da sie im Vergleich zu anderen Gurkengewächsen den 
höchsten und konsistentesten Virustiter aufweist.

Bekannte SqMV-freie Kürbisgewächssamen: Zur 
Anzucht gesunder Pflanzen; ein Teil wird als Nega-
tiv-Kontrolle verwendet und der andere Teil wird me-
chanisch inokuliert als Positiv-Kontrolle. Die Spezies 
der Kürbisgewächskontrollen müssen zu den Kürbis-
gewächsspezies passen, die untersucht werden sollen.

Gewächshaus: einstellbar auf Temperaturen von 
16–35 °C

Insektensichere Einrichtung: Falls nicht verfügbar, ist 
ein Monitoring der Insekten erforderlich.

Plastik-Pflanzschalen
Topferde und Vermiculit
Carborund-Puder: z. B. 320 Puder, Fischer Scientific 

oder vergleichbares Abrasiv
Latexhandschuhe, Latexfingerschutz
Skalpell, Korkbohrer, Pinzetten
Alkalische Seife oder Vergleichbares: zur Desinfektion 

von Oberflächen, Geräten usw.
Waage: geeignet zur Einwaage auf zwei Kommastellen 
Plastik-Extraktionsbeutel: z. B. Art.-Nr. 430100, 

BioReba, Schweiz

Effectives 1er janvier 2024
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Méthode grow-out de confirmation pour « squash 
mosaic virus »

Hôte : Cucurbitacées
Pathogène : Squash mosaic virus (SqMV)

Auteurs : Lybeert, H.1, Cucuzza, J.2 & Politikou, L.3

 1HM Clause S.A., rue Louis Saillant, BP 83, 26802 
Portes-lès-Valences CEDEX, France

 Courriel : hubert.lybeert@hmclause.com
 2Monsanto Vegetable Seeds, 37437 State Highway 16, 

Woodland, CA, USA
 Courriel : jim.cucuzza@monsanto.com 
 3ISF, 7 chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
 Courriel : liana.politikou@ufs-asso.com 

Historique
La méthode ISTA 7-026 pages 1–8 donne la possibilité 
de détecter simultanément le « squash mosaic virus » 
(SqMV), le « melon necrotic spot virus » (MNSV) et le 
« cucumber green mottle mosaic virus » (CGMMV) sur 
semences de cucurbitacées à partir d’un seul extrait de 
semences avec le test ELISA. Cependant, la transmis-
sion du SqMV de la semence à la plantule est due seule-
ment à l’infection de l’embryon malgré sa possible loca-
lisation dans les téguments et couches internes (Alvarez 
& Campbell, 1978 ; Nolan & Campbell, 1984). Le test 
DAS-ELISA détecte les particules virales infectieuses et 
non infectieuses dans un échantillon et peut conduire à un 
résultat faux positif (Nolan & Campbell 1984 ; Maury et 
al., 1987 ; Koenraadt & Remeeus, 2009) et à une suresti-
mation du taux de transmission dans l’échantillon. Donc, 
le test DAS-ELISA 7-026-1 à 7-026-8 peut servir d’étape 
de prescreening (Hamilton & Nichols, 1978) pour les lots 
porteurs de SqMV, et le résultat positif peut être confirmé 
ensuite par un test grow-out sur les semences provenant 
du même lot.

Les semences provenant d’un lot trouvé positif SqMV 
en prescreening par DAS-ELISA, sont semées dans un 
substrat adéquat et incubées en serre dans des condi-
tions définies, jusqu’à l’obtention de plantes au stade 3–4 
feuilles vraies (Powell & Shlegel 1970 ; Alvarez & Camp-
bell, 1978 ; Nolan & Campbell, 1984). Les symptômes 
sont comparés aux symptômes obtenus à partir de plantes 
témoins inoculées artificiellement selon la méthode d’ino-
culation décrite par Alvarez & Campbell (1978). Les tissus 
des plantes montrant des symptômes typiques et atypiques 
de SqMV sont collectés individuellement et testés par 
DAS-ELISA pour la confirmation des symptômes visuels. 
Si aucun symptôme typique ou atypique n’apparaît ou s’ils 
ne sont pas confirmés comme étant dus à SqMV par le test 
DAS-ELISA, les tissus des plantes asymptomatiques sont 

collectés et testés par DAS-ELISA en pools pour la pré-
sence ou l’absence de SqMV. Cela est réalisé car des tests 
préliminaires ont montré que SqMV peut être transmis à 
la plante sans expression de symptômes (H. Lybeert, com-
munication personnelle).

Le test grow-out est issu d’une peer validation, entre 
quatre laboratoires, organisée par l’International Seed 
Health Initiative for Vegetables, ISF (ISHI-Veg). Dans 
cette étude, des semences de melon ont été testées mais les 
cucurbitacées en général peuvent être testées. Cependant, 
la confirmation par ELISA sur échantillon tissu végétal 
devrait être testée et vérifiée pour les différentes cucurbi-
tacées à tester par grow-out avant de valider les résultats.

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 recommandée de l’échantillon est de 2000 semences.

Matériel
Feuilles de melon infectées par SqMV et déshydra-

tées : environ 1 g de poids frais (équivalent)(pour la 
préparation de l’inoculum de SqMV). Le melon est 
utilisé pour l’inoculum de SqMV car le niveau de virus 
est plus élevé et plus constant dans le melon que dans 
les autres cucurbitacées.

Semences saines (connues exemptes de SqMV) : pour 
la culture de plantes saines ; une partie sera utilisée en 
tant que témoin négatif et l’autre partie sera inoculée ar-
tificiellement pour servir de témoin positif. Les espèces 
de cucurbitacées utilisées comme témoins doivent cor-
respondre aux espèces analysées en grow-out.

Serre : capable de maintenir une température de 16–35 °C
Installation résistante aux insectes: si non disponible, 

une surveillance des insectes est requise.
Bacs de semis en plastique
Terreau et vermiculite
Poudre de Carborundum : p. ex. particules de 320, Fi-

scher Scientific ou équivalent
Gants latex, protège-doigts latex
Scalpel, emporte-pièce, pinces
Savon alcalin ou équivalent : pour la désinfection des 

surfaces de travail et équipements etc.
Balance : capable de peser à 0,01 g
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Grow-out confirmation method for squash mosaic virus 

Host: Cucurbits 
Pathogen: Squash mosaic virus (SqMV)

Authors: Lybeert, H.1, Cucuzza, J.2 & Politikou, L.3

 1HM Clause S.A., rue Louis Saillant, BP 83, 26802 
Portes-lès-Valences CEDEX, France

 E-mail: hubert.lybeert@hmclause.com
 2Monsanto Vegetable Seeds, 37437 State Highway 

16, Woodland, CA, USA
 E-mail: jim.cucuzza@monsanto.com 
 3ISF, 7 chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Background
The ISTA Seed Health Method 7-026 provides the 
possibility of simultaneous detection of squash mosaic 
virus (SqMV), melon necrotic spot virus (MNSV) and 
cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV) on 
seed of cucurbits from a single seed extract with a DAS-
ELISA test. However, the SqMV transmission from 
seed to seedling is only due to the embryonic infection 
despite its possible location in the seed coat and papery 
layer (Alvarez & Campbell, 1978; Nolan & Campbell, 
1984). The DAS-ELISA test detects both infectious and 
non infectious virus particles in a test sample and it can 
lead to a false positive result (Nolan & Campbell 1984; 
Maury et al., 1987; Koenraadt & Remeeus, 2009) and to 
an overestimation of the virus transmission rate in the 
sample. Therefore, the DAS-ELISA test can serve as a 
pre-screening step (Hamilton & Nichols, 1978) of seed 
lots carrying SqMV, and its positive results can be further 
confirmed by a grow-out test with seeds from the same 
lot. 

Seeds, from a DAS-ELISA pre-screened SqMV-
positive lot, are sown in a suitable substrate and are grown 
under defined greenhouse conditions until plants reach 
the growth stage of 3–4 true leaves (Powell & Shlegel 
1970; Alvarez & Campbell, 1978; Nolan & Campbell, 
1984). Symptoms are compared to symptoms developed 
on mechanically inoculated control plants following the 
inoculation method described by Alvarez & Campbell 
(1978). Tissue of plants showing typical and atypical 
SqMV symptoms is collected individually and tested 
by DAS-ELISA for confirmation of visual symptoms. If 
no typical/atypical symptoms appear, or if they are not 
confirmed caused by SqMV in the DAS-ELISA test, plant 
tissue of symptom-free plants is collected and tested in 
pools by DAS-ELISA test for the presence or absence of 
SqMV. This is done because preliminary tests showed that 
the SqMV can be transmitted to plants without expressing 
any symptoms (H. Lybeert, personal communication). 

The grow-out test method was derived from a peer 
validation study between four laboratories organized by 
the International Seed Health Initiative for Vegetables, 
ISF (ISHI-Veg). In that study, melon seed was evaluated, 
but in general cucurbits can be evaluated. However, the 
ELISA confirmation test on plant tissue samples should 
be evaluated and verified for the various cucurbits being 
evaluated in the grow-out test before the results are 
accepted. 

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 recommended sample size is 
2000 seeds.

Materials
SqMV-infected and dehydrated melon leaves: Approx. 

1 gfresh weight (equivalent)(for preparation of SqMV 
inoculum). Melon is used for SqMV inoculum because 
the titre of the virus is highest and more consistent in 
melon than in other cucurbits.

Known SqMV-free cucurbit seeds: For growing 
healthy plants; one part will be used as the negative 
control and the other part will be mechanically 
inoculated to be used as the positive control. The 
species of cucurbit controls must match the species of 
cucurbit being evaluated in the grow-out test.

Greenhouse: capable of maintaining a temperature of 
16–35 °C

Insect-proof installation: If not available, monitoring 
of insects is required.

Plastic planting trays
Potting soil and vermiculite
Carborundum powder: e.g. 320 mesh grit powder, 

Fischer Scientific or equivalent
Latex gloves, latex finger cots
Scalpel, cork borer, forceps
Alkaline soap or equivalent: for disinfection of 

surfaces, equipment etc.
Balance: capable of weighing to the nearest 0.01 g
Plastic extraction bags: e.g. Art. No. 430100 from 

BioReba, Switzerland
Grinder for plant tissue samples: e.g. hand tissue 

homogenizer

For the DAS-ELISA test, materials specified on page 
7-026-03 regarding SqMV must be used.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-026
Sample size description revised for consistency across methods.
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s Jabón alcalino o equivalente: para la desinfección de su-
perficies, equipos, etc.

Balanza: adecuada para pesar con aproximación a 0,01 g
Bolsas plásticas de extracción: ej. Art. N° 430100 de 

Bioreba, Suiza
Mortero para muestras de tejido vegetal: ej. homoge-

neizador manual de tejido

Para el análisis DAS-ELISA, se debe usar material especi-
ficado en la página 7-026-03 relacionado a SqMV.

Preparación de la muestra
Esto se puede realizar antes de realizar el ensayo.

Es importante evitar toda posibilidad de contaminación 
cruzada entre muestras de semillas. Por lo tanto, es esen-
cial desinfectar todos los equipos, superficies, envases, 
manos, etc. antes y después de manipular cada muestra. 
Esto puede lograrse limpiando los equipos y manos en-
guantadas con jabón alcalino o equivalente y luego enjua-
gar con agua para remover los residuos.
1.  Contar el número de semillas de un peso conocido. 

Estimar el Peso de Mil Semillas (PMS) como sigue:
  PMS = (peso de las semillas / número de semillas)  

× 1000
2.  Basado en el PMS, pesar las muestras del tamaño re-

querido en envases nuevos y limpios.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.  Invernadero para el método de crecimiento
1.1  Siembra de la semilla e incubación en invernadero
1.1.1  Limpiar y desinfectar minuciosamente todas las 

bandejas que serán utilizadas en la siembra.
1.1.2  Llenar las bandejas con sustrato para almácigo bien 

humedecido y hacer hoyos de aproximadamente   
2 cm de profundidad en cada bandeja utilizando 
una plantilla de siembra o equivalente.

1.1.3  Sembrar en bandeja separada aproximadamente 
10 semillas de la muestra verificada libre de SqMV. 
Las plantas obtenidas serán usadas como Control 
Negativo (PCC).

1.1.4  En otra bandeja sembrar aproximadamente 10 se-
millas de la muestra verificada libre de SqMV. Las 
plantas obtenidas serán inoculadas mecánicamente 
y servirán como Control Positivo (PCC).

1.1.5  Continuar sembrando en el resto de las bandejas las 
semillas de la muestra a evaluar (PCC).

1.1.6  Cubrir las semillas en todas las bandejas con una 
delgada capa de vermiculita y ubicar las bandejas, 
manteniendo un espacio adecuado entre una y otra, 
en un invernadero con instalación a prueba de in-
sectos (PCC).

1.1.7  Mantener la temperatura del invernadero entre 24–
35 °C durante el día y entre 16–22 °C durante la 
noche hasta la emergencia de las plántulas (PCC).

1.1.8  Desde la emergencia de las plántulas hasta la eva-
luación final, mantener la temperatura del inverna-
dero entre los 24–35 °C (PCC).

1.2  Inoculación mecánica de plantas control positivo
1.2.1  Cuando empieza a emerger la primera hoja verda-

dera de cada planta (aproximadamente 10 días des-
pués de la siembra), preparar el inóculo del virus e 
inocular con él, mecánicamente, las plantas (PCC).

1.2.2  Moler las hojas de melón deshidratadas infectadas 
con SqMV (aproximadamente 1 g de peso fresco) 
en 4 ml de buffer de extracción de virus, usando un 
mortero y un pilón.

1.2.3  Agregar 0,075 g de carburo de silicio en polvo y 
mezclar bien.

1.2.4  Poner una gota de inóculo del virus en la superficie 
de los cotiledones y 1ª hoja de cada planta emergida 
y frotar con los dedos usando guantes de latex y/o 
dedales de latex. Aplicar presión suave, de modo de 
no dañar el tejido de la hoja.

1.2.5  Enjuagar las plantas con agua potable 5 min des-
pués de la inoculación y continuar con su incuba-
ción en el invernadero con el resto de las plantas 
hasta la evaluación final. 

1.3  Síntomas de SqMV y toma de muestras de tejido de 
planta para el ensayo de DAS-ELISA. (PCC)

1.3.1  Monitorear todas las plantas en el invernadero cada 
3–5 días hasta la emergencia, sin manipularlas 
(PCC).

1.3.2  Cuando la mayoría de las plantas alcancen el esta-
do de 3–4 hojas verdaderas (aproximadamente 18–
24 días después de la siembra), inspeccionar para 
los síntomas típicos y atípicos de SqMV en las ho-
jas, comparando con las plantas Control Negativo 
y Positivo (PCC). Los síntomas típicos de SqMV 
son el mosaico sistémico o el bandeado de nerva-
duras en las hojas y algunas veces la deformación 
de la hoja (ICTVdB Management, 2006) (Fig. 1). 
Los síntomas atípicos de SqMV son decoloración 
y desarrollo de manchas en las hojas (Lecoq et al., 
1998).

1.3.3  Si se presentan los síntomas típicos de SqMV, con-
tar el número de plantas con cada tipo de síntomas 
(opcional).

1.3.4  Continuar colectando las muestras de tejido foliar 
para el ensayo de DAS-ELISA como sigue: Empe-
zar muestreando las plantas del Control Negativo, 
continuar con las plantas a evaluar y al final mues-
trear las plantas del Control Positivo (PCC).

1.3.5  De las plantas control negativo, cortar con un sa-
cabocados un trozo de tejido foliar de una de las 
hojas más nuevas de cada planta. Juntar todos los 
trozos en una bolsa plástica de extracción (ej. Art. 
N° 4300100 de Bioreba, Suiza) (10 trozos de tejido 
foliar en una bolsa).

7-026-8 Gültig ab 1. Januar 2024
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Vermahlung für Pflanzengewebe:   
z. B. Handhomogenisator

Für den DAS-ELISA Test müssen Materialien wie ausge-
führt auf Seite 7-026-03 für SqMV verwendet werden.

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 alkalischer Seife oder 
vergleichbarem und dem nachfolgendem Abspülen mit 
Wasser um Rückstände zu entfernen, erfolgen.
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 einwiegen.

Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1. Wachstumstest im Gewächshaus
1.1 Aussaat und Inkubation im Gewächshaus
1.1.1  Gründliche Reinigung und Desinfektion aller zu 

verwendenden Pflanzschalen.
1.1.2  Befüllung der Pflanzschalen mit gut gewässer-

ter Topferde und Vorbereitung eines 2 cm tiefen 
Pflanzloches in jedem Gefäß mit einem Pflanzholz 
oder vergleichbarem Gegenstand.

1.1.3  Aussaat von ungefähr 10 Samen einer bekannten 
SqMV-freien Probe in einer eigenen Pflanzschale. 
Diese Pflanzen werden als Negativkontrolle ver-
wendet (KKP).

1.1.4  In einer weiteren Pflanzschale ungefähr 10 Samen 
einer bekannten SqMV-freien Probe aussäen. Diese 
Pflanzen werden mechanisch inokuliert und dienen 
als positive Kontrollpflanzen (KKP).

1.1.5  Aussaat der Samen aus den zu untersuchenden Pro-
ben in weitere Pflanzschalen (KKP).

1.1.6  Bedeckung der Samen in allen Pflanzschalen mit 
einer dünnen Schicht Vermiculit und Aufstellen 
der Schalen bei ausreichend Abstand zueinander in 
einem Gewächshaus mit einer insektenfreien Ein-
richtung (KKP)

1.1.7  Einstellung des Gewächshauses auf 24–35 °C Ta-
gestemperatur und 16–22 °C Nachttemperatur bis 
zum Auflauf der Sämlinge (KKP).

1.1.8  Vom Auflaufen der Sämlinge bis zu deren Beurtei-
lung sollen die Temperaturen bei 24–35 °C liegen 
(KKP).

1.2  Mechanische Inokulation der Positiv-Kontrollpflanzen
1.2.1  Wenn das erste echte Laubblatt der Pflanzen aus-

treibt (ca. 10 Tage nach Aussaat) erfolgt die Vor-
bereitung des Virusinokulums wie nachfolgend 
beschrieben und die mechanische Inokulation der 
Pflanzen damit (KKP).

1.2.2  Vermahlen der getrockneten SqMV-infizierten 
Melonenblätter (ca. 1 g Frischgewicht) in 4 ml Vi-
rus-Extraktionspuffer in einem Mörser mit Pistill.

1.2.3  Zugabe von 0,075 g Carborund-Pulver und gut 
vermischen.

1.2.4  Auf die Oberfläche von beiden Kotyledonen und 
dem ersten Laubblatt jeder aufgelaufenen Pflan-
ze einen Tropfen, ggf. mehrere Tropfen Virusino-
kulum geben und mit den Fingern (Handschuhe 
tragen) verreiben. Es ist ausreichend Inokulum zu 
verwenden, damit die gesamte Oberfläche befeuch-
tet werden kann. Der beim Verreiben aufgewandte 
Druck darf das Blattgewebe nicht beschädigen.

1.2.5  Abspülen der Pflanzen mit Leitungswasser inner-
halb von 5 min nach Beendigung der Inokulation 
und weitere Inkubation im Gewächshaus bis zur 
finalen Beurteilung.

1.3  SqMV-Symptome und Probenahme von Pflanzenge-
webeproben für die Untersuchung mit DAS-ELISA 
(KKP)

1.3.1  Beobachtung der Pflanzen im Gewächshaus alle 
3–5 Tage bis zum Auftreten der Symptome ohne 
die Pflanzen zu berühren (KKP).

1.3.2  Wenn die Mehrzahl der Pflanzen im 3–4-Blattsta-
dium ist (ca. 18–24 Tage nach Aussaat) erfolgt die 
Untersuchung auf typische und atypische SqMV 
Symptome auf den Blättern im Vergleich zu Po-
sitiv- und Negativ-Kontrollen (KKP). Typische 
SqMV Symptome sind systemische Mosaike oder 
Adernaufhellungen und in einigen Fällen Blattde-
formationen (ICTVdB Management, 2006)(Abb. 
1). Atypische Symptome sind Verfärbungen der 
Blätter und sich auf den Blättern entwickelnde 
Punkte (Lecoq et al., 1998).

1.3.3  Wenn typische oder atypische SqMV Symptome 
auftreten, werden die Anzahl der Pflanzen mit den 
jeweiligen Symptomen gezählt (optional).

1.3.4  Probenahme von Pflanzengewebeproben für den 
DAS-ELISA Test wie folgt: Beginn der Probenah-
me von Pflanzengewebeproben von Pflanzen der 
Negativ-Kontrolle, gefolgt von Pflanzen der zu 
evaluierenden Proben, zum Schluss die Pflanzen 
der Positivkontrolle (KKP).

1.3.5  Für die Pflanzen der Negativkontrolle: Ausstan-
zen eines Blattgewebestückes von einem jüngeren 
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Sacs plastiques d’extraction : p. ex. Art. No. 430100 de 
BioReba, Switzerland

Broyeur pour les échantillons de tissus : p. ex. broyeur 
à main

Pour le test DAS-ELISA, le matériel spécifié à la page 
7-026-03 concernant le SqMV peut être utilisé.

Préparation de l’échantillon
La préparation peut être faite à l’avance.

Il est vital d’exclure toute possibilité de contamination 
croisée entre les échantillons. Il est donc essentiel de dé-
sinfecter tous les équipements, les surfaces, les récipients, 
les mains, etc. à la fois avant et après la manipulation de 
chaque échantillon. Cela peut être réalisé en frottant ou 
pulvérisant les équipements et les mains gantées avec du 
savon alcalin ou équivalent suivi d’un rinçage à l’eau pour 
éliminer les résidus.
1.  Compter le nombre de semences pour un poids connu. 

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

2.  En se basant sur la MMS estimée, peser les échantil-
lons de la taille requise dans de nouveaux sacs en plas-
tique ou récipients propres.

Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

1.  Grow-out en serre
1.1  Semis et incubation en serre
1.1.1  Nettoyer et désinfecter minutieusement tous les 

bacs de semis utilisés.
1.1.2  Remplir les bacs de semis avec du terreau suffisam-

ment humidifié et faire des trous d’à peu près 2 cm 
de profondeur avec un plantoir ou équivalent.

1.1.3  Semer environ 10 semences de l’échantillon sain 
dans un bac de semis séparé. Les plantes obtenues 
seront utilisées comme témoin négatif (CCP)

1.1.4  Dans un autre bac de semis, semer environ 10 se-
mences de l’échantillon sain. Les plantes obtenues 
seront inoculées artificiellement et serviront de 
t émoin positif (CCP).

1.1.5  Continuer en semant les semences de l’échantillon 
à analyser dans les bacs de semis restants (CCP).

1.1.6  Couvrir les semences de tous les bacs avec une fine 
couche de vermiculite et placer les bacs en serre 
insect-proof, en gardant un espace adéquat les uns 
entre les autres (CCP).

1.1.7  Maintenir la température de la serre à 24–35 °C 
pendant la journée et 16–22 °C pendant la nuit 
jusqu’à l’émergence des plantules (CCP).

1.1.8  A partir de l’émergence des plantules et jusqu’à la 
lecture finale maintenir la température de la serre à 
24–35 °C (CCP).

1.2  Contamination artificielle du témoin positif plantes
1.2.1  Lorsque la première feuille vraie de chaque plante 

commence à sortir, (environ 10 jours après le se-
mis) préparer l’inoculum de virus comme indiqué 
ci-dessous et inoculer les plantes avec celui-ci 
(CCP).

1.2.2  Broyer les feuilles de melon contaminées par 
SqMV et déshydratées (env. 1 g de poids frais) dans 
4 ml de tampon d’extraction à l’aide d’un mortier.

1.2.3  Ajouter 0,075 g de poudre de carborundum et bien 
mélanger.

1.2.4  Déposer une (des) goutte(s) d’inoculum à la surface 
des deux cotylédons et de la 1ère feuille de chaque 
plantule et frotter avec les doigts en utilisant des 
gants latex et/ou des protège-doigts latex. Utiliser 
suffisamment de liquide pour que toute la surface 
de la zone soit mouillée. Exercer une légère pres-
sion, pour que la feuille ne soit pas endommagée.

1.2.5  Rincer les plantes avec de l’eau du robinet dans les 
5 min après l’inoculation et poursuivre l’incubation 
à la serre avec le reste des plantes jusqu’à la lecture 
finale.

1.3  Symptômes de SqMV et collecte des échantillons de 
plantes pour le test DAS-ELISA (CCP)

1.3.1  Surveiller les plantes dans la serre tous les 3–5 
jours jusqu’à l’émergence sans manutention (CCP).

1.3.2  Quand la majorité des plantes a atteint le stade 3–4 
feuilles vraies (environ 18–24 jours après le semis) 
rechercher les symptômes typiques et atypiques 
de SqMV sur les feuilles en comparaison avec les 
témoins positif et négatif (CCP). Les symptômes 
typiques de SqMV sont des mosaïques systémiques 
ou du ‘vein banding’ avec parfois des déformations 
foliaires (ICTVdB Management, 2006)(Fig. 1). Les 
symptômes atypiques sont des décolorations des 
feuilles avec présence de nécroses (Lecoq et al., 
1998).

1.3.3  Si des symptômes typiques et atypiques de SqMV 
apparaissent, faire un dénombrement des plantes 
présentant chaque sorte de symptôme (optionnel).

1.3.4  Continuer la collecte des échantillons de plantes 
pour le test DAS-ELISA comme suit : Commencer 
par collecter les échantillons de plantes du témoin 
négatif, continuer avec les plantes des échantillons 
à analyser et terminer avec le témoin positif (CCP).

1.3.5  Pour les plantes du témoin négatif, découper avec 
un emporte pièce un morceau de tissu végétal d’une 
des plus jeunes feuilles de chaque plante. Regrou-
per toutes les prélèvements dans un sac d’extrac-
tion en plastique (p. ex. Art. No. 430100 de Biore-
ba, Suisse)(10 prélèvements par sac).

1.3.6  Pour les plantes de l’échantillon à tester, présentant 
un symptôme typique de SqMV découper avec un 
emporte pièce un morceau de tissu végétal de la 

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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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 equipment, surfaces, containers, 
hands, etc. both before and after handling each sample. 
This can be achieved by swabbing or spraying equipment 
and gloved hands with an alkaline soap or equivalent and 
then rinsing with water to remove residues.
1.  Count the number of seeds in a known weight. 

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

2.  Based on the TSW, weigh out samples of the required 
size into new and clean bags or containers.

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.  Greenhouse grow-out 
1.1  Seed sowing and greenhouse incubation
1.1.1  Clean and disinfect thoroughly all planting trays 

that will be used.
1.1.2  Fill the trays with well-watered potting soil and 

make holes of approx. 2 cm depth in each tray 
using a planting tag or equivalent.

1.1.3  Sow approximately 10 seeds from the known 
SqMV-free sample in one separate tray. The 
grown plants will be used as negative control 
plants (CCP).

1.1.4  In another separate tray sow approximately 10 
seeds from the known SqMV-free sample. The 
grown plants will be mechanically inoculated and 
serve as positive control plants (CCP). 

1.1.5  Continue by sowing the seeds of the sample under 
evaluation into the rest of the trays (CCP).

1.1.6  Cover the seeds in all trays with a thin layer 
of vermiculite and place the trays by keeping 
adequate space between each other in a greenhouse 
with insect-proof installation. (CCP). 

1.1.7  Maintain the greenhouse temperature at 24–35 °C 
during the day and 16–22 °C during the night until 
seedlings emerge (CCP). 

1.1.8  From seedlings emergence to final reading, 
maintain the greenhouse temperature at 24–35 °C 
(CCP). 

1.2  Mechanical inoculation of positive control plants 
1.2.1  When the 1st true leaf of each plant begins to 

emerge, (approximately 10 days after sowing) 
prepare the virus inoculum as follows and 
inoculate the plants mechanically with it (CCP).

1.2.2  Grind the dehydrated SqMV-infected melon 
leaves (approx. 1 g fresh weight) into 4 ml of virus 
extraction buffer in a mortar with a pestle.

1.2.3  Add 0.075 g of carborundum powder and mix 
well.

1.2.4  Place a drop(s) of the virus inoculum on the surface 
of both cotyledons and 1st leaf of each emerged 
plant and rub it with fingers using latex gloves 
and/or finger cots. Use enough liquid so that all 
surface areas are wetted. Apply light pressure, 
such that the leaf tissue is not damaged. 

1.2.5  Rinse the plants with tap water within 5 min of 
completing the inoculation and continue their 
greenhouse incubation with the rest of the plants 
until the final reading.

1.3  SqMV symptoms and collection of plant tissue 
samples for DAS-ELISA testing (CCP) 

1.3.1  Monitor all plants in greenhouse every 3–5 days 
upon emergence without handling (CCP).

1.3.2  When the majority of plants reach the stage of 
3–4 true leaves (approximately 18–24 days after 
sowing) inspect for typical and atypical SqMV 
symptoms on their leaves by comparison with 
the positive and negative control plants (CCP). 
Typical SqMV symptoms are the systemic mosaic 
or vein banding in leaves and sometimes the leaf 
deformation (ICTVdB Management, 2006)(Fig. 
1). Atypical SqMV symptoms are the discoloration 
of leaves and spots developing on them (Lecoq et 
al., 1998).

1.3.3  If typical or atypical SqMV symptoms appear, 
count the number of plants with each kind of 
symptoms (optional).

1.3.4  Continue with the collection of plant tissue 
samples for DAS-ELISA testing as follows: Start 
collecting plant tissue samples from the negative 
control plants, continue with the plants from the 
evaluated sample and end with the positive control 
plants (CCP).

1.3.5  For the plants of the negative control, cut with 
a cork borer a plant tissue piece from one of the 
younger leaves of each plant. Pool all pieces 
together in a plastic extraction bag (e.g. Art. No. 
430100 from BioReba, Switzerland)(10 plant 
tissue pieces in 1 bag).

1.3.6  For plants of the evaluated sample with SqMV 
typical symptoms cut with a cork borer a plant 
tissue sample of the younger symptomatic leaf 
of each plant individually. Place each piece 
separately in a plastic extraction bag (e.g. Art. No. 
430100 from BioReba, Switzerland. (1 plant tissue 
piece in 1 bag). For plants with SqMV atypical 
symptoms repeat procedure to collect individual 
plant tissue pieces (1 plant tissue piece in 1 bag).
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Figura 1. Síntomas típicos de SqMV en hojas de plantas 
de melón al estado de 3–4 hojas verdaderas.

1.3.6  De las muestras de plantas evaluadas con sínto-
mas típicos de SqMV cortar individualmente, con 
el sacabocados, muestra de la hoja más nueva con 
síntomas de cada planta. Poner cada trozo por se-
parado en una bolsa plástica de extracción (ej. Art. 
N° 4300100 de Bioreba, Suiza) (1 trozo de tejido 
foliar en una bolsa). Para las plantas con síntomas 
atípicos de SqMV repetir el procedimiento de mues-
trear trozos individuales de tejido vegetal (1 trozo 
de tejido foliar en una bolsa).

1.3.7  Para las plantas que son control positivo seguir el 
procedimiento descripto en 1.3.5 (juntar los 10 tro-
zos de tejido vegetal en 1 bolsa).

2.  Extracción del virus de las muestras de tejido foliar y 
confirmación con DAS-ELISA

2.1  Dependiendo del total de muestras de tejido foliar que 
van a ser tomadas, calcular el número de placas ELISA 
que se van a necesitar.

2.2  Seguir el proceso de sensibilización de las placas de 
ELISA (Métodos, paso 1) e incubar siguiendo las con-
diciones indicadas por el proveedor.

2.3  Moler el tejido vegetal de todas las muestras con un 
equipo apropiado para moler (ej. homogeneizador 
manual).

2.4  Agregar a cada bolsa 10 ml de buffer de extracción 
ELISA (como indica el proveedor), por gramo de tejido 
vegetal.

2.5  Proceder con el ensayo de DAS-ELISA como está des-
crito en la paso 3.1 hasta el paso 4.5 para confirmar 
muestras de tejido vegetal positivas para SqMV (PCC).

2.6  Comparar los resultados de las muestras de tejido vege-
tal analizadas con los resultados de las plantas Control 
Positivo y Negativo (PCC). Si se obtienen resultados 
positivos en el ensayo de DAS ELISA, ya sea en mues-
tras de tejido vegetal con síntomas típicos o atípicos de 
SqMV, finalizar con el método de crecimiento y regis-
trar la muestra de semilla como Positiva para SqMV.

2.7  Si se obtienen resultados negativos en el ensayo DAS 
ELISA o no aparecen síntomas típicos o atípicos, se de-
berán analizar todas las plantas libres de síntomas en un 
ensayo DAS ELISA para determinar presencia o ausen-
cia de SqMV.

2.8  Recolectar las muestras de tejido vegetal de control y de 
la muestra evaluada (PCC), como se indica en el punto 
1.3.4.

2.9  De cada planta de la muestra evaluada cortar con un sa-
cabocados, trozos de una de las hojas más jóvenes libre 
de síntomas y hacer grupos de 20 trozos de tejido como 
máximo y colocarlos en bolsas plásticas de extracción 
(ej. Art N° 430100 de Bioreba, Suiza).

2.10  Repetir desde el paso 2.1 al 2.5.
2.11  Comparar los resultados de las muestras de las plantas 

a evaluar con los resultados de las plantas Control Po-
sitivo y Negativo (PCC). En este caso el resultado fi-
nal de la muestra de semilla será dado por el resultado 
final del ensayo de DAS ELISA de las plantas libres de 
síntomas (confirmación negativa o positiva).

Gültig ab 1. Januar 2024
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Blatt jeder Pflanze mit dem Korkbohrer. Mischen 
aller Teilproben in einem Plastik Extraktionsbeu-
tel (z. B. Art. Nr. 430100, BioReba, Schweiz)(10 
Pflanzengewebestücke in einem Beutel).

1.3.6  Für die zu evaluierenden Pflanzen mit SqMV ty-
pischen Symptomen werden mit dem Korkbohrer 
Pflanzengewebeproben aus jüngeren Symptom-tra-
genden Blättern jeder Pflanze einzeln entnommen. 
Jede Probe wird in einen eigenen Plastik-Ext-
raktionsbeutel (z. B. Art. Nr. 430100, BioReba, 
Schweiz) gegeben (1 Pflanzengewebestück in ei-
nem Beutel). Für Pflanzen mit SqMV atpischen 
Symptomen wird die Probenahme wiederholt zur 
Sammlung individueller Pflanzengewebeproben (1 
Pflanzengewebestück in einem Beutel).

1.3.7  Für die Pflanzen der Positiv-Kontrolle: befolgen 
des Vorgehens wie in 1.3.5. beschrieben (mischen 
von 10 Pflanzengewebestücken in einem Beutel).

2.  Virus Extraktion aus Pflanzengewebeproben und 
DAS-ELISA Bestätigung

2.1  In Abhängigkeit der Gesamtzahl zu prüfender Pflanz-
engewebeproben wird die Zahl der benötigten ELISA 
Platten kalkuliert.

2.2  Für die Beschichtung der ELISA Platten den Angaben 
auf Seite 7-026-4 folgen und die Herstellerangaben für 
die Inkubationsbedingungen berücksichtigen.

2.3  Vermahlen aller Pflanzengewebeproben mit einem ge-
eigneten Mahlwerkzeug (z. B. Handhomogenisator).

2.4  Zugabe von 10 ml ELISA Extraktionspuffer (wie vom 
Hersteller beschrieben) je Gramm Pflanzengewebe in 
jeden Behälter.

2.5  Fortführung des DAS-ELISA Testes wie in Schrit-
ten 3.1 bis Schritt 4.5 beschrieben zur Bestätigung 
SqMV-positiver Pflanzengewebeproben (KKP).

2.6  Vergleich der Ergebnisse der zu evaluierenden Pflanz-
engewebeproben gegenüber Positiv- und Negativ-Kon-
trollen (KKP). Wenn der DAS-ELISA Test positive Er-
gebnisse für typische oder atypische symptomtragende 
Proben ausweist, kann der Wachstums-Test beendet 
werden und die Saatgutprobe als SqMV positiv bewer-
tet werden.

2.7  Wenn der DAS-ELISA Test negative Ergebnisse für 
typische oder atypische symptomtragende Proben 
ausweist, sind auch alle symptomlosen Pflanzen mit 
DAS-ELISA auf die An- bzw. Abwesenheit von SqMV 
zu untersuchen.

2.8  Wiederholung von Schritt 1.3.4 zur Probenahme von 
Pflanzengewebeproben von Kontrollpflanzen und zu 
evaluierenden Pflanzen (KKP).

2.9  Ausstanzen von Pflanzengewebeproben aus einem jün-
geren Blatt jeder symptomlosen Pflanze mittels Kork-
bohrer und Erstellung von Mischproben von 20 Gewe-
bestücken je Plastik-Extraktionsbeutel (z. B. Art. Nr. 
430100, BioReba, Schweiz).

2.10  Wiederholung der Schritte 2.1 bis 2.5.
2.11  Vergleich der Ergebnisse der zu evaluierenden 

Pflanzengewebeproben gegenüber Positiv- und 

Abb. 1. Typische SqMV Symptome auf Blättern der Melo-
nenpflanze im 3–4-Blattstadium.

Negativ-Kontrollen (KKP). In diesem Fall ergibt 
sich das Endergebnis der Saatgutprobe aus dem 
DAS-ELISA-Testergebnis der symptomlosen 
Pflanzen (negative oder positive Bestätigung).

Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de Semences Méthodes validées pour analyse sanitaire des semences

7-026-9

7‑
02

6 
: S

qu
as

h 
m

os
ai

c 
vi

ru
s,

 c
uc

um
be

r g
re

en
 m

ot
tle

 m
os

ai
c 

vi
ru

s 
et

 m
el

on
 n

ec
ro

tic
 s

po
t v

iru
s 

ch
ez

 C
uc

ur
bi

ta
cé

es

plus jeune feuille symptomatique de chaque plante 
individuellement. Placer chaque prélèvement sépa-
rément dans un sac d’extraction en plastique (p. ex. 
Art. No. 430100 de Bioreba, Suisse)(1 prélèvement 
par sac). Pour les plantes présentant un symptôme 
atypique de SqMV répéter la procédure pour col-
lecter individuellement les prélèvements (1 prélève-
ment par sac).

1.3.7  Pour le témoin positif suivre la procédure décrite en 
1.3.5. (regrouper 10 prélèvements par sac).

2.  Extraction à partir des prélèvements de tissu végétal et 
confirmation par DAS-ELISA

2.1  En fonction du nombre total de prélèvements collectés, 
calculer le nombre de plaques ELISA requises.

2.2  Suivre la procédure décrite page 7-026-4 pour le coa-
ting des plaques ELISA et suivre les instructions du 
fournisseur pour les conditions d’incubation.

2.3  Broyer tous les prélèvements avec un appareil adapté 
(p. ex. broyeur à main).

2.4  Ajouter 10 ml de tampon d’extraction (comme décrit 
par le fournisseur) par gramme de tissu végétal dans 
chaque récipient.

2.5  Procéder au test DAS-ELISA comme décrit dans les 
étapes 3.1–4.5 pour confirmer les plantes positives à 
SqMV (CCP).

2.6  Comparer les résultats des échantillons de tissu végé-
tal des échantillons testés avec les témoins positif et 
négatif plantes (CCP). Si les résultats obtenus avec le 
test DAS-ELISA sont positifs aussi bien pour les symp-
tômes typiques qu’atypiques pour SqMV, terminer le 
grow-out et noter l’ échantillon de semences comme 
étant positif pour SqMV. 

2.7  Si les résultats obtenus avec le test DAS-ELISA sont 
négatifs ou si aucun symptômes typiques ou atypiques 
pour SqMV ne sont apparus, tester toutes les plantes 
asymptomatiques par test DAS-ELISA pour vérifier la 
présence ou l’absence de SqMV. 

2.8  Répéter la procédure décrite en 1.3.4 pour collecter les 
prélèvements de tissu végétal issus des témoins plantes 
et de l’échantillon à analyser (CCP).

2.9  Couper à l’aide d’un emporte-pièce un morceau de tissu 
végétal d’une jeune feuille de chaque plante asympto-
matique des échantillons à analyser et regrouper en 
pools de 20 prélèvements maximum dans des sacs d’ex-
traction plastiques (p. ex. Art. No. 430100, BioReba, 
Suisse).

2.10  Répéter les étapes 2.1 à 2.5
2.11  Comparer les résultats des prélèvements de tissu 

végétal des échantillons à analyser aux plantes té-
moins positif et négatif (CCP). Dans ce cas, le résul-
tat final de l’échantillon de semences sera donné par 
le résultat des plantes asymptomatiques testées par 
DAS-ELISA (confirmation positive ou négative).

Figure 1. Symptômes typiques sur feuilles de melon au 
stade 3–4 feuilles vraies.
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1.3.7  For the positive control plants follow the procedure 
described in 1.3.5 (pool all 10 plant tissue pieces in 
1 bag).

2.  Virus extraction from plant tissue samples and DAS-
ELISA confirmation

2.1  Depending on the total number of plant tissue samples 
that will be collected, calculate the number of ELISA 
plates that will be needed.

2.2  Follow the process to coat ELISA plates (Methods, step 
1) and the supplier’s instructions on their incubation 
conditions.

2.3  Grind all plant tissue samples with a suitable grinding 
device (e.g. hand homogenizer).

2.4  Add 10 ml of ELISA extraction buffer (as described 
by the supplier) per gram of plant tissue into each 
container.

2.5  Proceed with the DAS-ELISA test as described in 
Steps 3.1 to 4.5 to confirm SqMV-positive plant tissue 
samples (CCP).

2.6  Compare results of plant tissue samples from the 
evaluated sample to results of positive and negative 
control plants (CCP). If positive results are given 
in the DAS-ELISA test either on the typical or the 
atypical SqMV symptomatic plant tissue samples, 
terminate the grow-out and record the seed sample as 
being SqMV-positive.

2.7  If negative results are given in the DAS-ELISA test 
or no typical or atypical symptoms appear, test all 
symptom-free plants in a DAS-ELISA test for the 
presence or absence of SqMV. 

2.8  Repeat procedure in Step 1.3.4 to collect plant tissue 
samples from control plants and plants from evaluated 
sample (CCP). 

2.9  Cut with a cork borer a plant tissue piece from one 
of the younger leaf of each symptom-free plant in the 
evaluated sample and make pools of 20 plant tissue 
pieces maximum in plastic extraction bags (e.g. Art. 
No. 430100 from BioReba, Switzerland). 

2.10  Repeat Steps 2.1 to 2.5.
2.11  Compare results of plant tissue samples from the 

evaluated sample to results of positive and negative 
control plants (CCP). In this case, the final result of 
the seed sample will be given by the DAS-ELISA 
test result of symptom-free plants (negative or 
positive confirmation).

Figure 1. Typical SqMV symptoms on leaves of melon 
plants at the 3–4 true leaves stage.
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s Métodos generales
Registro de la lectura del ELISA: Registrar los resul-

tados de todos los pocillos de la microplaca. Primero 
verificar si los controles positivo y negativo cumplen 
con las expectativas ya que de otro modo los resultados 
del análisis son inválidos y el análisis se debe repetir. 

  Establecer un valor para el punto de corte (cut-off) para 
las muestras sanas versus las positivas, utilizando los 
valores de los controles negativos. Utilizar los niveles 
recomendados por el proveedor de los sueros (por ej. 
2 veces el promedio del valor del control negativo). 
Alternativamente, usar la media del valor del control 
negativo más 3 veces (3×) la desviación estándar de 
los valores del control negativo. Por ejemplo, la media 
de todos los controles negativos es 0,050 y la desvia-
ción estándar es 0,004. El cut-off negativo es = 0,050 
+ 3(0,004) = 0,062. Esto será tomado en cuenta para el 
95 % de las observaciones sanas (negativas), Valores 
superiores a éste son consideradas respuestas positivas. 
Todos los controles negativos de un grupo de placas de 
análisis efectuados al mismo tiempo, pueden ser usa-
dos para este cálculo. 

Informe de resultados: El resultado de un análisis de 
sanidad de semilla debe indicar el nombre científico 
del patógeno detectado y el método de análisis usado. 
Cuando se informa en un Certificado ISTA, los resulta-
dos son ingresados bajo ‘Otras determinaciones’.

  En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado en ninguna de las sub-muestras), los resultados 
deben ser informados en términos de la tolerancia es-
tándar y el límite de detección. La tolerancia estándar 
depende del número total de semillas analizadas, n, 
y es aproximadamente 3/n (P = 0,95) (Roberts et al., 
1993).

  En el caso de un resultado positive, el informe debe in-
dicar el número de sub-muestras positivas del número 
total analizado y el tamaño de la muestra o el máximo 
de probabilidad estimada de la proporción de semillas 
infectadas.

Aseguramiento de calidad
Puntos críticos de control (PCC)

•  Es importante empezar sembrando las semillas sanas 
que servirán como plantas control Negativo y Positivo 
(después de inoculación mecánica) y luego continuar 
con la siembra de las semillas de la muestra evaluada 
(Pasos 1.1.3 y 1.1.4), para evitar contaminación cruza-
da del virus en este punto.

•  Se debe tener en consideración el porcentaje de germi-
nación cuando se siembran las semillas, con el fin de 
asegurar que se obtiene el tamaño mínimo de muestra 
recomendado para el análisis (Paso 1.1.5).

•  Las plantas de cucurbitáceas pueden ser lo suficiente-
mente altas como para doblarse y tocarse entre sí. Para 
reducir las posibilidades de contaminación cruzada 
entre las plantas, es importante mantener el espacio 
adecuado entre las bandejas. Además, el invernadero 
debe tener una instalación a prueba de insectos para re-
ducir el riesgo de transmisión de virus por escarabajos 
(Paso 1.1.6).

•  La capacidad de detectar SqMV puede ser influencia-
da por variaciones en las condiciones ambientales en 
el invernadero. (Pasos 1.1.7 y 1.1.8). Por lo tanto, es 
recomendable no efectuar la prueba de crecimiento du-
rante el período invernal, a menos que iluminación y 
calefacción artificial puedan compensar la falta de luz 
natural y temperaturas.

•  Se recomienda poner el inóculo del virus en hielo y 
proceder con el proceso de inoculación lo más pronto 
posible (Paso 1.2.1).

•  No manipular las plantas a través de todo el período 
de monitoreo para evitar contaminación cruzada (Paso 
1.3.1). Si las plantas se pudren o se presentan sínto-
mas de otras enfermedades, entonces el ensayo de cre-
cimiento debe ser considerado inválido y ser repetido 
(Paso 1.3.1).

•  El uso de plantas control Negativo y Positivo es muy 
importante para comparar los síntomas de SqMV ob-
servados visualmente en las plantas de cucurbitácea 
en el bioensayo (Paso 1.3.2) y para validar los resul-
tados del DAS-ELISA (Paso 2.6 y 2.11). Si las plantas 
control no se no se comportan según lo esperado, el 
análisis es considerado inválido y descartado y se debe 
repetir.

•  La confirmación por el ensayo d DAS-ELISA en mues-
tras de tejido vegetal debe ser evaluado y verificado 
en varias plantas de cucurbitáceas con el ensayo de 
crecimiento antes de que los resultados sean aceptados 
(Paso 2.5).

•  Es importante empezar la colección de tejido vegetal 
con las plantas control negativo y luego continuar con 
las plantas de la muestra y al final las plantas del con-
trol positivo para evitar contaminación cruzada del vi-
rus en esta etapa (Pasos 1.3.4 y 2.8).

•  Se deben cambiar los guantes. El sacabocados debe 
limpiarse con jabón alcalino o desinfectante para vi-
rus entre muestra y muestra durante la recolección para 
evitar contaminación cruzada (Pasos 1.3.4 y 2.8).

•  Si se necesitan confirmar, mediante el ensayo de 
DAS-ELISA las plantas libres de síntomas entonces las 
muestras de tejido vegetal recién recolectadas de las 
plantas de control positivo y negativo deben incluirse 
en este mismo ensayo (Paso 2.8).

•  Los puntos críticos de control para el ensayo DAS-ELI-
SA se describen en el Paso 2.5.
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Allgemeine Methoden 
Aufzeichnung der ELISA Extinktion: Aufzeichnung 

der Ergebnisse aller Kavitäten der Mikrotiterplatte. 
Überprüfung der Positiv- und Negativkontrollen zu-
erst, um zu entscheiden, ob die Testergebnisse gültig 
sind oder die Untersuchung wiederholt werden muss.

  Unter Verwendung der Ergebnisse der Negativkontrol-
le, wird ein ‘cut-off’ Wert bestimmt für die Entschei-
dung gesunde Pflanze oder positives Testergebnis. Es 
sind die Empfehlungen des Herstellers bezüglich des 
Serums dazu zu berücksichtigen (z. B. doppelter Wert 
des Mittelwertes der Negativkontrollproben). Alter-
nativ kann der Mittelwert der Negativkontrollwerte 
zuzüglich der dreifachen Standardabweichung der 
Negativkontrollwerte verwendet werden. Bsp.: der 
Mittelwert der Negativkontrolle ist 0,050 und die Stan-
dardabweichung ist 0,004; der resultierende ‘Negativ-
Cut-Off’ errechnet sich damit = 0,050 + 3(0,004) = 
0,062. Das wird für 95 % Irrtumswahrscheinlichkeit 
statistisch signifikant sein. Über diesem Wert ist das 
Testergebnis positiv. Alle Negativkontrollen der Plat-
ten einer Testdurchführung können für die Kalkulation 
zusammen verwendet 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 sollten die Zahl 
der positiven zur Gesamtzahl untersuchter Teilproben 
angegeben werden.

Qualitätssicherung
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•  Es ist wichtig mit der Aussaat der gesunden Samen, die 
als Negativ- und Positivkontrolle (nach mechanischer 
Inokulation) dienen, zu beginnen und danach die Aus-
saat der zu evaluierenden Proben (Schritte 1.1.3 und 
1.1.4) durchzuführen, um Kreuzkontaminationen mit 
dem Virus an dieser Stelle zu vermeiden.

•  Die Keimrate muss Berücksichtigung finden bei der 
Aussaat um sicherzustellen, dass eine ausreichend gro-
ße Probengröße zu Analyse vorliegt. (Schritt 1.1.5)

•  Kürbisgewächse wachsen in die Höhe und können sich 
biegen und dabei einander berühren. Um die Gefahr 
der Kreuzkontamination zu verringern, muss ausrei-
chend Platz bei der Aufstellung der Pflanzschalen 
berücksichtigt werden. Zusätzlich muss eine insekten-
sichere Aufstellung gegeben sein um das Risiko der Vi-
rusübertragung durch Insekten zu reduzieren (Schritt 
1.1.6)

•  Der Nachweis von SqMV kann durch Variation der 
Umweltbedingungen im Gewächshaus beeinflusst sein 
(Schritte 1.1.7 und 1.1.8). Deswegen wird empfohlen, 
den Wachstumstest nicht in den Wintermonaten durch-
zuführen, es sei denn, künstliches Licht und Heizung 
können die fehlenden natürlichen Licht und- wärme-
werte kompensieren.

•  Es wird empfohlen, das Virusinokulum auf Eis aufzu-
bewahren und bei der Inokulation zügig zu arbeiten 
(Schritt 1.2.1.)

•  Während der Monitoring-Periode sollten die Pflanzen 
wenig behandelt und gerückt werden, um Kreuzkonta-
minationen zu verhindern (Schritt 1.3.1.). Wenn Pflan-
zenkrankheiten während des Wachstumstestes auftre-
ten, wird der Test für ungültig erklärt und wiederholt 
(Schritt 1.3.1.)

•  Die Positiv- und Negativ-Kontrollpflanzen sind sehr 
wichtig für den Vergleich der zu beobachtenden SqMV 
Symptome auf den zu evaluierenden Kürbispflanzen 
(Schritt 1.3.2.) und die Validierung der DAS-ELISA 
Ergebnisse (Schritt 2.6. und 2.11.). Wenn Kontroll-
pflanzen nicht die erwartete Reaktion zeigen, wird die 
Untersuchung als ungültig betrachtet und verworfen 
und eine Wiederholung muss durchgeführt werden.

•  Die DAS-ELISA Bestätigung für Pflanzengewebepro-
ben muss für die verschiedenen zu evaluierenden Kür-
bisgewächse des Wachstums-Testes validiert werden 
bevor die Ergebnisse für gültig erklärt werden (Schritt 
2.5).

•  Es ist wichtig die Probenahme von Pflanzengeweben 
mit den Negativkontrollpflanzen zu beginnen, dann 
mit den zu evaluierenden Pflanzen fortzufahren und 
zum Schluss die Pflanzen der Positivkontrollen zu be-
proben um Kreuzkontaminationen mit dem Virus zu 
vermeiden (Schritt 1.3.4. und 2.8.).

•  Handschuhe sollen gewechselt und der Korkbohrer mit 
alkalischer Seife oder Desinfektionsmittel zwischen 
den einzelnen Pflanzenbeprobungen gereinigt wer-
den um Kreuzkontaminationen zu verhindern (Schritt 
1.2.4. und 2.8.)

•  Wenn symptomlose Pflanzen im DAS-ELISA be-
stimmt werden sollen, muss frisches Probenmaterial 
von Postitiv- und Negativkontrolle in der Untersu-
chung beinhaltet sein (Schritt 2.8.)

•  Für den DAS-ELISA Test wurden die kritischen Kont-
rollpunkte auf Seite 7-026-4 (Schritt 2.5.) beschrieben.
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Méthodes générales
Enregistrement des valeurs d’absorbance du test ELI-

SA : Noter les résultats de tous les puits de la plaque. 
Vérifier en premier si les témoins positifs et négatifs 
atteignent les valeurs souhaitées sinon les résultats du 
test seront non valides et le test devra être recommencé.

  A partir des valeurs des témoins négatifs, définir un 
seuil de positivité. Utiliser le calcul du seuil recom-
mandé par le fournisseur s’il existe (par exemple, 2 fois 
la moyenne des témoins négatifs). Alternativement uti-
liser la moyenne des témoins négatifs plus trois fois 
(3×) l’écart type des témoins négatifs. Par exemple, si 
la moyenne des témoins négatifs est de 0,050 et l’écart 
type est de 0,004, le seuil = 0,050 + 3(0,004) = 0,062. 
Cela sera valable pour 95 % des sains observés. Au 
dessus de cette valeur la réponse est considérée comme 
positive. Tous les témoins négatifs d’une série de 
plaques préparées en même temps peuvent être utilisés 
pour ce calcul.

Indication des résultats : Le résultat d’un test de qua-
lité sanitaire devrait indiquer le nom scientifique du 
pathogène et la méthode utilisée. Dans le cas d’un 
certificat ISTA, les résultats sont notés sous ‘Autres 
déterminations’.
 En cas de résultat négatif (pathogène non détecté dans 
chaque sous-échantillons), le résultat devrait être noté 
en termes de tolérance standard et de limite de détec-
tion. La tolérance standard dépend du nombre total 
de semences testées, n, et est environ 3/n (P = 0,95)
(Roberts et al., 1993) ;
 En cas de résultat positif, le rapport devrait indiquer 
le nombre de sous-échantillons positifs sur le nombre 
total testés et la taille de l’échantillon ou la proportion 
maximale probable estimée de semences contaminées.

Assurance qualité
Points critiques de contrôle (CCP)

•  Il est important de commencer par semer les semences 
saines qui serviront de témoins plantes négatif et posi-
tif (après inoculation artificielle) et de continuer avec le 
semis des semences de l’échantillon à analyser (étapes 
1.1.3 et 1.1.4) pour éviter les contaminations croisées 
par le virus à ce stade.

•  Le taux de germination devrait être pris en considéra-
tion au moment du semis afin d’être sûr que la taille 
minimum d’échantillon recommandée pour l’analyse 
est obtenue (étape 1.1.5).

•  Les cucurbitacées peuvent être suffisamment hautes 
pour se courber et se toucher les unes les autres. Pour 
réduire le risque de contamination croisée entre les 
plantes il est important de conserver un espace adéquat 
entre les bacs. Également, la serre doit avoir une instal-
lation résistante aux insectes pour réduire le risque de 
transmission du virus par les insectes (étape 1.1.6).

•  La capacité de détection du SqMV peut être influencée 
par les variations des conditions dans la serre (étapes 
1.1.7. et 1.1.8). Donc, il est recommandé de ne pas réa-
liser de test de grow-out pendant l’hiver sans lumière 
artificielle et système de chauffage compensant le 
manque de lumière naturelle et les températures.

•  Il est recommandé de placer l’inoculum de virus sur de 
la glace et de procéder à l’inoculation dès que possible 
(étape 1.2.1).

•  Ne pas manipuler les plantes durant la période de sur-
veillance pour éviter les contaminations croisées (étape 
1.3.1). Si une fonte de semis apparaît ou si d’autres 
symptômes de maladie sont présents alors le test grow-
out devrait être considéré comme non valide et relancé 
(étape 1.3.1).

•  L’utilisation de plantes témoins positif et négatif est 
très important pour comparer les symptômes visuels de 
SqMV sur les plantes testées de cucurbitacées durant 
le test de grow-out (étape 1.3.2) et pour valider les ré-
sultats du test DAS-ELISA (étapes 2.6 et 2.11). Si les 
témoins ne se comportent pas comme attendu, le test 
est considéré comme non valide et jeté. Un nouveau 
test doit être realisé.

•  La confirmation par DAS-ELISA sur échantillons de 
tissu végétal devrait être évaluée et vérifiée pour les 
différentes cucurbitacées à analyser par le test grow-
out avant d’accepter les résultats (étape 2.5).

•  Il est important de commencer la collecte des tissus 
végétaux par le témoin négatif et de continuer avec les 
échantillons à analyser et de terminer avec le témoin 
positif pour éviter la contamination croisée par le virus 
à ce stade (étapes 1.3.4 et 2.8).

•  Les gants devraient être changés et l’emporte pièce de-
vrait être nettoyé avec du savon alcalin ou du désinfec-
tant viral entre chaque prélèvement pendant la collecte 
pour éviter les contaminations croisées (étapes 1.3.4 et 
2.8).

•  Si les plantes asymptomatiques ont besoin d’une 
confirmation par DAS-ELISA alors des prélèvements 
frais de tissu végétal des plantes du témoin positif et 
négatif doivent être inclus dans le test (étape 2.8).

•  Pour le test DAS-ELISA les points critiques de contrôle 
ont été décrits à la page 7-026-4 (étape 2.6)
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General methods
Recording of ELISA extinction: Record the results for 

all wells in the microtitre plate. Check first whether the 
positive and negative controls meet the expectations 
since otherwise the results of the test are invalid and 
the test must be repeated. 

  Using the values of the negative controls, establish 
a cut-off value for healthy versus positive responses. 
Use supplier recommended levels if received from 
the serum supplier (for example, 2 times the average 
negative control value). Alternatively, use the mean 
of the negative control value plus three times (3×) the 
standard deviation of the negative control values. For 
example, the mean of all negative controls is 0.050 
and the standard deviation is 0.004. The negative cut-
off = 0.050 + 3(0.004) = 0.062. This will account for 
95 % of healthy observations. Above this value are 
considered a positive response. All negative controls 
from a batch of plates run together can be used for this 
calculation.

Reporting results: The result of a seed health test should 
indicate the scientific name of the pathogen and the test 
method used. When reported on an ISTA Certificate, 
results are entered under ‘Other Determinations’.

  In the case of a negative result (pathogen not detected 
in any of the subsamples), the results should be 
reported in terms of the tolerance standard and 
detection limit. The tolerance standard depends on the 
total number of seeds tested n, and is approximately 
3/n (P = 0.95)(Roberts et al., 1993).

  In the case of a positive result, the report should 
indicate the number of positive subsamples out of 
the total number tested and the sample size or the 
maximum likelihood estimate of the proportion of 
infected seeds.

Quality assurance
Critical control points (CCP)

•  It is important to start sowing the healthy seeds that 
will serve as negative and positive (after mechanical 
inoculation) control plants and then continue with the 
sowing of the seeds of the evaluated sample (Steps 
1.1.3 and 1.1.4) to avoid cross-contamination of the 
virus at this point.

•  The percentage of seed germination should be taken 
into consideration when sowing seeds, in order to 

make sure that the minimum recommended sample 
size to analyse is obtained (Step 1.1.5). 

•  Cucurbit plants can be tall enough to bend and 
touch each other. To reduce the chances of cross-
contamination between plants, it is important to 
keep adequate space between the trays. Also, the 
greenhouse must have an insect-proof installation to 
reduce the risk of virus transmission by beetles (Step 
1.1.6). 

•  The ability to detect SqMV could be influenced 
by variations in environmental conditions in the 
greenhouse (Steps 1.1.7 and 1.1.8). Therefore, it is 
recommended not to perform the grow-out test during 
the winter period unless artificial light and heating 
can compensate for the lack of natural light and 
temperatures.

•  It is recommended to place the virus inoculum on ice 
and proceed with the inoculation procedure as soon as 
possible (Step 1.2.1).

•  Do not handle the plants throughout the monitoring 
period to avoid cross-contamination (Step 1.3.1). If 
plants are damped-off or other disease symptoms are 
present, then the grow-out test should be considered 
invalid and redone (Step 1.3.1).

•  The use of negative and positive control plants is very 
important to compare the visually observed SqMV 
symptoms on evaluated cucurbit plants in the grow-
out test (Step 1.3.2) and to validate the DAS-ELISA 
results (Steps 2.6 and 2.11). If control plants do not 
perform as expected, the test is considered as invalid 
and discarded, and a retest must be done.

•  The DAS-ELISA confirmation test on plant tissue 
samples should be evaluated and verified for the 
various cucurbits being evaluated in the grow-out test 
before the results are accepted. (Step 2.5).

•  It is important to start the collection of plant tissues 
with the negative control plants then continue with the 
plants of the evaluated sample and end with the plants 
of the positive control to avoid cross contamination of 
the virus at this point (Steps 1.3.4 and 2.8).

•  Gloves should be changed and the cork borer should 
be cleaned with alkaline soap or virus disinfectant 
between each plant tissue sample during their 
collection to avoid cross-contamination (Steps 1.3.4 
and 2.8).

•  If symptom-free plants need to be confirmed by DAS-
ELISA, then freshly collected plant tissue samples 
from the positive and negative control plants must be 
included in the test (Step 2.8) 

•  For the DAS-ELISA test, the critical control points 
are described in Step 2.5.
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Medios y soluciones
Buffer de extracción de virus

Para la preparación del inóculo del virus.

Na2HPO4 2H2O: 0,53 g
Dietilditiocarbamato de sodio trihidratado (C2H5)2 

NCS2Na 3H2O: 0,2 g
Agua destilada/desionizada: 100 ml

Preparación

1. Pesar todos los reactivos en un recipiente adecuado. 
2. Disolver /mezclar los reactivos y ajustar el volumen a 

100 ml con agua destilada/desionizada

Almacenaje

Almacenar a 4 ±2 °C. Usar dentro de un mes después de 
la preparación.

Referencias
Alvarez, M. & Campbell, R. N. (1978). Transmission 

and distribution of squash mosaic virus in seeds of 
cantaloupe. Phytopathology, 68, 257–263.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology 68, 539–
543.

ICTVdB Management (2006). Squash mosaic virus. In: 
ICTVdB – The Universal Virus Database, version 4. 
Büchen-Osmond, C. (Ed), Columbia University, New 
York, USA.

 (http://ictvdb.bio-mirror.cn/ICTVdB/00.018.0.01.015.
htm).

Koenraadt, H. M. S. & Remeeus, P. M. (2009). Proposal 
for a new method for the detection of cucumber green 
mottle mosaic virus (CGMMV), melon necrotic spot 
virus (MNSV) and squash mosaic virus (SqMV) in 
Cucurbits with DAS ELISA. ISTA Method Validation 
Report MVR-02-006, 64–81. 

Lecoq, H., Piquemal, J.-P., Michel, M. J. & Blancard, D. 
(1988). Virus de la mosaique de la courge: une nouvelle 
menace pour les cultures de melon en France? [Squash 
mosaic virus (SqMV): a new threat to melon crops in 
France?]. PHM Revue Horticole, INRA: Paris, 289, 
25–30.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mosaic virus in infected pea seed: seed-group size and 
seed decortication. Agronomie 7, 225–230.

Nolan, P. A. & Campbell, R. N. (1984). Squash mosaic 
virus detection in individual seeds and seed lots of 
Cucurbits by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. 
Plant Disease 68, 971–975.

Powell, C. C. Jr. & Shlegel, D. E. (1970). Factors 
influencing seed transmission of squash mosaic virus 
in cantaloupe, Phytopathology 60, 1466–1469.

Referencias de validación

ISTA (2015). Proposal for a confirmation method of seed 
transmitted squash mosaic virus (SqMV) on DAS-
ELISA positive Cucurbit seeds. Method Validation 
Reports. International Seed Testing Association, 
Bassersdorf, Switzerland.
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Medien und Lösungen
Virus-Extraktionspuffer

Für die Herstellung des Virusinokulum.

Na2HPO4 2H2O: 0.53 g
Natrium Diethyldithiocarbamat Trihydrat (C2H5)2 
 NCS2Na · 3H2O: 0.2 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 100 ml

Herstellung

1.  Einwaage aller Komponenten in ein geeignetes Gefäß.
2.  Lösen/Mischen der Komponenten und Einstellung des 

Volumens auf 100 ml mit destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

Lagerung

Lagerung bei 4 ±2 °C. Verwendung innerhalb eines Mo-
nats nach Herstellung.

Literaturquellen
Alvarez, M. & Campbell, R. N. (1978). Transmission 

and distribution of squash mosaic virus in seeds of 
cantaloupe. Phytopathology, 68, 257–263.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology 68, 539–
543.

ICTVdB Management (2006). Squash mosaic virus. In: 
ICTVdB – The Universal Virus Database, version 4. 
Büchen-Osmond, C. (Ed), Columbia University, New 
York, USA.

 (http://ictvdb.bio-mirror.cn/ICTVdB/00.018.0.01.015.
htm).

Koenraadt, H. M. S. & Remeeus, P. M. (2009). Proposal 
for a new method for the detection of cucumber green 
mottle mosaic virus (CGMMV), melon necrotic spot 
virus (MNSV) and squash mosaic virus (SqMV) in 
Cucurbits with DAS ELISA. ISTA Method Validation 
Report MVR-02-006, 64–81. 

Lecoq, H., Piquemal, J.-P., Michel, M. J. & Blancard, D. 
(1988). Virus de la mosaique de la courge: une nouvelle 
menace pour les cultures de melon en France? [Squash 
mosaic virus (SqMV): a new threat to melon crops in 
France?]. PHM Revue Horticole, INRA: Paris, 289, 
25–30.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mosaic virus in infected pea seed: seed-group size and 
seed decortication. Agronomie 7, 225–230.

Nolan, P. A. & Campbell, R. N. (1984). Squash mosaic 
virus detection in individual seeds and seed lots of 
Cucurbits by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. 
Plant Disease 68, 971–975.

Powell, C. C. Jr. & Shlegel, D. E. (1970). Factors 
influencing seed transmission of squash mosaic virus 
in cantaloupe, Phytopathology 60, 1466–1469.

Validierungsstudien

ISTA (2015). Proposal for a confirmation method of seed 
transmitted squash mosaic virus (SqMV) on DAS-
ELISA positive Cucurbit seeds. Method Validation 
Reports. International Seed Testing Association, 
Bassersdorf, Switzerland.
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Milieux et solutions
Tampon d’extraction

Pour la préparation de l’inoculum.

Na2HPO4 2H2O : 0,53 g
Sodium diéthyldithiocarbamate trihydrate (C2H5)2 

NCS2Na 3H2O: 0,2 g
Eau distillée/désionisée : 100 ml

Préparation

1. Peser tous les ingrédients dans un récipient adapté.
2. Dissoudre/mélanger les ingrédients et ajuster le 

volume à 100 ml avec de l’eau distillée/désionisée.

Stockage

Stocker à 4 ±2 °C. Utiliser avant un mois après préparation.

Références
Alvarez, M. & Campbell, R. N. (1978). Transmission 

and distribution of squash mosaic virus in seeds of 
cantaloupe. Phytopathology, 68, 257–263.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology 68, 539–
543.

ICTVdB Management (2006). Squash mosaic virus. In: 
ICTVdB – The Universal Virus Database, version 4. 
Büchen-Osmond, C. (Ed), Columbia University, New 
York, USA.

 (http://ictvdb.bio-mirror.cn/ICTVdB/00.018.0.01.015.
htm).

Koenraadt, H. M. S. & Remeeus, P. M. (2009). Proposal 
for a new method for the detection of cucumber green 
mottle mosaic virus (CGMMV), melon necrotic spot 
virus (MNSV) and squash mosaic virus (SqMV) in 
Cucurbits with DAS ELISA. ISTA Method Validation 
Report MVR-02-006, 64–81. 

Lecoq, H., Piquemal, J.-P., Michel, M. J. & Blancard, D. 
(1988). Virus de la mosaique de la courge: une nouvelle 
menace pour les cultures de melon en France? [Squash 
mosaic virus (SqMV): a new threat to melon crops in 
France?]. PHM Revue Horticole, INRA: Paris, 289, 
25–30.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mosaic virus in infected pea seed: seed-group size and 
seed decortication. Agronomie 7, 225–230.

Nolan, P. A. & Campbell, R. N. (1984). Squash mosaic 
virus detection in individual seeds and seed lots of 
Cucurbits by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. 
Plant Disease 68, 971–975.
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Media and solutions
Virus extraction buffer

For the preparation of the virus inoculum.

Na2HPO4 2H2O: 0.53 g
Sodium diethyldithiocarbamate trihydrate
 (C2H5)2 NCS2Na · 3H2O: 0.2 g
Distilled/deionised water: 100 ml

Preparation

1.  Weigh all ingredients into a suitable container.
2.  Dissolve/mix ingredients and adjust volume to 100 ml 

with distilled/deionised water.

Storage

Store at 4 ±2 °C. Use within a month after preparation. 

References
Alvarez, M. & Campbell, R. N. (1978). Transmission 

and distribution of squash mosaic virus in seeds of 
cantaloupe. Phytopathology, 68, 257–263.

Hamilton, R. I. & Nichols, C. (1978). Serological methods 
for detection of pea seed-borne mosaic virus in leaves 
and seeds of Pisum sativum. Phytopathology 68, 539–
543.

ICTVdB Management (2006). Squash mosaic virus. In: 
ICTVdB – The Universal Virus Database, version 4. 
Büchen-Osmond, C. (Ed), Columbia University, New 
York, USA.

 (http://ictvdb.bio-mirror.cn/ICTVdB/00.018.0.01.015.
htm).

Koenraadt, H. M. S. & Remeeus, P. M. (2009). Proposal 
for a new method for the detection of cucumber green 
mottle mosaic virus (CGMMV), melon necrotic spot 
virus (MNSV) and squash mosaic virus (SqMV) in 
Cucurbits with DAS ELISA. ISTA Method Validation 
Report MVR-02-006, 64–81. 

Lecoq, H., Piquemal, J.-P., Michel, M. J. & Blancard, D. 
(1988). Virus de la mosaique de la courge: une nouvelle 
menace pour les cultures de melon en France? [Squash 
mosaic virus (SqMV): a new threat to melon crops in 
France?]. PHM Revue Horticole, INRA: Paris, 289, 
25–30.

Maury, Y., Bossennec, J. M., Boudazin, G., Hampton, R. O., 
Pietersen, G. & Maguire, J. (1987). Factors influencing 
ELISA evaluation of transmission of pea seed-borne 
mosaic virus in infected pea seed: seed-group size and 
seed decortication. Agronomie 7, 225–230.

Nolan, P. A. & Campbell, R. N. (1984). Squash mosaic 
virus detection in individual seeds and seed lots of 
Cucurbits by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. 
Plant Disease 68, 971–975.

Powell, C. C. Jr. & Shlegel, D. E. (1970). Factors 
influencing seed transmission of squash mosaic virus 
in cantaloupe, Phytopathology 60, 1466–1469.

Validation references

ISTA (2015). Proposal for a confirmation method of seed 
transmitted squash mosaic virus (SqMV) on DAS-
ELISA positive Cucurbit seeds. Method Validation 
Reports. International Seed Testing Association, 
Bassersdorf, Switzerland.




