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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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Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Schweiz

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)
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Alle Rechte vorbehalten. Kein Teil dieses Werkes darf in irgendwelcher Form oder durch 
irgendwelchem Verfahren, sei es elektronisch, mechanisch, durch Fotokopie oder Tonauf-
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)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suisse
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Remarque sur l’utilisation des traductions

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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All rights reserved. No part of this publication may be reproduced, stored in any retrieval 
system or transmitted in any form or by any means, electronic, mechanical, photocopying, 
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7‑027: Detección de Pyrenophora teres y Pyrenophora 
graminea en semillas de Hordeum vulgare subsp. 
vulgare (cebada)

Hospedante: Hordeum vulgare L. subsp. vulgare
Patógeno(s): Pyrenophora teres Drechsler (Estado imper-

fecto Drechslera teres (Sacc.) Shoem.); Pyrenophora. 
graminea Ito & Kurib. (Estado imperfecto D. graminea 
(Rabenh. Ex Schlecht.) Shoem.)

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

Autores: Karin Sperlingsson1 y Guro Brodal2

 1Swedish Board of Agriculture, Seed Division, Box 
83, SE 268 22 Svalöv, Sweden

 E-mail: karin.sperlingsson@jordbruksverket.se
 2Bioforsk – Norwegian Institute for Agricultural and 

Environmental Research, Plant Health and Plant 
Protection Division, Høgskoleveien 7, N-1432 Ås, 
Norway

 E-mail: guro.brodal@bioforsk.no

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2011-01-01
Versión 1.1, 2014-01-01: Se agrega el control positivo, se 

agrega el nombre común del hospedante, se agrega el 
tamaño mínimo de la muestra

Versión 1.2, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado
Versión 1.3, 2021-01-01: Tamaño de la muestra, revisado
Versión 1.4, 2024-01-01: Tamaño de la muestra, revisado

Antecedentes
Pyrenophora teres y P. graminea son hongos trasmiti-
dos por la semilla en cebada. Las plantas infectadas con 
P. graminea no darán ninguna cosecha. La infección con 
P. teres transmitido por semilla contribuye a la reducción 
de la cosecha, especialmente si las plantas son infectadas 
tempranamente.

Los métodos anteriores publicados por ISTA para la 
detección de estos patógenos fueron, el método de papel 
secante congelado (1964a) en S.3. N° 6 (estriado de la hoja 
de cebada), revisado como Hoja de Trabajo N° 6 (2. ed) en 
1984 (Rennie y Tomlin, 1984) y Hoja de Trabajo S.3. N° 7 
(mancha en red de la cebada) (ISTA, 1964b).

El método osmótico fue inventado por Joelson en los 
1980s (Joelson, 1983). Él encontró que mediante el uso de 
un método que no está basado en las características mor-
fológicas, los costos disminuyeron como resultado de la 
reducción de la participación del personal y el rendimiento 
se incrementó. Con este método, las semillas son incuba-
das en papel de filtro humedecido con una solución de azú-
car. La presión osmótica del azúcar inhibe la germinación 
de las semillas (dándole su nombre al método). El méto-
do ésta basado en la capacidad de Pyrenophora spp. para 
producir pigmentos de color rojo ladrillo (antraquinonas) 
en el papel filtro mediante incubación de las semillas bajo 
ciertas condiciones (temperatura correcta, luz brillante y 
humedad adecuada). Sin embargo, el método no puede dis-
tinguir entre P. teres y P. gramínea porque ambas producen 
el mismo pigmento – catenarina (Engström et al., 1993). 
Los pigmentos cambian de color rojo ladrillo a violeta 
cuando se agrega una solución débil de NaOH.

Durante la década de los 90s, el Grupo de Trabajo 
Nórdico sobre Patología de Semillas organizó reuniones y 
análisis comparativos para armonizar los procedimientos 
y el desempeño del método osmótico para la detección de 
P. graminea/P. teres en semillas de cebada (Brodal et al., 
1994; Brodal, 1995). En 1994–1995, el subgrupo de traba-
jo del Comité de Enfermedad de Plantas de ISTA organizó 
un ensayo comparativo con el método osmótico (Brodal, 
1997).

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la determinación de 
Pyrenophora teres o P. graminea en semillas tratadas. Los 
tratamientos a la semilla pueden afectar el desempeño del 
método. (Definición de tratamiento: cualquier proceso fí-
sico, biológico o químico, al que es sometido un lote de 
semillas incluyendo las semillas recubiertas. Ver 7.2.3.)

Tamaño de 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.

Gültig ab 1. Januar 2024

Internationale Vorschriften für die Prüfung von Saatgut Validierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut
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7‑027: Nachweis von Pyrenophora teres und 
Pyrenophora graminea an Samen von Hordeum vulgare 
subsp. vulgare (Gerste)

Wirtspflanze: Hordeum vulgare L. subsp. vulgare
Krankheitserreger: Pyrenophora teres Drechsler (Ne-

benfruchtform Drechslera teres (Sacc.) Shoem.); 
Pyrenophora. graminea Ito & Kurib. (Nebenfrucht-
form D. graminea (Rabenh. Ex Schlecht.) Shoem.)

Erstellt durch: Nordic Seed Pathology Working Group 
und ISTA Seed Health Committee

Autoren: Karin Sperlingsson1 & Guro Brodal2

 1Swedish Board of Agriculture, Seed Division, Box 
83, SE-268 22 Svalöv, Schweden

 E-Mail: karin.sperlingsson@jordbruksverket.se
 2Bioforsk – Norwegian Institute for Agricultural and 

Environmental Research, Plant Health and Plant 
Protection Division, Høgskoleveien 7 N-1432 Ås, 
Norwegen

 E-Mail: guro.brodal@bioforsk.no

Revisionsstand

Version 1.0, 2011-01-01
Version 1.1, 2014-01-01: Positivkontrolle hinzugefügt; 

deutscher Name der Wirtspflanze hinzugefügt; Mini-
mal-Probengröße hinzugefügt

Version 1.2, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-
se“ überarbeitet

Version 1.3, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße
Version 1.4, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße

Hintergrund
Pyrenophora teres und P. graminea sind samenübertrag-
bare Pilze bei Gerste. P. graminea-infizierte Pflanzen bil-
den keinen Ertrag. Infektionen mit dem samenbürtigen 
P. teres verursachen Ertragsreduktionen, besonders wenn 
die Infektion der Pflanzen in frühen Entwicklungsstadien 
erfolgte.

Frühere von der ISTA veröffentlichte Methoden für 
den Nachweis dieser Krankheitserreger waren die Ge-
frier-Filterpapiermethode (1964a) in S.3. Nr. 6 (Streifen-
krankheit der Gerste), überarbeitet als Working Sheet Nr. 
6 (2. Ausgabe) im Jahr 1984 (Rennie & Tomlin, 1984), 
und Working Sheet S. 3. Nr. 7 (Netzfleckenkrankheit der 
Gerste)(ISTA, 1964b).

Die osmotische Methode wurde in den 80er Jahren 
von Joelson entwickelt (Joelson, 1983). Er stellte fest, 

dass sich bei der Verwendung einer Methode, die nicht 
auf morphologischen Eigenschaften basiert, die Untersu-
chungskosten aufgrund des reduzierten Personaleinsatzes 
und höheren Probendurchsatzes verringerten. Bei dieser 
Methode werden Samen auf einem mit Zuckerlösung ge-
tränktem Filterpapier inkubiert. Der osmotische Druck des 
Zuckers hemmt die Keimung der Samen (Namensgebung 
der Methode). Die Methode basiert auf der spezifischen 
Eigenschaft von Pyrenophora spp., ziegelrote Pigmente 
(Anthraquinone) auf Filterpapier bei Inkubation der Sa-
men unter spezifischen Bedingungen (korrekte Tempera-
tur, helles Licht und ausreichende Feuchtigkeit) zu bilden. 
Die Methode kann jedoch nicht zwischen P. teres und P. 
graminea unterscheiden, weil beide dasselbe Pigment 
bilden – Catenarin (Engström et al., 1993). Die Pigmente 
wechseln von ziegelroter zu violetter Farbe nach Zugabe 
einer schwachen NaOH-Lösung. 

Während der 90er Jahre organisierte eine Nordische 
Arbeitsgruppe für samenbürtige Krankheiten Treffen und 
Vergleichsuntersuchungen. Zielstellung war die Harmoni-
sierung der osmotischen Methode für den Nachweis von 
P. graminea/P. teres an Gerstensamen (Brodal et al., 1994; 
Brodal, 1995) hinsichtlich Verfahren und Ergebnis. In den 
Jahren 1994–1995 wurde von einer Unterarbeitsgruppe 
des ISTA Plant Disease Committee eine Vergleichsunter-
suchung für die osmotische Methode organisiert (Brodal, 
1997).

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung 
von Pyrenophora teres oder P. graminea an behandeltem 
(gebeiztem) Saatgut. Saatgutbehandlungen können die 
Aussagekraft dieser Methode beeinflussen. (Definition 
Behandlung: Jegliches Verfahren, physikalischer, biologi-
scher oder chemischer Natur, dem eine Saatgutpartie un-
terzogen wird, einschließlich Saatgutumhüllungen. 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.

Effectives 1er janvier 2024
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7‑027 : Détection de Pyrenophora teres et Pyrenophora 
graminea sur semences de Hordeum vulgare subsp. 
vulgare (orge)

Hôte : Hordeum vulgare L. subsp. vulgare
Pathogène(s) : Pyrenophora teres Drechsler (Stade im-

parfait Drechslera teres (Sacc.) Shoem.) ; Pyrenophora. 
graminea Ito & Kurib. (Stade imparfait D. graminea 
(Rabenh. Ex Schlecht.) Shoem.)

Préparé par : Groupe de travail nordique de pathologie 
des semences et SHC de l’ISTA

Auteurs : Karin Sperlingsson1 & Guro Brodal2

 1Swedish Board of Agriculture, Seed Division,Box 83, 
SE 268 22 Svalöv, Sweden

 Courriel : karin.sperlingsson@jordbruksverket.se
 2Bioforsk – Norwegian Institute for Agricultural and 

Environmental Research, Høgskoleveien 7, N-1432 
Ås, Norway

 Courriel : guro.brodal@bioforsk.no

Historique de la révision

Version 1.0, 2011-01-01
Version 1.1, 2014-01-01 : Ajout de contrôle positif ; 

ajout du nom commun de l’hôte ; ajout de la taille de 
l’échantillon minimum

Version 1.2, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 
révisé

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

Version 1.4, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » 
révisé

Historique
Pyrenophora teres et P. graminea sont des champignons 
transmis par semences d’orge. Les plantes infectées par 
P. graminea ne donnent aucun rendement. L’infection 
des semences par P. graminea contribue à la réduction du 
rendement, particulièrement si les plantes sont infectées 
précocément.

Les méthodes précédemment publiées par l’ISTA 
pour la détection de ces pathogènes étaient la méthode de 
congélation sur buvard (1964a) dans S. 3 No 6 (helmin-
thosporiose de l’orge), révisée dans fiche de travail No 6 
(2éme ed.) en 1984 (Rennie & Tomlin, 1984), et dans fiche 
de travail S. 3 No 7 (rayure réticulée)(ISTA, 1964b).

La méthode osmotique a été inventée par Joelson 
dans les années 1980 (Joelson, 1983). Il a montré qu’en 
utilisant une méthode non basée sur des caractéristiques 
morphologiques, les coûts étaient réduits car la charge de 
personnel diminuait et la productivité augmentait. Avec 
cette méthode, les semences sont incubées sur papier filtre 
humidifié par une solution de sucre. La pression osmo-
tique du sucre inhibe la germination des semences (ce qui 
donne son nom à la méthode). La méthode est basée sur 
la capacité de Pyrenophora spp. de produire des pigments 
rouge brique (anthraquinones) sur le papier filtre par incu-
bation des semences sous certaines conditions (tempéra-
ture correcte, lumière forte et humidité adéquate). Cepen-
dant, la méthode ne permet pas de distinguer P. teres de P. 
graminea car ils produisent le même pigment, catenarine 
(Engström et al., 1993). Les pigments passent du rouge 
brique au violet quand une solution de NaOH diluée est 
ajoutée.

Durant les années 1990, le groupe de travail nordique 
de pathologie des semences a organisé des réunions et 
tests comparatifs pour harmoniser les procédures et la per-
formance de la méthode osmotique, pour la détection de 
P. graminea/P. teres sur semences d’orge (Brodal et al., 
1994 ; Brodal, 1995). En 1994–1995, un test comparatif a 
été organisé sur la méthode osmotique par un sous-groupe 
de travail du SHC de l’ISTA (Brodal, 1997).

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détermination 
de Pyrenophora teres or P. graminea sur semences trai-
tées. Les traitements peuvent affecter la performance de la 
méthode. (Définition de traitement : tout processus, phy-
sique, 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) 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.
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7‑027: Detection of Pyrenophora teres and Pyrenophora 
graminea in Hordeum vulgare subsp. vulgare (barley) 
seed

Host: Hordeum vulgare L. subsp. vulgare
Pathogen(s): Pyrenophora teres Drechsler (Imperfect 

state Drechslera teres (Sacc.) Shoem.); Pyrenophora. 
graminea Ito & Kurib. (Imperfect state D. graminea 
(Rabenh. Ex Schlecht.) Shoem.)

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

Authors: Karin Sperlingsson1 & Guro Brodal2

 1Swedish Board of Agriculture, Seed Division, Box 
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Background
Pyrenophora teres and P. graminea are seed-transmitted 
fungi in barley. Plants infected with P. graminea will 
not give any yield. Infection with seed-borne P. teres 
contributes to yield reduction, especially if plants are 
infected early.

Previous methods published by ISTA for the detection 
of these pathogens were the freezing blotter method 
(1964a) in S. 3. No. 6 (barley leaf stripe), revised as 
Working Sheet No. 6 (2. ed) in 1984 (Rennie & Tomlin, 
1984), and Working Sheet S. 3. No. 7 (barley net blotch)
(ISTA, 1964b).

The osmotic method was invented by Joelson in the 
1980s (Joelson, 1983). He found that by using a method 
that is not based on morphological characteristics, costs 
were lowered as staff input was reduced and throughput 
increased. With this method, seeds are incubated on 
filter paper moistened by a sugar solution. The osmotic 
pressure from the sugar inhibits the germination of 
the seeds (giving the method its name). The method is 
based on the ability of Pyrenophora spp. to produce 
brick-red pigments (anthraquinones) on the filter paper 
by incubation of seeds under certain conditions (correct 
temperature, bright light and adequate moisture). 
However, the method cannot distinguish between P. teres 
and P. graminea because they produce the same pigment 
– catenarin (Engström et al., 1993). The pigments turn 
from brick-red to violet when a weak solution of NaOH 
is added.

During the 1990s, a Nordic working group on seed 
pathology organised meetings and comparative tests to 
harmonise procedures and performance of the osmotic 
method for detection of P. graminea/P. teres in barley 
seed (Brodal et al., 1994; Brodal, 1995). In 1994–1995, a 
comparative test with the osmotic method was organised 
by a sub-working group of the ISTA Plant Disease 
Committee (Brodal, 1997).

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of Pyrenophora teres or P. graminea 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.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-027
Sample size description revised for consistency across methods.
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Materiales
Material de referencia: semillas infectadas con 

Pyrenophora spp, con un nivel de infección conocido
Papel de filtro: Munktell Quality 1731, tamaño 162 mm 

de diámetro (para 50 semillas) o papel de filtro de una 
calidad adecuada. Para 100 semillas se necesita un ta-
maño más grande.

Azúcar: azúcar común de mesa, como la usada para el 
consumo humano

Placas de plástico: con tapas transparentes de cierre 
hermético

NaOH 1 %: la concentración exacta no es crítica
Herramienta de impresión: equipamiento que pueda 

marcar 50 ó 100 pocillos (hendiduras) de aproxima-
damente 3 mm de profundidad en el papel de filtro 
húmedo

Estufa: adecuada para operar a 90 ±5 °C
Incubadora: adecuada para operar a 22 ±2 °C durante la 

fase de oscuridad y a 26 ±2 °C durante la fase de luz
Tubos fluorescentes: tubos de luz día aptos para dar una 

iluminación de al menos 4000 lux (PCC)

Métodos
Pretratamiento
1.  Poner las semillas en bandejas o placas abiertas, en 

una capa delgada y calentar por 2 horas en una estufa a 
90 °C para reducir el crecimiento de saprófitos.

Preparación del sustrato
2.  Sumergir rápidamente el papel de filtro en la solución 

de azúcar (170 g de azúcar por litro) y drenar el exceso 
de solución.

3.  Perforar 50 ó 100 huecos en el papel de filtro.
4.  Poner el papel de filtro perforado en una placa con una 

tapa transparente de cierre hermético.
Siembra e incubación
5.  Las semillas son colocadas sobre el papel, una semilla 

por pocillo sembrada a mano o mediante una aspirado-
ra de conteo (si se dispone de una).

6.  Incubar las muestras por 7 días, alternando perío-
dos de luz brillante (al menos 4000 lux) por 16 ho-
ras a 26 ±2 °C y períodos de oscuridad por 8 horas a 
22 ±2 °C.

7.  Se debe incubar una muestra de semillas control con 
un nivel de infección conocido, bajo las mismas con-
diciones que las muestras de análisis u otro control 
adecuado.

Evaluación
8.  Sacar las semillas y verter la solución de NaOH al 1 % 

sobre el papel de filtro. Se utilizan aproximadamente 
15 ml para un papel con 50 pocillos y el doble de esa 
cantidad para un papel con 100 pocillos. El pigmen-
to de color rojo ladrillo cambiará inmediatamente a 
un color violeta. Contar las manchas pigmentadas de 
color violeta bajo una lámpara de aumento. Las man-
chas muy tenues (es decir, las manchas más pequeñas 
sin color violeta distintivo) no deben ser registradas 
(Figs. 1–3). Comparar con el control positivo (material 
de referencia).

Métodos generales
Chequeo de tolerancias: Las tolerancias proporcionan 

un medio para evaluar si la variación en el resultado 
dentro o entre los análisis es lo suficientemente amplia 
como para crear dudas acerca de la exactitud de los 
resultados. Las tolerancias adecuadas que se pueden 
aplicar directamente a la mayoría de los análisis de sa-
nidad de semillas, se pueden encontrar en la Tabla 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 deben ser 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 
indicar el porcentaje de semillas infectadas.

Aseguramiento de calidad
Este análisis sólo debe ser realizado por personal que haya 
sido entrenado en el método o bajo la supervisión directa 
de alguien con experiencia.

Puntos críticos de control (PCC)

Es esencial que los tubos proporcionen al menos 4000 lux.
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Material
Referenzmaterial: mit Pyrenophora spp. infizierte Kör-

ner mit bekanntem Infektionsgrad
Filterpapier: Munktell Qualität 1731, Größe 162 mm 

Durchmesser (für 50 Samen) oder Filterpapier ver-
gleichbarer Qualität. Für 100 Samen werden größere 
Abmessungen benötigt. 

Zucker: handelsüblicher Haushaltszucker
Plastikgefäße: mit durchsichtigem festschließendem 

Deckel
NaOH: 1 % (die genaue Konzentration ist nicht 

ent schei dend)
Stanz-Werkzeug: Ausrüstung, die 50 oder 100 Vertiefun-

gen (Eindrücke) von ungefähr 3 mm Tiefe in feuchtes 
Filterpapier machen kann

Trockenschrank: Temperaturbereich 90 ±5 °C
Inkubator: Betrieb bei 22 ±2 °C während der Dunkel-

phase und 26 ±2 °C während der Lichtphase
Fluoreszenzlampe: Tageslichtlampe mit einer Beleuch-

tungsstärke von mindestens 4000 Lux (KKP)

Methoden
Vorbehandlung
1.  Die Samen werden auf Tabletts oder offenen Schalen 

in dünnen Schichten ausgelegt und für 2 h im Trocken-
schrank bei 90 °C erhitzt, um das Wachstum von Sap-
rophyten zu unterdrücken.

Vorbereitung des Substrates
2.  Das Filterpapier in die Zuckerlösung (170 g/l) zügig 

eintauchen und die überschüssige Flüssigkeit abtrop-
fen lassen.

3.  50 oder 100 Vertiefungen in das Filterpapier drücken.
4.  Überführen des vorbereiteten Filterpapiers in ein fla-

ches Gefäß mit festschließendem, durchsichtigem 
Deckel.

Auslegen und Inkubation
5.  Die Samen werden auf dem Papier ausgelegt, ein Sa-

men je Vertiefung, entweder per Hand oder mittels Va-
kuumgerät, soweit verfügbar.

6.  Inkubation der Proben für 7 Tage bei Wechsellicht 
mit Lichtphase (mindestens 4000 Lux) für 16 h bei 
26 ±2 °C und Dunkelphase für 8 h bei 22 ±2 °C.

7.  Eine Kontrollprobe von Samen mit bekanntem Infek-
tionsgrad muss unter denselben Versuchsbedingungen 
wie die Untersuchungsproben mitgeführt werden oder 
eine andere geeignete Kontrolle.

Untersuchung
8.  Die Samen entfernen und das Filterpapier mit 1-pro-

zentige NaOH begießen. Ca. 15 ml werden für Fil-
terpapiere mit 50 Vertiefungen benötigt, die doppelte 
Menge für 100 Vertiefungen. Das ziegelrote Pigment 
verfärbt sich sofort violett. Die violett-verfärbten Fle-
cken sind mittels einer Lupe zu zählen. Sehr schwache 
Flecken (z. B. kleine Flecken ohne deutliche Violett-
färbung) werden nicht berücksichtigt (Abb. 1–3). Mit 
Positivkontrolle vergleichen (Referenzmaterial).

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 
Diese Untersuchung sollte nur durch Personen ausgeführt 
werden, die entsprechende Erfahrungen bei der Identifika-
tion von pilzlichen Erregern haben bzw. unter der direkten 
Anleitung einer Person, die die entsprechenden Kenntnis-
se besitzt.

Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Es ist notwendig, Lampen zu verwenden, die mindestens 
4000 Lux Beleuchtungsstärke aufweisen.
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Matériel
Les points critiques de contrôle sont indiqués par CCP.

Matériel de référence : semences infectées par Pyr­
enophora spp. avec un niveau d’infection connu

Papier filtre : qualité Munktell 1731, taille 162 mm de 
diamètre (pour 50 semences) ou papier filtre d’une 
qualité correspondante. Pour 100 semences, une taille 
supérieure est nécessaire.

Sucre : sucre de table ordinaire, utilisé pour l’alimenta-
tion humaine

1 % NaOH : la concentration exacte n’est pas critique
Équipement d’impression : permettant de presser 50 à 

100 emplacements (indentations) d’environ 3 mm de 
profondeur dans le papier filtre humide

Étuve : capable d’opérer à 90 ±5 °C
Étuve : capable d’opérer à 22 ±2 °C pendant la phase à 

l’obscurité et à 26 ±2 °C pendant la phase éclairée
Fluorescence : lampe lumière du jour d’une puissance 

d’au moins 4000 lux (CCP)

Méthodes
Prétraitement
1.  Placer les semences en couche fine dans des contenants 

ouverts ou des plateaux et chauffer pendant 2 h dans un 
four à 90 °C pour réduire la croissance des saprophytes.

Préparation du substrat 
2.  Tremper rapidement le papier filtre dans la solution de 

sucre (170 g de sucre par litre) et enlever l’excès de 
solution.

3.  Imprimer 50–100 emplacements dans le papier filtre.
4.  Mettre le papier portant les emplacements dans un 

contenant transparent de taille ajustée.
Ensemencement et incubation
5.  Les semences sont placées sur le papier, une par em-

placement, à la main ou avec un compteur à vide (si 
disponible).

6.  Incuber les échantillons pendant 7 jours avec une al-
ternance lumière intense (au moins 4 000 lux) 16 h à 
26 ±2 °C et obscurité 8 h à 22 ±2 °C.

7.  Un témoin constitué de semences contaminées de ni-
veau d’infection connu ou un autre témoin adapté, doit 
être incubé dans les mêmes conditions que l’échantil-
lon en test.

Observation
8.  Enlever les semences et ajouter une solution de NaOH 

à 1 % sur le papier filtre. Environ 15 ml sont utilisés 
pour un papier de 50 emplacements. Doubler cette 
quantité pour un papier de 100 emplacements. Le pig-
ment de couleur rouge brique changera immédiatement 
de couleur pour devenir violet. Compter les spots de 
pigments de couleur violette sous une lampe équipée 
d’une loupe grossissante. Les spots très légers (spots 
plus petits avec une couleur violette indistincte) ne 
doivent pas être comptés (Figs. 1–3). Comparer avec le 
témoin positif (culture de référence).

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

Points critiques de contrôle (CCP)

Il est essentiel que les lampes éclairent à au moins 4000 
lux.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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Materials
Reference material: infected seeds of Pyrenophora 

spp. with a known infection level
Filter paper: Munktell Quality 1731, size 162 mm 

in diameter (for 50 seeds) or filter paper of a 
corresponding quality. For 100 seeds, a larger size is 
needed.

Sugar: ordinary table sugar, as used for human 
consumption

Plastic plates: with transparent tightly-fitting tops
1 % NaOH: the exact concentration is not critical
Impression tool: equipment that can press 50 or 100 

wells (indentations) of approximately 3 mm depth in 
moist filter paper

Oven: capable of operating at 90 ±5 °C
Incubator: capable of operating at 22 ±2 °C during the 

dark phase and at 26 ±2 °C during the light phase
Fluorescent lamp: daylight lamp capable of an 

illumination of at least 4000 lux (CCP)

Methods
Pretreatment
1.  Place the seeds in open trays or dishes in a thin layer 

and heat for 2 h in an oven at 90 °C to reduce the 
growth of saprophytes.

Preparation of substrate
2.  Quickly dip the filter paper in the sugar solution 

(170 g sugar per litre) and drain off surplus solution.
3.  Punch 50 or 100 hollows in the filter paper.
4.  Put the punched filter paper in a plate with a tight-

fitting transparent lid.
Plating and incubation
5.  The seeds are placed on the paper, one seed per well, 

by hand or by vacuum counter (if available)
6.  Incubate samples for 7 days with alternating bright 

light (at least 4000 lux) for 16 hours at 26 ±2 °C and 
darkness for 8 hours at 22 ±2 °C.

7.  A control sample of seed with known infection must 
be incubated under the same conditions as the test 
samples or other suitable control.

Examination
8.  Remove the seeds and pour 1 % NaOH solution onto 

the filter paper. Approximately 15 ml is used for 
a paper with 50 wells, and double that amount for 
a paper with 100 wells. The brick-red pigment will 
immediately change colour to violet. Count the violet-
coloured pigmented spots under a magnifying lamp. 
Very faint spots (i.e. smaller spots with no distinct 
violet colour) should not be recorded (Figs. 1–3). 
Compare with positive control (reference material).

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

Critical control points (CCP)

It is essential that the lamps provide at least 4000 lux.
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Figura 1. Una placa luego de la incubación de las semillas.

Figura 2. Una placa luego de remover las semillas incubadas, antes de agregar la solución de NaOH.

Gültig ab 1. Januar 2024

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

7-027-5

7‑
02

7:
 P

yr
en

op
ho

ra
 te

re
s 

un
d 

Py
re

no
ph

or
a 

gr
am

in
ea

 a
n 

H
or

de
um

 v
ul

ga
re

 (G
er

st
e)

Abb. 1. Schale nach der Inkubation der Samen.

Abb. 2. Schale nach Entfernen der inkubierten Samen, vor der Zugabe der NaOH-Lösung.
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Figure 1. Une boîte après incubation des semences.

Figure 2. Une boîte après que les semences incubées aient été enlevées, avant addition de solution de NaOH.
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Figure 1. A dish after seed incubation.

Figure 2. A dish after removal of incubated seeds, before addition of NaOH solution.
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Figura 3. Ampliación de manchas visibles en los papeles secantes, luego de agregar la solución de NaOH. Manchas 
tenues que no se registran (arriba) y manchas normales a ser registradas (abajo).

Medio y soluciones
Solución de azúcar

Disolver 170 g de azúcar de mesa (sacarosa) en 1 l de agua 
desionizada o agua del grifo. El agua destilada no es ade-
cuada, debido a cierta hidrólisis del azúcar que produce 
acidificación.

La solución de azúcar no debe ser almacenada por más 
de una semana, y la temperatura durante el almacenaje no 
debe exceder los 25 °C. Si hay alguna sospecha de creci-
miento de microorganismos, la solución de azúcar no debe 
ser utilizada.

Hidróxido de sodio

Disolver 10 g de pellets de NaOH en 1 l de agua del grifo.

7-027-6 Gültig ab 1. Januar 2024
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Medien und Lösungen
Zuckerlösung

170 g Haushaltszucker( Sucrose) sind in 1 l deionisiertem 
Wasser oder Leitungswasser zu lösen. Destilliertes Wasser 
ist nicht geeignet aufgrund der Hydrolyse, die zur Ansäu-
erung führt.

Die Zuckerlösung sollte nicht länger als 1 Woche ge-
lagert werden. Die Lagerungstemperatur darf 25 °C nicht 
übersteigen. Sollte der Verdacht auf Wachstum von Mik-
roorganismen gegeben sein, darf die Zuckerlösung nicht 
verwendet werden.

Natriumhydroxid

10 g Natriumhydroxid-pellets sind in 1 l Leitungswasser 
zu lösen.

Abb. 3. Vergrößerte Ansicht vorhandener Flecken auf dem Filterpapier nach Zugabe der NaOH-Lösung. Schwach sicht-
bare Flecken, die nicht gezählt werden (oben) und normal erkennbare Flecken, die gezählt werden (unten).
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Figure 3. Grossissement des spots observés sur les buvards après addition de solution de NaOH. Spots légers qui ne 
doivent pas être comptés (haut) et spots normaux à compter (bas).

Milieux et solutions
Solution de sucre

Dissoudre 170 g de sucre de table (sucrose) dans 1 l d’eau 
du robinet ou désionisée. L’eau distillée n’est pas adap-
tée du fait d’une hydrolyse du sucre, qui aboutit à une 
acidification.

La solution de sucre ne soit pas être stockée plus d’une 
semaine et la température pendant le stockage ne doit pas 
excéder 25 °C. S’il y a un doute sur la croissance de micro-
organismes, la solution de sucre ne doit pas être utilisée.

Hydroxide de sodium

Dissoudre des pastilles de 10 g de NaOH dans 1 l d’eau 
du robinet.
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Media and solutions
Sugar solution

Dissolve 170 gof table sugar (sucrose) in 1 l deionised 
or tap water. Distilled water is not suitable, due to some 
hydrolysis of the sugar, which leads to acidification.

The sugar solution should not be stored for more than 
one week, and the temperature during storage should 
not exceed 25 °C. If there is any suspicion of growth of 
microorganisms, the sugar solution must not be used.

Sodium hydroxide

Dissolve 10 gNaOH pellets in 1 l of tap water.

Figure 3. Enlargement of spots visible on the blotters after addition of NaOH solution. Faint spots not to be recorded 
(above) and normal spots to be recorded (below).
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