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Informes de validación

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

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

Descargo de responsabilidad

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

Medidas de seguridad

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

Nota sobre el uso de traducciones

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

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

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

Haftungsausschluss

Obgleich die ISTA mit Sorgfalt auf die Richtigkeit der in die-
ser Methodenbeschreibung angegebenen Methoden und 
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). 
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Études de validation

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

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

Limitation de responsabilité

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

Sécurité

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

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

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

Disclaimer

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

Safety precautions

Ensure you are familiar with hazard data and take 
appropriate safety precautions, especially during weighing 
out of ingredients. It is assumed that persons carrying 
out this test are in a laboratory suitable for carrying out 
microbiological procedures and familiar with the principles 
of Good Laboratory Practice, Good Microbiological Practice, 
and aseptic techniques. Dispose of all waste materials in 
an appropriate way (e.g. autoclaving, disinfection) and in 
accordance with local health, environmental and safety 
regulations.
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7-033: Detección de Ascochyta rabiei en semillas de 
Cicer arietinum (garbanzo) 

Figura 1. Diagrama de flujo del 
proceso que explica los análisis 
del método y las decisiones toma-
das, en función de los resultados 
provisionales hasta el resultado 
final, para la detección y pato-
genicidad de Ascochyta rabiei 
en semilla de Cicer arietinum 
(garbanzo).

Hospedante:  Cicer arietinum
Patógeno(s):  Ascochyta rabiei

Autores:  Le Daré, L.1, Sérandat, I.1, Le Guisquet, C.1, 
Penant, A.2, Lambert, Q.2, Grimault, V.1 & Asaad, S.3

	 1GEVES, 25 rue Georges Morel, CS 90024, 49071 
Beaucouzé, France

	 2Terres Inovia, 270 Avenue de la Pomme de Pin, 
45160 Ardon, France

	 3ICARDA, Dahlia building, Bachir El Kassar Street, 
Verdun, Beirut 1108-2010, Lebanon

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2025-01-01: Nuevo método

Antecedentes
Ascochyta rabiei (syn. Phoma rabiei), también cono-
cida por su nombre teleomorfo Didymella rabiei (syn. 
Mycosphaerella rabiei), es responsable del tizón de 
Ascochyta en las semillas de garbanzo. En 2019, se inició 
el proyecto francés ‘AsCoLuP’ con el anhelo de mejorar 
el control y la comprensión de dos enfermedades en gar-
banzo y lupino. Uno de los objetivos de este proyecto fue 
proporcionar un método validado para detectar, identificar 
y analizar la patogenicidad de A. rabiei en garbanzo.

El tizón del garbanzo, causado por el hongo A. rabiei, 
es una de las enfermedades más graves del cultivo ya que 
se han registrado epidemias severas en todo el mundo 
(Nene, 1982; Nene y Reddy, 1987; Collard et al., 2001). 
Este patógeno es muy agresivo en los cultivos de garbanzo 

y puede propagarse rápidamente en el campo una vez esta-
blecido y cuando las condiciones climáticas son adecuadas 
(Pearse, 2005). La reacción del cultivo depende de las con-
diciones climáticas, de las prácticas de cultivo específicas 
y del cultivar (Pearse, 2005). El hongo ataca selectivamen-
te al garbanzo y luego persiste en los residuos del cultivo, 
las semillas y las malezas.

Existe una alta tasa de transmisión de Ascochyta de se-
milla a plántula en garbanzo ya que incluso un pequeño 
número de semillas infectadas puede generar una infección 
significativa de plántulas en el campo. Los informes han 
indicado que un lote de semillas infectadas con Ascochyta 
en 0,1% (una semilla infectada en 1000), podría dar como 
resultado 175 plántulas infectadas por acre (Pearse, 2005).

El uso de semillas libres del tizón de Ascochyta y el 
tratamiento de las mismas con fungicidas efectivos redu-
cen la probabilidad de transmisión de la enfermedad de 
la semilla a las plántulas (Gan et al. 2006). Las semillas 
infectadas a menudo no presentan síntomas, por lo que es 
crucial disponer de un método confiable de detección sani-
taria de las semillas para evitar la infección de las plantas.

La infección inicial de los cultivos proviene de la in-
troducción de semillas infectadas o del movimiento de los 
restos vegetales infectados, a través de esporas transporta-
das por el viento (ascosporas), la maquinaria o los anima-
les. Las esporas del hongo pueden sobrevivir poco tiempo 
sobre la piel, la ropa y la maquinaria. La infección poste-
rior en el cultivo se produce cuando el inóculo se desplaza 
hacia la parte superior de la canopia o hacia las plantas 
adyacentes mediante el viento o las salpicaduras de lluvia 
durante el tiempo húmedo (GRDC, 2009).

Este método incluye un método para detectar e iden-
tificar A. rabiei y un análisis opcional para confirmar la 
patogenicidad de los aislados.

Gültig ab 1. Januar 2025
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7-033: Nachweis von Ascochyta rabiei an Cicer 
arietinum (Kichererbse) Samen

Abb. 1. Prozessablaufdiagramm zur 
Erläuterung der Methode und der Ent-
scheidungen, die in Abhängigkeit von 
den Zwischenergebnissen bis zum End-
ergebnis getroffen wrrden zum Nachweis 
und Bestimmung der Pathogenität von 
Ascochyta rabiei an Cicer arietinum 
(Kichererbse) Samen.

Wirtspflanze:  Cicer arietinum
Krankheitserreger:  Ascochyta rabiei

Autoren:  Le Daré, L.1, Sérandat, I.1, Le Guisquet, C.1, 
Penant, A.2, Lambert, Q.2, Grimault, V.1 & Asaad, S.3

	 1GEVES, 25 rue Georges Morel, CS 90024, 49071 
Beaucouzé, France

	 2Terres Inovia, 270 Avenue de la Pomme de Pin, 
45160 Ardon, France

	 3ICARDA, Dahlia building, Bachir El Kassar Street, 
Verdun, Beirut 1108-2010, Lebanon

Revisionsstand

Version 1.0, 2025-01-01: Neue Methode

Hintergrund
Ascochyta rabiei (syn. Phoma rabiei), auch bekannt un-
ter seinem teleomorphen Namen Didymella rabiei (syn. 
Mycosphaerella rabiei), ist für die Ascochyta-Fäule an Ki-
chererbsensamen verantwortlich. Im Jahr 2019 wurde das 
französische Projekt „AsCoLuP“ ins Leben gerufen mit 
dem Ziel, ein besseres Management und Verständnis für 
zwei Krankheiten bei Kichererbse und Lupine zu schaf-
fen. Eines der Ziele dieses Projekts war die Bereitstellung 
einer validierten Methode zum Nachweis, zur Identifizie-
rung und zur Prüfung der Pathogenität von A. rabiei auf 
Kichererbse.

Die Kichererbsenfäule, die durch den Pilz A. rabiei ver-
ursacht wird, ist eine der schwersten Krankheiten der Kul-
turpflanze; weltweit wurden schwere Epidemien gemeldet 
(Nene, 1982; Nene und Reddy, 1987; Collard et al., 2001). 
Dieser Erreger ist sehr aggressiv gegenüber Kichererbsen-

pflanzen und kann sich auf dem Feld schnell ausbreiten, 
sobald er sich etabliert hat und die Witterungsbedingungen 
geeignet sind (Pearse, 2005). Die Reaktion der Kulturen 
hängt von den Witterungsbedingungen, den spezifischen 
Anbaupraktiken und der Sorte ab (Pearse, 2005). Der Pilz 
befällt selektiv die Kichererbse und persistiert dann in den 
Ernterückständen, Samen und Unkräutern.

Ascochyta wird bei Kichererbsen in hohem Maße von 
den Samen auf die Keimlinge übertragen; schon eine klei-
ne Anzahl infizierter Samen kann zu einer erheblichen 
Infektion der Keimlinge auf dem Feld führen. Berichten 
zufolge kann eine mit 0,1 % Ascochyta infizierte Saatgut-
partie (ein infizierter Samen von 1000) potenziell zu 175 
infizierten Sämlingen pro Acker führen (Pearse, 2005).

Die Verwendung von Ascochyta-freiem Saatgut und 
die Behandlung des Saatguts mit wirksamen Fungiziden 
verringern die Wahrscheinlichkeit, dass die durch das 
Saatgut übertragene Krankheit auf die Sämlinge übergeht 
(Gan et al., 2006). Das infizierte Saatgut ist oft symptom-
los; daher ist eine zuverlässige Methode zum Nachweis 
der Saatgutgesundheit entscheidend, um eine Infektion der 
Pflanzen zu vermeiden.

Die Erstinfektion von Kulturen erfolgt entweder durch 
die Einbringung von infiziertem Saatgut oder durch die 
Verschleppung infizierter Pflanzenreste, durch vom Wind 
getragene Sporen (Ascosporen), Maschinen oder Tiere. 
Die Sporen des Pilzes können für kurze Zeit auf Haut, 
Kleidung und Maschinen überleben. Zu einer anschließen-
den Infektion in der Kultur kommt es, wenn das Inokulum 
durch Wind oder Regenspritzer bei nassem Wetter höher in 
den Pflanzenbestand oder auf umliegende Pflanzen getra-
gen wird (GRDC, 2009).

Diese Methode umfasst eine Nachweismethode zum 
Nachweis und zur Identifizierung von A. rabiei sowie ei-
nen optionalen Pathogenitätstest zur Bestätigung der Pa-
thogenität der Isolate (Abb. 1).

Effectives 1er janvier 2025
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7-033 : Détection d’Ascochyta rabiei sur semences de 
Cicer arietinum (pois-chiche)

Hôte :  Cicer arietinum
Pathogène(s) :  Ascochyta rabiei

Auteurs :  Le Daré, L.1, Sérandat, I.1, Le Guisquet, C.1, 
Penant, A.2, Lambert, Q.2, Grimault, V.1 & Asaad, S.3

	 1GEVES, 25 rue Georges Morel, CS 90024, 49071 
Beaucouzé, France

	 2Terres Inovia, 270 Avenue de la Pomme de Pin 45160 
Ardon, France

	 3ICARDA, Dahlia building, Bachir El Kassar Street, 
Verdun, Beirut 1108-2010, Lebanon

Historique de la révision

Version 1.0, 2025-01-01 : Nouvelle méthode

Historique
Ascochyta rabiei (syn. Phoma rabiei), aussi connu 
sous le nom de sa forme sexuée Didymella rabiei (syn. 
Mycosphaerella rabiei), est l’agent responsable de l’an-
thracnose du pois-chiche. Le projet Français «  AsCo-
LuP », initié en 2019, avait pour ambition d’acquérir des 
connaissances et de permettre un meilleur contrôle de 
deux maladies du pois-chiche et du lupin. Un des objectifs 
de ce projet était de fournir une méthode validée capable 
de détecter, identifier et tester la pathogénicité d’A. rabiei 
sur pois-chiche.

L’anthracnose du pois-chiche est causée par le champi-
gnon A. rabiei et est une des maladies les plus graves sur 
cette culture, de graves épidémies ont été signalées dans 
le monde entier (Nene, 1982; Nene et Reddy, 1987; Col-

lard et al., 2001). Ce pathogène est extrêmement agressif 
sur les cultures de pois-chiche et à un pouvoir de trans-
mission important une fois présent dans le champ et que 
les conditions météorologiques sont favorables (Pearse, 
2005). Le pathogène attaque sélectivement le pois-chiche, 
puis persiste dans les résidus de cultures, les semences et 
les adventices.

Le taux de transmission d’Ascochyta aux semences de 
pois-chiche est très élevé, même une petite quantité de se-
mences infectées peut provoquer une contamination dans 
la culture. Il a été rapporté qu’un lot contaminé à 0,1 % 
d’Ascochyta (1 semence contaminée sur 1000), peut po-
tentiellement provoquer une contamination allant jusqu’à 
175 plantules/acre (Pearse, 2005).

L’utilisation de semences indemnes d’Ascochyta et de 
traitement de semences fongicides réduisent le risque de 
transmission des maladies aux semences (Gan et al., 2006). 
Les semences contaminées sont généralement asympto-
matiques, cela implique d’avoir une méthode de détection 
fiable permettant d’éviter la propagation à la plante.

La contamination primaire est soit liée à l’utilisation de 
semences contaminées, soit à la propagation par des débris 
de plantes, soit par le biais de spores transportées par le 
vent (ascospores), par les équipements ou les animaux. 
Les conidies du champignon peuvent survivre pendant une 
courte période sur la peau, les vêtements ou les machines. 
L’infection ultérieure au sein de la culture se produit 
lorsque l’inoculum est déplacé plus haut dans la canopée 
ou vers les plantes environnantes par le vent ou les écla-
boussures de pluie par temps humide (GRDC, 2009).

Cette méthode inclut une méthode de détection per-
mettant de détecter et d’identifier A. rabiei ainsi qu’un test 
de pouvoir pathogène optionnel afin de confirmer la patho-
génicité des isolats (Fig. 1).

Figure 1. Organigramme expli-
quant les méthodes employées 
et la prise de décision en fonc-
tion des résultats intermédiaires 
jusqu’au résultat final, pour la 
détection et la pathogénicité d’As-
cochyta rabiei dans les semences 
de Cicer arietinum (pois chiche).
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7-033: Detection of Ascochyta rabiei in Cicer arietinum 
(chickpea) seed

Host:  Cicer arietinum
Pathogen(s):  Ascochyta rabiei

Authors:  Le Daré, L.1, Sérandat, I.1, Le Guisquet, C.1, 
Penant, A.2, Lambert, Q.2, Grimault, V.1 & Asaad, S.3

	 1GEVES, 25 rue Georges Morel, CS 90024, 49071 
Beaucouzé, France

	 2Terres Inovia, 270 Avenue de la Pomme de Pin, 
45160 Ardon, France

	 3ICARDA, Dahlia building, Bachir El Kassar Street, 
Verdun, Beirut 1108-2010, Lebanon

Revision history

Version 1.0, 2025-01-01: New method

Background
Ascochyta rabiei (syn. Phoma rabiei), also known by its 
teleomorph name Didymella rabiei (syn. Mycosphaerella 
rabiei), is responsible for Ascochyta blight on chickpea 
seeds. In 2019, the French project ‘AsCoLuP’ was 
initiated with the ambition to develop better management 
and understanding of two diseases on chickpea and lupin. 
One of the aims of this project was to provide a validated 
method to detect, identify and test the pathogenicity of 
A. rabiei on chickpea.

Chickpea blight, caused by the fungus A. rabiei is one 
of the most serious diseases of the crop; severe epidemics 
have been reported worldwide (Nene, 1982; Nene and 

Reddy, 1987; Collard et al., 2001). This pathogen is very 
aggressive on chickpea crops and can spread quickly in 
the field once established and when weather conditions 
are suitable (Pearse, 2005). The crop reaction is dependent 
on the weather conditions, specific cropping practices and 
cultivar (Pearse, 2005). The fungus selectively attacks 
chickpea, then persists in the crop’s residue, seeds and 
weeds.

There is a high rate of seed-to-seedling transmission 
of Ascochyta in chickpea; even a small number of infected 
seeds can result in significant seedling infection in the 
field. Reports have indicated that a 0.1 % Ascochyta-
infected seed lot (one infected seed in 1000), could 
potentially result in 175 infected seedlings per acre 
(Pearse, 2005).

The use of Ascochyta blight-free seed and seed 
treatment with effective fungicides reduce the probability 
of transmitting seed-borne disease to the seedlings (Gan 
et al., 2006). The infected seeds are often symptomless; 
therefore, a reliable seed health detection method is 
crucial to avoid plant infection.

Initial crop infection is due to the introduction of either 
infected seed or from movement of infected plant debris, 
through wind-borne spores (ascospores), machinery or 
animals. Spores of the fungus can survive for a short time 
on skin, clothing and machinery. Subsequent in-crop 
infection occurs when inoculum is moved higher in the 
canopy or to surrounding plants by wind or rain splash 
during wet weather (GRDC, 2009).

This method includes a detection procedure to detect 
and identify A. rabiei and an optional pathogenicity test 
to confirm the pathogenicity of the isolates (Fig. 1).

Figure 1. Process flow diagram 
explaining method assays and 
decisions taken, depending on in-
termediate results until final result, 
for detection and pathogenicity of 
Ascochyta rabiei in Cicer arietinum 
(chickpea) seed.

StickyNote
Rules changes for 2025 _ Method 7-033
New method including process to detect and identify Ascochyta rabiei and optional test to confirm pathogenicity of isolates. Proposal submitted by Seed Health TCOM and supported by method validation study.
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Medidas de seguridad
Asegurarse de estar familiarizado con los datos sobre pe-
ligro y tomar las precauciones de seguridad adecuadas, 
especialmente durante la preparación de los medios, la 
esterilización en autoclave y el pesaje de los ingredientes. 
Es de suponer que este procedimiento es llevado a cabo en 
un laboratorio microbiológico por personas familiarizadas 
con los principios de las Buenas Prácticas de Laboratorio, 
las Buenas Prácticas Microbiológicas y la técnica aséptica. 
Eliminar todos los materiales de desecho de forma ade-
cuada (p. ej., usando autoclave, desinfección) y de acuerdo 
con la legislación local en materia de salud, medio am-
biente y seguridad.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la detección de 
Ascochyta rabiei en semilla tratada. (Definición de “tra-
tamiento”: cualquier proceso físico, biológico o químico 
al que se someta un lote de semillas, incluidos los recubri-
mientos de semillas. Ver 7.2.3.)

Tamaño de la muestra
Los tamaños de la muestra (número total de semillas ana-
lizadas) y de la sub-muestra dependen del estándar de to-
lerancia deseado (número máximo aceptable de semillas 
infestadas) y del límite de detección (número mínimo 
teórico de propágulos de patógenos por semilla que puede 
detectarse). El tamaño mínimo de la muestra debería ser 
400 semillas.

Materiales
Material de referencia:  cultivos de referencia u otro ma-

terial apropiado para utilizar como control positivo del 
proceso

Medios:  agar malta (MA) o agar dextrosa de papa (PDA) 
(para la detección); agar dextrosa de harina de se-
millas de garbanzo (CSMDA) (para el análisis de 
patogenicidad)

Autoclave
Solución de hipoclorito de sodio:  (1 % de cloro disponi-

ble) para la desinfección de las semillas
Agua destilada/desionizada estéril
Papel secante estéril:  para secar las semillas y para 

la germinación de las plántulas en el análisis de 
patogenicidad

Placas:  cajas de Petri estériles de 90 mm (una por cada 
diez semillas)

Esterilizador
Pinzas

Incubadora:  funcionando a 20 ±2 °C en la oscuridad 
(para la incubación de las muestras)

Incubadora:  funcionando a 20 ±2 °C bajo luz ultravioleta 
cercana (para el crecimiento del material de referencia)

Estereomicroscopio:  ×6,5–50 aumentos
Microscopio compuesto:  ×100–400 aumentos
Plántulas de garbanzo:  susceptibles a todas las razas 

de Ascochyta para el análisis de patogenicidad (p. ej. 
“Benito”)

Filtro
Vasos de precipitado
Portaobjetos de microscopio
Cuchillas de busturí estériles
Célula de Malassez (hemocitómetro)
Pipetas estériles
Bolsas de plástico
Tierra vaporizada para macetas
Bandejas, recipientes y tapa
Cámara de crecimiento:  funcionando a 20 ±2 °C y 80 % 

de humedad relativa (HR)

Métodos
Nota: Todos los pasos aquí descriptos son importantes y 
deberían seguirse tal como están escritos. Los puntos críti-
cos de control se indican con “PCC”.

1.	� Método de detección
1.1	�Pretratamiento: Sumergir las semillas en una solución 

de hipoclorito de sodio (NaOCl) (1 % de cloro disponi-
ble) durante 10 minutos, luego escurrirlas, enjuagarlas 
bien con agua estéril y escurrirlas de nuevo. Secar las 
semillas sobre papel secante estéril.

1.2	�Siembra
1.2.1	� Colocar asépticamente un máximo de diez semi-

llas sobre la superficie del agar de cada placa MA 
o PDA, separadas uniformemente alrededor del 
perímetro.

1.2.2	� Control positivo (material de referencia): colo-
car asépticamente un cultivo de referencia en los 
medios.

1.3	�Incubar durante 7 días a 20 ±2 °C, en la oscuridad.
1.4	�Examinación (PCC): Después de 7 días, examinar cada 

semilla a simple vista (Figura 2a, b). Ascochyta rabiei 
es un hongo de crecimiento lento y puede localizar-
se sobre la cubierta seminal o debajo de las semillas. 
Para permitir un registro exacto, es importante alejar 
a las semillas para descubrir la presencia de micelio 
y picnidios. En ambos medios, el micelio de color 
blanco a verde se desarrolla lentamente; el desarrollo 
de picnidios de color marrón pálido a marrón oscuro 
podría producirse en la superficie o debajo de ella. A 
los 7 días, el diámetro de la colonia varía entre 10 y 
35 mm en ambos medios. Los picnidios suelen liberar 
una masa mucilaginosa anaranjada de picnidiosporas 
(cirros). Las colonias dudosas pueden confirmarse por 
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Sicherheitsmaßnahmen
Vergewissern Sie sich, dass Sie mit den Sicherheitsdaten-
blättern vertraut sind, und treffen Sie geeignete Sicher-
heitsvorkehrungen, insbesondere bei der Herstellung der 
Medien, beim Autoklavieren und beim Einwiegen der 
Bestandteile. Es wird vorausgesetzt, dass dieses Verfah-
ren in einem mikrobiologischen Labor durch Mitarbeiter 
durchgeführt wird, die mit den Prinzipien der Guten La-
borpraxis, Guten Mikrobiologischen Praxis und der steri-
len Arbeitstechnik vertraut sind. Alle Abfallstoffe sind auf 
geeignete Weise und entsprechend der vor Ort üblichen 
Gesundheits-, Sicherheits- und Umweltbestimmungen zu 
entsorgen (z. B. durch Autoklavieren, Desinfizieren).

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode wurde nicht für den Nachweis von 
Ascochyta rabiei auf behandeltem Saatgut validiert. (Defi-
nition von „Behandlung“: jedes physikalische, biologische 
oder chemische Verfahren, dem eine Saatgutpartie unter-
zogen wird, einschließlich Saatgutbeschichtungen. Siehe 
7.2.3.)

Probengröße
Der Probenumfang (Gesamtzahl der untersuchten Samen) 
und die Größe der Teilproben hängen von der gewünschten 
Toleranz (maximal akzeptable Anzahl befallener Samen) 
und der Nachweisgrenze (theoretische Mindestanzahl von 
pathogenen Einheiten pro Samen, die nachgewiesen wer-
den kann) ab. Die Mindestprobengröße sollte 400 Samen 
betragen.

Material
Referenzmaterial:  Referenzkulturen oder andere als Po-

sitivkontrolle geeignete Materialien 
Medien:  Malzagar (MA) oder Kartoffel-Dextrose-Agar 

(PDA) (zum Nachweis); Kichererbsen-Mehl-Dextro-
se-Agar (CSMDA) (für den Pathogenitätstest)

Autoklav
Natriumhypochloridlösung:  (1  % verfügbares Chlor) 

zur Desinfektion der Samen
Steriles destilliertes/deionisiertes Wasser
Steriles Filerpapier:  zum Trocknen der Samen und für 

die Keimlinge im Pathogenitätstest
Agarplatten:  90 mm sterile Petrischalen (eine Agarplatte 

für 10 Samen)
Sterilisator
Pinzetten
Inkubator:  Betrieb bei 20 ±2 °C bei Dunkelheit (für die 

Inkubation der Proben)

Inkubator:  Betrieb bei 20 ±2 °C mit Ultraviolett-nahem 
Licht (für die Inkubation des Referenzmaterials)

Stereomikroskop:  ×6,5–50 Vergrößerung
Zusammengesetztes Mikroskop:  ×100–400 Vergrößerung
Kichererbsen-Sämlinge:  anfällig für alle Rassen von 

Ascochyta für den Pathogenitätstest (z.B. „Benito“)
Filter
Becherglas
Objekträger
Sterile Skalpelle
Zählkammer (Haemocytometer)
Sterile Pipetten
Plastikbeutel
Gedämpftes Kultursubstrat
Schalen, Becher und Deckel
Pflanzenwachstumskammer:  eingestellt auf 20  ±2  °C 

und 80 % relative Feuchtigkeit (RH)

Methoden
Hinweis:  Alle hier beschriebenen Schritte sind wichtig 
und sollten wie geschrieben befolgt werden. Kritische 
Kontrollpunkte sind durch „KKP“ gekennzeichnet.

1.	� Nachweismethode
1.1	�Vorbehandlung: Samen 10 Minuten in eine Natriumhy-

pochloritlösung (NaOCl) (1 % verfügbares Chlor) tau-
chen, dann abtropfen lassen, in sterilem Wasser gut 
abspülen und erneut abtropfen lassen. Das Saatgut auf 
sterilem Filterpapier trocknen.

1.2	�Auslegen
1.2.1	� Steril maximal zehn Samen auf die Agaroberfläche 

jeder Malzagar- oder PDA-Platte in gleichmäßigen 
Abständen auflegen.

1.2.2	� Positivkontrolle (Referenzmaterial): Steril eine Re-
ferenzkultur auf den   Nährboden geben.

1.3	�Inkubation für 7 Tagen bei 20 ±2 °C, in Dunkelheit.
1.4	�Untersuchung (KKP): Nach 7 Tagen jeden Samen mit 

bloßem Auge untersuchen (Abb. 2a, b). Ascochyta 
rabiei ist ein langsam wachsender Pilz und kann sich 
auf der Samenschale oder unter den Samen befinden. 
Für eine genaue Erfassung ist es wichtig, die Samen 
wegzuschieben, um das Vorhandensein von Myzel und 
Pyknidien sichtbar zu machen. Auf beiden Nährböden 
entwickelt sich langsam ein weißes bis grünes Myzel; 
auf oder unter der Oberfläche können sich blassbraune 
bis dunkelbraune Pyknidien entwickeln. Nach 7 Tagen 
variiert der Koloniedurchmesser auf beiden Nährbö-
den zwischen 10 und 35 mm. Die Pyknidien setzen in 
der Regel eine orangefarbene, schleimige Masse von 
Pyknidiensporen (Cirrus) frei. Zweifelhafte Kolonien 
können durch das Vorhandensein von Pyknidien auf 
der Samenschale oder auf der Medienoberfläche bestä-
tigt werden, wenn sie mit einem Stereomikroskop bei 
×25-Vergrößerung untersucht werden; Pyknidien ha-
ben einen Durchmesser von 65–245 µm, Ostiolen sind 
30–50 µm breit. Eine weitere Bestätigung kann durch 
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Mesures de sécurité
Assurez-vous de connaître les risques et prenez les me-
sures de sécurité appropriées, principalement pour les 
étapes de préparation des milieux, d’autoclavage et de 
pesée des ingrédients. Il est supposé que cette méthode 
soit pratiquée dans un laboratoire de microbiologie par des 
personnes familières des principes de bonnes pratiques de 
laboratoire, de bonnes pratiques de microbiologie, et des 
techniques d’asepsie. Tous les déchets doivent être trai-
tés d’une manière appropriée (par exemple autoclavage, 
désinfection) et selon des règlements locaux de sécurité.

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détection d’As-
cochyta rabiei sur semences traitées. (Définition de traite-
ment : Tout processus, physique, biologique ou chimique, 
auquel un lot de semences est soumis, y compris l’enro-
bage. Voir 7.2.3).

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences tes-
tées) et du sous-échantillon à tester dépend de la norme 
de tolérance souhaitée (nombre maximal acceptable de 
semences infestées) et de la limite de détection (nombre 
minimal théorique de propagules pathogènes par semence 
pouvant être détectées). La taille minimale recommandée 
de l’échantillon est de 400 semences.

Matériel
Matériel de référence :  culture de référence ou tout autre 

matériel approprié à utiliser comme contrôle positif de 
processus

Milieux :  (détection) malt-agar (MA) ou potato dextrose 
agar (PDA) ; (test de pouvoir pathogène) chickpea seed 
meal dextrose agar (CSMDA)

Autoclave
Solution d’hypochlorite de sodium :  chlore disponible 

1 % pour la désinfection de semences
Eau distillée/désionisée stérile
Papier buvard stérile  :  pour le séchage des semences 

après désinfection et pour la germination des semis 
nécessaires au test de pouvoir pathogène

Boîtes de Petri :  stérile, de diamètre 90 mm (1 boîte pour 
10 semences)

Stérilisateur
Pinces
Étuve  :  capable de maintenir une température de 

20 ±2 °C obscurité (pour l’incubation des échantillons 
en détection)

Étuve :  capable de maintenir une température de 20 ±2 °C 
sous lumière ultraviolette proche (pour la croissance 
du matériel de référence)

Loupe binoculaire :  grossissement ×6,5–50
Microscope :  grossissement ×100–400
Semences de pois-chiche  :  sensible à toutes les races 

d’Ascochyta rabiei pour le test de pouvoir pathogène 
(ex. « Benito »)

Filtre
Béchers
Lames et lamelles pour préparations microscopiques
Cellule de Malassez (hématimètre)
Pipette stérile
Sac plastique
Terreau étuvé
Terrines, coupelles et capots
Module climatique :  capable de maintenir une tempéra-

ture de 20 ±2 °C et une humidité relative (HR) de 80 % 

Méthode
Note  :  Toutes les étapes décrites ici sont importantes et 
doivent être appliquées comme indiqué. Les point cri-
tiques de contrôle sont indiqués par ‘CCP’.

1.	� Méthode de détection
1.1	�Pré-traitement : Immerger les semences dans une solu-

tion d’hypochlorite de sodium (NaOCl) (Chlore dispo-
nible 1 %) pendant 10 min, égoutter, puis rincer abon-
damment avec de l’eau stérile et égoutter à nouveau. 
Faire sécher les semences sur du papier buvard stérile.

1.2	�Ensemencement
1.2.1	� Placer aseptiquement un maximum de 10 semences 

à la surface du substrat utilisé (MA ou PDA) et les 
répartir régulièrement sur la totalité du milieu.

1.2.2	� Contrôle positif (matériel de référence) : Repiquer 
stérilement une souche de référence sur milieu.

1.3	�Incuber 7 jours à 20 ±2 °C, à l’obscurité
1.4	�Lecture (CCP)  : Après 7 jours, observer chaque se-

mence à l’œil nu (Figure 2a, b). Ascochyta rabiei est 
un champignon à croissance lente qui peut être localisé 
sur le tégument ou sous la semence. Afin de permettre 
une notation exacte, il est important de pousser les se-
mences pour mettre en évidence la présence de mycé-
lium et de pycnides. Sur les deux milieux, un mycélium 
blanc à vert se développe lentement ; le développement 
de pycnides brun clair à foncé peut se produire à l’inté-
rieur ou à la surface de la gélose. A 7 jours, sur MA ou 
PDA, le diamètre de la colonie varie entre 10 et 35 mm. 
Une masse orange mucilagineuse (cirrhe), s’échappe 
généralement des pycnides. Les colonies douteuses 
peuvent être confirmées par la présence de pycnides 
sur le tégument ou à la surface de la gélose à l’aide de 
la loupe binoculaire (grossissement ×25), les pycnides 
mesurent 65–245 µm de diamètre, l’ostiole mesure 30–
50 µm de large. Une confirmation supplémentaire peut 
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Safety precautions
Ensure you are familiar with hazard data and take 
appropriate safety precautions, especially during 
preparation of media, autoclaving and weighing out of 
ingredients. It is assumed that this procedure is being 
carried out in a microbiological laboratory by persons 
familiar with the principles of Good Laboratory Practice, 
Good Microbiological Practice and aseptic technique. 
Dispose of all waste materials in an appropriate way  
(e.g. autoclaving, disinfection) and in accordance with 
local health, environmental and safety regulations.

Treated seed
This method has not been validated for the detection 
of Ascochyta rabiei on treated seed. (Definition of 
‘treatment’: any process, physical, biological or chemical, 
to which a seed lot is subjected, including seed coatings. 
See 7.2.3.)

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

Materials
Reference material:  reference cultures or other 

appropriate material to use as positive process control
Media:  malt agar (MA) or potato dextrose agar (PDA) 

(for detection); chickpea seed meal dextrose agar 
(CSMDA) (for pathogenicity test)

Autoclave
Sodium hypochlorite solution:  (1 % available chlorine) 

for seed disinfection
Sterile distilled/deionised water
Sterile blotter paper:  for blotting seed dry and for 

germination of seedlings in pathogenicity test
Plates:  90 mm sterile Petri dishes (one per ten seeds)
Steriliser
Forceps
Incubator:  operating at 20 ±2 °C in darkness (for 

incubation of samples)
Incubator:  operating at 20 ±2 °C under near-ultraviolet 

(NUV) light (for growth of reference material)
Stereomicroscope:  ×6.5–50 magnification
Compound microscope:  ×100–400 magnification

Chickpea seedlings:  susceptible to all races of 
Ascochyta for pathogenicity test (e.g. ‘Benito’)

Filter
Beakers
Microscope slides
Sterile blades
Malassez cell (haemocytometer)
Sterile pipettes
Plastic bags
Steamed potting soil
Trays, cups and cover
Growth chamber:  operating at 20 ±2 °C and 80  % 

relative humidity (RH)

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

1.	� Detection method
1.1	�Pretreatment: Immerse seeds in a solution of sodium 

hypochlorite (NaOCl) (1 % available chlorine) for 
10  min, then drain, rinse well in sterile water and 
drain again. Dry the seeds on sterile blotter paper.

1.2	�Plating
1.2.1	� Aseptically place a maximum of ten seeds onto 

the agar surface of each MA or PDA plate, evenly 
spaced around the perimeter.

1.2.2	� Positive control (reference material): Aseptically 
plate a reference culture on media.

1.3	�Incubate for 7 d at 20 ±2 °C, in darkness.
1.4	�Examination (CCP): After 7 d, examine each seed 

by naked eye (Fig. 2a, b). Ascochyta rabiei is a slow 
growing fungus and might be located on the seed 
coat or under the seeds. To allow an accurate record, 
it is important to move the seeds away to reveal the 
presence of mycelium and pycnidia. On both media, 
white- to green-coloured mycelium develops slowly; 
development of pale brown to dark brown pycnidia 
could occur on or below the surface. At 7 d, the colony 
diameter varies between 10–35 mm on both media. 
Pycnidia usually release an orange mucilaginous 
mass of pycnidiospores (cirrus). Doubtful colonies 
may be confirmed by the presence of pycnidia on the 
seed coat or on the media surface when examined 
at ×25 magnification using a stereomicroscope; 
pycnidia are 65–245 µm diameter, ostiole 30–
50  µm wide. Further confirmation can be made by 
examining pycnidiospores present in pycnidia using 
a compound microscope (×100–1000 magnification); 
pycnidiospores are hyaline, straight or slightly curved 
(0–)1 septate, some unicellular, slightly (or not) 
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la presencia de picnidios en la cubierta seminal o so-
bre la superficie del medio cuando se examinan a ×25 
aumentos utilizando un estereomicroscopio; los picni-
dios tienen un diámetro de 65–245 µm, el ostiolo de 
30–50 µm de ancho. Se puede hacer una confirmación 
adicional examinando las picnidiosporas presentes en 
los picnidios utilizando un microscopio compuesto 
(×100–1000 aumentos); las picnidiosporas son hiali-
nas, rectas o ligeramente curvadas (0–)1 septadas, al-
gunas unicelulares, ligeramente (o no) constreñidas en 
el tabique, redondeadas en cada extremo, mayormente 
de 7–16 × 3–5 µm (Figuras 3 y 4).

2.	� Análisis de patogenicidad (opcional)
2.1	�Multiplicación del inóculo: Placa de los aislados en 

medio CSMDA (Figura 5); incubar a 20  °C bajo luz 
ultravioleta cercana al menos durante 7 días.

2.2	�Pretratamiento: Sumergir las semillas de un cultivar de 
garbanzo que se sepa muy susceptible a A. rabiei (por 
ejemplo, “Benito”) en una solución de NaOCl (1 % de 
cloro disponible) durante 10 minutos, luego escurrir-
las, enjuagarlas bien con agua estéril y escurrirlas de 
nuevo. Secar las semillas sobre papel secante estéril.

2.3	�Germinación: Colocar las semillas desinfectadas sobre 
papel secante húmedo. Enrollar el papel con las semi-

llas y colocarlo en una bolsa de plástico. Incubar las 
bolsas cerradas a 20  °C en la oscuridad durante 2–3 
días para permitir la germinación de las semillas. Ase-
gurarse de germinar suficientes semillas para todas las 
colonias sospechosas que vayan a analizarse.

2.4	�Preparación del inóculo: Verter 2 ml de agua estéril 
sobre las placas CSMDA conteniendo el aislado culti-
vado y raspar la superficie con un portaobjetos de mi-
croscopio. Filtrar el inóculo y estimar la concentración 
usando una célula de Malassez. Diluir, si fuera necesa-
rio, en agua estéril para obtener una concentración de 
1,104 a 1,105 conidios/ml. Asegurarse de disponer de 
un volumen suficiente de inóculo para empapar a las 
semillas.

2.5	�Inoculación: Cortar los extremos de las raíces (aproxi-
madamente 1 cm) de las semillas de garbanzo germina-
das luego de 2–3 días (Figura 6) y remojar tres semillas 
en cada inóculo durante 10 min (Figura 7). Sembrar las 
semillas en tierra para macetas.

2.6	�Control negativo: Repetir el remojo de tres semillas en 
agua estéril.

2.7	�Incubación: 10 días a 20 ±2 °C; HR = 100% (utilizando 
una cubierta), 12 horas de luz, 12 horas de oscuridad.

Figura 2. Colonias de 
Ascochyta rabiei luego de 7 
días de incubación en oscu-
ridad: a agar malta; b agar 
dextrosa de papa.
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Untersuchung der in den Pyknidien vorhandenen Pyk-
nidiosporen mit einem zusammengesetzten Mikroskop 
(×100–1000 Vergrößerung) erfolgen; die Pyknidiospo-
ren sind hyalin, gerade oder leicht gekrümmt (0–)1 
septiert, einige einzellig, leicht (oder nicht) am Septum 
eingeschnürt, an jedem Ende abgerundet, meist 7–16 × 
3–5 µm (Abb. 3 und 4).

2.	� Pathogenitätstest (optional)
2.1	�Vermehrung des Inokulums: Die Isolate auf CSM-

DA-Medien ausplattieren (Abb. 5); bei 20 °C unter Ul-
traviolett-nahem Licht für mindestens 7 Tage bebrüten.

2.2	�Vorbehandlung: Samen einer Kichererbsensorte, von 
der bekannt ist, dass sie sehr anfällig für A. rabiei ist 
(z. B. „Benito“), 10 Minuten  in eine NaOCl-Lösung 
(1 % verfügbares Chlor) tauchen, dann abtropfen las-
sen, gut in sterilem Wasser spülen und erneut abtropfen 
lassen. Die Samen auf sterilem Filterpapier trocknen.

2.3	�Keimung: Die desinfizierten Samen auf feuch-
tes Keimpapier legen. Das Papier mit den Samen  
zusammenrollen und in einen Plastikbeutel geben. Die 
verschlossenen Beutel bei 20 °C im Dunkeln 2–3 Tage 
lang inkubieren, damit die Samen keimen können. Es 
ist darauf zu achten, dass genügend Samen keimen für 
alle zu testenden verdächtigen Kolonien.

2.4	�Vorbereitung des Inokulums: 2 ml steriles Wasser auf 
die CSMDA-Platten gießen, die das vorbereitete Isolat 

enthalten, und die Oberfläche mit einem Objektträger 
abkratzen. Das Inokulum filtern und die Konzentrati-
on mit einer Zählkammer schätzen. Falls erforderlich, 
mit sterilem Wasser verdünnen, um eine Konzentration 
von 1,104 bis 1,105 Konidien/ml zu erhalten. Es ist da-
rauf zu achten, dass eine ausreichende Menge Inoku-
lum zum Einweichen der Samen vorhanden ist.

2.5	�Beimpfen: Wurzelspitzen (ca. 1 cm) von 2–3 Tage al-
ten, gekeimten Kichererbsensamen abschneiden (Abb. 
6) und drei Samen 10 Minuten in jedem Inokulum trän-
ken (Abb. 7). Aussaat der Samen in Kultursubstrat.

2.6	�Negativkontrolle: Einweichen von drei Samen in steri-
lem Wasser.

2.7	�Bebrütung: 10 Tagen bei 20 ±2 °C; RH = 100 % (unter 
Verwendung einer Abdeckung), 12 h hell, 12 h dunkel.

2.8	�Untersuchung: Nach 10 Tagen werden die Keimlin-
ge entnommen, auf das Vorhandensein von Symp-
tomen untersucht und mit den Positiv- (Abb. 8) und  
Negativkontrollen (Abb. 9) verglichen (KKP). Die von 
A.  rabiei verursachten Symptome sind Nekrosen am 
Stängel (immer) (Abb. 10), geschwärzte Samen (meis-
tens), welke Blätter (oft) und Fäulnis der Keimlinge 
(manchmal).

2.9	�Erfassen der verdächtigen Kolonien als pathogen, 
wenn mindestens einer der Keimlinge schwarze Nek-
rosen am Stängel aufweist.

Abb. 2. Kolonien von 
Ascochyta rabiei nach 
7 Tagen Inkubation in 
Dunkelheit: a Malzagar; 
b Kartoffel-Dextrose-Agar.

Effectives 1er janvier 2025

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

7-033-5

7‑
03

3 
: A

sc
oc

hy
ta

 ra
bi

ei
 s

ur
 C

ic
er

 a
rie

tin
um

 (p
oi

s-
ch

ic
he

)
a

b

être réalisée en observant les pycniospores contenues 
dans les pycnides à l’aide d’un microscope (grossis-
sement ×100–1000); les pycniospores sont hyalines, 
droites à légèrement incurvées (0–)1 cloison, certaines 
sont unicellulaires, peu (ou pas) rétrécies au niveau du 
septum, arrondies aux extrémités, principalement 7–16 
× 3–5 µm (Figures 3 et 4).

2.	� Test de pathogénicité (optionnel)
2.1	�Multiplication de l’inoculum : Repiquer les isolats sur 

milieu CSMDA (Figure 5) ; incuber à 20 °C sous lu-
mière ultraviolette proche pendant au moins 7 jours.

2.2	�Pré-traitement : Immerger les semences d’une variété 
de pois-chiche sensible à A. rabiei (ex  : «  Benito  ») 
dans une solution de NaClO (chlore disponible 1 %) 
pendant 10 min, égoutter, puis rincer abondamment 
avec de l’eau stérile et égoutter à nouveau. Faire sécher 
les semences sur du papier buvard stérile.

2.3	�Germination  : Déposer les semences désinfectées sur 
papier buvard humidifié. Rouler les buvards avec les 
semences et les déposer dans un sac en plastique. Incu-
ber les sacs fermés à 20 °C obscurité pendant 2–3 jours 
pour amorcer la germination. Assurez-vous de faire 
germer suffisamment de semences pour tester toutes 
les souches isolées.

2.4	�Préparation de l’inoculum : Verser 2 ml d’eau stérile 
sur les boîtes de milieu CSMDA contenant les souches 

à tester et gratter la surface à l’aide d’une lame pour 
préparation microscopique. Filtrer l’inoculum et esti-
mer la concentration à l’aide d’une cellule de Malassez. 
Diluer, si nécessaire, dans de l’eau stérile pour obtenir 
une concentration comprise entre 1,104 et 1,105 coni-
dies/ml. Assurez-vous d’avoir un volume d’inoculum 
suffisant pour faire tremper les semences.

2.5	�Inoculation : Couper les racines (environ 1 cm) des se-
mences de pois-chiches prégermées (Figure 6) et trem-
per trois semences/inoculum pendant 10 min (Figure 
7). Repiquer les semences en terreau. 

2.6	�Contrôle négatif : Répéter l’opération en trempant trois 
semences dans l’eau stérile.

2.7	�Incubation : 10 jours à 20 ±2 °C ; HR = 100 % (à l’aide 
d’un capot), 12 h jour, 12 h nuit.

2.8	�Notation : Après 10 jours, déterrer les plantules, vérifier 
la présence de symptômes et comparer aux contrôles 
positifs (Figure 8) et négatifs (Figure 9) (CCP). Les 
symptômes induits par A. rabiei sont la présence de né-
crose sur la tige (toujours) (Figure 10), noircissement 
des semences (toujours), flétrissement des feuilles 
(souvent) et pourrissement des racines (parfois).

2.9	�Une souche est comptabilisée comme pathogène si au 
moins une des plantules présente des nécroses sur la 
tige.

Figure 2. Colonies d’Asco-
chyta rabiei après incubation 
7 jours à l’obscurité : a malt-
agar ; b potato dextrose agar.
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constricted at the septum, rounded at each end, mostly 
7–16 × 3–5 µm (Figs 3 and 4).

2.	� Pathogenicity test (optional)
2.1	�Inoculum multiplication: Plate the isolates on CSMDA 

media (Fig. 5); incubate at 20 °C under NUV for at 
least 7 d.

2.2	�Pretreatment: Immerse seeds of a chickpea 
cultivar know to be highly susceptible to A. rabiei  
(e.g. ‘Benito’) in a solution of NaOCl (1 % available 
chlorine) for 10 min, then drain, rinse well in sterile 
water and drain again. Dry the seeds on sterile blotter 
paper.

2.3	�Germination: Place the disinfected seeds on wet 
blotter paper. Roll the paper with the seeds and place 
it in a plastic bag. Incubate the closed bags at 20 °C in 
darkness for 2–3 d to allow seed germination. Ensure 
to germinate enough seeds for all the suspect colonies 
to be tested.

2.4	�Inoculum preparation: Pour 2 ml of sterile water onto 
the CSMDA plates containing the grown isolate and 
scrape the surface with a microscope slide. Filter 
the inoculum and estimate the concentration using a 

Malassez cell. Dilute, if necessary, in sterile water to 
obtain a concentration from 1.104 to 1.105 conidia/ml. 
Make sure to have a sufficient volume of inoculum to 
soak the seeds.

2.5	�Inoculation: Cut the root tips (approximately 1 cm) of 
2–3-day-old germinated chickpea seeds (Fig. 6) and 
soak three seeds in each inoculum for 10 min (Fig. 7). 
Sow the seeds in potting soil.

2.6	�Negative control: Repeat with the soaking of three 
seeds in sterile water.

2.7	�Incubation: 10 d at 20 ±2 °C; RH = 100% (using a 
cover), 12 h light, 12 h dark.

2.8	�Examination: After 10 d, take the plantlets out, 
check the presence of symptoms and compare to 
the positive (Fig. 8) and negative controls (Fig. 9) 
(CCP). Symptoms caused by A. rabiei are necrosis 
on the stem (always) (Fig. 10), seed blackened (most 
of the time), leaf wilting (often) and plantlet rotting 
(sometimes).

2.9	�Record the suspect colonies as pathogenic if at least 
one of the seedlings presents black necroses on the 
stem.

Figure 2. Colonies of Ascochyta rabiei after 7 days’ incubation in darkness: a malt agar; b potato dextrose agar.

a

b
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Figura 3. Picnidios y picnidiosporas de Ascochyta rabiei 
(×200).

Figura 4. Picnidiosporas de Ascochyta rabiei (×400).

Figura 5. Colonias de Ascochyta rabiei en agar dextrosa 
con harina de semillas de garbanzo.

Figura 6. Corte de los extremos de las raí-
ces de semillas germinadas luego de 2 días.

Figura 7. Inoculación por inmersión de semillas germinadas y cortadas en 
una suspensión de 1,105 conidios/ml de Ascochyta rabiei.

Figura 8. Plántulas de Cicer arietinum luego de 10 días de la inoculación con 
un aislado patógeno de Ascochyta rabiei.

7-033-6 Gültig ab 1. Januar 2025

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

7‑
03

3:
 A

sc
oc

hy
ta

 ra
bi

ei
 a

n 
C

ic
er

 a
rie

tin
um

 (K
ic

he
re

rb
se

)

Abb. 3. Pyknidien und Pyknidiosporen von Ascochyta 
rabiei (×200).

Abb. 4. Pyknidiosporen von Ascochyta rabiei (×400).

Abb. 5. Kolonien von Ascochyta rabiei auf Kicherebsen-
samen-Mehl-Dextrose Agar.

Abb. 6. Schneiden der Wurzelspitzen von 2 
Tage alten gekeimten Samen.

Abb. 7. Inokulation durch Einweichen geschnittener gekeimter Samen in einer 
Ascochyta rabiei-Suspension von 1,105 Konidien/ml.

Abb. 8. Cicer arietinum Keimlinge 10 Tage nach Inokulation mit einem patho-
genen Isolat von Ascochyta rabiei.

7-033-6 Effectives 1er janvier 2025

Règles Internationales pour les Essais de SemencesMéthodes validées pour analyse sanitaire des semences

7‑
03

3 
: A

sc
oc

hy
ta

 ra
bi

ei
 s

ur
 C

ic
er

 a
rie

tin
um

 (p
oi

s-
ch

ic
he

)

Figure 3. Pycnides et pycniospores d’Ascochyta rabiei 
(×200).

Figure 4. Pycniospores d’Ascochyta rabiei (×400).

Figure 5. Colonies d’Ascochyta rabiei sur chickpea seed 
meal dextrose agar.

Figure 6. Coupe de la racine sur semences 
pré-germées d’environ 2 jours.

Figure 7. Inoculation par trempage des semences pré-germées coupées dans 
une suspension d’Ascochyta rabiei à 1,105 conidies/ml.

Figure 8. Plantules de Cicer arietinum 10 jours après inoculation avec une 
souche pathogène d’Ascochyta rabiei.
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Figure 3. Pycnidia and pycnidiospores of Ascochyta rabiei 
(×200).

Figure 4. Pycnidiospores of Ascochyta rabiei (×400).

Figure 5. Colonies of Ascochyta rabiei on chickpea seed 
meal dextrose agar.

Figure 6. Cutting of root tips of 2-day-old 
germinated seeds.

Figure 7. Inoculation by soaking cut germinated seeds in a 1.105 conidia/ml 
Ascochyta rabiei suspension.

Figure 8. Cicer arietinum seedlings 10 days after inoculation with pathogenic 
isolate of Ascochyta rabiei.
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2.8	�Examinación: Luego de 10 días, sacar las plántulas, 
comprobar la presencia de síntomas y comparar con 
los controles positivo (Figura 8) y negativo (Figura 9) 
(PCC). Los síntomas causados por A. rabiei son necro-
sis en el tallo (siempre) (Figura 10), ennegrecimien-
to de las semillas (la mayoría de las veces), marchi-
tamiento de las hojas (a menudo) y pudrición de las 
plántulas (a veces).

2.9	�Registrar las colonias sospechosas como patógenas si 
al menos una de las plántulas presenta necrosis negra 
en el tallo.

Métodos generales
Chequeo de tolerancias:  Las tolerancias permiten eva-

luar si la variación de los resultados dentro de un mis-
mo o entre distintos análisis es lo suficientemente am-
plia como para plantear dudas sobre la exactitud de los 
resultados. Las tolerancias adecuadas, que se pueden 
aplicar a la mayoría de las pruebas directas de sanidad 
de las semillas, se pueden encontrar en la Tabla 5B Par-
te 1 del Capítulo 5 de las Reglas ISTA o en la Tabla G1 
en Miles (1963). 

Informe de resultados:  El resultado de un análisis de sa-
nidad de semillas debería indicar el nombre científico 
del patógeno detectado y el método de análisis usado. 
Cuando se informan en un Certificado ISTA, los resul-
tados se ingresan en “Otras determinaciones”.

	� El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas.

	� Para el método de detección:
	� En el caso de resultado negativo (patógeno no de-

tectado), los resultados deben informarse como “no 
detectado”.

	� En el caso de resultado positivo, el informe debe indicar 
“detectado” y dar el porcentaje de semillas infectadas.

	� Para el análisis de patogenicidad:
	� En el caso de resultado negativo (ausencia de síntomas 

en todas las plántulas), los resultados deben informarse 
como “no patógeno”.

	� En el caso de resultado positivo (presencia de síntomas 
al menos en una de las plántulas), los resultados deben 
informarse como “patógenos”.

Aseguramiento de calidad
Entrenamiento específico

Este análisis sólo debería ser hecho por personas que ha-
yan sido entrenadas en identificación de hongos o bajo la 
supervisión directa de alguien que la haya recibido.

Puntos críticos de control (PCC)

Cuando el enunciado del método sugiere que una acción es 
crítica, ella se ha marcado con “PCC”.

•	� Las examinaciones deberían ser hechas por personal 
técnico capacitado, ya que la identificación morfoló-
gica de Ascochyta rabiei y sus síntomas requieren de 
experiencia (Pasos 1.4 y 2.8)

•	� Las plántulas de la muestra de semillas de control po-
sitivo deberían presentar síntomas típicos (al menos 
necrosis negra en el tallo) y las plántulas de la muestra 
de semillas de control negativo no deberían presentar 
síntomas (al menos ausencia de necrosis negra en el 
tallo) (Paso 2.8).

Figura 9. Plántulas de Cicer arietinum luego de 10 días de la inocula-
ción con control negativo.

Figura 10. Ejemplo de necrosis del tallo por 
Ascochyta rabiei en una plántula de Cicer 
arietinum.
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Allgemeine Methoden
Überprüfung der Toleranz:  Mit Hilfe von Toleranzen 

lässt sich beurteilen, ob die Schwankung der Ergeb-
nisse innerhalb oder zwischen den Analysen so groß 
ist, dass Zweifel an der Richtigkeit der Ergebnisse auf-
kommen. Geeignete Toleranzen, die auf die meisten di-
rekten Gesundheitsprüfungen von Saatgut angewandt 
werden können, finden sich in Tabelle 5B Teil 1 von 
Kapitel 5 der ISTA-Regeln oder in Tabelle G1 in Miles 
(1963).

Berichterstattung der Ergebnisse:  Das Ergebnis eines 
Saatgutgesundheitstests sollte den wissenschaftlichen 
Namen des nachgewiesenen Krankheitserregers und 
die verwendete Testmethode enthalten. Bei der Mel-
dung auf einem ISTA-Zertifikat werden die Ergebnisse 
unter „Weitere Unersuchungsergebnisse“ eingetragen.

	 �Im Bericht muss die Anzahl der getesteten Samen an-
gegeben werden.

	 �Für die Nachweismethode:
	 �Im Falle eines negativen Ergebnisses (Erreger nicht 

nachgewiesen) sind die Ergebnisse als „nicht nachge-
wiesen“ anzugeben.

	 �Im Falle eines positiven Ergebnisses muss der Bericht 
die Angabe „nachgewiesen“ und den Prozentsatz der 
infizierten Samen enthalten.

	 �Für den Pathogenitätstest:
	 �Bei negativem Ergebnis (Abwesenheit von Symp-

tomen an allen Keimlingen) sind die Ergebnisse als 
„nicht pathogen“ anzugeben.

	 �Bei einem positiven Ergebnis (Auftreten von Sympto-
men an mindestens einem Keimling) sind die Ergeb-
nisse als „pathogen“ anzugeben.

Qualitätssicherung
Spezifische Ausbildung

Dieser Test sollte nur von Personen durchgeführt werden, 
die in der Identifizierung von Pilzen geschult sind, oder 
unter direkter Aufsicht von Personen, die darin geschult 
sind.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Wenn der Wortlaut der Methode darauf hindeutet, dass 
eine Maßnahme kritisch ist, wurde dies mit „KKP“ 
gekennzeichnet.

•	� Die Untersuchungen sollten von geschultem Fachper-
sonal durchgeführt werden, da die morphologische 
Identifizierung von Ascochyta rabiei und seiner Symp-
tome Erfahrung erfordert (Schritte 1.4 und 2.8)

•	� Die Keimlinge der Saatgutprobe der Positivkontrol-
le sollten typische Symptome aufweisen (zumindest 
schwarze Nekrose am Stängel) und die Keimlinge der 
Saatgutprobe der Negativkontrolle sollten keine Sym-
ptome zeigen (zumindest keine schwarze Nekrose am 
Stängel) (Schritt 2.8).

Abb. 9. Cicer arietinum Keimlinge 10 Tage nach Inokulation mit der 
Negativkontrolle

Abb. 10. Beispiel für eine Sprossnekrose 
durch Ascochyta rabiei an einem Cicer 
arietinum Keimling.
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Méthodes générales
Vérification des tolérances :  Les tolérances fournissent 

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

Indication des résultats :  Le résultat d’un essai de qua-
lité sanitaire des semences devrait indiquer le nom 
scientifique du pathogène détecté et la méthode d’essai 
employée. Les résultats sont écrits dans « Autres déter-
minations » dans le Bulletin ISTA. 

	 Le rapport doit indiquer le nombre de semences testées.
	 Pour la méthode de détection : 
	 �Dans le cas d’un résultat négatif (pathogène non détec-

té), les résultats doivent être rapportés comme « non 
détecté ».

	 �Dans le cas d’un résultat positif, le rapport doit indi-
quer « détecté » ainsi que le pourcentage de semences 
infectées.

	 Pour le test de pouvoir pathogène :
	 �Dans le cas d’un résultat négatif (absence de symp-

tômes sur toutes les plantules), les résultats doivent 
être rapportés comme « non pathogène ».

	 �Dans le cas d’un résultat positif (présence de symp-
tômes sur au moins une des plantules), le rapport doit 
indiquer « pathogène ».

Assurance qualité
Formation spécifique

Cet essai devrait seulement être réalisé par les personnes 
qui ont été formées à l’identification fongique ou sous la 
supervision directe de personnes qui l’ont été.

Points critiques de contrôle (CCP)

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

•	� Les étapes de notation doivent être réalisées par du per-
sonnel formé, l’identification d’Ascochyta rabiei et de 
ses symptômes nécessite de l’expérience (étapes 1.4 et 
2.8)

•	� Les plantules du contrôle positif doivent présenter des 
symptômes typiques (au moins des nécroses noires sur 
la tige) et les plantules du contrôle négatif ne doivent 
présenter aucun symptômes (au moins absence de né-
crose sur les tiges) (étape 2.8).

Figure 9. Plantules de Cicer arietinum 10 jours après inoculation avec le 
contrôle négatif.

Figure 10. Exemple de nécrose sur tige 
causée par Ascochyta rabiei sur plantule de 
Cicer arietinum.
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General methods
Checking tolerances:  Tolerances provide a means of 

assessing whether the variation in result within or 
between tests is sufficiently wide as to raise doubts 
about the accuracy of the results. Suitable tolerances, 
which can be applied to most direct seed health tests, 
can be found in Table 5B Part 1 of Chapter 5 of the 
ISTA Rules or in Table G1 in Miles (1963).

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

	 The report must indicate the number of seeds tested.
	 For the detection method:
	� In the case of a negative result (pathogen not detected), 

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

‘detected’ and give the percentage of infected seeds.
	� For the pathogenicity test:
	� In the case of a negative result (absence of symptoms 

on all seedlings), the results must be reported as ‘not 
pathogenic’.

	� In the case of a positive result (presence of symptoms 
on at least one of the seedlings), the results must be 
reported as ‘pathogenic’.

Quality assurance
Specific training

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

Critical control points (CCP)

When the wording of the method suggests that an action 
is critical this has been marked with ‘CCP’.

•	� The examinations should be carried out by trained 
technical staff, as morphological identification of 
Ascochyta rabiei and its symptoms require experience 
(Steps 1.4 and 2.8)

•	� The plantlets of the positive control seed sample 
should give typical symptoms (at least black necrosis 
on the stem) and the plantlets of the negative control 
seed sample should give no symptoms (at least 
absence of black necrosis on the stem) (Step 2.8).

Figure 9. Cicer arietinum seedlings 10 days after inoculation with nega-
tive control.

Figure 10. Example of stem necrosis due 
to Ascochyta rabiei on a Cicer arietinum 
seedling.
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Medios y soluciones
Solución de hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio para el pretratamiento de las se-
millas puede prepararse a partir de lavandina comercial 
diluida al 1 % de cloro disponible. La concentración de 
cloro en la lavandina comercial varía considerablemente y 
disminuye al estar almacenada. Usar la formula:

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

(donde V= volumen y C= % de cloro disponible) para cal-
cular el volumen de la solución  madre de lavandina co-
mercial necesario para preparar soluciones de hipoclorito 
de sodio para su uso en el pretratamiento de semillas.

Para preparar 1 l de solución de hipoclorito sódico que 
contenga 1 % de cloro a partir de lavandina comercial con 
12 % de cloro disponible, considerar:

Vstock = 1 × 1/12 = 0,083

Así, añadir 83 ml de la lavandina con 12 % a 917 ml de 
agua.

El porcentaje de cloro activo disminuye rápidamente 
en solución, por lo que la solución de NaClO al 1 % debe 
guardarse en la oscuridad y utilizarse en los 3 días siguien-
tes a su preparación. Es posible controlar la concentración 
de cloro con tiras reactivas de cloro.

Agar malta + estreptomicina

Agar:  20 g
Malta:  10 g
Agua destilada/desionizada:  1000 ml
Sulfato de estreptomicina*:  50–130 mg

se puede usar entre 50 mg y 130 mg, dependiendo del 
nivel de contaminación bacteriana saprofita que se 
encuentre comúnmente

*añadido después de la esterilización en autoclave

Utilizar 50–130 mg de sulfato de estreptomicina, depen-
diendo del nivel de contaminación bacteriana saprofita que 
se encuentre habitualmente. El sulfato de estreptomicina 
puede disolverse en agua destilada/desionizada. Es nece-
sario esterilizar el filtro.

Preparación

1.	� Pesar los ingredientes en un recipiente apto para 
autoclave.

2.	� Añadir 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3.	� Disolver completamente los ingredientes en el agua, 

agitándola.
4.	� Dejar en autoclave a 121 °C y 15 psi durante 15 min.
5.	� Dejar enfriar el agar hasta aproximadamente 50 °C y 

añadir sulfato de estreptomicina disuelto en agua desti-
lada/desionizada estéril.

6.	� Verter 18–20 ml de MA en cajas de Petri de 90 mm y 
dejar solidificar antes de usar.

Almacenaje

Las placas preparadas pueden almacenarse a 4 °C por has-
ta 6 semanas.

Agar dextrosa de papa + estreptomicina

Agar dextrosa de papa:  según las instrucciones del 
fabricante

Agua destilada/desionizada:  1000 ml
Sulfato de estreptomicina*:  50–130 mg

*añadido después de la esterilización en autoclave

Usar 50–130 mg de sulfato de estreptomicina, dependien-
do del nivel de contaminación bacteriana saprofita que se 
encuentre habitualmente.

Preparación

1.	� Pesar los ingredientes en un recipiente apto para 
autoclave.

2.	� Añadir 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3.	� Disolver completamente los ingredientes en el agua, 

agitándola.
4.	� Dejar en autoclave a 121 °C y 15 psi durante 15 min.
5.	� Dejar enfriar el agar hasta aproximadamente 50 °C y 

añadir sulfato de estreptomicina disuelto en agua desti-
lada/desionizada estéril.

6.	� Verter 18–20 ml de PDA en cajas de Petri de 90 mm y 
dejar solidificar antes de usar.

Almacenaje

Las placas preparadas pueden almacenarse a 4 °C por has-
ta 6 semanas.
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Meden und Lösungen
Natriumhypochlorit-Lösung

Natriumhypochlorit zur Vorbehandlung von Saatgut kann 
aus handelsüblicher Bleiche hergestellt werden, die auf 
1 % verfügbares Chlor verdünnt ist. Die Chlorkonzentra-
tion in handelsüblichen Bleichmitteln ist sehr unterschied-
lich und nimmt bei Lagerung ab. Verwendung der Formel:

VStammlsg. = VEndkonz. × CEndkonz. / CStammlsg. 

(wobei V = Volumen; C = % verfügbares Chlor) um das 
Volumen der handelsüblichen Bleichmittellösung zu be-
rechnen, das zur Herstellung von Natriumhypochloritlö-
sungen für die Saatgutvorbehandlung erforderlich ist.

Zur Herstellung einer 1-l-Lösung von Natriumhypoch-
lorit mit 1 % Chlor aus einem Vorrat an handelsüblicher 
Bleiche mit 12 % verfügbarem Chlor:

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

Man gibt also 83 ml des 12 %igen Stammes zu 917 ml 
Wasser.

Der prozentuale Anteil des aktiven Chlors nimmt in 
der Lösung rasch ab, so dass die 1 %ige NaOCl-Lösung 
im Dunkeln gelagert und innerhalb von 3 Tagen nach ihrer 
Herstellung verwendet werden muss. Die Chlorkonzent-
ration kann mit einem Chlorteststreifen überprüft werden.

Malz-Agar + Streptomycin

Agar:  20 g
Malz:  10 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser:  1000 ml
Streptomycinsulfat*:  50–130 mg

*Zugabe nach dem Autoklavieren

Verwendung von 50-130 mg Streptomycinsulfat, je nach 
dem Grad der üblicherweise anzutreffenden saprophy-
tischen bakteriellen Kontamination. Streptomycinsulfat 
kann in destilliertem/deionisiertem Wasser aufgelöst wer-
den. Eine Filtersterilisation ist erforderlich.

Herstellung

1.	 �Die Bestandteile in ein geeignetes autoklavierbares 
Gefäß einwiegen.

2.	 �1000 ml destilliertes/deionisiertes Wasser hinzufügen.

3.	 �Die Zutaten durch Rühren vollständig auflösen.
4.	 �Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 Minuten.
5.	 �Den Agar auf ca. 50  °C abkühlen lassen und Strep-

tomycinsulfat, gelöst in destilliertem/deionisiertem 
sterilem Wasser, zugeben.

6.	 �18–20 ml MA in 90-mm-Petrischalen gießen und vor 
der Verwendung fest werden lassen.

Lagerung

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

Kartoffel-Dextrose Agar + Streptomycin

Kartoffel-Dextrose Agar:  gemäß den Anweisungen des 
Herstellers

Destilliertes/deionisiertes Wasser:  1000 ml
Streptomycinsulfat*:  50–130 mg

*Zugabe nach dem Autoklavieren

Verwendung von 50-130 mg Streptomycinsulfat, je nach 
dem Grad der üblicherweise anzutreffenden saprophyti-
schen bakteriellen Kontamination. 

Herstellung

1.	� Die Bestandteile in ein geeignetes autoklavierbares 
Gefäß einwiegen.

2.	� 1000 ml destilliertes/deionisiertes Wasser hinzufügen.
3.	� Die Zutaten durch Rühren vollständig auflösen.
4.	� Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 Minuten.
5.	� Den Agar auf ca. 50 °C abkühlen lassen und Strep-

tomycinsulfat, gelöst in destilliertem/deionisiertem 
sterilem Wasser, zugeben.

6.	� 18–20 ml PDA in 90-mm-Petrischalen gießen und vor 
der Verwendung fest werden lassen.

Lagerung

Die vorbereiteten Platten können bei 4 °C bis zu 6 Wochen 
gelagert werden.
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Milieux et solutions
Solution d’hypochlorite de sodium 

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

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

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

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

Vstock = 1 × 1/12 = 0,083

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

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

Malt agar + streptomycine

Agar :  20 g
Malt :  10 g
Eau distillée/désionisée :  1000 ml
Sulfate de streptomycine* :  50–130 mg

*ajouté après stérilisation à l’autoclave

Utiliser entre 50 et 130 mg de sulfate de streptomycine, 
selon le niveau de contamination bactérienne générale-
ment observé. Le sulfate de streptomycine peut être pré-
paré dans de l’eau distillée/désionisée. Une stérilisation 
par filtre est nécessaire.

Préparation

1.	� Peser les ingrédients dans un récipient autoclavable 
approprié.

2.	� Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.

3.	� Dissoudre les ingrédients dans l’eau par agitation.
4.	� Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.	� Laisser refroidir l’agar à environ 50  °C et ajouter le 

sulfate de streptomycine dissous dans l’eau distillée/
déionisée.

6.	� Verser 18-20 ml de MA dans des boîtes de Petri de 
90 mm de diamètre et laisser solidifier avant emploi.

Stockage

Les boîtes peuvent être stockées à 4 °C pendant 6 semaines.

Potato dextrose agar + streptomycine

Potato dextrose agar :  selon les instructions du fabricant
Eau distillée/désionisée :  1000 ml
Sulfate de streptomycine* :  50–130 mg

*ajouté après stérilisation à l’autoclave

Utiliser entre 50 et 130 mg de sulfate de streptomycine, 
selon le niveau de contamination bactérienne générale-
ment observé.

Préparation

1.	� Peser les ingrédients dans un récipient autoclavable 
approprié.

2.	� Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.	� Dissoudre les ingrédients dans l’eau par agitation.
4.	� Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.	� Laisser refroidir l’agar à environ 50  °C et ajouter le 

sulfate de streptomycine dissous dans l’eau distillée/
désionisée.

6.	� Verser 18–20 mL de PDA dans des boîtes de Petri de 
90 mm de diamètre et laisser solidifier avant emploi.

Stockage

Les boîtes peuvent être stockées à 4 °C pendant 6 semaines.
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Media and solutions
Sodium hypochlorite solution

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

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

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

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

Vstock = 1 × 1/12 = 0.083

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

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

Malt agar + streptomycin

Agar:  20 g
Malt:  10 g
Distilled/deionised water:  1000 ml
Streptomycin sulphate*:  50–130 mg

*added after autoclaving

Use 50–130 mg of streptomycin sulphate, depending 
on the level of saprophytic bacterial contamination 
commonly encountered. Streptomycin sulphate can be 
dissolved in distilled/deionised water. Filter sterilisation 
is required.

Preparation

1.	� Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

2.	� Add 100 ml distilled/deionised water.

3.	� Dissolve the ingredients completely in water by 
stirring.

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

streptomycin sulphate dissolved in sterile distilled/
deionised water.

6.	� Pour 18–20 ml of MA into 90 mm Petri dishes and 
allow to solidify before use.

Storage

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

Potato dextrose agar + streptomycin

Potato dextrose agar:  according to manufacturer’s 
instructions

Distilled/deionised water:  1000 ml
Streptomycin sulphate*:  50–130 mg

*added after autoclaving

Use 50–130 mg of streptomycin sulphate, depending 
on the level of saprophytic bacterial contamination 
commonly encountered.

Preparation

1.	� Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

2.	� Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.	� Dissolve the ingredients completely in water by 

stirring.
4.	� Autoclave at 121 °C and 15 psi for 15 min.
6.	� Allow the agar to cool to approximately 50 °C 

and add streptomycin sulphate dissolved in sterile 
distilled/deionised water.

7.	� Pour 18–20 ml of PDA into 90 mm Petri dishes and 
allow to solidify before use.

Storage

Prepared plates may be stored at 4 °C for up to 6 weeks.
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Agar dextrosa con harina de semillas de 
garbanzo

Harina de semillas de garbanzo:  40 g
D-glucosa:  20 g
Agar:  14 g
Agua destilada/desionizada:  1000 ml

Preparación

1.	� Pesar los ingredientes en un recipiente apto para 
autoclave.

2.	� Añadir 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3.	� Disolver completamente los ingredientes en el agua, 

agitándola.
4.	� Dejar en autoclave a 121 °C y 15 psi durante 15 min.
5.	� Dejar enfriar el agar hasta aproximadamente 50 °C.
6.	� Verter 18–20 ml de CSMDA en cajas de Petri de 90 mm 

y dejar solidificar antes de usar.

Almacenaje

Las placas preparadas pueden almacenarse a 4 °C por has-
ta 6 semanas.
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Kicherebsensamen-Mehl-Dextrose Agar

Mehl von Kichererbsensamen:  40 g
D-Glucose:  20 g
Agar:  14 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser:  1000 ml

Herstellung

1.	� Die Bestandteile in ein geeignetes autoklavierbares 
Gefäß einwiegen.

2.	� 1000 ml destilliertes/deionisiertes Wasser hinzufügen.
3.	� Die Zutaten durch Rühren vollständig auflösen.
4.	� Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 15 Minuten.
5.	� Den Agar auf ca. 50 °C abkühlen lassen und Strep-

tomycinsulfat, gelöst in destilliertem/deionisiertem 
sterilem Wasser, zugeben.

6.	� 18–20 ml CSMDA in 90-mm-Petrischalen gießen und 
vor der Verwendung fest werden lassen.

Lagerung

Die vorbereiteten Platten können bei 4 °C bis zu 6 Wochen 
gelagert werden.
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Chickpea seed meal dextrose agar

Chickpea seed meal :  40 g
D-glucose :  20 g
Agar :  14 g
Eau distillée/désionisée :  1000 ml

Préparation

1.	� Peser les ingrédients dans un récipient autoclavable 
approprié.

2.	� Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.	� Dissoudre les ingrédients dans l’eau par agitation.
4.	� Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 15 min.
5.	� Laisser refroidir l’agar à environ 50 °C.
6.	� Verser 18-20 ml de CSMDA dans des boîtes de Petri de 

90 mm de diamètre et laisser solidifier avant emploi.

Stockage

Les boîtes peuvent être stockées à 4 °C pendant 6 semaines.
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Chickpea seed meal dextrose agar

Chickpea seed meal:  40 g
D-glucose:  20 g
Agar:  14 g
Distilled/deionised water:  1000 ml

Preparation

1.	� Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

2.	� Add 1000 ml distilled/deionised water.
3.	� Dissolve the ingredients completely in water by 

stirring.
4.	� Autoclave at 121 °C and 15 psi for 15 min.
5.	� Allow the agar to cool to approximately 50 °C.
6.	� Pour 18–20 ml of CSMDA into 90 mm Petri dishes 

and allow to solidify before use.

Storage

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