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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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© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)
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nahme oder durch irgendein anderes Verfahren reproduziert, gespeichert oder verbreitet 
werden, ohne vorherige schriftliche Genehmigung der Internationalen Vereinigung für 
Saatgutprüfung.

Anmerkung zur Benutzung der Übersetzungen

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

Études de validation

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

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

Limitation de responsabilité

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

Sécurité

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

Éditées par :
L’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)
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La version électronique des règles incluant les versions en anglais, en français, en alle-
mand et en espagnol. Pour toute question d’interprétation des règles, seule la version 
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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7‑013b: Detección de Ustilago nuda en semillas de 
Hordeum vulgare subsp. vulgare (cebada) por el 
descascarado y extracción embrionaria

Hospedante: Hordeum vulgare L. subsp. vulgare
Patógeno(s): Ustilago nuda (Jens.) Rostr.

Preparado por: ISTA Seed Health Committee, Ustilago 
nuda Working Group y Nordic Ustilago Working 
Group

Presentado por: Nordic Seed Pathology Working Group 
and ISTA Seed Health Committee

Autor: Karin Sperlingsson
 Swedish Board of Agriculture, Seed Division, Box 83, 

SE 268 22 Svalöv, Sweden
 E-mail: karin.sperlingsson@jordbruksverket.se

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2010-10-01
Versión 1.1, 2014-01-01: Se agrega el control positivo
Versión 1.2, 2017-01-01: Informe de resultados revisado
Versión 1.3, 2021-01-01: Preparación de la muestra cam-

bió a Tamaño de la muestra y párrafo revisado
Versión 1.4, 2022-01-01: Antecedentes, Materiales, Méto-

dos, Medios y soluciones, y Referencias de validación 
revisado

Versión 1.5, 2024-01-01: Tamaño de la muestra y Figu-
ras, revisados

Antecedentes
Desde la década de 1970, los laboratorios Nórdicos han 
usado una modificación del método ISTA 7-013a descri-
to por Joelson (1968). El método aquí descrito difiere del 
7-013a en la técnica de extracción del embrión y el proce-
dimiento usado para la limpieza de éstos para examinar el 
micelio de Ustilago. Se efectuó un estudio de validación 
comparando los dos métodos. Se analizaron tres lotes de 
semilla con niveles de infección entre 1 % y un 4 % en tres 
laboratorios usando tanto el actual método 7-013a y el Mé-
todo ‘Nórdico’ (7-013b). El estudio de validación mues-
tra que los dos métodos producen resultados equivalentes 
(Sperlingsson, 2011). El método Nórdico ofrece un méto-
do alternativo para los laboratorios que no tienen acceso 
a abundante agua caliente ni tampoco a una campana de 
extracción. El proceso alternativo de limpieza del embrión 
agrega un día a la duración del análisis, por lo que puede 
no ser adecuado donde se requiere una rápida rotación. No 
obstante, ofrece un procedimiento alternativo de limpieza 

el que se puede usar en combinación con el método exis-
tente para proporcionar flexibilidad de los recursos dentro 
de los laboratorios durante períodos de alta demanda.

Basado en un método de validación llevado a cabo 
por Science and Advice for Scottish Agriculture (SASA) 
para el ISTA Seed Health Committee, junto con un PT 
(= Proficiency Test) y un informe ‘Using methyl blue to 
stain Ustilago nuda hyphae in ISTA Methods 7-013a and 
7-013b’, se agregó una opción de tinción con azul de meti-
lo y podría ayudar a los laboratorios que tienen dificultades 
para identificar hifas en el escutelo.

Medidas de seguridad
Se debe tener mucho cuidado cuando se trabaja con ácido 
sulfúrico e hidróxido de sodio; el analista debe usar ropa 
de protección completa.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la determinación 
de Ustilago nuda en semilla tratada. Los tratamientos a la 
semilla pueden afectar el desempeño del método. (Defi-
nición de tratamiento: cualquier proceso físico, biológico 
o químico, al que ha sido sometido un lote de semillas, 
incluyendo las semillas recubiertas. 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. La muestra de trabajo 
consiste en 100–120 g conteniendo 2000–4000 semillas, 
dependiendo del TSW. Se examinan un mínimo de 1000 
embriones.

Materiales
Material de referencia: semilla que se sabe que está in-

fectada u otro material apropiado
Estufa: capaz de operar a 75 ±5 °C
Mezclador eléctrico de mano: a baja velocidad
Tamices de bronce: malla de 1 mm, con un tamiz adicio-

nal de malla mayor (aprox. 2,4 mm) y un tamiz adicio-
nal fino de malla inferior a 1 mm

Gültig ab 1. Januar 2024

Internationale Vorschriften für die Prüfung von Saatgut Validierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut
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7‑013b: Nachweis von Ustilago nuda an Samen von 
Hordeum vulgare subsp. vulgare (Gerste) durch 
Entspelzung und „floating embryo extraction“

Wirtspflanze: Hordeum vulgare L. subsp. vulgare
Krankheitserreger: Ustilago nuda (Jens.) Rostr.

Erstellt durch: ISTA Seed Health Committee, Ustilago 
nuda Working Group und Nordic Ustilago Working 
Group

Autoren: Karin Sperlingsson
 Swedish Board of Agriculture, Seed Division, Box 83, 

SE 268 22 Svalöv, Schweden
 E-Mail: karin.sperlingsson@jordbruksverket.se

Revisionsstand

Version 1.0; 2010-10-01
Version 1.1, 2014-01-01: Positivkontrolle hinzugefügt
Version 1.2, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.3, 2021-01-01: Probenvorbereitung geändert in 

Probengröße und Überarbeitung des Absatzes
Version 1.4, 2022-01-01: Überarbeitung der „Hinter-

grund“, „Material“, „Methoden“, „Medien und Lösun-
gen“ und „Validierungsstudien“

Version 1.5, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße 
und Abbildungen

Hintergrund
Seit den 70er Jahren haben die Nordischen Labore eine 
Modifikation der ISTA-Methode 7-013a, beschrieben von 
Joelson (1968), verwendet. Die hier beschriebene Metho-
de unterscheidet sich von 7-013a in der Embryoextrak-
tionstechnik und dem Verfahren, dass zur Reinigung der 
Embryos zur Prüfung auf Ustilago-Myzel verwendet wird. 
Eine Validierungsstudie, die beide Methoden vergleicht, 
wurde durchgeführt. Drei Saatgutpartien mit Infektionsni-
veaus zwischen 1 und 4 % wurden in 3 Laboren bei Ver-
wendung beider Methoden (der gültigen Methode 7-013a 
und der „Nordischen“ Methode 7-013b) untersucht. Die 
Validierungsstudie zeigt, dass die beiden Methoden ver-
gleichbare Ergebnisse (Sperlingsson, 2011) erzielen. Die 
Nordische Methode bietet sich als alternative Methode für 
Labore an, die nicht Zugriff auf ausreichend warmes Was-
ser noch einen Abzug haben. Das alternative Vorgehen zur 

Embryoreinigung verlängert die Untersuchungsdauer um 
einen Tag, so dass es nicht geeignet ist, wenn eine schnel-
lere Ergebnislieferung gefordert wird. Es stellt jedoch ein 
alternatives Reinigungsverfahren dar, welches in Kombi-
nation mit der bestehenden Methode genutzt werden kann, 
um die Flexibilität der Laborkapazitäten in Spitzenzeiten 
zu unterstützen.

Auf der Grundlage einer Methodenvalidierung, die 
von Science and Advice for Scottish Agriculture (SASA) 
für das ISTA Seed Health Committee in Verbindung mit 
einem PT (= Proficiency Test) und einem Bericht „Using 
methyl blue to stain Ustilago nuda hyphae in ISTA Me-
thods 7-013a and 7-013b“ durchgeführt wurde, wurde eine 
Option zur Methylblaufärbung hinzugefügt, die Laboren 
helfen könnte, die Schwierigkeiten haben, Hyphen im 
Scutellum zu identifizieren.

Sicherheitsmaßnahmen
Besondere Obacht muss bei der Arbeit mit Schwefelsäure 
und Natriumhydroxid-Lösung gegeben werden. Das Per-
sonal sollte entsprechende Arbeitsschutzkleidung tragen.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung von 
Ustilago nuda an behandeltem (gebeiztem) Saatgut. Saat-
gutbehandlungen können die Aussagekraft dieser Methode 
beeinflussen. (Definition „Behandlung“: jegliches Verfah-
ren physikalischer, biologischer oder chemischer Natur, 
dem eine Saatgutpartie unterzogen (Saatgutumhüllungen) 
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 Un-
tersuchungsprobe besteht aus 100–120 g, die je nach TKG 
2000–4000 Samen enthalten. Es werden mindestens 1000 
Samen untersucht.

Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de Semences Méthodes validées pour analyse sanitaire des semences
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7‑013b : Détection d’Ustilago nuda sur semences de 
Hordeum vulgare subsp. vulgare (orge) par méthode 
d’extraction par décorticage et flottaison d’embryons

Hôte : Hordeum vulgare L. subsp. vulgare
Pathogène(s) : Ustilago nuda (Jens.) Rostr.

Préparé par : Seed Health Committee de l’ISTA, groupe 
de travail Ustilago nuda et groupe de travail nordique 
Ustilago nuda

Auteurs : Karin Sperlingsson
 Swedish Board of Agriculture, Seed Division, Box 83, 

SE 268 22 Svalöv, Sweden. 
 Courriel : Karin.sperlingsson@jordbruksverket.se

Historique de la révision

Version 1.0, 2010-10-01
Version 1.1, 2014-01-01 : Ajout de contrôle positif
Version 1.2, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

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

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

Version 1.4, 2022-01-01 : « Historique », « Matériel », 
« Méthodes », « Milieux et solutions » et « Études de 
validation » révisés

Version 1.5, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » et 
Figures révisés

Historique
Depuis les années 1970, les laboratoires nordiques ont uti-
lisé une modification de la méthode ISTA 7-013a décrite 
par Joelson (1968). La méthode décrite ici diffère de la 
7-013a par la technique d’extraction d’embryons et la pro-
cédure utilisée pour éclaircir les embryons pour l’obser-
vation du mycélium d’Ustilago. Une étude de validation 
a été menée pour comparer les deux méthodes. Trois lots 
de semences avec des niveaux d’infection de 1 et 4 % ont 
été testés par 3 laboratoires avec la méthode 7-013a et la 
méthode nordique (7-013b). Cette méthode a montré que 
les 2 méthodes donnent des résultats équivalents (Sper-
lingsson, 2011). La méthode nordique permet d’avoir une 
alternative pour les laboratoires qui n’ont pas accès à de 
l’eau chaude ou une sorbonne. Le procédé d’éclaircisse-
ment des embryons ajoute une journée à la durée du test, 
et ne conviendrait donc pas lorsqu’un délai plus court est 
nécessaire. Cela permet malgré tout une méthode d’éclair-
cissement alternative qui peut être utilisée en combinai-

son avec la méthode existante pour permettre une flexi-
bilité des ressources au sein des laboratoires pendant les 
périodes de forte activité.

Sur la base d’une validation de méthode effectuée par 
le Science and Advice for Scottish Agriculture (SASA) 
pour le ISTA Seed Health Committee, associée avec un 
EILA et un rapport « Using methyl blue to stain Ustilago 
nuda hyphae in ISTA Methods 7-013a and 7-013b », une 
option de coloration au bleu de méthyle a été ajoutée et 
pourrait aider les laboratoires qui ont des difficultés pour 
identifier les hyphes dans le scutellum.

Mesures de sécurité
Une grande prudence est requise lorsque l’on manipule 
de l’acide sulfurique et de l’hydroxide de sodium. Il est 
recommandé à l’analyste de porter des vêtements de pro-
tection intégrale.

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détermination 
de Ustilago nuda sur semences traitées. Les traitements 
peuvent affecter la performance de la méthode. (Défini-
tion de traitement : tout processus, physique, biologique 
ou chimique, auxquels est soumis un lot de semences, y 
compris l’enrobage. 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. L’échantillon 
de travail est constitué de 100–120 g contenant de 2000 
à 4000 semences selon la MMS. Un minimum de 1000 
embryons est examiné.

Matériel
Matériel de référence : semences connues pour être in-

fectées ou autre matériel approprié
Four : capable d’opérer à 75 ±5 °C
Mixeur à main électrique : à faible vitesse

7-013b-3
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7‑013b: Detection of Ustilago nuda in Hordeum vulgare 
subsp. vulgare (barley) seed by dehulling and embryo 
extraction

Host: Hordeum vulgare L. subsp. vulgare
Pathogen(s): Ustilago nuda (Jens.) Rostr.

Prepared by: ISTA Seed Health Committee, Ustilago 
nuda Working Group and Nordic Ustilago Working 
Group

Submitted by: Nordic Seed Pathology Working Group 
and ISTA Seed Health Committee

Author: Karin Sperlingsson
 Swedish Board of Agriculture, Seed Division, Box 

83, SE 268 22 Svalöv, Sweden
 E-mail: karin.sperlingsson@jordbruksverket.se

Revision history

Version 1.0, 2010-10-01
Version 1.1, 2014-01-01: Addition of positive control
Version 1.2, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 1.3, 2021-01-01: Sample preparation changed to 

Sample size and paragraph revised
Version 1.4, 2022-01-01: Background, Materials, 

Methods, Media and solutions, and Validation 
references revised

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

Background
Since the 1970s, the Nordic laboratories have used a 
modification of ISTA method 7-013a described by Joelson 
(1968). The method described here differs from 7-013a 
in the embryo extraction technique and the procedure 
used to clear embryos for examination of the Ustilago 
mycelium. A validation study comparing the two methods 
was carried out. Three seed lots with infection levels 
between 1 % and 4 % were tested by three laboratories 
using both the current method 7-013a and the ‘Nordic’ 
method (7-013b). The validation study shows that the 
two methods produce equivalent results (Sperlingsson, 
2011). The Nordic method offers an alternative method 
for laboratories that do not have access to plentiful warm 
water, nor a fume hood. The alternative embryo-clearing 
process adds a day to the duration of the test, so may not 
be suitable where a quicker turnaround is required. It does, 

however, offer an alternative clearing procedure which 
could be used in combination with the existing method to 
provide flexibility of resources within laboratories during 
busy periods.

Based on a method validation study carried out by 
Science and Advice for Scottish Agriculture (SASA)
for the ISTA Seed Health Committee, coupled to a 
Proficiency Test (PT) and a report ‘Using methyl blue to 
stain Ustilago nuda hyphae in ISTA Methods 7-013a and 
7-013b’, an option of methyl blue stain was added and 
could help laboratories that have difficulty identifying 
hyphae in the scutellum.

Safety precautions
Great care must be taken when working with sulphuric 
acid and sodium hydroxide; the analyst should wear full 
protective clothing. 

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of Ustilago nuda 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) and 
subsample size depend on intended use, the maximum 
acceptable infection level and the analytical sensitivity 
of the method. The working sample consists of 100–120 
g containing 2000–4000 seeds depending on TSW. A 
minimum of 1000 embryos are examined.

Materials
Reference material: seed known to be infected or other 

appropriate material
Oven: capable of operating at 75 ±5 °C
Electric hand mixer: at low speed

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-013bSample size description revised for consistency across methods.
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Microscopio: con iluminación de contraste
Ácido sulfúrico (H2SO4): concentración de 25–37 % por 

peso
Hidróxido de sodio + cloruro de sodio: 10–15 % NaOH 

más 110–175 g de sal por litro de solución
Acido láctico: más de 70 %
Azul de metilo opcional: ver debajo
Glicerol (glicerina)
Etanol 95 %
Solución glicerol-etanol: una parte de glicerol por dos 

partes de etanol

Métodos
Descascarado

1.  Poner la muestra de trabajo en un vaso de precipitado 
de vidrio con H2SO4 25–37 % hasta que las semillas 
estén cubiertas. 

2.  Incubar en una estufa a 75 °C por 50 minutos o hasta 
que las semillas se pongan de un color marrón mediano.

3.  Vaciar cuidadosamente la solución de H2SO4. Enjuagar 
las semillas vertiendo agua en el vaso de precipitado, 
mezclar cuidadosamente, eliminar el agua. Agregar 
agua nueva y remover las cáscaras que se sueltan al 
agitar con fuerza con una varilla. Remover las cásca-
ras eliminando cuidadosamente el agua. Si aún quedan 
cáscaras, añadir nuevamente agua y usar un mezclador 
eléctrico de mano a baja velocidad (máximo 3 minu-
tos) o bien, continuar agitando. Repetir el procedi-
miento hasta que se eliminen todas las cáscaras. Tener 
cuidado de no perder ningún grano (semilla pelada).

Extracción del embrión

4.  Colocar los granos drenados en un contenedor con so-
lución de NaOH-NaCl.

5.  Incubar durante la noche (aproximadamente 15 horas) 
a 22 ±3 °C.

6.  Agitar la mezcla suavemente para soltar los embriones 
de los granos. Verter los embriones sueltos, los cua-
les flotan en la parte superior del líquido en el vaso de 
precipitado.

7.  Repita el procedimiento hasta que todos los embriones 
estén liberados.

8.  Para asegurarse de que no queden embriones restan-
tes, poner los granos disueltos en la parte superior de 
un tamiz grueso combinado con un tamiz fino. El ta-
miz grueso debe tener una malla de aproximadamente 
2,4 mm, suficiente para dejar pasar los embriones, pero 
retener los restos de grano. El tamiz fino debe tener una 
malla de 1 mm. Si hay algún embrión en el tamiz de 
abajo, añadir éstos al vaso de precipitado.

9.  Usando un tamiz fino, drenar la solución de NaOH-Na-
Cl de los embriones y enjuagar con agua corriente por 
aproximadamente 10 segundos.

10.  Si hay una gran cantidad de paja con los embriones, 
agregar agua y remover la paja flotante.

11.1  Drenar los embriones, ponerlos en un vaso de pre-
cipitado y cubrirlos con ácido láctico; o

11.2  Drenar los embriones, ponerlos en un vaso de pre-
cipitado y cubrirlos con ácido láctico/solución de 
azul de metilo.

12.  Incubar durante la noche en una estufa a 75 ±5 °C.
13.  Usando un tamiz fino, drenar el ácido láctico de los 

embriones. Los embriones pueden ponerse más trans-
parentes al ser lavados con etanol o cubiertos por al-
gunos minutos con etanol 95 %. Cubrir los embriones 
con solución de glicerol-etanol (95 %) (1:2) o glicerol 
puro.

14.  Examinar los embriones bajo un microscopio de acuer-
do al método ISTA 7-013a. Comparar con el control 
positivo (material de referencia).

Métodos generales
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 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), los resultados deben ser informados como ‘no 
detectado’.

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

Aseguramiento de calidad
Puntos críticos de control (PCC)

Ninguno listado.

Medios y soluciones 
Ácido sulfúrico

Por razones de seguridad, es preferible usar la solución 
lista para usar de ácido sulfúrico al 25–37 % (por peso).

Si la solución lista para usar de ácido sulfúrico al 25–
37 % no está disponible, añadir ácido sulfúrico concen-
trado al agua. ¡No a la inversa, nunca agregue agua al 
ácido! La densidad del H2SO4 es de 1,8356 g/ml. La canti-
dad se calcula dependiendo de la concentración requerida. 

Peso/densidad = volumen.
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Material
Referenzmaterial: infizierte Körner oder anderes geeig-

netes Material
Trockenschrank: Temperaturbereich 75 ±5 °C
Elektrischer Handmixer: geringe Geschwindigkeit
Messingsiebe: 1 mm Maschenweite mit einem zusätz-

lichem Sieb mit einer größeren Maschenweite (z. B. 
2,4 mm) und einem zusätzlichem Sieb mit einer Ma-
schenweite kleiner als 1 mm

Mikroskop: mit Durchlicht
Schwefelsäure (H2SO4): Konzentration 25–37 % (w/v)
Natriumhydroxid + Natriumchlorid: 10–15 % NaOH 

plus 110–175 g Salz je Liter der Lösung
Milchsäure: mehr als 70 %
Optional Methylblau: siehe unten
Glycerol (Glycerin)
Ethanol (95 %)
Glycerol-Ethanol-Lösung: ein Teil Glycerol auf 2 Teile 

Ethanol

Methoden
Entspelzung

1.  Die Untersuchungsprobe in einem Becherglas mit 
25–37-prozentiger Schwefelsäure geben, so dass die 
Samen bedeckt sind.

2.  Im Trockenschrank bei 75 °C für 50 min inkubieren 
oder bis die Samen eine mittelbraune Farbe annehmen.

3.  Vorsichtig die Schwefelsäurelösung abgießen. Die 
Samen mit reinem Wasser in einem Becher spülen, 
behutsam mischen und das Wasser ausgießen. Neues 
Wasser hinzufügen und die Spelzen durch kräftiges 
Rühren mit einem Rührstab lösen. Diese mit dem Ab-
gießen des Wassers vorsichtig entfernen. Wenn Spel-
zen zurückbleiben, neues Wasser hinzufügen und ent-
weder einen elektrischen Handmixer bei geringer Stufe 
(maximal 3 min) verwenden oder ständig rühren. Die 
Prozedur wiederholen, bis alle Spelzen ab sind. Darauf 
achten, dass keine Körner (Samen ohne Spelzen) ver-
loren gehen.

Embryo-Extraktion

4.  Die abgetropften Körner in einen Behälter mit NaOH-
NaCl-Lösung geben.

5.  Über Nacht (ca. 15 h) bei 22 ±3 °C inkubieren.
6.  Vorsichtiges Mischen durch Rühren, um die Embryos 

von den Körnern zu lösen. Die gelösten Embryos, wel-

che zur Oberfläche der Flüssigkeit schwimmen, in ein 
Becherglas überführen.

7.  Die Prozedur wiederholen, bis alle Embryos ausgelöst 
sind.

8.  Um abzusichern, dass keine Embryos zurückgeblie-
ben sind, die abgelösten Körner auf das grobmaschige 
Sieb schütten, unter dem das feinmaschige Sieb sich 
befindet. Das grobmaschige Sieb soll eine Maschen-
weite von ca. 2,4 mm haben, genug, um die Embryos 
durchzulassen, aber die Körner zurückzuhalten. Das 
feine Sieb sollte eine Maschenweite von 1 mm haben. 
Wenn sich noch Embryos in dem Bodensieb befinden, 
sind sie in das Becherglas zu überführen.

9.  Unter Verwendung eines feinen Siebes werden die Em-
bryos von der NaOH-NaCl-Lösung abgewaschen und 
unter fließendem Wasser für 10 s gespült.

10.  Wenn eine große Menge an Spreu mit den Embryos 
vorhanden ist, Wasser hinzufügen und die schwim-
mende Spreu entfernen. 

11.1  Die Embryos abtropfen lassen, in ein Becherglas 
geben und mit Milchsäure bedecken; oder

11.2  Die Embryos abtropfen lassen, in ein Becherglas 
geben und mit Milchsäure/Methylblau-Lösung 
bedecken.

12.  Über Nacht im Trockenschrank bei 75 ±5 °C inku bieren.
13.  Unter Verwendung eines feinen Siebes die Milchsäu-

re von den Embryos entfernen. Die Embryos werden 
transparenter durch Waschen in Ethanol oder kurzzei-
tiges (5 min) Einlegen in 95-prozentigem Ethanol. Die 
Embryos mit einer Glycerin-Ethanol (95 %)-Lösung 
(Verhältnis 1:3) oder reinem Glycerin bedecken.

14.  Die Embryos unter dem Mikroskop gemäß ISTA-Me-
thode 7-013a prüfen. Mit Positivkontrolle vergleichen 
(Referenzmaterial).

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 (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.
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Tamis : maille 1 mm, avec un tamis supplémentaire de 
maille supérieure (approx. 2,4 mm) et un tamis supplé-
mentaire de maille inférieure à 1 mm

Microscope  : avec éclairage par le dessous
Acide sulfurique (H2SO4) : concentration 25–37 % de 

masse
Hydroxide de sodium et chlorure de sodium : 10–15 % 

NaOH et 110–175 g de sel par litre de solution
Acide lactique : supérieur à 70 %
Option au bleu de méthyle : voir ci-dessous
Glycérol (glycérine)
Éthanol : 95 %
Solution de glycérol-éthanol : une part de glycérol pour 

deux d’éthanol

Méthodes
Décorticage

1.  Placer l’échantillon de travail dans un récipient en 
verre avec du H2SO4 à 25–37 % jusqu’à ce que les 
semences soient couvertes.

2.  Incuber dans un four à 75 °C pendant 50 min ou 
jusqu’à ce que les semences deviennent de couleur 
brun moyen.

3.  Ôter précautionneusement la solution de H2SO4. Rin-
cer les semences en mettant de l’eau dans le récipient, 
mélanger doucement et ôter l’eau. Ajouter à nouveau 
de l’eau et enlever les téguments en versant précau-
tionneusement l’eau. Si des téguments restent, ajouter 
à nouveau de l’eau et utiliser soit un mixeur à main 
électrique à faible vitesse (max. 3 min) ou continuer 
de mélanger. Répéter la procédure jusqu’à ce que tous 
les téguments soient enlevés. Faire attention à ne pas 
perdre de grains (semences sans les téguments).

Extraction des embryons

4.  Placer les grains dans un récipient avec la solution de 
NaOH-NaCl.

5.  Incuber pendant la nuit (environ 15 h) à 22 ±3 °C.
6.  Mélanger doucement la mixture pour séparer les em-

bryons des grains. Verser les embryons, qui flottent à la 
surface du liquide, dans un récipient.

7.  Répéter la procédure jusqu’à ce que tous les embryons 
soient récupérés.

8.  Pour s’assurer qu’aucun embryon ne reste, placer les 
grains dissous sur un tamis grossier combiné à un tamis 
fin. Le tamis grossier doit avoir des mailles d’environ 
2,4 mm, pour laisser passer les embryons mais retenir 
le reste des grains. Le tamis fin doit avoir une maille de 
1 mm. Si il y a des embryons dans le tamis du dessous, 
les ajouter au récipient.

9.  En utilisant le tamis fin, ôter la solution de NaOH-NaCl 
des embryons et rincer à l’eau courante pendant envi-
ron 10 s.

10.  Si il y a beaucoup de balles avec les embryons, ajouter 
de l’eau et enlever les balles qui flottent.

11.1  Egoutter les embryons, placer dans un récipient et 
couvrir avec de l’acide lactique; ou

11.2  Egoutter les embryons, placer dans un récipient et 
couvrir avec de l’acide lactique/solution au bleu de 
méthyle.

12.  Incuber la nuit dans un four à 75 ±5 °C.
13.  Avec un tamis fin, ôter l’acide lactique des embryons. 

Les embryons peuvent être rendus plus transparents en 
étant lavés dans l’éthanol ou couverts pendant quelques 
minutes dans l’éthanol 95 %. Couvrir les embryons 
avec une solution de glycérine-éthanol (95 %)(1 : 3) ou 
de la glycérine pure.

14.  Observer les embryons sous loupe binoculaire comme 
dans la méthode 7-013a. Comparer avec le témoin po-
sitif (matériel de référence).

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), 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.

Milieux et solutions
Acide sulfurique

Pour des raisons de sécurité, l’acide sulfurique prêt à l’em-
ploi à 25–37 % (de masse) est préférable.

Si de l’acide sulfurique 25–37 % prêt à l’emploi n’est 
pas disponible, ajouter de l’acide sulfurique concentré à 
de l’eau. Pas l’inverse, ne jamais ajouter d’eau dans 
l’acide ! La densité de H2SO4 est 1,8356 g/ml. La quantité 
est calculée selon la concentration désirée. 

Poids/densité = volume.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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Brass sieves: 1 mm mesh, with one additional sieve of 
larger mesh (approx. 2.4 mm) and an additional fine 
sieve with mesh smaller than 1 mm

Microscope: with substage illumination
Sulphuric acid (H2SO4): concentration 25–37 % by 

weight
Sodium hydroxide + sodium chloride: 10–15 % NaOH 

plus 110–175 g salt per litre of solution
Lactic acid: more than 70 %
Optional methyl blue: see below
Glycerol (glycerine)
95 % ethanol
Glycerol-ethanol solution: one part glycerol to two 

parts ethanol

Methods
Dehulling

1.  Place the working sample in a glass beaker with 25–
37 % H2SO4 until the seeds are covered.

2.  Incubate in an oven at 75 °C for 50 min or until the 
seeds turn a medium-brown colour.

3.  Carefully pour off the H2SO4 solution. Rinse seeds by 
pouring water into the beaker, gently mix and pour out 
the water. Add new water and remove the loosened 
hulls by stirring robustly with a rod. Remove hulls by 
carefully removing the water. If hulls remain, add new 
water, and either use an electric hand mixer at low 
speed (maximum 3 min) or continue stirring. Repeat 
procedure until all hulls are removed. Be careful not 
to lose any kernels (seed without hulls).

Embryo extraction

4.  Place drained kernels in a container with the NaOH-
NaCl solution.

5.  Incubate overnight (approximately 15 hours) in 
22 ±3 °C.

6.  Stir mixture gently to loosen the embryos from the 
kernels. Pour the loosened embryos which float to the 
top of the liquid into a beaker.

7.  Repeat the procedure until all embryos are released.
8.  To ensure that there are no remaining embryos, 

place the dissolved kernels on top of a coarse sieve 
combined with a fine sieve. The coarse sieve must 
have a mesh of approximately 2.4 mm, enough to let 
the embryos pass but retain the remains of the kernels. 
The fine sieve should have a mesh of 1 mm. If there 
are any embryos in the bottom sieve, add these to the 
beaker.

9.  Using a fine sieve, drain the NaOH-NaCl solution 
from the embryos and rinse in running water for 
approximately 10 s.

10.  If there is a large amount of chaff with the embryos, 
add water and remove the floating chaff.

11.1  Drain the embryos, place in a beaker and cover with 
lactic acid; or

11.2  Drain the embryos, place in a beaker and cover with 
lactic acid solution with methyl blue.

12.  Incubate overnight in an oven at 75 ±5 °C
13.  Using a fine sieve, drain the lactic acid from the 

embryos. The embryos can be made more transparent 
by being washed in ethanol or covered for a few 
minutes in 95 % ethanol. Cover the embryos with 
glycerol-ethanol (95 %)(1:2) solution or pure glycerol.

14.  Examine the embryos under the microscope according 
to ISTA method 7-013a. Compare with positive 
control (reference material).

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), 
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.

Media and solutions
Sulphuric acid

For safety reasons, ready-made sulphuric acid 25–37 % 
(by weight) is preferable.

If ready-made 25–37 % sulphuric acid is not available, 
add concentrated sulphuric acid to water. Not the 
reverse, never add water to acid! The density of H2SO4 
is 1.8356 g/ml. The quantity is calculated depending on 
the required concentration. 

Weight/density = volume.
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Hidróxido de sodio

Por razones de seguridad, es preferible usar la solución lis-
ta para usar de NaOH al 10–15 % o solución lista para usar 
de NaOH-NaCl.

Si éstas no están disponibles, disolver 130–175 g de 
pellets de hidróxido de sodio y 110–150 g de cloruro de 
sodio en 1 l de agua fría del grifo.

Solución de ácido láctico con azul de 
metilo

Acido láctico: 1000 ml
Azul de metilo: 0,16 g

Preparación

Mezclar bien

Referencias
Joelson, G. (1968). Laboratoriemetod för bestämning av 

naket sot hos korn. Årsredogörelse 1967–1968, Lokala 
Frökontrollen I Skara.

Joelson, G. (no date). Analys av naket sot enligt metod 
utarbetad I Skara av G.Joelson (available from the 
ISTA Secretariat).

Referencias de validación

ISTA (2011). Alternative embryo extraction procedure 
to 7-013b Ustilago nuda/Hordeum vulgare. Method 
Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.

ISTA (2021). Using methyl blue to stain Ustilago nuda 
hyphae in ISTA Methods 7-013a and 7-013b. Method 
Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.

Figura 1. Ustilago nuda en un embrión.
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Qualitätssicherung
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Keine.

Medien und Lösungen
Schwefelsäure

Aus Sicherheitsgründen ist vorzugsweise gebrauchsfertig 
hergestellte Schwefelsäure (25–37 %)(Gewichtsprozent) 
zu verwenden. 

Wenn keine fertige Schwefelsäure (25–37 %) verfüg-
bar ist, ist konzentrierte Schwefelsäure zu Wasser zu ge-
ben, nicht umgekehrt. Niemals ist Wasser in die Säure 
zu geben! Die Dichte von H2SO4 beträgt 1,8356 g/ml. Die 
Menge errechnet sich in Abhängigkeit von der geforderten 
Konzentration. 

Gewicht/Dichte = Volumen.

Natriumhydroxid‑Lösung

Aus Sicherheitsgründen ist vorzugsweise gebrauchsfertig 
hergestellte NaOH-Lösung (10–15 %) oder NaOH-NaCl 
zu verwenden. Wenn diese nicht verfügbar sind, sind 
130–175 g Natriumhydroxid-Pellets und 110–150 g Natri-
umchlorid in 1 l kaltem Leitungswasser zu lösen.

Milchsäure und Methylblau‑Lösung

Milchsäure: 1000 ml
Methylblau: 0,16 g

Preparation

Gründlich mischen.

Literaturquellen
Joelson, G. (1968). Laboratoriemetod för bestämning av 

naket sot hos korn. Årsredogörelse 1967–1968, Lokala 
Frökontrollen I Skara.

Joelson, G. (kein Datum). Analys av naket sot enligt metod 
utarbetad I Skara av G.Joelson (erhältlich beim ISTA-
Sekretariat).

Validierungsstudien

ISTA (2011). Alternative embryo extraction procedure 
to 7-013b Ustilago nuda/Hordeum vulgare. Method 
Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.

ISTA (2021). Using methyl blue to stain Ustilago nuda 
hyphae in ISTA Methods 7-013a and 7-013b. Method 
Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.

Abb. 1. Ustilago nuda in einem Embryo. 
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Hydroxide de sodium

Pour des raisons de sécurités, une solution de NaOH 10–
15 % ou de NaOH-NaCl prête à l’emploi est préférable.

Si il n’y en a pas de disponible, dissoudre 130–175 g de 
pastilles de soude et 110–150 g de chlorure de sodium dans 
1 l d’eau froide du robinet.

Solution d’acide lactique avec du bleu 
de méthyle

Acide lactique : 1000 ml
Bleu de méthyle : 0,16 g

Préparation

Mélanger complètement.

Références
Joelson, G. (1968). Laboratoriemetod för bestämning av 

naket sot hos korn. Årsredogörelse 1967–1968, Lokala 
Frökontrollen I Skara.

Joelson, G. (no date). Analys av naket sot enligt metod 
utarbetad I Skara av G.Joelson (erhältlich beim ISTA-
Sekretariat).

Études de validation

ISTA (2011). Alternative embryo extraction procedure 
to 7-013b Ustilago nuda/Hordeum vulgare. Method 
Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.

ISTA (2021). Using methyl blue to stain Ustilago nuda 
hyphae in ISTA Methods 7-013a and 7-013b. Method 
Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.

Figure 1. Ustilago nuda dans un embryon.

7-013b-5

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

Effective 1 January 2024

7‑
01

3b
: U

st
ila

go
 n

ud
a 

in
 H

or
de

um
 v

ul
ga

re
 s

ub
sp

. v
ul

ga
re

 (b
ar

le
y)

 b
y 

de
hu

lli
ng

 a
nd

 e
m

br
yo

 e
xt

ra
ct

io
n

Sodium hydroxide

For safety reasons, ready-made NaOH solution 10–15 % 
or ready-made NaOH-NaCl is preferable.

If these are not available, dissolve 130–175 g sodium 
hydroxide pellets and 110–150 g sodium chloride in 1 l 
of cold tap water.

Lactic acid solution with methyl blue

Lactic acid: 1000 ml
Methyl blue: 0.16 g

Preparation

Mix thoroughly.

References
Joelson, G. (1968). Laboratoriemetod för bestämning av 

naket sot hos korn. Årsredogörelse 1967–1968, Lokala 
Frökontrollen I Skara.

Joelson, G. (no date). Analys av naket sot enligt metod 
utarbetad I Skara av G.Joelson (available from the 
ISTA Secretariat).

Validation references

ISTA (2011). Alternative embryo extraction procedure 
to 7-013b Ustilago nuda/Hordeum vulgare. Method 
Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.

ISTA (2021). Using methyl blue to stain Ustilago nuda 
hyphae in ISTA Methods 7-013a and 7-013b. Method 
Validation Reports. International Seed Testing 
Association, Bassersdorf, Switzerland.

Figure 1. Ustilago nuda in an embryo.
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