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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

© 2020 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 
Informationen 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

© 2020 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

© 2020 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 20207-030-2

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

© 2020 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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7-030: Detección de Acidovorax valerianellae en 
semillas de Valerianella locusta (canónigo)

Hospedante:  Valerianella locusta (L.) Laterr.
Patógeno(s):  Acidovorax valerianellae sp. nov.

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

Autores:  V. Grimault1, C. Andro2, J. Oosterhof3 y  
L. Politikou4

	 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, BP 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, Francia

	 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
	 2BioGEVES, rue Georges Morel, BP 90024, 

49071 Beaucouzé CEDEX, Francia
	 E-mail: celine.andro@geves.fr
	 3Rijk Zwaan Breeding BV, PO Box 40, 2678 ZG 

De Lier, Holanda
	 E-mail: j.oosterhof@rijkzwaan.nl
	 4ISF, 7 chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Suiza
	 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2015-01-01
Versión 1.1, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado

Antecedentes
Acidovorax valerianellae (Av) es un patógeno del canó-
nigo (Valerianellae locusta) que es trasmitido por el suelo 
(Grondeau et al. 2003) y por la semilla (Grimault et al. 
2006). Causa manchas circulares acuosas que se vuelven 
oscuras en los cotiledones y hojas de la planta de canónigo 
(Gardan et al. 2003). 

Este método para la de detección de Acidovorax 
valerianellae en semillas de canónigo fue desarrollado por 
International Seed Health Initiative for Vegetable Crops, 
ISF (ISHI-Veg), ISF (ISHI-Veg) y validado en un ensayo 
comparativa con resultados de seis laboratorios. Incluye 
un ensayo de crecimiento en caja húmeda seguido por 
un ensayo de reacción en cadena de polimerasa (PCR = 
polymerase chain reaction) para la confirmación de los 
síntomas en los cotiledones de canónigo a los 14 y 21 días 
después de la siembra.

Las semillas se pueden sembrar en vermiculita o tierra 
para macetas, que en caso de sospecha de alta carga de 
saprófitos se pueden tratar con fungicida Thiram en una 
proporción de 4 g por kg de semilla (Serandat, 2008) para 

evitar el desarrollo de saprófitos en las cajas húmedas. Se 
proporcionan dos opciones de condiciones de incubación 
(Grimault et al. 2008) para dar mayor flexibilidad a los 
usuarios que operan en diferentes instalaciones de labora-
torio. Muestras de semillas que se sabe que están infecta-
das con Acidovorax valerianellae y una muestra de semilla 
no-positiva, se usaron como control positivo y negativo 
respectivamente.

Los primers para el análisis de PCR para la confirma-
ción de Acidovorax valerianellae en los cotiledones sinto-
máticos de canónigo fueron desarrollados por J.Heldens 
(Enza Zaden BV., 2004, comunicación personal) y vali-
dados en colecciones de Acidovorax valerianellae y ais-
lamientos de saprófitos (Mazouni, 2007, Portier, 2010) y 
a través de comparaciones de resultados del crecimiento 
(Mazouni, 2007).

Medidas de seguridad
Consultar las instrucciones especiales/fichas con datos de 
seguridad. (http://ecb.jrc.ec.europa.eu/esis/) para el mane-
jo del fungicida Thiram.

El bromuro de etidio es cancerígeno. Usar el bromuro 
de etidio de acuerdo a las instrucciones de seguridad. Se 
recomienda manipularlo como solución en lugar de polvo. 
Algunas recomendaciones se mencionan a continuación:
•	� Consultar la hoja de datos de seguridad del bromuro de 

etidio antes de utilizar el producto químico.
•	� Siempre usar equipo de protección personal cuando se 

manipule el bromuro de etidio. Esto incluye el uso de 
una bata de Laboratorio, guantes de nitrilo y zapatos 
cerrados.

•	� Se debe dejar el delantal, los guantes y otros equipos 
de protección personal en el Laboratorio una vez que 
se haya terminado el trabajo para prevenir la distribu-
ción del bromuro de etidio u otros químicos fuera del 
laboratorio.

•	� Todo trabajo con bromuro de etidio se debe realizar en 
un área designada con ‘bromuro de etidio’ con el fin de 
mantener al mínimo la contaminación con bromuro de 
etidio.

•	� La luz ultravioleta no debe usarse sin las precauciones 
adecuadas. Asegurarse de utilizar gafas de protección 
UV al visualizar el bromuro de etidio.

Gültig ab 1. Januar 2020
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7‑030: Nachweis von Acidovorax valerianellae an 
Samen von Valerianella locusta (Feldsalat)

Wirtspflanze:  Valerianella locusta (L.) Laterr.
Krankheitserreger:  Acidovorax valerianellae sp. nov.

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

Autoren:  V. Grimault1, C. Andro2, J. Oosterhof3 & L. 
Politikou4

	 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, BP 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

	 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
	 2BioGEVES, rue Georges Morel, BP 90024, 

49071 Beaucouzé CEDEX, Frankreich
	 E-mail: celine.andro@geves.fr
	 3Rijk Zwaan Breeding BV, PO Box 40, 2678 ZG 

De Lier, Niederlande
	 E-mail: j.oosterhof@rijkzwaan.nl
	 4ISF, 7 chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Schweiz
	 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Revisionsstand

Version 1.0, 2015-01-01
Version 1.1, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet

Hintergrund
Acidovorax valerianellae (Av) ist ein bodenübertragbares 
(Grondeau et al., 2003) und samenübertragbares (Gri-
mault et al., 2006) Pathogen des Feldsalat (Valerianellae 
locusta). Es verursacht kreisrunde wassergesättigte Blatt-
flecken, die sich Schwarz auf den Kotyledonen und Blät-
tern der Feldsalatpflanzen verfärben (Gardan et al., 2003). 

Die Methode für den Nachweis von Acidovorax 
valerianellae an Feldsalatsamen wurde durch das “Inter-
national Seed Health Initiative for Vegetables, ISF (IS-
HI-Veg)” entwickelt und in einer Vergleichsuntersuchung 
mit Ergebnissen von sechs Laboren validiert. Der Nach-
weis beinhaltet einen Wachstumstest in einer Feuchtekam-
mer mit nachfolgender PCR-Bestätigung der symptomtra-
genden Kotyledonen des Feldsalat 14 oder 21 Tage nach 
Aussaat. 

Eine Aussaat der Samen kann auf Vermiculite oder 
Kultursubstrat erfolgen. Im Fall einer (mutmaßlich) hohen 
Belastung mit Saprophyten, kann eine Behandlung mit 
Thiram im Verhältnis 4 g je kg Samen (Serandat, 2008) 
zur Behandlung des Wachstums von Saprophyten in der 

Feuchtekammer erfolgen. Es bestehen zwei Optionen der 
Inkubationsbedingungen (Grimault et al., 2008), um eine 
größere Flexibilität für Anwender mit unterschieldichen 
Laborausstattungen zu ermöglichen. Nachweislich mit 
Acidovorax valerianellae infizierte Saatgutproben und 
eine nicht-positive Saatgutprobe werden jeweils als Posi-
tiv- und Negativkontrolle verwendet.

Die PCR-Primer für den Nachweis an AV-symptomtra-
genden Kotyledonen des Feldsalat wurden durch J. Hel-
dens (Enza Zaden B.V. 2004 pers.com) entwickelt und an 
Sammlungen von Av- und Saprophyten-Isolaten (Mazouni 
2007; Portier 2010) und durch Vergleiche mit Ergebnissen 
in Wachstumsuntersuchungen (Mazouni 2007) validiert.

Sicherheitsmaßnahmen
Die besonderen Hinweise der Sicherheitsdatenblätter 
(http://ecb.jrc.ec.europa.eu/esis/) zur Handhabung des 
Fungizids Thiram sind zu beachten. 

Ethidiumbromid ist krebserregend. Ethidiumbromid ist 
entsprechend der Sicherheitsdatenblätter zu verwenden. 
Eine Verwendung von Ethidiumbromidlösung anstelle von 
Ethidiumbromidpulver wird empfohlen. Einige Schutz-
hinweise sind nachfolgend aufgelistet.
Lesen des Datensicherheitsblattes von Ethidiumbromid 
vor der Verwendung der Chemikalie. 
Persönliche Schutzausrüstung ist immer zu tragen beim 
Umgang mit Ethidiumbromid. Dies schließt das Tragen 
eines Labormantels, von Nitrilhandschuhen und von ge-
schlossenen Schuhen ein. 
Nach Abschluss der Arbeiten Ablegen von Labormantel, 
Handschuhen und anderer persönlicher Schutzausrüstung 
in dem Labor, in dem mit der Chemikalie gearbeitet wird, 
um die Verbreitung von Ethidiumbromid und anderer Che-
mikalien außerhalb des Labores zu unterbinden.
Alle Arbeiten mit Ethidiumbromid sollen in einem ge-
sondert gekennzeichneten Arbeitsbereich stattfinden, um 
Kontaminationen mit Ethidiumbromid zu minimieren.
UV Licht darf nicht ohne geeignete Schutzmaßnahmen 
verwendet werden. Ein geeigneter UV-Augenschutz ist bei 
der Visualisierung von Ethiudiumbromid-gefärbten Aga-
rosegelen zu tragen. 

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode kann an unbehandeltem Saatgut als auch 
an Saatgut behandelt mit Fungiziden, Heißwasser oder 
Hypochlorit angewendet werden. 

Effectives 1er janvier 2020
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7‑030 : Détection d’ Acidovorax valerianellae sur 
semences de Valerianella locusta (mâche)

Hôte :  Valerianella locusta (L.) Laterr.
Pathogène(s) :  Acidovorax valerianellae sp. nov.

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

Auteurs : V. Grimault1, C. Andro2, J. Oosterhof3 & L. 
Politikou4

	 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, B.P.90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

	 Courriel : valerie.grimault@geves.fr
	 2BioGEVES, rue Georges Morel, B.P.90024, 49071 

Beaucouzé CEDEX, France
	 Courriel : celine.andro@geves.fr 
	 3Rijk Zwaan Breeding B.V., P.O. Box 40, 2678 ZG, 

De Lier, Netherlands
	 Courriel : j.oosterhof@rijkzwaan.nl
	 4ISF, 7 Chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland.
	 Courriel : liana.politikou@ufs-asso.com

Historique des révisions

Version 1.0, 2015-01-01
Version 1.1, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

révisé

Historique
Acidovorax valerianellae (Av) est un pathogène de la 
mâche (Valerianellae locusta) transmis par le sol (Gron-
deau et al., 2003) et par les semences (Grimault et al., 
2006). Il provoque des taches graisseuses circulaires qui 
deviennent noires sur les cotylédons et les feuilles de 
mâche (Gardan et al., 2003).

Cette méthode pour la détection de Acidovorax 
valerianellae sur les semences de mâche est développée 
par l’International Seed Health Initiative for Vegetable 
Crops, ISF (ISHI-Veg) et validée dans un test comparatif 
par les résultats de six laboratoires. Elle comprend un test 
de grow-out réalisé dans une boite plastique suivi d’un test 
de confirmation par PCR de cotylédons de mâche sympto-
matiques 14 ou 21 jours après le semis.

Les semences peuvent être semées dans de la vermicu-
lite ou du terreau qui en cas de forte (présumée) charge en 
saprophytes peut être traité avec un fongicide, le Thirame à 
hauteur de 4 g par kg de semences (Serandat, 2008) contre 
le développement des saprophytes dans la boite. Deux 
possibilités sont prévues pour les conditions d’incubation 
(Grimault et al., 2008) afin de donner une plus grande sou-

plesse aux utilisateurs qui opèrent dans des laboratoires 
équipés différemment. Des échantillons de semences 
connus pour être infectés par Acidovorax valerianellae 
et un échantillon de semences non-positif ont été utilisés 
comme témoins positifs et négatifs, respectivement.

Les amorces PCR pour la confirmation de cotylédons 
de mâche symptomatiques pour Acidovorax valerianellae 
ont été développées par J. Heldens (Enza Zaden BV, 
2004, comm. pers.) et validés sur collections d’isolats 
de Acidovorax valerianellae et de saprophytes (Mazouni 
2007 ; Portier, 2010) et par comparaison avec les résultats 
de grow-out (Mazouni, 2007).

Mesures de sécurité
Reportez-vous aux fiches de données spéciales instruction/
sécurité (http ://ecb.jrc.ec.europa.eu/esis/) pour manipuler 
le fongicide Thirame. 

Le bromure d’éthidium est cancérigène. Utilisez le 
bromure d’éthidium en suivant les instructions de sécu-
rité. Il est recommandé de manipuler la solution plutôt que 
de la poudre. Quelques considérations sont mentionnées 
ci-dessous :
– �Consulter la fiche de données de sécurité sur le bromure 

d’éthidium avant d’utiliser ce produit chimique.
– �Toujours porter des équipements de protection indivi-

duelle lors de la manipulation du bromure d’éthidium. 
Ce qui comprend le port d’une blouse, de gants en nitrile 
et de chaussures fermées.

– �Laisser les blouses, les gants et autres équipements de 
protection individuelle dans le laboratoire une fois le 
travail terminé afin d’éviter la dispersion du bromure 
d’éthidium ou d’autres produits chimiques à l’extérieur 
du laboratoire.

– �L’ensemble des travaux effectués avec du bromure d’éthi-
dium sont à réaliser dans une zone désignée comme telle 
«bromure d’éthidium» pour maintenir la contamination 
par le bromure d’éthidium à un niveau minimal.

– �La lampe à UV ne doit pas être utilisée sans précautions 
appropriées. Assurez-vous que les lunettes de protection 
anti-UV sont utilisées lors de la visualisation du bromure 
d’éthidium.

Semences traitées
Cette méthode peut être appliquée sur des semences 
non traitées, des semences traitées avec des fongicides 
ou des semences traitées avec de l’eau chaude ou de 
l’hypochlorite.
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7-030: Detection of Acidovorax valerianellae in 
Valerianella locusta (corn salad) seed

Host:  Valerianella locusta (L.) Laterr.
Pathogen(s):  Acidovorax valerianellae sp. nov.

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

Authors:  V. Grimault1, C. Andro2, J. Oosterhof3 & L. 
Politikou4

	 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, BP 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

	 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
	 2BioGEVES, rue Georges Morel, BP 90024, 

49071 Beaucouzé CEDEX, France
	 E-mail: celine.andro@geves.fr
	 3Rijk Zwaan Breeding BV, PO Box 40, 2678 ZG 

De Lier, Netherlands
	 E-mail: j.oosterhof@rijkzwaan.nl
	 4ISF, 7 chemin du Reposoir, 1260 Nyon, Switzerland
	 E-mail: liana.politikou@ufs-asso.com

Revision history

Version 1.0, 2015-01-01
Version 1.1, 2017-01-01: Reporting results revised

Background
Acidovorax valerianellae (Av) is a soil transmitted 
(Grondeau et al., 2003) and seed transmitted (Grimault et 
al., 2006) pathogen of corn salad (Valerianellae locusta). 
It causes circular water-soaked spots that turn black on 
cotyledons and leaves of corn salad plants (Gardan et al., 
2003).

This method for the detection of Acidovorax 
valerianellae on corn salad seeds is developed by the 
International Seed Health Initiative for Vegetable Crops, 
ISF (ISHI-Veg), and validated in a comparative test with 
results of six laboratories. It includes a grow-out test per-
formed in a sweatbox followed by PCR test confirmation 
of symptomatic corn salad cotyledons at 14 or 21 days 
after sowing.

Seeds can be sown on vermiculite or potting soil 
that in case of high (suspected) saprophytic load can be 
treated with the fungicide Thiram at a ratio of 4  g per 

kg of seeds (Serandat, 2008) against the saprophytic de-
velopment in the sweatbox. Two options of incubation 
conditions (Grimault et al., 2008) are provided to give 
greater flexibility to users who operate in different labo-
ratory facilities. Seed samples known to be infected with 
Acidovorax valerianellae and a non-positive seed sample 
were used as positive and negative controls, respectively.

The primers in the PCR test for the confirmation 
of corn salad Acidovorax valerianellae-symptomatic 
cotyledons were developed by J. Heldens (Enza Zaden 
BV, 2004, pers. comm.) and validated on collections of 
Acidovorax valerianellae and saprophyte isolates (Ma-
zouni 2007; Portier, 2010) and through comparison to 
grow-out results (Mazouni, 2007).

Safety precautions
Refer to special instructions/safety data sheets (http://ecb.
jrc.ec.europa.eu/esis/) to handle the Thiram fungicide.

Ethidium bromide is carcinogenic. Use ethidium bro-
mide according to safety instructions. It is recommended 
to manipulate the solution instead of the powder. Some 
considerations are mentioned below:
– �Consult the Material Safety Data Sheet on ethidium 

bromide before using the chemical.
– �Always wear personal protective equipment when han-

dling ethidium bromide. This includes wearing a lab 
coat, nitrile gloves and closed-toe shoes.

– �Leave lab coats, gloves and other personal protective 
equipment in the lab once work is complete to prevent 
the spread of ethidium bromide or other chemicals out-
side the lab.

– �All work with ethidium bromide is to be done in an 
‘ethidium bromide’ designated area in order to keep 
ethidium bromide contamination to a minimum.

– �UV light must not be used without appropriate precau-
tions. Ensure that UV protective eyewear is utilised 
when visualising ethidium bromide.

Treated seed
This method can be applied on untreated seed, on seed 
treated with fungicides or on seed treated with hot water 
or hypochlorite.

mailto:liana.politikou@ufs-asso.com
http://ecb.jrc.ec.europa.eu/esis/
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Semilla tratada
Este método se puede aplicar tanto en semillas no tratadas 
como en semillas tratadas con fungicidas o con agua ca-
liente o hipoclorito.

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas analiza-
das) y de la submuestra a analizar dependerá del estándar 
de tolerancia deseado (porcentaje máximo aceptable de 
semillas infestadas) y el límite de detección (número mí-
nimo teórico de propágulos del patógeno por semilla que 
puede ser detectado). El tamaño mínimo recomendado de 
la muestra es de 10.000 semillas con un tamaño máximo 
de submuestra de 5.000 semillas.

Materiales
Material de referencia:  una muestra de semilla positiva 

conocida y una muestra de semilla negativa o material 
de referencia estandarizado de al menos 1.000 semillas 
de cada una

Cajas húmedas:  ej. Rotho, ref. 4045, 10  l (32,5  cm × 
38,5 cm × 16,5 cm) o equivalente

Sustrato:  vermiculita tamaño-medio o tierra para maceta 
con vermiculita

Fungicida Thiram (opcional):  80 % WP (bis(dimetilcar-
bamoilo) disulfuro, C6H12N2S4

Balanza:  adecuada para pesar con aproximación de 
0,001 g

Modulo/cámara de germinación:  con capacidad de ope-
rar y mantener temperaturas de 18–25 ±2 °C

Recipientes para moler cotiledones:  ej. bolsas de ex-
tracción Universal, Art N° 430100, BioReba, Suiza

Solución salina estéril 0,85 %
Molinillo:  ej. molinillo de prensado, homogenizador ma-

nual (BioReba, Art N° 400010) o equivalente
Pipetas y puntas de Pipetas estériles
Etanol al 70 % o cloro para desinfectar
Pinzas
Primers PCR  (J. Heldens, Enza Zaden BV, 2004, comu-

nicación personal):
	� ZTO57-F: GAT CGT GGG GGA TAA CGG A
	� ZTO58-R: GTC ATG AGC TCT CTT TAT TAG AAA 

CAG
Control positivo PCR:  ADN de una cepa conocida de 

Acidovorax valerianellae o material de referencia 
estandarizado

Pipetas de microlitos:  ej. Gilson, Finn
Puntas de pipetas estériles con filtro:  1–1.000 µl
Tubos Eppendorf estériles:  1,5 ml y 0,2 ml
Termociclador

Equipo para electroforesis en agarosa
Sistema de visualización de ADN:  ej. BET o un reactivo 

análogo, aparato para visualizar con luz UV

Preparación de la muestra
Esto puede efectuarse con anterioridad al análisis.

Es vital evitar cualquier posibilidad de contaminación 
cruzada entre las muestras de semillas, por lo cual es esen-
cial desinfectar todas las superficies, contenedores, manos, 
etc., antes y después de manipular cada muestra. Esto pue-
de lograrse limpiando/rociando el equipamiento y manos 
enguantadas con etanol 70 %.
1.	� Contar el número de semillas en un peso conocido. Es-

timar el peso de mil semillas (PMS) como sigue:
	� PMS = (peso de las semillas / número de semillas)  

× 1.000
2.	� Basado en el PMS estimado, pesar las submuestras del 

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

Seguir con el mismo procedimiento para pesar las sub-
muestras del control positivo y negativo de las muestras 
conocidas de semillas positivas y negativas.

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.	� Germinación en cajas húmedas
1.1	�Tomar una caja húmeda para cada submuestra de semi-

llas y para las muestras del control positivo y negativo.
1.2	�Desinfectar las cajas húmedas con cloro al 1 % o un 

desinfectante equivalente y enjuagar bien.
1.3	�Agregar 1 l de agua destilada/desionizada en cada caja 

húmeda. En caso de (sospechar) una carga alta de sa-
prófitos en las submuestras, se recomienda disolver 
fungicida Thiram (80  % WP (bis(dimetilcarbamoilo) 
disulfuro C6H12N2S4) en una proporción de 4 g de Thi-
ram por kg de semilla (PCC) en 1 l de agua destilada/
desionizada, para evitar los hongos saprófitos que pue-
dan obstaculizar el análisis. Sin embargo, en casos de 
una baja carga de saprófitos, el tratamiento con Thiram 
no es necesario.

1.4	�Agregar 2 l de vermiculita limpia y fresca o tierra para 
maceta a la solución de cada caja húmeda y extenderla 
de manera uniforme en toda la superficie.

1.5	�Distribuir las semillas de cada submuestra y de las 
muestras del control positivo y negativo de manera 
uniformemente sobre el sustrato de las cajas húmedas 
correspondientes. Cuando se usa tierra para macetas, 
cubrir las semillas con una fina capa de vermiculi-
ta. Una capa adicional de vermiculita debajo de las  
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Probengröße
Die Probe (Gesamtzahl untersuchter Samen) oder Teilpro-
bengröße, die untersucht wird, ist von der erwarteten Tole-
ranz (maximal akzeptabler Prozentsatz infizierter Samen) 
und der Nachweisgrenze (theoretisch kleinste Zahl von in-
fektiösen Einheiten je Samen, die nachgewiesen werden) 
abhängig. Die empfohlene Mindestprobengröße beträgt 
10.000 Samen. Die Teilprobengröße darf 5.000 Samen 
nicht überschreiten. 

Material
Referenzmaterial:  Eine bekannte positive Saatgutprobe 

und eine bekannte negative Saatgutprobe oder ein stan-
dardisiertes Referenzmaterial von mindestens jeweils 
1000 Samen

Feuchtekammer:  z.  B. Rotho, ref. 4045, 10  l (32,5  × 
38,5 × 16,5 cm) oder gleichwertig

Substrat:  Mittlere Größe Vermiculite oder Kultursub 
strat-Vermiculite-Gemisch

Thiram Fungizid (optional):  80  % WP (Bis(di-
methylthiocarbamoyl) Disulphid, C6H12N2S4

Waage:  Zur Einwaage auf 0.001 g genau
Keimschrank/-raum:  Geeignet zum Betrieb bei 

18–25 ±2 °C)
Behälter zum Mahlen der Kotyledonen:  z.  B. Ext-

raktionsbeutel Universal, Art. No. 430  100, Bioreba, 
Schweiz

0.85 % sterile Salzlösung
Mühle:  z. B. Homogenisator Handmodell (Bioreba, Art. 

Nr. 400010) oder gleichwertiges
Pipetten und sterile Pipettenspitzen
70 % Ethanol oder chlorhaltige Desinfektionsmittel
Pinzetten
PCR Primer  (J. Heldens, Enza Zaden BV, 2004, pers. 

comm.):
 	  ZTO57-F: GAT CGT GGG GGA TAA CGG A
 	  ZTO58-R: GTC ATG AGC TCT CTT TAT TAG AAA 

CAG
PCR Positivkontrolle:  DNA eines bekannten Acidovorax 

valerianellae Stammes oder standardisiertes Refer- 
enzmaterial

Microliter-Pipetten:  z. B. Gilson, Finn
Sterile Pipettenspitzen:  1–1000 µl
Sterile Eppendorfgefäße:  1,5 ml und 0,2 ml
Thermocycler
Agarose-Elektrophorese-Ausrüstung
DNA Visualisierungssystem:  z.  B. BET oder ähnliche 

Reagenzien, Geldokumentationsanlage

Probenvorbereitung
Dies kann vor der Untersuchung stattfinden.

Jede Möglichkeit der Kreuzkontamination zwischen 
Saatgutproben muss ausgeschlossen werden; daher ist es 
äußerst wichtig, sowohl vor als auch nach dem Berühren 
jeder einzelnen Probe alle Oberflächen, Behälter, Hände 
usw. zu desinfizieren. Dies kann durch das Besprühen der 
Arbeitsmaterialien und Hände mit 70-prozentigem Etha-
nol und dem Tragen von Handschuhen erfolgen.
1.	� Die Anzahl der Samen bei bekanntem Gesamtgewicht 

bestimmen. Berechnung des Tausenkorngewichtes 
(TKG): 
TKG = (Gewicht der Samen/Anzahl der Samen) × 

1000
2.	� Basierend auf dem ermittelten TKG, Teilproben der er-

forderlichen Größe in neue saubere Probentüten oder 
Probengefäße einwiegen. 

Wiederholung des Vorgangs zur Einwaage von Positiv- 
und Negativ-Kontrollproben der bekannten positiven und 
negativen Saatgutproben.

Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.	� Wachstumstest in der Feuchtekammer
1.1	�Verwendung einer Feuchtekammer je Samenteilprobe 

sowie für Positiv- und Negativkontrolle. 
1.2	�Desinfizierung der Feuchtekammer mit einprozenti-

ger Chloridlösung oder einem anderen vergleichbaren 
Desinfektionsmittel und gründliches Spülen.

1.3	�Zugabe von 1 l deionisiertem Wasser in jede Feuchte-
kammer. Bei Verdacht auf hohe saprophytische Belas-
tung der Proben wird die Zugabe von Thiram-Fungizid 
(80  % WP (Bis(dimethylthiocarbamoyl) Disulphid, 
C6H12N2S4) im Verhältnis 4  g Thiram pro kg Samen 
(KKP) je 1 Liter Wasser zur Unterdrückung pilzlicher 
Saprophyten, die den Test beeinflussen können, emp-
fohlen. Im Fall geringer Belastung mit Saprophyten ist 
eine Thirambehandlung nicht nötig.

1.4	�Zugabe von 2 l sauberen Vermiculites oder Kultursub-
strates zur Lösung in jede Feuchtekammer; auf gleich-
mäßige Verteilung achten.

1.5	�Gleichmäßige Verteilung der Samen jeder Teilprobe, 
sowie der Positiv- und Negativkontrolle über das Sub-
strat in jeder Feuchtekammer. Wenn Kultursubstrat ver-
wendet wird, sind die Samen mit einer dünnen Schicht 
Vermiculite zu bedecken. Optional ist auch eine Extra-
schicht Vermiculite unter den Samen möglich, um die 
Entwicklung von Saprophyten in der Feuchtekammer 
zu verhindern.

1.6	�Verschließen der Feuchtekammer mit einem Deckel 
und Inkubation bei 20 ±2 °C) mit 12 h Licht/Dunkel-
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Taille d’échantillon
La taille de l’échantillon (le nombre total de semences tes-
tées) et du sous-échantillon à tester dépend de la tolérance 
standard désirée (pourcentage maximum acceptable de 
semences infectées) et de la limite de détection (nombre 
minimum théorique de propagules du pathogène par se-
mences qui peut être détecté). La taille minimale recom-
mandée d’un échantillon est de 10 000 semences avec une 
taille maximale du sous-échantillon de 5000 semences.

Matériel
Matériel de référence  :  Un échantillon de semences 

positives connu et un échantillon de semences néga-
tives connu ou du matériel de référence normalisé d’au 
moins 1000 semences chacun. 

Boîte plastique :  p. ex. Rotho, ref. 4045, 10 l (32,5 cm × 
38,5 cm × 16,5 cm) ou un équivalent

Substrat  :  Vermiculite de taille moyenne ou terreau- 
vermiculite

Fongicide Thirame (optionnel) :  80 % WP (bis (dimethyl-
thiocarbamoyl) disulfide, C6H12N2S4

Balance :  capable de peser à 0,001 g près
Module/chambre de croissance  :  capable de fonction-

ner/maintenir la température de 18–25 ±2 °C)
Récipients pour le broyage des cotylédons  :  p.  ex. sacs 

d’extraction universels, Art. No. 430100, BioReba, 
Suisse 

0,85 % de solution saline stérile
Broyeur :  p. ex. press grinder, Homogenizer hand model 

(Bioreba, art. Nr. 400010) ou équivalent 
Pipettes et pointes de pipettes stériles
Éthanol à 70 % or produit de désinfection chloré
Pinces
Amorce pour PCR (J. Heldens, Enza Zaden BV, 2004, 

pers. comm.) : 
 	  ZTO57-F : GAT CGT GGG GGA TAA CGG A
 	  ZTO58-R : GTC ATG AGC TCT CTT TAT TAG AAA 

CAG
Témoin positif pour PCR :  ADN de souche connue d’ 

Acidovorax valerianellae ou matériel de référence 
normalisé

Micropipettes :  p. ex. Gilson, Finn
Pointes stériles à filtre :  1–1000 µl
Tubes Eppendorf stérile :  1,5 ml et 0,2 ml
Thermocycleur
Matériel pour électrophorèse sur gel d’agarose 
Système de visualisation de l’ADN :  p. ex. BET ou un 

réactif analogue, appareil d’imagerie UV

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

Il est essentiel d’exclure toute possibilité de conta-
mination croisée entre les échantillons de semences. Il 
est donc essentiel de désinfecter toutes les surfaces, réci-
pients, mains, etc. avant et après manipulation de chaque 
échantillon. Ceci peut être réalisé en essuyant ou pulvéri-
sant les équipements avec de l’éthanol à 70 %, en utilisant 
des gants.
1.	� Compter le nombre de semences dans un poids connu. 

Estimer la masse de mille semences (MMS) comme 
suit :
�MMS = (masse de semences/nombre de semences) 
× 1000

2.	� En se basant sur le MMS estimé, peser les sous-échan-
tillons de la taille requise dans de nouveaux sacs en 
plastique ou récipients propres.

Suivre la même procédure pour peser les sous-échantillons 
des témoins positif et négatif à partir des échantillons de 
semences positives et négatives connus.

Méthodes
Les points critiques de contrôle sont mentionnés par CCP.

1.	 Grow-out dans une boîte hermétique
1.1	�Prendre une boîte hermétique pour chaque sous-échan-

tillon de semences et pour les échantillons de témoins 
positif et négatif. 

1.2	�Désinfecter la boîte hermétique avec de l’hypochlorite 
à 1 % ou un désinfectant équivalent et bien rincer.

1.3	�Ajouter 1  l d’eau désionisée dans chaque boîte her-
métique. En cas de forte (présumée) charge en sapro-
phytes dans le sous-échantillon, il est recommandé de 
dissoudre un fongicide, le Thirame (80 % WP (bis (di-
methyl thiocarbamoyl) disulfide, C6H12N2S4) à raison 
de 4 g de Thirame/kg de semences (CCP) dans les 1 l 
d’eau désionisée, afin de supprimer les champignons 
saprophytes qui pourraient gêner le test. Cependant, 
dans le cas d’une faible charge en saprophytes le traite-
ment au thirame n’est pas une nécessitée.

1.4	�Ajouter 2 l de vermiculite propre et neuve ou de terreau 
à la solution dans chaque boîte hermétique en le repen-
dant de manière uniforme sur toute la surface.

1.5	�Semer les semences de chaque sous-échantillon et 
des échantillons de contrôle positif et négatif, unifor-
mément sur le substrat de la boîte hermétique corres-
pondante. Quand du terreau est utilisé, couvrir les se-
mences d’une fine couche de vermiculite. De manière 
facultative, une couche supplémentaire de vermiculite 
sous les semences aide à prévenir le développement de 
saprophytes dans la boîte hermétique. 
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Sample size
The sample (total number of seeds tested) and subsample 
size to be tested depends on the desired tolerance stand-
ard (maximum acceptable percentage of seeds infested) 
and detection limit (theoretical minimum number of path-
ogen propagules per seed which can be detected). The 
minimum recommended sample size is 10 000 seeds with 
a maximum subsample size of 5000 seeds.

Materials
Reference material:  a known positive seed sample and 

a known negative seed sample or standardised refer-
ence material of at least 1000 seeds each

Sweatbox:  e.g. Rotho, ref. 4045, 10  l (32.5  cm  × 
38.5 cm × 16.5 cm) or equivalent

Substrate:  medium-size vermiculite or potting soil 
vermiculite

Thiram fungicide (optional):  80 % WP (bis(dimethyl-
thiocarbamoyl) disulphide, C6H12N2S4

Balance:  capable of weighing to the nearest 0.001 g
Module/growth chamber:  capable of operating/main-

taining temperature at 18–25 ±2 °C
Containers for grinding of cotyledons:  e.g. extrac-

tion bags Universal, Art. No. 430100, BioReba, 
Switzerland

0.85 % sterile saline
Grinder:  e.g. press grinder, homogeniser hand model 

(Bioreba, Art. No. 400010) or equivalent
Pipettes and sterile pipette tips
70 % ethanol or chlorine disinfecting product
Tweezers/forceps
PCR primers (J. Heldens, Enza Zaden BV, 2004, pers. 

comm.):
 	  ZTO57-F: GAT CGT GGG GGA TAA CGG A
 	  ZTO58-R: GTC ATG AGC TCT CTT TAT TAG AAA 

CAG
PCR positive control:  DNA of an Acidovorax val­

erianellae known strain or standardised reference 
material

Microliter pipettes:  e.g. Gilson, Finn
Sterile filtered tips:  1–1000 µl
Sterile Eppendorf tubes:  1.5 ml and 0.2 ml
Thermal cycler
Agarose electrophoresis equipment
DNA visualising system:  e.g. BET or analogue reagent, 

UV imaging apparatus

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

It is vital to exclude any possibility of cross-contam-
ination between seed samples. It is therefore essential to 
disinfect all surfaces, containers, hands, etc. both before 
and after handling each sample. This can be achieved by 
swabbing/spraying equipment and gloved hands with 
70 % ethanol.
1.	� Count the number of seeds in a known weight. Esti-

mate the thousand-seed weight (TSW) as:
TSW = (weight of seeds / number of seeds) × 1000

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

Follow the same procedure to weigh out the positive and 
negative control subsamples from the known positive and 
negative seed samples.

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.	� Grow-out in a sweatbox
1.1	�Take one sweatbox for each seed subsample and for 

the positive and negative control samples.
1.2	�Disinfect the sweatbox with 1 % chlorine or equiva-

lent disinfectant and rinse well.
1.3	�Add 1 l of distilled/deionised water in each sweatbox. 

In case of high (suspected) saprophytic load in the 
subsamples, it is recommended to dissolve Thiram 
fungicide (80 % WP (bis(dimethylthiocarbamoyl) di-
sulphide, C6H12N2S4) at a ratio of 4 g Thiram per kg of 
seeds (CCP) into the 1 l distilled/deionised water, to 
suppress fungal saprophytes that can hamper the test. 
However, in cases with low saprophytic load, Thiram 
treatment is not a necessity.

1.4	�Add 2 l of clean and fresh vermiculite or potting soil 
to the solution in each sweatbox by spreading it even-
ly over the whole surface.

1.5	�Spread the seeds of each subsample and of the posi-
tive and negative control samples evenly over the 
substrate of the corresponding sweatbox. When pot-
ting soil is used, cover the seeds with a thin layer of 
vermiculite. An extra layer of vermiculite under the 
seeds to help prevent saprophytic development in the 
sweatbox is optional.
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Figuras 1, 2. Síntomas de Acidovorax valerianellae en cotiledones de canónigo.

Figura 3. Síntomas de Acidovorax valerianellae (A) y de-
sarrollo de hongos en cotiledones de canónigo (B).

A

B

semillas es opcional para prevenir el desarrollo de sa-
prófitos en la caja húmeda. 

1.6	�Cerrar las cajas húmedas con las tapas e incubarlas a 
20 ±2 °C con 12 horas de luz/oscuridad o a 25 ±2 °C 
con 12 horas de luz alternándola con 18  ±2  °C con 
12 horas de oscuridad (PCC).

1.7	�En el día 14 después de la siembra, inspeccionar los 
cotiledones para detectar los síntomas típicos de 
Acidovorax valerianellae y el desarrollo de focos, en 
comparación con los cotiledones del control positivo y 
negativo (PCC).

1.8	�Los síntomas típicos de Acidovorax valerianellae en 
los cotiledones son manchas acuosas oscuras, peque-
ñas y circulares que se tornan negras en los cotiledones 
(Fig. 1–3). Los cotiledones pueden pudrirse debido a la 
infección de Acidovorax valerianellae. Un foco puede 
ser una plántula individual con síntomas, o consistir en 
varias plántulas juntas. Un foco tiene una forma redon-
da que muestra el origen de la contaminación de una 
sola semilla Los focos se vuelven confluentes con el 
tiempo (PCC).

1.9	�Si aparecen cotiledones con síntomas típicos y/o du-
dosos, contar el número de focos en cada caja húmeda 
(opcional) y confirmar los síntomas con un análisis de 
PCR (ver sección 2). 

1.10 �Si el análisis de PCR da un resultado positivo, poner 
término a la incubación y registrar el resultado del 
análisis de PCR como resultado final para las sub-
muestras de semilla.

1.11 �Si se obtienen resultados negativos en el análisis de 
PCR o no se presentan cotiledones con los síntomas 
típicos, se debe prolongar la incubación de todas las 
cajas humedas hasta el día 21 después de la siembra.

1.12 �En el día 21 después de la siembra se inspeccionan 
los cotiledones para detectar síntomas típicos y el de-
sarrollo de focos comparando con los cotiledones del 
control positivo y negativo (PCC).

1.13 �Si aparecen cotiledones con síntomas típicos y/o du-
dosos, contar el número de focos en cada caja húme-
da (opcional) y confirmar los síntomas con un análi-
sis de PCR. El resultado final de las submuestra de  
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heit oder bei 25 ±2 °C) mit 12 h Licht alternierend bei 
18 ±2 °C) mit 12 h Dunkelheit (KKP).

1.7	�14 Tage nach Aussaat, Untersuchung der Kotyledonen 
auf typische Acidovorax valerianellae-Symptome und 
Vergleich der Entwicklung mit Kotyledonen der Posi-
tiv- und Negativkontrolle. (KKP).

1.8	�Typische Acidovorax valerianellae Symptome an 
Kotyledonen sind kleine, kreisrunde, schwarze was-
sergetränkte Flecken, die sich vollständig schwarz 
verfärben. (Abb. 1, 2, 3). Kotyledonen können faulen 
aufgrund einer Acidovorax valerianellae Infektion. Ein 
Infektionsherd kann ein einzelner Sämling mit Sym-
ptomen sein oder mehrere Sämlinge zusammen. Ein 
Infektionsherd mit kreisförmiger Ausbreitung kann 
von einem einzelnen kontaminierten Samen ausgehen. 
Die Herde können mit der Zeit ineinander übergehen 
(KKP).

1.9	�Wenn Kotyledonen mit typischen und/oder verdächti-
gen Symptomen auftreten, ist die Zahl der Beobach-
tungen je Feuchtekammer zu ermitteln (optional) und 

die Symptome in einer PCR-Untersuchung zu bestäti-
gen (siehe Abschnitt 2).

1.10 �Wenn sich in der PCR positive Ergebnisse ergeben, 
ist die Inkubation zu beenden und das PCR-Ergebnis 
als Endergebnis der Saatgut-Teilprobe zu verwenden.

1.11 �Wenn sich in der PCR negative Ergebnisse ergeben, 
oder keine Kotyledonen mit Symptomen auftreten, ist 
die Inkubation der Feuchtekammer auf 21 Tage nach 
Aussaat zu verlängern.

1.12 �21 Tage nach Aussaat sind die Kotyledonen auf typi-
sche Symptome zu untersuchen und mit der Entwick-
lung der Kotyledonen der Positiv- und Negativkont-
rolle zu vergleichen (KKP).

1.13 �Wenn Kotyledonen mit typischen und/oder verdächti-
gen Symptomen auftreten, ist die Zahl der Infektions-
herde je Feuchtekammer zu ermitteln (optional) und 
die Symptome in einer PCR-Untersuchung zu bestä-
tigen. Das Endergebnis der Teilproben wird durch das 
Ergebnis der PCR bestimmt (positive oder negative 
Bestätigung).

A

B

Abb. 1, 2. Symptome von Acidovorax valerianellae an Kotyledonen von Feldsalat. 

Abb. 3. Symptome von Acidovorax valerianellae (A) und 
Pilzentwicklung an Kotyledonen von Feldsalat (B).

Effectives 1er janvier 2020

Règles Internationales pour les Essais de Semences Méthodes validées pour analyse sanitaire des semences

7-030-5

7‑
03

0 
: A

ci
do

vo
ra

x 
va

le
ria

ne
lla

e 
su

r V
al

er
ia

ne
lla

 lo
cu

st
a 

(m
âc

he
)

1.6	�Fermer les boîtes hermétiques avec leurs couvercles et 
incuber à 20 °C (±2 °C) avec 12 h lumière/obscurité 
ou à 25 °C (±2 °C) avec 12 h de lumière alternant avec 
12 h d’obscurité à 18 °C (±2 °C)(CCP).

1.7	�Le 14ème jour après le semis, inspecter les cotylédons 
afin de repérer les symptômes typiques d’Acidovorax 
valerianellae et le développement de foyers par compa-
raison avec les cotylédons de témoins positifs ou néga-
tifs (CCP). 

1.8	�Les symptômes typiques d’Acidovorax valerianellae sur 
les cotylédons sont les petites tâches huileuses circu-
laires noires, qui deviennent noires sur les cotylédons 
(Fig, 1, 2, 3). Les cotylédons peuvent pourrir à cause 
de l’infection par Acidovorax valerianellae. Un foyer 
peut être constitué d’un seul plant présentant des symp-
tômes ou être issu d’un ensemble de plusieurs plants. 
Un foyer a une forme ronde ce qui montre l’origine 
de la contamination à partir d’une seule semence. Les 
foyers deviennent confluents au fil du temps(CCP). 

1.9	�Si des cotylédons avec des symptômes typiques et/ou 
douteux apparaissent, compter le nombre de foyers 

dans chaque boîte hermétique (facultatif) et confirmer 
ces symptômes à l’aide d’un test PCR (voir partie 2).

1.10 �Si le test PCR donne des résultats positifs, mettre fin à 
l’incubation et enregistrer le résultat de la PCR comme 
résultat final pour les semences du sous-échantillon.

1.11 �Si le test PCR donne des résultats négatifs ou au-
cun cotylédon ne semble présenter des symptômes 
typiques, prolonger l’incubation de toutes les boîtes 
hermétiques jusqu’au 21ème jour après le semis. 

1.12 �Le 21ème jour après le semis, examiner les cotylé-
dons, pour la recherche de symptômes typiques et le 
développement de foyers en comparaison avec les 
cotylédons des témoins positifs et négatifs. (CCP).

1.13 �Si des cotylédons avec des symptômes typiques et/
ou douteux apparaissent, compter le nombre de 
foyers dans chaque boîte hermétique (facultatif) et 
confirmer ces symptômes à l’aide d’un test PCR. Le 
résultat final des sous-échantillons de semences sera 
donné par le résultat du test PCR (confirmation posi-
tive ou négative).

A

B

Fig.1,2. Symptômes d’Acidovorax valerianellae sur cotylédons de mâche.

Fig.3. Symptômes d’Acidovorax valerianellae (A) et deve-
loppement fongique sur les cotylédons de mâche (B).
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1.6	�Close the sweatboxes with the lid and incubate at 
20 ±2 °C with 12 h light/dark or at 25 ±2 °C with 12 h 
light alternating with 18 ±2 °C with 12 h dark (CCP).

1.7	�On the 14th day after sowing, inspect cotyledons for 
typical Acidovorax valerianellae symptoms and foci 
development by comparison with the positive and 
negative control cotyledons (CCP).

1.8	�Typical Acidovorax valerianellae symptoms on the 
cotyledons are the small, circular, black water-soaked 
spots that turn black on cotyledons (Figs. 1–3). Coty-
ledons may rot due to Acidovorax valerianellae infec-
tion. One focus can be one single seedling with symp-
toms, or consist out of several seedlings together. A 
focus has a round shape showing the origin of con-
tamination from one single seed. Foci become conflu-
ent over time (CCP).

1.9	�If cotyledons with typical and/or doubtful symptoms 
appear, count the number of foci in each sweatbox 
(optional) and confirm symptoms in the PCR test (see 
section 2).

1.10 �If positive results are given in the PCR test, end the 
incubation and record the PCR result as the final re-
sult for the seed subsamples.

1.11 �If negative results are given in the PCR test or no 
cotyledons with typical symptoms appear, prolong 
the incubation of all sweatboxes until the 21st day 
after sowing.

1.12 �On the 21st day after sowing, inspect cotyledons for 
typical symptoms and foci development by compar-
ison with the positive and negative control cotyle-
dons (CCP).

1.13 �If cotyledons with typical and/or doubtful symptoms 
appear, count the number of foci in each sweatbox 
(optional) and confirm symptoms in the PCR test. 
The final result of the seed subsamples will be 
given by the PCR test result (negative or positive 
confirmation).

Figures 1, 2. Symptoms of Acidovorax valerianellae on corn salad cotyledons.

Figure 3. Symptoms of Acidovorax valerianellae (A) and 
fungal development on corn salad cotyledons (B).

A

B
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Figura 4. Gel de agarosa que muestra productos de amplificación de Acidovorax valerianellae amplification products. 
1, 2: extracto puro y dilución 1/10 para una submuestra positiva. 3, 4: extracto puro y dilución 1/10 para una submuestra 
negativa. 5, 6: extracto puro y dilución 1/10 para la muestra de control positivo. 7, 8: extracto puro y dilución 1/10 para la 
muestra de control negativo. 9, 10: extracto puro y dilución 1/10 para el control del proceso. 11: control positivo de PCR 
(ADN de la cepa de Acidovorax valerianellae). 12 ,13: control negativo de PCR (agua estéril); sin reacción. 14: marcador 
de peso molecular de 100 pb.

346 pb

semillas será dado por el resultado del análisis de 
PCR (confirmación negativa o positiva).

1.14 �Si no aparecen cotiledones con síntomas el día 21 
después de la siembra, el resultado final de las sub-
muestras de semillas se obtendrá mediante el resulta-
do del ensayo de crecimiento (negativo), ya que no se 
necesita confirmación del análisis de PCR.

1.15 �Si más del 20 % de las plántulas de canónigo presen-
tan marchitamiento debido a la infección por hongo 
y NO se pueden observar síntomas de Acidovorax 
valerianellae, en los cotiledones, esto debe ser regis-
trado e indicando en el resultado del análisis (PCC). 
En este caso se recomienda repetir el análisis con un 
número suficiente de semillas para compensar la pér-
dida de plántulas con la opción del sustrato tratado 
con Thiram.

2.	� Recolección de cotiledones con síntomas para la con-
firmación con análisis de PCR

2.1	�Recolectar 1–8 cotiledones con los síntomas típicos 
de Acidovorax valerianellae de cada caja húmeda de 
diferentes focos. Poner los cotiledones en un recipien-
te adecuado (ej. bolsas de extracción universal, Art. 
N° 430100, BioReba, Suiza). En caso de síntomas du-
dosos se pueden recolectar más de 8 cotiledones por 
caja húmeda.

2.2	�Recolectar un número igual de cotiledones sintomáti-
cos de la muestra de control positivo y colocarlos en 
contenedores separados.

2.3	�Repetir el proceso de recolección para la muestra de 
control negativo y colocar los cotiledones sin síntomas 
en un contenedor separado.

2.4	�Agregar 3  ml de solución salina estéril al 0,85  % 
en cada contenedor y moler los cotiledones con un 
molinillo

2.5	�Transferir 1 ml de cada extracto de cotiledón en tubos 
Eppendorf separados.

2.6	�Transferir 1 ml de solución salina estéril al 0.85 % en 
un tubo Eppendorf por separado para usar como con-
trol del proceso.

3.	� Reacción en cadena de polimerasa (PCR) (PCC)
3.1	�Centrifugar los extractos incluyendo el control del 

proceso por 5 min a 6000–10000 g. Descartar el so-
brenadante y resuspender el pellet con 200 µl de agua 
estéril. Incubar por 5 min a 100 °C colocar en hielo por 
5 min y hacer una dilución 1:10 con agua estéril en un 
tubo separado. Los extractos pueden ser almacenados 
a –20 °C hasta su identificación.

3.2	�Utilizar los siguientes primers específicos para 
Acidovorax valerianellae (J. Heldens, Enza Zaden BV, 
2004, comunicación personal) que darán un producto 
de 346 pb:

	 ZTO57-F: GAT CGT GGG GGA TAA CGG A
	� ZTO58-R: GTC ATG AGC TCT CTT TAT TAG AAA 

CAG
3.3	�Preparar la mezcla de reacción. Llevar a cabo las reac-

ciones de PCR en tubos de PCR de pared delgada de 
0,2 ml en un volumen final de 25 µl (24 µl de mezcla 
de reacción + 1 µl de suspensión bacteriana). Incluir el 
control positivo de PCR (ej. ADN de una cepa conoci-
da de Acidovorax valerianellae) y un control negativo 
de PCR (agua estéril).
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1.14 �Wenn keine Kotyledonen mit Symptomen 21 Tage 
nach Aussaat auftreten, ist das Endergebnis der Saat-
gut-Teilproben durch den Wachstumstest gegeben 
(negativ), eine Bestätigung durch PCR ist nicht nötig.

1.15 �Wenn mehr als 20 % der Feldsalatsämlingspopulati-
on von der Umfallkrankheit (‘damping off’) aufgrund 
von Pilzinfektion betroffen ist und KEINE Acidovorax 
valerianellae Symptome an den Kotyledonen beob-
achtet werden können, muss dies vermerkt und auf 
dem Testergebnis verzeichnet sein (KKP). In diesem 
Fall wird eine Wiederholung der Untersuchung mit 
ausreichend Samen um den Ausfall zu kompensieren 
und eine Thirambehandlung empfohlen. 

2.	� Sammlung symptomtragender Kotyledonen für eine 
Bestätigung in der PCR-Untersuchung

2.1	�Sammle 1–8 Kotyledonen mit typischen Acidovorax 
valerianellae-Symptomen von jeder Feuchtekammer 
von unterschiedlichen Befallsstellen. Vermischung der 
Kotyledonen in einem geeigneten Behältnis (z. B. Ex-
traktionsbeutel von Universal, Art. No. 430 100, Biore-
ba, Schweiz). Im Fall uneindeutiger Symptome können 
mehr als 8 Kotyledonen je Feuchtekammer gesammelt 
werden. 

2.2	�Sammle die gleiche Zahl symptomtragender Kotyledo-
nen von der Positivkontrolle und bewahre sie in einem 
separaten Behältnis auf. 

2.3	�Wiederhole die Sammlung für die Negativkontrollpro-
be und bewahre die symptomlosen Kotyledonen in ei-
nem separaten Behältnis auf. 

2.4	�Zugabe von 3  ml der 0,85  % sterilen Salzlösung in 
jedes Behältnis und zerkleinern der Kotyledonen mit 
einer Mühle oder ähnlichem.

2.5	�Überführung von 1 ml jedes Kotyledonenextraktes in 
separate Eppendorfgefäße.

2.6	�Überführung von 1 ml der 0,85 % sterilen Salzlösung 
in separate Eppendorfgefäße zur Verwendung als 
Durchführungskontrolle (Negativkontrolle).

3.	� Polymerasekettenreaktion (PCR)(KKP)
3.1	�Zentrifugieren der Extrakte einschließlich der Durch-

führungskontrolle für 5 min bei 6 000 bis 10 000 g. 
Verwerfen des Überstandes und resuspendieren des 
Pellets in 200 µl sterilem Wasser. Inkubation für 5 min 
bei 100 °C, anschließend Inkubation auf Eis für 5 min 
und Erstellung einer 10×-Verdünnung mit sterilem 
Wasser in einem neuen Gefäß. Die Extrakte können bei 
–20 °C bis zur Identifizierung gelagert werden.

3.2	�Verwendung der folgenden Acidovorax valerianellae 
spezifischen Primer (J. Heldens, Enza Zaden BV, 2004, 
pers. Mitt.), die ein PCR-Produkt von 346 bp ergeben: 

	 ZTO57-F: GAT CGT GGG GGA TAA CGG A
	� ZTO58-R: GTC ATG AGC TCT CTT TAT TAG AAA 

CAG
3.3	�Herstellung des Reaktionsmixes. Durchführung der 

PCR-Reaktion in 0,2 ml dünnwandigen PCR-Gefäßen 
mit einem Gesamtvolumen von 25  µl (24  µl Reakti-
onsmix + 1  µl Bakteriensuspension). Eine PCR-Po-
sitivkontrolle mitführen (z.  B. DNA von Acidovorax 
valerianellae-Isolat) und eine PCR-negative Kontrolle 
(steriles Wasser).

3.4	�PCR Profil: Eine erste 2-minütige Inkubation bei 94 °C 
gefolgt von 35 Zyklen von 30 s bei 94 °C, 1 min bei 
63 °C und 1 min bei 72 °C. Eine letzte 5-minütige In-
kubation bei 72 °C und Abschluss bei 4 °C.

3.5	�Auftrennung von 10 µl der PCR-Produkte, der Durch-
führungskontrolle und der negativen PCR-Kontrolle 
(steriles Wasser) in der Gelelektrophorese mit 1× Tris 
Acetat EDTA (TAE-Puffer). Verwendung einer 100 bp 

346 bp

Abb. 4. Agarosegel zeigt Acidovorax valerianellae Amplifikationsprodukte. 1, 2: Reiner Extrakt und 1/10 Verdünnung 
der positiven Teilprobe. 3, 4: Reiner Extrakt und 1/10 Verdünnung der negativen Teilprobe. 5, 6: Reiner Extrakt und 1/10 
Verdünnung der positiven Kontrollprobe. 7, 8: Reiner Extrakt und 1/10 Verdünnung der negativen Kontrollprobe. 9, 10: 
Reiner Extrakt und 1/10 Verdünnung der Durchführungs-Kontrollprobe. 11: PCR Positivkontrolle (DNA eines Acidovorax 
valerianellae-Isolates). 12, 13: PCR Negativkontrolle (steriles Wasser); keine Reaktion. 14: 100 bp Leiter
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1.14 �Si aucun cotylédon présentant des symptômes n’est 
apparu au bout du 21ème jour après le semis, le ré-
sultat final des sous-échantillons de semences sera 
donné par le résultat du test de grow-out (négatif) 
comme aucune confirmation à l’aide du test PCR 
n’est nécessaire. 

1.15 �Si plus de 20 % de la population de mâche semée subit 
une fonte de semis à cause d’une infection fongique 
et qu’aucun symptôme d’Acidovorax valerianellae 
ne peut être observé sur les cotylédons, cela doit être 
noté et indiqué dans les résultats du test (CCP). Dans 
ce cas, il est recommandé de recommencer le test 
avec suffisamment de semences pour compenser la 
perte de plantules avec la possibilité d’un traitement 
du substrat au Thirame. 

2.	� Collection de cotylédons symptomatiques pour le test 
de confirmation par PCR

2.1	�Recueillir 1–8 cotylédons présentant des symptômes 
typiques d’Acidovorax valerianellae provenant de 
foyers différents dans chaque boîte hermétiques. Ras-
sembler les cotylédons dans un récipient adapté (p.  
ex. Sacs d’extraction de Universal, Art. No. 430100, 
BioReba,  Suisse). En cas de symptômes douteux 
plus de 8 cotylédons peuvent être collectés par boîte 
hermétiques.

2.2	�Recueillir un nombre équivalent de cotylédons symp-
tomatiques provenant de l’échantillon de témoin posi-
tif et les placer dans des récipients séparés.

2.3	�Répéter la collecte pour l’échantillon de témoin négatif 
et placer les cotylédons asymptomatiques récoltés dans 
des récipients distincts.

2.4	�Ajouter 3 ml de solution saline stérile à 0,85 % dans 
chaque récipient et écraser les cotylédons avec un 
broyeur. 

2.5	�Transférer 1 ml de chaque extrait de cotylédons dans 
des tubes Eppendorf différents. 

2.6	�Transférer 1 ml de solution saline stérile à 0,85 % dans 
un tube Eppendorf différent utilisé comme témoin de 
processus.

3.	� Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) (CCP)
3.1	�Centrifuger les extraits y compris le témoin du pro-

cessus pendant 5  min de 6000 à 10  000  g. Jeter le 
surnageant et remettre le culot en suspension avec 
200 µl d’eau stérile. Incuber 5  min à 100  °C, placer 
dans la glace pendant 5  min et faire une dilution au 
dixième avec de l’eau stérile dans un tube différent. 
Les extraits peuvent être conserves à −20 °C jusqu’à 
l’identification. 

3.2	�Utiliser les amorces spécifiques d’ Acidovorax 
valerianellae suivantes (J. Heldens, Enza Zaden BV, 
2004, comm, pers.) qui donnent un produit de 346 pb :

	 ZTO57-F : GAT CGT GGG GGA TAA CGG A
	 ZTO58-R : GTC ATG AGC TCT CTT TAT TAG AAA 

CAG
3.3	�Préparer le mélange réactionnel. Réaliser les réactions 

de PCR dans des tubes à PCR de 0,2 ml à paroi fine 
pour un volume final de 25 µl (24 µl de mélange réac-
tionnel + 1 µl de suspension bactérienne). Inclure un 
témoin positif de la PCR (par exemple, l’ADN d’une 
souche connue d’Acidovorax valerianellae) et un té-
moin négatif de la PCR (eau stérile). 

3.4	�Profil de la PCR : Une première incubation de 2 min 
à 94 °C suivie de 35 cycles de 30 secondes à 94 °C, 

346 bp

Fig 4. Gel d’Agarose montrant les produits d’amplification d’Acidovorax valerianellae. 1,2 : extrait pur et dilué au 1/10 
pour un sous-échantillon positif. 3,4 : extrait pur et dilué au 1/10 pour un sous-échantillon négatif. 5,6 : extrait pur et dilué 
au 1/10 pour l’échantillon de témoin positif. 7,8 : extrait pur et dilué au 1/10 pour l’échantillon de témoin négatif. 9,10 : 
extrait pur et dilué au 1/10 pour le témoin de processus. 11 : témoin positif de PCR (ADN d’une souche d’ Acidovorax 
valerianellae). 12,13 : témoin négatif de PCR (eau stérile) ; aucune réaction. 14 : échelle de 100 pb.
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1.14 �If no cotyledons with symptoms have appeared on 
the 21st day after sowing, the final result of the seed 
subsamples will be given by the grow-out test result 
(negative), as no PCR test confirmation is needed.

1.15 �If more than 20 % of the corn salad seedling popu-
lation is damped off due to fungal infection and 
NO Acidovorax valerianellae symptoms can be 
observed on the cotyledons, this must be noted and 
indicated on the test result (CCP). In this case it is 
recommended to repeat the test with sufficient seeds 
to compensate for seedling loss with the option of a 
Thiram-treated substrate.

2.	� Collection of symptomatic cotyledons for PCR test 
confirmation

2.1	�Collect 1–8 cotyledons with typical Acidovorax 
valerianellae symptoms from each sweatbox from 
different foci. Pool cotyledons in a suitable con-
tainer (e.g. extraction bags from Universal, Art. No. 
430100, BioReba, Switzerland). In case of doubtful 
symptoms, more than 8 cotyledons can be collected 
per sweatbox.

2.2	�Collect an equal number of symptomatic cotyledons 
from the positive control sample and place them in 
separate containers.

2.3	�Repeat the collection for the negative control sample 
and place the collected symptomless cotyledons in 
separate containers.

2.4	�Add 3 ml of 0.85 % sterile saline in each container 
and grind the cotyledons with a grinder.

2.5	�Transfer 1  ml of each cotyledon extract in separate 
Eppendorf tubes.

2.6	�Transfer 1 ml of 0.85 % sterile saline in a separate Ep-
pendorf tube to use as process control.

3.	� Polymerase chain reaction (PCR)(CCP)
3.1	�Centrifuge the extracts including the process control 

for 5 min at 6000–10 000 g. Discard the supernatant 
and re-suspend the pellet with 200 µl of sterile water. 
Incubate for 5 min at 100 °C, place on ice for 5 min 
and make a 10-fold dilution with sterile water in a 
separate tube. Extracts can be stored at −20 °C until 
identification.

3.2	�Use the following Acidovorax valerianellae specific 
primers (J. Heldens, Enza Zaden BV, 2004, pers. 
comm.) that will give a product of 346 bp:
ZTO57-F: GAT CGT GGG GGA TAA CGG A
ZTO58-R: GTC ATG AGC TCT CTT TAT TAG 

AAA CAG
3.3	�Prepare the reaction mixture. Carry out PCR reactions 

in 0.2 ml thin walled PCR tubes in a final volume of 
25 µl (24 µl reaction mixture + 1 µl bacterial suspen-
sion). Include a PCR positive control (e.g. DNA of 
Acidovorax valerianellae known strain) and a PCR 
negative control (sterile water).

3.4	�PCR profile: An initial 2 min incubation at 94 °C fol-
lowed by 35 cycles of 30 s at 94 °C, 1 min at 63 °C and 

Figure 4. Agarose gel showing Acidovorax valerianellae amplification products. 1, 2: pure extract and 1/10 dilution for a 
positive subsample. 3, 4: pure extract and 1/10 dilution for a negative subsample. 5, 6: pure extract and 1/10 dilution for 
the positive control sample. 7, 8: pure extract and 1/10 dilution for the negative control sample. 9, 10: pure extract and 
1/10 dilution for the process control. 11: PCR positive control (DNA of Acidovorax valerianellae strain). 12, 13: PCR nega-
tive control (sterile water); no reaction. 14: 100 bp ladder.

346 bp
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3.4	�Protocolo de PCR: Los 2 min iniciales de la incubación 
son a 94 °C seguido de 35 ciclos de 30 s a 94 °C, 1 min 
a 63 °C y 1 min a 72 °C y finalmente 5 min de incuba-
ción a 72 °C e infinito a 4 °C.

3.5	�Separar 10 µl de los productos de PCR, el control del 
proceso y el control negativo de PCR (agua estéril) me-
diante electroforesis en gel en 1× EDTA Tris-acetato 
(tampón TAE). Incluir un marcador de peso molecular 
de 100 pb, y teñir con bromuro de etidio en un baño y 
luego enjuagar con agua.

3.6	�Analizar los productos de amplificación para el produc-
to específico de Acidovorax valerianellae de 346  pb 
(Fig. 4). Cuando no son visibles bandas de 346 pb. en 
la muestra de análisis, no se puede confirmar la pre-
sencia de Acidovorax valerianellae y el resultado del 
ensayo se considera negativo, siempre y cuando los 
controles positivos muestren una banda específica de 
346 pb.

Métodos generales
Informe de resultados:  El resultado del Análisis de Sa-

nidad de Semillas debe indicar el nombre científico 
del patógeno detectado y el método de análisis em-
pleado. Cuando se informa en un certificado ISTA, 
los resultados deben ser consignados bajo ‘Otras 
determinaciones’.

	� El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas. 

	� En el caso de resultados negativos (patógeno no detec-
tado en ninguna submuestra), los resultados deben ser 
informados como ‘no detectado’. 

	� En el caso de un resultado positivo, el informe debe 
indicar el número de submuestra positivas del total 
analizado. 

Aseguramiento de calidad
Se debe mantener un registro con las fechas y los resulta-
dos de los controles de la calibración de las pipetas.

Es esencial que los analistas hayan recibido un en-
trenamiento apropiado y usen correctamente las pipetas 
automáticas.

Puntos críticos de control (PCC)

•	� El Thiram no debe ser utilizado en concentraciones 
>4g por kg de semilla (G. Hiddink, comunicación per-
sonal) ya que puede reducir la expresión de síntomas 
de Acidovorax valerianellae en las plántulas de canó-
nigo (Paso 1.3).

•	� Se debe mantener una humedad relativa alta (>90 %) 
en las cajas húmedas durante todo el proceso de incu-
bación para permitir el desarrollo de los síntomas de 
Acidovorax valerianellae (Paso 1.5).

•	� La duración de la luz puede adaptarse a la calidad de 
la luz de la cámara de germinación durante el proceso 
de incubación, siempre que el análisis se valide compa-
rando con los cotiledones de la muestra de semillas del 
control positivo (Paso 1.6).

•	� Los cotiledones de la muestra de semillas del control 
positivo deben mostrar los síntomas típicos y los coti-
ledones de la muestra control negativo no deben mos-
trar síntomas en el análisis de crecimiento (Paso 1.6 y 
1.11).

•	� El análisis de crecimiento debe llevarse a cabo por per-
sonal entrenado ya que el reconocimiento de síntomas 
requiere de experiencia (Paso 1.7 y 1.11).

•	� El marchitamiento de los cotiledones de canónigo cau-
sado por hongos podría enmascarar los síntomas de 
Acidovorax valerianellae. Si más del 20 % de las plán-
tulas de canónigo están marchitas debido a la infección 
de hongos y no se observan síntomas de Acidovorax 
valerianellae en los cotiledones, el resultado del aná-
lisis se debe considerar inválido. Sin embargo, si se 
observan síntomas de Acidovorax valerianellae en los 
cotiledones y es confirmado en el ensayo de PCR, el 
resultado del análisis es válido y la submuestra de se-
millas está infectada (Paso 1.13 y 1.15).

•	� Un control positivo de PCR (ADN de una cepa conoci-
da de Acidovorax valerianellae o material de referen-
cia) debe incluirse en cada análisis de PCR (Paso 3.3).

•	� La preparación de la mezcla de PCR (Paso 3.3), el pro-
grama de amplificación de PCR (Paso 3.4) y la pre-
paración del gel de agarosa para electroforesis (Paso 
3.5) deben ser adaptados al material disponible y a los 
equipos de análisis de cada laboratorio que esté diag-
nosticando Acidovorax valerianellae con la condición 
de que los resultados sean validados por controles en la 
PCR.

•	� La muestra de semilla del control positivo deberá dar 
un resultado positivo en la prueba de PCR y el control 
negativo deberá dar un resultado negativo en la prueba 
de PCR (Paso 3.6).

•	� El control positivo PCR (ADN de una cepa conocida 
de Acidovorax valerianellae o del material de referen-
cia), debe dar el producto de amplificación esperado en 
el análisis de PCR (Paso 3.6).

•	� El control del proceso y el control negativo PCR (agua 
estéril) deberá dar un resultado negativo en el análisis 
de PCR (Paso 3.6).

Gültig ab 1. Januar 2020

Internationale Vorschriften für die Prüfung von Saatgut Validierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut
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Leiter. Färbung mit Ethidiumbromid und spülen mit 
Wasser.

3.6	�Analyse der Amplifikationsprodukte von Acidovorax 
valerianellae auf spezifische Produkte von 346  bp 
(Abb. 4). Wenn keine Banden von 346 bp in den Unter-
suchungsproben auftreten, kann die Anwesenheit von 
Acidovorax valerianellae nicht bestätigt werden und 
das Testergebnis ist als negativ zu betrachten unter der 
Voraussetzung, dass die Positivkontrolle eine spezifi-
sche Bande bei 346 bp zeigt.

Allgemeine Methoden 
Berichterstattung der Ergebnisse:  Der Ergebnisbericht 

einer Gesundheitsprüfung von Saatgut sollte den wis-
senschaftlichen Name des Krankheitserregers und die 
verwendete Methode enthalten. Bei Berichterstattung 
auf einem ISTA-Bericht sind die Ergebnisse unter 
‚Weitere Untersuchungsergebnisse‘ einzutragen.
�Der Prüfbericht muss die Anzahl untersuchter Samen 
angeben.
�Im Falle eines negativen Ergebnisses (Pathogen in kei-
ner Teilprobe  nachgewiesen) müssen die Ergebnisse 
als “nicht nachgewiesen” berichtet werden.
�Im Falle eines positiven Ergebnisses sollten die Zahl 
der positiven zur Gesamtzahl untersuchter Teilproben 
angegeben werden.

Qualitätssicherung
Aufzeichnungen zur Pipettenkalibrierung (Datum und Er-
gebnisse) sollten erstellt werden.

Das Personal sollte über ausreichende Erfahrung im 
Umgang mit Pipetten verfügen.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•	� Thiram darf nicht in Konzentrationen >4 g je kg Samen 
(G. Hiddink, pers. Mitteilung) verwendet werden, weil 
andernfalls die Symptomausprägung von Acidovorax 
valerianellae an Feldsalatsämlingen verringert ist 
(Schritt 1.3).

•	� Eine hohe Luftfeuchte (>90  %) muss in den Pflan-
zenschalen während der Inkubationsphase reali-
siert werden, um die Entwicklung von Acidovorax 
valerianellae-Symptomen zu ermöglichen (Schritt 
1.5).

•	� Die Lichtdauer kann an die Lichtqualität der Wachs-
tumskammer angepasst werden während der Inkubati-
onsphase unter der Bedingung, dass die Untersuchung 

durch Vergleiche mit Kotyledonen der positiven Saat-
gutkontrollprobe validiert wird (Schritt 1.6).

•	� Die Kotyledonen der positiven Saatgutkontrollprobe 
sollen typische Symptome zeigen und die Kotyledonen 
der negativen Saatgutkontrollprobe sollten keine Sym-
ptome aufweisen im Wachstumstest (Schritte 1.6 und 
1.11).

•	� Der Wachstumstest sollte von erfahrenem Personal 
durchgeführt werden, da die Symptomerfassung Er-
fahrung erfordert (Schritte 1.7 und 1.11). 

•	� ‘Damping-off’ der Feldsalat-Kotyledonen verur-
sacht durch andere Pilze kann die Symptome von 
Acidovorax valerianellae überdecken. Wenn mehr 
als 20 % der Feldsalatsämlingspopulation von ‘Dam-
ping-off’ durch andere Pilzinfektionen betroffen ist 
und keine Acidovorax valerianellae-Symptome an den 
Kotyledonen beobachtet werden können, muss das 
Untersuchungsergebnis als ungültig betrachtet werden. 
Wenn trotzdem Acidovorax valerianellae-Symptome 
an Kotyledonen beobachtet werden und in der PCR 
bestätigt werden, ist das Untersuchungsergebnis gültig 
und die Samen-Teilproben sind infiziert. (Schritte 1.13 
und 1.15).

•	� Eine positive PCR-Kontrolle (DNA eines Acidovorax 
valerianellae Stammes oder Referenzmaterial) muss in 
jeder PCR-Untersuchung beinhaltet sein (Schritt 3.3).

•	� Die Herstellung des PCR-Reaktionsmixes (Schritt 
3.3), das PCR-Amplifikationsprogramm (Schritt 3.4) 
und die Herstellung des Agarose-Gels für die Elektro-
phorese (Schritt 3.5) sollten an das verfügbare Material 
und Ausstattung des auf Acidovorax valerianellae un-
tersuchenden Labors angepasst werden unter der Be-
dingung, dass die Ergebnisse mit den PCR-Kontrollen 
validiert werden. 

•	� Die positive Kontrollsaatgutprobe soll ein positives 
Ergebnis in der PCR-Untersuchung erzielen und die 
negative Kontrollsaatgutprobe soll in einem negativen 
Ergebnis resultieren (Schritt 3.6).

•	� Die positive PCR-Kontrolle (DNA eines bekannten  
Acidovorax valerianellae Stammes oder Referenzma-
terial) sollte das erwartete Amplifikationsprodukt in 
der PCR-Untersuchung zeigen (Schritt 3.6).

•	� Die Durchführungskontrolle und die negative PCR 
Kontrolle (steriles Wasser) sollen ein negatives Ergeb-
nis in der PCR-Untersuchung erhalten (Schritt 3.6). 

Effectives 1er janvier 2020
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1 min à 63 °C et 1 min à 72 °C. Une dernière incuba-
tion de 5 min à 72 °C et indéfiniment à 4 °C.

3.5	�Fractionner 10 µl des produits de PCR, le témoin de 
processus et le témoin négatif de PCR (eau stérile) 
sur gel d’électrophorèse tamponné par du Tris Acétate 
EDTA 1× (Tampon TAE). Inclure une échelle de 100 
pb. Colorer dans un bain de bromure d’éthidium et rin-
cer à l’eau.

3.6	�Analyser les produits d’amplification par rapport à 
un produit spécifique d’Acidovorax valerianellae de 
346 pb (Fig. 4). Lorsqu’aucune bande de 346 pb n’est 
visible dans les échantillons du test, la présence d’Aci­
dovorax valerianellae ne peut pas être confirmée et le 
résultat du test est considéré comme négatif à condition 
que les témoins positifs présentent la bande spécifique 
à 346 pb. 

Méthodes générales
Indication des résultats :  Le résultat d’un essai de qua-

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

Assurance qualité
Garder une trace de la date et des résultats des témoins de 
calibrage de pipette.

Il est essentiel que les opérateurs aient reçu la for-
mation appropriée et utilisent les pipettes automatiques 
correctement.

Points critiques de contrôle (CCP)

•	� Le Thirame ne doit pas être utilisé à des concentrations 
>4 g par kg de semences (G. Hiddink, comm. pers.) car 
il réduirait l’expression des symptômes d’ Acidovorax 
valerianellae sur les plantules de mâche (étape 1.3).

•	� Une humidité relativement élevée (>90  %) doit être 
maintenue dans les boîtes hermétiques durant le pro-
cessus d’incubation pour permettre le développement 

des symptômes d’Acidovorax valerianellae (étape 
1.5).

•	� La durée de l’éclairage peut être adaptée à la qualité 
lumineuse du module climatique durant le processus 
d’incubation à condition que le test soit validé par 
comparaison avec les cotylédons de l’échantillon de 
témoin positif de semences. (étape 1.6).

•	� Les cotylédons de l’échantillon de témoin positif de 
semences doivent présenter des symptômes typiques et 
les cotylédons du témoin négatif ne doivent pas présen-
ter de symptôme lors du test de grow-out. (étapes 1.6 et 
1.11).

•	� Le test de grow-out doit être réalisé par des opérateurs 
formés car la reconnaissance des symptômes exige de 
l’expérience. (étapes 1.7 et 1.11). 

•	� La fonte des semis sur les cotylédons de la mâche pro-
voquée par des champignons peut masquer les symp-
tômes d’ Acidovorax valerianellae. Si plus de 20  % 
des plantules de mâche subit une fonte de semis à 
cause d’une infection fongique et qu’aucun symptôme 
d’ Acidovorax valerianellae ne peut être observé sur 
les cotylédons, le résultat du test doit être considéré 
comme non valide. Cependant, si les symptômes d’Aci­
dovorax valerianellae sont observés sur les cotylédons 
et confirmés par PCR, le résultat du test est valide et le 
sous-échantillon de semences est infecté (étapes 1.13 
et 1.15).

•	� Un témoin positif de PCR (ADN d’une souche connue 
d’Acidovorax valerianellae ou matériel de référence) 
doit être inclu dans chaque test PCR (étape 3.3).

•	� La préparation du mélange pour PCR (étape 3.3), le 
programme d’amplification par PCR (étape 3.4) et la 
préparation du gel d’agararose pour électrophorèse 
(étape 3.5) doivent être adaptés au matériel disponible 
et aux équipements individuels des laboratoires réali-
sant des tests de recherche d’Acidovorax valerianellae 
à la condition que les résultats soient validés par les 
témoins de PCR.

•	� Le témoin positif de l’échantillon de semences doit 
donné un résultat positif au test de PCR et le contrôle 
négatif des échantillons de semences doit donné un 
résultat négatif au test de PCR.(étape 3.6).

•	� Le témoin positif de la PCR (ADN d’une souche 
connue d’Acidovorax valerianellae ou matériel de ré-
férence) doit donner le produit d’amplification attendu 
lors du test PCR (étape 3.6).

•	� Le témoin de processus et le témoin négatif de la PCR 
(eau stérile) doivent donner un résultat négatif lors du 
test de PCR (étape 3.6). 
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1 min at 72 °C. A final 5 min incubation at 72 °C and 
infinity at 4 °C.

3.5�Fractionate 10  µl of the PCR products, the process 
control and the negative PCR control (sterile water) 
by gel electrophoresis in 1× Tris acetate EDTA (TAE 
buffer). Include a 100 bp ladder. Stain with ethidium 
bromide in a bath and rinse in water.

3.6	�Analyse the amplification products for an Acidovorax 
valerianellae-specific product of 346  bp (Fig. 4). 
When no bands of 346 bp are visible in the test sam-
ples, the presence of Acidovorax valerianellae cannot 
be confirmed and the test result is regarded as nega-
tive, provided that the positive controls show the spe-
cific band of 346 bp.

General methods
Reporting results:  The result of a seed health test 

should indicate the scientific name of the pathogen 
detected and the test method used. When reported on 
an ISTA Certificate, results are entered under ‘Other 
Determinations’.
�The report must indicate the number of seeds tested. 
�In the case of a negative result (pathogen not detected 
in any subsample), the results must be reported as ‘not 
detected’.
�In the case of a positive result, the report must indi-
cate the number of positive subsamples out of the to-
tal number tested.

Quality assurance
A record should be kept of the date and results of pipette 
calibration checks.

It is essential that operators have received appropriate 
training and use automatic pipettes correctly.

Critical control points (CCP)

•	� Thiram should not be used at concentrations >4 g per 
kg of seeds (G. Hiddink, pers. comm.) as it will reduce 
the symptom expression of Acidovorax valerianellae 
on corn salad seedlings (Step 1.3).

•	� A high relative humidity (>90  %) should be main-
tained in the sweatboxes throughout the incuba-
tion process to enable development of Acidovorax 
valerianellae symptoms (Step 1.5).

•	� The light duration can be adapted to light quality of 
the growth chamber throughout the incubation pro-
cess, provided that the test is validated by comparison 
with the cotyledons of the positive control seed sam-
ple (Step 1.6).

•	� The cotyledons of the positive control seed sample 
should give typical symptoms and the cotyledons of 
the negative control sample should give no symptoms 
in the grow-out test (Steps 1.6 and 1.11).

•	� The grow-out test should be carried out by trained op-
erators, as recognition of symptoms requires experi-
ence (Steps 1.7 and 1.11).

•	� Damping-off on corn salad cotyledons caused by fun-
gi can mask the Acidovorax valerianellae symptoms. 
If more than 20 % of the corn salad seedling popu-
lation is damped-off due to fungal infection and no 
Acidovorax valerianellae symptoms can be observed 
on the cotyledons, the test result must be considered 
invalid. If, however, Acidovorax valerianellae symp-
toms are observed on the cotyledons and confirmed in 
the PCR, the test result is valid and the seed subsam-
ple is infected. (Steps 1.13 and 1.15).

•	� Positive PCR control (DNA of a known Acidovorax 
valerianellae strain or reference material) should be 
included in every PCR test (Step 3.3).

•	� The preparation of PCR mixture (Step 3.3), the am-
plification PCR programme (Step 3.4) and the prep-
aration of agarose gel for electrophoresis (Step 3.5) 
should be adapted to available material and equip-
ment of individual laboratories testing for Acidovorax 
valerianellae under the condition that results will be 
validated by PCR controls.

•	� The positive control seed sample should give a posi-
tive result in the PCR test and the negative control 
seed sample should give a negative result in the PCR 
test (Step 3.6).

•	� The positive PCR control (DNA of Acidovorax 
valerianellae known strain or reference material) 
should give the expected amplification product in the 
PCR test (Step 3.6).

•	� The process control and the negative PCR control 
(sterile water) should give a negative result in the 
PCR test (Step 3.6).
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Medios y soluciones
Solución salina estéril

Cloruro de Sodio (NaCI):  8,5 g
Agua destilada/desionizada:  1.000 ml

Preparación

1.	 Pesar todos los ingredientes en un contenedor 
adecuado.

2.	 Agregar 1.000 ml de agua destilada /desionizada.
3.	 Disolver y colocar en el contenedor final.
4.	 Autoclavar a 121 °C, 15 psi por 15 minutos.

Almacenaje

Siempre que los recipientes estén cerrados herméticamen-
te, pueden ser almacenados por varios meses antes de usar.

Ejemplo de preparación de la mezcla de 
reacción para PCR 

Compuesto Concentración 
final

Volumen (µl) 
en 25 µl

Milli Q estéril 19,8
*Tampón Taq 10× 1×   2,5
dNTP (20 mM total, 5 mM 
c/u)

0,1 mM c/u   0,5

ZTO57-F (20 pmol/µl) 0,4 pmol/µl   0,5
ZTO58-R (20 pmol/µl) 0,4 pmol/µl   0,5
Taq polimerasa (5 U/µl) 0,05 U/µl   0,2 
ADN   1,0

* Tampón de PCR (con Mg+) concentrado 10×, contiene: 
10 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2 y 500 mM KCl.

Ejemplo de visualización de productos 
de PCR

Tampón 1× Tris-acetato EDTA (TAE)

Compuesto Cantidad/l
Tris-acetato EDTA (TAE 50×) 20 ml
Agua destilada/desionizada 1.000 ml

Gel de agarosa 1,5 % para electroforesis

Compuesto Un gel de agarosa
(25 × 15 cm)

Cantidad/l

Tris-acetato EDTA (TAE 1×) 300 ml 1.000 ml
Agarosa 4,5 g 15,0 g

Preparación

1.	 Asegurarse de que la bandeja del gel se encuentre 
limpia y seca, antes de utilizar. Utilizar el dispositivo 
de armado del gel. Coloque el/los peine(s) de gel en 
posición adecuada en la bandeja del gel.

2.	 Pesar la cantidad deseada de agarosa y colocar en 
un frasco Erlenmeyer con una cantidad medida de 
tampón de electroforesis, ej. para 300 ml de gel, 
agregar 4,5 g de agarosa y 300 ml de tampón TAE 1× 
en un frasco de 500 ml. Utilizar un frasco de mayor 
volumen permite evitar que la agarosa se derrame al 
hervir.

3.	 Disolver la agarosa en un horno microondas. Todos 
los granos de agarosa deben disolverse y la solución 
debe quedar clara.

4.	 Permitir que la solución se enfríe hasta aproximada-
mente 60 °C.

5.	 Después que el gel este completamente sólido retirar 
cuidadosamente los peines.

6.	 Retirar el gel y colocarlo en la unidad de 
electroforesis.

7.	 El mismo tampón de electroforesis usado en el gel 
debe ser usado también como tampón de corrida.

Nota:  La cantidad de gel de agarosa 1,5 % para electrofo-
resis que se prepare dependerá de los aparatos de electro-
foresis disponibles en el laboratorio.
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Medien und Lösungen
Sterile Kochsalzlösung

Natriumchlorid (NaCl):  8,5 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser:  1000 ml

Herstellung

1.	� Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes Gefäß.
2.	� Zugabe von 1000  ml von destilliertem/deionisiertem 

Wasser.
3.	� Lösen der Komponenten und Abfüllung in Endgefäße.
4.	� Autoklavieren bei 121 °C, 15 p.s.i. für 15 min.

Lagerung

Unter der Voraussetzung, dass die Behälter gut verschlos-
sen sind, ist eine Lagerung für mehrere Monate bis zum 
Gebrauch möglich.

Beispiel für die Herstellung eines 
Reaktionsmixes für die PCR 

Komponente Endkonzent-
ration

Volumen (µl)
in 25 µl

Steriles Milli Q 19,8
*Taq Puffer 10× 1×   2,5
dNTP (20 mM total, je 5 mM) je 0,1 mM   0,5
ZTO57-F (20 pmol/µl) 0,4 pmol/µl   0,5
ZTO58-R (20 pmol/µl) 0,4 pmol/µl   0,5
Taq Polymerase (5 U/µl) 0,05 U/µl   0,2 
DNA   1,0

* 10× konzentrierter PCR-Reaktionspuffer (mit Mg+), mit 
10 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2 und 500 mM KCl. 

Beispiel zur Visualisierung der 
PCR-Produkte

Tris-Acetat EDTA (TAE) Puffer 1×

Compound Menge/l
Tris-Acetat EDTA (TAE 50×) 20 ml
Destilliertes/deionisiertes Wasser 1000 ml

1,5 % Agarose-Gel für die Elektrophorese

Komponente 1 Agarose-Gel
(25 × 15 cm)

Menge/l

Tris-Acetat EDTA (TAE 1×) 300 ml 1000 ml
Agarose 4,5 g 15,0 g

Herstellung

1.	� Es ist zu überprüfen, dass der Gelträger vor der Be-
nutzung sauber und trocken ist. Die Verwendung eines 
Gelgießstandes wird empfohlen. Der Gelkamm wird 
im Gelträger platziert.

2.	� Die erforderliche Menge Agarose in einen Erlenmeyer-
kolben einwiegen und die erforderliche Menge Elekt-
rophoresepuffer zugeben, z. B. für ein 300 ml Gel wer-
den 4,5 g Agarose und 300 ml 1× TAE-Puffer in einen 
500  ml Kolben eingefüllt. Das größere Gefäß dient 
dem Schutz vor Überkochen der Agarose.

3.	� Lösen der Agarose in der Mikrowelle. Alle Partikel der 
Agarose müssen gelöst sein und die Flüssigkeit klar 
erscheinen.

4.	� Die Lösung auf ungefähr 60 °C abkühlen lassen.
5.	� Nachdem das Gel vollständig ausgekühlt und erstarrt 

ist, kann der Gelkamm vorsichtig entfernt werden.
6.	� Das Gel aus dem Gelgießstand entnehmen und das 

Gel mit Gelträger in die Elektrophoresekammer 
überführen.

7.	� Derselbe Puffer, der zur Herstellung des Geles verwen-
det wurde, muss als Laufpuffer in der Elektrophorese 
verwendet werden.

Anmerkung:  Die Menge für die Herstellung eines 
1,5-prozentigen Agarose-Gels ist abhängig von der ver-
fügbaren Elektrophoresevorrichtung des Labors.
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Milieux et solutions
Solution saline stérile

Chlorure de sodium (NaCl) :  8,5 g
Eau distillée/désionisée :  1000 ml

Préparation

1.	 Peser tous les composants dans un récipient adapté.
2.	 Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.	 Dissoudre et distribuer dans les récipients finaux. 
4.	� Autoclaver à 121 °C, 15 p.s.i. pendant 15 min.

Stockage

Les récipients prévus à cet effet doivent être soigneuse-
ment fermés, ils peuvent être stockés pendant plusieurs 
mois avant usage.

Exemple de mélange réactionnel pour 
PCR

Composants Concentration 
finale

Volume (µl) 
dans 25 µl

Milli Q stérile 19,8
*Tampon Taq 10× 1×   2,5
dNTP (20 mM total, 5 mM 
chacun)

0,1 mM chacun   0,5

ZTO57-F (20 pmol/µl) 0,4 pmol/µl   0,5
ZTO58-R (20 pmol/µl) 0,4 pmol/µl   0,5
Taq polymerase (5 U/µl) 0,05 U/µl   0,2 
ADN   1,0

*Tampon de réaction PCR concentré 10× (avec Mg+), avec  
10 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2 et 500 mM KCl. 

Exemple de visualisation des produits 
de PCR

Tampon 1× Tris acétate EDTA (TAE) 

Composants Quantité/l
Tris acétate EDTA (TAE 50×) 20 ml
Eau distillée/désionisée 1000 ml

Préparation du gel d’agarose pour 
électrophorèse à 1,5 % 

Composants 1 gel d’agarose 
(25 × 15 cm)

Quantité/l

Tris acétate EDTA (TAE 1×) 300 ml 1000 ml
Agarose 4,5 g 15,0 g

Préparation

1.	� S’assurer que le moule du gel est propre et sec avant 
usage. Utiliser le support de gel. Placer le(s) peigne(s) 
du gel en position dans le moule du gel.

2.	� Peser la quantité d’agarose souhaitée et déposer la dans 
un erlenmeyer avec une quantité mesurée de tampon 
par exemple pour 300 ml de gel ajouter 4,5 g d’agarose 
et 300 ml de tampon TAE 1× dans une fiole de 500 ml. 
La taille de la fiole garantit à l’agarose de ne pas débor-
der lors de l’ébullition.

3.	� Dissoudre l’agarose dans un four micro-onde. Tous les 
granulés d’agarose doivent être dissous et la solution 
doit être limpide.

4.	� Laisser le milieu refroidir à environ 60 °C. 
5.	� Après gélification retirer délicatement le(s) peigne(s).
6.	� Démouler les gels et disposer les dans les appareils 

d’électrophorèse. 
7.	� Le même tampon d’électrophorèse utilisé dans le gel 

doit également être utilisé pour le tampon de migration.

Remarque :  La quantité de 1,5 % de gel d’agarose à pré-
parer pour l’électrophorèse dépend des appareils d’électro-
phorèse disponibles dans le laboratoire. 
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Media and solutions
Sterile saline

Sodium chloride (NaCl):  8.5 g
Distilled/deionised water:  1000 ml

Preparation

1.	� Weigh out all ingredients into a suitable container.
2.	� Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.	� Dissolve and dispense into final containers.
4.	� Autoclave at 121 °C, 15 p.s.i. for 15 min.

Storage

Provided containers are tightly closed, may be stored for 
several months before use.

Example of reaction mixture preparation 
for PCR

Compound Final 
concentration

Volume in 25 µl 
(µl)

Sterile Milli Q 19.8
*Taq Buffer 10× 1×   2.5
dNTP (20 mM total, 
5 mM each)

0.1 mM each   0.5

ZTO57-F (20 pmol/µl) 0.4 pmol/µl   0.5
ZTO58-R (20 pmol/µl) 0.4 pmol/µl   0.5
Taq polymerase (5U/µl) 0.05 U/µl   0.2
DNA   1.0

* 10× concentrated PCR reaction buffer (with Mg+), contain-
ing 10 mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2 and 500 mM KCl 

Example for visualisation of PCR 
products

Tris acetate EDTA (TAE) buffer 1×

Compound Amount/l
Tris acetate EDTA (TAE 50×) 20 ml
Distilled/deionised water 1000 ml

1.5 % agarose gel for electrophoresis

Compound 1 agarose gel 
(25 × 15 cm)

Amount/l

Tris acetate EDTA (TAE 1×) 300 ml 1000 ml
Agarose 4.5 g 15.0 g

Preparation

1.	� Make sure that the gel tray is clean and dry before use. 
Use the gel caster. Place the gel comb(s) in position in 
the gel tray.

2.	� Weigh the desired amount of agarose and place in an 
Erlenmeyer flask with a measured amount of electro-
phoresis buffer, e.g. for a 300 ml gel add 4.5 g of aga-
rose and 300 ml of 1× TAE buffer to a 500 ml flask. 
The larger flask ensures the agarose will not boil over.

3.	� Dissolve the agarose in a microwave oven. All the 
grains of agarose should be dissolved and the solution 
clear.

4.	� Allow the medium to cool down to approx. 60 °C.
5.	� After the gel is completely set carefully remove the 

gel comb(s).
6.	� Remove the gels and place them in the electrophoresis 

unit.
7.	� The same electrophoresis buffer used in the gel must 

also be used for the running buffer.

Note:  the amount of 1.5 % agarose gel for electrophore-
sis to be prepared depends on the available electrophore-
sis apparatus of a laboratory.
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