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Informes de validación

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

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

Descargo de responsabilidad

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

Medidas de seguridad

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

Nota sobre el uso de traducciones

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

Publicado por
International Seed Testing Association (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suiza

© 2024 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 
In for mationen achtet, haftet sie nicht für jeglichen Verlust, 
Schaden etc., der aus der Verwendung dieser Methode 
resultiert.

Sicherheitsmaßnahmen

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

Herausgegeben von der:
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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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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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7‑003: Detección de Botrytis cinerea en semillas de 
Helianthus annuus (girasol)

Hospedante: Helianthus annuus L.
Patógeno(s): Botrytis cinerea Pers. ex Pers. (Estado per‑

fecto Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, syn. 
Sclerotinia fuckeliana (de Bary) Fuckel.)

Preparado por: ISTA Seed Health Committee, Method 
Validation Sub‑committee

Autores: V. Grimault, I. Serandat, C. Poisblaud, Q. Bru‑
nelle, C. Brochard

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

 E‑mail: valerie.grimault@geves.fr

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2001‑02‑26
Revisado 2001‑02‑26 J. Sheppard, V. Cockerell
Reimpreso 2003
Versión 1.1, 2008‑01‑01: Semilla tratada, revisado. Infor‑

me de resultados, revisado
Versión 2.0, 2010-11-01: Modificación del método
Versión 2.1, 2014‑01‑01: Se agrega el control positivo
Versión 2.2, 2017‑01‑01: Informe de resultados, revisado
Versión 2.3, 2021‑01‑01: Preparación de la muestra cam‑

bió a Tamaño de la muestra y párrafo revisado.
Versión 2.4, 2024‑01‑01: Tamaño de la muestra y Figu‑

ras, revisados

Antecedentes
Este método fue originalmente publicado en el ISTA Han
dbook of Seed Health Testing en 1981, como Hoja de Tra‑
bajo N° 44, preparado por C. Anselme y R. Champion, La 
Minière, Francia. El método fue incorporado en el nueva‑
mente revisado Anexo del Capítulo 7 en el 2002 de la edi‑
ción de 1999 de las Reglas ISTA. El método fue revisado 
por el Comité de Sanidad de Semillas de ISTA en el 2006 
(Cockerell & Koenraadt, 2007) con la recomendación de 
aceptarlo por otros cinco años.

Un Ensayo de Competencia de ISTA para el Método 
7‑003 detectó problemas tanto de sobre como de subesti‑
mación de Botrytis cinerea por parte de los laboratorios. 
Una confusión con los saprófitos puede haber causado la 
sobreestimación por algunos laboratorios, mientras que las 
diferencias de criterio respecto de cuándo una semilla está 
infectada (presencia de un conidióforo versus pudrición 
blanda en las raíces), condujo a una subestimación de B. 
cinerea por algunos laboratorios. 

El Comité de Sanidad de Semillas de ISTA acordó lle‑
var a cabo un experimento para establecer si el uso de una 
solución de malta exacerba la proliferación de saprófitos, 
dando lugar a evaluaciones incorrectas por parte de los 
laboratorios. Los resultados demostraron que cuando se 
usaron soluciones de malta al 1 % y 3 %, los niveles de 
B. cinerea fueron significativamente mayores que el valor 
real después de 9 días de incubación y también después de 
7 días con 3 % de malta. La solución de malta también de‑
mostró un aumento en el conteo de saprófitos comparado 
con solución sin malta.

Nuevos criterios morfológicos fueron descriptos para 
la determinación de semilla infectada durante el Taller del 
Comité de Sanidad de Semillas en Sudáfrica, 2008, y fi‑
nalmente aceptados en el Taller del Comité de Sanidad de 
Semillas en SNES, Francia, 2–5 de marzo de 2010.

Como resultado de este trabajo se efectuaron los si‑
guientes cambios:
• eliminación de la solución de malta;
• los papeles secantes ahora se embeben con agua 

destilada/desionizada;
• la incubación se redujo a 7 días, con evaluaciones 

efectuadas a los 5 y 7 días.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la determinación de 
Botrytis cinerea en semilla tratada. Los tratamientos a la 
semilla pueden afectar el desempeño del método. (Defini‑
ción de tratamiento: cualquier proceso físico, biológico o 
químico, al cual es sometido un lote de semillas, incluyen‑
do las semillas recubiertas. Ver 7.2.3.)

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 400 semillas.

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

terial apropiado
Medio: papel secante (papel filtro), ej: Whatman N° 1 o 

equivalente

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑003: Nachweis von Botrytis cinerea an Samen von 
Helianthus annuus (Sonnenblume)

Wirtspflanze: Helianthus annuus L.
Krankheitserreger: Botrytis cinerea Pers. ex Pers. 

(Hauptfruchtform Botryotinia fuckeliana (de Bary) 
Whetzel, syn. Sclerotinia fuckeliana (de Bary) Fuckel.)

Erstellt durch: ISTA Seed Health Committee

Autoren: V. Grimault, I. Serandat, C. Poisblaud, Q. Bru‑
nelle, C. Brochard

 GEVES‑SNES, rue Georges Morel, BP 90024, 49071 
Beaucouzé CEDEX, Frankreich

 E‑Mail: valerie.grimault@geves.fr

Revisionsstand

Version 1.0, 2001‑02‑26
Überarbeitet 2001‑02‑26: J. Sheppard, V. Cockerell
Neuauflage 2003
Version 1.1, 2008‑01‑01: „Behandeltes Saatgut“ überar‑

beitet; „Berichterstattung der Ergebnisse“ überarbeitet
Version 2.0, 2010-11-01: Methodenmodifizierung 
Version 2.1, 2014‑01‑01: Positivkontrolle hinzugefügt
Version 2.2, 2017‑01‑01: „Berichterstattung der Ergebnis‑

se“ überarbeitet
Version 2.3, 2021‑01‑01: Probenvorbereitung geändert in 

Probengröße und Überarbeitung des Absatzes
Version 2.4, 2024‑01‑01: Überarbeitung der Probengröße 

und Abbildungen

Hintergrund
Die Methode ist im Original zunächst veröffentlicht wor‑
den im ISTA Handbook of Seed Health Testing 1981 als 
Arbeitsanweisung Nr. 44, erstellt von C. Anselme & R. 
Champion, La Miniere, Frankreich. Die Methode wurde 
2002 in den neu überarbeiteten Anhang zu Kapitel 7 der 
Ausgabe 1999 der ISTA‑Vorschriften übernommen. Die 
Methode wurde im Jahr 2006 durch das ISTA-Seed Health 
Committee überprüft (Cockerell & Koenraadt, 2007) und 
für weitere 5 Jahre anerkannt.

Ein ISTA Proficiency Test für diese Methode stellte 
Probleme sowohl hinsichtlich einer Über- als auch Un‑
terbewertung von Botrytis cinerea in den Laboren heraus. 
Irritationen mit Saprophyten können die Überbewertung 
in einigen Laboren verursacht haben, während Unter‑
schiede in der Beurteilung, wann ein Samen als infiziert 
gilt (Anwesenheit eines Konidiophores vs. Weichfäule an 
Wurzeln) zur Unterbewertung von B. cinerea in einigen 
Laboren führte. Das ISTA SHC beschloss, dass ein Ver‑

such durchgeführt werden soll, um festzustellen, ob die 
Verwendung der Malzlösung die Ausbreitung der Sapro‑
phyten verschlimmert und zur unkorrekten Bestimmung 
in den Laboren führt. Die Ergebnisse zeigten, dass bei 
Verwendung von 1- und 3-prozentigen Malzlösungen die 
Höhe des Befalls mit B. cinerea signifikant höher war als 
der wahre Wert nach 9 Tagen Inkubation, ebenso nach 7 
Tagen mit 3 % Malz. Die Malzlösung führte auch zu einer 
Verstärkung des Befalls mit saprophytischen Erregern im 
Vergleich zur Nichtverwendung.

Neue morphologische Kriterien für die Bestimmung 
infizierter Samen wurden auf dem SHC-Workshop in Süd‑
afrika 2008 beschrieben und auf dem SHC‑Workshop in 
SNES, Frankreich, 2.‑5. März 2010 angenommen.

Als Ergebnis dieser Arbeiten haben sich die folgenden 
Änderungen ergeben:
•  ein Verzicht auf die Malzlösung;
•  die Filterpapiere werden stattdessen in destilliertem/

deionisiertem Wasser getränkt;
•  die Verkürzung der Inkubation auf 7 Tage, Untersu‑

chungen am 5. und 7. Tag.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung 
von Botrytis cinerea an behandeltem (gebeiztem) Saat‑
gut. Saatgutbehandlungen können die Aussagekraft dieser 
Methode beeinflussen. (Definition Behandlung: Jegliches 
Verfahren, physikalischer, biologischer oder chemischer 
Natur, dem eine Saatgutpartie unterzogen wird, einschließ‑
lich Saatgut umhüllungen. Siehe dazu 7.2.3.)

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 
400 Samen betragen.

Material
Referenzmaterial: Referenzkulturen oder andere geeig‑

nete Materialien
Substrat: Filterpapier, z. B. Whatman No. 1 oder 

vergleichbares.

Effectives 1er janvier 2024
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7‑003 : Détection de Botrytis cinerea sur semences de 
Helianthus annuus (tournesol)

Hôte : Helianthus annuus L.
Pathogène(s) : Botrytis cinerea Pers. ex Pers. (Stade 

parfait Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, syn. 
Sclerotinia fuckeliana (de Bary) Fuckel.)

Préparé par : ISTA Seed Health Committee, Sous‑Co‑
mité de Validation des Méthodes de l’ISTA‑PDC

Auteurs : V. Grimault, I. Serandat, C. Poisblaud, Q. Bru‑
nelle, C. Brochard

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

 Courriel :valerie.grimault@geves.fr

Historique de la révision

Version 1.0, 2001‑02‑26
Révision 2001‑02‑26 : J. Sheppard, V. Cockerell
Réimpression 2003
Version 1.1, 2008‑01‑01 : « Traitement des semences » 

révisé ; « Indication des résultats » révisé
Version 2.0, 2010-11-01 : Modification de méthode
Version 2.1, 2014‑01‑01 : Ajout de contrôle positif
Version 2.2, 2017‑01‑01 : « Indications des résultats » 

révisé
Version 2.3, 2021‑01‑01 : « Préparation de l’échantillon » 

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

Version 2.4, 2024‑01‑01 : « Taille de l’échantillon » et 
Figures révisés

Historique
Cette méthode a été à l’origine éditée dans le ISTA Hand   
book of Seed Health Testing en 1981 en tant que Working 
Sheet No. 44 préparée par R. Champion & C. Anselme La 
Minière, France. La méthode a été incorporée à l’annexe 
nouvellement révisée du Chapitre 7 en 2002 à partir de 
l’édition 1999 des Règles ISTA. La méthode a été révisée 
par le Comité de Qualité Sanitaire des Semences de l’ISTA 
en 2006 (Cockerell & Koenraadt, 2007) avec la recom‑
mandation de l’accepter pour les cinq années à venir.

Un test d’aptitude ISTA sur la méthode 7‑003 a mis 
en évidence des problèmes de sur et sous‑estimation de 
Botrytis cinerea par les laboratoires. La surestimation par 
certains laboratoires peut avoir été due à une confusion 
avec des saprophytes, alors que des différences de critères 
d’interprétation d’une semence contaminée (présence d’un 
conidiophore ou pourriture des racines) a conduit à la sous‑

estimation de B. cinerea par certains laboratoires. Le SHC 
de l’ISTA a donné son accord à la mise en œuvre d’une 
expérimentation pour déterminer si l’utilisation de malt 
augmentait les saprophytes, aboutissant à des notations 
incorrectes par les laboratoires. Les résultats ont montré 
que quand du malt à 1 et 3 % était utilisé, les niveaux de 
B. cinerea étaient significativement plus élevés que la va‑
leur réelle après 9 jours d’incubation, et également après 
7 jours avec 3 % de malt. La solution de malt augmentait 
aussi le nombre de saprophytes comparé à l’absence de 
malt.

De nouveaux critères morphologiques ont été décrits 
pour la détermination des semences infectées pendant le 
workshop du SHC en Afrique du Sud en 2008, et acceptés 
au workshop du SHC à la SNES en France, du 2 au 5 mars 
2010.

En conséquence de ce travail, les modifications sui‑
vantes ont été faites : 
•  Suppression de la solution de malt ;
•  Les buvards sont maintenant humidifiés avec de l’eau 

distillée/désionisée ;
•  L’incubation est réduite à 7 jours, avec des observa‑

tions réalisées à 5 et 7 jours.

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détermination 
de Botrytis cinerea sur semences traitées. Les traitements 
peuvent affecter la performance de la méthode. (Définition 
de traitement : Tout de processus, physique, biologique ou 
chimique, auquel un lot de semences est soumis, y compris 
l’enrobage. Voir 7.2.3.)

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 400 semences.

Matériel
Matériel de référence : cultures de référence ou autre 

matériel approprié
Substrat : buvards (papier filtre), p. ex. Whatman no 1 ou 

équivalent, 3 % de malt
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7‑003: Detection of Botrytis cinerea in Helianthus 
annuus (sunflower) seed

Host: Helianthus annuus L.
Pathogen(s): Botrytis cinerea Pers. ex Pers. (Perfect 

state Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, syn. 
Sclerotinia fuckeliana (de Bary) Fuckel.)

Prepared by: ISTA Seed Health Committee, Method 
Validation Sub‑committee

Authors: V. Grimault, I. Serandat, C. Poisblaud, Q. 
Brunelle, C. Brochard

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

 E‑mail: valerie.grimault@geves.fr

Revision history

Version 1.0, 2001‑02‑26
Revised 2001‑02‑26 J. Sheppard, V. Cockerell
Reprinted 2003
Version 1.1, 2008‑01‑01: Treated seed revised; 

Reporting results revised
Version 2.0, 2010-11-01: Modification of method
Version 2.1, 2014‑01‑01: Addition of positive control
Version 2.2, 2017‑01‑01: Reporting results revised
Version 2.3, 2021‑01‑01: Sample preparation changed to 

Sample size and paragraph revised
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Background
This method was originally published in the ISTA 
Handbook of Seed Health Testing in 1981 as Working 
Sheet No. 44 prepared by C. Anselme & R. Champion, La 
Minière, France. The method was incorporated into the 
newly revised Annexe to Chapter 7 in 2002 from the 1999 
edition of the ISTA Rules. The method was reviewed by 
the ISTA‑Seed Health Committee in 2006 (Cockerell & 
Koenraadt, 2007) with the recommendation to accept for 
a further five years.

An ISTA Proficiency test for Method 7-003 highlighted 
problems with both over- and underestimation of Botrytis 
cinerea by laboratories. Confusion with saprophytes 
may have caused overestimation by some laboratories, 
while differences in the criteria as to when a seed is 
infected (presence of one conidiophore versus soft rot 
on roots) led to underestimation of B. cinerea by some 

laboratories. The ISTA SHC agreed that an experiment be 
carried out to establish whether the use of a malt solution 
exacerbates the proliferation of saprophytes, leading to 
incorrect assessments by laboratories. The results showed 
when malt solutions of 1 % and 3 % were used, B. cinerea 
levels were significantly higher than the true value after 9 
days’ incubation, and also after 7 days with 3 % malt. The 
malt solution was also shown to increase the saprophyte 
count compared to no malt.

New morphological criteria was described for the 
determination of infected seed during the SHC Workshop 
in South Africa, 2008, and finally agreed at the SHC 
workshop in SNES, France, 2–5 March 2010.

As a result of this work the following changes have 
been made:
• removal of malt solution;
• blotters now soaked with distilled/deionised water;
• incubation reduced to 7 days, with examinations made 

at 5 and 7 days.

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of Botrytis cinerea on treated seed. Seed treatments may 
affect the performance of the method. (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 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 400 seeds.

Materials
Reference material: reference cultures or other 

appropriate material
Media: blotters (filter paper), e.g. Whatman No. 1 or 

equivalent
Petri dishes: when sowing density is given by a number 

of seeds per Petri dish, a diameter of 90 mm is 
assumed.

Incubator: capable of operating in the range 20 ±2 °C

StickyNote
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Placas de Petri: cuando se indica una densidad de siem‑
bra en número de semillas por placa de Petri, se asume 
un diámetro de 90 mm

Incubadora: apta para operar en un rango de 20 ±2 °C

Métodos
1.  Pretratamiento: Ninguno.
2.  Siembra
2.1  Poner 2 círculos de papel secante (88 mm de diáme‑

tro) en cada placa de Petri de 90 mm (parte inferior) 
y embeber con agua destilada/desionizada. Drenar el 
exceso de agua destilada/desionizada. Poner 5 semillas 
en cada placa de Petri.

2.2  Control positivo (material de referencia): asépticamen‑
te poner las semillas en un número apropiado de pla‑
cas para obtener el cultivo de referencia, o sembrar un 
cultivo de referencia en el medio. El número de placas 
requeridas dependerá del nivel de contaminación del 
lote de semillas de control positivo.

3.  Incubación: 7 días a 20 °C en oscuridad.
4.  Evaluación: La evaluación se lleva a cabo después de 

5 y 7 días. Una semilla contaminada podría presentar 
varios criterios; uno de éstos es suficiente para que la 
semilla sea registrada como infectada. Comparar con el 
control positivo.

Evaluación a simple vista 

• Una pudrición blanda, cubierta por un abundante mi‑
celio gris (Fig. 1); es necesaria la presencia de micelio 
con esporulación, dado que las pudriciones blandas 
también pueden deberse a saprófitos

Evaluación mediante un microscopio de alta 
resolución (aumento de 150–200×) 

• Hifas en forma de cintas que producen racimos de 
conidióforos ramificados (Figs. 2 y 3).

• Conidióforo aislado en tegumentos, cotiledones o raíz 
(Fig. 4). En casos dudosos, la confirmación puede 
efectuarse examinando el micelio bajo el microscopio 
(150×) para observar hifas en forma de cintas y coni‑
dios unicelulares, hialinos y ovoides 8–11 × 6–19 µm 
(Fig. 5).

• Micelio no esporulado de Botrytis cinérea en tegu‑
mentos, cotiledones o raíz, reconocible por hifas en 
forma de cinta (Fig. 6).

Métodos generales
Chequeo de tolerancias: Las tolerancias proporcionan 

un medio para avalar si la variación en el resultado 
dentro o entre los análisis es lo suficientemente amplia 
o no como para crear dudas acerca de la exactitud de 
los resultados. Las tolerancias apropiadas que se pue‑
den aplicar directamente a la mayoría de los análisis de 
sanidad de semillas, 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 semillas, debe indicar el nombre científico 
del patógeno detectado y el método de análisis usado. 
Cuando se informa en un Certificado ISTA, los resulta‑
dos son ingresados bajo ‘Otras determinaciones’.

  El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas. 

  En el caso de un resultado negativo (patógeno no de‑
tectado), los resultados deben ser informados como ‘no 
detectado’.

  En el caso de un resultado positivo el informe debe in‑
dicar el porcentaje de semillas infectadas.

Aseguramiento de calidad
Puntos críticos de control (PCC)

Ninguno listado.
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Petrischalen: Falls eine bestimmte Anzahl an Körnern 
pro Petrischale vorgegeben ist, sollten solche mit ei‑
nem Durchmesser von 90 mm benutzt werden.

Inkubator: Temperaturbereich 20 ±2 °C.

Methoden
1.  Vorbehandlung: Keine.
2.  Ausplattieren
2.1  2 Rundfilter mit 88 mm Durchmesser in jede Petrischa‑

le (90 mm Durchmesser) auf den Boden geben und in 
destilliertem/deionisiertem Wasser einweichen. Die 
überschüssige Flüssigkeit abgießen und 5 Samen in 
jede Petrischale auslegen.

2.2  Positivkontrollen (Referenzmaterial): Unter sterilen 
Bedingungen die Samen in einer entsprechenden An‑
zahl von Petrischalen verteilen, um eine Referenz‑
kultur zu erhalten oder eine Referenzkultur auf dem 
Substrat auslegen. Die Anzahl der erforderlichen Pe‑
trischalen wird von der Stärke der Kontamination der 
Positivkontrollpartie abhängen.

3.  Inkubation: für 7 Tage bei 20 °C im Dunkeln.
4.  Auswertung: Die Auswertung wird nach 5 und 7 

Tagen durchgeführt. Ein befallener Samen kann ver‑
schiedene Infektionsmerkmale aufweisen. Eines dieser 
Merkmale genügt, um den Samen als „infiziert“ zu be‑
stimmen. Mit Positivkontrolle vergleichen.

Auswertung mit dem bloßem Auge

•  Weichfäule, bedeckt mit reichlich grauem Myzel 
(Abb. 1); das Vorhandensein von sporulierendem My‑
zel ist erforderlich, da Weichfäule auch durch Sapro‑
phyten hervorgerufen werden kann.

Auswertung mit einem Hochleistungs-
Mikroskop (150–200-fache Vergrößerung)

•  Bandartige Hyphen, die Büschel sich verzweigender 
Konidienträger (Abb. 2 und 3) bilden;

•  Vereinzelte Konidiophoren auf der Samenschale, den 
Keimblättern oder der Wurzel (Abb. 4). In Zweifels‑
fällen sollte ein Nachweis unter dem Mikroskop bei 
150‑facher Vergrößerung durch Prüfung des Myzels 

auf bandartige Hyphen und eiförmige, hyaline einzelli‑
ge Konidien, 8–11 × 6–19 µm (Abb. 5) erfolgen.

•  Nicht‑sporulierendes Myzel von Botrytis cinerea an 
der Samenschale, den Keimblättern oder der Wurzel, 
durch bandartige Hyphen gekennzeichnet (Abb. 6) 

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.
 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
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Keine.
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Boîtes de Petri : La densité de l’ensemencement est don‑
née par un nombre de semences par boîte de Petri, pour 
un diamètre de 90 mm.

Étuve : capable de maintenir une température de 20 ±2 °C

Méthodes
1.  Prétraitement : Aucun.
2.  Ensemencement
2.1  Placer 2 buvards (diamètre de 88 mm) dans chaque 

boîte de Petri de 90 mm (en bas) et humidifier avec de 
l’eau distillée/désionisée. Ôter l’excès d’eau distillée/
désionisée. Placer 5 semences dans chaque boîte de 
Petri.

2.2  Contrôle positif (matériel de référence) : Placer les 
semences de manière aseptique et répéter avec un 
nombre approprié de boîtes pour obtenir la culture de 
référence, ou déposer une culture de référence sur mi‑
lieu. Le nombre de boîtes requis dépend du niveau de 
contamination du lot de semences servant de contrôle 
positif.

3.  Incubation : 7 jours à 20 °C à l’obscurité.
4.  Observation : La notation est réalisée après 5 et 7 

jours. Une semence contaminée peut présenter dif‑
férents critères ; un de ces critères est suffisant pour 
noter la semence comme contaminée. Comparer avec 
le témoin positif.

Observation à l’œil nu

•  Une pourriture molle, couverte par un mycélium gris 
abondant (Fig. 1) ; la présence de mycélium avec 
sporulation est nécessaire car la pourriture molle peut 
également être due aux saprophytes.

Observation à la loupe binoculaire 
(grossissement ×150–200)

•  Hyphes en ruban produisant des bouquets de conidio‑
phores (Figs. 2 et 3)

•  Conidiophore isolé sur téguments, cotylédons ou 
racines (Fig. 4). En cas de doute, une confirmation 
peut être faite en examinant le mycélium sous micros‑
cope (×150), pour les hyphes en ruban et les conidies 
unicellulaires, ovoïdes et hyalines 8–11 × 6–19 μm 
(Fig. 5).

•  Mycélium non sporulé de Botrytis cinerea sur tégu‑
ments, cotylédons ou racines, reconnaissable par les 
hyphes en ruban (Fig. 6).

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.

Assurance qualité
Points critiques de contrôle (CCP)

Aucun.
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Methods
1.  Pretreatment: None.
2.  Plating
2.1  Place two pieces of blotter (88 mm in diameter) 

in each 90 mm Petri dish (bottom) and soak with 
distilled/deionised water. Drain away excess distilled/
deionised water. Place 5 seeds in each Petri dish.

2.2  Positive control (reference material): Aseptically 
place seeds in an appropriate number of plates to 
obtain the reference culture, or plate a reference 
culture on media. The number of plates required will 
depend on the level of contamination of the positive 
control seed lot.

3.  Incubation: 7 days at 20 °C in darkness
4.  Examination: Examination is carried out after 5 and 

7 days. A contaminated seed could present several 
criteria; one of these criteria is sufficient for the seed 
to be recorded as infected. Compare with positive 
control.

Examination by naked eye

•  A soft rot, covered by an abundant grey mycelium 
(Fig. 1); the presence of mycelium with sporulation is 
needed, since soft rots can also be due to saprophytes.

Examination by high-power microscope 
(magnification ×150–200)

•  Tape‑like hyphae producing bunches of branching 
conidiophores (Figs. 2 and 3).

•  Isolated conidiophore on teguments, cotyledons 
or the root (Fig. 4). In doubtful cases, confirmation 
may be made by examining the mycelium under the 
microscope (×150) for tape‑like hyphae and ovoid, 
hyaline one‑celled conidia 8–11 × 6–19 μm (Fig. 5).

•  Non‑sporulated mycelium of Botrytis cinerea on 
teguments, cotyledons or the root, recognisable by 
tape‑like hyphae (Fig. 6).

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.

Quality assurance
Critical control points (CCP)

None listed.
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Figura 1. Pudrición blanda de la raíz con abundante mi-
celio gris de Botrytis cinerea.

Figura 2. Micelio esporulado con hifas en forma de cintas 
(flechas) de Botrytis cinerea.

Figura 3. Micelio esporulado de Botrytis cinerea.

Figura 4. Conidióforos aislados de Botrytis cinerea. Figura 5. Conidióforos y conidios de Botrytis cinerea.
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Abb. 2. Sporulierendes Myzel mit bandartigen Hyphen von 
Botrytis cinerea.

Abb. 3. Sporulierendes Myzel von Botrytis cinerea.

Abb. 4. Einzelne Konidienträger von Botrytis cinerea.

Abb. 1. Weichfäule an der Wurzel mit reichlich grauem 
Myzel von Botrytis cinerea.

Abb. 5. Konidienträger und Konidien von Botrytis cinerea.
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Figure 2. Mycélium sporulé avec hyphes en ruban 
(flèches) de Botrytis cinerea.

Figure 3. Mycélium sporulé de Botrytis cinerea.

Figure 4. Conidiophores isolés de Botrytis cinerea.

Figure 1. Pourriture molle de la racine avec un abondant 
mycélium gris de Botrytis cinerea.

Figure 5. Conidiophores et conidia de Botrytis cinerea.

7-003-5

Chapter 7: Validated Seed Health Testing MethodsInternational Rules for Seed Testing

Effective 1 January 2024

7‑
00

3:
 B

ot
ry

tis
 c

in
er

ea
 in

 H
el

ia
nt

hu
s 

an
nu

us
 (s

un
flo

w
er

)

Figure 1. Soft rot of the root with abundant grey mycelium 
of Botrytis cinerea.

Figure 2. Sporulated mycelium with tape-like hyphae (ar-
rows) of Botrytis cinerea.

Figure 3. Sporulated mycelium of Botrytis cinerea.

Figure 4. Isolated conidiophores of Botrytis cinerea. Figure 5. Conidiophores and conidia of Botrytis cinerea.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-003Figure images updated.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-003Figure images updated.
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Figura 6. Micelio no esporulado de Botrytis cinerea con hifas en forma de cinta (flecha).
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Abb. 6. Nicht-sporulierendes Myzel von Botrytis cinerea mit bandartigen Hyphen (Pfeil).
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Figure 6. Mycélium non sporulé de Botrytis cinerea avec hyphae en ruban (flèche).
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Figure 6. Non-sporulated mycelium of Botrytis cinerea with tape-like hyphae (arrow).
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