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Informes de validación

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

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

Descargo de responsabilidad

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

Medidas de seguridad

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

Nota sobre el uso de traducciones

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

Publicado por
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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). 
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Études de validation

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

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

Limitation de responsabilité

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

Sécurité

Assurez-vous de connaître les risques et prenez les me-
sures de sécurité appropriées. Il est supposé que cette 
méthode est pratiquée dans un laboratoire de microbiolo-
gie par des personnes familières des principes de bonnes 
pratiques de laboratoire, de bonnes pratiques de micro-
biologie, et des techniques d’asepsie. Tous les déchets 
doivent être traités d’une manière appropriée (par exemple 
autoclavage, désinfection) et selon des règlements locaux 
de sécurité. 
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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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7‑005: Detección de Ascochyta pisi en semillas de 
Pisum sativum (arveja)

Hospedante: Pisum sativum L.s.l.
Patógeno(s): Ascochyta pisi Lib.

Preparado por: ISTA-PDC Method Validation 
Sub-committee

Autores: ISTA-PDC Method Validation Sub-committee

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2000-07-13
Revisado 2001-19-11: J. Sheppard, V. Cockerell
Reimpreso 2003
Versión 1.1, 2008-01-01: Semilla tratada, revisado; Infor-

me de resultados, revisado
Versión 1.2, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado
Versión 1.3, 2021-01-01: Preparación de la muestra 

cambió a Tamaño de la muestra y párrafo revisado; 
Medios y soluciones, revisado

Versión 1.4, 2022-01-01: Métodos (pretratamiento) 
revisado

Versión 1.5, 2024-01-01: Tamaño de la muestra y Figu-
ras, revisados

Antecedentes
Este método fue originalmente publicado en el ISTA Hand
book of Seed Health Testing, en Noviembre de 1964 como 
S.3. N° 16, revisado en 1987 por P.D. Hewett, Official 
Seed Testing Station for England and Wales, Cambridge, 
Reino Unido. El método fue incorporado en el nuevamente 
revisado Anexo del Capítulo 7 en el 2002 de la edición de 
1999 de las Reglas ISTA. El método fue revisado por el 
Comité de Sanidad de Semillas de ISTA en el 2006 (Coc-
kerel & Koenraadt, 2007) con la recomendación de acep-
tarlo por otros cinco años.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la determinación de 
Ascochyta pisi en semilla tratada. Los tratamientos a la se-
milla pueden afectar el desempeño del método. 

(Definición de tratamiento: todo proceso físico, bioló-
gico, químico, al que es sometido un lote de semilla, inclu-
yendo 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: cultivos de referencia u otro ma-

terial apropiado
Medio: agar malta o agar papa dextrosa
Solución de hipoclorito de sodio (1 % de cloro disponi-

ble): para la desinfección de las semillas
Placas de Petri: cuando se indica la densidad de siembra 

en un número de semillas por placa de Petri, se asume 
un diámetro de ésta de 90 mm

Incubadora: apta para operar en el rango de 20 ±2 °C

Métodos
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.  Método en agar: Agar malta o agar papa dextrosa. Po-
ner 10 semillas en la superficie del agar en cada placa 
de Petri.

3.  Incubación: 7 días a 20 °C en oscuridad.
4.  Evaluación: Después de 7 días, examinar cada semilla 

a simple vista para la detección de abundante micelio 
blanco que a menudo cubre las semillas infectadas 
(Fig. 1). Las colonias dudosas se pueden confirmar por 
la presencia de hifas onduladas en el borde de la co-
lonia cuando se examinan con un aumento de 25×. El 
diámetro típico de la colonia es de 20–30 mm, ocasio-
nalmente más pequeña o rodeando de manera incom-
pleta a la semilla. El reverso de las colonias es de color 
naranja-marrón medio a oscuro en el centro, opaco e 
incluso llegando a ser de color más claro hacia el bor-
de de la colonia. A menudo se presentan picnidios de 
apariencia gelatinosa naranja-marrón (aunque sólo al-
gunas veces son claramente visibles), particularmen-
te donde la semilla está en contacto con el agar. Bajo 
estereomicroscopio con aumento de 20–25×, usando 
tanto luz transmitida como luz incidente, las hifas son 
onduladas, a menudo varias juntas, típicamente con 
gotas de humedad (aunque éstas se evaporan fácilmen-
te) (Fig. 2). El desarrollo muy limitado de algunas se-
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7‑005: Nachweis von Ascochyta pisi an Samen von 
Pisum sativum (Erbse)

Wirtspflanze: Pisum sativum L.s.l.
Krankheitserreger: Ascochyta pisi Lib.

Erstellt durch: ISTA-PDC Method Validation 
Sub-committee

Autoren: ISTA-PDC Method Validation Sub-committee

Revisionsstand

Version 1.0, 2000-07-13
2001-11-19: Revision J. Sheppard, V. Cockerell
Nachdruck 2003
Version 1.1, 2008-01-01: „Behandeltes Saatgut“ überar-

beitet; „Berichterstattung der Ergebnisse“ überarbeitet
Version 1.2, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.3, 2021-01-01: „Probenvorbereitung“ geändert 

in „Probengröße“ und Überarbeitung des Absatzes; 
„Medien und Lösungen“ überarbeitet

Version 1.4, 2022-01-01: „Methoden“ (Vorbehandlung) 
überarbeitet

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

Hintergrund
Die Methode ist im Original zunächst veröffentlicht worden 
im ISTA Handbook of Seed Health Testing im November 
1964 als S 3 Nr. 16, überprüft 1987 von P. D. Hewett (Offi-
cial Seed Testing Station for England and Wales; UK). Die 
Methode wurde 2002 in die neue revidierte Fassung des An-
hangs zum Kapitel 7 der Ausgabe von 1999 der ISTA-Vor-
schriften übernommen. Die Methode wurde im Jahr 2006 
durch das ISTA-Seed Health Committee überprüft (Cocke-
rell & Koenraadt, 2007) und für weitere 5 Jahre anerkannt.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung von 
Ascochyta pisi an behandeltem (gebeiztem) Saatgut. Saat-
gutbehandlungen können die Aussagekraft dieser Methode 
beeinflussen (Definition Behandlung: Jegliches Verfahren, 
physikalischer, biologischer oder chemischer Natur, dem 
eine Saatgutpartie unterzogen wird, einschließlich Saatgu-
tumhüllungen. 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
Medien: Malz-Agar oder PDA (Kartoffelextrakt-Agar).
Natriumhypochlorit-Lösung: (1 % verfügbares Chlor) 

zur Oberflächendesinfektion der Samen.
Petrischalen: Falls eine bestimmte Anzahl an Körnern 

pro Petrischale vorgegeben ist, sollten solche mit ei-
nem Durchmesser von 90 mm benutzt werden.

Inkubator: Temperaturbereich 20 ±2 °C.

Methoden
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.  Agar-Methode: Malz-Agar oder PDA. 10 Körner pro 
Petrischale auslegen.

3.  Inkubation: 7 Tage bei 20 °C im Dunkeln.
4.  Auswertung: Nach 7 Tagen jedes Korn mit bloßem 

Auge untersuchen auf Vorhandensein von weißem My-
zel, welches häufig infizierte Körner umgibt (Abb. 1). 
Verdächtige Kolonien zeigen bei 25-facher Vergrö-
ßerung wellige Hyphen am Rand der Kolonie. In der 
Regel beträgt der Koloniedurchmesser 20–30 mm, 
gelegentlich aber auch weniger oder nur unvollständig 
das Korn umwachsend. Auf der Rückseite der Kolonie 
dunkle, orange-braune, undurchsichtige Verfärbung 
des Mediums im Zentrum; zum Rand der Kolonie hel-
ler werdend. Gelatinös aussehende orange-braune Pyk-
nidien sehr häufig vorhanden (obwohl nur gelegentlich 
eindeutig zu erkennen), meist in den Bereichen, wo das 
Korn den Agar berührt. Unter Verwendung eines Ste-
reomikroskops bei 20- bis 25-facher Vergrößerung mit 
Auf- und Durchlicht erscheinen die Hyphen gekräu-
selt, häufig auch verschiedene Hyphen zusammenlauf-
end mit Flüssigkeitströpfchen (wenn auch diese leicht 
verdunsten)(Abb. 2). Geringes Pilzwachstum kann bei 
einigen Körnern noch nachgewiesen werden, wenn 
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7‑005 : Détection d’Ascochyta pisi sur semences de 
Pisum sativum (pois)

Hôte : Pisum sativum L.s.l.
Pathogène(s) : Ascochyta pisi Lib.

Préparé par : ISTA-PDC Method Validation 
Sub-committee

Auteurs :: ISTA-PDC Method Validation Sub-committee

Historique de la révision

Version 1.0, 2000-07-13
Révision 2001-11-19 : J. Sheppard, V. Cockerell
Réimpression en 2003
Version 1.1, 2008-01-01 : « Traitement des semences » 

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

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

changé à « Taille de l’échantillon » et le paragraphe 
révisé ; « Milieux et solutions » révisé

Version 1.4, 2022-01-01 : « Méthodes » (prétraitement) 
révisé

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

Historique
Cette méthode a été à l’origine éditée dans le ISTA Hand   
book of Seed Health Testing, novembre 1964, S.3 no 16, ré-
visée en 1987 par P. D. Hewett, Official Seed Testing Sta-
tion for England and Wales, Cambridge, R-U. La méthode 
a été incorporée à l’annexe révisée du chapitre 7 en 2002 à 
partir de l’édition 1999 des Règles ISTA. La méthode a été 
révisée par le Comité de Qualité Sanitaire des Semences 
d’ISTA en 2006 (Cockerell & Koenraadt, 2007) avec la re-
commandation de l’accepter pour les cinq années à venir.

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détermination 
d’Ascochyta pisi sur semences traitées. Les traitements 
peuvent affecter la performance de la méthode. (Définition 
de traitement : Tout de processus, physique, biologique ou 
chimique, auquel un lot de semences est soumis, 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
Milieux : malt agar ou potato dextrose agar (PDA)
Solution d’hypochlorite de sodium (chlore disponible 

1 %) : pour la désinfection de semences
Boîtes de Petri : La densité de l’ensemencement est don-

née par un nombre de semences par boîte de Petri, pour 
un diamètre de 90 mm.

Étuve : capable de maintenir une température de 20 ±2 °C

Méthodes
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.  Méthode sur agar : Malt ou potato dextrose agar. Pla-
cer 10 semences sur l’agar dans chaque boîte de Petri.

3.  Incubation : 7 jours à 20 °C à l’obscurité.
4.  Lecture : Après 7 jours observer chaque semence 

à l’oeil nu et noter un mycélium blanc abondant qui 
couvre souvent les semences infectées (Fig. 1). Des 
colonies douteuses peuvent être confirmées par la pré-
sence d’hyphes floconneux sur les bords de la colonie 
au grossissement ×25. Diamètre de colonie en général 
20–30 mm, de temps en temps plus petites ou entourant 
incomplètement la semence. Le dessous des colonies 
est au centre orange-brun (moyen à foncé) et opaque 
uni, devenant de plus en plus clair vers le bord de la 
colonie. Des pycnides orange-brun d’apparence géla-
tineuse sont souvent présentes (bien que rarement 
observables), particulièrement là où la semence touche 
l’agar. Au grossissement ×20–25, les hyphes sont cour-
bés, souvent groupés, avec des gouttelettes de conden-
sation typiques (bien que ceux-ci s’évaporent facile-
ment)(Fig. 2). Des croissances très limitées peuvent 
être observées à partir de certaines semences unique-
ment en inclinant les boîtes ou après incubation prolon-
gée. Les pycnides peuvent mesurer jusqu’à 250 µm de 
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7‑005: Detection of Ascochyta pisi in Pisum sativum 
(pea) seed

Host: Pisum sativum L.s.l.
Pathogen(s): Ascochyta pisi Lib.

Prepared by: ISTA-PDC Method Validation 
Sub-committee

Authors: ISTA-PDC Method Validation Sub-committee

Revision history

Version 1.0, 2000-07-13
Revised 2001-19-11: J. Sheppard, V. Cockerell
Reprinted 2003
Version 1.1, 2008-01-01: Treated seed revised; 

Reporting results revised
Version 1.2, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 1.3, 2021-01-01: Sample preparation changed 

to Sample size and paragraph revised; Media and 
solutions revised

Version 1.4, 2022-01-01: Methods (pretreatment) 
revised

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

Background
This method was originally published in the ISTA 
Handbook of Seed Health Testing in November 1964 as 
S.3. No. 16 revised 1987 by P.D. Hewett, Official Seed 
Testing Station for England and Wales, Cambridge, 
United Kingdom. The method was incorporated into the 
newly revised Annexe to Chapter 7 in 2002 from the 1999 
edition of the ISTA Rules. The method was reviewed by 
the ISTA-Seed Health Committee in 2006 (Cockerell & 
Koenraadt, 2007) with the recommendation to accept for 
a further five years.

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of Ascochyta pisi 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: malt agar or potato dextrose agar
Sodium hypochlorite solution (1 % available 

chorine): for seed disinfection
Petri dishes: When sowing density is given by a 

number of seeds per Petri dish, a diameter of 90 mm 
is assumed.

Incubator: capable of operating in the range 20 ±2 °C.

Methods
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.  Agar method: Malt or potato dextrose agar. Place 10 
seeds on the agar surface in each Petri dish.

3.  Incubation: 7 days at 20 °C in darkness.
4.  Examination: After 7 days examine each seed by 

naked eye for abundant white mycelium which often 
covers infected seeds (Fig. 1). Doubtful colonies 
may be confirmed by the presence of wavy hyphae 
at the edge of the colony when examined at ×25 
magnification. Colony diameter typically 20–30 mm, 
occasionally smaller or incompletely surrounding 
the seed. Reverse of colonies medium to dark 
orange-brown centrally, opaque and even, becoming 
lighter in colour towards the edge of the colony. 
Gelatinous-looking orange-brown pycnidia often 
present (although only sometimes clearly visible), 
particularly where seed touches agar. Under STM at 
×20–25 magnification, using both transmitted and 
incident light, hyphae are curled, often several running 
together, typically with moisture drops (although 
these evaporate easily) (Fig. 2). Very limited growths 
from some seeds may only be seen if dishes tilted to 
get lighting at best angle, or under STM examination 

StickyNote
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millas sólo puede verse si las placas se inclinan para 
recibir la luz desde un mejor ángulo o se examinan bajo 
el estereomicroscopio o después de una incubación 
extendida. Los picnidios tienen un diámetro de hasta 
250 µm. Las esporas son hialinas, cilíndricas o lige-
ramente curvadas con extremos redondeados, 1-septa, 
ligeramente constreñidas en el tabique, en su mayoría 
12 × 4,5 µm (Punithalingam & Holliday, 1972).

Notas: Las muestras con frecuencia originan A. pinodes 
(Mycosphaerella pinodes (Berk. & Blox) Westerg.) y, oca-
sionalmente, A. pinodella (Phoma midicaginis Malbr. & 
Roum. var. pinodella (Jones) Boerema). Estos patógenos 
difieren notoriamente de A. pisi en su colonia y caracte-
rísticas miceliales y en la morfología de las esporas (ver 
descripciones CMI Nos. 340 y 518, respectivamente).

Métodos generales
Chequeo de tolerancias: Las tolerancias proporcionan 

un medio para avalar si las variaciones dentro o entre 
los análisis son lo suficientemente amplias o no como 
para crear dudas acerca de la exactitud de los resul-
tados. Las tolerancias adecuadas que pueden aplicarse 
directamente a la mayoría de los análisis de sanidad de 
semillas, se pueden encontrar en la Tabla 5B, 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 
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 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), los resultados deben ser informados como ‘no 
detectado’. 

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

Aseguramiento de calidad
Puntos críticos de control (PCC)

Cuando la redacción de la Hoja de Trabajo original sugiere 
que una acción es crítica, ésta ha sido marcada como PCC.

Medios y soluciones
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 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. 

Agar malta

Agar malta1: según las instrucciones del fabricante
Agua destilada/desionizada: 1000 ml

1 Los compuestos del agar malta deben ser equivalentes a 
aquellos de los siguientes fabricantes BD, USA u Oxoid, 
UK (PCC).

Preparación 

1. Pesar los reactivos en un recipiente autoclavable 
adecuado.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3. Disolver el polvo de agar malta en agua destilada/

desionizada mediante agitación.
4. Autoclavar a 15 psi y 121 °C por 15 minutos.
5. Dejar enfriar el agar a aproximadamente 50 °C
6. Verter 15–22 ml de agar fundido en placas de Petri de 

90 mm y dejar solidificar antes de usar.

Almacenaje

Las placas preparadas pueden ser almacenadas a 4 °C has-
ta 6 semanas.
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man bei der Auswertung den Einfallswinkel des Lichts 
verändert, das Stereomikroskop nutzt oder die Inkuba-
tion verlängert. Die Pyknidien haben einen Durchmes-
ser bis zu 250 µm. Sporen sind hyalin, zylindrisch, die 
runden Enden leicht gebogen, meist einfach septiert, 
im Bereich des Septums leicht eingeschnürt, meist 
12 × 4,5 µm (Punithalingam & Holliday, 1972).

Anmerkung: Die Proben sind auch häufig infiziert mit 
A. pinodes (Mycosphaerella pinodes (Berk. & Blox.) 
Westerg.) und gelegentlich mit A. pinodella (Phoma 
medicaginis Malbr. & Roum. var. pinodella (Jones) Boere-
ma). Diese Krankheitserreger unterscheiden sich deutlich 
in Kolonie- und Myzelcharakteristika und in der Sporen-
morphologie (siehe CMI Descriptions Nr. 340 und 518).

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
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Die Stellen, wo die Originalfassung der ISTA-Arbeitsan-
weisung (Working Sheet) auf kritische Arbeitsschritte hin-
weist, sind hier mit KKP gekennzeichnet.

Medien und Lösungen
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.

Malz‑Agar

Malzagar1: entsprechend den Angaben des Herstellers
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml

1KKP: Malzagar-Inhaltsstoffe sollten denen der Herstel-
lerfirmen BD (USA) oder Oxoid (UK) entsprechen.

Herstellung

1.  Abwiegen der Komponenten in ein autoklavierbares 
Gefäß.

2. 1000 ml destilliertes/deionisiertes Wasser zufügen.
3.  Malz-Agar durch Rühren in destilliertem/deionisier-

tem Wasser suspendieren.
4.  Bei 15 psi und 121 °C für 15 min autoklavieren.
5.  Agar auf ungefähr 50 °C abkühlen lassen.
6.  Jeweils 15–22 ml flüssigen Agar in 90 mm Petrischa-

len füllen und fest werden lassen.
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diamètre. Spores, hyalines, cylindriques, légèrement 
courbées avec les extrémités arrondies, septées : 1 cloi-
sons, légèrement resserré au niveau de la cloison, la 
plupart du temps 12 × 4,5 µm (Punithalingam & Holli-
day, 1972).

Remarques : Les échantillons sont fréquemment conta-
minés par A. pinodes (Mycosphaerella pinodes (Berk. & 
Blox.) Westerg.) et occasionnellement par A. pinodella 
(Phoma medicaginis Malbr. & Roum. var. pinodella 
(Jones) Boerema). Ces pathogènes diffèrent nettement de 
A. pisi par la morphologie des colonies, du mycélium et la 
morphologie des conidies (voir CMI descriptions nos 340 
et 518, respectivement).

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
Points critiques de contrôle (CCP)

Lorsque la méthode signale qu’une action est critique ceci 
a été identifié par CCP.

Milieux et solutions
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.

Malt agar

Malt agar1 : selon les instructions du fabricant
Eau distillée/désionisée : 1000 ml

1CCP : les constituants du malt agar devraient être équi-
valents à ceux des fabricants suivants BD, Etats-Unis 
ou Oxoid, R-U

Préparation

1.  Peser les ingrédients dans un récipient autoclavable 
approprié.

2.  Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.  Dissoudre le malt agar en poudre dans l’eau distillée/

désionisée en agitant.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.  Laisser refroidir l’agar à environ 50 °C.
6.  Verser 15–22 ml de milieu 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.
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or after extended incubation. Pycnidia are up to 
250 µm in diameter. Spores, hyaline, cylindric, 
of slightly curved with rounded ends, 1-septate, 
slightly constricted at septum, mostly 12 × 4.5 µm 
(Punithalingam & Holliday, 1972).

Notes: Samples frequently bear A. pinodes (Myco
sphaerella pinodes (Berk. & Blox.) Westerg.) and, 
occasionally, A. pinodella (Phoma medicaginis Malbr. & 
Roum. var. pinodella (Jones) Boerema). These pathogens 
differ markedly from A. pisi in their colony and mycelial 
characters and in spore morphology (see CMI descriptions 
Nos. 340 and 518, respectively).

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
Critical control points (CCP)

Where the wording of the original Working Sheet suggests 
that an action is critical this has been marked with CCP.

Media and solutions
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.

Malt agar

Malt agar1: according to manufacturer's instructions
Distilled/deionised water: 1000 ml

1 Malt agar constituents should be equivalent to those of 
the manufacturers BD, USA or Oxoid, UK (CCP)

Preparation

1.  Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Dissolve powdered malt agar in distilled/deionised 

water by stirring.
4.  Autoclave at 15 psi and 121 °C for 15 min.
5.  Allow agar to cool to approx. 50 °C.
6.  Pour 15–22 ml of molten agar into 90 mm Petri 

plates and allow to solidify before use.

Storage

Prepared plates may be stored at 4 °C for up to 6 weeks.
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Figura 1. Colonias de Ascochyta pisi, de frente (izquierda) y 
de reverso (derecha), de un análisis en PDA, después de un 
pretratamiento con hipoclorito. Incubación por 7 días a 21 °C 
en oscuridad.

Figura 2. Colonia de Ascochyta pisi en agar de malta.

Figura 3. Conidio de Ascochyta pisi.

Figura 4. Picnidio de Ascochyta pisi.
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Abb. 1. Kolonien von Ascochyta pisi von der Oberseite (links) 
und Rückseite (rechts) auf PDA nach der Hypochlorit-Behand-
lung. Inkubation für 7 Tage bei 21 °C im Dunkeln.

Abb. 2. Kolonien von Ascochyta pisi auf Malzagar.

Abb. 3. Konidien von Ascochyta pisi.

Abb. 4. Pyknidien von Ascochyta pisi.
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Figure 1. Colonies d’Ascochyta pisi, vues par-dessus 
(gauche) et dessous (droite), sur PDA, après le prétraite-
ment à l’hypochlorite. Incubation pendant 7 jours à 21 ºC à 
l’obscurité.

Figure 2. Colonie d’Ascochyta pisi sur malt agar.

Figure 3. Conidies d’Ascochyta pisi.

Figure 4. Pycnides d’Ascochyta pisi.
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Figure 1. Colonies of Ascochyta pisi, face (left) and reverse 
(right), from test on PDA, following hypochlorite pretreatment. 
Incubation for 7 days at 21 °C in darkness.

Figure 2. Colony of Ascochyta pisi on malt agar.

Figure 3. Conidia of Ascochyta pisi.

Figure 4. Pycnidia of Ascochyta pisi.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-005Figure images updated and captions revised.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-005Figure images updated and captions revised.
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Agar papa dextrosa

Agar papa dextrosa1: según las instrucciones del 
fabricante

Agua destilada/desionizada: 1000 ml

1 Los compuestos del agar papa dextrosa deben ser equiva-
lentes a aquellos de los siguientes fabricantes: BD, USA u 
Oxoid, UK (PCC).

Preparación 

1. Pesar los reactivos en un recipiente autoclavable 
adecuado.

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

3. Disolver el polvo de PDA en agua destilada/desioni-
zada, mediante agitación.

4. Autoclavar a 15 psi y 121 °C por 15 minutos.
5. Dejar enfriar el agar a aproximadamente 50 °C.
6. Verter 15–22 ml de agar fundido en placas de Petri de 

90 mm y dejar solidificar antes de usar.

Almacenaje

Las placas preparadas pueden ser almacenadas a 4 °C has-
ta 6 semanas.

Referencias
Las siguientes referencias están extraídas del ISTA 
Handbook of Seed Health Testing, Hoja de Trabajo No. 16, 
P. D. Hewett, 1987.

Anselme, C. & Champion, R. (1962). L’analyse sanitaire 
des semences de pois. Proceedings of the International 
Seed Testing Association, 27, 829–842.

Hewett, P. D. (1979). Pretreatment in seed health testing. 2. 
Duration of hypochlorite pretreatment in the agar plate 
test for Ascochyta spp. Seed Science and Technology, 
7, 83–85.

Hewett, P. D. (1987). Detection of seed-borne Ascochyta 
pisi Lib. and test agreement within and between 
laboratories. Seed Science and Technology, 15, 271–
283.

Leach, C. M. (1962). The quantitative and qualitative 
relationship of ultra violet and visible radiation to the 
induction of reproduction in Ascochyta pisi. Canadian 
Journal of Botany, 40, 1577–1602.

Miles, S. R. (1963). Hand book of tolerances and of mea-
sures of precision for seed testing. Proceedings of the 
International Seed Testing Association, 28 (3), 525–
686.

Punithalingam, E. & Holliday, P. (1972). C.M.I. Descrip
tions of pathogenic fungi and bacteria No. 334. 
Commonwealth Mycological Institute, Kew.

Tempe, J. de (1968). The quantitative evaluation of 
seed-borne pathogenic infection. Proceedings of the 
International Seed Testing Association, 33, 573–581.

Referencias de validación

Estudiados en análisis comparativos inter 
nacionales: 1960, 1966, 1967, 1968–71, 1973–1975

Los análisis en agar detectan aproximadamente 50 % más 
de infección por Ascochyta spp. que los análisis en papel 
secante (Anselme & Champion, 1962; Tempe, 1968). 

Los análisis comparativos internacionales (Hewe-
tt, 1987) demostraron que de 350 resultados obtenidos 
por estaciones experimentadas, 95 % estuvieron dentro 
de los límites de tolerancia usados para los análisis de 
germinación.
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Lagerung

Fertige Platten können bei 4 °C bis zu 6 Wochen gelagert 
werden.

Kartoffel-Dextrose-Agar

Kartoffel-Dextrose-Agar (PDA)1: entsprechend den An-
gaben des Herstellers.

Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml

1KKP: PDA-Inhaltsstoffe sollten denen der Herstellerfir-
men BD (USA) oder Oxoid (UK) entsprechen.

Herstellung

1.  Abwiegen der Komponenten in ein autoklavierbares 
Gefäß.

2. 1000 ml destilliertes/deionisiertes Wasser zufügen.
3.  PDA durch Rühren in destilliertem/deionisiertem 

Wasser suspendieren.
4.  Bei 15 psi und 121 °C für 15 min autoklavieren.
5.  Agar auf ungefähr 50 °C abkühlen lassen.
6.  Jeweils 15–22 ml flüssigen Agar in 90 mm Petrischa-

len füllen und fest werden lassen.

Lagerung

Fertige Platten können bei 4 °C bis zu 6 Wochen gelagert 
werden.

Literaturquellen
Die folgenden Quellenangaben stammen aus dem ISTA 
Hand    book of Seed Health Testing, Working Sheet No. 16, 
P. D. Hewett, 1987.

Anselme, C. & Champion, R. (1962). L’analyse sanitaire 
des semences de pois. Proceedings of the International 
Seed Testing Association, 27, 829–842.

Hewett, P. D. (1979). Pretreatment in seed health testing. 2. 
Duration of hypochlorite pretreatment in the agar plate 
test for Ascochyta spp. Seed Science and Technology, 
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Hewett, P. D. (1987). Detection of seed-borne Ascochyta 
pisi Lib. and test agreement within and between 
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283.
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relationship of ultra violet and visible radiation to the 
induction of reproduction in Ascochyta pisi. Canadian 
Journal of Botany, 40, 1577–1602.

Miles, S. R. (1963). Hand book of tolerances and of mea-
sures of precision for seed testing. Proceedings of the 
International Seed Testing Association, 28 (3), 525–
686.

Punithalingam, E. & Holliday, P. (1972). C.M.I. Descrip
tions of pathogenic fungi and bacteria No. 334. 
Commonwealth Mycological Institute, Kew.

Tempe, J. de (1968). The quantitative evaluation of 
seed-borne pathogenic infection. Proceedings of the 
International Seed Testing Association, 33, 573–581.

Validierungsstudien

Internationale Vergleichstest: 1960, 1966, 1967, 
1968–71, 1973–1975

Mit Hilfe des Agar-Tests können ungefähr 50 % mehr 
infizierte Körner nachgewiesen werden als mit der Filter-
papiermethode (Anselme and Champion, 1962; Tempe, 
1968)

Internationale Vergleichstests (Hewett, 1987) haben 
gezeigt, dass über 350 Untersuchungsergebnisse verschie-
dener Saatgutlabore zu 95 % in die Toleranzgrenzen fallen, 
wie sie für Keimfähigkeitsuntersuchungen üblich sind.
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Potato dextrose agar

Potato dextrose agar1 : selon les instructions du fabricant
Eau distillée/désionisée : 1000 ml

1CCP : les constituants du PDA devraient être équivalents 
à ceux des fabricants suivants BD, États-Unis ou 
Oxoid, R-U

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 distillée/

désionisée en agitant.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.  Laisser refroidir l’agar à environ 50 °C.
6.  Verser 15–22 ml de milieu 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.

Références
Les références suivantes sont extraites du ISTA Hand   
book of Seed Health Testing, Working Sheet No. 16, P.D. 
Hewett, 1987.

Anselme, C. & Champion, R. (1962). L’analyse sanitaire 
des semences de pois. Proceedings of the International 
Seed Testing Association, 27, 829–842.

Hewett, P. D. (1979). Pretreatment in seed health testing. 2. 
Duration of hypochlorite pretreatment in the agar plate 
test for Ascochyta spp. Seed Science and Technology, 
7, 83–85.

Hewett, P. D. (1987). Detection of seed-borne Ascochyta 
pisi Lib. and test agreement within and between 
laboratories. Seed Science and Technology, 15, 271–
283.

Leach, C. M. (1962). The quantitative and qualitative 
relationship of ultra violet and visible radiation to the 
induction of reproduction in Ascochyta pisi. Canadian 
Journal of Botany, 40, 1577–1602.

Miles, S. R. (1963). Hand book of tolerances and of mea-
sures of precision for seed testing. Proceedings of the 
International Seed Testing Association, 28 (3), 525–
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tions of pathogenic fungi and bacteria No. 334. 
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seed-borne pathogenic infection. Proceedings of the 
International Seed Testing Association, 33, 573–581.

Études de validation

Étudié dans des essais internationaux de comparai-
son : 1960, 1966, 1967, 1968-71, 1973–1975

Les essais sur agar détectent environ 50 % d’infection sup-
plémentaires par Ascochyta spp. que sur buvard (Anselme 
& Champion, 1962 ; Tempe, 1968).

Des tests inter-laboratoires (Hewett, 1987) ont prouvé 
que sur 350 résultats obtenus par des stations expérimen-
tées, 95 % étaient dans les limites de tolérance utilisées 
pour des essais de germination.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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Potato dextrose agar

Potato dextrose agar1: according to manufacturer's 
instructions

Distilled/deionised water: 1000 ml

1Potato dextrose agar constituents should be equivalent to 
those of the following manufacturers BD, USA or Oxoid, 
UK (CCP)

Preparation

1.  Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

2.  Add 1000 (or 500) ml of distilled/deionised water.
3.  Dissolve powdered PDA in distilled/deionised water 

by stirring.
4.  Autoclave at 15 psi and 121 °C for 15 min.
5.  Allow agar to cool to approx. 50 °C.
6.  Pour 15–22 ml of molten agar into 90 mm Petri 

plates and allow to solidify before use.

Storage

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

Studied in international comparative testing: 1960, 
1966, 1967, 1968–71, 1973–1975

Agar tests detect approximately 50 % more infection by 
Ascochyta spp. than blotter tests (Anselme & Champion, 
1962; Tempe, 1968).

International comparative tests (Hewett, 1987) showed 
that of over 350 results obtained by experienced stations, 
95 % fell within tolerance limits used for germination tests.


