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Informes de validación

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

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

Descargo de responsabilidad

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

Medidas de seguridad

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

Nota sobre el uso de traducciones

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

Publicado por
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Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Suiza

© 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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Anmerkung zur Benutzung der Übersetzungen

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

Études de validation

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

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

Limitation de responsabilité

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

Sécurité

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

Éditées par :
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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.

Published by
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7‑013a: Detección de Ustilago nuda por extracción 
embrionaria en semillas de Hordeum vulgare subsp. 
vulgare (cebada)

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

Preparado por: ISTA-PDC Method Validation 
Sub-committee

Autores: ISTA-PDC Method Validation Sub-committee

Historial de revisiones

Versión 1.0, 2001-11-20
Revisado 2001-11-20 J. Sheppard, V. Cockerell
Reimpreso 2003
Versión 1.1, 2008-01-01: Semilla tratada revisado, Infor-

me de resultados revisado
Versión 1.2, 2012-01-01: Renombrado 7-013a después de 

la introducción del método7-013b
Versión 1.3, 2013-01-01: Definición de preparación de la 

muestra
Versión 1.4, 2014-01-01: Evaluación: se adicionó compa-

ración con el control positivo
Versión 1.5, 2017-01-01: Informe de resultados revisado
Versión 1.6, 2021-01-01: Preparación de la muestra 

cambió a Tamaño de la muestra y párrafo revisado; 
Métodos, revisado

Versión 1.7, 2022-01-01: Antecedentes, Materiales, Méto-
dos, Medios y soluciones, y Referencias de validación 
revisado

Versión 1.8, 2024-01-01: Tamaño de la muestra y Figu-
ras, revisados

Antecedentes
Este método fue originalmente publicado en el ISTA Hand 
book of Seed Health Testing en noviembre de 1964 como 
S.3. N° 25 y revisado en 1988 por W. J Rennie, Agricultu-
ral Scientific Services, East Craigs, Edinburg, Scotland. El 
método se incorporó a la nueva versión revisada del Anexo 
del Capítulo 7, en el 2002, de la edición 1999 de las Reglas 
ISTA. El método fue nuevamente revisado por el Comité 
de Sanidad de Semillas de ISTA en el 2006 (Cockerell & 
Koenraadt, 2007) con la recomendación de aceptarlo por 
los próximos cinco años.

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
Cuando se prepara la solución acuosa de hidróxido de so-
dio, es esencial que la operación se lleve a cabo en una 
habitación bien ventilada; el analista debe usar ropa de 
protección completa.

Este procedimiento puede implicar el manejo de semi-
llas tratadas químicamente. Los analistas deben familiari-
zarse con los riesgos atribuidos a los tratamientos químicos 
en referencia a las hojas de datos de seguridad del material. 
Se debe evitar el contacto por inhalación, absorción de la 
piel o ingestión.

Semilla tratada
Este método puede ser usado para la detección de Ustilago 
nuda en semillas sin tratar y en semillas a las que les ha 
sido aplicado un tratamiento químico. (Definición de trata-
miento: 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. 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
Incubadora: programada a 20 ±2 °C
Campana extractora de humo
Tamices de bronce: malla de 1 mm (2 tamices adiciona-

les de mayor tamaño de malla pueden ser útiles, ver 
punto 2.3)

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑013a: Nachweis von Ustilago nuda an Samen von 
Hordeum vulgare subsp. vulgare (Gerste) durch 
Embryo‑Extraktion

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

Erstellt durch: ISTA-PDC Method Validation 
Sub-committee

Autoren: ISTA-PDC Method Validation Sub-committee

Revisionsstand

Version 1.0, 2001-11-20
2001-11-20: Revision J. Sheppard, V. Cockerell
Nachdruck 2003
Version 1.1, 2008-01-01: “Behandeltes Saatgut” überar-

beitet; “Berichterstattung der Ergebnisse” überarbeitet
Version 1.2, 2012-01-01: zu 7-013a umnummeriert
Version 1.3, 2013-01-01: Definition der Probengröße
Version 1.4, 2014-01-01: Positivkontrolle hinzugefügt
Version 1.5, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.6, 2021-01-01: „Probenvorbereitung“ geändert 

in „Probengröße“ und Überarbeitung des Absatzes; 
Überarbeitung der „Methoden“

Version 1.7, 2022-01-01: Überarbeitung der „Hinter-
grund“, „Material“, „Methoden“, „Medien und Lösun-
gen“ und „Validierungsstudien“

Version 1.8, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße 
und Abbildungen

Hintergrund
Die Methode ist im Original zunächst veröffentlicht wor-
den im ISTA Handbook of Seed Health Testing im Novem-
ber 1964 als S. 3 Nr. 25 und wurde 1988 von W J Rennie, 
Agricultural Scientific Services, East Craigs, Edinburgh, 
Scotland überprüft. Die Methode wurde 2002 in die neue 
revidierte Fassung des Anhangs zum Kapitel 7 der Aus-
gabe von 1999 der ISTA-Vorschriften übernommen. Die 
Methode wurde im Jahr 2006 durch das ISTA-Seed Health 
Committee überprüft (Cockerell & Koenraadt, 2007) und 
für weitere 5 Jahre anerkannt.

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
Die Herstellung der wässrigen Natriumhydroxid-Lösung 
muss in einem gut belüfteten Raum stattfinden, wobei das 
Personal Schutzkleidung zu tragen hat.

Bei der Untersuchung gebeizter Proben sind die ent-
sprechenden Sicherheitsdatenblätter der verwendeten 
Chemikalien zu beachten. Inhalation, Hautkontakt und 
Aufnahme in den Magen-Darm-Trakt müssen vermieden 
werden.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Die Methode kann zum Nachweis von Ustilago nuda an 
unbehandeltem und behandeltem (gebeiztem) Saatgut ver-
wendet werden. (Definition „Behandlung“: jegliches Ver-
fahren physikalischer, biologischer oder chemischer Natur, 
dem eine Saatgutpartie unterzogen wurde einschließlich 
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.

Material
Referenzmaterial: infizierte Körner oder anderes geeig-

netes Material
Inkubator: Temperaturbereich 20 ±2 °C
Abzug
Messingsiebe: 1 mm Maschenweite (2 zusätzliche Siebe 

mit einer größeren Maschenweite können nützlich sein 
(siehe 2.3)

Mikroskop: Durchlicht; ×25 und ×50 Vergrößerung
5 % Natriumhydroxid-Lösung: siehe unten

Effectives 1er janvier 2024
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7‑013a : Détection d’Ustilago nuda sur semences de 
Hordeum vulgare subsp. vulgare (orge) par méthode 
d’extraction d’embryons

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

Auteurs : Sous-Comité de Validation des Méthodes de 
l’ISTA-PDC

Préparé par : Sous-Comité de Validation des Méthodes 
de l’ISTA-PDC

Historique de la révision

Version 1.0, 2001-11-20
2001-11-20 : Révision J. Sheppard, V. Cockerell
Réimpression en 2003
Version 1.1, 2008-01-01 : « Traitement des semences » 

révisé ; « Indication des résultats » révisé
Version 1.2, 2012-01-01 : renumérotée de 7-013 à 7-013a
Version 1.3, 2013-01-01 : Définition de la taille de 

l’échantillon
Version 1.4, 2014-01-01 : Ajout de contrôle positif
Version 1.5, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

révisé
Version 1.6, 2021-01-01 : « Préparation de l’échantillon » 

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

Version 1.7, 2022-01-01 : « Historique », « Matériel », 
« Méthodes », « Milieux et solutions » et « Études de 
validation » révisés

Version 1.8, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » et 
Figures révisés

Historique
Cette méthode a été à l’origine éditée dans le ISTA Hand   ­
book of Seed Health Testing, novembre 1964, S.3 no 25, 
et révisé en 1988 par W.J. Rennie, Agricultural Scientific 
Services, East Craigs, Édimbourg, Écosse. La méthode a 
été incorporée à l’annexe révisée du Chapitre 7 en 2002 à 
partir de l’édition 1999 des Règles ISTA. La méthode a été 
révisée par le Comité de Qualité Sanitaire des Semences 
d’ISTA en 2006 (Cockerell & Koenraadt, 2007) avec la re-
commandation de l’accepter pour les cinq années à venir.

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
En préparant la solution aqueuse d’hydroxide de sodium, 
il est essentiel que l’opération soit effectuée dans une salle 
bien-aérée ; l’analyste devrait porter des vêtements de 
protection.

Ce procédé peut comporter la manipulation de se-
mences traitées chimiquement. Les analystes devraient 
se familiariser avec les risques attribués aux traitements 
chimiques en se référant aux fiches techniques de sécurité. 
Le contact par inhalation, absorption par la peau ou inges-
tion doit être évité.

Semences traitées
Cette méthode peut être employée pour détecter Ustilago 
nuda sur semences non traitées et sur semences sur les-
quelles un traitement chimique de semences a été appli-
qué. (Définition de traitement : Tout de processus, phy-
sique, biologique ou chimique, auquel un lot de semences 
est soumis. 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
Étuve : capable de maintenir une température de 20 ±2 °C
Sorbonne de laboratoire
Tamis : maille de 1 mm (2 tamis additionnels d’une plus 

grande maille peuvent être utiles (voir le point 2.3)
Microscope  : avec éclairage par le dessous, ×25 et ×50
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7‑013a: Detection of Ustilago nuda in Hordeum vulgare 
subsp. vulgare (barley) seed by embryo extraction

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

Prepared by: ISTA-PDC Method Validation 
Sub-committee

Authors: ISTA-PDC Method Validation Sub-committee

Revision history

Version 1.0, 2001-11-20
Revised 2001-11-20 J. Sheppard, V. Cockerell
Reprinted 2003
Version 1.1, 2008-01-01: Treated seed revised; 

Reporting results revised
Version 1.2, 2012-01-01: Renumbered 7-013a following 

introduction of method 7-013b
Version 1.3, 2013-01-01: Definition of sample 

preparation
Version 1.4, 2014-01-01: Examination: comparison with 

positive control added
Version 1.5, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 1.6, 2021-01-01: Sample preparation changed to 

Sample size and paragraph revised; Methods revised
Version 1.7, 2022-01-01: Background, Materials, 

Methods, Media and solutions, and Validation 
references revised

Version 1.8, 2024-01-01: Sample size and Figures 
revised

Background
This method was originally published in the ISTA 
Handbook of Seed Health Testing in November 1964 
as S.3. No. 25 and revised in 1988 by W J Rennie, 
Agricultural Scientific Services, East Craigs, Edinburgh, 
Scotland. The method was incorporated into the newly 
revised Annexe to Chapter 7 in 2002 from the 1999 
edition of the ISTA Rules. The method was reviewed 
by the ISTA Seed Health Committee (SHC) in 2006 
(Cockerell & Koenraadt, 2007) with the recommendation 
to accept for a further five years.

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
When preparing the aqueous sodium hydroxide solution, 
it is essential that the operation is carried out in a well-
ventilated room; the analyst should wear full protective 
clothing.

This procedure may involve the handling of chemically 
treated seed. Analysts should familiarise themselves with 
the risks attributed to chemical treatments by reference 
to the material safety data sheets. Contact by inhalation, 
skin absorption or ingestion must be avoided.

Treated seed
This method can be used to detect Ustilago nuda in 
untreated seed and in seed where a chemical seed 
treatment has been applied. (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 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
Incubator: operating at 20 ±2 °C
Fume cupboard
Brass sieves: 1 mm mesh (2 additional sieves of larger 

mesh size can be useful; see point 2.3)
Microscope: with substage illumination, ×25 and ×50 

magnification
5 % sodium hydroxide: see below
Lactic acid solution: see below
Optional methyl blue: see below
Glycerol (glycerine)

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-013a
Sample size description revised for consistency across methods.
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Microscopio: con iluminación proveniente desde debajo 
de la platina, aumento de 25× y 50×

5 % de hidróxido de sodio: ver debajo
Solución de ácido láctico: ver debajo
Azul de metilo opcional: ver debajo
Glicerol (glicerina)

Preparación de la muestra
Este ensayo puede ser llevado a cabo tanto en semillas tra-
tadas como no tratadas. Si es necesario, es posible analizar 
más repeticiones.

Métodos
1.  Extracción y limpieza de embriones
1.1  Poner las semillas en 1 l de solución acuosa recién pre-

parada de hidróxido de sodio (NaOH) al 5 % y mante-
ner a 20 °C durante 24 horas.

  PCC Una solución más débil de NaOH ó una tempe-
ratura más baja dificultara la extracción.

1.2  Después de embeber, toda la muestra debe transferirse 
a un recipiente adecuado y ser lavada con agua tibia 
para separar los embriones, los que aparecen a través 
de los pericarpios reblandecidos.

1.3  Recolectar los embriones en un tamiz con malla de 
1 mm. Se pueden usar tamices adicionales de mayor 
tamaño para recolectar trozos de endosperma y paja.

1.4  Transferir los embriones a una mezcla de cantidades 
iguales de glicerol y agua, en la cual se puede realizar 
una separación adicional de embriones y paja.

1.5.1  Transferir los embriones a un vaso de precipitado 
que contenga 50 ml de solución de ácido láctico y 
limpiarlos manteniendo la solución de ácido láctico 
en el punto de ebullición durante aproximadamente 
5 minutos, en una campana de extracción; o

1.5.2  Transferir los embriones a un vaso de precipitado 
que contenga 50 ml de solución de ácido láctico 
con azul de metileno y clarificarlos manteniendo la 
solución de ácido láctico en el punto de ebullición 
durante aproximadamente 5 minutos, en una cam-
pana de extracción.

1.6  Transferir los embriones a glicerol fresco para su eva-
luación El escutelo se vuelve más transparente cuando 
los embriones se dejan en glicerol durante 1–2 horas, 
lo que facilita la evaluación.

2.  Evaluación
2.1  Examinar los embriones con aumento de 16–25× con 

una adecuada iluminación para observar el micelio ca-
racterístico marrón dorado de U. nuda.

2.2  El micelio tiene aproximadamente de 3 µm de grosor, 
es de color marrón dorado y visible sin tinción (Fig. 1). 
La infección puede variar desde unos pocos filamentos 

de hifas cortas hasta la completa invasión de los tejidos 
del escutelo. Ocasionalmente, otros hongos distintos 
de U. nuda se presentan en el escutelo, pero general-
mente son de color más oscuro y bastante distintos. 
Cuando las paredes de las células se decoloran, pueden 
confundirse con el micelio de U. nuda, pero esto puede 
verificarse mediante un examen con aumento de 50× o 
mayor (Fig. 2). Comparar con el control positivo (ma-
terial 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 resultados negativos (patógeno no detec-
tado), los resultados deben ser informados como ‘no 
detectado’. 

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

Aseguramiento de calidad
Puntos críticos de control (PCC)

Donde la redacción de la Hoja de Trabajo original sugiere 
que una acción es crítica, ésta ha sido marcada como PCC.

Medios y soluciones
Solución de hidróxido de sodio al 5 % – 
opción A

La concentración exacta de la solución de hidróxido de 
sodio no es crítica.

Hidróxido de sodio en pellets: 50 g
Agua potable fría: 1 l

Preparación

1. Pesar 50 g de pellets de hidróxido de sodio.
2. Disolver los pellets de hidróxido de sodio en 1 l de 

agua de grifo fría. Es importante asegurarse de que 
todos los pellets estén completamente disueltos y esto 
requiere una constante agitación con una varilla de 
metal.
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Milchsäurelösung: siehe unten
Optional Methylblau: siehe unten
Glycerol (Glycerin)

Probenvorbereitung
Die Methode kann bei unbehandeltem und gebeiztem (be-
handeltem) Saatgut angewendet werden Bei Bedarf kön-
nen weitere Teilproben getestet werden.

Methoden
1.  Extraktion und Klärung der Embryonen
1.1  Saatgut in 1 l frisch zubereiteter 5-prozentiger Na-

triumhydroxid-Lösung (NaOH) bei 20 °C für 24 h 
schütteln.

  KKP Eine schwächere NaOH-Lösung oder eine nied-
rigere Temperatur erschweren die Extraktion.

1.2  Nach dem Einweichen die gesamte Probe in ein geeig-
netes Gefäß überführen und mit warmen Wasser wa-
schen, um sie vom aufgeweichten Perikarp zu trennen.

1.3  Auffangen der Embryonen in einem Sieb mit 1 mm 
Maschenweite. Mit zusätzlichen Sieben mit größerer 
Maschenweite können Teile des En do sperms und Sa-
menschalen aufgefangen werden.

1.4  Überführung der Embryonen in eine Lösung beste-
hend aus gleichen Teilen Wasser und Glycerin zur 
weiteren Abtrennung der Embryonen von anderen 
Kornbestandteilen.

1.5.1  Überführen der Embryonen in 50 ml Milchsäure-
lösung und anschließende Klärung durch 5-minü-
tiges Kochen in einem entsprechenden Gefäß unter 
einem Abzug; oder

1.5.2  Überführen der Embryonen in ein Becherglas, das 
50 ml Milchsäurelösung mit Methylblau enthält, 
und klären, indem die Milchsäurelösung bis zu 
5 Minuten lang im Abzug am Siedepunkt gehalten 
wird.

1.6  Zur Auswertung die Embryonen in frisches Glycerin 
überführen. Das Scutellum wird transparenter und es 
erleichtert die Untersuchung, wenn die Embryonen für 
1–2 h in Glycerin verbleiben.

2.  Auswertung
2.1  Bei 16- bis 25-facher Vergrößerung die Embryonen 

mit Durchlicht auf das Vorhandensein des charakteris-
tischen Myzels von Ustilago nuda untersuchen.

2.2  Das Myzel ist ungefähr 3 µm dick, von gold-brauner 
Farbe und auch ohne weitere Anfärbung zu erkennen 
(Abb. 1). Es können einzelne Hyphen bis hin zur voll-
ständigen Besiedlung des gesamten Scutellums auf-
treten. Gelegentlich taucht auch Myzel anderer Pilze 

auf, doch ist dieses meist deutlich dunkler und scharf 
abgegrenzt. Bei Entfärbung der Zellwände kann es zu 
einer Verwechselung mit Myzel von U. nuda kommen; 
in diesem Fall die Embryonen bei 50-facher oder hö-
herer Vergrößerung mikroskopieren (Abb. 2). Mit Po-
sitivkontrolle 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.

Qualitätssicherung
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Die Stellen, wo die Originalfassung des ISTA-Working 
Sheet auf kritische Arbeitsschritte hinweist, sind hier mit 
KKP gekennzeichnet.

Medien und Lösungen
NaOH‑Lösung 5 % – Methode A

Eine ganz genaue Einstellung der Konzentration der 
NaOH-Lösung ist nicht notwendig.

NaOH-Pellets: 50 g
Kaltes Leitungswasser: 1 l

Herstellung

1. 50 g NaOH-Pellets abwiegen
2.  NaOH-Pellets in 1 l kaltem Leitungswasser lösen. Es 

ist sicherzustellen, dass die Pellets komplett gelöst 
sind. Dazu muss die Lösung permanent mit einem 
Magnet rührstäbchen gerührt werden.

7-013a-4 Effectives 1er janvier 2024

Règles Internationales pour les Essais de SemencesMéthodes validées pour analyse sanitaire des semences

7‑
01

3a
 : 

U
st

ila
go

 n
ud

a 
su

r H
or

de
um

 v
ul

ga
re

 (o
rg

e)
 p

ar
 m

ét
ho

de
 d

’e
xt

ra
ct

io
n 

d’
em

br
yo

ns

Hydroxide de sodium 5 % : voir ci-dessous
Solution d’acide lactique : voir ci-dessous
Option au bleu de méthyle : voir ci-dessous
Glycérol (glycérine)

Préparation de l’échantillon
Ce test peut être effectué à la fois sur des semences trai-
tées et non traitées. D’autres réplicats peuvent être testés 
si nécessaire.

Méthodes
1.  Extraction et séparation des embryons
1.1  Placer les semences dans 1 l d’une solution à 5 % de 

l’hydroxide de sodium (NaOH) nouvellement préparée 
et maintenir à 20 °C pendant 24 h.

  CCP Une solution plus diluée de NaOH ou une tem-
pérature plus basse rendent l’extraction difficile.

1.2  Après le trempage, l’échantillon entier devrait être 
transféré dans un récipient approprié et être lavé dans 
l’eau chaude pour séparer les embryons, qui sortent par 
les péricarpes ramollis.

1.3  Rassembler les embryons dans un tamis de maille de 
1 mm. Des tamis additionnels avec de plus grandes 
mailles peuvent être utilisés pour récupérer des mor-
ceaux d’endosperme et de balles.

1.4  Transférer les embryons dans un mélange de glycé-
rol et d’eau à quantités égales, pour une séparation des 
embryons et des balles.

1.5.1  Transférer les embryons dans un bécher contenant 
50 ml de solution d’acide lactique et les éclaircir 
en maintenant la solution d’acide lactique au point 
d’ébullition jusqu’à un maximum de 5 min sous une 
sorbonne de laboratoire; ou

1.5.2  Transférer les embryons dans un bécher contenant 
50 ml de solution d’acide lactique avec du bleu de 
méthyle et les éclaircir en maintenant la solution 
d’acide lactique au point d’ébullition jusqu’à un 
maximum de 5 min sous une sorbonne de laboratoire.

1.6  Transférer les embryons dans une nouvelle solution 
de glycérol pour la lecture. Le scutellum devient plus 
transparent quand les embryons sont laissés dans le 
glycérol pendant 1–2 h, facilitant la lecture.

2.  Lecture
2.1  Examiner les embryons au grossissement ×16–25 avec 

une lumière par-dessous, pour le mycélium brun doré 
caractéristique du U. nuda.

2.2  Le mycélium a environ une épaisseur de 3 µm, est de 
couleur brun doré et observable sans coloration (Fig. 
1). L’infection peut varier de quelques hyphes courts à 

l’invasion des tissus du scutellum. De temps en temps 
des champignons autres que U. nuda se trouvent dans 
le scutellum mais sont habituellement plus foncés et 
distincts. Quand leurs parois se décolorent, ils peuvent 
être confondus avec le mycélium d’U. nuda, mais ceci 
peut être vérifié par observation au grossissement ×50 
ou supérieur (Fig. 2). Comparer avec le témoin positif 
(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)

Lorsque la méthode signale qu’une action est critique ceci 
a été identifié par CCP.

Milieux et solutions
Hydroxide de sodium à 5 % – option A

La concentration exacte de la solution d’hydroxide de so-
dium n’est pas critique. 

Granules d’hydroxyde de sodium : 50 g
Eau du robinet froide : 1 l

Préparation

1.  Peser 50 g de granules d’hydroxide de sodium.
2.  Dissoudre les granules d’hydroxide de sodium dans 1 

L d’eau du robinet froide. Il est important de s’assu-
rer que tous les granules sont complètement dissous et 
ceci nécessite une agitation constante avec une tige en 
métal.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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Sample preparation
This test can be carried out on both treated and untreated 
seed. Further sample replicates can be tested if required.

Methods
1.  Extraction and clearing of embryos
1.1  Place the seeds in 1 l of a freshly prepared 5 % aqueous 

solution of sodium hydroxide (NaOH) and maintain at 
20 °C for 24 h.

  CCP A weaker solution of NaOH or a lower 
temperature makes extraction difficult.

1.2  After soaking, the entire sample should be transferred 
to a suitable container and washed in warm water 
to separate the embryos, which appear through the 
softened pericarps.

1.3  Collect the embryos in a sieve of 1 mm mesh. 
Additional sieves of larger mesh can be used to collect 
pieces of endosperm and chaff.

1.4  Transfer the embryos to a mixture of equal quantities 
of glycerol and water in which further separation of 
the embryos and chaff can be made.

1.5.1  Transfer the embryos to a beaker containing 
50 ml of lactic acid solution and clear them by 
maintaining the lactic acid solution at boiling 
point for up to 5 min in a fume cupboard; or

1.5.2  Transfer the embryos to a beaker containing 50 ml 
of lactic acid solution with methyl blue and clear 
them by maintaining the lactic acid solution at 
boiling point for up to 5 min in a fume cupboard.

1.6  Transfer the embryos to fresh glycerol for examination. 
The scutellum becomes more transparent when 
embryos are left in glycerol for 1–2 h, making 
examination easier.

2.  Examination
2.1  Examine embryos at ×16–25 magnification with 

adequate substage illumination for the characteristic 
golden brown mycelium of U. nuda.

2.2  Mycelium is approximately 3 µm thick, is golden 
brown in colour and visible without a stain (Fig. 
1). Infection may vary from a few strands of short 
hyphae to complete invasion of the scutellum tissues. 
Occasionally fungi other than U. nuda occur in the 
scutellum but are usually darker in colour and quite 
distinct. When cell walls become discoloured they 
may be confused with mycelium of U. nuda, but 
this can be checked by examination at ×50 or higher 
magnification (Fig. 2). 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)

Where the wording of the original Working Sheet suggests 
that an action is critical this has been marked with CCP.

Media and solutions
5 % sodium hydroxide solution – option A

The exact concentration of the sodium hydroxide solution 
is not critical.

Sodium hydroxide pellets: 50 g
Cold tap water: 1 l

Preparation

1.  Weigh 50 g sodium hydroxide pellets.
2.  Dissolve sodium hydroxide pellets in 1 l of cold tap 

water. It is important to ensure that all the pellets are 
completely dissolved and this necessitates constant 
stirring with a metal rod.

5 % sodium hydroxide solution – option B

Sodium hydroxide can be purchased as 50 % stock 
solution.

Sodium hydroxide 50 %solution: 100 ml
Cold tap water: 900 ml

Preparation

Add 100 ml of 50 % stock solution to 900 ml cold tap 
water.
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Figura 1. a Ustilago nuda en un embrión. b U. nuda en un 
embrión con tinción. c Embriones infectados y sanos con 
tinción de azul de metilo.

Solución de hidróxido de sodio al 5 % – 
opción B

El hidróxido de sodio se puede comprar como una solución 
stock al 50 %

Solución de hidróxido de sodio al 50 %: 100 ml
Agua de grifo fría: 900 ml

Preparación

Agregar 100 ml de solución stock al 50 % en 900 ml de 
agua de grifo fría.

Solución de ácido láctico

Glicerina: 333,3 ml
Ácido láctico (90 % de puro, mínimo 88 % de pureza 

ensayada): 333,3 ml
Agua: 333,3 ml

a b

c
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Abb. 1. a Ustilago nuda in einem Embryo. b U. nuda in 
einem Embryo mit Färbung. c Infizierte und gesunde Em-
bryonen mit Methylblau-Färbung.

NaOH‑Lösung 5 % – Methode B

NaOH kann auch als 50-prozentige Stammlösung erwor-
ben werden.

NaOH 50 %: 100 ml
Kaltes Leitungswasser: 900 ml

Herstellung

100 ml einer 50-prozentigen Stammlösung zu 900 ml kal-
tem Leitungswasser geben.

Milchsäurelösung

Glycerin: 333,3 ml
Milchsäure (90 % rein; Mindestanforderung 88 % 

Reinheit): 333,3 ml
Wasser: 333,3 ml

Herstellung

1.  Gleiche Teile Glycerin, Milchsäure und Wasser voll-
ständig mischen

2.  Die fertige Lösung sollte klar und nahezu farblos sein. 
Ältere oder dem Licht ausgesetzte Lösungen werden 
gelblich. Die Lagerung erfolgt in braunen Flaschen 
unter Vermeidung von Lichtkontakt.

Option – Milchsäurelösung mit Methylblau: Zugabe 
von 0,16 g/l Methylblau zur Milchsäurelösung. Gründ-
lich mischen.

a b

c
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Figure 1. a Ustilago nuda dans un embryon. b U. nuda 
dans un embryon avec coloration. c Embryons infectés et 
sains avec coloration au bleu de méthyle.

Hydroxide de sodium à 5 % – option B

L’hydroxide de sodium peut être acheté en tant que solu-
tion courante à 50 %.

Solution d’hydroxide de sodium à 50 % : 100 ml
Eau du robinet froide : 900 ml

Préparation

Ajouter 100 ml de solution courante à 50 % à 900 ml d’eau 
du robinet froide.

Solution d’acide lactique

Glycérine : 333,3 ml
Acide lactique (pureté 90 %, minimum 88 %) :  

333,3 ml
Eau : 333,3 ml

Préparation

1.  Ajouter à parts égales la glycérine, l’acide lactique et 
l’eau. Mélanger complètement.

2.  La solution finale devrait être claire et presque sans 
couleur. La solution tournera au jaune avec le temps et 
l’exposition à la lumière. Conserver dans une bouteille 
colorée et éviter l’exposition à la lumière.

Option – Solution d’acide lactique avec du bleu de 
méthyle: Ajouter 0,16 g/l de bleu de méthyle à la so-
lution d’acide lactique. Mélanger complètement.

a b

c
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Figure 1. a Ustilago nuda in an embryo. b U. nuda in an 
embryo with stain. c Infected and healthy embryos with 
methyl blue stain.

a b

c

Lactic acid solution

Glycerine: 333.3 ml
Lactic acid (90 % pure, minimum assay 88 % 

purity): 333.3 ml
Water: 333.3 ml

Preparation

1.  Add equal parts of glycerine, lactic acid and water. 
Mix thoroughly.

2.  Final solution should be clear and almost colourless. 
The solution will turn yellow with age and exposure 
to light. Store in amber bottle and avoid exposure to 
light.

Option – Lactic acid solution with methyl blue: Add 
0.16 g/l of methyl blue to lactic acid solution. Mix 
thoroughly.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-013a
Figure images updated and captions revised.
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Preparación

1. Agregar partes iguales de glicerina, ácido láctico y 
agua. Mezclar bien.

2. La solución final debe ser clara casi incolora. La so-
lución se torna amarilla con el tiempo y la exposición 
a la luz. Almacenar en una botella ámbar y evitar la 
exposición a la luz.

Opción – Solución de ácido láctico con azul de metileno:  
Agregar 0,16 g/l de azul de metileno a la solución de 
ácido láctico. Mezclar bien.
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Scientia Agricola, 31, 559–565.

Simmonds, P. M. (1946). Detection of the loose smut fungi 
in embryos of barley and wheat. Scientia Agricola, 26, 
51–59.

Tempe, J. de (1976). Working group on temperate climate 
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