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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:
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© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)
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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 :
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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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7‑022: Detección de Microdochium nivale y 
Microdochium majus en semillas de Triticum spp. 
(trigo)

Hospedante: Triticum spp.
Patógeno(s): Microdochium nivale Samuels & Hallett, 

syn. Fusarium nivale (Fr.) Rabenh. (Estado perfecto 
Monographella nivalis (Schaff.) Müller); M. majus 
(Wollenw.) Glynn & S.G.Edwards, syn. M. nivale var. 
majus (Wollenw.) Samuels & I.C.Hallett

Preparado por: ISTA Seed Health Committee, M. nivale 
Working Group.

Autor: V. Cockerell
 Scottish Agricultural Science Agency, Edinburgh, 

Scotland, EH12 9FJ

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2007-02-01
Versión 1.1, 2011-01-01: Se agrega Microdochium majus 

como especie
Versión 1.2, 2012-01-01: Se elimina etanol 70 % como 

solvente para la estreptomicina
Versión 1.3, 2014-01-01: Se agrega el control positivo
Versión 1.4, 2016-01-01: Método, revisado, §5. Evalua-

ción; se reemplazó las Figuras 1–5
Versión 1.5, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado
Versión 1.6, 2018-01-01: Cambio editorial en el paso 5 

Métodos
Versión 1.7, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado; 

Medios y soluciones, revisado
Versión 1.8, 2022-01-01: Métodos (pretratamiento) 

revisado
Versión 1.9, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
Un método para Microdochium nivale (Fusarium nivale) 
se publicò originalmente en el ISTA Handbook of Seed 
Health Testing en noviembre de 1964 como S.3. N° 33 
(Anon., 1964) y nunca fue revisado para incluirlo en la 
segunda edición del Manual. El análisis en placas con agar 
propuesto, se basa en el ensayo comparativo organizado 
por el Comité de Sanidad de Semillas de ISTA y la ex-
periencia en análisis de rutina por parte de varios labo-
ratorios. El siguiente, es un resumen de los cambios a la 
hoja de trabajo original: se puede usar tanto el agar papa 

dextrosa (APD) como el agar malta (AM); la temperatura 
de incubación se redujo a 20 °C; incubación en oscuridad 
seguida por 3–4 h de luz día o luz ultravioleta cercano 
(NUV = near-ultraviolet); cambios de formato y de diseño. 
Se reconocieron dos variedades dentro de Microdochium 
nivale: M. nivale var. nivale y M. nivale var. majus. En el 
2005, Glynn et al., proporcionaron evidencias moleculares 
filogenéticas de dos especies, cuando se tomó en conside-
ración esto último junto con las diferencias biológicas ya 
informadas, las dos variedades fueron elevadas al estatus 
de especies M. nivale y M. majus. Ambas especies son de-
tectadas en APD y AM; sin embargo, visualmente no es 
posible distinguir entre las dos especies y hay una super-
posición en la morfología de las esporas, haciendo difícil 
separar las dos especies en agar. Ambas especies causan el 
atizonamiento en plántulas de trigo, aunque los síntomas 
pueden ser más severos con M. majus.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la determinación de 
Microdochium nivale o M. majus en semillas tratadas. Los 
tratamientos en las semillas pueden afectar el desempeño 
del método. (Definición de tratamiento: todo proceso fí-
sico, biológico o químico, al que es sometido un lote de 
semillas, incluyendo las semillas recubiertas. Ver 7.2.3.)

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas a anali-
zar) depende del uso previsto, del nivel máximo de infec-
ción aceptable y de la sensibilidad analítica del método. El 
tamaño mínimo de muestra debe ser 400 semillas.

Materiales
Material de referencia: cultivo de referencia u otro ma-

terial apropiado
Medio: agar papa dextrosa o placas de agar malta con sul-

fato de estreptomicina
Placas de Petri: placas de Petri de 90 mm (una cada 

5 semillas)
Incubadora: programada a 20 ±2 °C
NaOCl 1 %: (hipoclorito de sodio)

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑022: Nachweis von Microdochium nivale und Micro
dochium majus an Samen von Triticum spp. (Weizen)

Wirtspflanze: Triticum spp.
Krankheitserreger: Microdochium nivale Samuels & 

Hallett, syn. Fusarium nivale (Fr.) Rabenh. (Haupt-
fruchtform Monographella nivalis (Schaff.) Müller); 
M. majus (Wollenw.) Glynn & S.G.Edwards, syn. M. 
nivale var. majus (Wollenw.) Samuels & I.C.Hallett

Erstellt durch: ISTA Seed Health Committee, M. nivale 
Working Group

Autoren: V. Cockerell
 Scottish Agricultural Science Agency, Edinburgh, 

Scotland EH12 9FJ

Revisionsstand

Version 1.0, 2007-02-01
Version 1.1, 2011-01-01: Microdochium majus als Spezi-

es hinzugefügt
Version 1.2, 2012-01-01: Ethanol als Lösungsmittel für 

Streptomycinsulfat gestrichen
Version 1.3, 2014-01-01: Positivkontrolle hinzugefügt
Version 1.4, 2016-01-01: Revision der Methode, §5. 

Untersuchung; neue Abbildungen 1–5
Version 1.5, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.6, 2018-01-01: Revision der Methode, §5
Version 1.7, 2021-01-01: Überarbeitung der Sicherheits-

maßnahmen; Medien und Lösungen überarbeitet
Version 1.8, 2022-01-01: „Methoden“ (Vorbehandlung) 

überarbeitet
Version 1.9, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Eine Methode für Microdochium nivale (Fusarium nivale) 
wurde ursprünglich in dem ISTA Handbook of Seed Health 
Testing im November 1964 als S.3. Nr. 33 (anonym, 1964) 
veröffentlicht und nie überarbeitet für die Einstellung in 
die zweite Ausgabe des Handbuches. Der vorgeschlagene 
Agarplattentest basiert auf einer Vergleichsuntersuchung, 
die durch das ISTA Seed Health Committee organisiert 
wurde und in einer Reihe von Laboren in der Routineunter-
suchung Anwendung findet. Zusammenfassung der Ände-
rungen gegenüber der Originalarbeitsanweisung: Kartof-
fel-Dextrose-Agar (PDA) oder Malz-Agar (MA) können 

verwendet werden; Inkubationstemperatur reduziert auf 
20 °C; Inkubation im Dunkeln gefolgt von 3–4 Tagen Ta-
geslicht oder Nahultraviolett-Licht (NUV); Veränderun-
gen an Format und Layout. Bei Microdochium nivale wer-
den zwei Varietäten unterschieden: M. nivale var. nivale 
und M. nivale var. majus. Im Jahr 2005 erbrachten Glynn 
et al. den molekulargenetisch-basierten phylogenetischen 
Nachweis, dass beide Varietäten unter Einbeziehung der 
bereits beschriebenen biologischen Unterschiede Artstatus 
erhielten, M. nivale und M. majus. Beide Arten werden auf 
PDA und MA nachgewiesen, trotzdem ist es visuell nicht 
möglich, aufgrund von Überlappungen in der Sporenmor-
phologie zwischen beiden zu unterscheiden, wodurch die 
Differenzierung beider Arten auf Agar schwierig ist. Beide 
Arten verursachen Schneeschimmel an Weizen, wobei die 
Symptome durch M. majus ausgeprägter sind.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung von 
Microdochium nivale oder Microdochium majus an behan-
deltem (gebeiztem) Saatgut. Saatgutbehandlungen können 
die Aussagekraft dieser Methode beeinflussen. (Definition 
Behandlung: Jegliches Verfahren, physikalischer, biologi-
scher oder chemischer Natur, dem eine Saatgutpartie un-
terzogen wird, einschließlich Saatgut umhüllungen. Siehe 
dazu 7.2.3.)

Probengröße
Der Probengröße (Gesamtzahl der zu untersuchenden Sa-
men) hängt vom Verwendungszweck, dem maximal ak-
zeptablen Infektionsniveau und der analytischen Empfind-
lichkeit der Methode ab. Die Mindestprobengröße sollte 
400 Samen betragen.

Material
Referenzmaterial: Referenzkulturen oder andere geeig-

nete Materialien
PDA- oder MA-Platten mit Streptomycinsulfat: 90 mm 

Petrischalen (5 Samen je Platte).
Inkubator: Betrieb bei 20 ±2 °C.
1 % NaOCl: siehe Seite 5.

Effectives 1er janvier 2024
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7‑022 : Détection de Microdochium nivale et M. majus 
sur semences de Triticum spp. (blé)

Hôte : Triticum spp.
Pathogène(s) : Microdochium nivale Samuels & Hal-

lett, syn. Fusarium nivale (Fr.) Rabenh. (Perfect state 
Monographella nivalis (Schaff.) Müller) ; M. majus 
(Wollenw.) Glynn & S.G.Edwards, syn. M. nivale var. 
majus (Wollenw.) Samuels & I.C.Hallett

Préparé par : Sous-Comité de Validation des Méthodes 
de l’ISTA-PDC, Groupe de Travail Microdochium 
nivale

Auteur : V. Cockerell, Scottish Agricultural Science 
Agency, Edinburgh, Scotland EH12 9FJ

Historique de la révision

Version 1.0, 2007-02-01
Version 1.1, 2011-01-01 : Addition de Microdochium 

majus comme éspèce
Version 1.2, 2012-01-01 : L’éthanol supprimé comme 

solvant du sulfate de streptomycine
Version 1.3, 2014-01-01 : ajout de nom commun de l’hôte
Version 1.4, 2016-01-01 : Révision de la méthode §5. 

Lecture ; nouvelles figures 1–5
Version 1.5, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

révisé
Version 1.6, 2018-01-011 : Modificaton éditoriale dans 

l’étape 5 de Méthodes
Version 1.7, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » et 

« Milieux et solutions » révisés
Version 1.8, 2022-01-01 : « Méthodes » (prétraitement) 

révisé
Version 1.9, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » 

révisé

Historique
Une méthode pour le Microdochium nivale (Fusarium 
nivale) a été à l’origine éditée dans le ISTA Hand    book on 
Seed Health Testing, novembre 1964, S.3 no 33, et n’avait 
jamais été révisée pour l’inclure dans la deuxième édition 
du manuel. Le test sur agar proposé est basé sur l’essai 
comparatif organisé par le Comité de Qualité Sanitaire des 
Semences d’ISTA et l’expérience du test de routine dans un 
certain nombre de laboratoires. Résumé des modifications 
par rapport à la working sheet originale : il est possible 
d’utiliser du potato dextrose agar (PDA) ou du malt agar 
(MA) ; la température d’incubation est réduite à 20 °C ; 
incubation à l’obscurité suivie de 3–4 h de lumière ou sous 

proche ultraviolette (NUV) ; changements de forme. Chez 
Microdochium nivale, deux variétés étaient reconnues :  
M. nivale var. nivale et M. nivale var. majus. En 2005, 
Glynn et al. ont montré l’existence de deux espèces, sur 
la base de résultats de phylogénie moléculaire associée à 
des différences biologiques déjà rapportées, élevant ainsi 
les deux variétés à un statut d’espèces : M. nivale et M. 
majus. Les deux espèces sont détectées sur PDA et malt 
agar, mais visuellement il est impossible de faire la diffé-
rence entre les deux. La morphologie des conidies n’est 
pas discriminantes et il est donc difficile de déparer les 
deux espèces sur agar. Les deux espèces sont responsables 
de fontes de semis sur blé, même si les symptômes sont 
plus sévères avec M. majus.

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détermination 
de Microdochium nivale sur semences traitées. Les traite-
ments de semences peuvent affecter la performance de la 
méthode. (Définition de traitement : tout processus, phy-
sique, biologique ou chimique, auxquels est soumis un lot 
de semences, y compris l’enrobage. Voir 7.2.3.)

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences à tes-
ter) dépend de l’utilisation prévue, du niveau d’infection 
maximal acceptable et de la sensibilité analytique de la 
méthode. La taille minimum de l’échantillon devrait être 
de 400 semences.

Matériel
Matériel de référence : cultures de référence ou autre 

matériel approprié
Boîtes de PDA ou de MA avec sulfate de streptomy-

cine : boîtes de Petri de 90 mm (une pour 5 semences)
Étuve : capable de maintenir une température de 

20 ±2 °C. Avec alternance de lumière fluorescente et 
d’obscurité pendant l’incubation

1 % NaOCl : voir page 5
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7‑022: Detection of Microdochium nivale and M. majus 
in Triticum spp. (wheat) seed

Host: Triticum spp.
Pathogen(s): Microdochium nivale Samuels & Hallett, 

syn. Fusarium nivale (Fr.) Rabenh. (Perfect state 
Monographella nivalis (Schaff.) Müller); M. majus 
(Wollenw.) Glynn & S.G.Edwards, syn. M. nivale var. 
majus (Wollenw.) Samuels & I.C.Hallett

Prepared by: ISTA Seed Health Committee, M. nivale 
Working Group

Author: V. Cockerell
 Scottish Agricultural Science Agency, Edinburgh, 

Scotland, EH12 9FJ

Revision history

Version 1.0, 2007-02-01
Version 1.1, 2011-01-01: Microdochium majus added as 

species
Version 1.2, 2012-01-01: 70 % ethanol removed as 

solvent for streptomycin
Version 1.3, 2014-01-01: Addition of positive control
Version 1.4, 2016-01-01: Revision of method, §5. 

Examination; replacement of Figures 1–5
Version 1.5, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 1.6, 2018-01-01: Editorial change to Methods 

step 5
Version 1.7, 2021-01-01: Sample size revised; Media 

and solutions revised
Version 1.8, 2022-01-01: Methods (pretreatment) 

revised
Version 1.9, 2024-01-01: Sample size revised

Background
A method for Microdochium nivale (Fusarium nivale) was 
originally published in the ISTA Handbook of Seed Health 
Testing in November 1964 as S.3. No. 33 (Anon.,1964), 
and was never revised for inclusion in the second edition 
of the Handbook. The agar plate test proposed is based on 
the comparative test organised by the ISTA Seed Health 
Committee and experience of routine testing in a number 
of laboratories. Summary of changes to original working 
sheet: Either potato dextrose agar (PDA) or malt agar 
(MA) can be used; incubation temperature reduced to 

20 °C; incubation in dark followed by 3–4 h in daylight 
or under near-ultraviolet (NUV); changes to format 
and layout. Within Microdochium nivale, two varieties 
were recognised: M. nivale var. nivale and M. nivale 
var. majus. In 2005, Glynn et al. provided molecular-
based phylogenetic evidence of two species when taken 
together with biological differences already reported, thus 
elevating the two varieties to species status, M. nivale and 
M. majus. Both species are detected on PDA and MA; 
however, visually it is not possible to distinguish between 
the two, and there is an overlap in spore morphology, 
making it difficult to separate the two species on agar. 
Both species cause seedling blight in wheat, although 
symptoms may be more severe with M. majus.

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of Microdochium nivale or M. majus on treated seed. Seed 
treatments may affect the performance of the method. 
(Definition of treatment: any process, physical, biological 
or chemical, to which a seed lot is subjected, including 
seed coatings. See 7.2.3.)

Sample size
The sample size (total number of seeds to be tested) 
depends on intended use, the maximum acceptable 
infection level and the analytical sensitivity of the 
method. The minimum sample size should be 400 seeds.

Materials
Reference material: reference cultures or other 

appropriate material
Media: potato dextrose agar or malt agar plates with 

streptomycin sulphate
Petri dishes: 90 mm Petri dishes (one per five seeds)
Incubator: capable of operating at 20 ±2 °C.
1 % NaOCl (sodium hypochlorite)

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-022Sample size description revised for consistency across methods.
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Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.  Pretratamiento: Sumergir las semillas en una solución 
de hipoclorito de sodio (NaOCl) (1 % de cloro disponi-
ble) durante 10 min, después drenar y enjuagar bien en 
agua estéril y drenar.

2.  Siembra: Colocar asépticamente un máximo de 5 se-
millas por placa, uniformemente espaciadas alrededor 
del perímetro de la placa, sobre la superficie de agar de 
APD o de AM (PCC).

2.2  Control positivo (material de referencia): Colocar 
asépticamente las semillas pretratadas, como en el 
punto 1, uniformemente espaciadas (PCC) sobre la su-
perficie del agar de en un número apropiado de placas 
con agar malta para obtener el cultivo de referencia o 
sembrar un cultivo de referencia en una placa de agar 
malta o con agar APD. El número de placas requerido 
dependerá del nivel de contaminación del lote de semi-
llas del control positivo.

3.  Incubación: Incubar las placas en oscuridad durante 
7 días a 20 °C.

4.  Cultivo de referencia Subcultivar un cultivo de refe-
rencia en placas con agar APD o AM al mismo tiempo 
que son sembradas e incubadas las placas del análisis. 
Alternativamente, una muestra de semillas, reconocida 
como infectada, puede ser esterilizada superficialmen-
te, sembrada en APD o AM e incubada bajo las mismas 
condiciones que las muestras del análisis.

5.  Evaluación: Examinar las placas después de 7 días de 
incubación. Las colonias de M. nivale y M. majus pro-
venientes de semilla son de crecimiento relativamente 
rápido; el micelio aéreo de aspecto afelpado, es de co-
lor blanco a rosa muy pálido, el envés es incoloro y se 
torna anaranjado claro (Nelson et al, 1983) o salmón 
rosado (CMI mycological colour chart, sheet 1, no. 41, 
Rayner, 1970). Después de la incubación en oscuridad, 
las colonias son generalmente blancas (Figs. 1, 2). Si 
las colonias sospechosas se dejan a la luz del día o bajo 
luz ultravioleta cercano (NUV) durante 24 horas, éstas 
deberían desarrollar el color rosa salmón/anaranjado 
en caso de tratarse de M. nivale o M. majus (Figs. 3, 
4). Se puede efectuar una confirmación adicional me-
diante el examen de conidios, si éstos se encuentran 
presentes. Las esporas conideales pueden estar presen-
tes, formándose sobre los esporodoquios y se observan 
como masas anaranjadas pálidas. Los microconidios 
están ausentes. Los macroconidios son pequeños, 1 a 3 
septas, curvados, con células terminales romas que son 
indistinguibles unas de otras. La célula basal puede ser 
de aspecto dentado pero nunca en forma de pie (Nel-
son et al., 1983). Tamaño: 10–30 µm × 2,5–5,0 µm  

(Booth, 1971). La morfología de los conidios es varia-
ble con superposición entre las dos especies M. nivale 
y M. majus (Glynn et al., 2005). Comparar con el 
control positivo. Registrar el número de semillas in-
fectadas con Microdochium nivale/M. majus. Como 
la morfología puede coincidir entre las dos especies, 
los resultados pueden expresarse como Microdochium 
spp. (Microdochium nivale y/o M. majus)

Métodos generales
Chequeo de tolerancias: Las tolerancias proporcionan 

un medio para evaluar si la variación en el resultado 
dentro o entre los análisis es lo suficientemente amplia 
como para suscitar dudas sobre la exactitud de los re-
sultados. Las tolerancias adecuadas que se pueden apli-
car directamente a la mayoría de los análisis de sanidad 
de semillas, se pueden encontrar en las Tabla 5B de la 
Parte 1 del Capítulo 5 de las Reglas ISTA o en la Tabla 
G1 en Miles (1963).

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 deben ser ingresados bajo ‘Otras determinaciones’.

  El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas.

  En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado), el resultado debe ser informado como ‘no 
detectado’. 

  En el caso de un resultado positivo, el informe debe 
indicar el porcentaje de semillas infectadas. 

Aseguramiento de calidad
Entrenamiento específico

Este análisis sòlo puede ser realizado por personal que ha 
sido entrenado en la identificación de hongos o bajo la su-
pervisión directa de alguien que tenga experiencia. 

Puntos críticos de control (PCC)

•  Método sección 2: M. nivale, M. majus, algunos 
Fusarium spp. y muchos saprófitos presentes en 
Triticum spp. son comparativamente de rápido creci-
miento; con más de 5 semillas por placa existe un alto 
riesgo de que las placas no se puedan evaluar. 

7-022-4 Gültig ab 1. Januar 2024
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Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.  Vorbehandlung: Samen 10 Minuten lang in Nat-
riumhypochloritlösung (NaOCl) (1 % verfügbares 
Chlor) eintauchen, dann abtropfen lassen und in steri-
lem Wasser gut abspülen und abtropfen lassen.

2.1  Ausplattieren: Steriles kreisförmiges Platzieren von 
maximal fünf Samen mit gleichmäßigem Abstand auf 
der Agaroberfläche der PDA- oder MA-Platte (KKP).

2.2  Positivkontrollen (Referenzmaterial): Unter sterilen 
Bedingungen die Samen wie unter 1. vorbehandeln, 
mit gleichmäßigem Abstand (KKP) auf der Agarober-
fläche auf einer entsprechenden Anzahl von MA-Plat-
ten verteilen, um eine Referenzkultur zu erhalten oder 
eine Referenzkultur auf einer MA- oder PDA -Platte 
ausplattieren. Die Zahl der erforderlichen Petrischalen 
wird von der Stärke der Kontamination der Positivkon-
trollpartie abhängen.

3.  Inkubation: 7 Tage bei 20 °C in Dunkelheit.
4.  Referenzkultur: Eine Referenzkultur auf einer PDA- 

oder Malzagarplatte zur selben Zeit subkultivieren 
wie die Samenproben ausgelegt werden. Alternativ 
kann eine Samenprobe, die infiziert ist, oberflächen-
sterilisiert auf den Medien ausgelegt werden und unter 
denselben Bedingungen wie die Untersuchungsproben 
inkubiert werden.

5.  Untersuchung: Untersuchung der Platten nach sieben-
tägiger Inkubation. M. nivale und M. majus Kolonien 
wachsen aus dem Samen relativ schnell, das filzige 
Luftmyzel ist weiß bis schwach pink, die Unterseite 
ist farblos bis hell orange (Nelson et al., 1983) oder 
lachsfarben (CMI Pilzfarbtafel, Blatt 1, Nr. 41, Ray-
ner, 1970). Nach der Inkubation im Dunkeln sind die 
Kolonien für gewöhnlich weiß (Abb. 1, 2). Wenn die 
entsprechenden Kolonien im Tageslicht oder NUV-
Licht für 24 h verbleiben, entwickelt sich die lachs-
pink/orange Färbung, wenn es sich um M. nivale oder 
M. majus handelt (Abb. 3, 4). Eine weitere Bestätigung 
kann durch die Untersuchung der Konidien (wenn vor-
handen) erfolgen. Konidien können vorhanden sein, 
die sich in Sporodochien bilden und als hell-orange 
Masse zu sehen sind. Mikrokonidien sind abwesend. 
Makrokonidien sind klein, haben 1–3 Septierungen, 
sind gebogen, mit abgestumpften Terminalzellen, 
die schwierig voneinander zu unterscheiden sind. 
Die Basalzelle kann eine Einkerbung aufweisen, ist 
aber niemals fußförmig (Nelson et al., 1983). Größe: 
10–30 µm × 2,5–5 µm (Booth, 1971). Die Konidien-
morphologie ist variabel mit Überlappungen zwischen 
den zwei Spezies M. nivale und M. majus (Glynn et 
al., 2005). Mit Positivkontrolle vergleichen. Bestim-

mung der Anzahl infizierter Samen mit Microdochium 
nivale/M.majus. Da sich die Morphologie zwischen 
den beiden Spezies überschneiden kann, können die 
Ergebnisse als Microdochium spp. ausgedrückt werden 
(Microdochium nivale und/oder M. majus).

Allgemeine Methoden
Überprüfung der Toleranz: Toleranzen erlauben eine 

Abschätzung, ob die Variation der Ergebnisse eines 
Testes oder zwischen verschiedenen Tests ausreichend 
groß ist oder nicht, um an der Genauigkeit der Ergeb-
nisse zu zweifeln. Eine Toleranztabelle, die für die 
meisten direkten Saatgut-Gesundheitsprüfungen ange-
wendet werden kann, findet sich in Tabelle 5B Teil 1 
des Kapitels 5 der ISTA-Vorschriften, oder in Tabelle 
G1 in Miles (1963).

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 (Krankheitser-
reger nicht nachgewiesen), müssen die Ergebnisse als 
„nicht nachgewiesen“ berichtet werden.
 Im Falle eines positiven Ergebnisses sollte der Prüfbe-
richt den Prozentsatz infizierter Samen angeben.

Qualitätssicherung
Spezifische Ausbildung

Diese Untersuchung sollte nur durch Personen ausgeführt 
werden, die entsprechende Erfahrungen bei der Identifika-
tion von pilzlichen Erregern haben bzw. unter der direkten 
Anleitung einer Person, die die entsprechenden Kenntnis-
se besitzt.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•  Methodensektion 2: M. nivale, M. majus, einige 
Fusarium ssp. und viele saprophytisch-lebende Pilze, 
die auf Triticum spp. vorkommen, wachsen vergleichs-
weise schnell; mit mehr als fünf Samen je Petrischa-
le steigt das Risiko, dass die Platten unauswertbar 
werden.

7-022-4 Effectives 1er janvier 2024
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Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

1.  Prétraitement : recouvrir les semences d’une solution 
d’hypochlorite de sodium (NaOC1) (1 % chlore actif) 
pendant 10 min, ensuite égoutter, rincer bien dans de 
l’eau stérile et égoutter.

2.1  Ensemencement : placer aseptiquement un maximum 
de 5 semences, également espacées dans la boîte de 
Petri, sur la surface d’agar de chaque boîte de PDA ou 
de MA (CCP).

2.2  Contrôle positif (matériel de référence) : Placer les 
semences prétraitées comme en 1., de manière asep-
tique et régulièrement disposées (CCP) sur la surface 
de boîtes de malt agar et répéter avec un nombre appro-
prié de boîtes pour obtenir la culture de référence, ou 
déposer une culture de référence sur une boîte de malt 
agar ou de PDA. Le nombre de boîtes requis dépend du 
niveau de contamination du lot de semences servant de 
contrôle positif.

3.  Incubation : incuber les boîtes pendant 7 jours à 20 °C, 
à l’obscurité.

4.  Culture de référence : repiquer une culture de réfé-
rence sur PDA ou MA en même temps que les semences 
sont déposées et incuber avec les boîtes de l’essai. Par 
ailleurs, un échantillon de semences connu pour être 
infecté peut être stérilisé en surface, déposé sur PDA 
ou MA et incubé dans les mêmes conditions que les 
échantillons de l’essai.

5.  Lecture : Examiner les boîtes après 7 jours d’incuba-
tion. Les colonies de Microdochium nivale et M. majus 
provenant des semences sont à croissance relativement 
rapide ; le mycélium feutré est blanc à rose très pâle. 
Vue du dessous, la colonie est non colorée à orange 
clair (Nelson et al., 1983) ou de couleur rose saumon 
(CMI mycological chart, sheet 1 No. 41, Rayner, 1970). 
Après incubation à l’obscurité, la colonie est généra-
lement blanche (Figs. 1, 2). Si les colonies suspectes 
sont laissées à la lumière du jour ou sous lumière noire 
pendant 24 h, la couleur rose/orange saumonée devrait 
se développer s’il s’agit de M. nivale ou M. majus 
(Figs. 3, 4). Confirmation possible par observation des 
conidies si elles sont présentes. Les conidies peuvent 
être présentes, formant des sporodochies ayant l’aspect 
d’une masse orange pâle. Les microconidies sont ab-
sentes. Les macroconidies sont petites, avec 1–3 cloi-
sons, courbées, avec des cellules terminales émoussées 
qu’il est difficile de distinguer. La cellule basale peut 
présenter une protubérance, mais n’est jamais en forme 
de pied (Nelson et al., 1983). Taille : 10–30 µm × 

2,5–5 µm (Booth, 1971). La morphologie des conidies 
est variable et peut se superposer entre les 2 espèces 
M. nivale et M. majus Glynn et al. (2005). Comparer 
avec le témoin positif. Noter le nombre de semences 
contaminées par Microdochium nivale/M. majus. Les 
deux espèces peuvent se ressembler morphologique-
ment, ainsi les résultats peuvent être exprimés en tant 
que Microdochium spp. (Microdochium nivale et/ou 
M. majus).

Méthodes générales
Vérification des tolérances : Les tolérances fournissent 

des moyens d’évaluer si la variation du résultat dans ou 
entre les essais est suffisante pour s’assurer de l’exac-
titude des résultats. Des tolérances appropriées, qui 
peuvent être appliquées à la plupart des essais d’éva-
luation de la qualité sanitaire directs, peuvent être 
trouvées dans le Tableau 5B Partie 1 du Chapitre 5 des 
Règles ISTA, ou dans la Tableau G1 du Miles (1963).

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), les résultats doivent être rapportés comme « non 
détecté ».
 Dans le cas d’un résultat positif, le rapport doit indi-
quer le pourcentage de semences infectées.

Assurance qualité
Formation spécifique

Cet essai devrait seulement être réalisé par les personnes 
qui ont été formées à l’identification fongique ou sous la 
supervision directe de personnes qui l’ont été.

Points critiques de contrôle (CCP)

•  Section 2 de la méthode : M. nivale, M. majus, quelques 
espèces de Fusarium spp. & beaucoup de saprophytes 
présents sur des espèces de Triticum sont à croissance 
rapide ; avec plus de 5 semences par boîte, il y a un 
risque important que les boîtes soient illisibles.

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

Effective 1 January 20247-022-4

7‑
02

2:
 M

ic
ro

do
ch

iu
m

 n
iv

al
e 

an
d 

M
ic

ro
do

ch
iu

m
 m

aj
us

 in
 T

rit
ic

um
 s

pp
. (

w
he

at
)

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.  Pretreatment: Immerse seeds in a solution of sodium 
hypochlorite (NaOCl) (1 % available chlorine) for 
10 min, then drain, rinse well in sterile water and 
drain again.

2.1 Plating: Aseptically place a maximum of 5 seeds, 
evenly spaced around the perimeter of the plate, onto 
the agar surface of each PDA or MA plate (CCP).

2.2  Positive control (reference material): Aseptically 
place seeds pretreated as in 1., evenly spaced (CCP), 
onto the agar surface of an appropriate number of malt 
agar plates to obtain the reference culture, or plate a 
reference culture on one malt agar plate or PDA plate. 
The number of plates required will depend on the 
level of contamination of the positive control seed lot.

3.  Incubation: Incubate plates for 7 d at 20 °C in the 
dark.

4.  Reference culture: Subculture a reference culture to 
a PDA or MA plate at the same time the seeds are 
plated and incubate with the test plates. Alternatively, 
a sample of seed known to be infected may be surface 
sterilised, plated on PDA or MA and incubated under 
the same conditions as the test samples.

5.  Examination: Examine the plates after 7 d incubation. 
M. nivale and M. majus colonies from seed are 
relatively fast growing; felted aerial mycelium is 
white to very pale pink, the undersurface is colourless 
turning to light orange (Nelson et al., 1983) or salmon 
pink (CMI mycological colour chart, sheet 1, no. 
41, Rayner, 1970). After incubation in the dark, the 
colonies are usually white (Figs. 1, 2). If the suspect 
colonies are left in daylight or under near-ultraviolet 
light for 24 h, the salmon pink/orange colour should 
develop if M. nivale or M. majus (Figs. 3, 4). Further 
confirmation can be made by examining conidia if 
present. Conidial spores may be present, forming 
on sporodochia and seen as a pale orange mass. 
Microconidia are absent. Macroconidia are small, 
1–3 septate, curved with blunt terminal cells that are 
indistinguishable from one another. The basal cell 
may be notched but is never foot-shaped (Nelson et 
al., 1983). Size: 10–30 µm × 2.5–5 µm (Booth, 1971). 
Conidial morphology is variable with overlap between 
the two species M. nivale and M. majus (Glynn et 
al., 2005). Compare with positive control. Record 
the number of seeds infected with Microdochium 
nivale/M. majus. As morphology can overlap 
between the two species, results can be expressed as 
Microdochium spp. (Microdochium nivale and/or M. 
majus).

General methods
Checking tolerances: Tolerances provide a means of 

assessing whether or not the variation in results within 
or between tests are sufficiently wide as to raise doubts 
about the accuracy of the results. Suitable tolerances, 
which can be applied to most direct seed health tests, 
can be found in Table 5B Part 1 of Chapter 5 of the 
ISTA Rules, or Table G1 in Miles (1963).

Reporting results: The result of a seed health test 
should indicate the scientific name of the pathogen 
detected and the test method used. When reported on 
an ISTA Certificate, results are entered under ‘Other 
Determinations’.
 The report must indicate the number of seeds tested. 
 In the case of a negative result (pathogen not detected), 
the results must be reported as ‘not detected’.
 In the case of a positive result, the report must indicate 
the percentage of infected seeds.

Quality assurance
Specific training

This test should only be performed by persons who have 
been trained in fungal identification or under the direct 
supervision of someone who has.

Critical control points (CCP)

•  Method section 2: M. nivale, M. majus, some 
Fusarium spp and many saprophytic fungi present on 
Triticum spp. are comparatively fast growing; with 
more than 5 seeds per plate, there is a high risk of the 
plates being unreadable.

•  Preparation of PDA or MA plates: The source of 
agar may influence the results. The level of available 
nutrients may vary from manufacturer to manufacturer. 
Both PDA and MA can be bought as a powdered 
medium, or MA can be made up as per recipe (see 
below). Suitable products used in the comparative test 
include PDA (Oxoid, Basingstoke, UK), Cristomalt 
(DIFAL, Seysses, France); agar-agar (VWR, West 
Chester, Pa., USA) and streptomycin (Sigma-Aldrich, 
Mo., USA). Any equivalent products should be 
suitable. Whenever a new batch of agar is used, a 
check on the quality should be made, using a reference 
lot with a known infection level, or a reference isolate 
and sustainability of isolate measured. Pay particular 
attention to the growth characteristics of reference 
isolates.
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Figura 1. Colonias de Microdochium nivale y/o majus 
en APD después de 7 días de incubación en oscuridad. 
a Parte superior de la placa. b Envés de la placa.

Figura 3. Colonias de Microdochium nivale y/o majus 
en APD después de 7 días de incubación en oscuridad 
y 24 horas bajo luz NUV, mostrando coloración rosado 
salmón. a Parte superior de la placa. b Envés de la placa.

a ab b

Figura 2. Colonias de Microdochium nivale y/o majus en 
AM después de 7 días de incubación en oscuridad. a Par-
te superior de la placa. b Envés de la placa.

Figura 4. Colonias de Microdochium nivale y/o majus 
en AM después de 7 días de incubación en oscuridad 
y 24 horas bajo luz NUV, mostrando coloración rosado 
salmón. a Parte superior de la placa. b Envés de la placa.

Figura 5. Conidia de Microdochium en CLA, ×400.

a ab b

•  Preparación de las placas con medio APD o AM: La 
procedencia del agar puede influir en los resultados. El 
nivel de nutrientes disponible puede variar de un fabri-
cante a otro. Tanto el medio APD como el AM se pue-
den adquirir como un medio en polvo o AM se puede 
preparar siguiendo un protocolo (ver abajo). Entre los 
productos adecuados utilizados en los ensayos com-
parativos se encuentran: APD (Oxoid, Basingstoke, 
UK), Cristomalt (DIFAL, Seysses, France); agar-agar 
(VWR, West Chester, Pa. EE. USA) y estreptomicina 
(Sigma-Aldrich, Mo., EE. USA). Cualquier produc-
to equivalente debería ser apropiado. Siempre que se 
use un nuevo lote de agar se debe realizar un control 
de calidad, utilizando un lote de referencia con un nivel 
de infección conocido o un aislamiento de referencia y 
medir la sustentabilidad del aislamiento. Prestar espe-
cial atención a las características de crecimiento de los 
aislamientos de referencia. 

Gültig ab 1. Januar 2024
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Abb. 1. Kolonien von Microdochium nivale und/oder majus 
auf PDA nach siebentägiger Inkubation im Dunkeln. a 
Oberseite der Platte. b Unterseite der Platte.

Abb. 3. Kolonien von Microdochium nivale und/oder majus 
auf PDA nach 7 Tagen Inkubation im Dunkeln und 24 h 
unter NUV zeigen lachsfarben-pinke Färbung. a Oberseite 
der Petrischale. b Unterseite der Petrischale

a ab b

Abb. 2. Kolonien von Microdochium nivale und/oder majus 
auf MA nach siebentägiger Inkubation im Dunkeln. a Ober-
seite der Platte. b Unterseite der Platte.

Abb. 4. Kolonien von Microdochium nivale und/oder majus 
auf MA nach 7 Tagen Inkubation im Dunkeln und 24 h 
unter NUV zeigen lachsfarben-pinke Färbung. a Oberseite 
der Petrischale. b Unterseite der Petrischale

Abb. 5. Konidien von Microdochium auf CLA, 400-fache 
Vergrößerung.

a ab b

•  Herstellung von PDA- oder MA-Platten: Die Herkunft 
des Agars kann das Ergebnis beeinflussen. Die Nähr-
stoffverfügbarkeit kann zwischen den Herstellern vari-
ieren. Sowohl PDA als auch MA können als pulverför-
miges Fertigmedium erworben werden, MA kann nach 
Rezept (siehe unten) auch selbst hergestellt werden. 
Geeignete Produkte, die in der Vergleichsuntersuchung 
vertreten waren: PDA (Oxoid, Basingstoke, UK), 
Christomalt (DIFAL, Seysses, Frankreich), Agar-Ag-
ar (VWR, West Chester, Pa., USA) und Streptomycin 
(Sigma-Aldrich, Mo., USA). Jedes äquivalente Produkt 
sollte geeignet sein. Wann immer eine neue Charge ver-
wendet wird, sollte eine Qualitätskontrolle mit Hilfe 
von Referenzmaterial bekannten Infektionsgrades oder 
einer Referenzkultur gemacht werden. Besondere Auf-
merksamkeit sollte dabei den Wachstumscharakteristi-
ka der Referenzisolate beigemessen werden.

Effectives 1er janvier 2024
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Figure 1. Colonies de Microdochium nivale et/ou majus 
sur PDA après incubation 7 jours à l’obscurité. a Surface 
supérieure de la boîte. b Boîte vue de dessous

Figure 3. Colonies de Microdochium nivale et/ou majus 
sur PDA après 7 jours d’incubation à l’obscurité et 24 h 
sous NUV, montrant une coloration rose saumon. a Des-
sus de la boite. b Dessous de la boite.

a ab b

Figure 2. Colonies de Microdochium nivale et/ou majus 
sur MA après 7 jours d’incubation à l’obscurité. a Dessus 
de la boite. b Dessous de la boite.

Figure 4. Colonies de Microdochium nivale et/ou majus 
sur MA après 7 jours d’incubation à l’obscurité et 24 h sous 
NUV, montrant une coloration rose saumon. a Dessus de 
la boite. b Dessous de la boite.

Figure 5. Conidies de Microdochium sur CLA. ×400.

a ab b

•  Préparation des boîtes de PDA ou de MA : La source 
d’agar peut influencer les résultats. Le niveau des nutri-
ments disponibles peut changer d’un fabricant à l’autre. 
Le PDA et le MA peuvent être achetés en poudre, ou le 
MA peut être préparé (voir ci-dessous). Les produits 
appropriés utilisés dans l’essai comparatif incluent le 
PDA (Oxoid, Basingstoke, R-U), Cristomalt (DIFAL, 
Seysses, France) ; agar-agar (VWR, West Chester, Pa., 
États-Unis) et la streptomycine (Sigma-Aldrich, Mo., 
USA). Des produits équivalents devraient convenir. A 
chaque fois qu’une nouvelle série d’agar est employée, 
un contrôle sur la qualité devrait être fait, en utilisant 
un lot de référence avec un niveau connu d’infection, 
ou un isolat de référence et avec mesure de la crois-
sance de l’isolat. Une attention particulière devra être 
apportée aux caractéristiques de croissance des isolats 
de référence.

7-022-5
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Figure 1. Colonies of Microdochium nivale and/or majus 
on PDA after 7 days incubation in the dark. a Top surface 
of plate. b Bottom surface of plate.

Figure 3. Colonies of Microdochium nivale and/or majus 
on PDA after 7 days incubation in the dark and 24 h under 
NUV, showing salmon-pink coloration. a Top surface of 
plate. b Bottom surface of plate.

a ab b

Figure 2. Colonies of Microdochium nivale and/or majus 
on MA after 7 days incubation in the dark. a Top surface of 
plate. b Bottom surface of plate.

Figure 4. Colonies of Microdochium nivale and/or majus 
on MA after 7 days incubation in the dark and 24 h under 
NUV, showing salmon-pink coloration. a Top surface of 
plate. b Bottom surface of plate.

Figure 5. Microdochium conidia on CLA. ×400.

a ab b
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Medios y soluciones
Agar papa dextrosa + estreptomicina

Agar papa dextrosa (PCC): preparar de acuerdo a las 
especificaciones del fabricante

Agua destilada/desionizada: 1000 ml
Sulfato de estreptomicina*: se puede usar entre 50 mg y 

130 mg, dependiendo del nivel de contaminación bac-
teriana saprofita que se encuentre comúnmente

* Agregar después de esterilizar en autoclave. El Sulfato 
de estreptomicina puede ser disuelto en agua. Se requiere 
esterilizar mediante filtración.

Preparación

1. Pesar los reactivos en un recipiente adecuado para 
autoclave.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Disolver el polvo de APD en agua, agitando.
4. Esterilizar en autoclave a 121 °C y 15 psi por 15min.
5. Ajustar el pH a 5,6 ±0,2 unidades de pH.
6. Dejar enfriar el agar hasta aproximadamente 50 °C y 

agregar sulfato de estreptomicina disuelto en agua.
7. Verter 20–22 ml de agar fundido en placas de Petri de 

90 mm y dejar solidificar antes de usar.

Almacenaje

Las placas preparadas pueden almacenarse a 4 °C hasta 
6 semanas.

Agar malta + estreptomicina

Agar: 20 g
Malta: 10 g
Agua destilada/desionizada: 1000 ml
Sulfato de estreptomicina*: se puede usar entre 50 mg y 

130 mg, dependiendo del nivel de contaminación bac-
teriana saprofita que se encuentre comúnmente

*Agregar después de esterilizar en autoclave. El Sulfato 
de estreptomicina puede ser disuelto en agua. Se requiere 
esterilizar mediante filtración.

Preparación

1. Pesar la malta en un recipiente adecuado. Agregar dos 
volúmenes de agua destilada/desionizada por volumen 
de malta y calentar a punto de ebullición.

2. Agregar el agar y el resto del agua, hasta disolver 
completamente antes de esterilizar en autoclave.

3. Esterilizar en autoclave a 121 °C y 15 psi por 15 min.
4. Ajustar el pH a 7 ±0,2 unidades de pH.
5. Dejar enfriar el agar hasta aproximadamente 50 °C y 

agregar el sulfato de estreptomicina disuelto en agua.
6. Verter 20–22 ml de agar fundido en placas de Petri de 

90 mm y dejar solidificar antes de usar.

Si se utiliza agar de malta al 1 % listo para usar, prepararlo 
de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Almacenaje

Las placas preparadas pueden almacenarse a 4 °C hasta 
6 semanas.

Solución de hipoclorito de sodio

Se puede preparar una solución de hipoclorito de sodio 
para el pretratamiento de semillas a partir del cloro comer-
cial diluido al 1 % de cloro disponible. La concentración 
de cloro en el cloro comercial varía considerablemente 
ente y disminuye con el almacenaje. Usar la formula:

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

(donde V= volumen y C= % de cloro disponible) para cal-
cular el volumen de la solución de stock de cloro comer-
cial requerido para preparar la solución de hipoclorito de 
sodio para el pretratamiento de la semilla.

Para preparar 1 l de solución de hipoclorito de sodio 
que contiene 1 % de cloro a partir del stock de cloro co-
mercial que contiene 12 % de cloro disponible:

Vstock = 1 × 1/12 = 0,083

Por lo tanto, añadir 83 ml del stock al 12 % para 917 ml 
de agua.

El porcentaje de cloro activo decrece rápidamente en 
solución, por lo tanto, la solución de 1 % de NaClO debe 
guardarse en oscuridad y usarse dentro de los 3 días de 
preparada. Es posible verificar la concentración de cloro 
usando tiras reactivas para cloro.

7-022-6 Gültig ab 1. Januar 2024
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Medien und Lösungen
Kartoffel-Dextrose-Agar + Streptomycin

Kartoffel-Dextrose-Agar (PDA) (KKP): Verwendung 
nach Herstellerempfehlung

Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml.
Streptomycinsulfat*: Verwendung zwischen 50 mg und 

130 mg in Abhängigkeit des beobachteten Ausmaßes 
saprophytischer Bakterienkontamination.

* Nach dem Autoklavieren zufügen. Streptomycinsulfat 
kann in Wasser gelöst werden. Filter sterilisation ist bei 
Lösung in Wasser notwendig.

Herstellung

1.  Alle Zutaten in einen geeigneten autoklavierbaren 
Behälter einwiegen.

2.  1000 ml destilliertes/deionisiertes Wasser hinzufügen.
3.  Zum Auflösen des PDA rühren.
4.  Bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min autoklavieren.
5.  Einstellung des pH-Wertes auf pH 5.6 ±0.2.
6.  Den Agar auf ca. 50 °C abkühlen und das in Wasser 

gelöste Streptomycinsulfat zufügen.
7.  20–22 ml des flüssigen Agars in 90 mm Petrischalen 

gießen und vor der Verwendung erstarren lassen.

Lagerung

Die Platten können bei 4 °C für bis zu 6 Wochen bis zur 
Verwendung gelagert werden.

Malz‑Agar + Streptomycin

Agar: 20 g
Malz: 10 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml.
Streptomycinsulfat*: Verwendung zwischen 50 mg und 

130 mg in Abhängigkeit des beobachteten Ausmaßes 
saprophytischer Bakterienkontamination.

* Nach dem Autoklavieren zufügen. Streptomycinsulfat 
kann in Wasser gelöst werden. Filter sterilisation ist bei 
Lösung in Wasser notwendig.

Herstellung

1.  Das Malz in einen geeigneten Behälter einwiegen. 
Zugabe des zweifachen Volumens destillierten/deio-
nisierten Wassers je Volumen Malz und zum Kochen 
bringen.

2.  Zugabe vom Agar und dem restlichen Wasser, voll-
ständiges Lösen vor dem Autoklavieren.

3.  Bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min autoklavieren.
4.  Einstellung des pH-Wertes auf pH 7 ±0.2.
5.  Den Agar auf ca. 50 °C abkühlen und das in Wasser 

gelöste Streptomycinsulfat zufügen.
6. 20–22 ml des flüssigen Agars in 90 mm Petrischalen 

gießen und vor der Verwendung erstarren lassen.

Bei Verwendung von einprozentigen Fertig-Malz-Agar er-
folgt die Vorbereitung nach den Angaben des Herstellers.

Lagerung

Die Platten können bei 4 °C für bis zu 6 Wochen bis zur 
Verwendung gelagert werden.

Natriumhypochlorit‑Lösung

Natriumhypochlorit zur Oberflächendesinfektion von 
Saatgut kann aus einem handelsüblichen Bleichmittel (Na-
triumhypochloritlauge) verdünnt werden auf eine Konzen-
tration von 1 % verfügbarem Chlor. Die Chlorkonzentrati-
on in kommerziellen Bleichmitteln kann deutlich variieren 
und sinkt mit der Dauer der Lagerung. Die Berechnung der 
benötigten Menge der Natriumhypochlorit-Stammlösung 
für die Herstellung der Gebrauchslösung erfolgt nach der 
Formel:

VStammlsg. = VEndkonz. × CEndkonz. / CStammlsg. 

(wobei V = Volumen; C = % verfügbares Chlor) lässt sich 
das erforderliche Volumen des kommerziellen Bleich-
mittels, welches für die Herstellung der Natriumhypoch-
lorit-lösung zur Samenvorbehandlung erforderlich ist, 
berechnen. 

Zur Herstellung von 1 l Natriumhypochlorit-Lösung 
mit 1 % verfügbarem Chlor aus einer 12-prozentigen 
Stammlösung:

entspricht VStammlsg. = 1 × 1/12 = 0,083

D. h. 83 ml der Stammlösung mit 917 ml Wasser verdünnen.
Der Prozentsatz an aktivem Chlor nimmt in der Lösung 

schnell ab, daher muss NaClO 1 %ige Lösung im Dunkeln 
gelagert und innerhalb von 3 Tagen nach der Zubereitung 
verbraucht werden. Es ist möglich, die Chlorkonzentration 
mit Chlor-Streifentests zu überprüfen.
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Milieux et solutions
PDA + streptomycine

PDA (CCP) : préparer selon des spécifications de 
fournisseur

Eau distillée/désionisée : 1000 ml
Sulfate* de streptomycine : peut être employé entre 

50 mg et 130 mg, selon le niveau de contamination 
bactérienne saprophyte généralement observée

* Ajouté après stérilisation à l’autoclave. Le sulfate de 
streptomycine peut être dissous dans l’eau. La stérilisa-
tion par filtration est nécessaire en cas de dissolution dans 
l’eau.

Préparation

1.  Peser les ingrédients dans un récipient autoclavable 
approprié.

2.  Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.  Dissoudre le PDA en poudre dans l’eau par agitation.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 p.s.i. pendant 15 min.
5.  Ajuster le pH à 5,6 ±0,2 unités de pH
6.  Laisser l’agar refroidir à environ 50 °C et ajouter le 

sulfate de streptomycine dissous dans l’eau.
7.  Verser 20–22 ml d’agar dans des boîtes de Petri de 

90 mm et laisser solidifier avant emploi.

Stockage

Des boîtes peuvent être stockées à 4 °C pendant 6 semaines.

MA + streptomycine

Agar : 20 g
Malt : 10 g
Eau distillée/désionisée : 1000 ml
Sulfate* de streptomycine : peut être employé entre 

50 mg et 130 mg, selon le niveau de contamination 
bactérienne saprophyte généralement observé

* Ajouté après stérilisation à l’autoclave. Le sulfate de 
streptomycine peut être dissous dans l’eau. La stérilisa-
tion par filtration est nécessaire en cas de dissolution dans 
l’eau.

Préparation

1.  Peser le malt dans un récipient approprié. Ajouter deux 
volumes d’eau distillée/désionisée par volume de malt, 
et les amener au point d’ébullition.

2.  Ajouter l’agar et le reste de l’eau, et dissoudre complè-
tement avant la stérilisation à l’autoclave.

3.  Autoclaver à 121 °C et 15 p.s.i. pendant 15 min.
4.  Ajuster le pH à 7 ±0,2 unités de pH.
5.  Laisser l’agar refroidir à environ 50 °C et ajouter le 

sulfate de streptomycine dissous dans l’eau.
6.  Verser 20–22 ml de l’agar dans des boîtes de Petri de 

90 mm et laisser solidifier avant emploi.

Si du MA à 1 % prêt à l’emploi est utilisé, le préparer selon 
les spécifications du fournisseur.

Stockage

Des boîtes peuvent être stockées à 4 °C pendant 6 semaines.

Solution d’hypochlorite de sodium

L’hypochlorite de sodium pour le prétraitement de la se-
mence peut être préparé à partir d’eau de Javel diluée à 
1 % de chlore. La concentration du chlore dans l’eau de 
Javel varie considérablement et ça décline avec le stoc-
kage. Employer la formule :

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

(où V = volume et C = % de chlore disponible) pour cal-
culer le volume de la solution commerciale requise pour 
préparer des solutions d’hypochlorite de sodium pour 
l’utilisation dans le prétraitement de semences.

Pour préparer 1 l de solution d’hypochlorite de sodium 
contenant 1 % de chlore à partir d’eau de Javel commercial 
contenant 12 % de chlore disponible :

Vstock = 1 × 1/12 = 0,083

Ajouter ainsi 83 ml de Javel à 12 % à 917 ml d’eau.
Le pourcentage de chlore actif diminue rapidement en 

solution, c’est pourquoi la solution NaCIO à 1 % doit être 
conservée à l’obscurité et utilisée dans les 3 jours suivant 
sa préparation. Il est possible de vérifier la concentration 
de chlore à l’aide de tests sur bandelettes de chlore.
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Media and solutions
Potato dextrose agar + streptomycin

Potato dextrose agar (CCP): make according to 
specification of supplier

Distilled/deionised water: 1000 ml
Streptomycin sulphate*: may be used between 50 mg 

and 130 mg, depending on the level of saprophytic 
bacterial contamination commonly encountered

* Added after autoclaving. Streptomycin sulphate can be 
dissolved in water. Filter sterilisation is required.

Preparation

1.  Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Dissolve powdered PDA in the water by stirring.
4.  Autoclave at 121 °C and 15 p.s.i. for 15 min.
5.  Adjust to pH 5.6 ±0.2 pH units.
6.  Allow agar to cool to approximately 50 °C and add 

streptomycin sulphate dissolved in water.
7.  Pour 20–22 ml of molten agar into 90 mm Petri 

dishes and allow to solidify before use.

Storage

Prepared plates may be stored at 4 °C for up to 6 weeks.

Malt agar + streptomycin

Agar: 20 g
Malt: 10 g
Distilled/deionised water: 1000 ml
Streptomycin sulphate*: may be used between 50 mg 

and 130 mg, depending on the level of saprophytic 
bacterial contamination commonly encountered.

* Added after autoclaving. Streptomycin sulphate can be 
dissolved in water. Filter sterilisation is required.

Preparation

1.  Weigh out the malt into a suitable container. Add two 
volumes of the distilled/deionised water per volume 
of malt, and bring to boiling point.

2.  Add the agar and the remainder of the water, and 
dissolve completely before autoclaving.

3.  Autoclave at 121 °C and 15 p.s.i. for 15 min.
4.  Adjust to pH 7 ±0.2 pH units.
5.  Allow agar to cool to approximately 50 °C and add 

streptomycin sulphate dissolved in water.
6.  Pour 20–22 ml of the molten agar into 90 mm Petri 

dishes and allow to solidify before use.

If using ready-to-use 1 % malt agar, prepare according to 
specifications of supplier.

Storage

Prepared plates may be stored at 4 °C for up to 6 weeks.

Sodium hypochlorite solution

Sodium hypochlorite for pretreatment of seed can be 
prepared from commercial bleach diluted to 1 % available 
chlorine. The concentration of chlorine in commercial 
bleach varies considerably and declines with storage. Use 
the formula:

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

(where V = volume and C = % available chlorine) to 
calculate the volume of commercial bleach stock solution 
required to prepare sodium hypochlorite solutions for use 
in seed pretreatment.

To prepare a 1 l solution of sodium hypochlorite 
containing 1 % chlorine from a stock of commercial 
bleach containing 12 % available chlorine:

Vstock = 1 × 1/12 = 0.083

Thus add 83 ml of the 12 % stock to 917 ml water.
The percentage of active chlorine decreases rapidly 

in solution so, NaClO 1 % solution must be stored in the 
dark and used within 3 days of preparation. It is possible 
to check chlorine concentration with chlorine strip tests.
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