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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
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Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suiza

© 2025 International Seed Testing Association (ISTA)

En línea ISSN 2310-3655

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

Validierungsstudien

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

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

Haftungsausschluss

Obgleich die ISTA mit Sorgfalt auf die Richtigkeit der in die-
ser Methodenbeschreibung angegebenen Methoden und 
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:
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nahme oder durch irgendein anderes Verfahren reproduziert, gespeichert oder verbreitet 
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Saatgutprüfung.

Anmerkung zur Benutzung der Übersetzungen

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

Études de validation

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

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

Limitation de responsabilité

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

Sécurité

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

Éditées par :
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anglaise fait foi.

Validation reports

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

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

Disclaimer

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

Safety precautions

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

Note on the use of the translations

The electronic version of the International Rules for Seed Testing includes the English, 
French, German and Spanish versions. If there are any questions on interpretation of the 
ISTA Rules, the English version is the definitive version.
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7-015: Detección de Epichloë coenophiala en semillas 
de Festuca spp. (festuca) y de Neotyphodium lolii en 
semillas de Lolium spp. (ryegrass)

Hospedante:  Festuca spp., Lolium spp.
Patógeno(s):  Epichloë coenophiala (Morgan-Jones & 

W. Gams) C.W. Bacon & Schardl; Neotyphodium lolii 
(Latch, M.J.Chr. & Samuels) Glenn, C.W.Bacon & 
Hanlin

Autor:  N. Hill, Dept. Crop and Soil Sciences, University 
of Georgia, Athens, GA, USA

	 E-mail: nhill@arches.uga.edu

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2003-01-01
Versión 1.1, 2014-01-01: Material de referencia obligato-

rio; se agrega el nombre común del hospedante
Versión 1.2, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado
Versión 1.3, 2018-01-01: Nombre del patógeno, revisado
Versión 1.4, 2021-01-01: Preparación de la muestra cam-

bió a Tamaño de la muestra y párrafo revisado
Versión 1.5, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
Este kit de ensayo patentado (un método inmunológico) 
se comparó con el método de microscopía (Anon.,1998; 
Welly et al., 1985) en un ensayo comparativo efectuado 
en 1999 sobre seis muestras (tres de Festuca alta y tres 
de Ryegrass Perenne) en cuatro laboratorios, con tres re-
peticiones ciegas de cada muestra (Hill et al., 2002). La 
media de los niveles de infección fue similar para ambos 
métodos, tanto para el método de inmunobloth como para 
el de microscopía y las variaciones intra e inter laborato-
rio fueron esencialmente las mismas. De este modo, los 
métodos de inmunobloth y microscopía para detección en-
dófita proporcionan resultados comparables. El método de 
inmunobloth es más rápido que el método de microscopía 
y requiere menos entrenamiento del analista. Cuando se 
analiza un gran número de lotes de semilla, este método 
tiene la ventaja de reducir, al analista, la cantidad de tiem-
po de trabajo al microscopio y el potencial cansancio.

Medidas de seguridad
El kit de análisis contiene pequeñas cantidades de azida 
sódica para estabilizar los reactivos. Aunque las concen-
traciones en los kits están por debajo de los niveles tó-

xicos establecidos, el azida sódica puede ser tóxico para 
los seres humanos. Por lo tanto, se debe tener en cuenta 
evitar el contacto con la piel, ojos y membranas mucosas. 
Se debe utilizar guantes de protección para minimizar la 
exposición al azida sódica. Los reactivos nunca deben ser 
ingeridos.

La azida sódica puede reaccionar con las tuberías de 
plomo o cobre y formar haluros metálicos explosivos. De-
jar correr un gran volumen de agua para evitar la acumu-
lación de azida.

Semilla tratada
Los tratamientos a las semillas pueden afectar el desempe-
ño de este análisis. Éste sólo se debe efectuar en semillas 
sin tratar.

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas a anali-
zar) depende del uso previsto, del nivel máximo de infec-
ción aceptable y de la sensibilidad analítica del método. El 
tamaño mínimo de muestra debe ser 100 semillas.

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

terial apropiado (incluido en el kit de análisis)
Incubadora:  programada a 45 °C
Estufa:  programada a 70 °C
Agitador:  orbital, regulado a 50 rpm
Contenedor plástico:  9 × 15 cm con tapa para la incuba-

ción de las semillas
Esponja de celulosa:  7,5 × 12 cm para la incubación de 

las semillas
Papel aluminio:  u otra envoltura opaca para envolver las 

placas de Petri
Agua destilada/ desionizada
Placas de Petri
Hidróxido de sodio:  solución acuosa al 5 %
Kit para análisis:  el kit puede ser adquirido en: Agrinos-

tics Ltd. Co., 2850 Elder Mill Rd., Watkinsville, GA, 
30677, USA

Gültig ab 1. Januar 2025
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7‑015: Nachweis von Epichloë coenophiala an Festuca 
spp. (Schwingel) und Neotyphodium lolii an Lolium spp. 
(Lolch, Weidelgras)

Wirtspflanze:  Festuca spp., Lolium spp.
Krankheitserreger:  Epichloë coenophiala (Morgan-

Jones & W. Gams) C.W. Bacon & Schardl; 
Neotyphodium lolii (Latch, M.J.Chr. & Samuels) Gl-
enn, C.W. Bacon & Hanlin

Autoren: N. Hill, Dept. Crop und Soil Sciences, Univer-
sity of Georgia, Athens, GA, USA

	 E-Mail: nhill@arches.uga.edu

Revisionsstand

Version 1.0, 2003-01-01
Version 1.1, 2014-01-01: Referenzmaterial vorgeschrie-

ben; deutscher Name der Wirtspflanze hinzugefügt
Version 1.2, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.3, 2018-01-01: „Krankheitserreger“ 

überarbeitet
Version 1.4, 2021-01-01: Probenvorbereitung geändert in 

Probengröße und Überarbeitung des Absatzes
Version 1.5, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Dieses urheberrechtlich geschützte Test-Kit (eine immu-
nologische Methode) wurde verglichen mit einer mikros-
kopischen Methode (Anonym, 1998; Welty et al., 1985) in 
einer Vergleichsuntersuchung im Jahr 1999 mit sechs Pro-
ben (drei Rohrschwingel und drei Deutsche Weidelgras) 
in vier Laboren mit drei Blind-Wiederholungen je Probe 
(Hill et al., 2002). Die mittleren Infektionsraten waren 
ähnlich für beide Untersuchungsmethoden (Immunoblot 
und Mikroskopie) und die Variation innerhalb und zwi-
schen den Laboren war ebenfalls gleich. Daher wurde der 
Rückschluss gezogen, dass die Immunoblot- und Mikros-
kopmethode zur Detektion von Endophyten vegleichbare 
Ergebnisse liefern können. Die Immunoblot-Methode ist 
jedoch schneller als die Mikroskopmethode und erfordert 
weniger Übung des Durchführenden. Wenn viele Saatgut-
partien untersucht werden müssen, liegt hier der Vorteil 
eines reduzierten Zeitaufwandes, den der Durchführende 
am Mikroskop mit den entsprechenden Gefahren der Er-
müdung verbringen müsste.

Sicherheitsmaßnahmen
Das Test-Kit enthält geringe Mengen Natriumazid zur 
Stabilisierung der Reagenzien. Die Konzentrationen im 
Test-Kit liegen unter der Toxizitätsgrenze; dennoch kann 
Natriumazid toxisch für Menschen sein. Deshalb sollte 
besondere Vorsicht verwendet werden den Kontakt mit 
Haut, Augen und Schleimhäuten zu verhindern. Schutz-
handschuhe sollten verwendet werden, um den Kontakt 
mit Natriumazid zu vermeiden. Die Reagenzien sollten 
niemals aufgenommen werden.

Natriumazid reagiert mit Blei- und Kupferrohrleitun-
gen in der Bildung explosiver Metallhalogenide. Es ist da-
her wichtig, Abflussrohre gründlich mit Wasser zu spülen, 
um Azidakkumulationen zu verhindern.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Saatgutbehandlungen können die Aussagekraft dieser Me-
thode beeinflussen. Die Untersuchung sollte daher an un-
behandeltem Saatgut erfolgen.

Probengröße
Der Probengröße (Gesamtzahl der zu untersuchenden Sa-
men) hängt vom Verwendungszweck, dem maximal ak-
zeptablen Infektionsniveau und der analytischen Empfind-
lichkeit der Methode ab. Die Mindestprobengröße sollte 
100 Samen betragen.

Material
Referenzmaterial:  Referenzkulturen oder andere geeig-

nete Materialien (im Test-Kit enthalten)
Inkubator:  Betrieb bei 45 °C.
Wärmeschrank:  Betrieb bei 70 °C
Schüttler:  Kreisschüttler mit 50 Upm
Kulturschalen:  9 × 15cm mit Deckel zur Inkubation der 

Samen
Zellstoffeinlagen:  7,5 × 12 cm zur Inkubation der Samen.
Aluminiumfolie:  oder andere blickdichte Hülle für 

Petrischalen
Destilliertes/deionisiertes Wasser
Petrischalen

Effectives 1er janvier 2025
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7‑015 : Détection d’Epichloë coenophiala sur Festuca 
spp. (fétuque) et de Neotyphodium lolii sur Lolium spp. 
(ray-grass)

Hôte :  Festuca spp., Lolium spp.
Pathogène(s)  :  Epichloë coenophiala (Morgan-Jones & 

W. Gams) C.W. Bacon & Schardl ; Neotyphodium lolii 
(Latch, M.J.Chr. & Samuels) Glenn, C.W. Bacon & 
Hanlin

Auteurs : N. Hill, Dept. Crop and Soil Sciences, Univer-
sity of Georgia, Athens, GA, États-Unis. 

	 Courriel :  nhill@arches.uga.edu

Historique de la révision

Version 1.0, 2003-01-01
Version 1.1, 2014-01-01 : Matériel de référence manda-

toire ; ajout du nom commun de l’hôte
Version 1.2, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

révisé
Version 1.3, 2018-01-01 : « Pathogène » révisé
Version 1.4, 2021-01-01 : « Préparation de l’échantillon » 

changé à « Taille de l’échantillon » et le paragraphe 
révisé

Version 1.5, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » 
révisé

Historique
Ce kit commercial (méthode immunologique) a été com-
paré avec la méthode microscopique (Anon., 1998 ; Welty 
et al.,1985) dans un test comparatif effectué en 1999 sur 6 
échantillons (3 fétuques élevées et 3 ray-grass anglais) par 
4 laboratoires avec 3 répétitions codées de chaque échan-
tillon (Hill et al., 2002). Le niveau d’infection moyen était 
similaire pour l’immunoblot et la méthode microscopique 
et la variation intra- et inter- laboratoires était sensible-
ment la même. De ce fait, la méthode immunoblot et la 
méthode microscopique pour la détection des endophytes 
ont été considérées comme donnant des résultats simi-
laires. La méthode immunoblot est plus rapide que la mé-
thode microscopique et demande moins de formation des 
analystes. Elle a l’avantage de réduire le temps passé par 
les analystes au microscope et la fatigue potentielle quand 
un grand nombre d’échantillons sont analysés.

Mesures de sécurité
Ce kit contient de petites quantités de sodium azide pour 
stabiliser les réactifs. Bien que sa concentration dans le 
kit soit en dessous des niveaux de toxicité établis, le so-
dium azide peut être toxique pour l’homme. Il est donc 
nécessaire de faire attention à prévenir l’exposition de la 
peau, des yeux, des muqueuses. Des gants de protection 
devraient être utilisés pour minimiser l’exposition au so-
dium azide. Les réactifs ne devraient jamais être ingérés.

Le sodium azide peut réagir avec le plomb ou le cuivre 
des plomberies pour former un matériel explosif. Le rin-
çage avec un grand volume d’eau permet de prévenir l’ac-
cumulation de l’azide

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

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences à tes-
ter) dépend de l’utilisation prévue, du niveau d’infection 
maximal acceptable et de la sensibilité analytique de la 
méthode. La taille minimum de l’échantillon devrait être 
de 100 semences.

Matériel
Matériel de référence  :  cultures de référence ou autre 

matériel approprié (inclus dans le kit de test)
Incubateur :  fonctionnant à 45 °C
Étuve :  fonctionnant à 70 °C
Agitateur :  orbital réglé à 50 tr/min
Contenant en plastique :  9 × 15 cm avec couvercle pour 

incuber les semences
Eponge de cellulose  :  7,5  × 12 cm pour incuber les 

semences
Aluminium  :  ou autre emballage opaque pour boîte de 

Petri
Eau distillée/désionisée
Boîte de Petri
Hydroxyde de sodium (5 %)

7-015-3
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7‑015: Detection of Epichloë coenophiala in Festuca 
spp. (fescue) and of Neotyphodium lolii in Lolium spp. 
(ryegrass) seed

Host:  Festuca spp., Lolium spp.
Pathogen(s):  Epichloë coenophiala (Morgan-Jones & 

W. Gams) C.W. Bacon & Schardl; Neotyphodium lolii 
(Latch, M.J.Chr. & Samuels) Glenn, C.W.Bacon & 
Hanlin

Author:  Hill, N.
	 Dept. Crop and Soil Sciences, University of Georgia, 

Athens, GA, USA
	 E-mail: nhill@arches.uga.edu

Revision history

Version 1.0, 2003-01-01
Version 1.1, 2014-01-01: Reference material mandatory; 

common name of host added
Version 1.2, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 1.3, 2018-01-01: Pathogen names changed
Version 1.4, 2021-01-01: Sample preparation changed to 

Sample size and paragraph revised
Version 1.5, 2024-01-01: Sample size revised

Background
This proprietary test kit (an immunological method) was 
compared with a microscopic method (Anon., 1998; 
Welty et al.,1985) in a comparative test conducted in 
1999 on six samples (three tall fescue and three perennial 
ryegrass) in four laboratories with three blind replicates 
of each sample (Hill et al., 2002). Mean infection levels 
were similar for both the immunoblot and microscopic 
methods and intra- and inter-laboratory variation 
were essentially the same. Thus, the immunoblot 
and microscopic methods for endophyte detection 
were considered to provide comparable results. The 
immunoblot method is more rapid than the microscope 
method and requires less operator training. Where large 
numbers of seed lots are tested this has the advantage of 
reducing the amount of time the analyst spends at the 
microscope and the potential for fatigue.

Safety precautions
The test kit contains small quantities of sodium azide to 
stabilise the reagents. While the concentrations in the 
kits are below established toxic levels, sodium azide can 
be toxic to humans. Therefore, care should be taken to 
prevent exposure to skin, eyes, and mucous membranes. 
Protective gloves should be used to minimise exposure to 
sodium azide. Reagents should never be ingested.

Sodium azide can react with lead or copper plumbing 
to form explosive metal halides. Flush drains with a large 
volume of water to prevent azide accumulation.

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

Sample size
The sample size (total number of seeds to be tested) 
depends on intended use, the maximum acceptable 
infection level and the analytical sensitivity of the 
method. The minimum sample size should be 100 seeds.

Materials
Reference material:  reference cultures or other 

appropriate material (included in the test kit)
Incubator:  operating at 45 °C
Oven:  operating at 70 °C
Shaker:  orbital set at 50 rpm
Plastic container:  9  × 15 cm with lid for incubating 

seeds
Cellulose sponge:  7.5 × 12 cm for incubating seeds
Aluminium foil:  or other opaque wrap for Petri dish
Distilled/deionised water
Petri dish
Sodium hydroxide (5 % aq.)
Test kit:  test kits can be purchased from: Agrinostics 

Ltd. Co., 2850 Elder Mill Rd., Watkinsville, GA, 
30677, USA
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Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC.

1.	� Leer las instrucciones del folleto proporcionado con el 
kit de análisis antes de llevar a cabo el ensayo.

2.	� Dejar que los reactivos alcancen la temperatura am-
biente y mezclar suavemente antes de usar (PCC).

3.	� Remover los esclerocios de ergot de la semilla (PCC).
4.	� Esterilizar la superficie de las semillas colocando apro-

ximadamente 5 ml de semillas en un vaso de precipi-
tado de 50 ml. Agregar 40 ml de hidróxido de sodio 
al 5  % y revolver bien, asegurarse de que todas las 
semillas estén humedecidas. Dejar las semillas en la 
solución de hidróxido de sodio durante 60 minutos, re-
volviendo cada 15 minutos. Enjuagar las semillas con 
grandes cantidades de agua para eliminar los de resi-
duos de hidróxido de sodio de las semillas. Los pasos 
posteriores se pueden realizar con la semilla húmeda o 
con la semilla secada al aire.

5.	� Poner una esponja de celulosa de 7,5 × 12,0 cm en la 
parte inferior de un contenedor plástico de 9,0 × 15 cm. 
Agregar la solución de EB al contenedor para humede-
cer (no cubrir) la esponja. Colocar un pedazo de papel 
secante en la parte superior de la esponja. Colocar, me-
diante el uso de pinzas, una membrana de nitrocelulosa 
sobre el papel secante. Evitar que se formen burbujas 
de aire entre la membrana y el papel secante. No tocar 
la membrana con la mano desnuda; utilizar guantes de 
protección (PCC).

6.	� Colocar las semillas, próximas entre sí, en la membra-
na. La membrana es lo suficientemente grande para co-
locar hasta 100 semillas. Tapar el contendor e incubar 
a 45 °C durante la noche (16 horas).

7.	� Retirar el contenedor de plástico de la incubadora. Des-
pegar la membrana de nitrocelulosa del papel secante y 
colocarla sobre un trozo seco de papel secante. Remo-
ver suavemente con un cepillo suave las semillas o el 
exceso de desechos de la membrana de nitrocelulosa.

8.	� Secar la membrana en una estufa a 70  °C durante 
15 minutos o a temperatura ambiente durante 1 hora.

9.	� Colocar la membrana en el fondo de una placa de Petri. 
Añadir 10 ml de solución BWW, cubrir la placa y agi-
tar durante 30 minutos en un agitador orbital regulado 
a 50 rpm.

10.	�Retirar las placas de Petri del agitador y retirar cuida-
dosamente la solución.

11.	�Agregar 10 ml de solución BWW al tubo MAB. Verter 
la solución MAB sobre la membrana en la placa de Pe-
tri. Agitar durante 1 hora en el agitador orbital.

12.	�Sacar la placa de Petri del agitador orbital y retirar cui-
dadosamente la solución de anticuerpos.

13.	�Agregar 10 ml de solución BWW y colocar la placa 
nuevamente en el agitador durante 6 minutos. Retirar 
la solución de BWW. Repetir este paso una vez más.

14.	�Agregar 10 ml de solución BWW al tubo RAM. Verter 
la solución RAM sobre la membrana en la placa de Pe-
tri. Agitar durante 1 hora en el agitador orbital.

15.	�Agregar 10 ml de solución de BWW y agitar la placa 
de Petri durante 6 minutos. Retirar la solución BWW. 
Repetir este paso una vez más.

16.	�Agregar solución BWW al tubo PA hasta llegar a la 
marca de 10 ml, taparlo y mezclar por inversión. Verter 
la solución de PA sobre la membrana y tapar la placa 
Petri. Agitar durante 30 minutos en el agitador orbital.

17.	�Agregar 10 ml de solución BWW y volver a colocar la 
placa de Petri al agitador durante 6 minutos. Retirar la 
solución BWW. Repetir este paso una vez más.

18.	�Agregar cromógeno BN, reemplazar, por otra, la tapa 
de la placa de Petri, devolver la placa al agitador y cu-
brir con papel aluminio (PCC).

19.	�Veificar la reacción del color cada 5 minutos (PCC). 
Detener la reacción cuando el punto del control positi-
vo (marcado ‘+’ en la membrana) tenga un color oscu-
ro al retirarr la solución cromógeno y enjuagar 2 veces 
la membrana con 20 ml de agua destilada. 

20.	�Registrar el número de semilla positivas; Epicloë (para 
festuca) o Neotyphodium (para ryegrass) (ver Fig.  1 
y Limitaciones del Procedimiento en el folleto de 
instrucciones).

Métodos generales
Chequeo de tolerancias:  Las tolerancias proporcionan 

un medio para evaluar si la variación en los resulta-
dos dentro o entre los análisis es suficientemente am-
plia como para suscitar dudas sobre la exactitud de los 
resultados. Las tolerancias adecuadas, que se pueden 
aplicar directamente a la mayoría de los análisis de sa-
nidad de semilla, pueden encontrarse en las Tablas 5B, 
Parte 1 del Capítulo 5 de las Reglas ISTA o en la Tabla 
G1 en Miles (1963).

Informe de resultados:  El resultado de un análisis de 
sanidad de semilla debe indicar el nombre científico 
del patógeno detectado y el método de análisis usado 
Cuando se informa en un Certificado ISTA, los resulta-
dos se ingresan bajo ‘Otras determinaciones’.

	� El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas. 

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

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

7-015-4 Gültig ab 1. Januar 2025
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Natriumhydroxid (5 % aq.)
Test-Kit:  Test-Kits sind erhältlich bei: Agrinostics Ltd. 

Co., 2850 Elder Mill Rd., Watkinsville, GA, 30677, 
USA

Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.	� Die Arbeitsaneisung des Test-Kits ist vor der Durch-
führung zu lesen.

2.	� Vor Benutzung sollten die Reagenzien auf Raumtem-
peratur erwärmt und sorgfältig durchmischt werden 
(KKP).

3.	� Mutterkorn muss aus der Untersuchungsprobe ent-
fernt werden (KKP).

4.	� Für die Oberflächensterilisation werden ca. 5 ml 
Samen in ein 50 ml Becherglas überführt. Zugabe 
von 40 ml 5-prozentiger Natriumhydroxidlösung 
und gründliches Rühren, um sicherzustellen dass alle 
Samen gut benetzt sind. Inkubation in der Lösung für 
60 min, alle 15 min gründliches Rühren. Ausgiebiges 
Waschen der Samen mit Wasser, um alle Natriumhy-
droxidreste von den Samen zu entfernen. Die nachfol-
genden Schritte können mit feuchten oder luftgetrock-
neten Samen durchgeführt werden.

5.	� Einlegen eines 7,5 × 12,0 cm Zellulosefilters auf den 
Boden eines 9,0 × 15,0 cm Plastikbehälters. Zugabe 
von EB-Lösung zur Befeuchtung (nicht Durchnäs-
sung) des Filters im Plastikbehälter. Auflegen eines 
Stückes Filterpapiers auf den Zellulosefilter. Mittels 
Pinzette wird die Nitrocellulosemembran auf das Fil-
terpapier gelegt. Es dürfen keine Luftblasen zwischen 
Filterpapier und Nitrocellulosemembran verbleiben. 
Die Arbeiten sind mit Schutzhandschuhen durchzu-
führen um die Membran nicht mit der Haut/Fingern in 
Kontakt zu bringen (KKP).

6.	� Enges Auflegen der Samen auf die Membran. Die 
Membran ist groß genug für 100 Samen. Verschließen 
des Plastikbehälters und Inkubation über Nacht bei 
45 °C (16 h).

7.	� Entnehmen des Plastikbehälters aus dem Inkubator. 
Ablösen der Nitrocellulosemembran vom Filterpapier 
und auf ein trockenes Filterpapier überführen. Die 
Samen oder andere Reste werden vorsichtig, evtl. mit 
einer Bürste von der Nitrocellulosemembran entfernt.

8.	� Trocknen der Membran im Wärmeschrank bei 70 °C 
für 15 min oder bei Raumtemperatur für 1 h.

9.	� Die Membran anschließend auf den Boden einer 
Petrischale überführen. Zugabe von 10 ml BWW-Lö-
sung, Abdecken der Petrischale und Inkubieren für 30 
min auf einem Kreisschüttler bei 50 Upm (KKP).

10.	�Entfernen der Petrischale vom Schüttler und die Lö-
sung vorsichtig abgießen.

11.	�Zugabe von 10 ml BWW-Lösung in das MAB-Ge-
fäß. Verteilen der MAB-Lösung auf der Membran in 

der Petrischale und Inkubieren für 60 min auf einem 
Kreisschüttler bei 50 Upm.

12.	�Entnahme der Petrischale vom Schüttler und Entfer-
nung der Antikörperlösung.

13.	�Zugabe von 10 ml BWW-Lösung in die Petrischale 
und erneut inkubieren für 6 min auf einem Kreis-
schüttler bei 50 Upm. Abgießen der Lösung und 
Wiederholung dieses Schrittes.

14.	�Zugabe von 10 ml BWW-Lösung in das RAM-Ge-
fäß. Verteilen der RAM-Lösung auf der Membran 
in der Petrischale und inkubieren für 1 h auf einem 
Kreisschüttler.

15.	�Zugabe von 10 ml BWW-Lösung in die Petrischale 
und erneut inkubieren für 6 min auf einem Kreis-
schüttler. Abgießen der Lösung und Wiederholung 
dieses Schrittes.

16.	�Zugabe von BWW-Lösung in das PA-Gefäß bis zur 
10 ml Markierung, anschließend verschließen und 
durch Umdrehen mischen. Verteilen der PA-Lösung 
auf der Membran in der Petrischale, abdecken und 
inkubieren für 30 min auf einem Kreisschüttler.

17.	�Zugabe von 10 ml BWW-Lösung in die Petrischale 
und erneut inkubieren für 6 min auf einem Kreis-
schüttler. Entfernung der Lösung und Wiederholung 
dieses Schrittes.

18.	�Zugabe von BN Chromogen, Abdecken der Petrischa-
le, Platzieren auf dem Schüttler und mit Alufolie 
bedecken (KKP).

19.	�Farbreaktion alle 5 min kontrollieren (KKP). Stoppen 
der Reaktion, wenn die Positivkontrolle (markiert mit 
‚+’ auf der Membran) eine dunkle Farbe nach Ab-
gießen der Chromogenlösung aufweist. Zweimaliges 
Waschen der Membran in 20 ml destilliertem Wasser.

20.	�Bestimmen der Anzahl positiver Epichloë (für 
Schwingel) oder Neotyphodium (für Weidelgras) Sa-
men (siehe Abb. 1 und Einschränkungen zur Methode 
im Methodenblatt des Test-Kits).

Allgemeine Methoden
Überprüfung der Toleranz:  Toleranzen erlauben eine 

Abschätzung, ob die Variation der Ergebnisse eines 
Testes oder zwischen verschiedenen Tests ausreichend 
groß ist oder nicht, um an der Genauigkeit der Ergeb-
nisse zu zweifeln. Eine Toleranztabelle, die für die 
meisten direkten Saatgut-Gesundheitsprüfungen ange-
wendet werden kann, findet sich in Tabelle 5B Teil 1 
des Kapitels 5 der ISTA-Vorschriften, oder in Tabelle 
G1 in Miles (1963).

Berichterstattung der Ergebnisse:  Der Ergebnisbericht 
einer Gesundheitsprüfung von Saatgut sollte den wis-
senschaftlichen Name des Krankheitserregers und die 
verwendete Methode enthalten. Bei Berichterstattung 
auf einem ISTA-Bericht sind die Ergebnisse unter 
‚Weitere Untersuchungsergebnisse‘ einzutragen.

7-015-4 Effectives 1er janvier 2025

Règles Internationales pour les Essais de SemencesMéthodes validées pour analyse sanitaire des semences
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Kit  :  les kits peuvent être commandés chez  : Agrinos-
tics Ltd. Co., 2850 Elder Mill Rd., Watkinsville, GA, 
30677, USA

Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

1.	� Lire le manuel d’instructions du kit avant de débuter 
l’essai.

2.	� Permettre aux réactifs d’être à température ambiante et 
mélanger doucement avant usage (CCP).

3.	� Oter les sclérotes d’ergot des semences (CCP).
4.	� Stériliser les semences en surface en plaçant environ 

5  ml de semences dans un flacon de 50  ml. Ajou-
ter 40 ml d’hydroxyde de sodium à 5 % et mélanger 
soigneusement en s’assurant que toutes les semences 
sont mouillées. Laisser les semences dans l’hydroxyde 
de sodium pendant 60 min, en mélangeant toutes les 
15  min. Rincer les semences avec beaucoup d’eau 
pour enlever les résidus d’hydroxyde de sodium des 
semences. Les étapes suivantes peuvent être réalisées 
sur semences humides ou les semences peuvent être 
séchées à l’air.

5.	� Placer l’éponge de cellulose (7,5 × 12,0 cm) au fond 
d’une boîte plastique 9,0 × 15,0 cm. Ajouter la solu-
tion EB dans la boîte pour mouiller (sans recouvrir) 
l’éponge. Placer un des papiers buvards sur l’éponge. 
Placer la membrane de nitrocellulose sur le papier bu-
vard en utilisant des pinces. S’assurer de l’absence de 
bulle d’air entre la membrane et le buvard. Utiliser des 
gants de protection et ne pas toucher la membrane à 
mains nues (CCP).

6.	� Placer les semences les unes à coté des autres sur la 
membrane. La membrane est assez grande pour 100 
semences. Placer le couvercle sur la boîte et incuber à 
45 °C la nuit (16 h).

7.	� Sortir la boîte de l’incubateur. Détacher la membrane 
de nitrocellulose du papier buvard et la placer sur un 
nouveau buvard sec. Oter doucement les semences 
ou débris de la membrane de nitrocellulose avec une 
brosse douce.

8.	� Sécher la membrane dans une étuve à 70 °C pendant 
15 min ou à température ambiante pendant 1 h.

9.	� Placer la membrane au fond d’une boîte de Petri. Ajou-
ter 10 ml de solution BWW, couvrir la boîte et agiter 
pendant 30 min sur un agitateur orbital réglé à 50 tr/
min (CCP).

10.	�Sortir la boîte de Petri de l’agitateur et vider douce-
ment la solution.

11.	�Ajouter 10 ml de solution BWW au tube MAB. Mettre 
la solution MAB sur la membrane dans la boîte de Pe-
tri. Agiter pendant 1 h sur un agitateur orbital.

12.	�Sortir la boîte de Petri de l’agitateur et vider douce-
ment la solution d’anticorps.

13.	�Ajouter 10 ml de solution BWW et remettre la boîte de 
Petri dans l’agitateur pendant 6 min. Vider doucement 
la solution BWW. Répéter une autre fois cette étape.

14.	�Ajouter 10 ml de solution BWW au tube RAM. Mettre 
la solution RAM sur la membrane dans la boîte de Pe-
tri. Agiter pendant 1 h sur un agitateur orbital.

15.	�Ajouter 10 ml de solution BWW et remettre la boîte de 
Petri dans l’agitateur pendant 6 min. Vider doucement 
la solution BWW. Répéter une autre fois cette étape.

16.	�Ajouter 10 ml de solution BWW au tube PA jusqu’à la 
marque 10 ml, fermer le bouchon et mélanger par in-
version. Mettre la solution PA sur la membrane dans la 
boîte de Petri et couvrir la boîte. Agiter pendant 30 min 
sur un agitateur orbital.

17.	 �Ajouter 10 ml de solution BWW et remettre la boîte de 
Petri dans l’agitateur pendant 6 min. Vider doucement 
la solution BWW. Répéter une autre fois cette étape.

18.	�Ajouter le chromogène BN, remettre le couvercle sur 
la boîte de Petri, Remettre la boîte dans l’agitateur et 
couvrir de papier aluminium (CCP).

19.	�Vérifier la réaction colorée toutes les 5  min (CCP). 
Arrêter la réaction quand le spot de témoin positif 
(marqué ‘+’ sur la membrane) a une couleur foncée, 
en versant la solution de chromogène et en rinçant la 
membrane 2 fois dans 20 ml d’eau distillée.

20.	�Noter le nombre de semences positives d’Epichloë 
(pour fétuque) et de Neotyphodium (pour le ray-grass) 
(voir Fig. 1. et limites de la méthode dans le manuel 
d’instructions).

Méthodes générales
Vérification des tolérances :  Les tolérances fournissent 

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

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

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

Effective 1 January 20257-015-4
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Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.	� Read the instruction booklet provided with the test kit 
prior to carrying out the assay.

2.	� Allow reagents to reach room temperature and gently 
mix prior to use (CCP).

3.	� Remove ergot sclerotia from seed (CCP).
4.	� Surface sterilise seed by placing approx. 5  ml of 

seed into a 50 ml beaker. Add 40 ml of 5 % sodium 
hydroxide and stir thoroughly, making sure all seed 
are wet. Leave seed in the sodium hydroxide solution 
for 60  min, stirring every 15  min. Rinse seed with 
copious amounts of water to remove residual sodium 
hydroxide from the seed. The subsequent steps can 
be performed on the wet seed or the seed may be air 
dried.

5.	� Place a 7.5 × 12.0 cm cellulose sponge on the bottom 
of a 9.0 × 15.0 cm plastic container. Add EB solution 
to the container to wet (not cover) the sponge. Place 
one piece of the blotting paper on top of the sponge. 
Using forceps or tweezers, place the nitro-cellulose 
membrane on top of the blotting paper. Make sure no 
air bubbles are between the membrane and blotting 
paper. Use protective gloves and do not to touch the 
membrane with the naked hand (CCP).

6.	� Place seed close together on the membrane. The 
membrane is large enough for 100 seeds. Place cover 
on the container and incubate at 45  °C overnight 
(16 h).

7.	� Remove plastic container from incubator. Peel the 
nitro-cellulose membrane from the blotting paper 
and place it onto a dry piece of blotting paper. Gently 
remove the seeds or excess debris from the nitro-
cellulose membrane with a soft brush.

8.	� Dry the membrane in an oven at 70 °C for 15 min or 
at room temperature for 1 h.

9.	� Place the membrane into the bottom of a Petri dish. 
Add 10  ml of BWW solution, cover the dish, and 
shake for 30 min on an orbital shaker set at 50 rpm 
(CCP).

10.	�Remove Petri dish from the shaker and gently pour off 
the solution.

11.	�Add 10 ml of BWW solution to the MAB tube. Pour 
MAB solution over the membrane in the Petri dish. 
Shake for 1 h on the orbital shaker.

12.	�Remove Petri dish from the shaker and gently pour off 
the antibody solution.

13.	�Add 10 ml of BWW solution and return Petri dish to 
the shaker for 6 min. Pour off BWW solution. Repeat 
this step one more time.

14.	�Add 10  ml BWW solution to the RAM tube. Pour 
RAM solution over the membrane in the Petri dish. 
Shake for 1 h on the orbital shaker.

15.	�Add 10 ml of BWW solution and return Petri dish to 
the shaker for 6 min. Pour off BWW solution. Repeat 
this step one more time.

16.	�Add BWW solution to the PA tube to reach the 10 ml 
mark, cap and mix by inverting. Pour PA solution over 
the membrane and cover the Petri dish. Shaker for 
30 min on the orbital shaker.

17.	�Add 10 ml of BWW solution and return Petri dish to 
the shaker for 6 min. Pour off BWW solution. Repeat 
this step one more time.

18.	�Add BN chromogen, replace lid on Petri dish, return 
dish to the shaker and cover with aluminium foil 
(CCP).

19.	�Check colour reaction every 5 min (CCP). Stop the 
reaction when the positive control spot (marked ‘+’ 
on the membrane) has a dark colour by pouring off the 
chromogen solution and rinsing the membrane twice 
in 20 ml distilled water.

20.	�Record the number of positive Epichloë (for fescue) 
or Neotyphodium (for ryegrass) seeds (see Fig. 1. and 
Limitations to Procedure in the instruction booklet).

General methods
Checking tolerances:  Tolerances provide a means of 

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

Reporting results:  The result of a seed health test 
should indicate the scientific name of the pathogen 
detected and the test method used. When reported on 
an ISTA Certificate, results are entered under ‘Other 
Determinations’.
�The report must indicate the number of seeds tested. 
�In the case of a negative result (pathogen not detected), 
the results must be reported as ‘not detected’.
�In the case of a positive result, the report must indicate 
the percentage of infected seeds.
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Figura 1. Membrana mostrando reacciones positivas a 
Neotyphodium (4 filas superiores) y negativas (4 filas infe-
riores) y controles positivos (+) y negativo (-).

Aseguramiento de calidad
•	� Cubrir o tapar todos los reactivos cuando no se estén 

usando.
•	� Etiquetar todos los recipientes que contengan solucio-

nes para evitar una mezcla inadecuada.

Puntos críticos de control (PCC)

•	� No mezclar o usar reactivos de diferentes kits.
•	� Mantener los componentes del Kit refrigerados cuando 

no se estén usando. Los reactivos deben estar a tempe-
ratura ambiente previo al uso (Paso 2).

•	� Evitar los esclerocios de ergot en todo momento. Remo-
ver los esclerocios de la semilla antes de la esteriliza-
ción de la superficie de éstas. Claviceps purpurea tiene 
una proteína soluble similar a la de Neotyphodium y 
puede dar falsos positivos si la semilla está contamina-
da. La esterilización de la superficie y la temperatura de 
incubación son críticos para evitar falsos positivos de 
micelios de Claviceps encontrados en la semilla. Ase-
gúrese de seguir los procedimientos establecidos para 
evitar lecturas falso positivos (Paso 3).

•	� Manipular siempre la membrana de nitrocelulosa con 
extremo cuidado. La nitrocelulosa es frágil y se puede 
rasgar o romper fácilmente. NO TOCAR la membrana 
de nitrocelulosa con piel desnuda y usar siempre guan-
tes de protección para evitar la contaminación por hue-
llas dactilares (Paso 5).

•	� Es importante mantener los reactivos agitados cuando 
están reaccionando con la membrana (Paso 9).

•	� El cromógeno es sensible a la luz. Es importante cubrir 
los frascos de reactivos con papel aluminio o una en-
voltura opaca adecuada para prevenir la entrada de luz 
y causar la coloración del cromógeno (Paso 18).

•	� Es importante verificar el progreso de la reacción y de-
sarrollo del color cada 5 minutos para evitar la sobre 
exposición. La mancha de control positivo (‘+’) debe 
ser de color oscuro y la mancha del control negativo  
(‘-’) debe ser incolora (Fig. 1), indicando que el análisis 
ha sido efectuado correctamente (Paso 19).

•	� Es importante que los reactivos sean preparados utili-
zando sólo agua destilada o desionizada (Preparación 
de medios y reactivos).

Medios y soluciones
Preparación

1.	 La solución de extracción debe ser diluida en 200 ml 
de agua destilada /desionizada (PCC).

2.	 Disolver los reactivos BWW en 150 ml de agua des-
tilada/desionizada, utilizando un recipiente limpio de 
plástico de baja densidad o un recipiente de vidrio. La 
solución se debe hacer inmediatamente antes del análi-
sis de las muestras y se puede almacenar a 4 °C por no 
más de 3 días.

3.	 Diluir MAB, RAM y PA en 10 ml de solución de 
BWW justo antes de cada paso usando los reactivos 
respectivos.

4.	 NO DILUIR el reactivo cromógeno. Usarlo en la 
máxima concentración. Mantener el reactivo cromóge-
no protegido de la luz durante el almacenaje y uso.

Gültig ab 1. Januar 2025
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�Der Prüfbericht muss die Anzahl untersuchter Samen 
angeben.
�Im Falle eines negativen Ergebnisses (Krankheitser-
reger nicht nachgewiesen), müssen die Ergebnisse als 
„nicht nachgewiesen“ berichtet werden.
�Im Falle eines positiven Ergebnisses sollte der Prüfbe-
richt den Prozentsatz infizierter Samen angeben.

Qualitätssicherung
•	� Alle Reagenzien sind bei Nicht-Gebrauch verschlossen 

zu halten.
•	� Alle Behältnisse, die Lösungen enthalten, sind eindeu-

tig zu beschriften, um unbeabsichtigtes Verwechseln 
zu vermeiden.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

•	� Das Mischen oder Verwenden von Reagenzien aus un-
terschiedlichen Kits ist zu unterlassen.

•	� Komponenten des Test-Kits sollten bei Nicht-Gebrauch 
gekühlt gelagert werden. Die Reagenzien werden auf 
Raumtemperatur kurz vor der Benutzung erwärmt 
(Schritt 2).

•	� Das Vorhandensein von Mutterkorn sollte vermieden 
werden. Sklerotien sind vor der Oberflächensterilisati-
on zu entfernen. Claviceps purpurea hat ein ähnliches 
Protein wie Neotyphodium, wodurch falsch-positive 
Reaktionen auftreten können bei einer Kontaminati-
on. Oberflächensterilisation und Inkubationstempera-
tur sind entscheidend zur Vermeidung falsch-positiver 
Reaktionen verursacht durch Myzel von Claviceps in 
der Saatgutprobe. Es ist darauf zu achten, dass der An-
leitung gefolgt wird, um falsch-positiver Ergebnisse zu 
vermeiden (Schritt 3).

•	� Die Nitrocellulosemembran muss jederzeit mit be-
sonderer Sorgfalt behandelt werden. Nitrocellulose ist 
empfindlich und kann sehr leicht reißen. Sie sollte nicht 
ohne Schutzhandschuhe angefasst werden, um Konta-
minationen mit Fingerabdrücken zu verhindern (Schritt 
5).

•	� Es ist von Bedeutung, die Reagenzien sorgfältig vor der 
Reaktion mit der Membran zu durchmischen (Schritt 
9).

•	� Das Chromogen ist lichtempfindlich. Es daher zu be-
achten, dass die Reaktionsgefäße mit Alufolie oder ei-
nem anderen geeigneten Material abgedeckt sind, um 
den Zutritt von Licht zum Reaktionsansatz und Chro-
mogenverfärbungen zu verhindern (Schritt 18).

•	� Es ist wichtig, den Verlauf der Reaktion und die Farben-
twicklung alle 5 min zu kontrollieren, um eine Über-
reaktion zu vermeiden. Die Positivkontrolle (+) sollte 
eine dunkle Farbe haben und die Negativkontrolle (–) 
sollte farblos sein (Abb. 1). Beides sind wichtige Merk-

Abb. 1. Membran mit positiven Neotyphodium-Nachweis 
(obere vier Reihen) und negativen Nachweis (mittlere vier 
Reihen) und Positiv- (+) und Negativ- (–) Kontrollen.

male für die korrekte Durchführung der Untersuchung 
(Schritt 19).

•	� Es ist wichtig, dass die Reagenzien nur mit destillier-
tem/deionisiertem Wasser hergestellt werden (Herstel-
lung von Medien und Lösungen).

Medien und Lösungen
Herstellung

1.	� Die Extraktionslösung sollte nur in 200 ml destillier-
tem/deionisiertem Wasser verdünnt werden (KKP).

2.	� Die BWW-Reagenzien werden in 150 ml destilliertem/
deionisiertem Wasser gelöst bei Verwendung eines 
sauberen Plastik- oder Glassbechers. Die Lösung kann 
unmittelbar vor der Probenverarbeitung angesetzt wer-
den, aber auch eine Lagerung bei 4 °C für bis zu drei 
Tage ist möglich.

3.	� MAB, RAM und PA werden mit 10 ml der BWW-Lö-
sung unmittelbar vor den jeweiligen Arbeitsschritten 
mit den entsprechenden Reagenzien verdünnt.

4.	� Die Chromogen-Reagenz darf nicht verdünnt werden. 
Sie ist in voller Stärke zu verwenden. Die Chromo-
gen-Reagenz muss bei Verwendung und Lagerung 
lichtgeschützt aufbewahrt werden.

Effectives 1er janvier 2025
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Figure 1. Membrane montrant des réactions positives 
pour Neotyphodium (4 lignes du haut), négatives (4 lignes 
du bas), les témoins positifs (+) et négatifs (–).

Assurance qualité
•	� Couvrir ou fermer les flacons de tous les réactifs 

lorsqu’ils ne sont pas utilisés.
•	� Marquer tout le matériel contenant les solutions pour 

éviter les mélanges.

Points critiques de contrôle (CCP)

•	� Ne pas mélanger ou utiliser des réactifs de différents 
kits.

•	� Garder les composés du kit au réfrigérateur lorsqu’ils 
ne sont pas utilisés. Réchauffer les réactifs à tempéra-
ture ambiante avant usage (étape 2).

•	� Eviter les sclérotes d’ergots à chaque étape. Enlever 
les sclérotes des semences avant la désinfection de sur-
face. Claviceps purpurea a une protéine soluble simi-
laire à celle de Neotyphodium et peut induire des faux 
positifs si les semences sont contaminées. La désin-
fection de surface et la température d’incubation sont 
critiques pour éviter les faux positifs dus au mycélium 
de Claviceps présent dans les semences. S’assurer du 
suivi de la procédure pour éviter les faux positifs (étape 
3).

•	� Toujours manipuler la membrane de nitro-cellulose 
avec soin. La nitro-cellulose est fragile et peut se dé-
chirer facilement. NE PAS toucher la membrane de ni-
tro-cellulose à mains nues et porter toujours des gants 
de protection pour prévenir la contamination avec les 
empreintes digitales (étape 5).

•	� Il est important de mettre les réactifs sous agitation 
pendant les incubations avec la membrane (étape 9).

•	� Le chromogène est sensible à la lumière. Il est impor-
tant de couvrir la boîte dans laquelle est réalisée la 
réaction avec un papier aluminium ou un couvercle 
opaque pour éviter à la lumière d’entrer et de colorer 
alors le chromogène (étape 18).

•	� Il est important de vérifier la progression de la réaction 
et le développement de la couleur toutes les 5 min pour 
éviter une surexposition. Le contrôle positif («  +  ») 
doit avoir une couleur foncée et le contrôle négatif 
(« - ») doit être incolore (Fig. 1), indiquant que le test a 
bien été effectué correctement (étape 19).

•	� Il est important que les réactifs soient préparés en uti-
lisant de l’eau distillée/désionisée seulement (prépara-
tion des milieux et réactifs).

Milieux et solutions
Préparation

1.	� La solution d’extraction doit être diluée à 200 ml avec 
de l’eau distillée/désionisée seulement (CCP).

2.	� Dissoudre le réactif BWW dans 150 ml d’eau distillée/
désionisée en utilisant un sac de polyéthylène de faible 
densité ou un flacon en verre. La solution devrait être 
réalisée immédiatement avant l’essai mais peut être 
conservée à 4 °C jusqu’à 3 jours.

3.	� Diluer les solutions de MAB, RAM, et PA avec 10 ml 
de solution BWW juste avant chaque étape en utilisant 
les réactifs respectifs.

4.	� NE PAS diluer le chromogène, l’utiliser pur. Le conser-
ver a l’abri de la lumiere pendant son utilisation et son 
stockage.
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Figure 1. Membrane showing postive Neotyphodium (top 
4 rows) and negative (bottom 4 rows) reactions and posi-
tive (+) and negative (-) controls.

Quality assurance
•	� Cover or cap all reagents when not in use.
•	� Label all vessels containing solutions to avoid 

improper mixing.

Critical control points (CCP)

•	� Do not mix or use reagents from different kits.
•	� Keep kit components refrigerated when not in use. 

Warm reagents to room temperature prior to use (Step 
2).

•	� Avoid ergot sclerotia at all times. Remove the sclerotia 
from seed prior to surface sterilisation. Claviceps 
purpurea has a soluble protein similar to that in 
Neotyphodium and can give false positives if seed 
is contaminated. Surface sterilisation and incubation 
temperature are critical to avoiding false positives 
from Claviceps mycelia found in seed. Be sure to 
follow procedures as stated to avoid false positive 
readings (Step 3).

•	� Always handle the nitro-cellulose membrane with 
extreme care. Nitro-cellulose is fragile and will rip 
or tear easily. DO NOT touch the nitro-cellulose 
membrane with bare skin and always wear protective 
gloves to prevent contamination by fingerprints (Step 
5).

•	� It is important to keep the reagents agitated when 
reacting with the membrane (Step 9).

•	� The chromogen is light sensitive. It is important to 
cover the reaction vessels with aluminium foil or a 
suitable opaque wrap to prevent light from entering 
the reaction and causing chromogen coloration (Step 
18).

•	� It is important to check the progress of the reaction 
and colour development every 5  min to avoid 
overexposure. The positive control (‘+’) spot should 
be a dark colour and the negative control (‘-’) spot 
should be colourless (Fig. 1), indicating that the test 
has been performed correctly (Step 19).

•	� It is important that reagents are prepared using 
distilled/deionised water only (Preparation of media 
and reagents).

Media and solutions
Preparation

1.	� Extraction solution should be diluted to 200 ml with 
distilled/deionised water only (CCP).

2.	� Dissolve the BWW reagents in 150  ml distilled/
deionised water using a clean low density polyethylene 
plastic or glass container. The solution should be 
made immediately prior to assaying samples but can 
be stored at 4 °C for up to 3 d.

3.	� Dilute MAB, RAM, and PA with 10  ml of BWW 
solution just prior to each step using the respective 
reagents.

4.	� DO NOT dilute the chromogen reagent. Use it at full 
strength. Keep chromogen reagent out of light during 
storage and use.
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