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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:
Internationalen Vereinigung für Saatgutprüfung (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Schweiz

© 2024 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655
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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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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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Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Switzerland
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Online ISSN 2310-3655
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7‑007: Detección de Alternaria linicola, Botrytis 
cinerea y Colletotrichum lini en semillas de Linum 
usitatissimum (lino)

Hospedante: Linum usitatissimum L.
Patógeno(s): Alternaria linicola J.W.Groves & 

Skolko; Botrytis cinerea Pers. ex Pers. (Estado 
perfecto Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whet-
zel, syn. Sclerotinia fuckeliana (de Bary) Fuckel.); 
Colletotrichum lini (Westerd.) Tochinai, syn. C. 
linicola Pethybr. & Laff.

Autores: V. Grimault1, I. Serandat1, C. Brochard1,  
R. Kohen2, S. Brière3

 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, BP 90024, 49071 
Beaucouzé CEDEX, France

 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
 2Official Seed Testing Laboratory, The Volcani Center 

A.R.O., Bet-Dagan 50520, Israel
 E-mail: rkohen@volcani.agri.gov.il
 3Canadian Food Inspection Agency, 3851 Fallowfield 

Road, Ottawa, Ontario, Canada
 E-mail: stephan.briere@inspection.gc.ca

Historial de revisiones

Versión 2.0, 2014-01-01: Reemplazo de los métodos 
7-007, 7-017 y 7-018

Versión 2.1, 2016-01-01: Corrección del texto
Versión 2.2, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado
Versión 2.3, 2021-01-01: Tamaño de la muestra y Méto-

dos, revisados
Versión 2.4, 2024-01-01: Tamaño de la muestra y Figu-

ras, revisados

Antecedentes
Se utilizaron tres métodos ISTA (7-007, 7-017, 7-018) para 
detectar los tres principales patógenos de semillas de lino, 
Botrytis cinerea, Alternaria linicola, Colletotrichum lini.  
El Comité de Sanidad de Semilla de ISTA decidió fusio-
nar estos tres métodos en uno más sencillo para detectar 
los tres patógenos. Se compararon estos tres métodos y 
se identificaron las condiciones que variaban entre cada 
método y también con los otros métodos ya existentes de 
ISTA. Se realizó un análisis previo en GEVES para com-
parar la concentración de estreptomicina, la temperatura, 
la luz y el medio de cultivo en cuatro repeticiones de 100 
semillas. Todas las condiciones estudiadas permitieron 
la detección de los tres patógenos; la adición de estrep-
tomicina en una dosis de 50 mg/l, en el medio de culti-
vo, permitió evitar el desarrollo de bacterias y al mismo 

tiempo no afectó la detección de los tres patógenos. Luego 
se realizó una validación entre los tres laboratorios par-
ticipantes comparando las cinco condiciones propuestas. 
En base a estos resultados, se propuso un nuevo método 
para detectar los tres patógenos de Linum con un único 
método. En este método pueden ser utilizados dos me-
dios de cultivo: agar papa dextrosa o agar malta con es-
treptomicina, la semillas se incuban durante 9 d a 20 °C 
alternando entre 12 h al resguardo de la luz y luego 12 h 
bajo luz NUV para promover la esporulación, si se presen-
ta dificultad para la identificación de los patógenos. Los 
estudios de validación mostraron que estos métodos per-
miten la detección de Alternaria linicola, Botrytis cinerea 
y Colletotrichum lini en un umbral de 1 % con 100 % de 
especificidad y una sensibilidad de 73,77 y 100 % para 
Botrytis cinerea, Colletotrichum lini y Alternaria linicola 
respectivamente. El análisis comparativo fue organizado 
por el Comité de Sanidad de Semilla de International Seed 
Testing Association. 

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la detección de 
Alternaria linicola, Botrytis cinerea y Colletotrichum lini 
en semilla tratada. Las semillas con algún tratamiento pue-
den afectar el funcionamiento del método. (Definición de 
tratamiento: cualquier proceso, físico, biológico o quími-
co, al que es sometido un lote de semilla, incluyendo las 
semillas recubiertas. Ver 7.2.3.)

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra (número total de semillas a anali-
zar) depende del uso previsto, del nivel máximo de infec-
ción aceptable y de la sensibilidad analítica del método. El 
tamaño mínimo de muestra debe ser 400 semillas.

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

terial apropiado
Placas de PDA o MA con sulfato de estreptomici-

na: placas Petri de 90 mm (una placa por 10 semillas)
Incubadora: programada a 20 ±2 °C, equipada con lám-

paras de luz ultravioleta-cercano (NUV, con un pico en 
360 nm; ej.: color número 08, Phillips, BLB, Sylvania) 
controlados por temporizador

Gültig ab 1. Januar 2024
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7‑007: Nachweis von Alternaria linicola, Botrytis 
cinerea und Colletotrichum lini an Samen von Linum 
usitatissimum (Lein, Flachs)

Wirtspflanze: Linum usitatissimum L.
Krankheitserreger: Alternaria linicola J.W.Groves & 

Skolko; Botrytis cinerea Pers. ex Pers. (Hauptfrucht-
form Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel, syn. 
Sclerotinia fuckeliana (de Bary) Fuckel.); Colleto­
trichum lini (Westerd.) Tochinai, syn. C. linicola 
Pethybr. & Laff.

Autoren: V. Grimault1, I. Serandat1, C. Brochard1, R. 
Kohen2, S. Brière3

 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, BP 90024, 49071 
Beaucouzé CEDEX, France

 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
 2Official Seed Testing Laboratory, The Volcani Center 

A.R.O., Bet-Dagan 50520, Israel
 E-mail: rkohen@volcani.agri.gov.il
 3Canadian Food Inspection Agency, 3851 Fallowfield 

Road, Ottawa, Ontario, Canada
 E-mail: stephan.briere@inspection.gc.ca

Revisionsstand

Version 2.0, 2014-01-01: Ersatz der Methoden 7-007, 
7-017 und 7-018

Version 2.1, 2016-01-01: Textkorrekturen
Version 2.2, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 2.3, 2021-01-01: Überarbeitung der Probengröße 

und der Methoden
Version 2.4, 2024-01-01: Überarbeitung der Probengröße 

und Abbildungen

Hintergrund 
Drei ISTA-Methoden (7-007, 7-017 und 7-018) wur-
den zum Nachweis der drei wichtigen Krankheitserre-
ger an Leinsamen, Botrytis cinerea, Alternaria linicola, 
Colletotrichum lini, verwendet. Das Seed Health Commit-
tee der ISTA entschied sich, diese drei zu einer einzigen 
Methode zum Nachweis der drei Erreger zu vereinigen. 
Diese drei Methoden wurden verglichen und Konditionen, 
die zwischen diesen Methoden als auch mit anderen beste-
henden ISTA-Methoden differierten, wurden identifiziert. 
Ein Vortest wurde im GEVES durchgeführt, um die Kon-
zentration an Streptomycin, die Temperatur, Licht und Sub-
strat an 4 Wiederholungen von 100 Samen zu vergleichen. 
Alle untersuchten Konditionen erlaubten den Nachweis 

der drei Erreger. Der Zusatz von 50 mg/l Streptomycin im 
Medium verhinderte die Entwicklung von Bakterien und 
beeinträchtigte dabei nicht den Nachweis der drei Erreger. 
Eine Peer-Validierung zum Vergleich der fünf vorgeschla-
genen Konditionen wurde zwischen den drei teilnehmen-
den Laboren durchgeführt. Auf der Grundlage dieser Er-
gebnisse wurde eine einzige neue Methode zum Nachweis 
der Erreger bei Linum vorgeschlagen. Bei dieser Methode 
können zwei Medien genutzt werden: Kartoffel-Dextro-
se-Agar oder Malz-Agar mit Streptomycin. Die Samen 
werden bei 20 °C in Dunkelheit für 9 Tage und dann bei 
12 h NUV/12 h Dunkelheit inkubiert, um die Sporulation 
zu fördern, wenn es ein Problem bei der Identifikation des 
Erregers gibt. Die Validierungsstudien zeigten, dass diese 
Methode einen Nachweis von Alternaria linicola, Botrytis 
cinerea und Colletotrichum lini bei einem Grenzwert von 
1 %, bei einer Genauigkeit von 100 % und einer Emp-
findlichkeit von 73, 77 und 100 % für Botrytis cinerea, 
Colletotrichum lini bzw. Alternaria linicola erlaubt. Der 
Vergleichstest wurde durch das International Seed Testing 
Association Seed Health Committee organisiert.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung von 
Alternaria linicola, Botrytis cinerea und Colletotrichum 
lini an behandeltem Saatgut. Saatgutbehandlungen können 
die Aussagekraft dieser Methode beeinflussen. 

(Definition Behandlung: Jegliches Verfahren physi-
kalischer, biologischer oder chemischer Natur, dem eine 
Saatgutpartie unterzogen wird, einschließlich Saatgutum-
hüllungen. Siehe 7.2.3.).

Probengröße
Der Probengröße (Gesamtzahl der zu untersuchenden Sa-
men) hängt vom Verwendungszweck, dem maximal ak-
zeptablen Infektionsniveau und der analytischen Empfind-
lichkeit der Methode ab. Die Mindestprobengröße sollte 
400 Samen betragen.

Material
Referenzmaterial: Die Nutzung von Referenzkulturen 

oder anderer geeigneter Materialien wird empfohlen.

Effectives 1er janvier 2024
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7‑007 : Détection de Alternaria linicola, Botrytis 
cinerea et Colletotrichum lini sur semences de Linum 
usitatissimum (lin)

Hôte : Linum usitatissimum L.
Pathogène(s) : Alternaria linicola J.W.Groves & Skolko ; 

Botrytis cinerea Pers. ex Pers. (Stade parfait Botryotinia 
fuckeliana (de Bary) Whetzel, syn. Sclerotinia 
fuckeliana (de Bary) Fuckel.) ; Colletotrichum lini 
(Westerd.) Tochinai, syn. C. linicola Pethybr. & Laff.

Auteurs : V. Grimault1, I. Serandat1, C. Brochard1, R. 
Kohen2, S. Brière3

 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, BP 90024, 49071 
Beaucouzé CEDEX, France

 Courriel : valerie.grimault@geves.fr
 2Official Seed Testing Laboratory, The Volcani Center 

A.R.O., Bet-Dagan 50520, Israël
 Courriel : rkohen@volcani.agri.gov.il
 3Canadian Food Inspection Agency, 3851 Fallowfield 

Road, Ottawa, Ontario, Canada
 Courriel : stephan.briere@inspection.gc.ca

Historique de la révision

Version 2.0, 2014-01-01 : Remplacement des méthodes 
7-007, 7-017 et 7-018

Version 2.1, 2016-01-01 : Corrections du texte
Version 2.2, 2017-01-01 : « Indications des résultats » 

révisé
Version 2.3, 2021-01-01 : « Taille de l’échantillon » et 

« Méthodes » révisés
Version 2.4, 2024-01-01 : « Taille de l’échantillon » et 

Figures révisés

Historique
Trois méthodes ISTA (7-007, 7-017, 7-018) étaient 
jusqu’alors utilisées pour détecter les trois pathogènes prin-
cipaux des semences de lin ; Botrytis cinerea, Alternaria 
linicola, Colletotrichum lini. Le Comité de Qualité Sani-
taire des Semences de l’ISTA a décidé de regrouper ces 
trois méthodes en une seule pour détecter les trois patho-
gènes. Ces trois méthodes ont été comparées et les para-
mètres qui varient entre ces méthodes ainsi qu’entre les 
autres méthodes ISTA existantes ont été identifiés. Un pré-
test a été mis en place par le GEVES pour comparer la 
concentration de streptomycine, la température, la lumière 
ainsi que le milieu de quatre répétitions de 100 semences. 
Toutes les conditions testées ont bien permis la détection 
des trois pathogènes, et une addition de streptomycine à 50 

mg/l dans le milieu a permis d’éviter le développement de 
bactéries et n’a pas affecté la détection des trois pathogènes. 
Une étude de validation a ensuite été menée par trois labo-
ratoires participants en comparant les cinq conditions pro-
posées. Sur la base de ces résultats, une nouvelle méthode 
a été proposée pour détecter les trois pathogènes de Linum 
en une seule analyse. Dans cette méthode, deux milieux 
peuvent être utilisés : Potato Dextrose Agar ou Malt Agar 
avec streptomycine, les semences sont incubées à 20 °C 
dans le noir pendant 9 jours puis éventuellement sous 12 h 
de NUV/12 h d’obscurité pour améliorer la sporulation si 
l’on rencontre des difficultés à identifier le pathogène. Les 
études de validation ont montrées que cette méthode per-
mettait la détection d’Alternaria linicola, Botrytis cinerea 
et Colletotrichum lini. A un seuil de 1 à 100 % de spécifi-
cité et avec une sensibilité de 73, 77 et 100 % pour Botrytis 
cinerea, Colletotrichum lini et al.ternaria linicola respec-
tivement. Le test comparatif a été organisé par le Comité 
de Santé des Semences de l’Association Internationale 
pour les Essais de Semences (ISTA).

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détection d’Alter­
naria linicola, Botrytis cinerea et Colletotrichum lini sur 
semences traitées. Les traitements de semences peuvent 
affecter la performance de la méthode.

(Définition d’un traitement : tout procédé physique, 
biologique ou chimique auquel un lot de semence est sou-
mis, à l’inclusion des enrobages de 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.

Matériel
Matériel de référence : cultures de référence ou autre 

matériel approprié
Boîtes de PDA ou MA avec sulfate de streptomy-

cine : Boîtes de Petri de 90 mm (une pour 10 semences)

7-007-3

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

Effective 1 January 2024

7‑
00

7:
 A

lte
rn

ar
ia

 li
ni

co
la

, B
ot

ry
tis

 c
in

er
ea

 a
nd

 C
ol

le
to

tr
ic

hu
m

 li
ni

 in
 L

in
um

 u
si

ta
tis

si
m

um
 (fl

ax
)

7‑007: Detection of Alternaria linicola, Botrytis cinerea 
and Colletotrichum lini in Linum usitatissimum (flax, 
linseed) seed

Host: Linum usitatissimum L.
Pathogen(s): Alternaria linicola J.W.Groves & Skolko; 

Botrytis cinerea Pers. ex Pers. (Perfect state Botryotinia 
fuckeliana (de Bary) Whetzel, syn. Sclerotinia 
fuckeliana (de Bary) Fuckel.); Colletotrichum lini 
(Westerd.) Tochinai, syn. C. linicola Pethybr. & Laff.

Authors: V. Grimault1, I. Serandat1, C. Brochard1, R. 
Kohen2, S. Brière3

 1GEVES-SNES, rue Georges Morel, BP 90024, 
49071 Beaucouzé CEDEX, France

 E-mail: valerie.grimault@geves.fr
 2Official Seed Testing Laboratory, The Volcani 

Center A.R.O., Bet-Dagan 50520, Israel
 E-mail: rkohen@volcani.agri.gov.il
 3Canadian Food Inspection Agency, 3851 Fallowfield 

Road, Ottawa, Ontario, Canada
 E-mail: stephan.briere@inspection.gc.ca

Revision history

Version 2.0, 2014-01-01: Replacement of methods 
7-007, 7-017 and 7-018

Version 2.1, 2016-01-01: Corrections to text
Version 2.2, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 2.3, 2021-01-01: Sample size and Methods 

revised
Version 2.4, 2024-01-01: Sample size and Figures 

revised

Background
Three ISTA methods (7-007, 7-017 and 7-018) were used 
to detect the three main pathogens of flax seeds, Botrytis 
cinerea, Alternaria linicola, Colletotrichum lini. The 
Seed Health Committee of ISTA decided to amalgamate 
these three methods in a simple one to detect the three 
pathogens. These three methods were compared and 
conditions which varied between these methods and 
also with the other ISTA existing ones were identified. 
A pretest was carried out in GEVES to compare the 
concentration of streptomycin, temperature, light and 
medium on four replicates of 100 seeds. All conditions 
tested allowed the detection of the three pathogens, and 
addition of streptomycin at 50 mg/l in the media allowed 
to avoid the development of bacteria and at the same time 

did not affect the detection of the three pathogens. A peer 
validation between the three participating laboratories 
was then carried out by comparing the five proposed 
conditions. Based on these results, a new method was 
proposed to detect the three pathogens of Linum with only 
one method. In this method, two media can be used: potato 
dextrose agar or malt agar with streptomycin, seeds are 
incubated at 20 °C, in darkness for 9 days and then under 
12 h NUV/12 h dark to enhance sporulation if problem 
for pathogen identification occurs. The validation studies 
showed that this method allowed detection of Alternaria 
linicola, Botrytis cinerea, and Colletotrichum lini at a 
threshold of 1 % with 100 % specificity and a sensibility 
of 73, 77 and 100 % for Botrytis cinerea, Colletotrichum 
lini and Alternaria linicola respectively. The comparative 
test has been organised by International Seed Testing 
Association Seed Health Committee.

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of Alternaria linicola, Botrytis cinerea and Colletotrichum 
lini on treated seed. Seed treatments may affect the 
performance of the method. (Definition of treatment: any 
process, physical, biological or chemical, to which a seed 
lot is subjected, including seed coatings. See 7.2.3.).

Sample size
The sample size (total number of seeds to be tested) 
depends on intended use, the maximum acceptable 
infection level and the analytical sensitivity of the 
method. The minimum sample size should be 400 seeds.

Materials
Reference material: reference cultures or other 

appropriate material
PDA or MA plates with streptomycin sulphate: 90 mm 

Petri dishes (one per 10 seeds)
Incubator: capable of operating at 20 ±2 °C, equipped 

with timer-controlled near-ultraviolet light (NUV, 
peak at 360 nm)

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-007
Sample size description revised for consistency across methods.
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Métodos
1.  Pretratamiento: Ninguno.
2.  Siembra: Colocar asépticamente un máximo de 10 se-

millas por cada placa, uniformemente distribuidas en la 
superficie del agar en cada placa de PDA o MA.

3.  Incubación: Incubar las placas 9 d a 20 °C al resguardo 
de la luz.

4.  Material de referencia: Subcultivar el material de re-
ferencia en una placa de PDA o MA al mismo tiempo 
en que son sembradas e incubadas las placas para el 
análisis.

5.  Evaluación: Después de 9 d de incubación, evaluar 
las placas para Alternaria linicola, Botrytis cinerea y 
Colletotrichum lini. Registrar el número de semillas 
infectadas con cada patógeno, por cada placa.

6.  Prolongación de la incubación: Si no se observa es-
porulación a los 9 días, extender la incubación a 20 °C 
con períodos alternados de 12 h de oscuridad y luz 
NUV para obtener esporas, hasta 14 d después de la 
siembra. Evaluar las placas para Alternaria linicola, 
Botrytis cinerea y Colletotricum lini.

7.  Registro: Registrar el número de semillas infectadas 
con cada patógeno, por cada placa.

8.  Criterios de identificación
8.1  Alternaria linicola: Examinar las placas para colonias 

densas de color gris oliva, de 1,5–3 cm de diámetro. 
Algunas colonias de Alternaria spp. saprofítica pueden 
parecerse a las de A. linicola, pero se diagnostican los 
conidios de A. linicola (Fig. 1). Por lo tanto, las colo-
nias deben ser examinadas bajo un aumento de 50× a 
100×. Los conidióforos son simples, se presentan por 
separado o en manojos, sin ramificar, erectos, a menu-
do geniculados, con 1–2 o más cicatrices, son de color 
oliva pálido y septados. Se forman conidios aislados, 
de paredes suaves, marrón oliva, cónicos elongados a 
elipsoidales u obclavados, gradualmente se van estre-
chando hacia la punta. La punta es larga, ocasional-
mente ramificadas entre 4–16 µm con septas trans-
versales y ocasionalmente 1–4 septas longitudinales, 
a veces ligeramente constreñidas en la septa, 16–230 
× 3–4,5 µm (Fig. 2) (Corlett & Corlett 1999; David 
1991; Malone & Muskett 1997). El tamaño de los coni-
dios (cuerpo y punta) se presenta como una indicación, 
pero no debe ser tomado como un criterio compulsivo 
de identificación. El tamaño de los conidios depende 
del medio de cultivo, aislamiento, condiciones de cre-
cimiento: dependiendo de las referencias se han des-
cripto como (13–)15–18(–22,5) × (3–)3,5–4(–4,5) μm 
(Damm et al., 2014) o 20–130 × (7–)17–24(–30) µm 
(anónimos, 1991). Pueden observarse en los hipocóti-
los y cotiledones de algunas plántulas infectadas, tra-
zos cortos y rojos y zonas acuosas (Fig. 3).

8.2  Botrytis cinérea: Examinar las raíces que muestran pu-
drición blanda y estén cubiertas por abundante micelio 
gris (Fig. 4) o sólo micelio muy plano, difuso y no aé-
reo, con posibilidad de producir esclerocios (Fig. 5). 

En el agar, después del 5 d, las colonias miden hasta 
5 cm de diámetro. La identificación puede ser chequea-
da con un microscopio de alta potencia (aumento de 
200×). Los micelios con hifas en forma de cinta produ-
cen racimos de conidióforos ramificados, con conidios 
hialinos, ovoides unicelulares entre 8–11 × 6–10 µm 
(Fig. 6). Cuando los analistas están familiarizados con 
los hongos, es suficiente un examen a simple vista para 
identificarlo (Muskett 1941; Tempe 1963; Malone & 
Muskett 1997; Ellis & Waller 1974 ).

8.3  Colletotrichum lini: C. lini es fácilmente reconocido en 
un examen visual. Evaluar las placas para colonias de 
color rosado a color salmón (Fig. 7). Las colonias de C. 
lini son similares a finas lanas grises en el centro a rosa 
salmón en el borde exterior. En todo el agar adyacente 
a la semilla pueden estar dispersos cuerpos globosos 
oscuros (acérvulos) (Fig. 8). Surgen de la base de cada 
acérvulo unos pelos largos característicos, oscuros 
ahusados o setas de 2–5 septas de 60–120 × 2–4 µm. 
Aparecen sobre la semilla y el agar adyacente a ésta, 
masas conidiales de color naranja brillante. Los coni-
dios son hialinos, oblongos en forma de mancuernas, 
unicelulares, de extremos rectos entre 9–15 × 3–4 µm 
(Malone & Muskett 1997; Kulshrestha et al. 1976). 
Se debe registrar el número de semillas infectadas por 
cada placa.

Métodos generales
Chequeo de tolerancias: Las tolerancias proporcionan 

un medio para evaluar si la variación en los resultados 
dentro de los análisis o entre ellos, es lo suficientemen-
te amplia como para suscitar dudas sobre la exactitud 
de los resultados. Las tolerancias adecuadas, que pue-
den aplicarse directamente a la mayoría de los análisis 
de sanidad de semilla, pueden encontrarse en las Tablas 
5B del Capítulo 5 de las Reglas ISTA o en la Tabla G1 
en Miles (1963). 

Informe de resultados: El resultado de un análisis de sa-
nidad de semilla debe indicar, el nombre científico del 
patógeno detectado y el método de análisis utilizado. 
Cuando se informa en un Certificado ISTA, los resulta-
dos se ingresan bajo ‘Otras determinaciones’.

  El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas. 

  En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado), el resultado debe ser informado como ‘no 
detectado’. 

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

7-007-4 Gültig ab 1. Januar 2024
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PDA- oder MA-Platten mit Streptomycinsulphat:
 90 mm Petrischalen (eine für 10 Samen)
Inkubator: Temperaturbereich 20 ±2 °C, mit Zeitschal-

tung und UV- nahem Licht (NUV, 360 nm). 

Methoden
1.  Vorbehandlung: Keine.
2.  Plattieren: Unter sterilen Bedingungen maximal 10 

Samen je Petrischale im gleichmäßigen Abstand auf 
der Agar-Oberfläche von jeder PDA- oder MA-Platte 
auslegen. 

3.  Inkubation: Die Platten für 9 Tage bei 20 °C im Dun-
keln inkubieren. 12-h Wechselintervalle von Dunkel-
heit und NUV-Licht können als Alternative zu voll-
ständiger Dunkelheit eingesetzt werden.

4.  Referenzmaterial: Eine Referenzkultur auf einer PDA- 
oder MA-Platte zur selben Zeit wie die ausgelegten Sa-
men kultivieren und mit den Testplatten inkubieren.

5.  Auswertung: Nach 9 Tagen Inkubation die Plat-
ten auf Alternaria linicola, Botrytis cinerea und 
Colletotrichum lini prüfen. Die Anzahl der infizierten 
Samen je Platte und je Krankheitserreger ermitteln.

6.  Verlängerung der Inkubation: Nur bei Verzicht auf 
NUV-Licht. Wenn keine Sporulation nach 9 Tagen be-
obachtet wird, ist die Inkubation bei 20 °C und 12 h 
Dunkelheit/12 NUV-Licht auf insgesamt 14 Tage, 
gezählt vom Inkubationsbeginn, zu verlängern. Die 
Platten auf Alternaria linicola, Botrytis cinerea und 
Colletotrichum lini prüfen. 

7.  Bestimmung: Die Anzahl der infizierten Samen je 
Platte und je Krankheitserreger bestimmen.

8.  Identifikationsmerkmale
8.1  Alternaria linicola: Die Platten auf dichte, oliv-graue 

Kolonien von 1,5–3 cm Durchmesser prüfen. Einige 
Kolonien von saprophytischen Alternaria spp. kön-
nen denen von A. linicola ähnlich sein, aber die Ko-
nidien von A. linicola führen zur Diagnose (Abb. 1). 
Die Kolonien sollten deshalb unter 50- bis 100-facher 
Vergrößerung beurteilt werden. Die Konidienträger 
sind einfach, einzeln oder in Bündeln auftretend, un-
verzweigt, aufrecht, oft aneinandergereiht (genikuliert) 
mit 1-2 oder mehr Einkerbungen, blass oliv-braun und 
septiert. Konidien werden einzeln gebildet, sind glatt-
wandig, olivbraun, länglich kegelförmig bis ellipsoid 
oder an der Basis verdickt und verjüngen sich allmäh-
lich zum Ende hin (schnabelförmig). Die schnabelför-
migen Endzellen sind länglich, manchmal verzweigt 
muriform 4–16 μm mit Querseptierungen und gele-
gentlich 1–4 Längsseptierungen, manchmal schwach 
eingeschnürt an den Septierungen (Abb. 2), 16–230 × 
3–4,5 µm (Corlett & Corlett 1999; David 1991; Malo-
ne & Muskett 1997). Die Größe der Konidien (Körper 
und Schnabel) wird als Hinweis angegeben, sollte aber 

kein zwingendes Identifikationskriterium sein. Die 
Größe der Konidien hängt von den Wachstumsmedi-
en, dem Isolat und den Wachstumsbedingungen ab: je 
nach Referenzen wurden sie beschrieben als (13–)15–
18(–22,5) × (3–)3,5–4(–4,5) μm (Damm et al., 2014) 
oder 20–130 × (7–)17–24(–30) µm (anonym, 1991). 
Kurze rote strichförmige Flecken und von Wasser auf-
gequol¬lene Areale können an Hypokotyl und Keim-
blättern bei einigen infizierten Keimlingen sichtbar 
sein (Abb. 3).

8.2  Botrytis cinerea: Die Wurzeln, die Weichfäule zeigen 
oder bedeckt sind von üppigem, grauen Mycel (Abb. 4) 
oder nur sehr breitem, diffusen und nicht luftigen My-
cel, eventuell Sklerotien bildend (Abb. 5) untersuchen. 
Kolonien haben nach 5 Tagen einen Durchmesser bis 
zu 5 cm. Die Identifizierung kann mittels eines Mikro-
skops bei 200-facher Vergrößerung überprüft werden. 
Hier zeigen sich band-artige Hyphen, an denen sich 
Bündel verzweigter Konidienträger mit oval-hyalinen, 
einzelligen Konidien 8–11 × 6–19 μm (Abb. 6) bilden. 
Wenn sich das Laborpersonal mit dem Pilz gut aus-
kennt, ist die Untersuchung mit bloßem Auge ausrei-
chend. (Muskett & Malone 1941; Tempe 1963; Malone 
& Muskett 1997; Ellis & Waller 1974).

8.3  Colletotrichum lini: C. lini ist leicht bei visueller Prü-
fung zu erkennen. Die Platten sind auf Befall mit pink- 
bis lachsfarbenen Kolonien zu kontrollieren (Abb. 7). 
Die Beschaffenheit der Kolonien von C. lini reicht von 
fein, wollig, grau im Zentrum, bis lachsfarben, rosa 
im Außenbereich. Dunkle, kugelförmige Fruchtkör-
per (Acervuli) können im zum Samen angrenzenden 
Agar verstreut sein. (Abb. 8). Charakteristische, lange, 
schwarze, zugespitzte Haare oder Borsten, 2- bis 5-fach 
septiert, die bei 60- bis 120-facher Vergrößerung 2–4 
μm messen, erheben sich aus dem Grund von jedem 
Acervulus. Helle, orangefarbene Massen von Konidien 
treten am Samen und angrenzendem Agar auf. Die Ko-
nidien sind hyalin, länglich bis hantelförmig, einzellig, 
mit geraden Enden; sie messen bei 9- bis 15-facher 
Vergrößerung 3–4 μm (Malone & Muskett 1997; Kuls-
hrestha et al., 1976). Die Zahl der infizierten Samen 
jeder Platte bestimmen.

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).

7-007-4 Effectives 1er janvier 2024
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Étuve : capable de fonctionner à 20 ±2 °C, équipé avec 
une minuterie contrôlant la lumière ultraviolet (NUV, 
pic à 360 nm).

Méthodes
1.  Prétraitement: Aucun.
2.  Ensemencement : Placer aseptiquement 10 semences 

maximum par boîte, régulièrement réparties sur la sur-
face d’agar de chaque boîte de PDA ou MA.

3.  Incubation : Incuber les boîtes pendant 9 jours à 
20 °C dans l’obscurité. Une alternance de périodes de 
12 h obscurité et lumière noire peut aussi être utilisée 
comme option pour compléter l’obscurité.

4.  Matériel de référence : Repiquer une culture de réfé-
rence sur une boîte de PDA ou MA au même moment 
que les semences de l’échantillon et incuber avec les 
boîtes d’analyse.

5.  Lecture : Après 9 jours d’incubation, examiner les 
boîtes pour la détection d’Alternaria linicola, Botrytis 
cinerea et Colletotrichum lini. Noter le nombre de 
graines infectées pour chaque boîte et pour chaque 
pathogène.

6.  Prolongation de l’incubation : Seulement en cas d’uti-
lisation sans NUV. Si aucune sporulation n’est obser-
vée après 9 jours, étendre l’incubation jusqu’à 14 jours 
après mise à 20 °C en alternant des périodes de 12 h 
d’obscurité/12 h de NUV pour obtenir des spores. Exa-
miner les boîtes pour la détection d’Alternaria linicola, 
Botrytis cinerea et Colletotrichum lini. 

7.  Noter : Noter le nombre de graines infectées pour 
chaque boîte et pour chaque pathogène.

8.  Critères d’identification
8.1  Alternaria linicola : Examiner les boîtes pour détecter 

des colonies denses gris olive d’environ 1,5–3 cm de 
diamètre. Certaines colonies d’Alternaria spp. sapro-
phytes peuvent ressembler à celles d’A. linicola mais 
les conidies d’A. linicola sont spécifiques (Fig. 1). Les 
colonies doivent donc être examinées sous grossisse-
ment ×50 ou ×100. Les conidiophores sont simples, 
apparaissant seuls ou en paquet, non ramifiés, érigés, 
souvent géniculés, avec 1–2 cicatrices ou plus, brun 
olive pâles et cloisonnés. Les conidies solitaires ont 
une paroi fine, sont brun olive, allongées en forme de 
cône à ellipsoidales ou de massue, s’effilant progres-
sivement vers le bec. Le bec est long, occasionnelle-
ment ramifié, muriforme de 4–16 μm avec des septae 
et occasionnellement 1–4 septa longitudinaux, par-
fois légèrement resserrés au niveau des septa (Fig. 2), 
16–230 × 3–4,5 µm (Corlett & Corlett, 1999 ; David, 
1991 ; Malone & Muskett, 1997). La taille des coni-
dies (corps et bec) est donnée en indication mais ne 

doit pas être un critère d’indentification obligatoire. La 
taille des conidies dépend du milieu de croissance, de 
l’isolat, des conditions de culture : en fonction des réfé-
rences elles ont été décrites de (13–)15–18(–22,5) × 
(3–)3,5–4(–4,5) µm (Damm et al., 2014) ou 20–130 × 
(7–)17–24(–30) µm (anonyme, 1991). De courtes stries 
rouges et des zones huileuses peuvent être visibles sur 
les hypocotyles et les cotylédons de certaines plantules 
infectées (Fig. 3).

8.2  Botrytis cinerea: Examiner les racines montrant une 
pourriture molle et couvertes par du mycélium gris 
abondant (Fig. 4) ou juste par un mycélium très plat, 
diffus et non aérien, produisant parfois des sclérotes 
(Fig. 5). Les colonies sur agar mesurent jusqu’à 5 cm 
de diamètre après 5 jours. L’identification peut être 
vérifiée au microscope à haute puissance (×200). Le 
mycélium présente des hyphes en ruban produisant des 
groupes de conidiophores en arbuscules, avec des coni-
dies ovoïdes hyalines, unicellulaires 8–11 × 6–18 µm 
(Fig. 6). Quand les analystes sont expérimentés, la 
lecture à l’œil nu est suffisante pour l’identification 
(Muskett & Malone, 1941 ; Tempe, 1963 ; Malone & 
Muskett, 1997 ; Ellis & Waller, 1974).

8.3  Colletotrichum lini: C. lini est facilement reconnais-
sable par observation visuelle. Observer les boîtes pour 
rechercher des colonies rose pâle à saumon (Fig. 7). 
Les colonies de C. lini sont gris nuage au centre à rose 
saumon en périphérie. Des organes de fructification 
sombres et globuleux (acervules) peuvent être dissémi-
nés sur l’agar autour de la semence (Fig. 8). Des soies 
caractéristiques, noires et effilées avec 2–5 septa, de 
60–120 × 2–4 µm sortent de la base de chaque acer-
vule. Des masses de conidies orange clair apparaissent 
sur la semence et sur l’agar autour de la semence. Les 
conidies sont hyalines, oblongues ou en forme d’al-
tères, formées d’une seule cellule avec des extrémités 
droites, de 9–15 × 3–4 µm (Malone & Muskett, 1997; 
Kulshrestha et al., 1976). Noter le nombre de semences 
infectées dans chaque boîte.

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).

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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Methods
1.  Pretreatment: None.
2.  Plating: Aseptically place a maximum of 10 seeds 

per plate, evenly spaced, onto the agar surface of each 
PDA or MA plate.

3.  Incubation: Incubate plates for 9 days at 20 °C in 
the dark. Alternating 12 h periods of darkness and 
NUV light can also be used as an option to complete 
darkness.

4.  Reference material: Subculture a reference culture to 
a PDA or MA plate at the same time the seeds are 
plated and incubate with the test plates.

5.  Examination: After 9 days of incubation, examine 
plates for Alternaria linicola, Botrytis cinerea and 
Colletotrichum lini. Record the number of infected 
seeds in each plate, for each pathogen.

6.  Prolongation of incubation: Only for use without 
NUV light. If no sporulation is observed at 9 days, 
extend incubation at 20 °C with alternating 12 h 
periods of darkness and NUV to obtain spores until 
14 days after plating. Examine plates for Alternaria 
linicola, Botrytis cinerea and Colletotrichum lini.

7. Record: Record the number of infected seeds in each 
plate, for each pathogen.

8. Identification criteria
8.1  Alternaria linicola: Examine plates for dense olive-

grey colonies, 1.5–3 cm diameter. Some colonies of 
saprophytic Alternaria spp. can resemble those of  
A. linicola but the conidia of A. linicola are diagnostic 
(Fig. 1). Colonies should therefore be examined under 
×50–100 magnification. Conidiophores are simple, 
occurring singly or in bundles, unbranched, erect, 
often geniculate, with 1–2 or more scars, pale olive-
brown and septate. Conidia form singly, are smooth 
walled, olive-brown, elongated conical to ellipsoid 
or obclavate, gradually tapering towards the beak. 
The beak is long, occasionally branched, muriform 
4–16 μm with transverse septa and occasionally 1–4 
longitudinal septa, sometimes slightly constricted 
at the septa, 16–230 × 3–4.5 µm (Fig. 2) (Corlett 
& Corlett 1999; David 1991; Malone & Muskett 
1997). The size of conidia (body and beak) is given 
as an indication but should not be a compulsory 
identification criterion. Size of conidia depends on the 
growth media, isolate, growth conditions: depending 
on references they have been described as (13–) 
15–18(–22.5) × (3–)3.5–4(–4.5) μm (Damm et al., 
2014) or 20–130 × (7–)17–24(–30) µm (anonymous, 
1991). Short red streaks and water soaked areas may 
be visible on the hypocotyls and cotyledons of some 
infected seedlings (Fig. 3).

8.2  Botrytis cinerea: Examine for roots showing a soft 
rot and covered by abundant grey mycelium (Fig. 
4) or just mycelium very flat, diffuse and not aerial, 

possibility of sclerotia producing (Fig. 5). Colonies 
on agar measure up to 5 cm in diameter after 5 
days. Identification can be checked by high-power 
microscope (magnification ×200). Mycelium of 
tape-like hyphae producing bunches of branching 
conidiophores with ovoid-hyaline one-celled conidia 
8–11 × 6–19 μm (Fig. 6). When analysts are familiar 
with the fungus, naked eye examination is sufficient 
for identification (Muskett & Malone 1941; Tempe 
1963; Malone & Muskett 1997; Ellis & Waller 1974).

8.3  Colletotrichum lini: Easily recognised by visual 
examination. Examine the plates for shell pink to 
salmon coloured colonies (Fig. 7). Colonies of C. lini 
are a fine woolly-grey at the centre to salmon pink at 
the outer edge. Dark globose fruiting bodies (acervuli) 
may be scattered throughout the agar adjacent to the 
seed (Fig. 8). Characteristic long, black tapering hairs 
or setae 2–5 septate, 60–120 × 2–4 μm arise from 
the base of each acervulus. Bright orange conidial 
masses appear on the seed and agar adjacent to the 
seed. Conidia are hyaline; oblong to dumbell shaped, 
one celled, straight ends 9–15 × 3–4 μm (Malone & 
Muskett 1997; Kulshrestha et al., 1976). Record the 
number of infected seeds in each plate.

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
Specific training

This test should only be performed by persons who have 
been trained in fungal identification or under the direct 
supervision of someone who has.
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Figura 1. a Colonias gris oliva de Alternaria linicola y colo-
nias más oscuras de Alternaria alternata saprófita en agar 
malta. b Primer plano de una colonia de A. linicola.

Figura 2. Conidia de Alternaria linicola, ×400

Figura 3. Trazos rojizos en cotiledones e hipocotilos cau-
sados por A. linicola.

Figura 4. Plántula mostrando pudrición blanda (flecha) y 
abundante micelio gris esporulado.

a

b

Gültig ab 1. Januar 2024

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

7-007-5

7‑
00

7:
 A

lte
rn

ar
ia

 li
ni

co
la

, B
ot

ry
tis

 c
in

er
ea

 u
nd

 C
ol

le
to

tr
ic

hu
m

 li
ni

 a
n 

Li
nu

m
 u

si
ta

tis
si

m
um

 (L
ei

n)

Abb. 1. a Olive-graue Kolonien von Alternaria linicola und 
dunklere Kolonien des saprophytischen Pilzes Alternaria 
alternata auf Malz-Agar. b Nahaufnahme einer Kolonie von 
A. linicola.

Abb. 2. Konidien von Alternaria linicola. ×400 

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.

a

b
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Figure 1. a Colonies gris-olive d’Alternaria linicola et colo-
nies plus foncées du saprophyte d’Alternaria alternata sur 
malt agar. b Gros plan d’une colonie d’A. linicola.

Figure 2. Conidies d’Alternaria linicola. ×400.

Figure 3. Lignes rougeâtres sur les cotyledons et hypoco-
tyles (voir flèches) causées par Alternaria linicola.

Figure 4. Plantule présentant une pourriture molle (voir 
flèche) et un mycélium gris abondant et sporulé.

a
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Figure 1. a Olive-grey colonies of Alternaria linicola and 
darker colonies of saprophytic Alternaria alternata on malt 
agar. b Close-up of a colony of A. linicola.

Figure 2. Conidia of Alternaria linicola. ×400.

Figure 3. Reddish streaks on cotyledons and hypocotyls 
caused by Alternaria linicola.

Figure 4. Seedling showing a soft rot (arrow) and abun-
dant sporulated grey mycelium.

a

b

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-007
Figure images updated and captions revised.

StickyNote
Rules changes for 2024 _ Method 7-007
Figure images updated and captions revised.



7-007-6 Vigente desde 1 Enero 2024

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

7‑
00

7:
 A

lte
rn

ar
ia

 li
ni

co
la

, B
ot

ry
tis

 c
in

er
ea

 y
 C

ol
le

to
tr

ic
hu

m
 li

ni
 e

n 
Li

nu
m

 u
si

ta
tis

si
m

um
 (l

in
o)

Figura 6. Conidióforos y conidia de Botrytis cinerea y micelio similar a cinta, ×150.

Figura 5. Colonias de Botrytis cinerea distribuyéndose a partir de semilla de lino enferma en agar malta, después de 
9 días de incubación. Esclerocios visibles (derecha).
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Abb. 5. Kolonien von Botrytis cinerea auf Malz-Agar von befallenem Leinsamen auswachsend nach 9-tägiger Inkubation. 
Sklerotien sind erkennbar (rechts).

Abb. 3. Rötliche strichförmige Flecken an Keimblättern 
und Hypokotyl, verursacht durch Alternaria linicola.

Abb. 4. Keimling mit Weichfäule (Pfeil) und üppig sporulie-
rendem grauen Mycel.

7-007-6 Effectives 1er janvier 2024

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

7‑
00

7 
: A

lte
rn

ar
ia

 li
ni

co
la

, B
ot

ry
tis

 c
in

er
ea

 e
t C

ol
le

to
tr

ic
hu

m
 li

ni
 s

ur
 L

in
um

 u
si

ta
tis

si
m

um
 (l

in
)

Figure 6. Conidiophores et conidies de Botrytis cinerea et mycélium en ruban. ×150.

Figure 5. Colonies de Botrytis cinerea provenant de semences de lin contaminées après 9 jours d’incubation sur malt 
agar. Les sclérotes sont visibles (à droite).
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Figure 6. Conidiophores and conidia of Botrytis cinerea and tapelike mycelium. ×150.

Figure 5. Colonies of Botrytis cinerea spreading from diseased flax seed on malt agar after 9 days of incubation. Sclero-
tia are visible (right).
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Figura 7. Colonias de color salmón de Colletotrichum lini creciendo a partir de semillas de lino en agar de malta.

Figura 8. Acérvulos de Colletotrichum lini en plántula de lino.
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Abb. 7. Lachsfarbene Kolonien von Colletotrichum lini auswachsend aus Leinsamen auf Malz-Agar.

Abb. 6. Konidienträger und Konidien von Botrytis cinerea und bandartiges Mycel. ×150.
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Figure 7. Colonies couleur saumon de Colletotrichum lini issues de semences de lin sur malt agar.

Figure 8. Acervules de Collectotrichum lini sur plantule de lin.
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Figure 7. Salmon-coloured colonies of Colletotrichum lini growing from flax seed on malt agar.

Figure 8. Acervuli of Colletotrichum lini on flax seedling.
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Aseguramiento de calidad
Entrenamiento especifico

Este análisis sólo debe ser realizado por personal que haya 
sido entrenado para la identificación de hongos sino bajo 
directa supervisión de alguien con experiencia.

Puntos críticos de control (PCC)

Preparación de placas de PDA o MA: la procedencia del 
agar puede influir en los resultados. El nivel de nutrientes 
disponibles puede variar de un fabricante a otro. Tanto el 
PDA como el MA se pueden adquirir como medio en polvo 
o el MA se puede preparar mediante receta. Los productos 
adecuados usados en los análisis comparativos incluyen 
PDA, Cristomalt, agar-agar y estreptomicina. Cualquier 
producto equivalente debería ser apropiado. Cada vez que 
se use un nuevo lote de agar, se debe hacer un control de 
calidad, usando un lote de referencia con un nivel conoci-
do de infección, o un aislamiento de referencia y medir la 
sustentabilidad del aislamiento. Prestar especial atención 
a las características de crecimiento de los aislamientos de 
referencia.

Medios y soluciones
Agar papa dextrosa (PDA) + 
estreptomicina

Agar papa dextrosa (BD o equivalente) (PCC): 39 g
Agua destilada / desionizada: 1000 ml
Sulfato de estreptomicina *: 50 mg
*agregar después de esterilizar por autoclave

El sulfato de estreptomicina puede ser disuelto en agua 
destilada / desionizada estéril.

Preparación 

1. Pesar todos los reactivos en un recipiente apropiado 
para autoclave.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada / desionizada.
3. Disolver el PDA en polvo en el agua, mediante 

agitación.
4. Colocar en autoclave a 15 psi y a 121 °C durante 

20 minutos.
5. Dejar enfriar el agar hasta 50 °C aproximadamente y 

agregar el sulfato de estreptomicina disuelto en agua 
destilada estéril.

6. Verter 18–20 ml de agar fundido en las placas de Petri 
de 90 mm y dejar solidificar antes de usar.

Almacenaje

Una vez preparadas las placas pueden ser almacenadas a 
4 °C hasta 6 semanas.

Agar malta (MA) + estreptomicina

Agar-agar: 20 g
Malta: 10 g
Agua destilada / desionizada: 1000 ml
Sulfato de estreptomicina *: 50 mg
*agregar después de esterilizar con autoclave

El sulfato de streptomicina puede ser disuelto en agua 
destilada/desionizada estéril. Si se utiliza una preparación 
comercial de Agar malta asegurarse de que ésta contenga 
2 % de agar y 1 % de extracto de malta.

Preparación

1. Pesar todos los reactivos en un recipiente apropiado 
para autoclave.

2. Agregar 1000 ml de agua destilada / desionizada.
3. Disolver en agua mediante agitación.
4. Autoclavar a 121 °C y 15 psi por 20 min.
5. Dejar que el agar se enfríe hasta 50 °C aproximada-

mente y agregar el sulfato de estreptomicina disuelto 
en agua destilada/desionozada estéril.

6. Verter 18–20 ml de agar fundido en placas de Petri de 
90 mm y dejar solidificar antes de usar.

Almacenaje

Las placas preparadas pueden ser almacenadas hasta 6 se-
manas a 4 °C.
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Qualitätssicherung
Spezifische Ausbildung 

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)

Bei der Herstellung der PDA- oder MA-Platten kann 
die Herkunft des Agars die Ergebnisse beeinflussen. Der 
Gehalt an Inhaltstoffen kann von Lieferant zu Lieferant 
schwanken. Sowohl PDA- als auch MA-Agar kann als 
Pulvermedium gekauft werden oder MA-Agar kann nach 
Rezeptur gemacht werden. Geeignete Produkte, die im 
Vergleichstest verwendet wurden, sind PDA-Agar, Cris-
tomalt, Agar-Agar und Streptomycin. Ähnliche Produkte 
sollten geeignet sein. Wann immer eine neue Charge von 
Agar verwendet wird, sollte eine Qualitätskontrolle bei 
Nutzung von Referenzmaterial mit bekanntem Infekti-
onsgrad oder eines Referenzisolates gemacht werden. Be-
sonderes Augenmerk ist auf die Wachstumsmerkmale des 
Referenzisolates zu legen.

Medien und Lösungen
PDA-Agar + Streptomycin

PDA (KKP z. B. BD oder gleichwertiges Produkt): 39 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml
Streptomycinsulfat*: 50 mg 
*Zugabe nach dem Autoklavieren. Streptomycinsulfat 
kann in sterilem destilliertem Wasser aufgelöst werden. 

Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes auto-
klavierbares Gefäß.

2.  Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.  Lösen im Wasser durch Rühren.
4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 20 min.
5.  Agar abkühlen lassen auf ca. 50 °C und Streptomycin-

sulfat, gelöst in sterilem destilliertem Wasser, 
hinzufügen.

6. 18–20 ml flüssigen Agar in 90 mm Petrischalen gie-
ßen und vor der Nutzung fest werden lassen. 

Lagerung

Die fertigen Platten können bei 4 °C für bis zu 6 Wochen 
gelagert werden.

Malz-Agar + Streptomycin

Agar-Agar: 20 g
Malz: 10 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser: 1000 ml
Streptomycinsulfat*: 50 mg 
*Zugabe nach dem Autoklavieren

Falls eine fertige Medienzubereitung verwendet wird, ist 
sicherzustellen, dass diese 2 % Agar und 1 % Malzextrakt 
enthält. Streptomycinsulphat kann in sterilem destilliertem 
Wasser aufgelöst werden.

Abb. 8. Acervuli von Colletotrichum lini auf Keimlingen von 
Lein.
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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
Formation spécifique

Ce test ne devrait être effectué que par des personnes for-
mées à d’identification fongique ou sous la supervision de 
personnes qui l’ont été.

Points critiques de contrôle (CCP)

Préparation des boîtes de PDA ou MA : l’origine de l’agar 
peut influencer les résultats. Le niveau de nutriments dis-
ponibles peut varier selon les fournisseurs. Les deux mi-
lieux peuvent être achetés sous forme milieu en poudre, 
ou le Malt Agar peut être fait selon la recette. Les produits 
appropriés utilisés lors du test comparatif incluent le PDA, 
le Cristomalt, l’agar-agar et la streptomycine. Tout produit 
équivalent peut convenir. Chaque fois qu’un nouveau lot 
d’agar est utilisé, un contrôle de la qualité doit être réalisé, 
en utilisant un lot de référence ayant un niveau de conta-
mination connu, ou avec un isolat de référence. Porter une 
attention particulière aux caractéristiques de croissance 
des isolats de référence.

Milieux et solutions
Potato dextrose agar + streptomycine

Potato dextrose agar (BD ou equivalent)(CCP) : 39 g
Eau distillée/désionisée : 1000 ml
Sulfate de streptomycine* : 50 mg
* Ajouté après autoclave

Le sulfate de streptomycine peut être dissout dans de l’eau 
distillée stérile.

Préparation

1.  Peser les ingrédients dans un récipient autoclavable 
adapté.

2.  Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.  Dissoudre le PDA en poudre dans l’eau en agitant.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 20 min.
5.  Laisser refroidir l’agar jusqu’à env. 50 °C et ajouter 

le sulfate de streptomycine dissout dans dans de l’eau 
distillée stérile.

6.  Verser 18–20 ml de milieu dans des boîtes de Petri de 
90 mm et laisser solidifier avant emploi.

Stockage

Les boîtes préparées peuvent être stockées à 4 °C pendant 
6 semaines.

Malt agar + streptomycine

Agar-agar : 20 g
Malt : 10 g
Eau distillée/désionisée : 1000 ml
Sulfate de streptomycine* : 50 mg
*Ajouté après autoclavage

Le sulfate de streptomycine peut être dissout dans de l’eau 
distillée stérile. Si une préparation commerciale est utili-
sée, s’assurer qu’elle contient 2 % d’agar et 1 % d’extrait 
de malt.

Préparation

1.  Peser les ingrédients dans un récipient autoclavable 
adapté.

2.  Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.  Dissoudre dans l’eau en agitant.
4.  Autoclaver à 121 °C et 15 psi pendant 20 min.
5.  Laisser refroidir l’agar jusqu’à env. 50 °C et ajouter 

le sulfate de streptomycine dissout dans dans de l’eau 
distillée stérile.

6.  Verser 18–20 ml de milieu dans des boîtes de Petri de 
90 mm et laisser solidifier avant emploi.

Stockage

Les boîtes préparées peuvent être stockées à 4 °C pendant 
6 semaines.
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Critical control points (CCP)

Preparation of PDA or MA plates: the source of agar 
may influence the results. The level of available nutrients 
may vary from manufacturer to manufacturer. Both PDA 
and MA can be bought as a powdered medium, or MA 
can be made up as per recipe. Suitable products used in 
the comparative test include PDA, Cristomalt, agar-agar 
and streptomycin. Any equivalent products should be 
suitable. Whenever a new batch of agar is used, a check 
on the quality should be made, using a reference lot 
with a known infection level, or a reference isolate and 
sustainability of isolate measured. Pay particular attention 
to the growth characteristics of reference isolates.

Media and solutions
Potato dextrose agar + streptomycin

Potato dextrose agar (BD or equivalent) (CCP): 39 g
Distilled/deionised water: 1000 ml
Streptomycin sulphate*: 50 mg
*added after autoclaving

Streptomycin sulphate can be dissolved in sterile distilled/
deionised water.

Preparation

1.  Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Dissolve powdered PDA in the water by stirring.
4.  Autoclave at 121 °C and 15 psi for 20 min.
5.  Allow the agar to cool to approximately 50 °C 

and add streptomycin sulphate dissolved in sterile 
distilled/deionised water.

6.  Pour 18–20 ml of the molten agar into 90 mm Petri 
dishes and allow to solidify before use.

Storage

Prepared plates may be stored at 4 °C for up to 6 weeks.

Malt agar + streptomycin

Agar-agar: 20 g
Malt: 10 g
Distilled/deionised water: 1000 ml
Streptomycin sulphate*: 50 mg
*added after autoclaving

Streptomycin sulphate can be dissolved in sterile distilled/
deionised water. If using a commercial preparation ensure 
that it contains 2 % agar and 1 % malt extract.

Preparation

1.  Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

2.  Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.  Dissolve in the water by stirring.
4.  Autoclave at 121 °C and 15 psi for 20 min.
5.  Allow the agar to cool to approximately 50 °C 

and add streptomycin sulphate dissolved in sterile 
distilled/deionised water.

6.  Pour 18–20 ml of the molten agar into 90 mm Petri 
dishes and allow to solidify before use.

Storage

Prepared plates may be stored at 4 °C for up to 6 weeks.
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Herstellung

1.  Einwiegen aller Komponenten in ein geeignetes auto-
klavierbares Gefäß.

2.  Zugabe von 1000 ml destilliertem/deionisiertem 
Wasser.

3.  Lösen im Wasser durch Rühren.
4.  Autoklavieren bei 121 °C und 15 psi für 20 min.
5.  Agar abkühlen lassen auf ca. 50 °C und Streptomycin-

sulfat, gelöst in sterilem destilliertem Wasser, 
hinzufügen.

6. 18–20 ml flüssigen Agar in 90 mm Petrischalen gie-
ßen und vor der Nutzung fest werden lassen. 

Lagerung

Die fertigen Platten können bei 4 °C für bis zu 6 Wochen 
gelagert werden.
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