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Informes de validación

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

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

Descargo de responsabilidad

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

Medidas de seguridad

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

Nota sobre el uso de traducciones

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

Publicado por
International Seed Testing Association (ISTA)
Zürichstr. 50, CH-8303 Bassersdorf, Suiza

© 2021 International Seed Testing Association (ISTA)

En línea ISSN 2310-3655

Todos los derechos reservados. Ninguna parte de esta publicación puede reproducirse, 
almacenarse en ningún sistema de recuperación de datos o trasmitirse de ninguna forma 
ni por ningún medio, ya sea electrónico, mecánico, fotocopiado, grabado o de otro modo, 
sin el permiso previo y  por escrito de ISTA.
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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)
Zürichstr. 50, 8303 Bassersdorf, Schweiz

© 2021 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.
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Études de validation

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

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

Limitation de responsabilité

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

Sécurité

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

Éditées par :
L’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)
Zürichstr. 50, 8303 Bassersdorf, Suisse

© 2021 par l’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

Titre de l’édition originale anglaise : International Rules for Seed Testing

Tous droits réservés. Aucune partie de cette publication ne peut être reproduite, stoc-
kée dans le système de récupération ou être transmise sous aucune forme ou par aucun 
moyen, électronique, mécanique, photocopiant, enregistrant ou autrement, sans permis-
sion antérieure par écrit de l’ISTA.

Remarque sur l’utilisation des traductions

La version électronique des règles inclue les versions en Anglais, en Français, en Allemand 
et en Espagnole. Pour toute question d’interprétation des règles, seule la version anglaise 
fait foi.

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

Effective 1 January 20217-004-2

Validation reports

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

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

Disclaimer

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

Safety precautions

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

Note on the use of the translations

The electronic version of the International Rules for Seed Testing includes the English, 
French, German and Spanish versions. If there are any questions on interpretation of the 
ISTA Rules, the English version is the definitive version.

Published by
The International Seed Testing Association (ISTA)
Zürichstr. 50, CH-8303 Bassersdorf, Switzerland

© 2021 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

All rights reserved. No part of this publication may be reproduced, stored in any retrieval 
system or transmitted in any form or by any means, electronic, mechanical, photocopying, 
recording or otherwise, without prior permission in writing from ISTA. 
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7‑004: Detección de Leptosphaeria maculans y 
Plenodomus biglobosus en semillas de Brassica spp.

Hospedante: Brassica spp.
Patógeno(s): Leptosphaeria maculans (Tode ex Fr.) Ces. 

& de Not (previamente Phoma lingam) o Plenodomus 
biglobosus (Shoemaker & H. Brun) (previamente 
Leptosphaeria biglobosa)

Autores: Orgeur, G.1, McEwan, M.2, Chamaille, A.1, An-
dro, C.1, Rolland, M.1, Politikou, L.3 and Grimault V.1

1 GEVES, rue Georges Morel, CS90021, 49071 Beau-
couzé, France

2 SASA, Roddinglaw Road, Edinburgh, EH12 9FJ, UK
3 ISHI-Veg, Hosted by: GEVES SNES, 25 rue Georges 

Morel, C.S. 90024, 49071 Beaucouze Cedex, France

Historial de revisiones

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

me de resultados: revisado
Versión 2.0, 2018-01-01: Métodos: revisado
Versión 2.1, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
Phoma lingam ya no es el nombre oficialmente aceptado 
para el agente causal del pie negro, el cancro del tallo y 
la pudrición seca en especies de Brassica y otras crucífe-
ras, los nombres del patógeno actualmente correctos son 
Leptosphaeria maculans (Tode ex Fr.) Ces. & de Not y 
Plenodomus biglobosus (Shoemaker & H. Brun) (anterior-
mente Leptosphaeria biglobosa).

Históricamente Leptosphaeria maculans ha coloniza-
do países como Polonia y Canadá central donde prevalece 
Plenodomus biglobosus, (Fit et al., 2008). Aislamientos 
de L. maculans son responsables del daño basal del tallo 
(cancro del cuello), mientras que P. biglobosus causa lesio-
nes de color marrón pálido con bordes oscuros en la parte 
superior del tallo (Dimalghani et al. 2009). La diferencia-
ción entre las dos especies de hongos se basó en criterios 
fitopatológicos y moleculares.

El método de referencia para la detección de P. lingam 
es la Regla ISTA 7-004 versión 1.1 (ISTA, 2014). Se co-
locaron las semillas sobre papel secante (Whatman N° 1 
o equivalente) que contenía ácido Diclorofenoxiacético 
2,4 (2,4-D) para evitar su germinación. Como el 2,4-D es 
tóxico su uso no se recomienda para el análisis de rutina. 
Durante el proyecto TESTA en 2015, con el objetivo de 

proponer una alternativa, fueron probados dos métodos: 
el método de congelamiento profundo (ISHI-VEG, ISF 
2011) y el método de agar malta (GEVES – Laboratorio 
SENES).

Los resultados de ambos métodos fueron comparados 
en una ensayo comparativo internacional entre diez labo-
ratorios, organizado por GEVES. En base a un ensayo rea-
lizado en un laboratorio se mostró un límite de detección 
de 0,1 % (sensibilidad analítica). Los otros criterios (con-
formidad / repetibilidad, concordancia / reproducibilidad, 
sensibilidad de diagnóstico, especificidad de diagnóstico 
y exactitud) se calcularon en base a los resultados de los 
diez laboratorios de la prueba comparativa. Se obtuvieron 
resultados similares utilizando los tres métodos. El método 
de congelamiento profundo mostro una mejor inhibición 
de la germinación de las semillas en comparación con 2,4-
D. Por lo tanto, en la versión 2.0 del método, el método del 
congelamiento profundo reemplaza al método de 2,4-D.

Se realizaron análisis de PCR y patogenicidad durante 
la prueba comparativa (Orgeur et al., 2015) para distin-
guir L. maculans de P. biglobosus. El conjunto de primers 
(Liu et al. y Plant Research International [PRI], Wagenin-
gen) que se utilizará debe elegirse utilizando un ensayo 
de validación interno por parte de los laboratorios. En los 
casos en donde la identificación morfológica de una co-
lonia sospechosa sea difícil, es conveniente la confirma-
ción mediante un análisis por PCR y de patogenicidad. Si 
el análisis por PCR resulta negativo, se lleva a cabo una 
prueba de patogenicidad en los cotiledones. La prueba de 
patogenicidad se puede realizar directamente después de la 
identificación de una colonia sospechosa.

Medidas de seguridad
Asegurarse de estar familiarizado con la información de 
riesgos y tomar las medidas de seguridad apropiadas, es-
pecialmente durante la preparación de medios de cultivo, 
uso de autoclave y peso de los reactivos. Se asume que este 
procedimiento es efectuado en un laboratorio de microbio-
logía por personal familiarizado con las Buenas Prácticas 
de Laboratorio, Buenas Prácticas de Microbiología y téc-
nicas asépticas. Eliminar todos los materiales de desecho 
en forma adecuada (ej.: autoclave, desinfección) y de 
acuerdo con las regulaciones de seguridad locales.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la determinación de 
Leptosphaeria spp. en semilla tratada. (Definición de tra-
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7‑004: Nachweis von Leptosphaeria maculans und 
Plenodomus biglobosus an Brassica spp.

Wirtspflanze: Brassica spp.
Krankheitserreger: Leptosphaeria maculans (Tode 

ex Fr.) Ces. & de Not (ehemals Phoma lingam) oder 
Plenodomus biglobosus (Shoemaker & H. Brun) (ehe-
mals Leptosphaeria biglobosa)

Autoren: Orgeur, G.1, McEwan, M.2, Chamaille, A.1, 
Andro, C.1, Rolland, M.1, Politikou, L.3 und Grimault V.1

1 GEVES, rue Georges Morel, CS90021, 49071 
Beaucouzé, France

2 SASA, Roddinglaw Road, Edinburgh, EH12 9FJ, UK
3 ISHI-Veg, Hosted by: GEVES SNES, 25 rue Georges 

Morel, C.S. 90024, 49071 Beaucouze Cedex, France

Revisionsstand

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

beitet; „Berichterstattung der Ergebnisse“ überarbeitet
Version 2.0 2018-01-01: Methodenrevision
Version 2.1, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Phoma lingam ist nicht mehr der offiziell akzeptier-
te Name des Verursachers der Wurzelhals- und Stän-
gelfäule an Brassica-Arten und anderen Kruziferen. 
Die gegenwärtig korrekte Pathogenbezeichnung lautet 
Leptosphaeria maculans (Tode ex Fr.) Ces. & de Not und 
Plenodomus biglobosus (Shoemaker & H. Brun) (ehemals 
Leptosphaeria biglobosa). 

Ursprünglich erfolgte das Auftreten von Leptosphaeria 
maculans in Ländern, wo Plenodomus biglobosus weit 
verbreitet ist, wie Polen und Zentral-Kanada (Fitt et al., 
2008). L. maculans Isolate sind verantwortlich für die Wur-
zelhalsfäule, wohingegen P. biglobosus schwach-braune 
Läsionen mit dunklem Rand am oberen Stängel verursacht 
(Dilmaghani et al., 2009). Die Unterscheidung zwischen 
beiden Pilzen basiert auf phytopathologischen und mole-
kularen Kriterien.  

Die Referenzmethode für den Nachweis von P. lingam 
ist die ISTA Methode 7-004 Version 1.1 (ISTA, 2014). 
Samen werden auf Filterpapier (Whatman No. 1 oder 
gleichwertig) ausgelegt, welches zur Verhinderung der 
Samenkeimung mit 2,4-Dichlorphenoxyessigsäure (2,4-
D) getränkt ist. Da 2,4-D giftig ist, wird eine Verwendung 

in Routineuntersuchungen nicht empfohlen. Mit dem Ziel 
eine Alternativmethode vorzuschlagen, wurden während 
des TESTA Projektes 2015 zwei Methoden getestet: die 
Gefriermethode (ISHI-Veg, ISF 2011) und die Malzagar-
methode (GEVES-SNES Labor). 

Die Ergebnisse beider Methoden wurden in einer von 
GEVES organisierten internationalen Vergleichsunter-
suchung mit zehn Laboren verglichen. Eine Nachweis-
grenze von 0,1 % (analytische Empfindlichkeit) konnte 
für die Untersuchung in einem Labor gezeigt werden. Die 
anderen Kriterien (Übereinstimmung/Wiederholbarkeit; 
Übereinstimmung/Vergleichbarkeit; Diagnosesensitivität, 
Diagnosespezifität und Präzision) wurden anhand der Er-
gebnisse aller zehn Labore der Vergleichsstudie ermittelt. 
Die Gefriermethode zeigt im Vergleich zu 2,4-D eine bes-
sere Verhinderung der Samenkeimung. Deswegen ersetzt 
in Version 2.0 der Methode die Gefriermethode 2,4-D.

PCR und Pathogenitätstests wurden während der Ver-
gleichsuntersuchung zur Unterscheidung von L. maculans 
und P. biglobosus durchgeführt (Orgeur et al., 2015). Das 
zu verwendende Primerpaar (Liu et al. und Plant Research 
International [PRI], Wageningen) wurde in einer inter-
nationalen Validierungsstudie in Laboren ausgewählt. In 
Fällen, wo eine morphologische Identifizierung der ge-
bildeten Kolonien schwierig ist, kann eine Bestätigung 
durch PCR-Bestimmung und Pathogenitätstest sinnvoll 
sein. Wird eine PCR durchgeführt und das PCR-Ergebnis 
ist negativ, wird ein Pathogenitätstest an Kotyledonen ge-
macht. Der Pathogenitätstest kann auch direkt nach einer 
Identifizierung gebildeter Kolonien erfolgen. 

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).

Effectives 1er janvier 2021
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7‑004 : Détection de Leptosphaeria maculans et 
Plenodomus biglobosus sur semences de Brassica spp. 

Hôte : Brassica spp.
Pathogène(s) : Leptosphaeria maculans (Tode ex Fr.) 

Ces. & de Not (précédemment Phoma lingam) ou 
Plenodomus biglobosus (Shoemaker & H. Brun) 
(précédemment Leptosphaeria biglobosa)

Auteurs : Orgeur, G.1, McEwan, M.2, Chamaille, A.1, 
Andro, C.1, Rolland, M.1, Politikou, L.3 and Grimault V.1

1 GEVES, rue Georges Morel, CS90021, 49071 
Beaucouzé, France

2 SASA, Roddinglaw Road, Edinburgh, EH12 9FJ, UK
3 ISHI-Veg, Hosted by: GEVES SNES, 25 rue Georges 

Morel, C.S. 90024, 49071 Beaucouze Cedex, France

Historique de la révision

Version 1.0, 2001-11-19
Revision 2001-11-19 : J. Sheppard, V. Cockerell
Réimpression 2003
Version 1.1 2008-01-01 : « Semences traitées » révisé ; 

« Indication des résultats » révisé
Version 2.0 2018-01-01 : Méthode révisée
Version 2.1, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » 

révisé

Historique
Phoma lingam n’est plus le nom officiellement accepté 
pour l’agent responsable du chancre et de la pourriture 
sèche du collet des espèces de Brassica et des autres cru-
cifères. Les noms actuellement corrects sont Leptosphae-
ria maculans (Tode ex Fr.) Ces. & de Not et Plenodomus 
biglobosus (Shoemaker & H. Brun) (précédemment Lep-
tosphaeria biglobosa). 

Leptosphaeria maculans a historiquement colonisé des 
pays où Plenodomus biglobosus était répandu, comme la 
Pologne et le centre du Canada (Fitt et al., 2008). Les iso-
lats de L. maculans sont responsables des symptômes sur 
la tige (chancre du collet), alors que P. biglobosus cause 
des lésions brun pâle avec un pourtour sombre sur la tige 
(Dilmaghani et al., 2009). La différentiation entre les deux 
espèces a été basée sur des critères de pathogenicité et 
moléculaires. 

La méthode de référence pour la détection de P. lin-
gam est la méthode ISTA 7-004 version 1.1 (ISTA, 2014). 
Les semences sont placées sur buvard (Whatman No. 1 ou  
équivalent) contenant du 2.4 Dichlorophenoxyacetic acid 
(2.4-D) pour empêcher la germination des semences. Le 

2.4-D étant toxique, son utilisation n’est pas recommendée 
en test de routine. Avec comme objectif de proposer une 
alternative, deux méthodes ont été testées dans le projet 
TESTA en 2015 : la congélation (ISHI-Veg, ISF 2011) et 
la méthode malt agar (GEVES-SNES). 

Les résultats des deux méthodes ont été comparés lors 
d’un essai interlaboratoires international organisé par le 
GEVES, entre 10 laboratoires. Une limite de detection à 
0,1 % (sensibilité analytique) a été démontrée par un test 
réalisé dans un laboratoire. Les autres critères (accor-
dance/répétabilité, concordance/reproductibilité, sensibi-
lité diagnostique, spécificité diagnostique et justesse) ont 
été calculés sur la base des résultats des 10 laboratoires 
dans le test comparatif. Avec la méthode de congelation, 
une meilleure inhibition de la germination des semences a 
été montrée par rapport au 2,4-D. De ce fait, dans la ver-
sion 2.0 de la méthode, la méthode de congélation rem-
place la méthode avec 2,4-D. 

Les tests de PCR et de pouvoir pathogène ont été réa-
lisés durant le test comparatif (Orgeur et al., 2015) pour 
différencier L. maculans de P. biglobosus. Les couples 
d’amorces (Liu et al. and Plant Research International 
[PRI], Wageningen) à utiliser doivent être choisis par une 
validation interne par les laboratoires. Dans les cas où une 
identification morphologique de la colonie suspecte est 
difficile, une confirmation par PCR et par pouvoir patho-
gène peut être utile. La PCR est réalisée et si la PCR est 
negative, un test de pouvoir pathogène est réalisé sur co-
tyledons. Le test de pouvoir pathogène peut être réalisé 
directement après identification d’une colonie suspecte. 

Mesures de sécurité
Assurez vous de connaître les risques et appliquez les 
mesures de sécurité appropriées, particulièrement lors de 
la preparation 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 
pratique de la microbiologie et aux techniques d’asepsie. 
Eliminez tous les déchets matériels d’une manière appro-
priée (autoclave, désinfection) et en conformité avec les 
régles locales d’hygiène, d’environnement et de sécurité.

Semences traitées
Cette methode n’a pas été validée pour la détection de Lep-
tosphaeria spp. sur semences traitées. (Définition du trai-
tement : tout processus, physique, biologique ou chimique, 
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7‑004: Detection of Leptosphaeria maculans and 
Plenodomus biglobosus in Brassica spp. seed

Host: Brassica spp.
Pathogen(s): Leptosphaeria maculans (Tode ex Fr.) Ces. 

& de Not (previously Phoma lingam) or Plenodomus 
biglobosus (Shoemaker & H. Brun) (previously 
Leptosphaeria biglobosa).

Authors: Orgeur, G.1, McEwan, M.2, Chamaille, A.1, 
Andro, C.1, Rolland, M.1, Politikou, L.3 and Grimault 
V.1

1 GEVES, rue Georges Morel, CS90021, 49071 
Beaucouzé, France

2 SASA, Roddinglaw Road, Edinburgh, EH12 9FJ, UK
3 ISHI-Veg, Hosted by: GEVES SNES, 25 rue Georges 

Morel, C.S. 90024, 49071 Beaucouze Cedex, France

Revision history

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

results revised
Version 2.0, 2018-01-01: Method revised
Version 2.1, 2021-01-01: Sample size revised

Background
Phoma lingam is no longer the officially accepted name 
for the causal agent of black leg, stem canker and dry 
rot in Brassica species and other crucifers, the currently 
correct pathogen names are Leptosphaeria maculans 
(Tode ex Fr.) Ces. & de Not and Plenodomus biglobosus 
(Shoemaker & H. Brun) (previously Leptosphaeria 
biglobosa). 

Leptosphaeria maculans has historically colonised 
countries where Plenodomus biglobosus is prevalent, 
such as Poland and central Canada (Fitt et al., 2008).  
L. maculans isolates are responsible for basal stem 
damage (crown canker), whereas P. biglobosus causes 
pale brown lesions with a dark margin on the upper stem 
(Dilmaghani et al., 2009). Differentiation between the 
two fungal species was based on phytopathology and 
molecular criteria. 

The reference method for the detection of P. lingam 
is the ISTA Rule 7-004 version 1.1 (ISTA, 2014). 
Seeds were placed on blotter paper (Whatman No. 1 or 

equivalent) containing 2.4 Dichlorophenoxyacetic acid 
(2.4-D) to prevent seed germination. As the 2.4-D is 
toxic its use is not recommended in routine tests. With 
the objective of proposing an alternative, two methods 
were tested during the TESTA project in 2015: the deep 
freezing method (ISHI-Veg, ISF 2011) and the malt agar 
method (GEVES-SNES laboratory) were tested. 

The results from both methods were compared in an 
international comparative test, between ten laboratories, 
organised by GEVES.  A 0.1 % limit of detection (analytical 
sensitivity) was shown based on a test performed in one 
laboratory. The other criteria (accordance/repeatability, 
concordance/reproducibility, diagnostic sensitivity, diag-
nostic specificity and accuracy) were calculated based 
on results of all ten laboratories in the comparative test. 
Similar results were obtained using all three methods. 
Using deep freezer method showed a better inhibition of 
seed germination compared to 2.4-D. Therefore in version 
2.0 of the method, the deep freezing method replaces the 
2.4-D method. 

PCR and pathogenicity testing were performed during 
the comparative test (Orgeur et al., 2015) to distinguish 
L. maculans from P. biglobosus. The primer set (Liu et 
al. and Plant Research International [PRI], Wageningen) 
to be used needs to be chosen using an internal validation 
test by laboratories. In cases where morphological 
identification of a suspect colony is difficult, a PCR 
confirmation and a pathogenicity test confirmation can be 
useful. The PCR is carried out, and if PCR is negative, 
a pathogenicity test is carried out on cotyledons. The 
pathogenicity test can be performed directly after 
identification of a suspect colony.

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 technique. 
Dispose of all waste materials in an appropriate way  
(e.g. autoclave, disinfect) and in accordance with local 
safety regulations.
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tamiento: cualquier proceso físico, químico o biológico al 
que es sometido un lote de semillas, incluyendo las semi-
llas recubiertas. Ver 7.2.3.)

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas ana-
lizadas) y de la sub-muestra a ser analizada, depende de 
la tolerancia estándar deseada (número máximo aceptable 
de semillas infestadas) y del límite de detección (número 
mínimo teórico de propágulos del patógeno que puede ser 
detectado por semilla). El tamaño mínimo de muestra debe 
ser 400 semillas.

Materiales
Material de referencia: cepa conocida de Leptosphaeria 

maculans o Plenodomus biglobosus o material de refe-
rencia estandarizado

Papel secante: papel de filtro, ej. Whatman N° 1 o equi-
valente; agar malta (PCC): placas de Petri (de 90 mm 
de diámetro) o cajas plásticas con tapa (ej. 20 cm × 
14 cm); freezer a –20 ±2 °C; incubadora a 20 ±2 °C, 
equipada con lámparas de luz ultravioleta-cercano 
(NUV); estereomicroscopio.

Agar malta (PCC): placas de Petri de 90 mm; incubado-
ra a 20 ±2 °C; estereomicroscopio.

Métodos
1.  Papel secante:
1.1  Siembra de semillas: Poner 3 piezas de papel de filtro 

estéril (Whatman N° 1 o equivalente) en cada placa de 
Petri y agregar 5 ml de agua estéril. Drenar el exceso 
de agua y sembrar 25 semillas en cada placa o alterna-
tivamente 100 semillas en cada caja plástica.

1.2  Pretratamiento: Ninguno.
1.3  Incubación:
  1.3.1 Incubar durante 24 h a 20 °C ±2 °C al resguardo 

de la luz.
  1.3.2 Transferir las placas al congelador y mantener 

durante 24 h a –20 °C.
  1.3.3 Después del congelamiento, incubar por 14 d a 

20 ±2 °C con períodos alternados de 12 h de oscuridad 
y luz NUV.

1.4  Evaluación: Después de 11 d, observar con aumento de 
25× el desarrollo de micelio blanco plata y primordios 
de picnidios de Leptosphaeria en la semilla y en el sus-
trato. Después de 14 d, realizar una segunda evaluación 
para observar picnidios en la semilla y en el papel de 

filtro cerca de las semillas sospechadas. Los picnidios 
son relativamente grandes, cerca de 250 µm, con papi-
la, a veces desarrollada como un cuello (Fig. 1a, b) y 
a menudo tienen un exudado púrpura (amatista). Si la 
semilla está cubierta por micelio se recomienda utili-
zar una aguja botánica estéril u otro instrumento para 
exponer la semilla y buscar los picnidios secretores tí-
picos. También se presenta en las semillas de Brassica, 
un saprófito oportunista, Phoma herbarum que presen-
ta picnidios más pequeños formados superficialmen-
te en la cubierta seminal (Fig. 1c), no papilados, con 
exudado blanco amarillento o rosado, pero no púrpura 
(amatista). Otro hongo, Stemphyllium sp. produce pe-
ritecio sobre el papel de filtro y puede ser confundido 
con picnidios de Leptosphaeria. Se registran como in-
fectadas las semillas en las cuales se han desarrolla-
do picnidios de Leptosphaeria. Los resultados pueden 
registrarse como porcentaje de semillas infectadas por 
Leptosphaeria spp.

2.  Agar malta:
2.1  Siembra de semillas: Colocar asépticamente 10 semi-

llas por placa de agar malta.
2.2  Pretratamiento: Ninguno.
2.3  Incubación: Incubar por 7 d a 20 ±2 °C con 24 h en 

resguardo de la luz.
2.4  Evaluación: Después 7 d observar con aumento de 

25× si hay micelio de color marrón blanco plateado 
de Leptosphaeria, en el sustrato, (Fig. 2). Examinar en 
la semilla infectada y en el medio, picnidios que son 
relativamente grandes, cerca de 250 µm, con papila, 
a veces desarrollada como un cuello. También se pre-
senta en las semillas de Brassica, un saprófito opor-
tunista, Phoma herbarum, que presenta picnidios más 
pequeños formados superficialmente en la cubierta se-
minal, no papilados con exudado blanco amarillento o 
rosado, pero no púrpura (amatista). Se registran como 
semilla infectadas en las cuales se han desarrollado el 
típico micelio con o sin picnidios de Leptosphaeria. La 
evaluación puede posponerse hasta 11 d si la detección 
no puede concluirse sólo por la presencia del micelio 
típico. Si la semilla está cubierta por micelio o los pic-
nidios están dentro del medio, se recomienda utilizar 
una aguja botánica estéril u otro instrumento estéril 
para exponer la semilla y buscar picnidios secretores 
típicos. También es opcional examinar las placas sobre 
una mesa de luz, lo que facilita la localización de pic-
nidios sospechosos.

  A diferencia de la opción 1 (análisis en papel de fil-
tro), Stemphylium sp. produce peritecios y conidios en 
agar malta y no puede ser confundido con picnidios 
de Leptosphaeria spp. Se registran como porcentaje de 
semillas infectadas las semillas en las cuales se han de-
sarrollado micelio y/o picnidios de Leptosphaeria.
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Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung von 
Leptosphaeria spp. an behandeltem (gebeiztem) Saatgut. 
(Definition Behandlung: Jegliches Verfahren, physikali-
scher, biologischer oder chemischer Natur, dem eine Saat-
gutpartie unterzogen wird, einschließlich Saatgutumhül-
lungen. ISTA Rules 7.2.3.)

Probengröße
Die Größe der zu prüfenden Probe (Gesamtzahl der ge-
prüften Samen) und der Umfang der Teilprobe hängen von 
der gewünschten Toleranznorm (maximal akzeptabler Pro-
zentsatz der befallenen Samen) und der Nachweisgrenze 
(theoretische Mindestzahl von infektiösen Einheiten pro 
Samen, die nachgewiesen werden können) ab. Die Min-
destprobengröße sollte 400 Samen betragen.

Material
Referenzmaterial: Bekanntes Isolat von Leptosphaeria 

maculans, oder Plenodomus biglobosus oder standar-
disiertes Referenzmaterial

Filterpapier: z. B. Whatman No. 1 oder gleichwertig; 
Petrischalen (Durchmesser 90 mm) oder Plastikbo-
xen mit Deckel (z. B. 20 cm × 14 cm); Gefrierschrank 
–20 ±2 ºC; Inkubator 20 ±2 ºC mit Ultraviolett-nahem 
Licht (NUV); Stereomikroskop

Malzagar (KKP): Petrischalen Durchmesser 90 mm; In-
kubator: 20 ±2 ºC; Stereomikroskop

Methoden
1.  Filterpapier
1.1  Auslegen der Samen: Jeweils 3 Filterpapiere (What-

man No. 1 oder Vergleichbares) in jede Petrischale 
legen und 5 ml sterilisiertes Wasser zugeben. Über-
schüssiges Wasser abgießen und 25 Samen auf jeder 
Petrischale auslegen oder alternativ 100 Samen in jede 
Plastikbox.

1.2  Vorbehandlung: Keine.
1.3  Inkubation: 
 1.3.1 Inkubation für 24 h bei 20 ±2 ºC in Dunkelheit. 
 1.3.2 Überführen der Schalen in den Gefrierschrank 

und Inkubation bei –20 ±2 ºC für 24 h.
 1.3.3 Nach dem Einfrieren, Inkubation für 14 d bei 

20 ±2 ºC mit einem Rhythmus von 12 h Dunkelheit 
und 12 h NUV-Licht.

1.4  Auswertung: Nach 11 Tagen die Körner bei 25-facher 
Vergrößerung auf das Vorhandensein eines silbrig-wei-
ßen, locker wachsenden Myzels bzw. auf Pyknidi-
en-Anlagen von Leptosphaeria auf den Samen oder 
dem Substrat untersuchen. Nach 14 Tagen eine zwei-

te Untersuchung auf Pyknidien an den Körnern oder 
am Filterpapier unmittelbar an möglichen infizierten 
Samen durchführen. Die Pyknidien sind relativ groß 
(etwa 250 μm) und besitzen eine Papille, die bisweilen 
halsförmig sein kann (Abb. 1a, b) und haben oft ein 
purpurfarbenes (Amethyst-farben) Exsudat. Wenn der 
Samen mit Myzel überdeckt ist, wird empfohlen mit 
einer sterilen Nadel/Lanzettnadel oder einem anderen 
sterilem Hilfsmittel den Samen freizulegen und nach 
typischen absondernden Pyknidien zu sehen. 

 Der ubiquitäre Saprophyt Phoma herbarum kommt 
ebenfalls an Brassica-Saatgut vor (Abb. 4), hat aber 
kleinere Pyknidien oberflächlich auf den Samen aus-
gebildet (Abb. 1c) ohne Papille und bildet gelbe 
oder pink-farbene Exsudate aber nie purpur-farben 
(Amethyst-farben). Ein weiterer Pilz, Stemphylium sp. 
bildet Perithecien auf dem Filterpapier und kann mit 
Pyknidien von Leptosphaeria verwechselt werden. 
Samen mit Pyknidien von Leptosphaeria spp. werden 
als infiziert gewertet. Das Ergebnis wird als Prozent 
Leptosphaeria spp. infizierter Samen berichtet.

2.  Malzagar
2.1  Auslegen der Samen: Steriles Auslegen von 10 Samen 

je Malzagarplatte. 
2.2. Vorbehandlung: keine.
2.3. Inkubation: für 7 d bei 20 ±2 ºC mit 24 h Dunkelheit.
2.4 Auswertung: Nach 7 Tagen wird bei 25-facher Ver-

größerung das Auftreten eines silber-braunen weißen 
Myzel von Leptosphaeria auf dem Substrat untersucht 
(Abb. 2). Untersuchung von Pyknidien an infizierten 
Samen und auf dem Medium: Die Pyknidien sind 
relativ groß, ungefähr 250 μm, besitzen eine Papil-
le und sind bisweilen halsförmig. Der an Rapssamen 
häufig auftretende Saprophyt Phoma herbarum bildet 
auf der Samenhülle oberflächlich kleinere Pyknidien 
ohne Papille, mit gelbem oder pink-farbenem Exu-
dat aber nie purpur-farben (Amethyst-farben). Samen 
mit typischem Myzel mit oder ohne Pyknidien von 
Leptosphaeria werden als infiziert gewertet. Die Un-
tersuchung kann um bis zu 11 Tage verlängert werden, 
wenn der Nachweis nur wegen eines alleinigen Auf-
tretens von Myzel nicht abgeschlossen werden kann. 
Wenn die Samen mit Myzel bedeckt sind oder die Py-
knidien in das Medium wachsen, wird empfohlen mit 
einer sterilen Nadel/Lanzettnadel oder einem anderen 
sterilem Hilfsmittel den Samen freizulegen und nach 
typischen absondernden Pyknidien zu sehen. Es ist 
ebenfalls möglich, die Petrischalen auf einem Leucht-
tisch zu untersuchen, der die Lokalisierung möglicher 
Pyknidien vereinfacht.

 Anders als bei Option 1 (Filterpapier-Test) bildet 
Stemphylium sp. Perithecien und Konidien auf Malza-
gar und kann nicht mit Pyknidien von Leptosphaeria 
spp.verwechselt werden. Samen, an denen sich Myzel 
und/oder Pyknidien von Leptosphaeria spp. gebildet 
haben, werden als Prozent infizierter Samen berichtet. 
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auquel un lot de semences est soumis, y compris les enro-
bages de semences Voir 7.2.3).

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences tes-
tées) et la taille des sous-échantillons à tester dépendent 
de la tolérance standard désirée (nombre maximum accep-
table de semences infestées) et de la limite de détection 
(nombre minimum théorique de propagules de l’agent 
pathogène par semence pouvant être détectées). La taille 
minimum de l’échantillon devrait être de 400 semences.

Matériel
Matériel de référence: souche connue de Leptosphaeria 

maculans, ou  Plenodomus biglobosus ou matériel de 
référence standardisé

Buvard: papier filtre, p. ex. Whatman no 1 ou équi-
valent ; malt agar (CCP) ; boite de Petri (di-
amètre 90 mm) ou boite plastique avec cou-
vercle (ex : 20 cm × 14 cm) ; congélateur  
–20 ±2ºC ; étuve 20 ±2ºC avec une une lumière 
proche-ultraviolette (NUV) ; loupe binoculaire

Malt agar (CCP): boite de Petri diamètre 90 mm ; étuve 
20 ±2ºC ; loupe binoculaire

Méthodes
1.  Buvard : 
1.1  Ensemencement des semences : Placer trois feuilles de 

papier filtre stérilisées (Whatman no 1 ou équivalent) 
dans chaque boite de Petri et ajouter 5 ml d’eau stérile. 
Eliminer l’excès d’eau et placer 25 semences dans 
chaque boite ou de façon alternative 100 semences 
dans chaque boite platique.

1.2  Prétraitement : Aucun.
1.3  Incubation :
 1.3.1 Incuber 24 h à 20 ±2 ºC à l’obscurité. 
 1.3.2 Transférer les boites au congélateur et maintenir  
 à –20 ±2 ºC pendant 24 h.
 1.3.3 Après congelation, incuber 14 j à 20 ±2 ºC avec 
 une alternance de périodes de 12 h d’obscurité et 
NUV.
1.4  Observation : Après 11 j, observer au grossissement 

×25 le mycelium duveteux de couleur blanche 
argenté et la formation des premières pycnides de 
Leptosphaeria sur les semences et le substrat. Après 
14 j, faire une seconde observation de la présnce des 
pycnides sur les semences et le buvard à proximité des 
semences suspectes. Les pycnides sont relativement 
larges, environ 250 µm, caractérisées par la présence 
de papilles (Figures 1 a, b), pouvant être allongées et 
présentant souvent des éxudats pourpres (amethyst). 

Dans le cas où les semences sont recouvertes de 
mycelium, il est recommandé d’utiliser une aiguille 
stérile ou tout autre outil stérile afin de déplacer 
les semences et rechercher la présence de pycnides 
sécrétrices typiques. 

  La presence du saprophyte Phoma herbarum est 
assez répandu sur les semences de brassicae, mais ces 
pycnides sont plus petites, présentes superficiellement 
sur les téguments des semences (Figure 1c), sans 
papille, présentant des exudats blanc jaunâtre voir rosés 
mais pas pourpre (amethyst). Un autre champignon, 
Stemphylium sp. produit des perithèces sur buvard 
qui peuvent être confondues avec des pycnides 
typiques produitent par Leptosphaeria. Les semences 
caractérisées par la presence de pycnides typiques de 
Leptosphaeria spp. sont considérées comme semences 
contaminées. Les résultats peuvent être répertoriés en 
pourcentage de semences infectées par Leptosphaeria 
spp.

2.  Malt agar :
2.1  Ensemencement des semences : Placer aseptiquement 

10 semences par boite de malt agar.
2.2 Prétraitement : Aucun.
2.3  Incubation : Incuber 7 j à 20 ±2 ºC à l’obscurité. 
2.4  Observation : Après 7 j, observer au grossissement 

×25 la présence de mycelium duveteux de couleur 
blanche argenté tirant sur le brun claire et la formation 
des premières pycnides de Leptosphaeria sur le mileu 
(Figure 2). Observation des pycnides typiques sur les 
semences contaminées et sur le mileu : les pycnides 
sont relativement larges, environ 250 µm, caractérisé 
par la présence de papilles, pouvant être allongées. 
La presence du saprophyte Phoma herbarum est 
assez répandu sur les semences de brassicae, mais ces 
pycnides sont plus petites, présentes superficiellement 
sur les téguments des semences, sans papille, 
présentant des exudats blanc jaunâtre voir rosés mais 
pas pourpre (amethyst). Les semences caractérisées 
par la présence de mycélium typique avec ou sans 
la présence de pycnides de Leptosphaeria spp. sont 
considérées comme semences contaminées. Les 
observations peuvent être prolongées jusqu’à 11 j si 
la détection ne peut être conclue uniquement par la 
présence du mycelium typique. Dans le cas où les 
semences sont recouvertes de mycelium ou si les 
pycnides se sont développées à l’intéreiur de la gélose, 
il est recommandé d’utiliser une aiguille stérile ou 
tout autre outil stérile afin de déplacer les semences 
et rechercher la presence de pycnides typiques. Il est 
aussi recommandé d’observer les boîtes à la lumière 
sur une table claire facilitant la localisation des 
pycnides suspectes. 

  Contrairement à l’option 1 (essai sur buvards) 
la production de périthèces et de conidies par le 
Stemphylium sp. ne peuvent être confondues avec 
les pycnides typiques de Leptosphaeria spp. Les 
semences caractérisées par la présence de mycelium 
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Treated seed
This method has not been validated for the detection 
of Leptosphaeria spp. on treated seed. (Definition of 
treatment: any process, physical, biological or chemical, 
to which a seed lot is subjected, including seed coatings. 
ISTA Rules 7.2.3.)

Sample size
The sample (total number of seeds tested) and subsample 
size to be tested depend on the desired tolerance standard 
(maximum acceptable number of seeds infested) and 
detection limit (theoretical minimum number of pathogen 
propagules per seed which can be detected). The minimum 
sample size should be 400 seeds. 

Materials
Reference material: known strain of Leptosphaeria 

maculans, or Plenodomus biglobosus or standardised 
reference material

Blotter: filter paper, e.g. Whatman No. 1 or equivalent; 
malt agar (CCP); Petri dish (diameter of 90 mm) or 
plastic box with lid (e.g. 20 cm × 14 cm); freezer  
–20 ±2 °C; incubator 20 ±2 °C with near-ultraviolet 
light (NUV); stereo-microscope

Malt agar (CCP): Petri dish diameter of 90 mm; 
incubator 20 ±2 °C; stereo-microscope

Methods
1.  Blotter: 
1.1  Plating of seeds: Place three pieces of sterilised filter 

paper (Whatman No. 1 or equivalent) in each Petri dish 
and add 5 ml of sterilised water. Pour off the excess 
and place 25 seeds on each plate or alternatively 100 
seeds in each plastic box.

1.2  Pretreatment: None.
1.3  Incubation:
  1.3.1 Incubate for 24 h at 20 ±2 °C in darkness. 
  1.3.2 Transfer dishes to freezer and maintain at 

–20 ±2 °C for 24 h.
  1.3.3 After freezing, incubate for 14 d at 20 ±2 °C 

with alternating 12 h periods of darkness and NUV 
light.

1.4  Examination: After 11 d, examine at ×25 magnification 
for loose growing silver white mycelium and 
pycnidial primordia of Leptosphaeria on the seed 

and substrate. After 14 d, make a second examination 
for pycnidia on seeds and on the filter paper close to 
suspected seeds. Pycnidia are relatively large, about 
250 μm, with papilla, sometimes developed as a 
neck (Figs 1a, b) and often have purple (amethyst) 
exudate. If the seed is covered with mycelium it is 
recommended to use a sterile botanical needle or any 
other sterile device to expose the seed and look for 
typical secreting pycnidia. 

  The ubiquitous saprophyte Phoma herbarum occurs 
also on Brassica seed, but has smaller pycnidia formed 
superficially on the seed coat (Fig 1c), not papillate, 
with white yellow or pink but not purple (amethyst) 
exudates. Another fungus, Stemphylium sp. produces 
perithecia on blotter and can be confused with pycnidia 
of Leptosphaeria. Seeds from which pycnidia of 
Leptosphaeria spp. have developed are recorded as 
infected. Results can be recorded as percentage of 
seeds infected by Leptosphaeria spp.

2.  Malt agar:
2.1  Plating of seeds: Aseptically place 10 seeds per malt 

agar plate.
2.2  Pretreatment: None.
2.3  Incubation: Incubate for 7 d at 20 ±2 °C with 24 h 

darkness.
2.4  Examination: After 7 d examine at ×25 magnification 

for loose growing silver brownish white mycelium of 
Leptosphaeria on substrate (Fig 2). Examination for 
pycnidia on infected seeds and on media: pycnidia are 
relatively large, about 250 μm, with papilla, sometimes 
developed as a neck. The ubiquitous saprophyte 
Phoma herbarum occurs also on Brassica seed, but 
has smaller pycnidia formed superficially on the seed 
coat, not papillate, with white yellow or pink but not 
purple (amethyst) exudate. Seeds on which typical 
mycelium with or without pycnidia of Leptosphaeria 
have developed are recorded as infected. Examination 
can be postponed up to 11 d if detection cannot be 
concluded only by the presence of typical mycelium. 
If the seed is covered with mycelium or if the pycnidia 
is inside the media it is recommended to use a sterile 
botanical needle or any other sterile device to expose 
the seed and look for typical secreting pycnidia. It is 
also optional to examine the plates on a light table, 
making it easier to locate suspected pycnidia. 

  Unlike option 1 (the blotter test) Stemphylium sp. 
produces perithecia and conidia on malt agar and 
cannot be confused with pycnidia of Leptosphaeria 
spp. Seeds from which mycelium and/or pycnidia of 
Leptosphaeria spp. have developed can be recorded 
as percentage of seeds infected. 

StickyNote
Rules changes for 2021 _ Method 7-004Increasing harmonisation for sample size with other methods to detect fungi. Proposal approved and supported by Seed Health Committee.
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Visión general de los métodos

Papel secante Agar malta
Medio Papel de filtro ej. Whatman 

N° 1 o equivalente
Agar malta (PCC)

Placas Se recomienda una densidad 
de siembra de 25 semillas 
por placa, en placas de Petri 
de 90 mm (40 placas por 
muestra). Alternativamen-
te, se puede colocar una 
sub-muestra de 100 semillas 
en un papel de filtro de 20 cm 
× 14 cm con agua destilada 
en una caja de plástico limpia 
con tapa de tamaño similar.

Se recomienda 
una densidad de 
siembra de 10 
semillas por placa, 
placas de Petri de 
90 mm (100 placas 
por muestra).

Incuba-
dora

Rango de operación 
20 ±2 ºC. Para estimular la 
esporulación se recomienda 
durante la incubación alternar 
periodos de oscuridad de 
12 h y luz ultravioleta-cerca-
no (NUV). La fuente de luz 
recomendada es lámpara 
fluorescente negra (pico a 
360 nm).

Rango de ope-
ración 20 ±2 ºC. 
Para estimular la 
esporulación, se 
recomiendan 24 h 
de oscuridad.

Conge-
lador

Rango de operación 
–20 ±2 ºC.

Rango de opera-
ción –20 ±2 ºC.

Métodos generales
Chequeo de tolerancias: Las tolerancias proporcionan 

un medio para evaluar si la variación en los resultados 
dentro de los análisis o entre ellos, es lo suficientemen-
te amplia como para suscitar dudas sobre la exactitud 
de los resultados. Las tolerancias adecuadas, que pue-
den aplicarse directamente a la mayoría de los análisis 
de sanidad de semilla, pueden encontrarse en la Tabla 
5B del Capítulo 5 de las Reglas ISTA o en la Tabla G1 
en Miles (1963).

Informe de resultados: El resultado de un análisis de sa-
nidad de semilla debe indicar, el nombre científico del 
patógeno detectado y el método de análisis utilizado y 
y el número de semillas analizadas. Cuando se informa 
en un Certificado ISTA, los resultados se ingresan bajo 
‘Otras determinaciones’.

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

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

Aseguramiento de calidad
Puntos críticos de control (PCC)

La procedencia de la malta puede influir en los resultados. 
El nivel de nutrientes disponibles puede variar de un fa-
bricante a otro. Cuando se usa un nuevo lote de malta, se 
debe verificar la calidad usando un lote de referencia con 
un nivel de infección conocido o un aislamiento de refe-
rencia y la sostenibilidad del aislamiento medido. Poner 
especial atención a las características de crecimiento de los 
aislamientos de referencia.

Medios y soluciones
Agar malta
Componentes Cantidad/1000 ml 

de agua destilada/
desionizada

Cantidad/500 ml 
de agua 
destilada/
desionizada

Malta (PCC) 10 g 5 g
Agar 17 g 8,5 g
Sulfato de estreptomi-
cina (agregar después 
de esterilizar)

 0,05 g 0,025

Preparación
1. Pesar los reactivos en un recipiente apto para 

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

destilada
3. Disolver por agitación los reactivos en agua 

desionizada/destilada
4. Colocar en autoclave a 15 psi y 121 °C durante 

15 min.
5. Dejar enfriar el agar hasta 50 °C aproximadamente 

y agregar sulfato de estreptomicina disuelto en agua 
estéril.

6. Verter 20 ml de agar malta en placa de Petri de 9 cm y 
dejar solidificar antes de usar.

Almacenaje
Las placas pueden almacenarse hasta 2 meses a 5 °C.

Referencias
Dilmaghani, A., Balesdent, M. H., Didier, J. P., Wu, C., 

Davey, J., Barbetti, M. J., Hua, L., Moreno-Rico, O., 
Phillips, D., Despeghel, J. P., Vincenot, L., Gouta, L. 
and Rouxel, T. (2009). The Leptosphaeria maculans–
Leptosphaeria biglobosa species complex in the 
American continent. Plant Pathology, 58, 1044–1058. 
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Überblick über die Methode

Filterpapier Malzagar
Medium Filterpapier, z.B. Whatman 

No. 1 oder gleichwertig.
Malzagar (KKP)

Petrischa-
len

Wenn die Anzahl an 
Samen je Petrischale mit 
25 angegeben ist, sind 
Petrischalen mit 90 mm 
Durchmesser empfohlen 
(40 Petrischalen je Probe). 
Alternativ können Teilpro-
ben von 100 Samen auf, 
mit destilliertem Wasser 
angefeuchtetem Filterpa-
pier (20 cm × 14 cm) in 
einer sauberen, der Größe 
entsprechenden Plastik-
box mit Deckel ausgelegt 
werden.

Wenn die Anzahl 
an Samen je 
Petrischale mit 10 
angegeben ist, 
sind Petrischalen 
mit 90 mm Durch-
messer empfohlen 
(100 Petrischalen 
je Probe).

Inkubator Temperaturbereich 
20 ±2 ºC. Um die Sporu-
lation zu fördern, wird 
ein Wechsel zwischen 
12 h Dunkelheit und 12 h 
NUV-Licht während der 
Kultivierung empfohlen. Es 
sollte eine Schwarzlicht-
lampe (360 nm) verwendet 
werden.

Temperaturbereich 
20 ±2 ºC. Um die 
Sporulation zu sti-
mulieren, werden 
24 h Dunkelheit 
empfohlen. 

Gefrier-
schrank

Temperaturbereich 
–20 ±2 ºC.

Temperaturbereich 
–20 ±2 ºC.

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 an-
gewendet werden kann, findet sich in Tabelle 5B der 
ISTA-Vorschriften oder in Tabelle G1 in Miles (1963).

Berichterstattung der Ergebnisse: Der Ergebnisbe-
richt einer Gesundheitsprüfung von Saatgut muss den 
wissenschaftlichen Name des Krankheitserregers, die 
verwendete Methode und die Anzahl untersuchter 
Samen enthalten. Bei Berichterstattung auf einem IS-
TA-Bericht sind die Ergebnisse unter ‚Weitere Unter-
suchungsergebnisse‘ einzutragen.
 m Falle eines negativen Ergebnisses (Krankheitserre-
ger nicht nachgewiesen), müssen die Ergebnisse als 
„nicht nachgewiesen“ berichtet werden.
 Im Falle eines positiven Ergebnisses muss auf dem 
Prüfbericht der Prozenzsatz infizierter Samen angege-
ben werden.

Qualitätssicherung
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Die Herkunft des Malzagars kann die Ergebnisse beein-
flussen. Der Gehalt an Inhaltstoffen kann von Lieferant zu 
Lieferant schwanken. Wann immer eine neue Charge von 
Malzagar verwendet wird, muss eine Qualitätskontrolle 
bei Nutzung von Referenzmaterial mit bekanntem Infek-
tionsgrad oder eines Referenzisolates durch Bestimmung 
der Isolatvitalität gemacht werden. Besonderes Augen-
merk ist auf die Wachstumsmerkmale des Referenzisolates 
zu legen.

Medien und Lösungen
Malzagar
Komponente g/1000 ml 

deionisiertem/
destilliertem 
Wasser

g/500 ml 
deionisiertem/
destilliertem 
Wasser

Malz (KKP) 10 5
Agar 17  8,5
Streptomycinsulfat 
(Zugabe nach dem 
Autoklavieren)

 0,05 0,025

Herstellung

1.  Abwiegen der Komponenten in ein autoklavierbares 
Gefäß.

2.  1000 ml (oder 500 ml) destilliertes/deionisiertes Was-
ser zufügen.

3.  Malz-Agar durch Rühren in destilliertem/deionisier-
tem Wasser suspendieren.

4.  Bei 15 psi und 121 °C für 15 min autoklavieren.
5.  Agar auf ungefähr 50 °C abkühlen lassen und das in 

sterilem Wasser gelöste Streptomycinsulfat zugeben.
6.  Jeweils 20 ml Malzgar in 9 cm Petrischalen füllen und 

fest werden lassen.

Lagerung

Fertige Platten können für 2 Monate bei 5 °C gelagert 
werden.

Literaturquellen
Dilmaghani, A., Balesdent, M. H., Didier, J. P., Wu, C., 

Davey, J., Barbetti, M. J., Hua, L., Moreno-Rico, O., 
Phillips, D., Despeghel, J. P., Vincenot, L., Gouta, L. 
and Rouxel, T. (2009). The Leptosphaeria maculans–
Leptosphaeria biglobosa species complex in the 
American continent. Plant Pathology, 58, 1044–1058. 
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et/ou de pycnides typiques de Leptosphaeria spp. 
peuvent être répertoriées en pourcentage de semences 
infectées. 

Vue d’ensemble de la méthode

Buvard Malt agar
Milieu Buvards (papier filtre), e.g. 

Whatman No 1 ou équivalent.
Malt agar (CCP)

Boites Densité de 25 semences par 
boite, des boites de Petri 
90 mm sont recommendées 
(40 boites par échantillon). 
Par ailleurs, des sous échan-
tillons de 100 semences 
peuvent être placés dans 
des boites avec couvercle 
propres de 20 cm × 14 cm 
avec buvard et eau distillée 
stérile.

Densité de 10 se-
mences par boite, 
des boites de 
Petri 90 mm sont 
recommendées 
(100 boites par 
échantillon).

Etuve Fonctionnant à 20 ±2 ºC. 
Des périodes d’alternance 
de 12 h de nuit et 
proche ultraviolet (NUV) 
pendant l’incubation sont 
recommandées pour stimuler 
la sporulation. La source 
recommendée est des tubes 
fluorescents de lumière noire 
(pic à 360 nm).

Fonctionnant 
à 20 ±2 ºC. 
Pour stimuler la 
sporulation, 24 h 
d’obscurité est 
recommendé.

Con-
gélateur

Fonctionnant à –20 ±2 ºC. Fonctionnant à 
–20 ±2 ºC.

Méthodes générales
Vérification des tolérances : Les tolérances fournissent 

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

Indication des résultats : Le résultat d’un test de qua-
lité sanitaire devrait indiquer le nom scientifique du 
pathogène et la méthode utilisée ainsi que le nombre 
de semences testées. Dans le cas d’un Certificat ISTA, 
les résultats sont notés sous « Autres déterminations ».
 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
Points critiques de contrôle (CCP)

La source de malt peut influencer les résultats. Le niveau 
de nutriments disponibles peut varier d’un fabriquant à 
l’autre. Quand un nouveau lot de malt est utilisé, la vérifi-
cation de sa qualité doit être réalisée en utilisant un lot de 
référence avec un niveau d’infection connu ou un isolat 
de référence et le maintien, la stabilité et la croissance de 
l’isolat doit être mesurée. Porter une attention particulière 
aux caractéristiques de croissance des isolats de référence..

Milieux et solutions
Malt agar
Ingrédients g/1000 ml 

d’eau distillée/
désionisée

g/500 ml 
d’eau distillée/
désionisée

Malt (CCP) 10 5
Agar 17 8,5
Sulfate de streptomy-
cine (ajouter après 
stérilisation)

 0,05 0,025

Préparation

1.  Peser tous les ingrédients dans un récipient adapté 
autoclavable.

2.  Ajouter 1000 (ou 500) ml d’eau distillée/désionisée.
3.  Dissoudre les ingrédients dans l’eau distillée/

désionisée en mélangeant.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 mn.
5.  Laisser l’agar refroidir jusqu’à une température 

d’environ 50 °C et ajouter la sulfate de streptomycine 
dissoute dans l’eau stérile.

6.  Couler les boîtes (20 ml par boïte de Petri de 9 cm de 
diamètre) et laisser solidifier avant usage

Stockage

Les boites peuvent être stockées 2 mois à 5 °C.

Références
Dilmaghani, A., Balesdent, M. H., Didier, J. P., Wu, C., 

Davey, J., Barbetti, M. J., Hua, L., Moreno-Rico, O., 
Phillips, D., Despeghel, J. P., Vincenot, L., Gouta, L. 
and Rouxel, T. (2009). The Leptosphaeria maculans–
Leptosphaeria biglobosa species complex in the 
American continent. Plant Pathology, 58, 1044–1058. 
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Overview of methods

Blotter paper Malt agar
Media Blotters (filter paper), 

e.g. Whatman No. 1 or 
equivalent.

Malt agar (CCP)

Plates Sowing density of 25 seeds 
per plate, 90 mm Petri 
dishes are recommended 
(40 plates per sample). 
Alternatively, sub sample of 
100 seeds can be placed in 
one 20 cm × 14 cm sized 
blotter with distilled water in 
a clean similar sized plastic 
box with lid.

Sowing density of 
10 seeds per plate, 
90 mm Petri dishes 
are recommended 
(100 plates per 
sample).

Incubator Operating range 
20 ±2 ºC.  Alternating 
12 h periods of darkness 
and near-ultraviolet light 
(NUV) during incubation 
is recommended to 
stimulate sporulation. The 
recommended source is 
the black light fluorescent 
lamp (peak at 360 nm).

Operating 
range 20 ±2 ºC. 
To stimulate 
sporulation, 24 h 
of darkness is 
recommended.

Freezer Operating range –20 ±2 ºC. Operating range 
–20 ±2 ºC.

General methods
Checking tolerances: Tolerances provide a means of 

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

Reporting results: The result of a seed health test should 
indicate the scientific name of the pathogen detected, 
the test method used and the number of seeds tested. 
When reported on an ISTA Certificate, results are 
entered under ‘Other Determinations’. 

 In the case of a negative result (pathogen not detected), 
the results must be reported as ‘not detected’. 

 In the case of a positive result, the report must indicate 
the percentage of infected seeds.

Quality assurance
Critical control points (CCP)

The malt source can influence the results. The level 
of available nutrients may vary from manufacturer to 
manufacturer. Whenever a new batch of malt is used a 

check on the quality must be made using a reference lot 
with a known infection level, or a reference isolate and 
the sustainability of the isolate measured. Pay particular 
attention to the growth characteristics of reference 
isolates. 

Media and solutions
Malt agar

Compound Amount/1000 
ml of deionised/
distilled water

Amount/500 ml 
of deionised/
distilled water

Malt (CCP) 10 g 5 g
Agar 17 g 8.5 g
Streptomycin sulphate 
(add after sterilisation)

 0.05 g 0.025 g

Preparation 

1.  Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

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

by stirring.
4.  Autoclave at 15 psi and 121 °C for 15 min.
5.  Allow agar to cool to approximately 50 °C and add 

Streptomycin sulphate dissolved in sterile water.
6.  Pour 20 ml of malt agar into 9 cm Petri dish and allow 

to solidify before use.  

Storage

Plates may be stored for 2 months at 5 °C. 

References
Dilmaghani, A., Balesdent, M. H., Didier, J. P., Wu, C., 

Davey, J., Barbetti, M. J., Hua, L., Moreno-Rico, O., 
Phillips, D., Despeghel, J. P., Vincenot, L., Gouta, L. 
and Rouxel, T. (2009). The Leptosphaeria maculans–
Leptosphaeria biglobosa species complex in the 
American continent. Plant Pathology, 58, 1044–1058. 

Fitt, B. D. L., Hu, B. C., Li, Z. Q., Liu, S. Y., Lange, R. M., 
Kharbanda, P. D., Butterworth, M. H. and White, R. P. 
(2008). Strategies to prevent spread of Leptosphaeria 
maculans (Phoma stem canker) onto oilseed rape crops 
in China. Plant Pathology, 57, 652–664.

International Seed Federation (2011). Method for the 
detection of Phoma lingam on Brassica spp. seed, 
version 2. International Seed Health Initiative for 
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Figura 1. a 
(otografía corte-
sía de SASA), 
b (fotografía 
cortesía de 
ISTA) Semillas 
de Brassica con 
picnidios de Lep-
tosphaeria spp., 
exudado amatis-
ta del picnidio. 
c Con Phoma 
herbarum (ISTA, 
2014).

Figura 2. a Aspecto de 
colonia de Leptospha-
eria spp. b Picnidio a 
los 7 días en medio de 
cultivo: micelio blanco 
pardusco plateado con 
la primera formación 
de conidios (fotografía: 
gentileza de GEVES).

a b
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Abb. 1. a (zur 
Verfügung ge-
stellt von SASA), 
b (zur Verfügung 
gestellt von ISTA) 
Rapssamen 
mit Pyknidi-
en von Lep-
tosphaeria spp. 
Amethyst-farbe-
nes Exsudat von 
Pyknidien. c Mit 
Phoma herbarum 
(ISTA, 2014).

Abb. 2. a Ansicht von 
Leptosphaeria spp. Kolo-
nien. b Pyknidien nach 
7 d auf Medium: silber-
braun-weißes Myzel mit 
erster Konidienbildung 
(zur Verfügung gestellt 
von GEVES).
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Figure 1. a 
(photographie 
gracieuseté 
de SASA), b 
(photographie 
gracieuseté 
de ISTA) 
Semences de 
Brassica avec 
pycnides de 
Leptosphaeria 
spp. exsudat 
pourpre sortant 
des pycnides. 
c Avec Phoma 
herbarum (ISTA, 
2014).

Figure 2. a Aspect 
d’une colonie de 
Leptosphaeria spp. 
b Pycnide à 7 j sur 
milieu : mycelium 
blanc argenté, brun 
clair caractérisé par 
la formation des 
premières pycnides 
(photographies 
gracieuseté de 
GEVES).
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Figure 1. a (photograph courtesy of SASA), b (photograph courtesy of ISTA) Brassica seeds with 
pycnidia of Leptosphaeria spp. amethyst exudate from pycnidia. c With Phoma herbarum (ISTA, 
2014).

Figure 2. a Aspect of Leptosphaeria spp. colony. b Pycnidia at 7 d on media: silver brownish white 
mycelium with first pycnidia formation (photographs courtesy of GEVES).
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