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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.
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Validierungsstudien

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

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

Haftungsausschluss

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

Sicherheitsmaßnahmen

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

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

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

Titel der englischen Originalausgabe: International Rules for Seed Testing

Alle Rechte vorbehalten. Kein Teil dieses Werkes darf in irgendwelcher Form oder durch 
irgendwelchem Verfahren, sei es elektronisch, mechanisch, durch Fotokopie oder Tonauf-
nahme oder durch irgendein anderes Verfahren reproduziert, gespeichert oder verbreitet 
werden, ohne vorherige schriftliche Genehmigung der Internationalen Vereinigung für 
Saatgutprüfung.

Anmerkung zur Benutzung der Übersetzungen

Die elektronische Version enthält die Englische, Französische, Deutsche und Spanische 
Version der ISTA-Vorschriften. Bei irgendwelchen Fragen bezüglich der Interpretation der 
ISTA-Vorschriften ist die englische Version die massgebliche Version.

Études de validation

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

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

Limitation de responsabilité

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

Sécurité

Assurez-vous de connaître les risques et prenez les me-
sures de sécurité appropriées. Il est supposé que cette 
méthode est pratiquée dans un laboratoire de microbiolo-
gie par des personnes familières des principes de bonnes 
pratiques de laboratoire, de bonnes pratiques de micro-
biologie, et des techniques d’asepsie. Tous les déchets 
doivent être traités d’une manière appropriée (par exemple 
autoclavage, désinfection) et selon des règlements locaux 
de sécurité. 
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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.
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7-032: Detección de Verticillium dahliae en semillas de 
Spinacia oleracea (espinaca)

Hospedante: Spinacia oleracea L.
Patógeno(s): Verticillium dahliae Kleb.

Preparado por: du Toit, L.J.1, Gilijamse, E.2, Oosterhof, 
J.2, Hiddink, G.3 y Politikou, L.4

1 Department of Plant Pathology, Washington State Uni-
versity Mount Vernon NWREC, 16650 State Route 
536, Mount Vernon, WA 98273-4768, USA.  
Email: dutoit@wsu.edu

2 Rijk Zwaan Breeding B.V.,Burgemeester Crezéelaan 
40, P.O. Box 40, 2678 ZG De Lier, The Netherlands. 
Email: j.oosterhof@rijkzwaan.nl, e.gilijamse@
rijkzwaan.nl

3 Enza Zaden Seed Operations B.V., P.O. Box 7, 1600 AA 
Enkhuizen, The Netherlands.  
Email: g.hiddink@enzazaden.nl

4 ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland. 
Email: liana.politikou@ufs-asso.com

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2018-01-01: Nuevo método
Versión 1.1, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado; 

Medios y soluciones, revisado
Versión 1.2, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
Se describen dos métodos de incubación para la detección 
de Verticillium dahliae en semillas de espinaca; análisis 
de agar en el medio de agar NP-10 (du Toit et al., 2005; 
Iglesias-Garcia et al., 2013) y análisis en papel secante 
congelado (Derie et al., 1988; du Toit y Hernandez-Perez, 
2005; du Toit et al , 2005; du Toit y Derie, 2008; Block 
y Shepherd, 2008; Cummings et al., 2009; du Toit, 2011; 
Standaard protocol NAKtuinbouw, 2011; Villarroel-Ze-
ballos et al., 2012). Ambos métodos fueron validados en 
cada uno de los dos análisis comparativos organizados por 
la International Seed Health Initiative for Vegetable Crops, 
ISF (ISHI-Veg).

El método en agar NP-10 demostró ser adecuado para 
analizar semillas no tratadas y no se recomienda para semi-
llas tratadas con fungicidas, ya que los fungicidas pueden 
difundirse en el medio, lo que puede resultar potencial-
mente en una sobreestimación de los niveles relevantes de 
V. dahliae en las semillas cuando el objetivo es determinar 
si el tratamiento de la semilla es efectivo contra V. dahliae 
transmitido por la semilla (du Toit, 2011). Del mismo 
modo, los antibióticos en el medio de agar NP-10 pueden 

afectar negativamente a algunos tratamientos de semillas 
de control biológico, lo que puede resultar potencialmente 
en una sobreestimación de los niveles de semillas infec-
tadas. El ensayo en papel secante es adecuado tanto para 
semillas de espinaca tratadas como no tratadas

Medidas de seguridad
Asegurarse de estar familiarizado con la información de 
riesgos y tomar las medidas de seguridad apropiadas, es-
pecialmente durante la preparación del medio, autoclave y 
el pesaje de los reactivos. Se asume que este procedimien-
to se lleva a cabo en un laboratorio de microbiología por 
personal familiarizado con los principios de las Buenas 
Prácticas de Laboratorio, Buenas Prácticas Microbiológi-
cas y técnicas asépticas. Eliminar todos los materiales de 
desecho de una manera apropiada (por ejemplo, mediante 
autoclave o desinfección) y de acuerdo con las reglamen-
taciones locales de salud, seguridad y medio ambiente.

Semilla tratada
El método NP-10 es adecuado para semillas no tratadas y 
semillas que han sido tratadas mediante procesos físicos 
(por ejemplo, agua caliente) o químicos (por ejemplo, clo-
ro) con el objetivo de desinfestar/desinfectar, siempre que 
cualquier residuo, si está presente, no influencie el ensayo. 
Es responsabilidad del usuario verificar dicho antagonismo 
y/o inhibición mediante análisis, contaminación/enrique-
cimiento de las muestras o comparaciones experimentales.

El método NP-10 no se recomienda para semillas tra-
tadas con fungicidas (du Toit, 2011), o semillas tratadas 
con agentes de control biológico si parte del objetivo del 
ensayo es evaluar qué tan bien funciona un tratamiento en 
la semilla contra V. dahliae transmitido por la semilla. Si 
las semillas son tratadas con agentes de control biológico, 
los tratamientos biológicos pueden verse afectados nega-
tivamente por los antibióticos en el medio de agar NP-10, 
disminuyendo potencialmente la eficacia del tratamiento 
contra cualquier V. dahliae transmitido por la semilla y 
dando como resultado conteos elevados. Las semillas tra-
tadas con fungicida(s) pueden interferir con la lectura del 
análisis porque los fungicidas se difunden altamente en el 
medio de agar, disminuyendo potencialmente la eficacia 
del tratamiento contra cualquier V. dahliae transmitida por 
la semilla y dando como resultado niveles aumentados de 
detección (du Toit, 2011).

El método de papel secante es adecuado para semillas 
no tratadas, semillas tratadas con procesos físicos (p. ej. 
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7-032: Nachweis von Verticillium dahliae an Spinacia 
oleracea (Spinat) Samen

Wirtspflanze: Spinacia oleracea L.
Krankheitserreger: Verticillium dahliae Kleb.

Erstellt durch: du Toit, L. J.1, Gilijamse, E.2, Oosterhof, 
J.2, Hiddink, G.3 und Politikou, L.4

1 Department of Plant Pathology, Washington State Uni-
versity Mount Vernon NWREC, 16650 State Route 
536, Mount Vernon, WA 98273-4768, USA.  
Email: dutoit@wsu.edu

2 Rijk Zwaan Breeding B.V.,Burgemeester Crezéelaan 
40, P.O. Box 40, 2678 ZG De Lier, The Netherlands. 
Email: j.oosterhof@rijkzwaan.nl, 

 e.gilijamse@rijkzwaan.nl
3 Enza Zaden Seed Operations B.V., P.O. Box 7, 1600 AA 

Enkhuizen, The Netherlands.  
Email: g.hiddink@enzazaden.nl

4 ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland. 
Email: liana.politikou@ufs-asso.com

Revisionsstand

Version 1.0, 2018-01-01: Neue Methode
Version 1.1, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße; 

Medien und Lösungen überarbeitet
Version 1.2, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Zwei Inkubationsmethoden sind für den Nachweis von 
Verticillium dahliae an Spinatsamen beschrieben; ein Ag-
artest auf NP-10 Agar (du Toit et al., 2005; Iglesias-Garcia 
et al., 2013) und eine Gefrier-Filterpapier-Methode (Derie 
et al., 1988; du Toit und Hernandez-Perez, 2005; du Toit 
et al., 2005; du Toit und Derie, 2008; Block und Shepherd, 
2008; Cummings et al., 2009; du Toit, 2011; Standaard 
protocol NAKtuinbouw, 2011; Villarroel-Zeballos et al., 
2012). Beide Methoden sind in jeweils zwei Vergleichs-
untersuchungen validiert wurden, die von „International 
Seed Health Initiative for Vegetables“, ISF (ISHI-Veg) or-
ganisiert wurden. 

Für die NP-10 Agar Methode wurde gezeigt, dass diese 
für die Untersuchung von unbehandeltem Saatgut geeig-
net ist und nicht empfohlen werden kann für die Untersu-
chung von Fungizid-behandeltem Saatgut, da das Fungizid 
ins Medium diffundiert und damit zu einer Überschätzung 
des eigentlichen V. dahliae Befalls am Saatgut führen 
kann wenn Ziel der Untersuchung die Wirksamkeit einer 
Saatgutbehandlung gegen V. dahliae (du Toit, 2011) ist.  

Weiterhin können die Antibiotika im NP-10 Agar biologi-
sche Saatgutbehandlungen nachteilig beeinflussen, woraus 
eine Überschätzung des Infektionslevels resultieren kann. 
Die Filterpapieruntersuchung ist sowohl für behandeltes 
als auch unbehandeltes Saatgut von Spinat geeignet.

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 La-
bor durch Mitarbeiter durchgeführt werden, die mit den 
Prinzipien der Guten Laborpraxis, Guten Mikrobiologi-
schen Praxis und der sterilen Arbeitstechnik vertraut sind. 
Alle Abfallstoffe sind auf geeignete Weise und entspre-
chend der vor Ort üblichen Gesundheits-, Sicherheits- und 
Umweltbestimmungen zu entsorgen (z. B. durch Autokla-
vieren, Desinfizieren).

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Die NP-10 Methode ist geeignet für unbehandeltes Saatgut 
und Saatgut, dass mit physikalischen (z. B. Heißwasser) 
oder chemischen (z. B. Chlor) Mitteln zum Zweck der 
Desinfektion behandelt wurde unter der Voraussetzung, 
dass alle etwaigen Rückstände die Untersuchung nicht be-
einflussen. Es liegt in der Verantwortung des Anwenders 
diese Antagonismen und Inhibierungen durch Untersu-
chungen, Zusätze oder analytische Vergleiche zu prüfen.

Die NP-10 Methode ist nicht empfohlen für Fungi-
zid-behandeltes Saatgut (du Toit, 2011), oder mit biologi-
schen Mitteln behandeltes Saatgut, wenn Teil der Untersu-
chung die Bestimmung der Wirksamkeit der Behandlung 
gegen V. dahliae ist. Bei biologisch behandeltem Saatgut 
können die biologischen Behandlungen durch die Anti-
biotika im NP-10 Agar nachteilig beeinflusst werden, was 
die Wirksamkeit der Behandlung gegen samenbürtigen V. 
dahliae vermindert und zu einer erhöhten Pathogenzäh-
lung führt. Fungizid-behandelte Samen können das Tester-
gebnis beeinflussen, da Fungizide in den Agar diffundieren 
und dadurch die Wirksamkeit der Behandlung gegen sa-
menbürtigen V. dahliae verringern und zu einem erhöhten 
Nachweis führt (du Toit, 2011).

Die Filterpapiermethode ist geeignet für unbehandeltes 
Saatgut und Saatgut, dass mit physikalischen (z. B. Heiß-
wasser) oder chemischen (z. B. Chlor) Mitteln (du Toit and 
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7-032 : Détection de Verticillium dahliae sur semences 
de Spinacia oleracea (épinard)

Hôte : Spinacia oleracea L.
Pathogène(s) : Verticillium dahliae Kleb

Préparé par : du Toit, L. J.1, Gilijamse, E.2, Oosterhof, 
J.2, Hiddink, G.3 et Politikou, L.4

1 Department of Plant Pathology, Washington State Uni-
versity Mount Vernon NWREC, 16650 State Route 
536, Mount Vernon, WA 98273-4768, USA.  
Email: dutoit@wsu.edu

2 Rijk Zwaan Breeding B.V.,Burgemeester Crezéelaan 
40, P.O. Box 40, 2678 ZG De Lier, The Netherlands. 
Email: j.oosterhof@rijkzwaan.nl, e.gilijamse@
rijkzwaan.nl

3 Enza Zaden Seed Operations B.V., P.O. Box 7, 1600 AA 
Enkhuizen, The Netherlands.  
Email: g.hiddink@enzazaden.nl

4 ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland. 
Email: liana.politikou@ufs-asso.com

Historique des révisions

Version 1.0, 2018-01-01 : Nouvelle méthode
Version 1.1, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » et 

« Milieux et solutions » révisés
Version 1.2, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » 

révisé

Historique
Deux méthodes d’incubation sont décrites pour la détec-
tion de Verticillium dahliae sur semences d’épinard : 
un test sur agar sur le milieu NP-10 agar (du Toit et al., 
2005; Iglesias-Garcia et al., 2013) et un test sur buvard 
avec congélation (Derie et al., 1988; du Toit et Hernandez-
Perez, 2005; du Toit et al., 2005; du Toit et Derie, 2008; 
Block et Shepherd, 2008; Cummings et al., 2009; du Toit, 
2011; Standaard protocol NAKtuinbouw, 2011; Villarroel-
Zeballos et al., 2012). Les deux méthodes ont été validées 
dans deux tests comparatifs interlaboratoires organisés par 
l’International Seed Health Initiative for Vegetables, ISF 
(ISHI-Veg). 

La méthode NP-10 agar a été montrée comme étant 
adaptée pour tester des semences non traitées et n’est pas 
recommandée pour tester des semences traitées par fongi-
cides qui peuvent diffuser dans le milieu, conduisant po-
tentiellement à une surestimation des niveaux réels de V. 
dahliae sur les semences quand l’objectif est de détermi-
ner si le traitement de semences est efficace contre V. dah-
liae porté par les semences (du Toit, 2011). Il est possible 

que les antibiotiques contenus dans le milieu NP-10 agar 
affectent par ailleurs certains traitements de biocontrôle, 
conduisant alors à une surestimation du niveau de conta-
mination des semences. Le test sur buvard est utilisable sur 
semences traitées et non traitées d’épinard.

Mesures de sécurité
Assurez vous de connaître les risques et appliquez les 
mesures de sécurité appropriées, particulièrement lors de 
la préparation des milieux, l’autoclavage et la pesée des 
ingrédients. De toute évidence, cette procédure est mise 
en place dans un laboratoire de microbiologie par du per-
sonnel formé aux Bonnes Pratiques de Laboratoire et de 
Bonne Pratique de la Microbiologie et aux techniques 
d’asepsie. Eliminez tous les déchets matériels d’une ma-
nière appropriée (autoclave, désinfection) et en conformité 
avec les régles locales d’hygiène, d’environnement et de 
sécurité. 

Semences traitées
Cette méthode est utilisable sur semences non traitées et 
semences traitées par process physiques (p. ex. eau chaude) 
ou chimique (p. ex. chlore) dans le but de désinfecter ou 
désinfester, étant entendu que les résidus, s’ils sont pré-
sents, n’influencent pas l’essai. Il est de la responsabilité 
de l’utilisateur de vérifier s’il y a antagonisme et/ou inhibi-
tion par analyse, spiking, ou comparaison expérimentale. 

La méthode NP-10 n’est pas recommendée sur se-
mences traitées par fongicides (du Toit, 2011), ou se-
mences traitées par des agents de biocontrôle si une part 
de l’objectif du test est de vérifier l’efficacité du traitment 
contre V. dahliae sur les semences. Si les semences sont 
traitées par des agents de biocontrôle, le traitement bio-
logique pourrait être affecté par les antibiotiques conte-
nus dans le milieu NP-10 agar, diminuant potentiellement 
l’efficacité du traitement contre V. dahliae porté par les 
semences et impliquant des comptages plus élevés. Les 
semences traitées par fongicide peuvent interférer dans 
la notation du test car les fongicides diffusent dans l’agar, 
diminuant potentiellement l’efficacité du traitement contre 
tout V. dahliae porté par les semences et conduisant à des 
niveaux de détection plus élevés (du Toit, 2011).

La méthode sur buvard est utilisable sur semences non 
traitées, et semences traitées par process physiques (p. ex. 
eau chaude) ou chimique (p. ex. chlore) (du Toit et Her-
nandez-Perez, 2005) dans le but de désinfecter / désin-
fester, étant entendu que les résidus, si ils sont présents, 
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7-032: Detection of Verticillium dahliae in Spinacia 
oleracea (spinach) seed

Host: Spinacia oleracea L.
Pathogen(s): Verticillium dahliae Kleb.

Prepared by: du Toit, L. J.1, Gilijamse, E.2, Oosterhof, 
J.2, Hiddink, G.3 and Politikou, L.4

1 Department of Plant Pathology, Washington State 
University Mount Vernon NWREC, 16650 State 
Route 536, Mount Vernon, WA 98273-4768, USA.  
Email: dutoit@wsu.edu

2 Rijk Zwaan Breeding B.V.,Burgemeester Crezéelaan 
40, P.O. Box 40, 2678 ZG De Lier, The Netherlands. 
Email: j.oosterhof@rijkzwaan.nl, e.gilijamse@
rijkzwaan.nl

3 Enza Zaden Seed Operations B.V., P.O. Box 7, 1600 AA 
Enkhuizen, The Netherlands.  
Email: g.hiddink@enzazaden.nl

4 ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland. 
Email: liana.politikou@ufs-asso.com

Revision history

Version 1.0, 2018-01-01: New method
Version 1.1, 2021-01-01: Sample size revised; Media 

and solutions revised
Version 1.2, 2024-01-01: Sample size revised

Background
Two incubation methods are described for the detection 
of Verticillium dahliae on spinach seed; agar test on the 
NP-10 agar medium (du Toit et al., 2005; Iglesias-Garcia 
et al., 2013) and the deep-freeze blotter test (Derie et al., 
1988; du Toit and Hernandez-Perez, 2005; du Toit et al., 
2005; du Toit and Derie, 2008; Block and Shepherd, 2008; 
Cummings et al., 2009; du Toit, 2011; Standaard protocol 
NAKtuinbouw, 2011; Villarroel-Zeballos et al., 2012). 
Both methods were validated in each of two comparative 
tests organised by the International Seed Health Initiative 
for Vegetables, ISF (ISHI-Veg). 

The NP-10 agar method was shown to be suitable 
for testing non-treated seed and is not recommended for 
fungicide-treated seed as fungicides may diffuse into 
the medium, potentially resulting in an overestimation 
of the relevant V. dahliae levels on the seeds when the 
objective is to determine if the seed treatment is effective 
against seedborne V. dahliae (du Toit, 2011). Likewise, 
the antibiotics in NP-10 agar medium may affect some 

biological control seed treatments adversely, potentially 
resulting in overestimation of the levels of infected seed. 
The blotter assay is suitable for both treated and non-
treated spinach seed.

Safety precautions
Ensure you are familiar with hazard data and take 
appropriate safety precautions, especially during 
preparation of media, autoclaving and weighing out of 
ingredients. It is assumed that this procedure is being 
carried out in a microbiological laboratory by persons 
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. by autoclaving or disinfecting) and in accordance 
with local health, safety and environmental regulations. 

Treated seed
The NP-10 method is suitable for non-treated seed and 
seed that has been treated using physical (e.g. hot water) 
or chemical (e.g. chlorine) processes with the aim of 
disinfestation/disinfection, provided that any residue, if 
present, does not influence the assay. It is the responsibility 
of the user to check for such antagonism and/or inhibition 
by analysis, sample spiking, or experimental comparisons.

The NP-10 method is not recommended for 
fungicide-treated seeds (du Toit, 2011), or seeds treated 
with biological control agents if part of the objective of 
the assay is to assess how well a treatment on the seed 
works against seedborne V. dahliae. If seeds are treated 
with biological control agents, the biological treatments 
may be affected adversely by antibiotics in the NP-10 
agar medium, potentially diminishing the efficacy of the 
treatment against any seedborne V. dahliae and resulting 
in elevated counts. Seeds treated with fungicide(s) may 
interfere with the reading of the test because fungicides 
readily diffuse into the agar medium, potentially 
diminishing the efficacy of the treatment against any 
seedborne V. dahliae and resulting in increased levels of 
detection (du Toit, 2011).

The blotter method is suitable for non-treated seeds, 
seeds treated with physical (e.g. hot water) or chemical 
(e.g. chlorine) processes (du Toit and Hernandez-
Perez, 2005) with the aim of disinfestation/disinfection, 
provided that any residue, if present, does not influence 
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agua caliente) o químicos (p. ej. cloro) (du Toit y Her-
nández-Pérez, 2005) con el objetivo de desinfestar/desin-
fectar, siempre que cualquier residuo, si está presente, no 
influencie el ensayo. Es responsabilidad del usuario veri-
ficar dicho antagonismo y/o inhibición mediante análisis, 
contaminación/enriquecimiento de las muestras o compa-
raciones experimentales. El método papel secante también 
es adecuado para semillas tratadas con fungicidas (du Toit 
et al., 2005; du Toit et al., 2007; du Toit et al., 2009; du 
Toit et al., 2010) y semillas tratadas con agentes de control 
biológico (Cummings et al., 2009).

El método ha sido validado para las semillas tratadas 
con thiram y metalaxil-M (también llamado mefenoxam) 
(du Toit, 2011; Gillijamse y Politikou, 2015). En la litera-
tura publicada, este método también se ha usado para ana-
lizar las semillas tratadas con otros fungicidas y agentes de 
control biológico (du Toit et al., 2007; Cummings et al., 
2009; du Toit et al., 2009; du Toit et al., 2010).

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas a ana-
lizar) y el tamaño de la sub-muestra dependen del uso 
previsto, del nivel máximo de infección aceptable y de la 
sensibilidad analítica del método. El tamaño mínimo de 
muestra debe ser 400 semillas.

Materiales
Nota: Todos los siguientes materiales son puntos críticos 
de control (PCC).

Método NP-10

Agar NP-10 en cajas acrílicas: 10 cm × 10 cm, hasta 
34 semillas por caja (Hoffman Manufacturing, Inc.) o 

Placas de Petri: 9,0 cm de diámetro, 25 semillas por 
placa

Método en papel secante

Cajas acrílicas: 
 – 20 cm × 14 cm (plásticos DBP), 100 semillas por caja 

o
 – 10 cm × 10 cm (Hoffman Manufacturing, Inc.), hasta 

34 semillas por caja o 
 – placas de Petri, 9,0 cm de diámetro, 25 semillas por 

placa
Papel secante para cajas acrílicas: papel secante de 

germinación azul acero, Anchor Paper Co., p. ej. 
D1.360.560, All Paper BV, o equivalente

Papel secante para placas: papel secante de germina-
ción azul acero, Anchor Paper Co., p. ej. Cns 2.84.r, 
All Paper BV o equivalente

Refrigerador: apto para funcionar a –20 ±2 °C

Material común para ambos métodos

Material de referencia: uso de cultivos de referencia de 
V. dahliae o lotes de semillas de los que se sabe que 
están infectados con V. dahliae

Pinza esterilizada
Incubadora: apta para operar a 20–24 °C, equipada con 

lámparas de luz ultravioleta-cercano (NUV, pico a 
360 nm) y luz blanca fluorescente fría

Microscopio de disección: aumento de 8–100×

Métodos
Nota: Todos los pasos descriptos aquí son importantes 
y deben seguirse como está descripto. Puntos críticos de 
control están indicados como PCC.

1.  Preparación de las semillas de espinaca
  Las semillas de espinaca, excepto aquellas tratadas con 

fungicidas, agentes de control biológico y desinfectan-
tes como el cloro o el agua caliente deben esterilizarse 
en la superficie como sigue:

1.1  Coloque las semillas en un colador de té.
1.2  Sumergir el colador de té con las semillas en solución 

de NaOCl al 1,2 % por 60 segundos con agitación ma-
nual constante del colador para mantener las semillas 
girando bien los 60 segundos. Asegúrese de que el vo-
lumen de solución NaOCl al 1,2 % cubre completa-
mente el colador de té (PCC).

1.3  Retire el colador de té de la solución de NaOCl al 
1,2 %, sacuda el exceso de líquido y sumerja el colador 
con las semillas en agua desionizada/o destilada este-
rilizada en un vaso de vidrio pequeño por 30 segundos 
con constante agitación. Use suficiente agua para su-
mergir completamente el colador de té y las semillas 
(PCC).

1.4  Repita el paso de enjuague dos veces más, usando un 
nuevo lote de agua desionizada/destilada esterilizada 
para cada enjuague.

1.5  Usando una técnica aséptica, esparcir las semillas en 
toalla de papel seca esterilizada en una campana de flu-
jo laminar o gabinete de seguridad biológica para secar 
completamente por al menos 60 minutos

1.6  Usando técnicas asépticas, colocar las semillas secas 
de superficie esterilizada, en una placa de Petri des-
echable esterilizada u otro recipiente esterilizado. Las 
semillas deben almacenarse a temperatura ambiente 
(aproximadamente 22–25 °C) por no más de 24 horas 
antes de la siembra.

7-032-4 Gültig ab 1. Januar 2024

Internationale Vorschriften für die Prüfung von SaatgutValidierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut

7-
03

2:
 V

er
tic

ill
iu

m
 d

ah
lia

e 
an

 S
pi

na
ci

a 
ol

er
ac

ea
 (S

pi
na

t)

Hernandez-Perez, 2005) zum Zweck der Desinfektion be-
handelt wurde unter der Voraussetzung, dass alle etwaigen 
Rückstände die Untersuchung nicht beeinflussen. Es liegt 
in der Verantwortung des Anwenders diese Antagonismen 
und Inhibierungen durch Untersuchungen, Zusätze oder 
analytische Vergleiche zu prüfen. Die Filterpapiermetho-
de ist auch geeigent für Fungizid-behandeltes Saatgut (du 
Toit et al., 2005; du Toit et al., 2007; du Toit et al., 2009; 
du Toit et al., 2010) und Saatgut behandelt mit biologi-
schen Mitteln (Cummings et al., 2009).

Die Methode wurde für Thiram und Metalaxyl-M 
(auch bekannt als Mefenoxam) behandeltes Saatgut vali-
diert (du Toit, 2011; Gillijamse and Politikou, 2015). In 
der Literatur gibt es weitere Nachweise zur Anwendung 
der Methode an Saatgut behandelt mit anderen Fungizi-
den und biologischen Kontrollmaßnahmen (du Toit et al., 
2007; Cummings et al., 2009; du Toit et al., 2009; du Toit 
et al., 2010).

Probengröße
Der Probengröße (Gesamtzahl der zu untersuchenden Sa-
men) und di Teilprobengröße hängt vom Verwendungs-
zweck, dem maximal akzeptablen Infektionsniveau und 
der analytischen Empfindlichkeit der Methode ab. Die 
Mindestprobengröße sollte 400 Samen betragen.

Material
Anmerkung: Alle der folgenden Materialien der Kriti-
sche Kontroll-Punkte (KKP).

Für die NP-10 Methode

NP-10 Agar in Acrylboxen: 10 cm × 10 cm, bis zu 34 
Samen je Box (Hoffman Manufacturing, Inc.) oder

Petrischalen: 9,0 cm Durchmesser, 25 Samen je 
Petrischale

Für die Filterpapiermethode

Acrylboxen: 
 –  20 cm × 14 cm (DBP plastics), 100 Samen je Box 

oder 
 –  10 cm × 10 cm (Hoffman Manufacturing, Inc.), bis zu 

34 Samen je Box oder 
 –  Petrischalen, 9,0 cm Durchmesser, 25 Samen je 

Petrischale
Filterpapier für Acrylboxen: Steel blue germination 

blotter paper, Anchor Paper Co., z. B. D1.360.560, All 
Paper BV, oder gleichwertig.

Filterpapier für Petrischalen: Steel blue germination 
blotter paper, Anchor Paper Co., z. B. Cns 2.84.r, All 
Paper BV, oder gleichwertig

Gefrierschrank: geeigent zum Betrieb bei –20 ±2 °C

Gemeinsames Material für beide Methoden

Referenzmaterial: Verwendung eines Referenzisolates 
von V. dahliae oder Samen, von denen bekannt ist, dass 
diese mit V. dahliae infiziert sind

Sterile Pinzetten
Inkubator: geeignet zum Betrieb bei 20–24 °C, Aus-

stattung mit Ultraviolett-nahem Licht (NUV, Peak bei 
360 nm) und kaltes fluoreszierendes weißes Licht

Mikroskop: 8–100× Vergrößerung

Methoden
Anmerkung: Alle hier beschriebenen Schritte sind wich-
tig und sollten wie beschrieben eingehalten werden. Kriti-
sche Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.  Vorbereitung der Spinat-Samen
  Spinat Samen, mit Ausnahme von Fungizid-behandel-

ten, Biologisch-behandeltem und desinfiziertem z. B. 
mit Chlorbleiche oder Heißwasser, werden wie nach-
folgend beschrieben desinfiziert: 

1.1  Samen in ein Teesieb legen.
1.2  Eintauchen des Teesiebs mit den Samen in 1,2 % 

NaOCl-Lösung für 60 s mit konstanter manueller Be-
wegung des Siebes, um die Samen während der 60 s 
zu verwirbeln. Sicherstellen, dass das Volumen der 
1,2 % NaOCl-Lösung das Teesieb vollständig bedeckt 
(KKP).

1.3  Entfernen des Teesiebes aus der 1,2 % igen NaOCl-Lö-
sung, Abschütteln überschüssiger Flüssigkeit und tau-
chen des Teesiebes mit den Samen in sterilisiertem, 
deionisiertem / destilliertem Wasser in einem kleinen 
Glasbecher für 30 s mit konstantem Rühren. Verwen-
dung von ausreichend Wasser, um das Teesieb und die 
Samen vollständig eintauchen zu lassen (KKP).

1.4  Wiederholen des Spülschrittes zwei weitere Male, 
mit neuem sterilisiertem, deionisiertem / destilliertem 
Wasser für jede Spülung.

1.5  An einem Sterilarbeitsplatz mit steriler Arbeitstechnik: 
Verteilung der Samen auf trockenem, sterilisiertem Pa-
piertuch und mindestens 60 min gründlich trocknen.

1.6  Steriles Arbeiten: Verteilung der oberflächen-steri-
lisierten, getrockneten Samen in einer sterilen Pet-
rischale oder einem anderen sterilisierten Behälter. 
Aufbewahrung der Samen bei Raumtemperatur (ca. 
22–25 °C) für nicht länger als 24 h vor dem weiteren 
Arbeiten. 
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n’influencent pas l’essai. Il est de la responsabilité de l’uti-
lisateur de vérifier s’il y a antagonisme et/ou inhibition par 
analyse, spiking, ou comparaison expérimentale. La mé-
thode sur buvard est aussi utilisable pour semences traitées 
par fongicides (du Toit et al., 2005; du Toit et al., 2007;  
du Toit et al., 2009; du Toit et al., 2010) et semences trai-
tées par agents de biocontrôle (Cummings et al., 2009).

La méthode a été validée sur semences traitées par 
Thirame et méthalaxyl (aussi appelé méphénoxame) (du 
Toit, 2011; Gillijamse et Politikou, 2015). Dans la biblio-
graphie, cette méthode a aussi été utilisée pour tester des 
semences traitées par d’autres fongicides et des agents de 
biocontrôle (du Toit et al., 2007; Cummings et al., 2009; 
du Toit et al., 2009; du Toit et al., 2010).

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences à tes-
ter) et la taille du sous-échantillon dépendent de l’utilisa-
tion prévue, du niveau d’infection maximal acceptable et 
de la sensibilité analytique de la méthode. La taille mini-
mum de l’échantillon devrait être de 400 semences.

Matériel
Note : Tous les matériaux suivantes sont des points cri-
tiques de contrôle (CCP).

Pour la méthode NP-10 :

NP-10 agar en boîtes plastique : 10 cm × 10 cm, jusqu’à 
34 semences par boîte (Hoffman Manufacturing, Inc.) 
ou

Boîtes de Petri : 9,0 cm de diamètre, 25 semences par 
boîte

Pour la méthode sur buvard :

Boîtes plastique : 
 –  20 cm × 14 cm (DBP plastics), 100 semences par 

boîte ou
 –  10 cm × 10 cm (Hoffman Manufacturing, Inc.), 

jusqu’à 34 semences par boîte ou
 –  boîtes de Petri: 9,0 cm de diamètre, 25 semences par 

boîte
Buvard pour boîtes plastique : Steel blue germination 

blotter paper, Anchor Paper Co., p. ex. D1.360.560, All 
Paper BV, ou équivalent

Buvard pour boîtes de Petri : Steel blue germination 
blotter paper, Anchor Paper Co., p. ex. Cns 2.84.r, All 
Paper BV, ou équivalent

Congélateur : capable de fonctionner à –20 ±2 °C

Matériel commun aux deux méthodes

Matériel de référence : souche connue de V. dahliae, 
ou semences connues comme étant contaminées par 
V. dahliae

Pinces stériles
Etuve : capable de fonctionner à 20–24 °C, équipée de 

lumière proche ultraviolette (NUV, pic à 360 nm) et 
des néons de lumière blanche

Loupe binoculaire : grossissement ×8–100

Méthodes
Note : Toutes les étapes décrites ici sont importantes et 
doivent être suivies telle qu’indiquée Les points critiques 
de contrôle sont mentionnés par CCP.

1.  Préparation des semences d’épinard
  Les semences d’épinard, excepté celles traitées par 

fongicides, des agents de biocontrôle et des désinfec-
tants comme le chlore ou l’eau chaude, doivent être 
désinfectées en surface comme suit: 

1.1  Placer les semences dans une boule à thé.
1.2  Immerger la boule à thé avec les semences dans une 

solution à 1,2 % de NaOCl pendant 60 s sous agitation 
manuelle constant de la boule, pour que les semences 
soient agitées constamment pendant les 60 s. S’assurer 
que le volume de la solution de 1,2 % NaOCl couvre 
totalement la boule à thé (CCP).

1.3  Retirer la boule à thé de la solution de 1,2 % NaOCl, 
égouter l’excès de liquide et immerger la boule et les 
semences dans de l’eau désionisée/ou distillée stérile 
dans un petit becher en verre pendant 30 s sous agi-
tation constante. Utiliser de l’eau en quantité suffi-
sante pour immerger totalement la boule à thé et les 
semences (CCP).

1.4  Répéter l’étape de rinçage deux fois supplémentaires, 
en utilisant de l’eau desionisée/ou distillée stérile nou-
velle à chaque rinçage.

1.5  Etaler aseptiquement les semences sur un papier sec 
et stérile sous hotte à flux luminaire ou poste de sécu-
rité microbiologique pour qu’elles sèchent pendant au 
moins 60 mn.

1.6  Placer aseptiquement les semences désinfectées en sur-
face et sèches dans une boîte de Petri jetable stérile ou 
un autre récipient stérilisé. Les semences doivent être 
conservées à température ambiante (environ 22–25 °C) 
pendant moins de 24 h avant d’être ensemencées.
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the assay. It is the responsibility of the user to check for 
such antagonism and/or inhibition by analysis, sample 
spiking, or experimental comparisons. Blotter method is 
also suitable for seed treated with fungicides (du Toit et 
al., 2005; du Toit et al., 2007; du Toit et al., 2009; du 
Toit et al., 2010) and seeds treated with biological control 
agents (Cummings et al., 2009).

The method has been validated for thiram and 
metalaxyl-M (also named mefenoxam) treated seeds (du 
Toit, 2011; Gillijamse and Politikou, 2015). In published 
literature this method also has been used to test seeds 
treated with other fungicides and biological control 
agents (du Toit et al., 2007; Cummings et al., 2009; du 
Toit et al., 2009; du Toit et al., 2010).

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

Materials
Note: All of the following materials are critical control 
points (CCP).

NP-10 method

NP-10 agar in acrylic boxes: 10 cm × 10 cm, up to 34 
seeds per box (Hoffman Manufacturing, Inc.) or

Petri dishes: 9.0 cm diameter, 25 seeds per plate

Blotter method

Acrylic boxes: 
 –  20 cm × 14 cm (DBP plastics), 100 seeds per box or
 –  10 cm × 10 cm (Hoffman Manufacturing, Inc.), up 

to 34 seeds per box or
 –  Petri dishes, 9.0 cm diameter, 25 seeds per plate
Blotter-paper for acrylic boxes: Steel blue germination 

blotter paper, Anchor Paper Co., e.g. D1.360.560, All 
Paper BV, or equivalent

Blotter paper for plates: Steel blue germination blotter 
paper, Anchor Paper Co., e.g. Cns 2.84.r, All Paper  
BV or equivalent

Freezer: capable of operating at –20 ±2 °C

Common material for both methods

Reference material: use of reference cultures of  
V. dahliae or seed lots known to be infected with  
V. dahliae

Sterilised forceps
Incubator: capable of operating at 20–24 °C, equipped 

with near ultraviolet light (NUV, peak at 360 nm) and 
cool fluorescent white light

Dissecting microscope: 8–100× magnification

Methods
Note: All the steps described here are important and 
should be followed as written. Critical control points are 
indicated by CCP.

1.  Preparation of spinach seeds
  Spinach seeds, except those treated with fungicides, 

biological control agents and disinfectants like bleach, 
or hot water, need to be surface sterilised as follows:

1.1  Place the seeds in a tea strainer.
1.2  Immerse the tea strainer with the seeds in 1.2 % NaOCl 

solution for 60 s with constant manual agitation of the 
strainer to keep the seeds swirling throughout the 60 s. 
Make sure that the volume of 1.2 % NaOCl solution 
covers the tea strainer fully (CCP).

1.3  Remove the tea strainer from the 1.2 % NaOCl 
solution, shake off the excess liquid, and immerse 
the tea strainer and seeds in sterilised, deionised/or 
distilled water in a small glass beaker for 30 s with 
constant agitation. Use enough water to fully immerse 
the tea strainer and seeds (CCP).

1.4  Repeat the rinse step twice more, using a new batch of 
sterilised, deionised/distilled water for each rinse.

1.5  Using aseptic technique, spread the seeds onto dry, 
sterilised paper towel in a laminar flow hood or 
biological safety cabinet to dry thoroughly for at least 
60 min.

1.6  Using aseptic techniques, place the surface-sterilised, 
dried seeds in a sterilised, disposable Petri dish or 
other sterilised container. Seeds should be stored at 
room temperature (approximately 22–25 °C) for no 
longer than 24 h before plating.

2.  Positive control (reference material)
  For the blotter method, plate aseptically, seeds of a 

known V. dahliae-infected spinach seed lot on a blotter 
in sterilised boxes or Petri dishes as a reference seed 
lot for obtaining isolate(s) of V. dahliae. The number 
of seeds to be plated in boxes or plates will depend on 
the infection level of the positive control seed lot. For 
the NP-10 agar method, subculture a reference isolate 
of V. dahliae onto NP-10 agar. Incubate the reference 

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-032Sample size description revised for consistency across methods.
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2.  Control positivo (material de referencia)
  Para el método en papel secante, sembrar asépticamen-

te semillas de un lote de semillas de espinaca del que se 
sabe que está infectado con V. dahliae en un papel se-
cante en cajas esterilizadas o placas de Petri como lote 
de semillas de referencia para obtener aislamiento(s) 
de V. dahliae. El número de semillas que se sembrarán 
en cajas o placas dependerá del nivel de infección del 
lote de semillas de control positivo. Para el método en 
agar NP-10, subcultivar un aislamiento de referencia 
de V. dahliae en agar NP-10. Incubar el aislamiento de 
referencia o cajas de la manera descripta para el resto 
de la cajas o placas de Petri para el(los) lote(s) de semi-
llas que se están analizando.

Método NP-10

1.  Siembra 
1.1  Utilizar cajas y tapas acrílicas esterilizadas o placas de 

Petri esterilizadas que contienen el medio de agar NP-
10 (PCC).

1.2  Asépticamente, debajo de una campana de flujo la-
minar, colocar un máximo de 34 semillas distribuidas 
uniformemente en cada caja acrílica de 10 cm × 10 cm 
en el medio de agar NP-10 (Fig. 1a). Para sembrar 100 
semillas por sub-muestra, usar tres cajas con 34 semi-
llas en cada una de las primeras dos cajas, y 32 semillas 
en la tercera caja. (PCC).

1.3  Presionar ligeramente cada semilla en el medio de agar 
para evitar que las semillas rueden cuando las cajas son 
movidas. Cerrar cada caja con una tapa esterilizada.

2.  Incubación (PCC)
  Incubar las semillas a 20–24 °C bajo un ciclo de día/

noche de 12 horas de luz (ultravioleta-cercano [NUV = 
near-ultraviolet] y luz blanca fluorescente fría)/12 ho-
ras de oscuridad.

3.  Evaluación (PCC)
3.1  A los 5, 9 y 14 días después de la siembra, retirar la 

tapa de cada caja o placa de Petri y examinar las semi-
llas para la detección de V. dahliae usando un micros-
copio de disección (aumento de 8–100×).

3.2  Comparar cualquier aislamiento sospechoso de V. 
dahliae con el aislamiento del control positivo o lote 
de semillas.

3.3  Registrar el número de semillas infectadas con V. 
dahliae por caja en cada día de lectura.

Método de papel secante

1.  Siembra
1.1  Utilizar cajas y tapas acrílicas esterilizadas o placas de 

Petri esterilizadas (PCC).
1.2  Asépticamente, en una campana de flujo laminar para 

cada sub-muestra de 100 semillas, embeber el papel 
secante esterilizado con agua esterilizada y colocar el 
papel secante en una caja de acrílico esterilizada o pla-
ca de Petri (PCC).

1.3  Drenar cualquier exceso de agua del papel secante y 
colocar el número apropiado de semillas en el papel 
secante humedecido (un máximo de 100 semillas en el 
papel secante en cada caja acrílica de 20 cm × 14 cm, 
un máximo de 34 semillas en cada caja de acrílico de 
10 cm × 10 cm, y un máximo de 25 semillas en cada 
placa de Petri de 9 cm de diámetro) (Fig. 1a, b) (PCC).

1.4  Cerrar cada caja o placa de Petri con una tapa 
esterilizada.

2.  Incubación (PCC)
  Incubar las semillas en una incubadora a 20–24 °C 

por 24–25 horas en la oscuridad para que embeban 
el agua del papel secante. Las semillas más grandes 
pueden necesitar embeber por un tiempo mayor para 
garantizar una imbibición adecuada antes del paso de 
congelación.

3.  Congelación
  Transferir las semillas a un refrigerador a –18 °C hasta 

–22 °C por 24–25 horas para matar a los embriones. 
Solo los embriones que hayan embebido una adecuada 
cantidad de agua morirán por este paso de congelación. 
Las semillas más grandes pueden necesitar un tiempo 
mayor de congelación para que mueran los embriones 
del mayor número de semillas.

4.  Post-congelación
  Después de congelar, incubar las semillas en una incu-

badora a 20–24 °C bajo un ciclo de día/noche de 12 ho-
ras de luz (ultravioleta-cercano [NUV] y luz blanca 
fluorescente fría)/12 horas de oscuridad 

5.  Evaluación (PCC)
5.1  La semilla no tratada se examina a los 5, 9 y 14 días 

después de la siembra. La semilla tratada también se 
examina 21 días después de la siembra ya que los trata-
mientos de semilla podrían ralentizar el desarrollo de V. 
dahliae. (du Toit et al., 2005; du Toit y Hernández-Pé-
rez, 2005; du Toit et al., 2007; du Toit y Derie, 2008; 
du Toit et al., 2009; du Toit et al., 2010).

5.2  Comparar cualquier aislamiento sospechoso de V. 
dahliae con el aislamiento del control positivo o lote 
de semilla.

5.3  Registrar el número de semillas infectadas con V. 
dahliae por caja en cada día de lectura.

Criterios de identificación

Verticillium dahliae: Examinar las placas para la detec-
ción de microesclerocios, conidióforos y conidios típi-
cos de V. dahliae.

Microesclerocios: Estructuras de supervivencia negras 
(Figs. 2a, b y 3a, b) que son masas de células fúngicas 
melanizadas con un rango desde 10–230 μm de diáme-
tro (Qin et al., 2008; Sorensen et al., 1991). 

Conidióforos y conidios: Estructuras verticiladas, pare-
cidas a árboles con fiálidas nacidas en espirales en los 
conidióforos, y grupos de conidios hialinos, unicelula-
res nacidos al final de cada fiálida (du Toit et al., 2005; 
du Toit y Hernández- Pérez, 2005) (Figs. 3b, c). 
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2.  Positivkontrolle (Referenzmaterial) 
  Bei der Filterpapiermethode, steriles Auslegen der V. 

dahliae-infizierten Spinatsamen auf Filterpapier in ste-
rilen Boxen oder Petrischalen als Referenzmaterial für 
die Erzeugung von V. dahliae-Isolaten. Die Anzahl der 
auszulegenden Samen ist vom Infektionslevel der Po-
sitivkontrolle abhängig. Bei der NP-10 Agarmethode 
wird ein Referenzisolat von V. dahliae auf NP-10 Agar 
angezogen. Inkubation des Referenzisolates oder der 
Petrischalen wie die Untersuchungsproben. 

NP-10 Methode

1.  Auslegen
1.1  Verwendung von sterilen Acrylboxen und Deckeln 

oder sterilen Petrischalen mit NP-10 Agar (KKP).
1.2  An einem Sterilarbeitsplatz mit steriler Arbeitstechnik: 

Auslegen von maximal 34 Samen gleichmäßig verteilt 
in jeder Acrylbox von 10 cm × 10 cm auf NP-10 Agar 
(Abb. 1a). Zum Auslegen von 100 Samen je Teilprobe 
werden 3 Boxen benötigt mit 34 Samen in den ersten 
beiden Boxen und 32 Samen in der dritten Box (KKP). 

1.3  Leichtes Andrücken der Samen im Agar zur Vermei-
dung des Wegrollens der Samen, wenn die Boxen 
bewegt werden. Verschließen der Boxen mit sterilem 
Deckel. 

2.  Inkubation (KKP)
2.1  Inkubation der Samen bei 20–24 °C mit Tag/

Nacht-Wechsel von 12 h Licht (Ultraviolett-nahes 
Licht [NUV] und kaltes weißes Fluoreszenzlicht)/12 h 
Dunkelheit.

3.  Untersuchung (KKP)
3.1  An Tag 5, 9 und 14 nach dem Auslegen, Entfernung 

des Deckels der Box oder Petrischale und Untersu-
chung der Samen auf V. dahliae unter Verwendung ei-
nes Mikroskops (8–100× Vergrößerung).

3.2  Vergleich der möglichen Isolate von V. dahliae mit der 
Positivkontrolle.

3.3  Aufzeichnung der Zahl V. dahliae-infizierter Samen je 
Box an jedem Tag der Untersuchung. 

Filterpapiermethode

1.  Auslegen
1.1  Verwendung von sterilen Acrylboxen und Deckeln 

oder sterilen Petrischalen (KKP).
1.2  An einem Sterilarbeitsplatz mit steriler Arbeitstechnik 

für jede Teilprobe von 100 Samen: Tränken von steri-
lem Filterpapier in sterilem Wasser und Auslegen des 
feuchten Filterpapieres in sterilen Acrylboxen oder Pe-
trischalen (KKP).

1.3  Entfernung von überschüssigem Wasser und Auslegen 
der geeigneten Anzahl Samen auf dem feuchten Filter-
papier (maximal 100 Samen auf Filterpapier in einer 
20 cm × 14 cm Acrylbox, maximal 34 Samen in einer 
10 cm × 10 cm Acrylbox, und maximal 25 Samen in 
einer 9 cm-Petrischale) (Abb. 1a, b) (KKP).

1.4  Verschließen der Boxen/Petrischale mit sterilem 
Deckel. 

2.  Inkubation (KKP)
2.1  Inkubation der Samen in einem Inkubtor bei 20–24 °C 

für 24–25 h in Dunkelheit um die Wasseraufnahme 
vom Filterpapier durch die Samen zu ermöglichen. 
Größere Samen können für eine ausreichende Quel-
lung eine längere Zeit benötigen vor dem Einfrieren.

3.  Einfrieren
3.1  Überführen der Samen in einen Gefrierschrank bei 

–18 °C bis –22 °C für 24–25 h zum Abtöten der Em-
bryonen. Nur Embryonen, die adequat im Wasser 
gequellt haben, werden durch das Einfrieren getötet. 
Größere Samen können eine längere Zeit des Einfrie-
rens benötigen, um die größtmögliche Zahl Samen mit 
getöteten Embryonen zu erhalten.

4.  Nach dem Einfrieren
4.1  Nach dem Einfrieren werden die Samen in einem In-

kubator bei 20–24 °C mit Tag/Nacht-Wechsel von 12 h 
Licht (Ultraviolett-nahes Licht [NUV] und kaltes wei-
ßes Fluoreszenzlicht)/12 h Dunkelheit inkubiert. 

5.  Untersuchung (KKP)
5.1  Nicht-behandelte Samen werden an Tag 5, 9 und 14 

nach dem Auslegen untersucht. Behandelte Samen 
werden zusätzlich 21 d nach dem Auslegen unter-
sucht, da Saatgutbehandlungen die Entwicklung von V. 
dahliae verzögern können (du Toit et al., 2005; du Toit 
und Hernandez-Perez, 2005; du Toit et al., 2007; du 
Toit und Derie, 2008; du Toit et al., 2009; du Toit et al., 
2010).

5.2  Entfernen des Deckels von den Boxen/Petrischalen 
und gründliche Untersuchung jedes einzelnen Samens 
auf V. dahliae unter Zuhilfenahme eines Mikroskops 
(8–100× Vergrößerung). 

5.3  Vergleich der möglichen Isolate von V. dahliae mit der 
Positivkontrolle.

5.4  Aufzeichnung der Zahl V. dahliae-infizierter Samen je 
Box an jedem Tag der Untersuchung.

Identifizierungskriterien

Verticillium dahliae: Untersuchung der Platten auf 
Mikrosklerotien, Konidienträger und typische 
Konidien von V. dahliae.

Mikrosklerotien: Schwarze Überdauerungsstrukturen 
(Abb. 2a, b und 3a, b), die aus einer großen Menge 
melanisierter Pilzzellen bestehen mit einer Größe 
von 10–230 µm im Durchmesser (Qin et al., 2008; 
Sorensen et al., 1991). 

Konidienträger und Konidien: Wirtelige, Baum-
ähnliche (verzweigte)-Strukturen mit Phialiden, die 
sich büschelartig aus den Konidienträgern bilden und 
Anhäufungen von hyalinen einzelligen Konidien, die 
sich am Ende jeder Phialide bilden (du Toit et al., 
2005; du Toit und Hernandez-Perez, 2005) (Abb. 3b, 
c).
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2.  Témoin positif (matériel de référence)
  Pour la méthode sur buvard, placer aseptiquement 

les semences d’un lot de semences d’épinard connu 
comme étant infecté par V. dahliae sur buvard en boîtes 
stérilisées ou en boîtes de Petri comme lot de référence 
pour obtenir des isoltats de V. dahliae. Le nombre de 
semences à déposer sur boîte dépend du pourcentage 
d’infection du témoin positif. Pour la méthode NP-10, 
repiquer un isolat de référence de V. dahliae sur NP-10 
agar. Incuber l’isolat de référence ou les boîtes de la 
même façon que le reste des boîtes du lot de semences 
testé.

Méthode NP-10

1.  Ensemencement
1.1  Utiliser des boîtes plastique stérilisées avec couvercle 

ou des boîtes de Petri stériles contenant le milieu NP-
10 agar (CCP).

1.2  Placer aseptiquement sous hotte à flux luminaire un 
maximum de 34 semences bien espacées dans chaque 
boîte plastique de 10 cm × 10 cm sur milieu NP-10 
agar (Fig 1a). Pour ensemencer 100 semences par 
sous-échantillon, utiliser trois boîtes avec 34 semences 
dans chacune des deux premières boîtes et 32 semences 
dans la troisième boîte (CCP).

1.3  Appuyer légèrement chaque semence sur le milieu afin 
d’empêcher que les semences ne roulent pas quand les 
boîtes sont bougées. Fermer chaque boîte avec un cou-
vercle stérilisé. 

2.  Incubation (CCP)
  Incuber les semences à 20–24 °C avec un cycle de 12 h 

de lumière (proche ultraviolette [NUV] et lampes fluo-
rescentes de lumière blanche) / 12 h d’obscurité.

3.  Observation (CCP)
3.1  9 et 14 j après ensemencement, enlever le couvercle de 

chaque boîte ou boîte de Petri et observer les semences 
pour la présence de V. dahliae sous loupe binoculaire 
(grossissement 8–100×).

3.2  Comparer tout isolat suspect de V. dahliae au témoin 
positif (isolat ou lot de semences).

3.3  Compter le nombre de semences infectées par V. 
dahliae par boîte à chaque notation. 

Méthode sur buvard

1.  Ensemencement
1.1  Utiliser des boîtes plastique stérilisées avec couvercle 

ou des boîtes Petri stériles (CCP).
1.2  Placer aseptiquement sous hotte à flux laminaire pour 

chaque sous échantillon de 100 semences, imbiber le 
buvard avec l’eau stérile et placer le buvard dans la 
boîte plastique stérilisée ou la boîte de Petri stérile 
(CCP).

1.3  Egoutter l’excès d’eau du buvard et placer le 
nombre approprié de semences sur le buvard humide  
(maximum de 100 semences sur buvard dans chaque 
boîte de 20 cm × 14 cm, maximum de 34 semences 
dans chaque boîte de 10 cm × 10 cm, et maximum de 
25 semences dans chaque boîte de Petri de 9 cm de 
diamètre) (Fig 1a, b) (CCP).

1.4  Fermer chaque boîte plastique ou boîte de Petri avec un 
couvercle stérilisé. 

2.  Incubation (CCP)
  Incuber les semences dans une étuve 20–24 °C pendant 

24–25 h à l’obscurité pour qu’elles s’imbibent avec 
l’eau des buvards. Les plus grosses semences peuvent 
avoir besoin de plus de temps d’imbibition pour s’as-
surer qu’elles sont bien imbibées avant l’étape de 
congélation. 

3.  Congélation
3.1  Transférer les semences dans un congélateur –18 °C à 

–22 °C pendant 24–25 h pour tuer les embryons. Seuls 
les embryons qui se sont imbibés correctement seront 
tués par cette étape de congélation. Les plus grosses 
semences peuvent avoir besoin de plus de temps de 
congélation pour tuer les embryons d’un nombre maxi-
mal de semences.

4.  Après congélation
4.1  Après congélation, incuber les semences dans une 

étuve à 20–24 °C avec un cycle de 12 h de lumière 
(proche ultraviolette [NUV] et lampes fluorescentes de 
lumière blanche) /12 h d’obscurité.

5.  Observation (CCP)
5.1  Les semences non traitées sont observées 5, 9 et 14 

jours après ensemencement. Les semences traitées sont 
également observées 21 j après ensemencement car les 
traitements de semences peuvent diminuer le dévelop-
pement de V. dahliae. (du Toit et al., 2005; du Toit et 
Hernandez-Perez, 2005; du Toit et al., 2007; du Toit et 
Derie, 2008; du Toit et al., 2009; du Toit et al., 2010).

5.2  Enlever le couvercle de chaque boîte plastique ou boîte 
de Petri pour observer attentivement chaque semence 
pour V. dahliae avec une loupe binoculaire (grossisse-
ment 8–100×).

5.3  Comparer tout isolat suspect de V. dahliae au témoin 
positif (isolat ou lot de semences).

5.4  Compter le nombre de semences infectées par V. 
dahliae par boîte à chaque notation. 

Critères d’identification

Verticillium dahliae : Observer la présence de miscro-
sclérotes, conidiophores et conidies typiques de V. 
dahliae.

Microsclérotes : Forme de conservation du champignon 
de couleur noire (Figures 2a, b et 3a, b) contenant des 
masses de cellules fongiques mélanisées allant de 10 à 
230 μm de diamètre (Qin et al., 2008; Sorensen et al., 
1991). 
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isolate or boxes as for the rest of the boxes or Petri 
dishes for the seed lot(s) being tested.

NP-10 Method

1.  Plating
1.1  Use sterilised acrylic boxes and lids or sterilised Petri 

dishes containing NP-10 agar medium (CCP).
1.2  Aseptically, under a laminar flow hood, place a 

maximum of 34 seeds evenly spaced in each acrylic 
box of 10 cm × 10 cm onto the NP-10 agar medium 
(Fig 1a). To plate 100 seeds per subsample, use three 
boxes, with 34 seeds in each of the first two boxes, 
and 32 seeds in the third box (CCP).

1.3  Press each seed into the agar medium slightly to 
prevent seeds from rolling around when the boxes are 
moved. Close each box with a sterilised lid.

2.  Incubation (CCP)
  Incubate the seeds at 20–24 °C under a day/night 

cycle of 12 h of light (near-ultraviolet [NUV] and cool 
white fluorescent light)/12 h of dark.

3.  Examination (CCP)
3.1  At 5, 9 and 14 d after plating, remove the lid of 

each box or Petri dish and examine the seeds for 
V. dahliae using a dissecting microscope (8–100× 
magnification).

3.2  Compare any suspect isolates of V. dahliae to the 
positive control isolate or seed lot.

3.3  Record the number of V. dahliae-infected seeds per 
box at each reading day. 

Blotter method

1.  Plating
1.1  Use sterilised acrylic boxes and lids or sterilised Petri 

dishes (CCP).
1.2  Aseptically, in a laminar flow hood for each subsample 

of 100 seeds, soak the sterilised blotter paper with 
sterilised water and place the blotter in a sterilised 
acrylic box or Petri dish (CCP).

1.3  Drain off any excess water from the blotter paper 
and place the appropriate number of seeds on the 
moistened blotter (maximum of 100 seeds on the 
blotter in each 20 cm × 14 cm acrylic box, maximum 
of 34 seeds in each 10 cm × 10 cm acrylic box, and 
maximum of 25 seeds in each 9 cm-diameter Petri 
dish) (Fig 1a, b)  (CCP).

1.4  Close each box or Petri dish with a sterilised lid.
2.  Incubation (CCP)
  Incubate the seeds in an incubator at 20–24 °C for 

24–25 h in the dark to imbibe water from the blotters. 
Larger seeds may need to imbibe for the longer 
duration to ensure adequate imbibition prior to the 
freezing step.

3. Freezing 

  Transfer the seeds to a freezer at –18 °C to –22 °C for 
24–25 h to kill the embryos. Only embryos that have 
imbibed adequate water will be killed by this freezing 
step. Larger seeds may need the longer duration of 
freezing to kill embryos of the maximum number of 
seeds.

4. Post-freezing 
  After freezing, incubate the seeds in an incubator at 

20–24 °C under a day/night cycle of 12 h of light 
(near-ultraviolet [NUV] and cool white fluorescent 
light)/12 h of dark.

5.  Examination (CCP)
5.1  Non-treated seed is examined at 5, 9 and 14 d after 

plating. Treated seed is also examined 21 d after 
plating as seed treatments might slow down the 
development of V. dahliae. (du Toit et al., 2005; du 
Toit and Hernandez-Perez, 2005; du Toit et al., 2007; 
du Toit and Derie, 2008; du Toit et al., 2009; du Toit 
et al., 2010).

5.2  Compare any suspect isolates of V. dahliae to the 
positive control isolate or seed lot.

5.3  Record the number of V. dahliae-infected seeds per 
box at each reading day. 

Identification criteria

Verticillium dahliae: Examine plates for miscrosclerotia, 
conidiophores and conidia typical of V. dahliae.

Microsclerotia: Black survival structures (Figs 2a, b 
and 3a, b) that are masses of melanised fungal cells 
ranging from 10–230 µm in diameter (Qin et al., 
2008; Sorensen et al., 1991). 

Conidiophores and conidia: Verticillate, tree-like 
structures with phialides borne in whorls on the 
conidiophores, and clumps of hyaline, single-celled 
conidia borne at the end of each phialide (du Toit et 
al., 2005; du Toit and Hernandez-Perez, 2005) (Figs 
3b, c).

To determine the potential effect of seed treatments on 
V. dahliae, it is important to distinguish between viable 
and dead microsclerotia on the seeds by observing 
development of typical verticillate conidiophores on 
the same seed as those on which microsclerotia are 
observed (Fig 4). The presence of microsclerotia on a 
seed without conidiophores, or without the presence of 
newly developed microsclerotia in the blotter paper is 
an indication that the Verticillium sp. on that seed is not 
viable (Fig 4b) (du Toit et al., 2009; du Toit et al., 2010; 
du Toit and Hernandez-Perez, 2005). 

Verticillium spp. can be misidentified with Acremonium 
spp. which form conidiophores that resemble those of V. 
dahliae. However, the mycelium of Acremonium spp. 
tends to develop into ‘rope-like strands’ by the 9 and 14 d 
readings, from which individual conidiophores branch off 
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Para determinar el efecto potencial de los tratamientos de 
semillas en V. dahliae, es importante distinguir entre mi-
crosclerocios viables y muertos en las semillas mediante 
la observación del desarrollo de conidióforos verticilados 
típicos en la misma semilla que aquellas en las que se ob-
servan microesclerocios (Fig. 4). La presencia de microes-
clerocios en una semilla sin conidióforos, o sin la presen-
cia de nuevos desarrollos de microsclerocios en el papel 
secante es una indicación de que el Verticillium sp. en esa 
semilla no es viable (Fig. 4b) (du Toit et al., 2009; du Toit 
et al., 2010; du Toit y Hernández- Pérez 2005). 

Verticillium spp. puede ser identificado erróneamen-
te como Acremonium spp. que forman conidióforos que 
se parecen a los de V. dahliae. Sin embargo, el micelio 
de Acremonium spp. tiende a desarrollarse en ‘hebras si-
milares a cuerdas’ en los días 9 y 14 de lecturas, de las 
cuales los conidióforos individuales se ramifican en án-
gulo recto, y normalmente no forman fiálidas en espirales 
verticiladas inequívocas (es decir, las fiálidas no son ver-
ticiladas) (Fig. 3d). Además, Acremonium spp no forma 
microesclerocios. 

Se han encontrado otras especies de Verticillium aso-
ciadas con semillas de espinaca, ej. V. nigrescens, que ha 
sido renombrado Gibellulopsis nigrescens (Iglesias-Gar-
cía et al., 2013;Villarroel-Zeballos et al., 2012). Este 
hongo forma conidióforos que se asemejan a aquellos de 
V. dahliae, pero no forma microesclerocios. Además, G. 
nigrescens forma clamidosporas diminutas y negras en el 
medio agar NP-10 que son mucho más pequeñas que los 
microesclerocios y uniformemente redondos, pero no for-
ma clamidosporas en papel secante. 

En semilla de espinaca también se ha observado 
Verticillium tricorpus y tiende a formar un pigmento ama-
rillo en agar NP-10 (a diferencia de V. dahliae), microes-
clerocios más grandes que aquellos de V. dahliae, y los 
microesclerocios tienden a estar dispersos en un patrón 
aleatorio en y sobre el medio de agar NP-10, mientras que 
aquellos de V. dahliae tienden a formarse en anillos con-
céntricos (Fig. 2a).

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 crear dudas acerca de la exactitud del 
ensayo. Las tolerancias apropiadas que se pueden apli-
car directamente a la mayoría de los análisis de sanidad 
de semillas, pueden encontrarse en las Tablas 5B, del 
Capítulo 5 de las Reglas ISTA, o en el Handbook of 
Tolerances and Measures of Precision for Seed Testing 
por S.R. Miles (Proceedings of the International Seed 
Testing Association 28 [1963] No 3, pág. 644).

Informe de resultados: Los resultados de un análisis de 
sanidad de semillas deben indicar el nombre científico 
del patógeno detectado y el método de análisis usado. 
Cuando se informa en un Certificado Internacional de 
Análisis de Semillas de ISTA, los resultados se ingre-
san bajo ‘Otras determinaciones’.

  El informe debe indicar el tamaño de la muestra 
analizada. 

  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 la calidad
Entrenamiento especifico

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

Puntos críticos de control (PCC)

•  Las botellas abiertas de NaOCl concentrado deben al-
macenarse en un refrigerador, y la solución de NaOCl 
al 1,2 % debe prepararse justo antes de tratar las semi-
llas de las sub-muestras (<1 hora antes). Es responsa-
bilidad del usuario demostrar el nivel de actividad de 
la solución de cloro utilizada. La actividad del cloro se 
reduce rápidamente en presencia de oxígeno y de ma-
terial orgánico. Por lo tanto, no use la solución al 1,2 % 
más de una vez. (Preparación de semillas de espinaca, 
pasos 1.2 y 1.3).

•  Para el método NP-10, las cajas acrílicas de 10 cm × 
10 cm (por ejemplo, Hoffman Manufacturing, Inc.) es-
tán incluidas en la descripción; sin embargo, se pueden 
usar cajas acrílicas o placas de Petri de otros tamaños. 
Es responsabilidad del usuario demostrar la equiva-
lencia en el rendimiento (Materiales y Método NP-10, 
paso 1.1).

•  Para el método del papel secante, se incluyen cajas de 
acrílico (20 cm × 14 cm) en la descripción; sin em-
bargo, pueden usarse cajas de acrílico de otro tamaño 
(por ejemplo, cajas acrílicas de 10 cm × 10 cm, Hoff-
man Manufacturing, Inc.) o placas de Petri (9 cm de 
diámetro). Es responsabilidad del usuario demostrar la 
equivalencia en el rendimiento (Materiales y Método 
de papel secante, paso 1.1).

•  Las cajas y tapas acrílicas se pueden esterilizar rocian-
do con alcohol isopropílico al 70 % o equivalente y 
luego secar al aire en un gabinete de seguridad biológi-
ca o en una campana de flujo laminar. Opcionalmente, 
si el gabinete de seguridad biológica o la campana de 
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Um den möglichen Effekt von Saatgutbehandlungen auf 
V. dahliae zu bestimmen, ist es wichtig zwischen vitalen 
und toten Mikrosklerotien am Samen zu unterscheiden 
durch Beobachtung der Entwicklung typischer wirteliger 
Konidienträger am selben Samen an dem Mikrosklerotien 
auftreten (Abb. 4). Das Auftreten von Mikrosklerotien am 
Samen ohne Konidienträger oder ohne Auftreten neuer ge-
bildeter Mikrosklerotien auf Filterpapier ist ein Anzeichen 
dafür, dass Verticillium sp. am Samen nicht lebensfähig ist 
(Abb. 4b) (du Toit et al., 2009; du Toit et al., 2010; du Toit 
und Hernandez-Perez, 2005). 

Verticillium spp. kann mit Acremonium spp. verwech-
selt werden. Acremonium spp. bilden ähnlich Konidien-
träger wie V. dahliae. Aber das Myzel von Acremonium 
spp. entwickelt “seil-artige Stränge” nach 9 und 14 d In-
kubation, aus denen jeweils eigene Konidienträger sich 
rechtwinklig verzweigen, und welche keine Phialiden in 
ausgeprägten wirteligen Windungen bilden (z. B. die Ph-
ialiden sind nicht wirtelig) (Abb. 3d). Weiterhin bildet 
Acremonium spp. keine Mikrosklerotien.

Andere Verticillium-Arten wurden an Spinatsamen 
nachgewiesen, z. B., V. nigrescens, später umbenannt in 
Gibellulopsis nigrescens (Iglesias-Garcia et al., 2013; Vil-
larroel-Zeballos et al., 2012). Dieser Pilz bildet Konidien-
träger, die denen von V. dahliae ähneln, bildet aber keine 
Mikrosklerotien. G. nigrescens bildet sehr kleine schwarze 
Chlamydosporen in NP-10 Agar, die viel kleiner als Mi-
krosklerotien und einheitlich rund sind, auf Filterpapier 
werden keine Chlamydosporen gebildet. 

Verticillium tricorpus wurde ebenfalls an Spinatsamen 
nachgewiesen und bildet gelbfarbene Pigmente auf NP-10 
Agar (anders als V. dahliae), größere Mikrosklerotien im 
Vergleich zu V. dahliae, und die Mikrosklerotien neigen zu 
Verteilung in zufälligen Mustern in und auf NP-10 Agar, 
wohingegen Mikrosklerotien von V. dahliae konzentrische 
Ringe bilden (Abb. 2a).

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 im Hand-
book of Tolerances and Measures of Precision for Seed 
Testing by S.R. Miles (Proceedings of the International 
Seed Testing Association 28 [1963] No. 3, page 644). 

Berichterstattung der Ergebnisse: Der Ergebnisbe-
richt einer Gesundheitsprüfung von Saatgut sollte den 
wissenschaftlichen Name des Krankheitserregers und 
die verwendete Methode enthalten. Bei Berichterstat-

tung auf einem ISTA-Bericht sind die Ergebnisse un-
ter ‚Weitere Untersuchungsergebnisse‘ einzutragen. 
Der Prüfbericht muss die Anzahl untersuchter Samen 
angeben.
 Im Falle eines negativen Ergebnisses (Krankheitser-
reger nicht nachgewiesen), müssen die Ergebnisse als 
„nicht nachgewiesen“ berichtet werden.
 Im Falle eines positiven Ergebnisses sollte der Prüfbe-
richt den Prozentsatz infizierter Samen angeben.

Qualitätssicherung
Spezifische Ausbildung

Diese Untersuchung sollte nur von Personen durchgeführt 
werden, die über entsprechende Fachkenntnisse in der 
mykologischen Bestimmung verfügen oder die unter der 
direkten Anleitung von Personen mit diesen Kenntnissen 
stehen.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•  Geöffnete Flaschen konzentrierter NaOCl sind im 
Kühlschrank zu lagern, und die 1,2 % NaOCl Lösung 
sollte unmittelbar bei Verwendung zur Samenbehand-
lung vorbereitet werden (<1 h vorher). Es liegt in der 
Verantwortung des Anwenders die Wirksamkeit der 
Chloridlösung zu zeigen, Chloridaktivität reduziert 
sich bei Anwesenheit von Sauerstoff und organischen 
Material sehr schnell. Deswegen ist eine Wiederver-
wendung von 1,2 % Lösung nicht vorzusehen (orberei-
tung der Spinat-Samen, Schritt 1.2 und 1.3).

•  Für die NP-10 Methode sind 10 cm × 10 cm Acrylbo-
xen (z. B. Hoffman Manufacturing, Inc.) in der Me-
thode beschrieben, es können jedoch auch Acrylboxen 
anderer Größe oder Petrischalen verwendet werden. Es 
liegt in der Verantwortung des Anwenders zu zeigen, 
dass dieses Material gleichwertig ist (Material und NP-
10 Methode, Schritt 1.1).

•  Für die Filterpapiermethode sind Acrylboxen (20 cm 
×14 cm) in der Methode beschrieben; es können je-
doch auch Acrylboxen anderer Größe (z. B. 10 cm × 
10 cm Acrylboxen, Hoffman Manufacturing, Inc.) oder 
Petrischalen (9 cm Durchmesser) verwendet werden. 
Es liegt in der Verantwortung des Anwenders zu zei-
gen, dass dieses Material gleichwertig ist (Material und 
Filterpapier-Methode, Schritt 1.1).

•  Acrylboxen und Deckel können durch Besprühen mit 
70 % Isopropanol oder einem gleichwertigen Mittel 
sterilisiert werden mit anschliessendem Lufttrocknen 
in steriler Atmosphäre. Optional kann bei Vorhan-
densein von UV-Licht am Sterilarbeitsplatz eine Ste-
rilisierung von Boxen und Deckeln durch UV-Licht 
für 10–15 min nach der Isopropanolbehandlung und 
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Conidiophores et conidies : Verticillés, structures en 
forme d’arbre comportant des phialides disposées en 
verticilles sur les conidiophores et des amas hyalins 
de conidies, unicellulaires, à l’extrémimité de chaque 
phialide. (du Toit et al., 2005; du Toit et Hernandez-
Perez, 2005) (Figures 3b, c).

Pour déterminer les effets potentiels des traitements de 
semences sur V. dahliae, il est important de distinguer 
les microsclérotes vivants et morts sur les semences par 
observation du développement de conidiophores verticil-
lés typiques sur la même semence que celle sur laquelle 
on observe des microsclérotes (Figure 4). La présence de 
microsclérotes sur une semence sans conidiophores ou de 
microsclérotes nouvellement développés sur le buvard, 
est une indication que le Verticillium sp. présent sur cette 
semence n’est pas viable (Figure 4b) (du Toit et al., 2009; 
du Toit et al., 2010; du Toit et Hernandez-Perez, 2005). 

Verticillium spp. peut être confondu avec Acremonium 
spp. qui forme des conidiophores ressemblant à ceux de 
V. dahliae. Cependant, le mycelium d’Acremonium spp. a 
tendance à se développer en filaments regroupés en forme 
de corde, après 9 à 14 jours d’incubation, à partir duquel 
se forme des condiophores individuels à angle droit, et qui 
ne forment normalement pas de phialides en verticilles 
typiques (c’est à dire, les phialides ne sont pas verticil-
lées) (Fig 3d). De plus, Acremonium spp. ne forme pas de 
microsclérote.

D’autres espèces de Verticillium ont été associées aux 
semences d’épinard, exemple, V. nigrescens, qui a été 
renommé Gibellulopsis nigrescens (Iglesias-Garcia et al., 
2013; Villarroel-Zeballos et al., 2012). Ce champignon 
forme des conidiophores qui ressemblent à ceux de V. 
dahliae, mais ne forme pas de microsclérotes. Egalement, 
G. nigrescens forme des chlamydospores fins et noirs sur 
le milieu NP-10 qui sont beaucoup plus petits que les mi-
crosclérotes et parfaiement ronds, mais ne forme pas de 
chlamydospores sur le buvard. 

Verticillium tricorpus a également été observé sur 
semences d’épinard, et a tendance à produire un pigment 
jaune dans le milieu NP-10 agar (contrairement à V. dah-
liae), des microsclérotes plus grands que ceux de V. dah-
liae, et les microsclérotes ont tendance à être dispersés de 
façon aléatoiredans et sur le milieu NP-10 agar alorsque 
ceux de V. dahliae ont tendance à former des cercles 
concentriques (Fig 2a).

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’exactitude des résultats. Des tolérances appropriées, 
qui peuvent être appliquées à la plupart des essais 
d’évaluation de la qualité sanitaire directs, peuvent 
être trouvées dans le Tableau 5B du chapitre 55 des 

Règles ISTA, ou dans le tableau G1 du Handbook of 
Tolerances and Measures of Precision for Seed Testing 
de S.R. Miles (Proceedings of the International Seed 
Testing Association 28 [1963] No. 3, page 644).

Indication des résultats : Les résultats d’un test de qua-
lité sanitaire devraient indiquer le nom scientifique 
du pathogène et la méthode utilisée. Dans le cas d’un 
Certificat ISTA, les résultats sont notés sous « Autres 
déterminations ».

  Le rapport doit indiquer la taille de l’échantillon testé.
  En cas de résultat négatif (pathogène non détecté), le 

résultat doit être noté comme « non détecté ».
  En cas de résultat positif, le rapport doit indiquer le 

pourcentage de semences contaminées.

Assurance qualité
Formation spécifique

Ce test doit être réalisé par des personnes qui ont été for-
mées à l’identification fongique ou sous la supervision de 
quelqu’un formé.

Points critiques de contrôle (CCP)

•  Les bouteilles ouvertes de NaOCl concentrées doivent 
être stockées au réfrigérateur et la solution 1,2 % de 
NaOCl doit être préparée extemporanément pour trai-
ter les sous-échantillons de semences (moins de 1 h 
avant). Il est de la responsabilité des utilisateurs de 
démontrer le niveau de chlore actif dans la solution uti-
lisée. Le chlore actif diminue rapidement en présence 
d’oxygène et de matière organique. Donc, ne pas uti-
liser la solution de 1,2 % plus d’une fois (Préparation 
des semences d’épinard, étapes 1.2 et 1.3).

•  Pour la méthode NP-10, les boîtes plastique de 10 cm 
×10 cm (p. ex. Hoffman Manufacturing, Inc.) sont 
inclues dans la description ; cependant, des boîtes 
plastiques de tailles différentes ou des boîtes de Petri 
peuvent être utilisées. Il est de la responsabilité de 
l’utilisateur de montrer l’équivalence (Matériel et mé-
thode NP-10 étape 1.1).

•  Pour la méthode sur buvard, les boîtes plastique (20 cm 
× 14 cm) sont inclues dans la description ; cependant, 
des boîtes plastiques de tailles différentes (p. ex. 10 cm 
× 10 cm, Hoffman Manufacturing, Inc.) ou des boîtes 
de Petri (9 cm de diamètre) peuvent être utilisées. Il est 
de la responsabilité de l’utilisateur de montrer l’équi-
valence (Matériel et méthode buvard étape 1.1).

•  Les boîtes plastique et couvercles peuvent être stérili-
sés par pulvérisation d’alcool 70 % ou équivalent et sé-
chés à l’air dans un poste de sécurité microbiologique 
ou une hotte à flux laminaire. De façon optionnelle, si 
le poste de sécurité microbiologique ou la hotte à flux 
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at right angles, and which do not normally form phialides 
in distinct verticillate whorls (i.e., the phialides are not 
verticillate) (Fig 3d). Also, Acremonium spp. do not form 
microsclerotia.

Other species of Verticillium have been found 
associated with spinach seed, e.g. V. nigrescens, which 
has been re-named Gibellulopsis nigrescens (Iglesias-
Garcia et al., 2013; Villarroel-Zeballos et al., 2012). 
This fungus forms conidiophores that resemble those of 
V. dahliae, but does not form microsclerotia. Also, G. 
nigrescens forms tiny, black chlamydospores in NP-10 
agar medium that are much smaller than microsclerotia 
and uniformly round, but does not form chlamydospores 
on blotter paper. 

Verticillium tricorpus also has been observed on 
spinach seed, and tends to form a yellow pigment in 
NP-10 agar (unlike V. dahliae), larger microsclerotia 
than those of V. dahliae, and the microsclerotia tend to 
be scattered in a random pattern in and on the NP-10 
agar medium whereas those of V. dahliae tend to form in 
concentric rings (Fig 2a).

General methods
Checking tolerances: Tolerances provide a means of 

assessing whether or not the variation in results within 
or among tests is sufficiently wide to raise doubts 
about the accuracy of the assay. 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 results of a seed health test 
should indicate the scientific name of the pathogen 
detected and the test method used. When reported 
on an ISTA International Seed Analysis Certificate, 
results are entered under ‘Other Determinations’. 

  The report must indicate the size of the sample tested.
  In case of a negative result (pathogen not detected), 

the results must be reported as ‘not detected’.
  In the case of a positive result, the report must indicate 

the percentage of infected seeds.

Quality assurance
Specific training

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

Critical control points (CCP)

•  Opened bottles of concentrated NaOCl should be 
stored in a refrigerator, and the 1.2 % NaOCl solution 
be prepared just prior to treating the seed sub-samples 
(<1 h prior). It is the responsibility of the user to 
demonstrate the level of activity of the chlorine 
solution used. Chlorine activity is quickly reduced 
in the presence of oxygen and organic material. 
Therefore, do not use the 1.2 % solution more than 
once. (Preparation of spinach seeds, steps 1.2 and 
1.3).

•  For the NP-10 method, the 10 cm × 10 cm acrylic 
boxes (e.g. Hoffman Manufacturing, Inc.) are included 
in the description; however, other size acrylic boxes or 
Petri dishes can be used. It is the responsibility of the 
user to show equivalence in performance (Materials 
and NP-10 method step 1.1).

•  For the blotter method, acrylic boxes (20 cm × 14 cm) 
are included in the description; however, other size 
acrylic boxes (e.g. 10 cm × 10 cm acrylic boxes, 
Hoffman Manufacturing, Inc.) or Petri dishes (9 cm 
diameter) can be used. It is the responsibility of the 
user to show equivalence in performance (Materials 
and Blotter method step 1.1).

•  Acrylic boxes and lids can be sterilised by spraying 
with 70 % isopropyl alcohol or equivalent and then 
air-dried in a biological safety cabinet or laminar flow 
hood. Optionally, if the biological safety cabinet or 
laminar flow hood has ultraviolet light, boxes and lids 
can be exposed to UV light for 10–15 min after the 
alcohol has dried for an additional sterilisation step; 
however, this step can be omitted if UV light is not 
available (NP-10 agar medium step 1.1 and Blotter 
method step 1.1).

•  For the blotter method, Steel blue germination blotter 
paper (Anchor Paper Co.) is recommended; however, 
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flujo laminar tiene luz ultravioleta, las cajas y las tapas 
pueden exponerse a la luz ultravioleta por 10–15 minu-
tos después de que el alcohol se haya secado para un 
paso de esterilización adicional; sin embargo, este paso 
puede omitirse si la luz UV no está disponible (medio 
de agar NP-10, paso 1.1 y Método de papel secante, 
paso 1.1).

•  Para el método de papel secante, se recomienda el pa-
pel secante de germinación de azul acero (Anchor Pa-
per Co.); sin embargo, se puede usar otro papel secante 
de germinación. Los diferentes pesos y tipos de papel 
secante difieren en la capacidad de absorber y liberar 
agua, es decir, el tipo de papel secante determina la 
cantidad de agua que se debe agregar para una ade-
cuada imbibición de las semillas, ya que esto afecta 
la capacidad de matar a la semilla durante el paso de 
congelación. Es responsabilidad del usuario demostrar 
la equivalencia en el rendimiento para el tipo y el peso 
del papel secante utilizado. (Materiales y Método de 
papel secante, paso 1.2).

•  Esterilizar los papeles secantes autoclavándolos dos 
veces por al menos 60 minutos a 121 °C, con un in-
tervalo de 24 horas entre los dos autoclavados; o em-
bebiendo los papeles secantes en alcohol isopropílico 
al 70 % o esterilizante equivalente, y luego secando 
los papeles secantes en condiciones estériles (ej. en una 
campana de flujo laminar). (Método de papel secante 
paso 1.2). 

•  Los resultados de las pruebas interlaboratorios (du Toit, 
2011) con una temperatura de incubación constante de 
20 °C o constante de 24 °C no difirieron significativa-
mente en la incidencia de semillas en las que se detectó 
V. dahliae (Método NP-10, paso 2 y Método de papel 
secante, paso 2).

•  La capacidad de detectar V. dahliae con este análisis 
puede verse influenciada por la presencia de otros hon-
gos, actinomicetos o bacterias en la semilla o en tra-
tamientos biológicos de semillas. Estos microorganis-
mos pueden influir en la fiabilidad del análisis (Método 
NP-10, paso 3 y Método papel secante, paso 5).

•  Como paso de confirmación, se recomienda dar vuelta 
cada semilla en donde todavía no se haya detectado V. 
dahliae en la lectura final para verificar la presencia 
de V. dahliae donde la semilla está en contacto con el 
papel secante. (Método de papel secante, paso 5)

•  La cantidad de agua añadida al papel secante afectará 
la capacidad de la semilla para embeberse adecuada-
mente y, por lo tanto, morir en el paso de congelación. 
Si la semilla no embebe suficiente agua porque los 
papeles secantes están demasiado secos, la semilla no 
morirá durante el paso de congelación, y continuará 
germinando durante la duración del ensayo, resultan-
do difícil de examinar la semilla microscópicamente 
durante las lecturas múltiples. Si se agrega mucha agua 
a los papeles secantes, el crecimiento de bacterias pre-
sente en/sobre la semilla impedirá el desarrollo de V. 
dahliae. (Método de papel secante, paso 1.3).

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 
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.
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Trocknung zusätzlich erfolgen. Bei Nicht-Vorhanden-
sein von UV-Licht kann auf diesen Schritt verzichtet 
werden (NP-10 Agar Methode, Schritt 1.1 und Filter-
papier-Methode, Schritt 1.1).

•  Für die Filterpapier-Methode wird “Steel blue germi-
nation blotter paper” (Anchor Paper Co.) empfohlen, es 
kann jedoch auch anderes Keimprüf-Filterpapier ver-
wendet werden. Unterschiedliche Gewichte und Arten 
von Filterpapier unterscheiden sich in ihrer Fähigkeit 
Wasser aufzunehmen und abzugeben, z. B. bestimmt 
die Art des Filterpapiers die Menge Wasser, die zuge-
führt werden muss, damit die Samen adequat quellen, 
wodurch auch die weitere Abtötung beim Einfrieren 
beeinflusst wird. Es liegt in der Verantwortung des An-
wenders zu zeigen, dass die verwendeten Filterpapiere 
gleichwertig sind. (Material und Filterpapier-Methode, 
Schritt 1.2)

•  Sterilisierung der Filterpapiere durch zweimaliges 
Autoklavieren für mindestens 60 min bei 121 °C, mit 
einem 24 h Intervall zwischen beiden Autoklavier-
schritten; oder Einweichen der Filterpapiere in 70 % 
Isopropanol oder gleichwertigem Sterilium mit nach-
folgendem Trocknen der Filterpapiere unter sterilen 
Bedingungen (z. B., Sterilarbeitsplatz). (Filterpa-
pier-Methode, Schritt 1.2).

•  Ergebnisse von Ringuntersuchungen (du Toit, 2011) 
mit konstanter Temperatur von 20 °C bei der Inkuba-
tion oder konstanten 24 °C beeinflussten nicht signifi-
kant den Nachweis von V. dahliae infizierten Samen 
(NP-10 Methode, Schritt 2 und Filterpapier-Methode, 
Schritt 2).

•  Die Möglichkeit des Nachweises von V. dahliae kann 
in dieser Untersuchung durch die Anwesenheit anderer 
Pilze, Actinomyceten oder Bakterien am Samen oder 
biolgischer Saatgutbehandlungen beeinflusst werden. 
Diese Mikroorganismen können die Zuverlässigkeit 
der Untersuchung beeinflussen (NP-10 Methode, 
Schritt 3 und Filterpapier-Methode, Schritt 5).

•  Es wird empfohlen als Bestätigung, dass jeder Samen, 
an dem V. dahliae nicht nachgewiesen wurde bei der 
letzten Untersuchung umgedreht wird um das Auf-
treten von V. dahliae an der Stelle zu prüfen, wo der 
Samen im Kontakt mit dem Filterpapier war (Filterpa-
pier-Methode, Schritt 5).

•  Die dem Filterpapier zugefügte Menge Wasser beein-
flusst die Fähigkeit des Samens adequat zu quellen, und 
letztlich das Abtöten beim Einfrieren. Wenn der Samen 
unzureichend quillt, weil das Filterpapier zu trocken 
ist, wird der Samen beim Einfrieren nicht abgetötet 
und im weiteren Verlauf der Inkubation keimen, wo-
durch die mikroskopische Untersuchung der Samen an 
wiederholten Tagen schwierig wird. Wenn dem Filter-
papier zuviel Wasser zugeführt wird, wird das am/im 
Samen auftretende Bakterienwachstum die Entwick-
lung von V. dahliae verhindern (Filterpapier-Methode, 
Schritt 1.3).

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. 
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laminaire possède une lampe ultraviolette, les boîtes et 
le couvercle peuvent être exposés aux UV pendant 10–
15 mn après que l’alcool ait séché pour une étape addi-
tionnelle de stérilisation. Cette étape peut être omise si 
les UV ne sont pas disponibles (NP-10 Agar étape 1.1 
et buvard étape 1.1).

•  Pour la méthode buvard, le Steel glue germination 
blotter paper (Anchor Paper Co.) est recommandé; ce-
pendant, d’autres buvards de germination peuvent être 
utilisés. Différents grammages et types de buvard dif-
ferent dans leur capacité à absorber et relarguer l’eau, 
càd le type de buvard détermine la quantité d’eau qui 
doit être ajoutée pour une imbibition optimale du fait 
que cela affecte la capacité à tuer la semence pendant 
l’étape de congélation. Il est de la responsabilité des 
utilisateurs de démontrer l’équivalence de performance 
du type et grammage de buvard employé (Matériel et 
méthode buvard étape 1.2)

•  Stériliser les buvards en les autoclavant deux fois pen-
dant au moins 60 mn à 121 °C, avec un intervalle de 
24 h entre deux autoclavages; ou tremper les buvards 
dans de l’alcool à 70 % ou équivalent et laisser sécher 
les buvards en conditions stériles (p. ex. sous hotte à 
flux laminaire) (Méthode buvard étape 1.2).

•  Les résultats du test comparatif (du Toit, 2011) avec 
une température d’incubation constant de 20 °C ou de 
24 °C n’ont pas montré de différence significative du 
taux de semences détectées comme contaminées par V. 
dahliae (Méthode NP-10 étape 2 et Méthode buvard 
étape 2).

•  La capacité à détecter V. dahliae avec ce test peut être 
influencé par la présence d’autres champignons, asco-
mycetes ou bactéries sur les semences ou avec des trai-
tements de biocontrôle. Ces microorganismes peuvent 
influencer la justesse du test (Méthode NP-10 étape 3 
et Méthode buvard étape 5).

•  Il est recommandé comme étape de confirmation que 
chaque semence V. dahliae n’a pas été détecté soit dé-
placée lors de la lecture finale pour vérifier la présence 
de V. dahliae là où la semence était en contact avec le 
buvard (Méthode buvard étape 5).

•  La quantité d’eau ajoutée sur le buvard va affecter la 
possibilité d’imbibition de la semence et donc sa capa-
cité à être tuée par la congélation. Si la semence n’est 
pas asez imbibée, parce que le buvard est trop sec, la 
semence ne sera pas tuée par l’étape de congélation et 
continuera à germer au cours des différentes observa-
tions. Si trop d’eau est ajoutée au buvard la croissance 
des bactéries présentes sur/dans les semences va empê-
cher le développement de V. dahliae (Méthode buvard 
étape 1.3).

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.
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other germination blotter paper can be used. Different 
weights and types of blotter paper differ in ability 
to absorb and release water, i.e. the type of blotter 
paper determines the amount of water that should be 
added for adequate seed imbibition as this affects the 
ability to kill the seed during the freezing step. It is 
the responsibility of the user to show equivalence in 
performance for the type and weight of blotter paper 
used. (Materials and Blotter method step 1.2).

•  Sterilise the blotter papers by autoclaving them twice 
for at least 60 min at 121 °C, with a 24 h interval 
between the two autoclavings; or soaking the blotters 
in 70 % isopropyl alcohol or equivalent sterilant, 
and then drying the blotters under sterile conditions  
(e.g. in a laminar flow hood). (Blotter method step 
1.2).

•  Results of ring tests (du Toit, 2011) with a constant 
incubation temperature of 20 °C or constant 24 °C did 
not differ significantly in the incidence of seeds on 
which V. dahliae was detected (NP-10 method step 2 
and Blotter method step 2).

•  The ability to detect V. dahliae with this test can 
be influenced by the presence of other fungi, 
actinomycetes, or bacteria on the seed or in biological 
seed treatments. These microorganisms can influence 
the reliability of the test (NP-10 method step 3 and 
Blotter method step 5).

•  It is recommended as a confirmation step that each 
seed on which V. dahliae has not yet been detected, 
be flipped over on the final reading to check for the 
presence of V. dahliae where the seed is in contact 
with the blotter (Blotter method step 5).

•  The amount of water added to the blotter will affect 
the ability for the seed to imbibe adequately and, 
therefore, be killed by the freezing step. If the seed 
does not imbibe enough water because the blotters are 
too dry, the seed will not be killed during the freeze 
step, and will continue to germinate over the duration 
of the assay, making it difficult to examine the seed 
microscopically over multiple readings. If too much 
water is added to the blotters, growth of bacteria 
present in/on the seed will impede the development of 
V. dahliae. (Blotter method step 1.3).

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.
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Figura 1. a Dibujo (no a escala) que muestra un ejemplo del diseño de 34 semillas de espinaca en un papel secante 
azul acero o agar NP-10 en una caja acrílica Hoffman de 10 cm × 10 cm. b Fotografía que muestra 100 semillas de espi-
naca en papel secante en una caja de acrílico de 20 cm × 14 cm. En definitiva, el tamaño y la forma de la caja determina 
la disposición de las semillas.
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Figure 1. a) Drawing (not to scale) showing an example of the layout of 34 spinach seeds on a Steel blue blotter or 
NP-10 agar in a 10 cm x 10 cm Hoffman acrylic box, and b) a photograph showing 100 spinach seeds on blotter paper 
in a 20 cm x 14 cm acrylic box. Ultimately, size and shape of the box compel seed arrangement.

a b

Figure 2. a) Microsclerotia of Verticillium dahliae formed in concentric rings on NP-10 agar medium 
(No magnification, photograph courtesy of B. Brenner) and b) Microsclerotia of Verticillium dahliae on 
a blotter (60x magnification, photograph courtesy of G. Hiddink).

a b

ba

Medio de agar NP-10

(Modificado del medio agar NP-10 de Sorenson, Kabir et 
al., 2004; Sorensen et al., 1991.)

Compuestos de la botella A Cantidad
Ácido poligalacturónico, sal de Na de 
naranja, Grado SIGMA (P-3889)

5,0 g

Pellets de NaOH (0,025 N) a 1,2 g
Agua destilada o desionizada hasta 500 ml

a La concentración de NaOH en la botella A se convierte 
aproximadamente 0,025 N.

Compuestos de la 
botella B

Cantidad

Agar (Difco Bacto) 15,0 g
KNO3 1,0 g
KH2PO4 1,0 g
KCl 0,5 g
MgSO4 . H20 0,5 g
Tergitol NP-10 0,5 ml
Agua destilada o desio-
nizada hasta

500 ml

Solución de stock de 
chloramphenicol a

0,5 ml

Solución de stock de 
sulfato de estreptomi-
cina b

2,0 ml

Solución de stock de 
hidrocloruro de clorte-
traciclina c

3,3 ml

a, b, c Agregar después de autoclavar.

Botella A + B  
(una vez enfriado a 50 °C)

Cantidad

Botella A 500 ml
Botella B 500 ml
Volumen total 1000 ml

Preparación

1. Preparar y autoclavar (120 °C por 20 minutos) el 
contenido de la Botella A y Botella B por separado.

2. Enfriar ambas botellas lentamente a 50 °C (ej. 
colocando las botellas en un baño de agua caliente a 
50 °C).

3. Preparar una solución de stock de clortetraciclina 
(15 mg/ml metanol), cloranfenicol (100 mg/ml de 
metanol), y sulfato de estreptomicina (25 mg/ml agua 
desionizada o destilada esterilizada); y esterilizar me-
diante filtración cada uno. Almacenar las soluciones 
de stock en un refrigerador.

4. Agregar la cantidad apropiada de cada solución de 
stock de antibiótico a la Botella B y mezclar bien.

5. Agregar el contenido de la Botella A a la Botella B.
6. Mezclar completamente usando una placa de agita-

ción magnética y una barra de agitación.
7. Colocar 35 ml de medio de agar NP-10 fundido en 

cada caja acrílica esterilizada (10 cm × 10 cm) o 
25 ml en cada placa de Petri de 9 cm de diámetro 
(40 placas/l de medio de agar NP-10).

Almacenaje

Almacenar las cajas de acrílico preparadas con medio de 
agar NP-10 a 4–10 °C en la oscuridad durante no más de 
4 semanas.
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NP-10 Agar

(Modifizierter Sorenson’s NP-10 Agar, Kabir et al., 2004; 
Sorensen et al., 1991.)

Komponenten Flasche A Menge
Polygalacturonsäure, Natriumsalz von Oran-
ge, SIGMA Grade (P-3889)

5,0 g

NaOH Plätzchen (0,025 N) a 1,2 g
Auffüllen mit destilliertem/ de-ionisiertem 
Wasser

500 ml

a NaOH Konzentration in Flasche A liegt ungefähr bei 
0,025 N.

Komponenten Flasche B Menge 
Agar (Difco Bacto) 15,0 g
KNO3 1,0 g
KH2PO4 1,0 g
KCl 0,5 g
MgSO4 . H20 0,5 g
Tergitol NP-10 0,5 ml
Auffüllen mit destilliertem / de-ionisiertem Wasser 500 ml
Chloramphenicol Stocklösung a 0,5 ml
Streptomycin-Sulphatstocklösung b 2,0 ml
Chlortetracycline-HCL-Stocklösung c 3,3 ml

a, b, c Zugabe nach dem Autoklavieren.

Flasche A + Flasche B 
(nach Abkühlung auf 50 °C)

Menge

Flasche A 500 ml
Flasche B 500 ml
Gesamtvolumen 1000 ml

Herstellung

1.  Separate Herstellung und Autoklavieren (120 °C für 
20 min) der Flaschen A und B. 

2.  Langsames Abkühlen der Flaschen auf 50 °C (z. B. 
durch Inkubation im Wasserbad bei 50 °C).

3.  Herstellen der Stocklösungen von Chlortetracycline 
(15 mg/ml Methanol), Chloramphenicol (100 mg/
ml Methanol), und Streptomycin-Sulphat (25 mg/ml  
deionisiertes oder destilliertes Wasser, sterilisiertes 
Wasser); und jeweils filtersterilisieren. Lagerung der 
Stocklösungen im Kühlschrank. 

4.  Zugabe der jeweiligen Menge jeder Antibiotikastock-
lösung zu Flasche B und gut vermischen.

5.  Zugabe von Flasche A in Flasche B.
6.  Gründliches Mischen auf dem Magnetrührer.
7.  Ausgießen von 35 ml flüssigem NP-10 Agar in sterile 

Acrylboxen (10 cm × 10 cm) oder 25 ml in 9 cm Pet-
rischalen (40 Platten/l NP-10 Agar).

Lagerung

Lagerung vorbereiteter Acrylboxen mit NP-10 Agar bei 
4–10 °C im Dunkeln für längstens 4 Wochen. 

Abb. 1. a Schematische Zeichnung (nicht maßstabsgerecht) zeigt ein Beispiel für das Auslegen der 34 Spinatsamen auf 
„Steel blue blotter“ (Filterpapier) oder NP-10 Agar in einer 10 cm × 10 cm Hoffman Acrylbox. b Foto zeigt 100 Spinat-
samen auf Filterpapier in einer 20 cm × 14 cm acrylic box. Acrylbox. Letzlich bestimmen Größe und Form der Box die 
Samenanordnung.
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Figure 1. a) Drawing (not to scale) showing an example of the layout of 34 spinach seeds on a Steel blue blotter or 
NP-10 agar in a 10 cm x 10 cm Hoffman acrylic box, and b) a photograph showing 100 spinach seeds on blotter paper 
in a 20 cm x 14 cm acrylic box. Ultimately, size and shape of the box compel seed arrangement.

a b

Figure 2. a) Microsclerotia of Verticillium dahliae formed in concentric rings on NP-10 agar medium 
(No magnification, photograph courtesy of B. Brenner) and b) Microsclerotia of Verticillium dahliae on 
a blotter (60x magnification, photograph courtesy of G. Hiddink).
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Milieu NP-10 agar

(NP-10 agar de Sorenson modifié, Kabir et al., 2004;  
Sorensen et al., 1991.)

Ingrédients récipient A Quantité

Acide 
polygalacturonique, 
sel de sodium orange, 
SIGMA Grade (P-3889)

5,0 g

NaOH en pastilles 
(0,025 N) a

1,2 g

Eau distillée ou 
désionisée jusqu’à 
obtention de

500 ml

a La concentration de NaOH en récipient A revient approxima-
tivement à 0,025 N.

Ingrédients récipient B Quantité

Agar (Difco Bacto) 15,0 g
KNO3 1,0 g
KH2PO4 1,0 g
KCl 0,5 g
MgSO4 . H20 0,5 g
Tergitol NP-10 0,5 ml
Eau distillée ou dé-
sionisée jusqu’à obten-
tion de

500 ml

Chloramphenicol solu-
tion mère a

0,5 ml

Streptomycin sulphate 
solution mère b

2,0 ml

Chlortetracycline 
hydrochloride solution 
mère c

3,3 ml

a, b, c Ajouter après autoclavage.

Récipient A + B  
(refroidi à 50 °C)

Quantité

Récipient A 500 ml
Récipient B 500 ml
Volume totale 1000 ml

Préparation

1.  Préparer et autoclaver (120 °C pendant 20 mn) le 
contennu des récipients A et B séparément. 

2.  Refroidir doucement les deux récipients à 50 °C (p. ex.
en plaçant les récipients dans un bain d’eau chaude à 
50 °C).

3.  Préparer une solution mère de chlortetracycline 
(15 mg/ml methanol), chloramphenicol (100 mg/ml 
methanol), et streptomycine sulphate (25 mg/ml eau 
distillée ou désionisée stérile; et stériliser par filtration 
chaque. Stocker les solutions mères au réfrigérateur. 

4.  Ajouter la quantité appropriée de chaque solution mère 
d’antibiotique au récipient B et bien mélanger.

5.  Ajouter les contenus du récipient A au récipient B.
6.  Mélanger vigoureusement en utilisant un barreau 

magnétique.
7.  Dispenser 35 ml du mileu NP-10 agar liquide dans 

chaque boîte plastiques stériles (10 cm × 10 cm) ou 
25 dans chaque boîte de Petri de 9 cm (40 boîtes/l de 
milieu NP-10 agar).

Stockage

Conserver les boîtes plastiques préparées avec le milieu 
NP-10 agar à 4–10 °C à l’obscurité pas plus de quatre 
semaines.

Figure 1. a Dessin (pas à l’échelle) montrant un exemple de modèle de dépôt de 34 semences d’épinard sur buvard 
Steel blue ou milieu NP-10 agar dans une boite Hoffman de 10 cm × 10 cm. b Photo montrant 100 semences d’épinard 
sur buvard dans une boite plastique de 20 cm × 14 cm. En fin de compte, la taille et la forme de la boîte forment 
l’agencement des graines.
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Figure 1. a) Drawing (not to scale) showing an example of the layout of 34 spinach seeds on a Steel blue blotter or 
NP-10 agar in a 10 cm x 10 cm Hoffman acrylic box, and b) a photograph showing 100 spinach seeds on blotter paper 
in a 20 cm x 14 cm acrylic box. Ultimately, size and shape of the box compel seed arrangement.

a b

Figure 2. a) Microsclerotia of Verticillium dahliae formed in concentric rings on NP-10 agar medium 
(No magnification, photograph courtesy of B. Brenner) and b) Microsclerotia of Verticillium dahliae on 
a blotter (60x magnification, photograph courtesy of G. Hiddink).
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Figure 1. a Drawing (not to scale) showing an example of the layout of 34 spinach seeds on a Steel blue blotter or NP-
10 agar in a 10 cm × 10 cm Hoffman acrylic box. b Photograph showing 100 spinach seeds on blotter paper in a 20 cm × 
14 cm acrylic box. Ultimately, size and shape of the box compel seed arrangement.
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Figure 1. a) Drawing (not to scale) showing an example of the layout of 34 spinach seeds on a Steel blue blotter or 
NP-10 agar in a 10 cm x 10 cm Hoffman acrylic box, and b) a photograph showing 100 spinach seeds on blotter paper 
in a 20 cm x 14 cm acrylic box. Ultimately, size and shape of the box compel seed arrangement.

a b

Figure 2. a) Microsclerotia of Verticillium dahliae formed in concentric rings on NP-10 agar medium 
(No magnification, photograph courtesy of B. Brenner) and b) Microsclerotia of Verticillium dahliae on 
a blotter (60x magnification, photograph courtesy of G. Hiddink).

a b

ba

NP-10 agar medium

(Modified from Sorenson’s NP-10 agar medium, Kabir et 
al., 2004; Sorensen et al., 1991.)

Bottle A components Quantity

Polygalacturonic acid, 
Na salt from orange, 
SIGMA Grade (P-3889)

5.0 g

NaOH Pellets 
(0.025 N) a

1.2 g

Distilled or deionised 
water up to

500 ml

a NaOH concentration in bottle A becomes approximately 
0.025 N.

Bottle B components Quantity

Agar (Difco Bacto) 15.0 g
KNO3 1.0 g
KH2PO4 1.0 g
KCl 0.5 g
MgSO4 . H20 0.5 g
Tergitol NP-10 0.5 ml
Distilled or deionised 
water up to

500 ml

Chloramphenicol stock 
solution a

0.5 ml

Streptomycin sulphate 
stock solution b

2.0 ml

Chlortetracycline 
hydrochloride stock 
solution c

3.3 ml

a, b, c Add after autoclaving.

Bottle A + Bottle B  
(once cooled to 50 °C)

Quantity

Bottle A 500 ml
Bottle B 500 ml
Total volume 1000 ml

Preparation

1.  Prepare and autoclave (120 °C for 20 min) the contents 
of Bottle A and Bottle B separately. 

2.  Cool both bottles to 50 °C slowly (e.g. by placing the 
bottles in a hot water bath set at 50 °C).

3.  Prepare a stock solution of chlortetracycline (15 mg/ml 
methanol), chloramphenicol (100 mg/ml methanol), 
and streptomycin sulphate (25 mg/ml deionised or 
distilled, sterilised water); and filter-sterilise each. 
Store the stock solutions in a refrigerator. 

4.  Add the appropriate amount of each antibiotic stock 
solution to Bottle B and mix well.

5.  Add the contents of Bottle A to Bottle B.
6.  Mix thoroughly using a magnetic stir plate and stir 

bar.
7.  Dispense 35 ml of molten NP-10 agar medium into 

each sterilised acrylic box (10 cm × 10 cm) or 25 ml 
into each 9 cm diameter Petri dish (40 plates/l of NP-
10 agar medium).

Storage

Store prepared acrylic boxes with NP-10 agar medium at 
4–10 °C in the dark for no more than 4 weeks.
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Figura 2. a Microesclerocios de Verticillium dahliae formada en anillos concéntricos en medio de agar NP-10 (sin au-
mento, fotografía cortesía de B. Brenner). b Microesclerocios de Verticillium dahliae en un papel secante (aumento 60×, 
fotografía cortesía de G. Hiddink).

a b

Figura 3. Estructuras típicas de Verticillium dahliae en semillas 
de espinaca. a Microesclerocios de V. dahliae (fotografía cor-
tesía de G. Hiddink). b Micelio y microesclerocios de V. dahliae 
(fotografía cortesía de L. du Toit). c Conidióforos de V. dahliae 
(fotografía cortesía de G.Hiddink). d Conidióforos y micelio de un 
Acremonium spp. (fotografía cortesía de G.Hiddink).

Figura 4. a Microesclerocios viables de Verticillium 
dahliae creciendo en papel secante versus,  
b Microesclerocios no viable en una semilla de 
espinaca, basado en la falta de microesclerocios 
formándose en el papel secante sumado a la falta 
de conidióforos observados en el pericarpio después 
de incubar las semillas en placa por 14 a 21 días 
(fotografías cortesía de E. Gilijamse).

a b

c d

a b
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Abb. 2. a Mikrosklerotien von Verticillium dahliae konzentrische Ringe bildend auf NP-10 Agar (keine Vergrößerung, Foto 
mit freundlicher Genehmigung von B. Brenner). b Mikrosklerotien von Verticillium dahliae auf Filterpapier (60× Ver-
größerung, Foto mit freundlicher Genehmigung von G. Hiddink).

a b

Abb. 3. Typische Verticillium dahliae Strukturen an Spinatsamen. 
a Mikrosklerotien von V. dahliae (Foto mit freundlicher 
Genehmigung von G. Hiddink). b Myzel und Mikrosklerotien 
von V. dahliae (Foto mit freundlicher Genehmigung von L. du 
Toit). c Konidienträger von V. dahliae (Foto mit freundlicher 
Genehmigung von G.Hiddink). d Konidienträger und Myzel 
von Acremonium spp. (Foto mit freundlicher Genehmigung von 
G.Hiddink).

Abb. 4. a Lebende Mikrosklerotien von Verticillium 
dahliae auf Filterpapier gebildet im Gegensatz zu, 
b nicht lebenden Mikrosklerotien an Spintasamen 
durch das Fehlen der Mikrosklerotienbildung auf dem 
Filtrpapier und dem Fehlen der Konidienträger am 
Perikarp nach Inkubation der ausgelegten Samen für 
14 bis 21 d (Fotos mit freundlicher Genehmigung von 
E. Gilijamse).

a b

c d

a b
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Figure 2. a Microsclérotes de Verticillium dahliae en cercles concentriques sur milieu NP-10 (sans grossissement, 
photographie avec l’autorisation de B. Brenner). b Microsclérotes de Verticillium dahliae sur buvard  (grossissement ×60, 
photographie avec l’autorisation de G. Hiddink).

a b

Figure 3. Structures typiques de Verticillium dahliae sur une 
semence d’épinard. a Microsclérote de V. dahliae (photographie 
avec l’autorisation de G. Hiddink). b Mycélium et microsclérote de 
V. dahliae (photographie avec l’autorisation de L. du Toit).  
c Conidiophores de V. dahliae (photographie avec l’autorisation 
de G. Hiddink). d Conidiophores et mycélium d’Acremonium spp. 
(photographie avec l’autorisation de G. Hiddink).

Figure 4. a Microsclérotes vivants de Verticillium 
dahliae poussant sur la face du buvard.  
b Microsclérotes non-viables sur une semence 
d’épinard, basé sur le manqué de microsclérotes 
formés sur le buvard plus le manque de 
conidiophores observés sur le péricarpe après une 
incubation des semences de 14 à 21 j (photographie 
avec l’autorisation de E. Gilijamse).

a b

c d

a b
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Figure 2. a Microsclerotia of Verticillium dahliae formed in concentric rings on NP-10 agar medium (no magnification, 
photograph courtesy of B. Brenner). b Microsclerotia of Verticillium dahliae on a blotter (60× magnification, photograph 
courtesy of G. Hiddink).

Figure 3. Typical Verticillium dahliae structures on spinach 
seed. a Microsclerotia of V. dahliae (photograph courtesy 
of G. Hiddink). b Mycelium and microsclerotia of V. dahliae 
(photograph courtesy of L. du Toit). c Conidiophores of V. 
dahliae (photograph courtesy of G.Hiddink). d Conidiophores 
and mycelium of an Acremonium spp. (photograph courtesy of 
G.Hiddink).

Figure 4. a Viable microsclerotia of Verticillium 
dahliae growing on a blotter versus, b non-viable 
microsclerotia on a spinach seed, based on the 
lack of microsclerotia forming on the blotter plus 
lack of conidiophores observed on the pericarp 
after incubating the plated seed for 14 to 21 d 
(photographs courtesy of E. Gilijamse).

a b

a b

c d

a b
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