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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
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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. 
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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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7‑016: Detección del complejo de Phomopsis en 
semillas de Glycine max (soja, poroto soja)

Hospedante: Glycine max (L.) Merr.
Patógeno(s): Phomopsis longicolla Hobbs, Diaporthe 

phaseolorum var. sojae (Lehm.) Wehm. (Estado im-
perfecto P. phaseoli (Desm.) Sacc., syn. P. sojae Le-
hmann); Diaporthe phaseolorum (Cke. & Ell.) Sacc. 
f. sp. caulivora (DPC), syn. D. phaseolorum var. 
caulivora Athow & Caldwell

Preparado por: International Seed Health Initiative for 
Field Crops, ISF

Autor: R.R. Walcott
 University of Georgia, Athens GA 30602, USA.
 E-mail: rwalcott@arches.uga.edu

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2003-01-01
Versión 1.1, 2010-01-01: Cambio editorial en la prepara-

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

muestra
Versión 1.3, 2014-01-01: Se agrega el control positivo; se 

agrega el nombre común del hospedante
Versión 1.4, 2017-01-01: Informe de resultados revisado
Versión 1.5, 2021-01-01: Se agrega Tamaño de la mues-

tra; Métodos, revisado; Medios y soluciones, revisado
Versión 1.6, 2022-01-01: Métodos (pretratamiento) 

revisado
Versión 1.7, 2024-01-01: Tamaño de la muestra y Figu-

ras, revisados

Antecedentes
Este método para la detección de pudrición de la semilla 
por Phomopsis, en el poroto de soja, usa la siembra directa 
en agar de papa dextrosa acidificado (APDA), con identi-
ficación visual del subsecuente crecimiento del hongo. Re-
emplaza a la hoja de trabajo original publicada en el ISTA 
Handbook of Seed Health Testing en noviembre de 1964 
como S.3, N° 27 (Wallen, 1964) y la segunda y tercera 
ediciones preparadas por Kulik (1981, 1989). Esta versión 
del ensayo contiene varios cambios a las descripciones del 
método anterior, siguiendo los resultados de un estudio 
comparando dos métodos, usando cuatro repeticiones de 
cuatro lotes de semilla en seis laboratorios independientes 
de Argentina, Australia, Canadá, Francia y USA (Walcott, 
et al.,2003). Los cambios incluyen: el uso de APDA en 
lugar de agar malta o agar agua modificado; la desinfesta-

ción de la superficie con 1 % de NaOCl por 30 segundos 
en lugar de 2 % por 10 minutos, seguido de un enjuague 
por 30 segundos en agua estéril; las placas son incubadas 
en oscuridad a 25 °C durante 7 días antes de la evaluación.

Semilla tratada
Los tratamientos a la semilla pueden afectar el desempeño 
de este análisis. Debe realizarse únicamente en semilla sin 
tratar.

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
Placas con medio PDA acidificado: placas de Petri de 

90 mm (una por cada 10 semillas)
Incubadora: programada a 25 ±2 °C
Toallas de papel estériles: para secar la semilla
Agua destilada/desionizada estéril
NaOCl 1 %
Pinzas
Minutero
Medidor de pH

Preparación de la muestra
Es importante evitar cualquier posibilidad de contamina-
ción cruzada entre muestras de semillas. Esto se puede lo-
grar utilizando etanol 70 % para limpiar tanto los equipos 
como los guantes de trabajo.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.  Pre-tratamiento: Enjuagar suavemente las semillas en 
una solución de hipoclorito de sodio (NaOCl) (1 % de 
cloro disponible) durante 30 a 60 seg, después enjua-

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑016: Nachweis von Phomopsis‑Komplex an Samen 
von Glycine max (Sojabohne)

Wirtspflanze: Glycine max (L.) Merr.
Krankheitserreger: Phomopsis longicolla Hobbs, 

Diaporthe phaseolorum var. sojae (Lehm.) Wehm. 
(Nebenfruchtform P. phaseoli (Desm.) Sacc., syn. P. 
sojae Lehmann); Diaporthe phaseolorum (Cke. & Ell.) 
Sacc. f. sp. caulivora (DPC), syn. D. phaseolorum var. 
caulivora Athow & Caldwell

Erstellt durch: International Seed Health Initiative for 
Field Crops, ISF

Autoren: R. R. Walcott
 University of Georgia, Athens GA 30602, USA
 E-Mail: rwalcott@arches.uga.edu

Revisionsstand

Version 1.0, 2003-01-01
Version 1.1, 2010-01-01: redaktionelle Änderungen 

zur APDA Vorbereitung: Korrektur des 
Autoklavier druckes

Version 1.2, 2013-01-01: Definition der Probengröße
Version 1.3, 2014-01-01: Positivkontrolle hinzugefügt; 

deutscher Name der Wirtspflanze hinzugefügt
Version 1.4, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.5, 2021-01-01: Ergänzung der „Probengröße“; 

Überarbeitung der „Methoden“; „Medien und Lösun-
gen“ überarbeitet

Version 1.6, 2022-01-01: „Methoden“ (Vorbehandlung) 
überarbeitet

Version 1.7, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße 
und Abbildungen

Hintergrund
Diese Methode zum Nachweis von Phomopsis-Samenfäule 
bei Sojabohnen nutzt die direkte Plattenkultur auf saurem 
Kartoffel-Dextrose-Agar (APDA) bei visueller Identi-
fikation des anschließenden Pilzwachstums. Sie ersetzt 
das ursprüngliche Methodenblatt, veröffentlicht im ISTA 
Handbook of Seed Health Testing im November 1964 
als S.3. No. 27 (Wallen, 1964) und die zweite und dritte 
Ausgabe, erstellt von Kulik (1981, 1989). Diese Version 
der Untersuchung beinhaltet einige Änderungen zu den 
vorhergehenden Methodenbeschreibungen. Sie berück-
sichtigt die Ergebnisse einer Studie zum Vergleich zwei-
er Methoden unter Nutzung von vier Wiederholungen 
von vier Saatgutpartien in sechs unabhängigen Laboren 

in Argentinien, Australien, Kanada, Frankreich und den 
USA (Walcott et al., 2003). Die Änderungen enthalten: 
die Verwendung von APDA anstatt von Malz-Agar oder 
modifiziertem Wasser-Agar; die Oberflächendesinfektion 
mit 1 % NaOCl für 30 s anstatt von 2 % für 10 min, mit 
anschließender Spülung für 30 s in sterilem Wasser; die 
Inkubation der Platten in Dunkelheit bei 25 °C für 7 d vor 
der Auswertung.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Saatgutbehandlungen können die Aussagekraft dieser Me-
thode beeinflussen. Die Untersuchung sollte nur mit unbe-
handeltem Saatgut durchgeführt werden.

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
APDA-Platten: 90 mm Petrischalen (eine Platte für 10 

Samen).
Inkubator: Betrieb bei 25 ±2 °C.
Sterile Papierhandtücher: Für das Abtrocknen der Samen.
Steriles destilliertes/deionisiertes Wasser
1 % NaOCl
Pinzetten
Zeitschaltuhr
pH-Meter

Probenvorbereitung
Es ist entscheidend, eine Kreuzkontamination zwischen 
verschiedenen Saatgutproben zu verhindern. Dazu sind 
nur gereinigte Gerätschaften zu verwenden und Hand-
schuhe zu tragen, die mit 70-prozentigem Ethanol behan-
delt wurden.

Effectives 1er janvier 2024
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7‑016 : Détection de complexe de Phomopsis sur 
semences de Glycine max (soja)

Hôte : Glycine max (L.) Merr.
Pathogène(s) : Phomopsis longicolla Hobbs, Diaporthe 

phaseolorum var. sojae (Lehm.) Wehm. (Stade im-
parfait P. phaseoli (Desm.) Sacc., syn. P. sojae Leh-
mann) ; Diaporthe phaseolorum (Cke. & Ell.) Sacc. 
f. sp. caulivora (DPC), syn. D. phaseolorum var. 
caulivora Athow & Caldwell

Auteurs : R.R. Walcott
 University of Georgia, Athens GA 30602, États-Unis.
 Courriel : rwalcott@arches.uga.edu

Préparé par : International Seed Health Initiative – Field 
Crops

Historique de la révision

Version 1.0, 2003-01-01
Version 1.1, 2010-01-01 : Préparation de l’APDA : 

correction de la pression d’autoclave  : modification 
éditoriale

Version 1.2, 2013-01-01 : Définition de la taille de 
l’échantillon

Version 1.3, 2014-01-01 : Ajout de contrôle positif ; ajout 
de nom commun de l’hôte

Version 1.4, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 
révisé

Version 1.5, 2021-01-01 : Ajout de « Taille de l’échantil-
lon » ; « Méthodes » révisé ; « Milieux et solutions » 
révisé

Version 1.6, 2022-01-01 : « Méthodes » (prétraitement) 
révisé

Version 1.7, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » et 
Figures révisés

Historique
Cette méthode de détection de la pourriture des semences 
due à Phomopsis sur soja utilise l’ensemencement direct 
sur potato dextrose agar acidifié (APDA) avec identifi-
cation visuelle de la croissance mycélienne en résultant. 
Elle remplace la méthode publiée dans le ISTA Hand    book 
of Seed Health Testing, novembre 1964, S.3 no 27 (Wal-
len, 1964) et les seconde et troisième éditions préparées 
par Kulik (1981, 1989). Cette version des tests contient 
certaines modifications par rapport aux méthodes décrites 
précédemment suite aux résultats d’une étude comparant 2 
méthodes en utilisant 4 répétitions de 4 lots de semences 
dans 6 laboratoires indépendants en Argentine, Australie, 

Canada, France et aux États-Unis (Walcott, et al., 2003). 
Les modifications comprennent l’utilisation du APDA au 
lieu du malt agar ou de l’eau gélosée, la désinfection de 
surface avec du NaOCl à 1 % pendant 30 s au lieu de of 
2 % pendant 10 min, suivie d’un rinçage pendant 30 s avec 
de l’eau stérile ; les boîtes sont incubées à l’obscurité à 
25 °C pendant 7 jours avant la notation.

Semences traitées
Les traitements peuvent affecter la performance de la mé-
thode. Elle ne devrait être appliquée que sur semences non 
traitées.

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences à tes-
ter) 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.

Materiel
Matériel de référence : cultures de référence ou autre 

matériel approprié
Boîtes de PDA acidifié : boîtes de 90 mm de diamètre 

(une boîte pour 10 semences)
Étuve : capable de maintenir une température de 25 ±2 °C
Papier stérile : pour placer les semences à sec
Eau distillée/désionisée
NaOCl 1 %
Pinces
Minuteur
pH-mètre

Préparation de l’échantillon
Il est essentiel d’exclure toute possibilité de contamination 
croisée entre les échantillons de semences. Ceci peut être 
réalisé en essuyant ou pulvérisant les équipements avec de 
l’éthanol à 70 %, en utilisant des gants.
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7‑016: Detection of Phomopsis complex in Glycine max 
(soybean, soya bean) seed

Host: Glycine max (L.) Merr.
Pathogen(s): Phomopsis longicolla Hobbs, Diaporthe 

phaseolorum var. sojae (Lehm.) Wehm. (Imperfect 
state P. phaseoli (Desm.) Sacc., syn. P. sojae 
Lehmann); Diaporthe phaseolorum (Cke. & Ell.) 
Sacc. f. sp. caulivora (DPC), syn. D. phaseolorum 
var. caulivora Athow & Caldwell

Prepared by: International Seed Health Initiative for 
Field Crops, ISF

Author: R.R. Walcott
 University of Georgia, Athens GA 30602, USA.
 E-mail: rwalcott@arches.uga.edu

Revision history

Version 1.0, 2003-01-01
Version 1.1, 2010-01-01: Editorial change to APDA 

preparation: correction of autoclaving pressure
Version 1.2, 2013-01-01: Definition of sample size
Version 1.3, 2014-01-01: Addition of positive control; 

common name of host added
Version 1.4, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 1.5, 2021-01-01: Sample size added; Methods 

revised; Media and solutions revised
Version 1.6, 2022-01-01: Methods (pretreatment) 

revised
Version 1.7, 2024-01-01: Sample size and Figures 

revised

Background
This method for the detection of Phomopsis seed 
decay in soya beans uses direct plating on acidified 
potato dextrose agar (APDA) with visual identification 
of subsequent fungal growth. It replaces the original 
working sheet published in the ISTA Handbook of Seed 
Health Testing in November 1964 as S.3. No. 27 (Wallen, 
1964) and the second and third editions prepared by 
Kulik (1981, 1989). This version of the assay contains 
several changes to the previous method descriptions 
following the results of a study comparing two methods 
using four replicates of four seedlots in six independent 
laboratories in Argentina, Australia, Canada, France and 
the USA (Walcott, et al., 2003). The changes include: the 
use of APDA instead of malt agar or amended water agar; 
surface disinfestation with 1 % NaOCl for 30 s instead of 
2 % for 10 min, followed by a 30 s rinse in sterile water; 

plates are incubated in the dark at 25 °C for 7 d before 
evaluation.

Treated seed
Seed treatments may affect the performance of this test. It 
should only be performed on untreated seed.

Sample size
The sample size (total number of seeds to be tested) 
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
Acidified PDA plates: 90 mm Petri dishes (one per ten 

seeds)
Incubator: operating at 25 ±2 °C
Sterile paper towels: for blotting seed dry
Sterile distilled/deionised water
1 % NaOCl
Forceps (tweezers)
Timer
pH meter

Sample preparation
It is vital to exclude any possibility of cross-contamination 
between seed samples. This can be achieved by swabbing/
spraying equipment and gloved hands with 70 % ethanol.

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.  Pretreatment: Gently rinse seeds in a solution of 
sodium hypochlorite (NaOCl) (1 % available chlorine) 
for 30 to 60 s, then rinse for 30 s in sterile water. Blot 
the seeds dry on sterile paper towel.

2.1  Plating: Using aseptic technique, evenly space seeds 
on the surface of the acidified PDA plates (10 seeds 
per plate).

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-016Sample size description revised for consistency across methods.
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gar durante 30 seg en agua estéril. Secar la semilla con 
toalla de papel estéril.

2.1  Siembra: Usando técnica aséptica, distribuir las semi-
llas uniformemente en la superficie de placas de PDA 
acidificado (10 semillas por placa).

2.2  Control positivo (material de referencia): Poner asép-
ticamente las semillas en un número apropiado de pla-
cas para obtener un cultivo de referencia o sembrar un 
cultivo de referencia en el medio. El número de placas 
requeridas dependerá del nivel de contaminación del 
lote de semilla de control positivo.

3.  Incubación: Incubar las placas durante 7 días a 25 
±2 °C en oscuridad.

4.  Control: Subcultivar un cultivo de referencia en placas 
de PDA acidificado e incubar con las placas del aná-
lisis. Alternativamente una muestra de semilla que se 
sabe que está infestada puede ser esterilizada en la su-
perficie, sembrada en PDA acidificado e incubada bajo 
las mismas condiciones que las muestras del análisis.

5.  Evaluación: Examinar las placas después de 3 y 7 días 
de incubación usando un microscopio para disección 
o lupa manual con aumento de 5× a 10×. Comparar 
con el control y registrar el número de semillas infec-
tadas en cada placa. Las semillas infectadas general-
mente están cubiertas por un denso micelio blanco y 
flocoso, el que a menudo contiene cuerpos fructíferos 
negros y globosos (picnidios) y/o cuerpos estromáti-
cos negros (Fig. 1). Los picnidios generalmente son 
de punta corta, pero la longitud de ésta puede variar 
considerablemente. El exudado de esporas se acumula 
generalmente como gotitas de color amarillo paja en el 
ápice de la punta, pero ocasionalmente en la forma de 
un cirro. Con un aumento mayor se pueden observar 
dos tipos de conidios. Los conidios Alpha son hialinos, 
no septados, redondeados en ambos extremos (aunque 
algunos pueden tener un extremo más extendido que 
las otras), rectos a elipsoidales (Fig. 2, izquierda), 4,5–
11,0 × 1,5–3,5 µm. Los conidios beta son largos y en 
forma de aguja, algunas veces curvados o en forma de 
ganchos, hialinos, 7,5–35,0 × 0,8–1,8µm (Fig. 2, dere-
cha). La mayoría de los picnidios producen únicamente 
conidios alfa, unos pocos producen conidios alfa con 
algunos conidios beta, raramente producen solo coni-
dios beta (ver también: McGee, 1991) (PCC).

  Los peritecios de punta larga, negra y globosa 
de Diaporthe phaseolorum, el estado perfecto de 
Phomopsis phaseoli, no son habitualmente encontra-
dos en semilla sembrada de lotes producidos en áreas 
libres del cancro del tallo. Las ascosporas son hialinas, 
con 1 septa pero pueden parecer con 3 septas, con 1–2 
gotas en cada mitad de la espora, pudiendo ser tanto 
elipsoidal con los extremos ligeramente puntiagudos y 
ligeramente a notablemente contraidos en el tabique, 
4,4–6,3 × 1,6–2,1 µm a 8,6–11,8 × 3,0–3,9 µm o a ve-
ces ampliamente fusiforme y luego a menudo curvada 
sin constricción y obtusa en cada extremo, 7,5–10,5 × 
2,0–2,7 µm.

Métodos generales
Chequeo de tolerancias: Las tolerancias proporcionan 

un medio para avalar si la variación en el resultado 
dentro o entre los análisis es lo suficientemente amplia 
o no como para suscitar dudas acerca de la exactitud de 
los resultados. Las tolerancias apropiadas que se pue-
den aplicar directamente a la mayoría de los análisis 
de sanidad de semillas, pueden encontrarse 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 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), 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
Entrenamiento específico

Este análisis sólo debe ser realizado por personal que haya 
sido entrenado en la identificación de hongos o bajo su 
directa supervisión.

Puntos críticos de control (PCC)

Se debe tener cuidado de no confundir los acérvulos de 
Colletotrichum dematium (Pers, ex Fr.) Grove var. truncata 
(Schw.) Arx, o los peritecios de Glomerella glycines (Hori) 
Lehman & Wolf, con los peritecios de D. phaseolorum 
o los picnidios de P. phaseoli. Estos cuerpos fructíferos 
también son oscuros, pero ellos generalmente no están 
en un micelio blanco, denso y flocoso como es el caso de  
D. phaseolorum y P. phaseoli. Adicionalmente, no hay 
setas oscuras (pelos estériles) asociadas con los cuerpos 
fructíferos de Phomopsis spp. (Paso 5).

7-016-4 Gültig ab 1. Januar 2024
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Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.  Vorbehandlung: Samen 30 bis 60 Sekunden vorsichtig 
in Natriumhypochloritlösung (NaOCl) (1 % verfügba-
res Chlor) spülen, dann 30 Sekunden lang in sterilem 
Wasser spülen. Das Saatgut auf einem sterilen Papier-
tuch trocken.

2.1  Ausplattieren: Unter sterilen Bedingungen werden 
die Samen gleichmäßig auf der Oberfläche der AP-
DA-Platten (10 Samen je Platte) ausgelegt.

2.2  Positivkontrollen (Referenzmaterial): Unter sterilen 
Bedingungen die Samen in einer entsprechenden An-
zahl von Petrischalen verteilen, um eine Referenzkul-
tur zu erhalten oder eine Referenzkultur auf dem Me-
dium auslegen.

3.  Inkubation: Die Platten für 7 d bei 25 ±2 °C in Dun-
kelheit inkubieren.

4.  Kontrolle: Eine Referenzkultur auf einer APDA-Plat-
te subkultivieren und mit den Testplatten inkubieren. 
Alternativ kann eine Probe von Samen mit bekannter 
Infektion oberflächensterilisiert, auf APDA ausgelegt 
und unter denselben Bedingungen wie die Untersu-
chungsproben inkubiert werden.

5.  Auswertung: Die Platten sind nach 3 und 7 d Inkuba-
tion unter Verwendung eines Stereomikroskopes oder 
einer Handlupe bei ×5 bis ×10 Vergrößerung zu prü-
fen. Im Vergleich mit der Referenzkultur ist die Zahl 
der infizierten Samen auf jeder Platte zu ermitteln. Die 
infizierten Samen sind üblicherweise mit einem dich-
ten, weißen, flockigen Myzel überwachsen, welches 
oft schwarze, kugelförmige Fruchtkörper (Pyknidi-
en) und/oder schwarze Stroma-Körper enthält (Abb. 
1). Die Pyknidien sind gewöhnlich mit einem kurzen 
schnabelförmigen Fortsatz versehen, aber die Länge 
des Fortsatzes kann beträchtlich variieren. Gewöhnlich 
tritt ein Sporenexudat in Form strohgelber Tröpfchen 
im oberen Bereich der Bohnen aus, gelegentlich auch 
als Cirrhus. Bei starker Vergrößerung können 2 Arten 
von Konidien gesehen werden. Die Alpha-Konidien 
sind hyalin, unseptiert, an beiden Enden gerundet (ob-
wohl einige an einem Ende mehr in die Länge gezogen 
sein können als die anderen), gerade oder elliptisch 
(Abb. 2a), 4.5–11.0 × 1.5–3.5 µm. Die Beta-Konidien 
sind lang und nadelförmig, manchmal gebogen oder 

hakenförmig, hyalin, 7.5–35.0 × 0.8–1.8 µm (Abb. 2b). 
Die Mehrheit der Pyknidien bildet nur Alpha-Konidi-
en, bei wenigen werden Alpha-Konidien mit einigen 
Beta-Konidien und selten werden in den Fruchtkörpern 
ausschließlich Beta-Konidien gebildet (siehe auch: 
McGee, 1991)(KKP).

  Die langschnäbligen, schwarzen, kugelförmigen Pe-
rithezien von Diaphorte phaseolorum, der Haupt-
fruchtform von Phomopsis phaseoli, treten gewöhnlich 
nicht auf Platten mit ausgelegten Samen auf, die aus 
Partien aus Gebieten, frei von Stängelkrebs, stammen. 
Die Askosporen sind hyalin, einfach septiert, biswei-
len dreifach septiert vorkommend, mit 1–2 Tropfen in 
jeder Hälfte der Spore, die von elliptischer Form, mit 
schwach zugespitzten Enden und schwach sichtbaren 
Einschnürungen am Septum, 4.4–6.3 × 1.6–2.1 µm 
groß sind. Sie können auch manchmal breit spindelför-
mig sein und dann oft gebogen, ohne Einschnürung 
und stumpf an jedem Ende, 7.5–10.5 × 2.0–2.7 µm.

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.

7-016-4 Effectives 1er janvier 2024
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Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

1.  Prétraitement : rincer soigneusement les semences 
dans une solution d’hypochlorite de sodium (NaOC1) 
(1 % chlore actif) pendant 30 à 60 s, ensuite rincer pen-
dant 30 s dans de l’eau stérile. Eponger les graines pour 
les sécher avec du papier stérile.

2.1  Ensemencement : disposer aseptiquement les se-
mences bien espacées dans chaque boîte de Petri sur la 
surface du PDA acidifié (10 semences par boîte).

2.2  Contrôle positif (matériel de référence) : Placer les 
semences de manière aseptique et répéter avec un 
nombre approprié de boîtes pour obtenir la culture de 
référence, ou déposer une culture de référence sur mi-
lieu. Le nombre de boîtes requis dépend du niveau de 
contamination du lot de semences servant de contrôle 
positif.

3.  Incubation : incuber les boîtes pendant 7 jours à 
25 ±2 °C à l’obscurité.

4.  Témoin : repiquer une culture de référence sur une 
boîte de PDA acidifié en même temps que le dépôt 
des semences et incuber avec les boîtes d’essai. Par 
ailleurs, un échantillon de semences connu pour être 
infecté pourrait être stérilisé en surface, déposé sur 
PDA acidifié et incubé dans les mêmes conditions que 
les échantillons en test.

5.  Lecture : observer les boîtes après 3 et 7 jours d’in-
cubation en utilisant un microscope ou une loupe à 
grossissement ×5–10. Comparer au témoin et noter le 
nombre de semences infectées sur chaque boîte. Les 
semences infectées sont généralement recouvertes d’un 
mycélium dense, blanc, floconneux avec souvent des 
éléments de fructification noire globuleux (pycnides) 
et/ou des stroma noirs (Fig. 1). Les pycnides ont géné-
ralement un col court, mais la taille du col peut varier 
considérablement. L’exsudat de conidies s’accumule 
généralement en formant une gouttelette jaune paille 
à l’extrémité du col, et occasionnellement en forme 
de cirrhe. A fort grossissement, 2 types de conidies 
peuvent être observées. Les conidies alpha sont hya-
lines, non septées, arrondies aux 2 extrémités (bien que 
certaines puissent avoir une extrémité plus allongée 
que les autres), droites à ellipsoïdales (Fig. 2, gauche), 
4,5–11,0 × 1,5–3,5 µm. Les conidies beta sont longues 
et en forme d’aiguille, parfois courbées ou en forme 
de crochet, hyalines, 7,5–35,0 × 0,8–1,8 µm (Fig. 2, 
droite). La majorité des pycnides produisent seulement 
des conidies alpha, peu produisent des conidies alpha 
avec quelques conidies beta, les conidies beta sont 
rarement produites seules (voir aussi : McGee, 1991)
(CCP).

  Les périthèces de Diaporthe phaseolorum, noirs, glo-
buleux avec un long col, du stade parfait de Phomopsis 
phaseoli, ne sont pas fréquemment trouvés sur essais 
de semences de lots produits dans des zones saines. Les 

ascospores sont hyalines, avec 1 septa mais semblent 
avoir 3 septae avec 1–2 gouttelettes dans chaque moitié 
des spores, qui sont soit ellipsoïdales avec les extrémi-
tés pointues et peu ou un peu plus resserrées au septa, 
4,4–6,3 × 1,6–2,1 µm à 8,6–11,8 × 3,0–3,9 µm, ou par-
fois fusiformes et souvent courbées sans resserrement 
et obtuses à chaque extrémité, 7,5–10,5 × 2,0–2,7 µm.

Méthodes générales
Vérification des tolérances : Les tolérances fournissent 

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

Indication des résultats : Le résultat d’un essai de qua-
lité sanitaire des semences devrait indiquer le nom 
scientifique du pathogène détecté et la méthode d’essai 
employée. Les résultats sont écrits dans « Autres déter-
minations » dans le Bulletin ISTA.
 Le rapport doit indiquer le nombre de semences testées.
 Dans le cas d’un résultat négatif (pathogène non détec-
té), les résultats doivent être rapportés comme « non 
détecté ».
 Dans le cas d’un résultat positif, le rapport doit indi-
quer le pourcentage de semences infectées.

Assurance qualité
Formation spécifique

Ce test ne devrait être effectué que par des personnes for-
mées à d’identification fongique ou sous la supervision de 
personnes qui l’ont été.

Points critiques de contrôle (CCP)

Attention à ne pas confondre les acervules de Colletotrichum 
dematium (Pers. ex Fr.) Grove var. truncata (Schw.) Arx, 
ou les périthèces de Glomerella glycines (Hori) Lehman & 
Wolf, avec les périthèces de D. phaseolorum ou les pyc-
nides de P. phaseoli. Ces organes de fructification sont 
également noirs mais ils ne se forment généralement pas 
dans un mycélium dense, blanc, floconneux comme pour 
D. phaseolorum et P. phaseoli. Par ailleurs, il n’y a pas de 
septae noirs (soies) associés aux organes de fructification 
de Phomopsis spp. (étape 5).

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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2.2  Positive control (reference material): Aseptically 
place seeds in an appropriate number of plates to 
obtain the reference culture, or plate a reference 
culture on media. The number of plates required will 
depend on the level of contamination of the positive-
control seed lot.

3.  Incubation: Incubate plates for 7 d at 25 ±2 °C in the 
dark.

4.  Control: Subculture a reference culture onto a plate 
of acidified PDA and incubate with the test plates. 
Alternatively, a sample of seed known to be infested 
may be surface sterilised, plated on acidified PDA 
and incubated under the same conditions as the test 
samples.

5.  Examination: Examine the plates after 3 and 7 d 
incubation using a dissecting microscope or hand 
lens at ×5 to ×10 magnification. Compare with 
control and record the number of infected seeds on 
each plate. Infected seeds are usually overgrown 
by a dense, white, floccose mycelium which often 
contains black, globose fruiting bodies (pycnidia) 
and/or black stromatic bodies (Fig. 1). Pycnidia 
are usually short-beaked, but the length of the beak 
may vary considerably. Spore exudate usually 
accumulates as a straw-yellow droplet at the tip of 
the beak, but occasionally in the form of a cirrhus. 
At high magnification two kinds of conidia may be 
seen. Alpha conidia are hyaline, non-septate, rounded 
at both ends (although some may have one end more 
drawn out than the other), straight to ellipsoidal (Fig. 
2, left), 4.5–11.0 × 1.5–3.5 µm. Beta conidia are long 
and needle-shaped, sometimes curved or hooked, 
hyaline, 7.5–35.0 × 0.8–1.8 µm (Fig. 2, right). The 
majority of pycnidia produce only alpha conidia, a 
few produce alpha conidia with some beta conidia, 
rarely beta conidia are produced alone (see also: 
McGee, 1991)(CCP).

  The long-beaked, black, globose perithecia of 
Diaporthe phaseolorum, the perfect state of 
Phomopsis phaseoli, are not usually encountered on 
plated seeds from lots produced in areas free of stem 
canker. Ascospores are hyaline, 1-septate but may 
appear to be 3-septate, with 1–2 drops in each half 
of the spore, which is either ellipsoidal with the ends 
slightly pointed and slightly to noticeably constricted 
at the septum, 4.4–6.3 × 1.6–2.1 µm to 8.6–11.8 × 
3.0–3.9 µm, or sometimes broadly fusiform and then 
often curved with no constriction and obtuse at each 
end, 7.5–10.5 × 2.0–2.7 µm.

General methods
Checking tolerances: Tolerances provide a means of 

assessing whether or not the variation in results within 
or between tests are sufficiently wide as to raise doubts 

about the accuracy of the results. Suitable tolerances, 
which can be applied to most direct seed health tests, 
can be found in Table 5B Part 1 of Chapter 5 of the 
ISTA Rules, or Table G1 in Miles (1963).

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

Quality assurance
Specific training

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

Critical control points (CCP)

Care should be taken not to mistake the acervuli of 
Colletotrichum dematium (Pers. ex Fr.) Grove var. 
truncata (Schw.) Arx, or the perithecia of Glomerella 
glycines (Hori) Lehman & Wolf, for the perithecia of 
D. phaseolorum or the pycnidia of P. phaseoli. These 
fruiting bodies are also dark but they are usually not in a 
dense, white, floccose mycelium as is the case with those 
of D. phaseolorum and P. phaseoli. In addition, there are 
no dark setae (sterile hairs) associated with the fruiting 
bodies of Phomopsis spp. (Step 5).

Media and solutions
Acidified potato dextrose agar (APDA)

(McGee, 1986, 1991)

Potato dextrose agar (BD Difco™): 39 g
Distilled/deionised water: 1000 ml
Lactic acid: variable

Preparation

1.  Weigh out all ingredients into a suitable container.
2.  Add 1000 ml (or 500 ml) of distilled/deionised water.
3.  Steam to dissolve.
4.  Autoclave at 121 °C, 15 psi for 15 min.
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Figura 1. a Colonias del complejo Phomopsis en agar papa dextrosa acidificado. b Exudado en la semilla.

Figura 2. a Micrografía de los ya producidos conidios alfa de Phomopsis longicolla, 400×. 
b Dibujo de conidios beta como largas agujas de Phomopsis longicolla, 1000×.
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Abb. 2. a Mikrofotografie der häufig erzeugten Alpha-Konidien von Phomopsis longicolla. 
×400. b Als Zeichnung: lange, nadelförmige Beta-Konidien von Phomopsis longicolla. 
×1000.

Abb. 1. a Kolonien des Komplexes Phomopsis auf angesäuertem Kartoffel-Dextrose-Agar. b Exudate an Samen.
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a

b

Qualitätssicherung
Spezifische Ausbildung

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

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Es ist darauf zu achten, dass keine Verwechselungen für die 
Perithezien von D. phaseolorum oder die Pyknidien von P. 
phaseoli mit den Acervuli von Colletotrichum dematium 
(Pers. ex. Fr.) Grove var. truncata (Schw.) Arx, oder den 
Perithezien von Glomerella glycines (Hori) Lehman & 
Wolf vorliegen. Diese Fruchtkörper sind auch dunkel, aber 
sie befinden sich normalerweise nicht in einem dichten, 
weißen, flockigen Myzel wie im Falle von D. phaseolorum 
und P. phaseoli. Außerdem befinden sich an den Frucht-
körpern von Phomopsis spp. keine dunklen Setae (sterile 
Haare)(Siehe Punkt 5).
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Figure 1. a Colonies du complexe Phomopsis sur « potato dextrose agar » (gélose dextrose de pomme de terre) acidi-
fiée. b Exsudat sur semence.

Figure 2. a Conidies alpha de Phomopsis longicolla. ×400. b Dessin de conidies beta en 
forme d’aiguille de Phomopsis longicolla. ×1000.
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Figure 1. a Colonies of Phomopsis complex on acidified potato dextrose agar. b Exudate on seed.

Figure 2. a Micrograph of readily produced alpha conidia of Phomopsis longicolla, ×400. 
b Drawing of long needle-like beta conidia of Phomopsis longicolla, ×1000.
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Medios y soluciones
Agar papa dextrosa acidificada (APDA)

(McGee, 1986, 1991)

Agar papa dextrosa (BD Difco™): 39 g
Agua destilada/desionizada: 1000 ml
Ácido láctico: variable

Preparación

1. Pesar todos los compuestos en un recipiente 
apropiado.

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

3. Calentar para disolver.
4. Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.
5. Dejar enfriar a 50 ºC aproximadamente.
6. Ajustar el pH a 4,5 con ácido láctico 85 %. General-

mente se asume que el ácido láctico es estéril, si se 
sospecha que está contaminado, esterilizar mediante 
filtración.

7. Verter en placas (22 ml por placa de Petri de 90 mm) 
y dejar solidificar a temperatura ambiente (ca. 22 °C) 
durante 24 horas antes de usar.

Almacenaje

Las placas preparadas pueden ser almacenadas a tempera-
tura ambiente o a 4 °C hasta tres semanas.

Solución de hipoclorito de sodio

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

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

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

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

Vstock = 1 × 1/12 = 0,083

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

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

Referencias
Kulik, M. M. (1981) ISTA Handbook of Seed Health 

Testing, Working sheet No. 27 (2nd ed.): Soybean 
pod and stem blight, stem canker, Phomopsis seed 
decay. International Seed Testing Association, Zurich, 
Switzerland

Kulik, M. M. (1989) ISTA Handbook of Seed Health 
Testing, Working sheet No. 27 (3rd ed): Soybean 
Stem Canker. International Seed Testing Association, 
Zurich, Switzerland.

McGee, D. C. (1986) Prediction of Phomopsis seed decay 
by measuring soybean pod infection. Plant Disease, 
70, 329–333

McGee, D. C. (1991) Phomopsis Seed Decay. In: McGee, 
D. C., Soybean diseases: A Reference Source for 
Seed Technologists, pp 13 - 20. APS Press, St. Paul, 
Minnesota, USA.

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.

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

Wallen, V. R. (1964) ISTA Handbook of Seed Health 
Testing, Working sheet No. 27: Soybean Stem Canker. 
International Seed Testing Association, Zurich, 
Switzerland.

Referencias de validación

ISTA (2003). Comparative evaluation of the Botran-
amended blotter and acidified potato dextrose agar 
assays for the detection of Phomopsis seed decay in 
soybean seed. Method Validation Reports. International 
Seed Testing Association, Bassersdorf, Switzerland.
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Medien und Lösungen
Saurer Kartoffel-Dextrose-Agar (APDA)

(McGee, 1986, 1991)

Kartoffel-Dextrose-Agar (BD Difco™): 39 oder 
19.5 g Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 oder 
500 ml

Milchsäure: variabel

Herstellung

1.  Alle Zutaten in einen geeigneten Behälter einwiegen.
2. 1000 (oder 500) ml destilliertes/deionisiertes Wasser 

hinzufügen.
3 Zum Auflösen erhitzen.
4.  Bei 121 °C und 15 psi für 15 min autoklavieren.
5.  Den Agar auf zirka 50 °C abkühlen.
6.  Den pH-Wert auf 4,5 durch Hinzufügen der 85-pro-

zentigen Milchsäure einstellen. Es wird üblicherweise 
vorausgesetzt dass die Milchsäure sterilisiert ist; ste-
rilfiltrieren, wenn eine Kontamination vermutet wird.

7.  Die Platten (22 ml je 90 mm Petrischale) gießen und 
vor der Verwendung bei Raumtemperatur (ca. 22 °C) 
24 h erkalten lassen.

Lagerung

Die Platten können bis zur Verwendung bei Raumtempera-
tur oder 4 °C für bis zu 3 Wochen gelagert werden.

Natriumhypochlorit‑Lösung

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

VStammlsg. = VEndkonz. × CEndkonz. / CStammlsg. 

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

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

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

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

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

Literaturquellen
Kulik, M. M. (1981). ISTA Handbook of Seed Health 

Testing, Working sheet No. 27 (2nd ed.): Soybean 
pod and stem blight, stem canker, Phomopsis seed 
decay. International Seed Testing Association, Zurich, 
Switzerland.

Kulik, M. M. (1989). ISTA Hand    book of Seed Health 
Testing, Working sheet No. 27 (3rd ed): Soybean 
Stem Canker. International Seed Testing Association, 
Zurich, Switzerland.

McGee, D. C. (1986). Prediction of Phomopsis seed decay 
by measuring soybean pod infection. Plant Disease, 
70, 329–333.

McGee, D. C. (1991) Phomopsis Seed Decay. In Soybean 
diseases: A Reference Source for Seed Technologists 
(ed. D. C. McGee), pp 13–20, APS Press, St. Paul, 
Minnesota, USA.

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.

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

Wallen, V. R. (1964) ISTA Hand    book of Seed Health 
Testing, Working sheet No. 27: Soybean Stem Canker. 
International Seed Testing Association, Zurich, 
Switzerland.

Validierungsstudien

ISTA (2003). Comparative evaluation of the Botran-
amended blotter and acidified potato dextrose agar 
assays for the detection of Phomopsis seed decay in 
soybean seed. Method Validation Reports. International 
Seed Testing Association, Bassersdorf, Switzerland.
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Milieux et solutions
Potato dextrose agar acidifié (APDA)

(McGee, 1986, 1991)

Potato dextrose agar (BD Difco™) : 39 g ou 19,5 g
Eau distillée/désionisée : 1000 ml ou 500 ml
Acide lactique : variable

Préparation

1.  Peser les ingrédients dans un récipient autoclavable 
approprié.

2.  Ajouter 1000 ml (ou 500 ml) d’eau distillée/désionisée.
3.  Chauffer pour dissoudre.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.  Laisser l’agar refroidir à environ 50 °C
6.  Ajuster le pH à 4,5 avec l’acide lactique. L’acide lac-

tique est normalement supposé stérile, filtrer pour sté-
riliser si une contamination est suspectée.

7.  Verser 20–22 ml d’agar dans des boîtes de Petri de 
90 mm et laisser solidifier à température ambiante 
(22 °C) pendant 24 h avant emploi.

Stockage

Des boîtes peuvent être stockées à 4 °C ou à température 
ambiante jusqu’à 3 semaines.

Solution d’hypochlorite de sodium

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

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

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

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

Vstock = 1 × 1/12 = 0,083

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

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

Références
Kulik, M. M. (1981). ISTA Hand    book of Seed Health 

Testing, Working sheet No. 27 (2nd ed.): Soybean 
pod and stem blight, stem canker, Phomopsis seed 
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Kulik, M. M. (1989). ISTA Hand    book of Seed Health 
Testing, Working sheet No. 27 (3rd ed): Soybean 
Stem Canker. International Seed Testing Association, 
Zurich, Switzerland.

McGee, D. C. (1986). Prediction of Phomopsis seed decay 
by measuring soybean pod infection. Plant Disease, 
70, 329-333.

McGee, D. C. (1991) Phomopsis Seed Decay. In: McGee, 
D. C., Soybean diseases: A Reference Source for 
Seed Technologists, pp 13–20. APS Press, St. Paul, 
Minnesota, USA.

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.

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

Wallen, V.R. (1964) ISTA Hand    book of Seed Health 
Testing, Working sheet No. 27: Soybean Stem Canker. 
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Études de validation

ISTA (2003). Comparative evaluation of the Botran-
amended blotter and acidified potato dextrose agar 
assays for the detection of Phomopsis seed decay in 
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5.  Cool to approx. 50 °C.
6.  Adjust pH to 4.5 with 85 % lactic acid. It is usually 

assumed that the lactic acid is sterile, filter sterilise if 
contamination is suspected.

7.  Pour plates (22 ml per 90 mm Petri dish) and allow 
to solidify at room temperature (ca. 22 °C) for 24 h 
before use.

Storage

Prepared plates may be stored at room temperature or at 
4 °C for up to three weeks.

Sodium hypochlorite solution

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

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock 

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

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

Vstock = 1 × 1/12 = 0.083

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

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