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Informes de validación

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

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

Descargo de responsabilidad

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

Medidas de seguridad

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

Nota sobre el uso de traducciones

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

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

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

En línea ISSN 2310-3655

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

Validierungsstudien

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

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

Haftungsausschluss

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

Sicherheitsmaßnahmen

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

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

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

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)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suisse

© 2024 par l’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)
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Tous droits réservés. Aucune partie de cette publication ne peut être reproduite, stoc-
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moyen, électronique, mécanique, photocopiant, enregistrant ou autrement, sans autorisa-
tion préalable écrite de l’ISTA.

Remarque sur l’utilisation des traductions

La version électronique des règles incluant les versions en anglais, en français, en alle-
mand et en espagnol. Pour toute question d’interprétation des règles, seule la version 
anglaise fait foi.

Validation reports

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

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

Disclaimer

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

Safety precautions

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

Note on the use of the translations

The electronic version of the International Rules for Seed Testing includes the English, 
French, German and Spanish versions. If there are any questions on interpretation of the 
ISTA Rules, the English version is the definitive version.
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Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Switzerland
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All rights reserved. No part of this publication may be reproduced, stored in any retrieval 
system or transmitted in any form or by any means, electronic, mechanical, photocopying, 
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7‑028: Detección del virus del mosaico del tabaco 
infeccioso y del virus del mosaico del tomate en 
semillas de Solanum lycopersicum (tomate) por ensayo 
de lesiones locales (indexaje) en plantas de Nicotiana 
tabacum 

Hospedante: Solanum lycopersicum L.
Patógeno(s): Virus del mosaico del tabaco (TMV =  

Tobacco mosaic virus); virus del mosaico del tomate 
(ToMV = tomato mosaic virus)

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

Autores: Koenraadt, H.M.S.1, Grimault, V.2 y  
Politikou, A.3

 1Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarends-
veen, Netherlands

 E-mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 2GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 

49071 Beaucouzé CEDEX, France
 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2011-12-02
Versión 1.1, 2014-01-01: El nombre científico se cambió 

a Solanum lycopersicum, se mejora la redacción de 
los antecedentes; ‘indexaje’ se reemplaza por ‘ensayo 
de lesiones locales’; modificación de Preparación de 
la muestra; en Métodos, buffer diferente permitido

Versión 1.2, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado
Versión 1.3, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado
Versión 1.4, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
El virus del mosaico del tabaco (TMV) y el virus del 
mosaico del tomate (ToMV) son tobamovirus trasmitidos 
por semillas encontrados comúnmente en semillas de to-
mate y son trasmitidos tanto mecánicamente como por se-
milla (Lewandowski y Dawson 1998; Hadas et al., 2004, 
Huttinga y Rast 1995; Demski 1981), Se puede utilizar la 
técnica de ELISA (= enzyme-linked immunosorbent assay) 
como método de detección, pero ésta no permite distinguir 

entre partículas de virus infecciosas y no infecciosas, lo 
que puede producir resultados falsos positivos (Maury et 
al., 1987; Nolan y Campbell 1984). El ensayo de lesiones 
locales deriva de un ensayo comparativo multilaboratorios 
organizado por la International Seed Health Initiative for 
Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg). Se basa en la detección 
de virus infeccioso mediante inoculación mecánica de las 
plantas del ensayo resistentes a Nicotiana con extracto de 
semillas de tomate (Holmes 1929; Hadas 1999; Hadas et 
al., 2004). En plantas de tabaco que portan el gen N tal 
como Nicotiana tabacum ‘Xanthi NN’ (Stange et al., 2004; 
Diaz-Griffero et al., 2006) la resistencia a tobamovirus 
(Holmes 1938; Hammond-Kosack y Jones 1996; Erickson 
et al., 1999a; Whitham et al., 1994; Boovaraghan et al., 
2007) está basada en una reacción hipersensible a la in-
fección del virus (Ehrenfeld et al., 2008; Takahashi 1956; 
Erickson et al., 1999b; Whitham et al., 1994, Taliansky et 
al., 1994), que resulta en una lesión necrótica local (Hol-
mes 1938; Takahashi 1956; Dawson 1999) previniendo 
una propagación sistemática subsecuente del virus. Se ha 
informado que con este método se puede detectar una se-
milla infectada en una sub-muestra de 500 semillas sanas 
(Hadas et al., 2004). Sin embargo, para aumentar la sen-
sibilidad del análisis, en el ensayo comparativo de ISHI-
Veg se utilizó un tamaño de sub-muestra de 250 semillas a 
los efectos de la validación. El método no distingue entre 
TMV y ToMV.

Semilla tratada
Este método de análisis es adecuado para semilla sin tratar 
y para semilla que ha sido tratada con el objetivo de des-
infestar o desinfectar, usando procesos físicos o químicos 
(extracción ácida, hipoclorito de calcio o sodio, fosfato 
trisódico, etc.) siempre que cualquier residuo que pudiese 
quedar como remanente, no afecte el ensayo. Es responsa-
bilidad del usuario verificar dicho antagonismo y/o inhibi-
ción mediante análisis, inoculación de muestra o compara-
ciones experimentales. Este método de análisis no ha sido 
validado para semilla tratada con protectores químicos o 
sustancias biológicas.

Gültig ab 1. Januar 2024

Internationale Vorschriften für die Prüfung von Saatgut Validierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut
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7‑028: Nachweis von infektiöser tobacco mosaic virus 
und tomato mosaic virus an Samen von Solanum 
lycopersicum (Tomate) durch den Lokalläsionentest 
(Indexierung) an Pflanzen von Nicotiana tabacum 

Wirtspflanze: Solanum lycopersicum L.
Krankheitserreger: Tobacco mosaic virus (TMV); 

tomato mosaic virus (ToMV)

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

Autoren: Koenraadt, H.M.S.1, Grimault, V.2 &  
Politikou, A.3

 1Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarends-
veen, Niederlande

 E-Mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 2GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 

49071 Beaucouzé CEDEX, Frankreich
 E-Mail: valerie.grimault@geves.fr
 3ISF, 7 chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Schweiz
 E-Mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Revisionsstand

Version 1.0, 2011-12-02
Version 1.1, 2014-01-01: Neuer wissenschaftlicher Name 

Solanum lycopersicum; ‚Hintergrund‘ revidiert; ‚In-
dexierung‘ ersetzt durch ‚Lokalläsionentest‘; ‚Proben-
vorbereitung‘ revidiert; andere Puffer zugelassen in 
‚Methode‘

Version 1.2, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-
se“ überarbeitet

Version 1.3, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße
Version 1.4, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Tabakmosaikvirus (TMV) und Tomatenmosaikvirus 
(ToMV) sind samenbürtige Tobamoviren, die an Tomaten-
samen auftreten und sowohl mechanisch als auch mit den 
Samen übertragen werden (Lewandowski & Dawson 1998; 
Hadas et al., 2004, Huttinga & Rast 1995; Demski 1981). 
ELISA (= enzyme-linked immunosorbent assay) kann als 
Nachweismethode angewendet werden, kann aber nicht 
zwischen infektiösen und nicht-infektiösen Viruspartikeln 
unterscheiden und damit zu falsch-positiven Ergebnissen 
führen (Maury et al., 1987; Nolan & Campbell 1984). Der 
Lokalläsionentest resultiert aus einem Vergleichstest zwi-
schen mehreren Laboren, der von der International Seed 
Health Initiative for Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg) or-
ganisiert wurde. Der Test basiert auf dem Nachweis von 

infektiösem Virus durch mechanische Inokulation resis-
tenter Nicotiana-Testpflanzen mit Tomatensamenextrak-
ten (Holmes 1929; Hadas 1999; Hadas et al., 2004). ). In 
Tabakpflanzen, die das N-Gen besitzen, wie Nicotiana 
tabacum ‘Xanthi NN’ (Stange et al., 2004; Diaz-Griffero 
et al., 2006) basiert die Resistenz gegen Tobamovirosen 
(Holmes 1938; Hammond-Kosack & Jones 1996; Erick-
son et al., 1999a; Whitham et al., 1994; Boovaraghan et 
al., 2007) auf einer hypersensitiven Reaktion gegen die 
Virusinfektion (Ehrenfeld et al., 2008; Takahashi 1956; 
Erickson et al., 1999b; Whitham et al., 1994; Taliansky 
et al., 1994), welche zu lokalen nekrotischen Läsionen 
(Holmes 1938; Takahashi 1956; Dawson 1999) führt, die 
eine nachfolgende systemische Verbreitung des Virus ver-
hindert. Es wurde berichtet, dass ein infizierter Samen aus 
einer Teilprobe von 500 gesunden Samen mit dieser Me-
thode nachgewiesen werden kann (Hadas et al., 2004). Um 
trotzdem die Sensitivität des Testes zu erhöhen, wurde in 
der ISHI-Vergleichsstudie eine Teilprobengröße von 250 
Samen für die Validierung verwendet. Der Nachweistest 
unterscheidet nicht zwischen TMV und ToMV.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist für unbehandeltes Saatgut und für Sa-
men geeignet, die mit physikalischen oder chemischen 
(Säureextraktion, Calcium- oder Natriumhypochlorit, Na-
trium-III-Phosphat, usw.) Mitteln zum Zweck der Unge-
zieferbekämpfung oder Desinfizierung behandelt wurden, 
sofern kein eventuell verbliebener Rückstand die Methode 
beeinflusst. Es liegt in der Verantwortung des Durchfüh-
renden auf derartige Antagonisten und/oder Inhibitoren 
durch Analyse, Probenversatz oder Vergleichstests zu prü-
fen. Diese Methode wurde nicht validiert für die Unter-
suchung an Saatgut, das mit chemischen Pflanzenschutz-
mitteln oder kurativen biologischen Substanzen behandelt 
wurde.

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 3000 
Samen und die maximale Teilprobengröße beträgt 250 
Samen.

Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de Semences Méthodes validées pour analyse sanitaire des semences
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7‑028 : Détection de « tobacco mosaic virus » et 
« tomato mosaic virus » infectieux sur semences de 
Solanum lycopersicum (tomate) par lésions locales 
(indexage) sur plantes de Nicotiana tabacum 

Hôte : Solanum lycopersicum L.
Pathogène(s) : Tobacco mosaic virus (TMV) ; tomato 

mosaic virus (ToMV)

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

Auteurs : Koenraadt, H.M.S.1, Grimault, V.2 & 
 Politikou, A.3

 1Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarends-
veen, Pays-Bas

 Courriel : h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 2GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 

49071 Beaucouzé CEDEX, France
 Courriel : valerie.grimault@geves.fr
 3ISF, 7 chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Suisse
 Courriel : liana.politikou@ufs-asso.com

Historique de la révision

Version 1.0, 2011-12-02
Version 1.1, 2014-01-01 : Nom scientifique changé à 

Solanum lycopersicum ; ‘Historique’ révisé ; « in-
dexage » remplacé par « test par lesions locales » ; 
« Préparation des échantillons » révisée ; autres tam-
pons permis dans « Méthode »

Version 1.2, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 
révisé

Version 1.3, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » 
révisé

Version 1.4, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » 
révisé

Historique
Le virus de la mosaïque du tabac (TMV) et le virus de 
la mosaïque de la tomate (ToMV) sont des tobamovi-
rus transmis par les semences que l’on trouve couram-
ment sur les semences de tomate et qui sont transmis à la 
fois mécaniquement et par des semences (Lewandowski 
& Dawson, 1998 ; Hadas et al., 2004, Huttinga & Rast 
1995 ; Demski 1981). L’ELISA (= enzyme-linked im-
munosorbent assay)peut être utilisé comme une méthode 
de détection, mais il ne permet pas de distinguer entre 
les particules virales infectieuses et non infectieuses, ce 
qui peut donner des résultats faux positifs (Maury et al., 
1987 ; Nolan & Campbell, 1984). La méthode de test par 

lésions locales est dérivée d’un essai comparatif multi-la-
boratoires organisé par l’International Seed Health Initia-
tive for Vegetable Crops, ISF (ISHI-Veg). Il est basé sur 
la détection de virus infectieux par inoculation mécanique 
des plantes test de Nicotiana résistantes avec un extrait de 
semences de tomate (Holmes, 1929 ; Hadas 1999 ; Hadas 
et al., 2004). Chez les plantes de tabacportant le gène N 
comme Nicotiana tabacum ‘Xanthi NN’ (Stange et al., 
2004 ; Diaz-Griffero et al., 2006) la résistance aux toba-
movirus (Holmes, 1938 ; Takahashi, 1956 ; Dawson 1999) 
est basée sur une réaction d’hypersensibilité à l’infection 
virale (Ehrenfeld et al., 2008 ; Takahashi 1956, Erickson 
et al., 1999b ; Whithman et al., 1994 ; Taliansky et al., 
1994) qui aboutit à une lésion locale nécrotique (Holmes 
1938 ; Takahashi 1956 ; Dawson 1999) qui empêche le 
mouvement systémique du virus. Il a été rapporté qu’une 
semence infectée dans un sous-échantillon de 500 graines 
saines peut être détectée par cette méthode (Hadas et al., 
2004). Toutefois, pour augmenter la sensibilité du test, le 
test comparatif ISHI-Veg a utilisé une taille de sous-échan-
tillon de 250 graines à des fins de validation. La méthode 
ne fait pas de distinction entre TMV et ToMV.

Semences traitées
Cette méthode d’essai est appropriée pour des semences 
non traitées, pour des semences traitées par procédé phy-
sique ou chimique (extraction acide, calcium ou sodium 
hypochlorite, phosphate trisodique, etc) en vue de désin-
festation ou de désinfection, à condition que tous les ré-
sidus, si ils sont présents, n’influencent pas l’essai. Il est 
de la responsabilité de l’utilisateur de vérifier un tel anta-
gonisme et/ou inhibition par l’analyse, avec échantillon 
artificiellement contaminé, ou par des essais de comparai-
son. Cette méthode d’essai n’a pas été validée pour les se-
mences traitées avec des produits chimiques de protection 
ou des substances biologiques.

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 
3000 semences et la taille maximale du sous-échantillon 
doit être de 250 semences.

7-028-3
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7‑028: Detection of infectious tobacco mosaic virus and 
tomato mosaic virus in Solanum lycopersicum (tomato) 
seed by the local lesion assay (indexing) on Nicotiana 
tabacum plants

Host: Solanum lycopersicum L.
Pathogen(s): Tobacco mosaic virus (TMV); tomato 

mosaic virus (ToMV)

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

Authors: Koenraadt, H.M.S.1, Grimault, V.2 &  
Politikou, A.3

 1Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA 
Roelofarendsveen, Netherlands

 E-mail: h.koenraadt@naktuinbouw.nl
 2GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P. 90024, 

49071 Beaucouzé CEDEX, France
 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
 3ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Revision history

Version 1.0, 2011-12-02
Version 1.1, 2014-01-01: Scientific name changed 

to Solanum lycopersicum; improved phrasing of 
Background; ‘indexing’ replaced by ‘local lesion 
assay’; amendment of Sample preparation; different 
buffer permitted in Methods

Version 1.2, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 1.3, 2021-01-01: Sample size revised
Version 1.4, 2024-01-01: Sample size revised

Background
Tobacco mosaic virus (TMV) and tomato mosaic virus 
(ToMV) are seed-borne tobamoviruses commonly found 
on tomato seed and are transmitted both mechanically 
and with seed (Lewandowski & Dawson 1998; Hadas et 
al., 2004, Huttinga & Rast 1995; Demski 1981). ELISA 
(= enzyme-linked immunosorbent assay) can be used as 
a detection method but it can not distinguish between 
infectious and non-infectious virus particles, and this can 
yield false positive results (Maury et al., 1987; Nolan 
& Campbell 1984). The local lesion assay is derived 
from a multi-laboratory comparative test organised by 
the International Seed Health Initiative for Vegetable 

Crops, ISF (ISHI-Veg). It is based on the detection of 
infectious virus by mechanical inoculation of resistant 
Nicotiana assay plants with tomato seed extract (Holmes 
1929; Hadas 1999; Hadas et al., 2004). In tobacco plants 
carrying the N gene such as Nicotiana tabacum ‘Xanthi 
NN’ (Stange et al., 2004; Diaz-Griffero et al., 2006) 
resistance to tobamoviruses (Holmes 1938; Hammond-
Kosack & Jones 1996; Erickson et al., 1999a; Whitham 
et al., 1994; Boovaraghan et al., 2007) is based on a 
hypersensitive reaction to virus infection (Ehrenfeld et al., 
2008; Takahashi 1956; Erickson et al., 1999b; Whitham 
et al., 1994; Taliansky et al., 1994). which results in a 
local necrotic lesion (Holmes 1938; Takahashi 1956; 
Dawson 1999) preventing subsequent systemic spread of 
the virus. It has been reported that one infected seed in 
a subsample of 500 healthy seeds can be detected with 
this method (Hadas et al., 2004). However, to increase 
test sensitivity, the ISHI-Veg comparative test used a 
subsample size of 250 seeds for validation purposes. The 
method does not distinguish between TMV and ToMV.

Treated seed
This test method is suitable for untreated seed, for seed 
that has been treated using physical or chemical (acid 
extraction, calcium or sodium hypochlorite, trisodium 
phosphate, etc.) processes with the aim of disinfestation 
or disinfection, provided that any residue, if present, 
does not influence the assay. It is the responsibility of 
the user to check for such antagonism and/or inhibition 
by analysis, sample spiking, or comparison testing. This 
test method has not been validated for seed treated with 
protective chemicals or biological substances.

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 3000 seeds and the maximum subsample 
size must be 250 seeds. 

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-028Sample size description revised for consistency across methods.
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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 de muestra 
de trabajo mínimo recomendado es de 3000 semillas y el 
tamaño máximo de submuestra debe ser de 250 semillas.

Materiales
Material de referencia: semillas que se saben están in-

fectadas con TMV/ToMV, o material de referencia 
preparado (ej. harina de semillas de arvejas mezclada 
con hojas molidas de Nicotiana infectadas con TMV/
ToMV/virus del moteado suave del pimiento (PMMoV 
= pepper mild mottle virus) o extracto líquido de hojas 
infectadas con TMV/ToMV/PMMoV de hospedantes 
solanáceos)

Balanza: adecuada para pesar con aproximación de 
0,01 g

Medidor de pH: adecuado para leer con aproximación de 
0,1 unidad de pH

Pipetas automáticas: verificar regularmente la exactitud 
y la precisión

Molinillo: ej. Ultra Turrax o prensa hidráulica o 
equivalente

Plantas de tabaco: resistentes a todas las razas del pató-
geno para el ensayo de lesiones locales (ej. Nicotiana 
tabacum ‘Xanthi NN’)

Polvo de carborundo: ej. polvo granulado de malla 320, 
Fisher Scientific o equivalente

Invernadero/cámara de crecimiento controlado: ade-
cuados para operar/mantener la temperatura en 
20–25 °C

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

Es importante evitar cualquier posibilidad de contami-
nación cruzada entre las muestras de semillas. Por lo tanto, 
es esencial desinfectar todas las superficies, contenedores, 
manos, etc. tanto antes como después de manipular cada 
muestra. Esto se puede lograr limpiando o rociando el 
equipamiento y manos enguantadas con un jabón alcalino 
o equivalente y luego enjuagando con agua para remover 
los residuos.
1.  Contar el número de semillas de un peso conocido. Es-

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

del tamaño requerido en bolsas de polietileno nuevas y 
limpias o en contenedores.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.  Extracción del virus de la semilla
1.1  Mediante el uso de un molinillo, moler las semillas de 

cada sub-muestra en el buffer de extracción de semillas 
PBS (= phosphate buffered saline) a razón de 4 ml por 
100 semillas, o en un buffer de ELISA alternativo si el 
ensayo es efectuado luego del pre-screening con ELI-
SA (PCC).

1.2  Procesar los extractos de semilla dentro de las 4 horas 
posteriores a la molienda o almacenarlos a 4 °C cuando 
el ensayo se efectúa luego del pre-screening con ELI-
SA (PCC).

2.  Control positivo (semillas o material de referencia) 
(PCC)

2.1  Escoger uno de los controles positivos listados a conti-
nuación y seguir su preparación:

 i.  seguir el procedimiento descripto en el paso 1.1 para 
extraer el virus de una sub-muestra de semillas que 
se sabe infestada, o

 ii.  moler una mezcla de harina de semillas de arve-
jas con hojas molidas de Nicotiana infectadas con 
TMV/ToMV/PMMoV en un buffer de extracción de 
semillas (5 ml para 5 g) o en un buffer de ELISA al-
ternativo, si el ensayo se efectúa luego del pre-scree-
ning con ELISA (PCC), o

 iii.  usar un extracto líquido de hojas infectadas con 
TMV/ToMV/PMMoV de hospedantes solanáceos, 
suficientemente diluido en buffer de extracción de 
semillas PBS, o en un buffer de ELISA alternativo 
si el ensayo es efectuado luego del pre-screening 
con ELISA (PCC).

3.  Control negativo (semillas o buffer de extracción de 
semillas)

3.1  Seguir el procedimiento descripto en el paso 1.1 para 
extraer el virus de una sub-muestra de semilla, que se 
sepa estar libre de virus o usar un buffer de extracción 
de semillas.

4.  Ensayo de lesiones locales (inoculación mecánica de 
plantas)

4.1  Cultivar plantas de tabaco conocidas por ser resisten-
tes a todas las razas de TMV o ToMV (ej. Nicotiana 
tabacum ‘Xanthi NN’) en pequeñas macetas, a 20–
25 °C y bajo suficiente intensidad de luz.

4.1.1  Elegir plantas que estén en el estado de crecimiento 
de 4–5 hojas verdaderas (6–7 semanas después de 
la siembra de semillas). No usar plantas viejas o 
florecidas (PCC).

4.1.2  Espolvorear con polvo de carborundo dos hojas 
consecutivas completamente (o casi) expandidas, 
de cada una de las dos plantas, de tal manera que 
quede una capa muy fina en la superficie de la hoja 
(PCC).

4.2  Inocular cada extracto de semilla en cada hoja espolvo-
reada de las dos plantas, atravesando toda la superficie. 

7-028-4 Gültig ab 1. Januar 2024
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Material
Referenzmaterial: Bekannte TMV / ToMV-infizierte 

Samen oder Standardreferenzmaterial (z. B. Mehl 
von Erbsen samen gemischt mit gemahlenen TMV/
ToMV/pepper mild mottle virus (PMMoV)-infizier-
ten Nicotiana-Blättern oder flüssige Extraktionen 
von TMV/ToMV/PMMoV-infizierten Blättern der 
Solanaceen-Wirte.

Waage: auf 0,01 g genau
pH-Meter: auf 0,1 pH-Einheiten genau
Pipetten: Genauigkeit und Präzision sind regelmäßig zu 

überprüfen.
Mühle: z. B. Ultra Turrax oder hydraulische Pressen oder 

vergleichbares
Tabakpflanzen: resistent gegenüber allen Stämmen 

des Virus für den Lokalläsionentest (z. B. Nicotiana 
tabacum ‘Xanthi NN’)

Carborund-Puder: z. B. 320 Körnungsmehl, Fisher 
Scientific oder vergleichbares

Gesteuertes Gewächshaus/Pflanzeninkubationskam-
mer: Betrieb bei 20–25 °C

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 der Handschuhe mit einer alkali-
schen Seifenlösung oder äquivalenten Produkten erfolgen 
und anschließendem Abspülen in Wasser zur Entfernung 
von Rückständen.
1.  Die Anzahl der Samen bei bekanntem Gewicht bestim-

men. Berechnung des Tausendkorngewichtes (TKG):
TKG = (Gewicht der Samen / Anzahl der Samen)  

 × 1000
2.  Basierend auf dem ermittelten TKG, Teilproben der 

erforderlichen Größe in neue saubere Probentüten 
oder Probengefäße abwiegen.

Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.  Extraktion des Virus aus Samen
1.1  Mit Hilfe eines Mörsers werden die Samen jeder Teil-

probe in PBS-Samenextraktionspuffer (= phosphate 
buffered saline) in einem Verhältnis von 4 ml je 100 
Samen zerkleinert oder in einem alternativen ELI-
SA-Puffer, soweit der Test nach einer ELISA-Vorun-
tersuchung angeschlossen wird (KKP).

1.2  Die Samenextrakte müssen innerhalb von 4 h nach 
Zerkleinerung verarbeitet oder bei 4 °C gelagert wer-
den, wenn der Test nach einer ELISA-Voruntersuchung 
durchgeführt werden soll (KKP).

2.  Positivkontrollen (infizierte Samen oder Referenzma-
terial)(KKP)

2.1  Auszuwählen ist eine der nachfolgend aufgelisteten 
Positivkontrollen und nach den Vorbereitungsschritten 
herzustellen:

 i.  Befolgen der Anleitung in 1.1 um Virusextrakte aus 
als infiziert bekannten Teilproben herzustellen, oder

 ii.  Mischen von gemahlenem Erbsenmehl mit zermah-
lenen TMV/ToMV/PMMoV-infizierten Nicotiana-
Blättern in Samenextraktionspuffer (5 ml auf 5 g), 
oder in einem anderen ELISA-Puffer, wenn der Test 
nach einer ELISA-Voruntersuchung angeschlossen 
wird (KKP), oder

 iii.  Verwendung eines Flüssigextraktes aus TMV/
ToMV/PMMoV-infizierten Blättern von Solana-
ceen-Wirten, ausreichend verdünnt in PBS-Samen 
Extraktions-Puffer oder einem anderen ELISA-Puf-
fer, wenn der Test nach einer ELISA-Voruntersu-
chung angeschlossen wird (KKP).

3.  Negativkontrollen (Samen oder 
Samenextraktions puffer)

3.1  Befolgen der Anleitung in 1.1 um Virusextrakte aus als 
nicht-infiziert bekannten Samenteilproben herzustel-
len, oder Verwendung des Samenextraktionspuffers.

4.  Der Lokalläsionentest (mechanische Inokulation der 
Pflanzen)

4.1  Anzucht von Tabakpflanzen, die gegenüber allen Ras-
sen von TMV und ToMV resistent sind (z. B. Nicotiana 
tabacum ‘Xanthi NN’) in kleinen Töpfen bei 20–25 °C 
und ausreichender Lichtintensität.

4.1.1  Auswahl von Pflanzen im geeigneten Entwicklungs-
stadium mit 4–5 Laubblättern (6–7 Wochen nach 
Aussaat). Alte oder blühende Pflanzen dürfen nicht 
verwendet werden (KKP). 

4.1.2  Bestäuben von jeweils zwei (nahezu) vollständig 
entwickelten aufeinanderfolgenden Blättern bei zwei 
Pflanzen mit dem Karborund damit eine sehr feine 
dünne Schicht auf der Blattoberfläche liegt (KKP).

4.2  Inokulation jedes Samenextraktes auf die bestäubten 
Blätter von zwei Pflanzen unter Nutzung der gesam-
ten Blattfläche zur Inokulation. Das Primärblatt (äl-

7-028-4 Effectives 1er janvier 2024
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Matériel
Matériel de référence : semences de TMV/ToMV infec-

tées connues ou matériel de référence préparé (par 
exemple, farine de graines de pois mélanger à des 
feuilles de Nicotiana infectées par TMV/ToMV/pep-
per mild mottle virus (PMMoV), ou extrait liquide 
de feuilles des hôtes solanacées infectées par TMV/
ToMV/PMMoV)

Balance : capable de peser à 0,01 g près
pH-mètre : capable d’être lu à 0,1 unité de pH
Pipettes automatiques : vérification régulière de l’exac-

titude et de la précision
Broyeur : par exemple Ultra Turrax ou presse hydrau-

lique ou équivalent
Les plants de tabac : résistant à toutes les races de l’agent 

pathogène pour lésions locales (par exemple Nicotiana 
tabacum ‘Xanthi NN’).

Poudre de carborundum : par exemple poudre de maille 
320, Fisher Scientific ou équivalent

Serre/contrôlée/module climatique : capable de fonc-
tionner/maintenir la température à 20–25 °C

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

Il est essentiel d’exclure toute possibilité de contami-
nation croisée entre les échantillons de semences. Il est 
donc essentiel de désinfecter toutes les surfaces, récipients, 
mains, etc. avant et après manipulation de chaque échan-
tillon. Ceci peut être réalisé en essuyant ou pulvérisant les 
équipements et les gants avec un savon alcalin ou équiva-
lent et en rinçant avec de l’eau pour enlever les résiduts.
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.  Extraction du virus des semences
1.1  À l’aide d’un broyeur, broyer les semences de chaque 

sous-échantillon dans le tampon d’extraction de se-
mences PBS (= phosphate buffered saline) selon un 
rapport de (4 ml pour 100 graines) ou dans un tampon 
ELISA si le test est effectué après pré-sélection par la 
méthode ELISA (CCP).

1.2  Procéder à l’extraction de semences sous 4 h après 
broyage ou les stocker à 4 °C lorsque le test est effectué 
après pré-sélection ELISA (CCP).

2.  Contrôle positif (de semences ou du matériel de réfé-
rence) (CCP)

2.1  Choisir l’un des contrôles positifs suivants énumérés et 
suivre sa préparation :

 i.  suivre la procédure décrite à l’étape 1.1 pour extraire 
le virus à partir d’un sous-échantillon des graines 
infectées connu, ou

 ii.  moudre la farine de graines de pois mélangée à des 
feuilles broyée de Nicotiana infectées par TMV/
ToMV/PMMoV dans le tampon d’extraction de se-
mences (5 ml pour 5 g) ou dans un tampon ELISA si 
le test est effectué après pré-sélection par la méthode 
ELISA (CCP), ou

 iii.  utiliser l’extrait liquide de feuilles des hôtes sola-
nacées infectées par TMV/ToMV/PMMoV suffi-
samment dilué dans le tampon PBS d’extraction de 
semences ou dans un tampon ELISA si le test est 
effectué après pré-sélection par la méthode ELISA 
(CCP).

3.  Contrôle négatif (semences ou tampon d’extraction de 
semences)

3.1  Suivre la procédure décrite à l’étape 1.1 pour extraire 
le virus d’un sous-échantillon de semences reconnu 
sans virus ou du tampon d’extraction de semences.

4.  Test par lésion locale (inoculation mécanique des 
plantes)

4.1  Élever des plantes de tabac connues pour être résis-
tantes à toutes les races de TMV ou ToMV (exemple 
Nicotiana tabacum ‘Xanthi NN’) dans des petits pots, 
à 20–25 °C et sous une lumière suffisante.

4.1.1  Choisir des plantes au stade de 4–5 feuilles vraies 
(6–7 semaines après le semis). Ne pas utiliser de 
vieilles plantes ou des plantes fleuries (CCP).

4.1.2  Saupoudrer (environ) deux feuilles consécutives 
complètement développées de chacune des deux 
plantes avec de la poudre de carborundum pour qu’il 
y ait une très fine couche sur la surface de la feuille 
(CCP).

4.2  Inoculer chaque extrait de semences sur chaque feuille 
saupoudrée des deux plantes, en passant sur toute la 
surface. Ne pas utiliser la première feuille (la plus an-
cienne des vraies feuilles)(CCP).

4.2.1  Déposer une goutte d’inoculum sur la feuille (100 µl). 
Tout en portant des gants en plastique ou des doig-
tiers en plastique, étaler la goutte avec les doigts, sur 
la surface de la feuille avec une pression constante 
mais légère sans appuyer (CCP).

4.2.2  Inoculer les contrôles positifs et négatifs de la même 
manière que les sous-échantillons de semences.

4.3  Rincez les plantes quelques minutes après l’inocula-
tion avec de l’eau du robinet.

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

Effective 1 January 20247-028-4

7‑
02

8:
 In

fe
ct

io
us

 to
ba

cc
o 

m
os

ai
c 

vi
ru

s 
an

d 
to

m
at

o 
m

os
ai

c 
vi

ru
s 

in
 S

ol
an

um
 ly

co
pe

rs
ic

um
 (t

om
at

o)

Materials
Reference material: known TMV/ToMV-infected 

seeds, or prepared reference material (e.g. flour 
of pea seeds mixed with ground Nicotiana leaves 
infected with TMV/ToMV/pepper mild mottle virus 
(PMMoV), or liquid extract of TMV/ToMV/PMMoV-
infected leaves of solanaceous hosts)

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: check accuracy and precision 

regularly
Grinder: e.g. Ultra Turrax or Hydraulic press or 

equivalent
Tobacco plants: resistant to all races of the pathogen for 

local lesion assay (e.g. Nicotiana tabacum ‘Xanthi 
NN’)

Carborundum powder: e.g. 320 mesh grit powder, 
Fisher Scientific or equivalent

Controlled greenhouse/growth chamber: capable of 
operating/maintaining temperature at 20–25 °C

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

It is vital to exclude any possibility of cross-
contamination between seed samples. It is therefore 
essential to disinfect all surfaces, containers, hands etc. 
both before and after handling each sample. This can 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 / number of seeds) × 1000

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

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.  Extraction of virus from the seed
1.1  Using a grinder, grind seeds of each subsample in the 

PBS (phosphate buffered saline) seed extraction buffer 
at a rate of 4 ml per 100 seeds, or in an alternative 
ELISA buffer if the assay is performed after ELISA 
pre-screening (CCP).

1.2  Process seed extracts within 4 h after grinding or store 
them at 4 °C when the assay is performed after ELISA 
prescreening (CCP).

2.  Positive control (seeds or reference material)(CCP)
2.1  Choose one of the following listed positive controls 

and follow its preparation:
 i.  follow procedure described in step 1.1 to extract 

virus from a known infested seed subsample, or
 ii.  grind flour of pea seeds mixed with ground TMV/

ToMV/PMMoV-infected Nicotiana leaves in seed 
extraction buffer (5 ml per 5 g), or in an alternative 
ELISA buffer if the assay is performed after ELISA 
pre-screening (CCP), or

 iii.  use liquid extract of TMV/ToMV/PMMoV-
infected leaves of solanaceous hosts sufficiently 
diluted in PBS seed extraction buffer, or in an 
alternative ELISA buffer if the assay is performed 
after ELISA prescreening (CCP).

3.  Negative control (seeds or seed extraction buffer)
3.1  Follow procedure described in step 1.1 to extract virus 

from a known virus-free seed subsample or use seed 
extraction buffer.

4.  Local lesion assay (mechanical inoculation of plants)
4.1  Grow tobacco plants known to be resistant to all races 

of TMV or ToMV (e.g. Nicotiana tabacum ‘Xanthi 
NN’) in small pots, at 20–25 °C and under sufficient 
light intensity.

4.1.1  Choose plants at the growth stage with 4–5 true 
leaves (6–7 weeks after seed sowing). Do not use 
old or flowering plants (CCP).

4.1.2  Dust two (nearly) fully expanded consecutive 
leaves of each of two plants with carborundum 
powder such that there is a very fine layer on the 
leaf surface (CCP).

4.2  Inoculate each seed extract on each dusted leaf of the 
two plants, going across the entire surface. Do not use 
the primary leaf (oldest true leaf)(CCP).

4.2.1  Place a drop of inoculum (100 µl) onto the leaf. 
Smear the drop with fingers, wearing plastic gloves 
or plastic finger tips, on the leaf surface with 
constant but slight pressure (CCP).

4.2.2  Inoculate positive and negative controls in a similar 
manner as the seed subsamples.

4.3  Rinse the plants with tap water a few minutes after 
inoculation.

5.  Incubation of plants
5.1  Incubate the plants for 5–7 days, at 20–25 °C with at 

least 12 h of light (CCP).
6.  Examination of plants
6.1  Examine plants for the development of typical necrotic 

lesions on the inoculated leaves by comparing with 
the positive and negative control (CCP). Record the 
number of developed necrotic lesions (CCP).
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No utilizar la hoja primaria (hoja verdadera más vieja) 
(PCC).

4.2.1  Colocar una gota de inóculo (100 µl) sobre la hoja. 
Esparcir la gota con los dedos, usando guantes de 
plástico o puntas plásticas de dedo, en la superficie 
de la hoja, con presión constante pero suave (PCC).

4.2.2  Inocular los controles positivo y negativo de 
una manera similar que con las sub-muestras de 
semillas.

4.3  Enjuagar las plantas con agua del grifo, unos minutos 
después de la inoculación.

5.  Incubación de las plantas
5.1  Incubar las plantas por 5–7 días a 20–25 °C con al me-

nos 12 horas de luz (PCC).
6.  Evaluación de las plantas
6.1  Examinar las plantas para la detección del desarrollo 

de las típicas lesiones necróticas en las hojas inocula-
das comparando con el control positivo y control nega-
tivo (PCC). Registrar el número de lesiones necróticas 
desarrolladas (PCC).

Métodos generales
Molienda de las semillas: Se debe usar un molinillo que 

pueda limpiarse completamente (ej. Ultra Turrax) o 
bolsas de extracción (ej. Universal, Art. N° 430100 de 
Bioreba) en conjunto con un molinillo adecuado (ej. 
Prensa hidráulica, Research Electronic Control), para 
evitar contaminación cruzada entre muestras durante el 
paso de molienda.

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

  El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas.

  En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado en ninguna de las sub-muestras), los resultados 
se deben informar 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
Entrenamiento específico

Este análisis sólo debe ser realizado por personal que haya 
sido entrenado en métodos virológicos o bajo la supervi-
sión directa de alguien que sí lo esté.

Puntos críticos de control (PCC)

•  Si el ensayo de lesiones locales es efectuado luego del 
pre-screening con ELISA, debe demostrarse que las 
lesiones locales pueden ser obtenidas con el buffer al-
ternativo equivalente a PBS (Pasos 1.1; 2.1.ii, 2.1.iii). 
Los extractos de semilla y los controles positivos y ne-
gativos se deben almacenar a 4 °C hasta que comience 
el ensayo. Se recomienda realizar el ensayo de lesio-
nes locales tan pronto como sea posible después del 
análisis de ELISA. Los resultados finales del ensayo 
de lesiones locales deben ser validados mediante com-
paración con los resultados mostrados por ambos con-
troles, los cuales se deben preparar y almacenar bajo 
las mismas condiciones. Para este propósito, se reco-
mienda preparar los extractos de semilla y controles 
al mismo tiempo (Paso 1.2). Si un laboratorio utiliza 
rutinariamente la técnica de ELISA como un pre-scree-
ning, la correlación entre los resultados del ELISA y 
el número de lesiones que hay en el ensayo, debe estar 
bien establecida para el material de referencia utilizado 
de rutina. Esto además permitirá determinar si el alma-
cenaje de las muestras ha influido en los resultados del 
ensayo.

•  Según el tipo de material de referencia, ajustar su can-
tidad para inducir el desarrollo de lesiones locales con-
tables en las hojas (Pasos 2.1.ii, 2.1.iii).

•  La molienda del material de referencia se debe realizar 
de modo tal de obtener una harina de partículas muy fi-
nas para garantizar la extracción eficaz del virus (Paso 
2.1.ii).

•  El estado de crecimiento óptimo de las plantas para 
realizar la inoculación mecánica es el estado de 4–5 
hojas verdaderas (Fig. 1). Las plantas viejas o flore-
cientes tienen una sensibilidad fuertemente reducida a 
la infección del virus (Padmanabhan et al., 2008) lo 
cual influye en el número de lesiones locales sobre las 
hojas inoculadas (Takahashi, 1972) y, por lo tanto, no 
deben ser utilizadas. El riego de las plantas el día an-
terior a la inoculación asegurará hojas con elevada tur-
gencia (Paso 4.1.1).

•  Las hojas deben ser espolvoreadas con la cantidad 
apropiada de polvo de carborundo (Paso 4.1.2).

•  La hoja verdadera más vieja no debe ser utilizada ya 
que es diferente en forma, textura y grosor y, por lo 
tanto, menos sensible (Paso 4.2).

•  El esparcimiento del extracto en la superficie de la hoja 
debe efectuarse con movimientos suaves de los dedos, 
con presión constante pero leve, para evitar dañar la 
hoja. La inoculación de las hojas se debe efectuar usan-
do guantes y/o puntas de dedos plásticas que se deben 
cambiar entre las sub-muestras. Se deben lavar las ma-
nos completamente entre muestras utilizando un jabón 
alcalino o equivalente y enjuagándolas luego con agua 
para remover los residuos de jabón (Paso 4.2.1).

Gültig ab 1. Januar 2024
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testes echtes Laubblatt) darf nicht genommen werden. 
(KKP).

4.2.1  Einen Tropfen Inokulum (100 µl) auf das Blatt ge-
ben. Verteilen des Inokulumtropfens mit dem Finger 
auf der Blattoberfläche mit konstantem aber schwa-
chem Druck auszuüben, dabei Handschuhe oder Fin-
gerschutz tragen (KKP).

4.2.2  Inokulation der Positiv- und Negativkontrollen ana-
log zu den Samenteilproben.

4.3  Abspülen der Pflanzen mit Leitungswasser einige Mi-
nuten nach der Inokulation.

5.  Inkubation der Pflanzen
5.1  Inkubation der Pflanzen für 5–7 Tage bei 20–25 °C mit 

mindestens 12 h Lichtinkubation (KKP).
6.  Untersuchung der Pflanzen
6.1  Untersuchung der Pflanzen auf die Ausbildung typsi-

cher nekrotischer Läsionen auf den inokulierten Blät-
tern durch Vergleich mit den Positiv- und Negativkon-
trollen (KKP). Auszählen der gebildeten nekrotischen 
Läsionen (KKP).

Allgemeine Methoden
Mahlen der Samen: Eine Mühle, die gründlich gereinigt 

werden kann (z. B. Ultra Turrax) oder Extraktionsbeu-
tel (z. B. Universal, Art. Nr. 430100 von Bioreba) in 
Verbindung mit einer geeigneten Mühle (z. B. hydrau-
lische Presse, Research Electronic Control) muss ver-
wendet werden, um Kreuzkontaminationen zwischen 
den Proben während der Mahlschritte zu verhindern.

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
Spezifische Ausbildung

Der Test sollte nur von Personen durchgeführt werden, die 
mit der Durchführung virologischer Methoden vertraut 
und geübt sind oder unter deren Anleitung stehen.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•  Wenn der Lokalläsionentest nach einer ELISA-Vorun-
tersuchung angeschlossen wird, muss aufgezeigt wer-
den, dass Lokalläsionen mit dem alternativem Puffer-
äquivalent zu PBS erhalten werden können (Schritte 
1.1, 2.1.ii, 2.1.iii). Samenextrakte sowie Positiv- und 
Negativkontrollen müssen bis zur Durchführung des 
Testes bei 4 °C gelagert werden. Es wird dringend 
empfohlen, den Lokalläsionentest unmittelbar und sehr 
zeitnah nach der ELISA-Untersuchung durchzuführen. 
Das Ergebnis des Lokalläsionentestes muss durch Ver-
gleiche mit den Ergebnissen der beiden Kontrollen, die 
unter denselben Bedingungen behandelt und inkubiert 
wurden, validiert werden. Dafür wird empfohlen, Sa-
menextrakte und Kontrollen zum selben Zeitpunkt her-
zustellen (Schritt 1.2). Wenn ein Labor ELISA-Unter-
suchungen regelmäßig als Vor-Screening durchführt, 
sollte eine Korrelation zwischen ELISA-Reaktionen 
und der Zahl der Läsionen des Assays für das verwen-
dete Referenzmaterial erstellt werden. Dies ermöglicht 
im Weiteren die Beurteilung, ob die Lagerung der Pro-
ben das Testergebnis beeinflusst hat.

•  In Abhängigkeit der Art des verwendeten Referenzma-
terials ist die Menge, die zur Ausbildung zählbarer Lo-
kalläsionen auf den Blättern führt, anzupassen (Schrit-
te 2.1.ii, 2.1.iii).

•  Das Mahlen des Referenzmaterials muss in feine Par-
tikel/Mehl erfolgen, um eine effiziente Virusextraktion 
sicherzustellen (Schritt 2.1.ii).

•  Das optimale Entwicklungsstadium der Pflanzen für 
die mechanische Inokulation ist das 4–5 Laubblattsta-
dium (Abb. 1). Alte oder blühende Pflanzen haben eine 
stark reduzierte Sensitivität gegenüber Virusinfektio-
nen (Padmanabhan et al., 2008), die die Zahl der auf 
den inokulierten Blättern gebildeten Lokalläsionen be-
einflusst (Takahashi, 1972) und sollten deshalb nicht 
verwendet werden. Das Wässern der Pflanzen eine Tag 
vor der Inokulation sichert einen hohen Turgor der 
Blätter am Inokulationstag (Schritt 4.1.1).

•  Die Blätter sollten mit einer geeigneten Menge Kar-
borund bestäubt werden (Schritt 4.1.2).

•  Das älteste Laubblatt darf nicht für die Inokulation ver-
wendet werden, da es sich in Größe, Textur und damit 
seiner Sensitivität von den anderen Laubblättern unter-
scheidet (Schritt 4.2).

•  Das Verteilen des Extraktes auf der Blattoberfläche 
sollte mit sanften Fingerbewegungen und konstantem 
schwachem Druck ausgeführt werden, um Blattschädi-
gungen zu vermeiden. Für die Inokulation der Blätter 
sollten Handschuhe oder Fingerschutz getragen wer-
den, der zwischen den Teilproben gewechselt wird. 
Die Hände müssen zwischen den Proben sorgfältig 
gereinigt werden mit alkalischer Seife oder ähnlichem 
und gründlich zur Entfernung aller Seifenreste gespült 
werden (Schritt 4.2.1).
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5.  Incubation des plantes
5.1  Incuber les plantes pendant 5–7 jours à 20–25 °C avec 

au moins 12 h de lumière (CCP).
6.  Observation des plantes
6.1  Examiner les plantes pour le développement de lésions 

nécrotiques typiques sur les feuilles inoculées par com-
paraison avec les contrôles positifs et négatifs (CCP). 
Noter le nombre de lésions nécrotiques développées 
(CCP).

Méthodes générales
Broyage des semences : Un broyeur pouvant être bien 

nettoyé (exemple Ultra Turrax) ou les sacs d’extraction 
(exemple, Universal, article n° 430100 de Bioreba) 
avec un broyeur adapté (exemple presse hydraulique, 
Research Electonic Control) doivent être utilisés pour 
éviter toute contamination croisée entre les échantil-
lons au cours de l’étape de broyage.

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
Formation spécifique

Ce test doit être réalisé uniquement par des personnes 
ayant été formées aux méthodes de virologie ou sous la 
supervision directe d’une personne ayant été formée.

Points critiques de contrôle (CCP)

•  Si l’essai de lésions locales est réalisé après un pré-
screening par ELISA, il doit être démontré que les 
lésions locales peuvent être obtenues avec un autre 
tampon que le PBS (étapes 1.1, 2.1.ii, 2.1.iii). Les 
extraits des semences ainsi que les contrôles positifs 
et négatifs doivent être stockés à 4 °C jusqu’au démar-
rage du test. Il est fortement recommandé de réaliser 
le test de lésions locales le plus tôt possible après les 
tests ELISA. Les résultats définitifs de test des lésions 
locales doivent être validés en comparant les résultats 

obtenus par les deux contrôles qui auront été préparés 
et stockés dans les mêmes conditions. A cet effet, il est 
recommandé de préparer les extraits des semences et 
les contrôles en même temps (étape 1.2). Si un labo-
ratoire utilise en routine l’ELISA comme pré-tri, la 
corrélation entre les réponses ELISA et le nombre de 
lésions locales dans le test doit être bien établie pour 
les matériel de référence couramment utilisé. Cela 
permettra de déterminer également si le stockage des 
échantillons a influencé les résultats du test.

•  Ajuster la quantité selon le type de matériel de réfé-
rence afin de permettre le développement des lésions 
locales dénombrables sur les feuilles (étapes 2.1.ii, 
2.1.iii).

•  Le broyage de la farine de référence en fines particules 
doit être réalisé de façon à assurer l’efficacité de l’ex-
traction du virus (étape 2.1.ii).

•  Le stade optimal de croissance des plantes pour l’ino-
culation mécanique est le stade 4–5 des feuilles vraies 
(Fig. 1). Les plantes agées ou qui fleurissent ont une 
sensibilité très réduite à l’infection virale (Padmanab-
han et al., 2008), qui influence le nombre de lésions 
locales sur les feuilles inoculées (Takahashi, 1972). 
Elles ne devraient donc pas être utilisées. L’arrosage 
des plantes la veille de l’inoculation permettra d’obte-
nir des feuilles bien turgescentes (étape 4.1.1).

•  Les feuilles doivent être soupoudrées avec la quantité 
de poudre de carborundum appropriée (étape 4.1.2).

•  La plus ancienne feuille vraie ne doit pas être utilisée 
car elle a une différence de forme, de texture et d’épais-
seur, et est donc moins sensible (étape 4.2).

•  L’étalement de l’extrait sur la surface de la feuille doit 
être effectué avec des mouvements doux des doigts, en 
appuyant constamment mais légèrement, tout en évi-
tant d’abîmer les feuilles. L’inoculation des feuilles 
doit être réalisée avec des gants et/ou des doigtiers en 
plastique qui doivent être changés entre chaque sous-
échantillon. Les mains doivent être nettoyées avec un 
savon alcalin ou équivalent entre les échantillons, puis 
rincées à l’eau afin d’éliminer les résidus de savon 
(étape 4.2.1).

•  La sensibilité du test est considérablement réduite dans 
des conditions non optimales d’incubation de plantes : 
température trop élevée (Whithman et al., 1994 ; Or-
dog et al., 2002 ; Dijkstra et al., 1977) ou éclairage 
insuffisant (Matthews, 1991)(étape 5.1). En particulier, 
la température est un facteur déterminant pour valider 
le test et doit être étroitement surveillée. Une réaction 
d’hypersensibilité des plantes de tabac ne s’exprime 
pas à des températures supérieures à 28 °C (Samuel, 
1931 ; Kiraly et al., 2008 ; Takahashi, 1975 ; Wests-
teijn, 1981 ; Padgett et al., 1997 ; Dawson, 1999). Par 
conséquent, le test pourrait être moins sensible dans 
des serres pendant l’été en raison de températures trop 
élevées.
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General methods
Grinding of seeds: A grinder that can be cleaned 

thoroughly (e.g. Ultra Turrax) or extraction bags 
(e.g. Universal, Art. No. 430100 from Bioreba) in 
conjunction with a suitable grinder (e.g. Hydraulic 
press, Research Electronic Control) should be used 
to avoid cross-contamination between samples during 
the grinding step.

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
Specific training

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

Critical control points (CCP)

•  If the local lesion assay is performed after ELISA 
pre-screening, it has to be shown that local lesions 
can be obtained with the alternative buffer equivalent 
to PBS (Steps 1.1, 2.1.ii, 2.1.iii). Seed extracts and 
positive and negative controls must be stored at 4 °C 
until the assay begins. It is strongly recommended 
that the local lesion assay after ELISA testing be 
done as soon as possible. The final results of the local 
lesion assay must be validated through comparison 
to results shown by both controls which will have 
been prepared and stored under the same conditions. 
For this purpose, it is recommended to prepare seed 
extracts and controls at the same time (Step 1.2). If a 
laboratory routinely uses ELISA as a pre-screen, the 
correlation between ELISA responses and the number 

of lesions in the assay should be well established 
for the routinely used reference material. This will 
further establish whether the storage of samples has 
influenced the assay results.

•  Depending on the kind of reference material, adjust its 
quantity to induce the development of countable local 
lesions on the leaves (Steps 2.1.ii, 2.1.iii).

•  The grinding of the flour reference material into fine 
particles must be done to ensure the efficacy of virus 
extraction (Step 2.1.ii).

•  The optimal growth stage of plants for the mechanical 
inoculation is the 4–5 true leaves stage (Fig. 1). Old 
or flowering plants have a strongly reduced sensitivity 
to virus infection (Padmanabhan et al., 2008) which 
influences the number of local lesions on inoculated 
leaves (Takahashi, 1972) and therefore should not be 
used. Watering of plants the day before inoculation 
will ensure leaves with high turgor (Step 4.1.1).

•  Leaves should be dusted with the appropriate quantity 
of carborundum powder (Step 4.1.2).

•  The oldest true leaf must not be used since it is 
different in shape, texture and thickness and thus less 
sensitive (Step 4.2).

•  Smearing of the extract on the leaf surface should 
be performed with gentle finger movements with 
constant but slight pressure but avoiding leaf damage. 
Inoculation of leaves should be performed by wearing 
gloves and/or plastic finger tips which should be 
changed between subsamples. Hands should be 
cleaned thoroughly between samples with an alkaline 
soap or equivalent and then rinsed with water to 
remove soap residues (Step 4.2.1).

•  The sensitivity of the test is reduced significantly under 
suboptimal incubation conditions of plants: too high 
temperature (Whitham et al., 1994; Ordog et al., 2002; 
Dijkstra et al., 1977) or insufficient light (Matthews, 
1991)(Step 5.1). Especially the temperature is a 
critical factor for the validity of the test and should be 
monitored closely. Hypersensitive reaction of tobacco 
plants is not expressed at temperatures higher than 
28 °C (Samuel, 1931; Kiraly et al., 2008; Takahashi, 
1975; Weststeijn, 1981; Padgett et al., 1997; Dawson, 
1999). Therefore, the test could be less sensitive in 
greenhouses during the summer period, because of 
too high temperatures.

•  The sensitivity of the leaves is significantly reduced 
by the presence of downy mildew in the tobacco 
plants. Plants must be free of pathogens, and no 
visible symptoms must be present (Koenraadt H., 
pers. comm.).
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Figura 1. Repaso de plantas de Nicotiana tabacum ‘Xanthi NN’ en diferentes estados de desarrollo (PCC) (dos fotogra-
fías por planta; diámetro de la maceta 14 cm).

Planta 1. Muy pequeña. Planta 2. Hojas utilisables, pero relati-
vamente pequeñas.

Planta 3. Planta utilisable.

Planta 4. Utilisable. Planta 5. Planta muy vieja. Planta 6. Planta muy vieja y en fase 
regeneradora.
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Abb. 1. Überblick über Nicotiana tabacum ‘Xanthi NN’ in unterschiedlichen Entwicklungsstadien (KKP)(zwei Abbildungen 
je Pflanze; Topfdurchmesser: 14 cm).

Pflanze 1. Zu klein. Pflanze 2. Geeignet, aber relative 
kleine Blätter.

Pflanze 3. Geeignete Pflanze.

Pflanze 4. Geeignete Pflanze. Pflanze 5. Zu alte Pflanze. Pflanze 6. Zu alte und in regenerati-
ver Phase befindliche Pflanze.
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Figure 1. Vue d’ensemble des plantes Nicotiana tabacum ‘Xanthi NN’ à différents stades de croissance (CCP) (deux 
photos par plante ; diamètre du pot : 14 cm)

Plante 1. Trop petite. Plante 2. Utilisable mais feuilles relati-
vement petites.

Plante 3. Plante utilisable.

Plante 4. Utilisable. Plante 5. Plante trop agée. Plante 6. Plante trop agée et en 
phase de régénération.
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Figure 1. Overview of Nicotiana tabacum ‘Xanthi NN’ plants at different growth stages (CCP)(two pictures per plant; pot 
diameter: 14 cm).

Plant 1. Too small. Plant 2. Usable but relatively small 
leaves.

Plant 3. Usable plant.

Plant 4. Usable. Plant 5. Plant too old. Plant 6. Plant too old and in regenera-
tive phase.
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Figura 2. Lesiones locales en hojas de plantas de 
Nicotiana tabacum ‘Xanthi NN’.

Figura 3. Lesiones locales en hojas de plantas de 
Nicotiana tabacum ‘Xanthi NN’.

•  La sensibilidad del análisis se reduce significativamen-
te bajo condiciones sub-óptimas de incubación de las 
plantas: temperatura muy alta (Whitham et al., 1994; 
Ordog et al., 2002; Dijkstra et al., 1977) o luz insu-
ficiente (Matthews, 1991) (Paso 5.1). Especialmente 
la temperatura es un factor crítico para la validez del 
análisis y debe ser monitoreada de cerca. La reacción 
de hipersensibilidad de las plantas de tabaco no se ex-
presa a temperaturas superiores a 28 °C (Samuel, 1931; 
Kiraly et al., 2008; Takahashi, 1975; Weststeijn, 1981; 
Padgett et al., 1997; Dawson, 1999). Por lo tanto, el 
análisis podría tener menor sensibilidad en invernade-
ros durante el período de verano, debido a las tempera-
turas muy altas.

•  La sensibilidad de las hojas se reduce significativa-
mente por la presencia de moho velloso en las plantas 
de tabaco. Las plantas deben están libres de patógenos 
y no deben presentar síntomas visibles (Koenraadt H., 
comunicación personal).

•  El uso tanto de controles positivos como de controles 
negativos es muy importante para validar el resultado. 
Cuando se observa un número relativamente alto de le-
siones locales, una comparación con los controles po-
sitivos y negativos confirmará fácilmente que la mayo-
ría de las lesiones del virus, si no todas, son auténticas 
(Paso 6.1). Sin embargo, en casos donde el número de 
lesiones de una muestra es bajo, se puede confirmar 
que una lesión fue causada por una infección del virus 
y no debido a un artefacto (por la inoculación mecá-
nica, uso de pesticidas, etc.). Cortar la lesión sospe-
chosa, machacarla en una pequeña cantidad de buffer 
de extracción de semillas e inocular dos hojas de dos 
plantas del ensayo otra vez. Las lesiones causadas por 
la infección del virus contienen una cantidad suficiente 
de carga viral para producir múltiples lesiones en este 
análisis de confirmación (Hadas, 1999).

Medios y soluciones
Buffer de extracción de semillas 
(solución salina equilibrada con buffer 
fosfato [PBS] pH 7,2–7,4)
NaCl: 8,0 g/l
Na2HPO4: 1,15 g/l
KH2PO4: 0,2 g/l
Agua destilada/desionizada: 1000 ml

Preparación

1. Pesar todos los reactivos en un recipiente apropiado.
2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada y di-
solver los reactivos.
3. Verificar el pH con un medidor de pH y ajustar de ser 
necesario.
4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.

Almacenaje

Almacenar el buffer a 5 ±4 °C. Usar dentro del mes de su 
preparación.

Gültig ab 1. Januar 2024
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•  Die Empfindlichkeit des Testes ist signifikant reduziert 
bei suboptimalen Inkubationsbedingungen der Pflan-
zen: zu hohe Temperatur (Whitham et al., 1994; Ordog 
et al., 2002; Dijkstra et al., 1977) oder unzureichen-
des Licht (Matthews, 1991)(Schritt 5.1). Besonders 
die Temperatur ist ein kritischer Faktor für die Test-
gültigkeit und sollte entsprechend kontrolliert werden. 
Eine hypersensitive Reaktion der Tabakpflanzen findet 
nicht statt bei Temperaturen über 28 °C (Samuel, 1931; 
Kiraly et al., 2008; Takahashi, 1975; Weststeijn, 1981; 
Padgett et al., 1997; Dawson, 1999). Daher kann der 
Test eine geringere Empfindlichkeit im Gewächshaus 
in den Sommermonaten aufgrund der höheren Tempe-
raturen haben.

•  Die Empfindlichkeit der Blätter wird durch das Auf-
treten von Mehltau an Tabak deutlich verringert. Die 
Pflanzen müssen frei von Pathogenen sein, es dürfen 
keine sichtbaren Symptome erkennbar sein (Koenraadt 
H., pers. Mitt.).

•  Das Mitführen von sowohl Positiv- wie Negativkon-
trolle ist für die Validität der Ergebnisse von großer 
Bedeutung. Wenn eine relativ große Anzahl von Lo-
kalläsionen beobachtet wird, muss ein Vergleich mit 
Positiv- und Negativkontrolle bestätigen, inwieweit 
die aufgetretenen Läsionen viral verursacht wurden 
(Schritt 6.1). In Fällen, wo die Zahl der Läsionen für 
Proben sehr klein ist, dienen die Kontrollen als Bestä-
tigung, dass die Läsionen viral verursacht wurden und 
kein Artefact (mechanische Inokulation, Anwendung 
von Pflanzenschutzmitteln, usw.) sind. Läsionen, deren 
Ursprung nicht eindeutig bestimmbar ist, sollten aus-
geschnitten, in einer kleinen Menge Extraktionspuffer 
gemörsert werden und zur Inokulation von zwei Blät-
tern an zwei Testpflanzen verwendet werden. Läsio-
nen, die durch Virusinfektionen hervorgerufen wurden, 
enthalten eine ausreichende Menge infektiösem Virus, 
um multiple Läsionen in dem Test als Bestätigung zu 
erhalten (Hadas, 1999).

Medien und Lösungen
Samenextraktionspuffer (phosphat
gepufferte Salzlösung [PBS] pH 7.2–7.4)

NaCl: 8,0 g/l
Na2HPO4: 1,15 g/l
KH2PO4: 0,2 g/l
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes 
Gefäß.

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

3.  Überprüfung des pH-Wertes mit einem pH-Meter.
4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 p.s.i. für 15 min.

Lagerung

Die Puffer können bei 5 ±4 °C für einen Monat gelagert 
werden.

Abb. 2. Lokalläsionen auf Blättern von Nicotiana tabacum 
‘Xanthi NN’ Pflanzen.

Abb. 3. Lokalläsionen auf Blättern von Nicotiana tabacum 
‘Xanthi NN’ Pflanzen.
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•  La sensibilité des feuilles est considérablement réduite 
en présence de mildiou dans les plantes de tabac. Les 
plantes doivent êtres sans agents pathogènes, et aucun 
symptôme ne doit être visible (Koenraadt H., commu-
nication personnelle).

•  L’utilisation de témoins positifs et négatifs est très 
importante pour valider le résultat. Lorsqu’un nombre 
relativement élevé de lésions locales est observé, 
une comparaison avec les témoins positifs et négatifs 
confirmera facilement que la plupart, sinon la totalité, 
des lésions sont réelles mais dues à des virus (étape 
6.1). Toutefois, dans les cas où le nombre de lésions 
est faible pour un échantillon, cela permet de confirmer 
que la lésion a été causée par une infection virale et non 
pas par un artefact (avec une inoculation mécanique, 
l’utilisation de pesticides, etc.). Découper la lésion 
suspecte, l’écraser dans une petite quantité de tampon 
d’extraction de semences et inoculer de nouveau deux 
feuilles de deux plantes d’essai. Les lésions causées par 
une infection virale contiennent une quantité suffisante 
de virus infectieux pour produire des lésions multiples 
dans ce test de confirmation (Hadas, 1999).

Milieux et solutions
Tampon d’extraction de semences 
(tampon phosphate salin [PBS] pH 
7,2–7,4)
NaCl : 8,0 g/l
Na2HPO4 : 1,15 g/l
KH2PO4 : 0,2 g/l
Eau distillée/désionisée : 1000 ml

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients dans un récipient adapté.
2.  Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée et dis-

soudre les ingrédients.
3.  Vérifier le pH avec un pH-mètre et ajuster si 

nécessaire.
4.  Autoclaver à 121 °C, 15 p.s.i. pendant 15 min.

Stockage

Stocker le tampon à 5 ±4 °C. A utiliser maximum un mois 
après la préparation.

Figure 2. Lésions locales sur feuilles de plantes Nicotiana 
tabacum ‘Xanthi NN’.

Figure 3. Lésions locales sur feuilles de plantes Nicotiana 
tabacum ‘Xanthi NN’
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•  The use of both positive and negative controls 
is very important to validate the result. When a 
relatively high number of local lesions are observed, 
a comparison with the positive and negative controls 
will readily confirm that most, if not all, of the virus 
lesions are authentic (Step 6.1). However, in cases 
where the number of lesions for a sample is low, it 
can be confirmed that a lesion was caused by a virus 
infection and not by an artefact (from the mechanical 
inoculation, use of pesticides, etc.). Cut out the 
suspect lesion, crush it in a small amount of the seed 
extraction buffer and inoculate two leaves of two 
assay plants again. Lesions caused by virus infection 
contain sufficient amounts of infectious virus to 
produce multiple lesions in this confirmation test 
(Hadas, 1999).

Media and solutions
Seed extraction buffer (phosphate 
buffered saline [PBS] pH 7.2–7.4)

NaCl: 8.0 g/l
Na2HPO4: 1.15 g/l
KH2PO4: 0.2 g/l
Distilled/deionised water: 1000 ml

Preparation

1.  Weigh out all ingredients into a suitable container.
2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water and 

dissolve ingredients.
3.  Check the pH with a pH meter and adjust if 

necessary.
4.  Autoclave at 121 °C, 15 p.s.i. for 15 min.

Storage

Store buffer at 5 ±4 °C. Use within a month after 
preparation.

Figure 2. Local lesions on leaves of Nicotiana tabacum 
‘Xanthi NN’ plant.

Figure 3. Local lesions on leaves of Nicotiana tabacum 
‘Xanthi NN’ plants.
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