
Reglas Internacionales
para Análisis de Semillas
2024
Métodos Validados para Análisis de Sanidad de 
Semillas

Incluye cambios y correcciones editoriales adoptadas 
en la Reunión General Ordinaria 2023 en Verona, Italia

Vigente desde 1 Enero 2024

7‑025: Detección de Aphelenchoides besseyi en 
semillas de Oryza sativa (arroz)

Internationale Vorschriften 
für die Prüfung von Saatgut 
2024
Validierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von 
Saatgut

Inklusive Änderungen und redaktionelle Korrekturen verabschiedet  
auf der Ordentlichen Generalversammlung 2023 in Verona, Italien

Gültig ab 1. Januar 2024

7‑025: Nachweis von Aphelenchoides besseyi an 
Samen von Oryza sativa (Reis)

Règles Internationales 
pour les Essais de 
Semences 2024
Méthodes Validées pour l’Evaluation de la Qualité 
Sanitaire de Semences

Incluant les changements de règles et corrections éditoriales adoptées 
lors de l’Assemblée Générale Ordinaire 2023 à Vérone, Italie

Effectives au 1er janvier 2024

7‑025 : Détection d’Aphelenchoides besseyi sur 
semences de Oryza sativa (riz)

International Rules for 
Seed Testing  
2024
Validated Seed Health Testing Methods

Including changes and editorial corrections adopted  
at the Ordinary General Meeting 2023 in Verona, Italy

Effective from 1 January 2024

7‑025: Detection of Aphelenchoides besseyi in 
Oryza sativa (rice) seed



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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© 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). 
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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.

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 
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7‑025: Detección de Aphelenchoides besseyi en 
semillas de Oryza sativa (arroz)

Hospedante: Oryza sativa L.
Patógeno(s): Aphelenchoides besseyi Christie

Autores: Remeeus, P.M.1 y Pelazza, N.2

1 Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA Roelofarendsveen, 
Netherlands

2 Ente Nazionale delle Sementi Elette, Via F.lli Laviny, 
35, 13100 Vercelli, Italy

 E-mail: milano-labvercelli@ense.it

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2007-10-08
Versión 1.1, 2013-01-01: Definición del tamaño de la 

muestra
Versión 1.2, 2014-01-01: Se agrega el control positivo
Versión 1.3, 2017-01-01: Se modificó el tamaño de 

la muestra y sub-muestra; Informe de resultados, 
revisado

Versión 1.4, 2020-01-01: Revisión del texto sobre crite-
rios de extracción e identificación basado en la revi-
sión del profesor Gerrit Karssen y Corinne Sarniguet

Versión 1.5, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado
Versión 1.6, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
La enfermedad de punta blanca del arroz (Oryza sativa L.) 
causada por Aphelenchoides besseyi Christie (1942) se en-
cuentra ampliamente distribuida en todas las zonas donde 
se cultiva el arroz (Fortuner y Williams, 1975). A. besseyi 
es un nematodo transmitido por semilla y por lo tanto es 
importante desde el punto de vista cuarentenario (Gergon 
y Mew, 1991). La Organización Europea y Mediterránea 
de Protección de las Plantas (EPPO = European and Medi-
terranean Plant Protection Organization) ha publicado un 
método simple para analizar semillas de arroz para detec-
tar A. besseyi en lotes de semilla para propósitos cuaren-
tenarios (EPPO, 1998). Hasta ahora, no se ha presentado 
nunca a ISTA un método estandarizado para la detección 
y estimación del número de A. besseyi. La utlización de 
semillas descascaradas para la extracción de nematodos 
resultó en un incremento de la cantidad de nematodos de-
tectados comparado con en el método EPPO ya existente 
(Giudici et al.,2003). La idoneidad de este método para la 
detección de A. besseyi fue confirmada en el estudio de 
validación de este método que se realizó entre pares.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la determinación de 
A. besseyi en semillas tratadas. Los tratamientos a las se-
millas pueden afectar el desempeño del análisis. (Defini-
ción de tratamiento: cualquier proceso físico, biológico o 
químico, al que es sometido un lote de semillas. Ver 7.2.3.)

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas a ana-
lizar) y el tamaño de la sub-muestra dependen del uso 
previsto, del nivel máximo de infección aceptable y de la 
sensibilidad analítica del método. El tamaño de muestra 
de trabajo mínimo recomendado es de 1000 semillas y el 
tamaño máximo de submuestra debe ser de 250 semillas.

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

terial apropiado
Molinillo: Husker TR-120 (Kett Electric Laboratory, Ja-

pan) o equivalente
Contenedores: vasos de precipitado de 45 mm de 

diámetro
Placas de conteo: cualquier placa estándar para conteo 

de nemátodos (ej. placa de De Grisse de 90 mm de 
diámetro)

Tamices: de nylon, con mallas de 0,25 mm
Incubadora: programada a 25 ±2 °C
Microscopios: microscopio de disección con aumento 

de 50×; microscopio de alta potencia con aumento de 
1000×

Métodos
Los puntos críticos de control se indican como PCC. 

1.  Extracción
1.1  Pelar las semillas mediante el uso de un molinillo con 

una distancia de 1 mm entre los rodillos (PCC).
1.2  Ajustar un tamiz de nylon con una malla de 0,25 mm 

en un vaso de precipitado de 45 mm de diámetro y 
transferir los granos y cáscaras sobre el tamiz de nylon. 
Llenar este vaso de precipitado con 20 ml de agua.

1.3  Dejar el vaso de precipitado en reposo por 24 horas a 
25 ±2 °C.

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑025: Nachweis von Aphelenchoides besseyi an Samen 
von Oryza sativa (Reis)

Wirtspflanze: Oryza sativa L.
Krankheitserreger: Aphelenchoides besseyi Christie

Autoren: Remeeus, P. M.1 & Pelazza, N.2

1 Naktuinbouw, PO Box 40, 2370 AA Roelofarendsveen, 
Niederlande

2 Ente Nazionale delle Sementi Elette, Via F.lli Laviny, 
35, 13100 Vercelli, Italien

 E-Mail: milano-labvercelli@ense.it

Revisionsstand

Version 1.0, 2007-10-08
Version 1.1, 2013-01-01: Definition der Probengröße
Version 1.2, 2014-01-01: Positivkontrolle hinzugefügt
Version 1.3, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.4, 2020-01-01: Überarbeitung der Abschnitte 

Extraktion und Identifikationskriterien basierend auf 
einem Review von Prof. Gerrit Karssen und Corinne 
Sarniguet

Version 1.5, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße
Version 1.6, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Die Krankheit Weißspitzigkeit des Reises (Oryza sativa 
L.) wird durch Aphelenchoides besseyi Christie (1942) 
verursacht und ist weit verbreitet in allen Reisanbau-
gebieten (Fortuner & Williams, 1975). A. besseyi ist ein 
Samen-übertragbarer Nematode und daher gerade im 
Hinblick auf die Quarantäne von Bedeutung (Gergon & 
Mew, 1991). Die europäische und mediterrane Pflanzen-
schutzorganisation (EPPO) veröffentlichte eine einfache 
Methode zur Untersuchung von Reissamen auf A. besseyi 
hinsichtlich Quarantänebestimmungen für Saatgutpartien 
(EPPO, 1998). Bis jetzt wurde keine standardisierte Me-
thode zum Nachweis und zur Schätzung von A. besseyi der 
ISTA vorgestellt. Die Verwendung geschälter Samen für 
die Extraktion der Nematoden resultierte in einer erhöh-
ten Anzahl von Nematoden im Vergleich zur existierenden 
EPPO-Methode (Giudici et al., 2003). Die Eignung der 
Methode für den Nachweis von A. besseyi wurde in einer 
Vor-Validierungsstudie für diese Methode bestätigt.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung von 
A. besseyi an behandeltem (gebeiztem) Saatgut. Saatgut-
behandlungen können die Aussagekraft dieser Methode 
beeinflussen. (Definition Behandlung: Jegliches Verfah-
ren, physikalischer, biologischer oder chemischer Natur, 
dem eine Saatgutpartie unterzogen wird, einschließlich 
Saatgut umhüllungen. Siehe dazu 7.2.3.)

Probengröße
Der Probengröße (Gesamtzahl der zu untersuchenden Sa-
men) und di Teilprobengröße hängt vom Verwendungs-
zweck, dem maximal akzeptablen Infektionsniveau und 
der analytischen Empfindlichkeit der Methode ab. Die 
empfohlene Größe der Untersuchungsprobe beträgt 1000 
Samen und die maximale Teilprobengröße beträgt 250 
Samen.

Material
Referenzmaterial: Referenzkulturen oder andere geeig-

nete Materialien
Mühle: Husker TR-120 (Kett Electric Laboratory, Japan) 

oder vergleichbar
Behälter: Becherglas mit 45 mm Durchmesser.
Zählbehälter: jede Standard-Nematoden-Zählkammer 

(z. B. De Grisse Zählkammer 90 mm Durchmesser).
Siebe: Nylon, Maschenweite 0,25 mm.
Inkubator: Betrieb bei 25 ±2 °C.
Mikroskope: Analysenmikroskop, Vergrößerung 50×; 

Hochleistungsmikroskop, Vergrößerung 1000×.

Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.  Extraktion
1.1  Schälen der Samen durch Verwendung einer Mühle mit 

1 mm Abstand der Rollen (KKP).

Effectives 1er janvier 2024
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7‑025 : Détection d’Aphelenchoides besseyi sur 
semences de Oryza sativa (riz)

Hôte : Oryza sativa L.
Pathogène(s) : Aphelenchoides besseyi Christie

Auteurs : Remeeus, P.M.1 & Pelazza, N.2

1 Naktuinbouw, PO Box 40, 2370 AA Roelofarendsveen, 
Pay-Bas

2 Ente Nazionale delle Sementi Elette, Via F.lli Laviny, 
35, 13100 Vercelli, Italie

 Courriel : milano-labvercelli@ense.it

Historique de la révision

Version 1.0, 2007-10-08
Version 1.1, 2013-01-01 : Définition de la taille de 

l’échantillon
Version 1.2, 2014-01-01 : Ajout de contrôle positif
Version 1.3, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

révisé
Version 1.4, 2020-01-01 : Révision du texte sur l’ex-

traction et les critères d’identification basés sur un 
examen par le Professeur Gerrit Karssen et Corinne 
Sarniguet

Version 1.5, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » 
révisé

Version 1.6, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » 
révisé

Historique
Le nematode foliaire du riz (Oryza sativa L.) 
Aphelenchoides besseyi Christie (1942) est répandu dans 
toutes les zones de production du riz (Fortuner & Williams, 
1975). A. besseyi est un nematode transmis par semences 
et il est donc important du point de vue de la quarantaine 
(Gergon & Mew, 1991). L’Organisation Européenne et 
Méditerranéenne de la protection de Plantes (OEPP) a 
publié une méthode simple pour tester les semences de riz 
pour détecter A. besseyi dans les lots de semences pour 
la quarantaine (OEPP, 1998). Jusqu’à présent, aucune mé-
thode standardisée de détection et d’estimation du nombre 
de A. besseyi n’avait été présentée à l’ISTA. L’utilisation 
de semences décortiquées pour l’extraction des néma-
todes permet d’obtenir un nombre supérieur de nématodes 
par rapport à la méthode OEPP existante (Giudici et al., 
2003). La pertinence de cette méthode pour la détection de 
A. besseyi a été confirmée par l’étude de validation entre 
deux laboratoires conduite pour cette méthode.

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détermination de 
A. besseyi sur semences traitées. Les traitements peuvent 
affecter la performance de la méthode. (Définition de trai-
tement : tout processus, physique, biologique ou chimique, 
auxquels sont soumises les semences. Voir 7.2.3.)

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences à tes-
ter) et la taille du sous-échantillon dépendent de l’utilisa-
tion prévue, du niveau d’infection maximal acceptable et 
de la sensibilité analytique de la méthode. La taille mi-
nimale recommandée pour l’échantillon de travail est de 
1000 semences et la taille maximale du sous-échantillon 
doit être de 250 semences.

Materiel
Matériel de référence : cultures de référence ou autre 

matériel approprié
Moulin : Husker TR-120 (Kett Electric Laboratory, Ja-

pon) ou équivalent
Récipients : de 45 mm de diamètre
Boîte de comptage : toute boîte de comptage standard 

pour nématodes (ex : boîtes De Grisse 90 mm de 
diamètre)

Tamis : nylon, avec mailles de 0,25 mm
Incubateur : fonctionnant à 25 ±2 °C
Microscopes : microscope à dissection, grossissement 

×50 ; microscope, grossissement ×1000

Méthodes
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

1.  Extraction
1.1  Décortiquer les semences en utilisant un moulin ayant 

une distance de 1 mm entre les rouleaux (CCP).
1.2  Placer un filtre nylon avec mailles 0,25 mm, dans un 

récipient de 45 mm de diamètre et transférer les grains 
et enveloppes sur le filtre. Remplir ce récipient de 
20 ml d’eau.

1.3  Laisser le récipient sans le bouger pendant 24 h à 
25 ±2 °C.

1.4  Oter le filtre du récipient et le presser doucement pour 
enlever l’excès de liquide.
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7‑025: Detection of Aphelenchoides besseyi in Oryza 
sativa (rice) seed

Host: Oryza sativa L.
Pathogen(s): Aphelenchoides besseyi Christie

Authors: Remeeus, P.M.1 & Pelazza, N.2

1 Naktuinbouw, P.O. Box 40, 2370 AA 
Roelofarendsveen, Netherlands

2 Ente Nazionale delle Sementi Elette, Via F.lli Laviny, 
35, 13100 Vercelli, Italy

 E-mail: milano-labvercelli@ense.it

Revision history

Version 1.0, 2007-10-08
Version 1.1, 2013-01-01: Definition of sample size
Version 1.2, 2014-01-01: Addition of positive control
Version 1.3, 2017-01-01: Sample and subsample sizes 

changed; Reporting results revised
Version 1.4, 2020-01-01: Revision of text on extraction 

and identification criteria based on review by Prof. 
Gerrit Karssen and Corinne Sarniguet

Version 1.5, 2021-01-01: Sample size revised
Version 1.6, 2024-01-01: Sample size revised

Background
White tip disease of rice (Oryza sativa L.) caused 
by Aphelenchoides besseyi Christie (1942) is widely 
distributed in all rice-growing areas (Fortuner & 
Williams, 1975). A. besseyi is a seed-transmitted 
nematode and therefore important from the point of view 
of quarantine (Gergon & Mew, 1991). The European and 
Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO) 
has published a simple method to test rice seeds in order 
to detect A. besseyi in seed lots for quarantine purposes 
(EPPO, 1998). Until now a standardised method for 
detecting and estimating numbers of A. besseyi has 
never been presented to ISTA. Using dehulled seeds for 
the extraction of the nematodes resulted in an increased 
number of nematodes compared to the existing EPPO 
method (Giudici et al., 2003). The suitability of this 
method for the detection of A. besseyi was confirmed in 
the peer validation study for this method.

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of A. besseyi on treated seed. Seed treatments may affect 
the performance of this method. (Definition of treatment: 
any process, physical, biological or chemical, to which a 
seed lot is submitted. See 7.2.3.)

Sample size
The sample size (total number of seeds to be tested) and 
subsample size depend on intended use, the maximum 
acceptable infection level and the analytical sensitivity 
of the method. The minimum recommended working 
sample size is 1000 seeds and the maximum subsample 
size must be 250 seeds. 

Materials
Reference material: reference cultures or other 

appropriate material
Mill: Husker TR-120 (Kett Electric Laboratory, Japan) 

or equivalent
Containers: beakers 45 mm diameter
Counting dish: any standard nematode counting dish 

(e.g. De Grisse dish 90 mm diameter)
Sieves: nylon, with meshes of 0.25 mm
Incubator: operating at 25 ±2 °C
Microscopes: dissecting microscope, magnification 

×50; high-power microscope, magnification ×1000

Methods
Critical control points are indicated by CCP.

1.  Extraction
1.1  Dehull the seeds by using a mill with a 1 mm distance 

between the rolls (CCP).
1.2  Fit a nylon sieve, with a mesh of 0.25 mm, into a 

beaker of 45 mm diameter and transfer kernels and 
hulls onto the nylon sieve. Fill this beaker with 20 ml 
of water.

1.3  Leave the beaker undisturbed for 24 h at 25 ±2 °C.
1.4  Remove the sieve from the beaker and squeeze it 

gently to remove excess liquid.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-025
Sample size description revised for consistency across methods.



7-025-4 Vigente desde 1 Enero 2024

Reglas Internacionales para Análisis de SemillasCapítulo 7: Métodos Validados para Análisis de Sanidad 
de Semillas

7‑
02

5:
 A

ph
el

en
ch

oi
de

s 
be

ss
ey

i e
n 

O
ry

za
 s

at
iv

a 
(a

rr
oz

)

1.4  Quitar el tamiz del vaso de precipitado y apretarlo sua-
vemente para remover el exceso de líquido.

1.5  El embudo Baermann o el plato Oostenbrink han 
demostrado ser métodos de extracción alternativos 
(EPPO).

2.  Evaluación
2.1  Verter la muestra de agua del vaso de precipitado en 

una placa de conteo.
2.2  Dejar la muestra en reposo durante al menos 20 minu-

tos para permitir que cualquier nematodo se asiente en 
el fondo de la placa de conteo.

2.3  Contar tanto a los juveniles como a los adultos de 
A. besseyi en la placa de conteo bajo el microscopio de 
disección (aumento de 50×) (ver Métodos generales). 

3.  Confirmación/identificación de nematodos sospechosos
3.1  Confirmar la identificación con un aumento mayor de 

1000×.
3.2  A. besseyi es un nematodo bisexual (los machos son co-

munes): hembras (0,62–0,88 mm) son generalmente li-
geramente más largos que los machos (0,44–0,72 mm). 
El cuerpo es delgado con la región labial ligeramente 
desplazada, estilete de 10–13 µm de largo. Campos la-
terales con cuatro incisiones. Poro excretor cerca del 
borde anterior del anillo nervioso. Vulva transversal 
con labios ligeramente elevados, generalmente entre 
65 % y 75 % de la longitud del cuerpo. Espermateca 
alargada ovalada, llena de esperma. El saco post ute-
rino es corto, la longitud del saco post uterino mide 
2,5–3,5 veces el ancho del cuerpo anal (Hunt, 1993; 
EPPO, 2017). Cola conoide, longitud que mide 3,5–5 
el ancho del cuerpo anal, armado con tres o cuatro pro-
cesos de mucronato (Fig. 1, 2). Comparar con el con-
trol positivo.

  Ver Hockland (2001) o EPPO (2017) para una vi-
sión general de las especies de Aphelenchoides mor-
fológicamente comparables o Sánchez-Monge et 
al. (2015) para una visión general de las especies de 
Aphelenchoides parasitarias de plantas.

Métodos generales
Informe de resultados: El resultado del análisis de sani-

dad de semillas debe indicar el nombre científico del 
patógeno detectado y el método de análisis utilizado. 
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 en ninguna sub-muestra), los resultados deben 
ser informados como ‘no detectado’.

  En el caso de un resultado positivo, el informe debe in-
dicar el número medio de nematodos por sub-muestra 
y el número de sub-muestras positivas del número total 
analizado.

Aseguramiento de calidad
Puntos críticos de control (PCC)

Limpiar el molinillo entre cada muestra para evitar conta-
minación cruzada (Paso 1.1).
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1.2  Nylonsieb mit 0,25 mm Maschenweite in ein 45 mm 
Becherglas legen, Körner und Schalen darauf geben, 
befüllen des Becherglases mit 20 ml Wasser.

1.3  Ansatz für 24 h bei 25 ±2 °C ungestört stehen lassen.
1.4  Entfernen des Siebes aus dem Becherglas und sanftes 

Ausdrücken des Siebes zur Entfernung überschüssigen 
Wassers.

1.5  Baermann Trichter oder Oostenbrink Gerät konnten 
als alternative Extraktionsmethode bestätigt werden 
(EPPO)

2.  Untersuchung
2.1  Überführen der Wasserprobe vom Becherglas in den 

Zählbehälter.
2.2  Die Probe für mindestens 20 min zur Ruhe kommen 

lassen, um den Nematoden Gelegenheit zu geben, sich 
am Boden des Zählbehälters abzusetzen.

2.3  Zählen von juvenilen und adulten A. besseyi im Zähl-
behälter unter dem Standardmikroskop bei 50-facher 
Vergrößerung (siehe Allgemeine Methoden).

3.  Bestätigung/Identifizierung verdächtiger Nematoden
3.1  Bestätigung der Identifizierung bei höherer Vergröße-

rung (1000-fach).
3.2  A. besseyi ist ein getrenntgeschlechtlicher Nematode 

(Männchen sind häufiger): Weibchen (0,62–0,88 mm) 
sind gewöhnlich etwas länger als Männchen (0,44–
0,72 mm). Der Körper ist schmal mit leicht abgesetzter 
Lippenregion, Mundstachel (speerförmig) 10–13 μm 
lang. Seitenfeld mit vier Seitenlinien. Exkretionsporus 
vor dem Nervenring. Vulva (Geschlechtsöffnung) quer 
mit leicht erhabenen Lippen, in der Regel zwischen 
65 % und 75 % der Körperlänge. Spermatheca läng-
lich oval, mit Sperma gefüllt. Der Postuterinsack (ru-
dimentärer Uterusast) kurz, Länge des Postuterinsacks 
2,5–3,5-fache Breite der Analregion (Nematodenbreite 
am Anus) (Hunt, 1993; EPPO, 2017). Schwanz ko-
nisch verjüngt, Länge 3,5–5-fache Breite der Analre-
gion, mit drei bis vier mucronaten Enden (Mucrospitz-
chen) (Abb. 1, 2). Mit Positivkontrolle vergleichen.

  Siehe Hockland (2001) oder EPPO (2017) für 
eine Übersicht von morphologisch vergleichbaren 
Aphelenchoiden Arten oder Sánchez-Monge et al. 
(2015) für eine Übersicht über pflanzenparasitäre 
Aphelenchoides-Arten.

Allgemeine Methoden
Berichterstattung der Ergebnisse: Der Ergebnisbericht 

einer Gesundheitsprüfung von Saatgut sollte den wis-
senschaftlichen Name des Krankheitserregers und die 
verwendete Methode enthalten. Bei Berichterstattung 
auf einem ISTA-Bericht sind die Ergebnisse unter 
‚Weitere Untersuchungsergebnisse‘ einzutragen.
 Der Prüfbericht muss die Anzahl untersuchter Samen 
angeben.

 Im Falle eines negativen Ergebnisses (Pathogen in kei-
ner Teilprobe nachgewiesen) müssen die Ergebnisse 
als “nicht nachgewiesen” berichtet werden.
 Im Falle eines positiven Ergebnisses sollten die mitt-
lere Zahl der Nematoden je Teilprobe, sowie die Zahl 
positiver Teilproben zur Gesamtzahl untersuchter Pro-
ben angegeben werden.

Qualitätssicherung
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Reinigung der Mühle zwischen den einzelnen Proben, um 
Kreuzkontaminationen zu vermeiden (Schritt 1.1).
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1.5  L’entonnoir de Baermann ou la boite d’Oostenbrink 
sont des méthodes d’extraction alternatives (OEPP)

2.  Observation
2.1  Verser l’échantillon d’eau du récipient dans une boîte 

de comptage.
2.2  Laisser l’échantillon reposer pendant au moins 20 min 

pour permettre aux nématodes de s’installer au fond de 
la boîte de comptage.

2.3  Compter les juvéniles et adultes de A. besseyi, dans la 
boîte de comptage au microscope à dissection (grossis-
sement ×50)(voir Méthodes générales)

3.  Confirmation/identification des nématodes suspects
3.1  Confirmer l’identification à plus fort grossissement 

×1000.
3.2  A. besseyi est un nématode bisexuel (les mâles sont 

communs) : les femelles (0.62–0.88 mm) sont généra-
lement légèrement plus longues que les mâles (0.44–
0.72 mm). Le corps est plus fin avec une région labiale 
légèrement plus large, un stylet de 10–13 µm de long. 
Quatre insisures dans les champs latéraux. Un pore 
excréteur près du bord antérieur de l’anneau nerveux. 
La vulve est transverse avec des lèvres légèrement pro-
tubérantes généralement entre 65 % et 75 % de la lon-
gueur du corps. Spermathèque allongée ovale, remplie 
de sperme. Le sac post utérin est court, la longueur du 
sac post utérin mesure 2.5–3.5 fois la largeur du néma-
tode au niveau de l’anus (Hunt, 1993; EPPO, 2017). 
La queue est conique, sa longueur mesurant 3.5-5 fois 
la largeur du corps au niveau de l’anus, avec 3 à 4 mu-
crons (Fig. 1, 2). Comparer aux témoins positifs.

  Voir Hockland (2001) ou EPPO (2017) pour une vue 
générale des espèces d’Aphelenchoides comparables 
ou Sánchez-Monge et al. (2015) pour une revue des 
espèces d’Aphelenchoides parasites des plantes.

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

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

Assurance qualité
Points critiques de contrôle (CCP)

Nettoyer le moulin entre chaque échantillon pour éviter les 
contaminations croisées (étape 1.1)
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1.5  Baermann funnel or Oostenbrink dish can be used as 
alternative extraction methods (EPPO).

2.  Examination
2.1  Pour water sample from the beaker into a counting 

dish.
2.2  Allow the sample to stand for at least 20 min to allow 

any nematodes to settle to the bottom of the counting 
dish.

2.3  Count both juveniles and adults of A. besseyi, in 
the counting dish under the dissecting microscope 
(magnification ×50)(see General methods).

3.  Confirmation/identification of suspect nematodes
3.1  Confirm the identification at a higher magnification of 

×1000.
3.2  A. besseyi is a bisexual nematode (males are common): 

females (0.62–0.88 mm) are usually slightly longer 
than males (0.44–0.72 mm). The body is slender with 
a slightly offset lip region, stylet 10–13 µm long. 
Lateral fields with four incisures. Excretory pore near 
anterior edge of the nerve ring. Vulva transverse with 
slightly raised lips, usually between 65 % and 75 % 
of the body length. Spermatheca elongated oval, filled 
with sperm. Post-uterine sac is short, the length of the 
post uterine sac measures 2.5–3.5 times the width of 
the anal body (Hunt, 1993; EPPO, 2017). Tail conoid, 
length measuring 3.5–5 times the width of the anal 
body, armed with three to four mucronate processes 
(Fig. 1, 2). Compare with positive control.

  See Hockland (2001) or EPPO (2017) for an overview 
of morphologically comparable Aphelenchoides 
species or Sánchez-Monge et al. (2015) for an 
overview of plant-parasitic Aphelenchoides species.

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

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

Quality assurance
Critical control points (CCP)

Clean the mill between each sample to prevent cross 
contamination (Step 1.1).
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Figura 1. Aphelenchoides besseyi mostrando detalles de la región labial y cola masculina 
(tomado de Allen, 1952).
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Figure 1. Aphelenchoides besseyi montrant les details de la zone des lèvres et la queue 
du mâle (d’après Allen, 1952).
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Figure 1. Aphelenchoides besseyi showing details of the lip region and male tail (taken 
from Allen, 1952).

Lip region

Median bulb

Mucrons

Spicule

Male tail

Spear

Sánchez-Monge, A, Janssen, T., Fang, Y., Couvreur, M., 
Karssen, G. and Bert, W. (2017). mtCOI successfully 
diagnoses the four main plant-parasitic Aphelenchoides 
species (Nematoda: Aphelenchoididae) and supports a 
multiple origin of plant-parasitism in this paraphyletic 
genus. European Journal of Plant Pathology 148, 853–
866.

Validation references

ISTA (2007). Proposal for a new method for the detection 
of Aphelenchoides besseyi Christie in Oryza sativa L. 
seeds. Method Validation Reports. International Seed 
Testing Association, Bassersdorf, Switzerland.



7-025-6 Vigente desde 1 Enero 2024

Reglas Internacionales para Análisis de SemillasCapítulo 7: Métodos Validados para Análisis de Sanidad 
de Semillas

7‑
02

5:
 A

ph
el

en
ch

oi
de

s 
be

ss
ey

i e
n 

O
ry

za
 s

at
iv

a 
(a

rr
oz

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

Effective 1 January 2020 7-025-7
 

Figura 2. Aphelenchoides besseyi A: hembra (A); cabeza de hembra (B); vista de cara de hembra (C); campo lateral 
(D); variación en la posición del poro excretor (E, F); extremo anterior del macho (G); variación del final de la cola de la 
hembra (H); final de la cola del macho (I–K); variación del saco post-uterino (L–N) (after Hunt, 1993).
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Abb. 2. Aphelenchoides besseyi: Weibchen (A); Vorderende des Weibchens (B); Aufsicht Weibchen (C); Körperseiten 
(D); Variationen der Position des Exkretionsporus (E, F); Vorderende des Männchens (G); Variationen des Hinterendes 
bei Weibchen (H); Hinterenden der Männchen (I–K); Variationen des Uterus (L–N) (nach Hunt, 1993).
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Figure 2. Aphelenchoides besseyi : femelle (A) ; extrémité de la tête de la femelle (B) ; vue de face de la femelle (C) ; 
champ lattéral (D) ; variation de position du pore excréteur (E, F) ; extrémité antérieur de mâle (G) ; variation de la ter-
minaison de la queue de la femelle (H) ; exrémité de la queue du mâle (I–K) ; variation du sac post utérin (L–N ) (après 
Hunt, 1993).
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Figure 2. Aphelenchoides besseyi: female (A); female head end (B); female en face view (C); lateral field (D); variation 
in excretory pore position (E, F); male anterior end (G); female tail termini variation (H); male tail ends (I–K); post uterine 
sac variation (L–N) (after Hunt, 1993).


