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

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

© 2023 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.
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Internationale Vorschriften für die Prüfung von SaatgutValidierte Methoden zur Gesundheitsprüfung von Saatgut

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 
Informationen 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

© 2023 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

Titel der englischen Originalausgabe: International Rules for Seed Testing

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

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

© 2023 par l’Association Internationale d’Essais de Semences (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

Titre de l’édition originale anglaise : International Rules for Seed Testing

Tous droits réservés. Aucune partie de cette publication ne peut être reproduite, stoc-
kée dans le système de récupération ou être transmise sous aucune forme ou par aucun 
moyen, électronique, mécanique, photocopiant, enregistrant ou autrement, sans autorisa-
tion préalable écrite de l’ISTA.

Remarque sur l’utilisation des traductions

La version électronique des règles incluant les versions en Anglais, en Français, en Alle-
mand et en Espagnole. Pour toute question d’interprétation des règles, seule la version 
anglaise fait foi.

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

Effective 1 January 20237-008-2

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
The International Seed Testing Association (ISTA)
Richtiarkade 18, CH-8304 Wallisellen, Switzerland

© 2023 International Seed Testing Association (ISTA)

Online ISSN 2310-3655

All rights reserved. No part of this publication may be reproduced, stored in any retrieval 
system or transmitted in any form or by any means, electronic, mechanical, photocopying, 
recording or otherwise, without prior permission in writing from ISTA. 



Vigente desde 1 Enero 2023

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

7-008-3

7‑
00

8:
 C

al
os

cy
ph

a 
fu

lg
en

s 
en

 P
ic

ea
 e

ng
el

m
an

ni
i y

 P
ic

ea
 g

la
uc

a 
(a

be
to

)

7-008: Detección de Caloscypha fulgens en semillas de 
Picea engelmannii y P. glauca (abeto)

Hospedante:  Picea engelmannii Engelm.; Picea glauca 
(Moench) Voss

Patógeno(s):  Caloscypha fulgens (Pers.) Boud. (Estado 
imperfecto Geniculodendron pyriforme Salt)

Enviado 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 1.0.1, 2005-01-01: Cambios editoriales
Versión 1.1, 2008-01-01: Semilla tratada revisado; Infor-

me de resultados revisado
Versión 1.2, 2014-01-01: Se agrega el control positivo
Versión 1.3, 2017-01-01: Informe de resultados, revisado
Versión 1.4, 2021-01-01: Preparación de la muestra 

cambió a Tamaño de la muestra y párrafo revisado; se 
agrega la solución de hipoclorito de sodio en Medios 
y soluciones

Antecedentes
Este método fue publicado originalmente en el ISTA Hand­
book of Seed Health Testing en 1987 como Hoja de Trabajo 
N° 63 preparado por Jack, R. Sutherland, Pacific Forestry 
Centre, Canadian Forestry Service, 506 W Burnside Road, 
Victoria, B.C., V8Z 1M5, Canadá. El método fue incorpo-
rado en el recientemente revisado Anexo del Capítulo 7 en 
el 2002 de la edición 1999 de las Reglas ISTA. El método 
fue revisado por el Comité de Sanidad de Semilla ISTA en 
el 2006 (Cockerell & Koenraadt, 2007) con la recomenda-
ción de ser aceptado por otros cinco años.

Semilla tratada
Este método no ha sido validado para la determinación de 
Caloscypha fulgens en semilla tratada. Los tratamientos a 
la semilla pueden afectar el desempeño del método. (Defi-
nición de tratamiento: cualquier proceso, físico, biológico 
o químico, al cual es sometido un lote de semillas, inclui-
das las semillas recubiertas. Ver 7.2.3.)

Tamaño de la muestra
El tamaño de la muestra a ser analizada (número total de 
semillas analizadas), depende de la tolerancia estándar 
deseada (porcentaje máximo aceptable de semillas infes-
tadas) y del límite de detección (número mínimo teóri-
co de propágulos del patógeno que puede ser detectado 
por semilla). El tamaño mínimo de muestra debe ser 400 
semillas.

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

terial apropiado
Medio:  agar agua
Peróxido de Hidrógeno (30 %):  para desinfección de la 

semilla
Placas de Petri:  cuando la densidad de siembra está dada 

por un número de semillas por placa de Petri, se asume 
un diámetro de ésta de 90 mm

Incubadora:  programada en el rango de 15 ±2 °C

Métodos
1.	� Pretratamiento: Esterilizar la superficie de las semillas 

por 30  minutos con peróxido de hidrógeno al 30  % 
(tres volúmenes de H202 por un volumen de semillas).

	� PCC: La esterilización de la superficie por 30 minutos 
con H202 al 30 %, reduce significativamente la conta-
minación por otros hongos y bacterias y permite una 
mejor detección de C. fulgens; la esterilización de la 
superficie por períodos mayores a 30 minutos disminu-
ye la incidencia del patógeno (Sutherland et al., 1978).

	� Agitar las semillas una o dos veces durante los 
30 minutos. 

	� Drenar el peróxido de hidrógeno y agitar las semillas 
durante los 5 minutos en agua destilada estéril, luego 
drenar. Secar la superficie de la semilla sobre papel es-
téril en un ambiente estéril.

2.	� Siembra
2.1	�Medio: Colocar la semilla con la superficie esterilizada 

en agar agua al 1,5 %, alrededor de 15 ml por placa de 
Petri de 90 mm. Se siembran 25 semillas en una placa 
de Petri.

2.2	�Control positivo (material de referencia): Colocar 
asépticamente semillas pretratadas previamente, de la 
misma manera que en 1., en un número apropiado de 
placas para obtener el cultivo de referencia, o sembrar 
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7‑008: Nachweis von Caloscypha fulgens an Samen von 
Picea engelmannii und P. glauca (Fichte)

Wirtspflanze:  Picea engelmannii Engelm.; Picea glauca 
(Moench) Voss

Krankheitserreger:  Caloscypha fulgens (Pers.) Boud. 
(Nebenfruchtform Geniculodendron pyriforme Salt)

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 1.0.1, 2005-01-01: Redaktionelle Änderungen
Version 1.1, 2008-01-01: „Behandeltes Saatgut“ überar-

beitet; „Berichterstattung der Ergebnisse“ überarbeitet
Version 1.2, 2014-01-01: Positivkontrolle hinzugefügt
Version 1.3, 2017-01-01: „Berichterstattung der Ergebnis-

se“ überarbeitet
Version 1.4, 2021-01-01: Probenvorbereitung geändert 

in Probengröße und Überarbeitung des Absatzes; 
Ergänzung von Natriumhypochlorit in Medien und 
Lösungen

Hintergrund
Diese Methode wurde ursprünglich 1987 im ISTA 
Handbook of Seed Health Testing als Arbeitsanweisung 
Nr. 63 veröffentlicht, erstellt durch Jack R. Sutherland, 
Pacific Forestry Centre, Canadian Forestry Service, 506 
W. Burnside Road, Victoria, B.C., V8Z 1M5, Canada. Die 
Methode wurde 2002 in den neu überarbeiteten Anhang zu 
Kapitel 7 aus der Auflage von 1999 der ISTA-Vorschriften 
aufgenommen. Die Methode wurde im Jahr 2006 durch 
das ISTA-Seed Health Committee überprüft (Cockerell & 
Koenraadt, 2007) und für weitere 5 Jahre anerkannt.

Behandeltes (gebeiztes) Saatgut
Diese Methode ist nicht validiert für die Bestimmung von 
Caloscypha fulgens an behandeltem (gebeiztem) Saatgut. 
Saatgutbehandlungen können die Aussagekraft dieser 
Methode beeinflussen. (Definition Behandlung: Jegliches 
Verfahren, physikalischer, biologischer oder chemischer 
Natur, dem eine Saatgutpartie unterzogen wird, einschließ-
lich Saatgutumhüllungen. Siehe dazu 7.2.3.)

Probengröße
Die Größe der zu prüfenden Probe (Gesamtzahl der ge-
prüften Samen) hängt von der gewünschten Toleranznorm 
(maximal akzeptabler Prozentsatz der befallenen Samen) 
und der Nachweisgrenze (theoretische Mindestzahl von 
infektiösen Einheiten pro Samen, die nachgewiesen wer-
den können) ab. Die Mindestprobengröße sollte 400 Sa-
men betragen.

Material
Referenzmaterial:  Referenzkulturen oder andere geeig-

nete Materialien
Medium:  Wasser-Agar.
Wasserstoffperoxid:  (30 %) zur Samendesinfektion.
Petrischalen:  Um bei der Anzahl der Samen je Petrischa-

le einen angemessenen Abstand der Samen untereinan-
der beim Auslegen zu gewährleisten, ist ein Petrischa-
len-Durchmesser von 90 mm notwendig.

Inkubator:  Betrieb bei 15 ±2 °C.

Methoden
Kritische Kontrollpunkte sind mit KKP gekennzeichnet.

1.	� Vorbehandlung:  Die Samen oberflächlich für 30 min 
desinfizieren in 30  % Wasserstoffperoxidlösung (drei 
Volumen von H2O2 je ein Volumen der Samen).

	� KKP: Die 30-minütige Oberflächendesinfektion mit 
30 % H2O2 reduziert signifikant die Kontamination mit 
anderen Pilzen und Bakterien und erlaubt eine genau-
ere Bestimmung von C. fulgens; eine Oberflächendes-
infektion für eine Dauer von mehr als 30 min senkt das 
Auftreten des Erregers (Sutherland et al., 1978).

	� Die Samen ein- bis zweimal während der 30 min 
umrühren.

	� Das Wasserstoffperoxid abschütten und die Samen für 
5  min in sterilem, destilliertem Wasser spülen; dann 
dieses abschütten.

	� Die Oberfläche der Samen auf sterilem Papier in steri-
ler Umgebung trocknen.

2.	� Ausplattieren
2.1	�Medium Wasser-Agar: Die oberflächensterilisierten 

Samen auf dem 1.5-prozentigem Wasser-Agar (etwa 
15 ml je 90 mm Petrischale ) platzieren. 25 Samen wer-
den je Petrischale ausgelegt.

2.2	�Positivkontrollen (Referenzmaterial): Unter sterilen 
Bedingungen die Samen in der gleichen Art und Weise 

Effectives 1er janvier 2023
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7‑008 : Détection de Caloscypha fulgens sur semences 
de Picea engelmannii et P. glauca (sapin)

Hôte  :  Picea engelmannii Engelm.  ; Picea glauca 
(Moench) Voss

Pathogène(s) :  Caloscypha fulgens (Pers.) Boud. (Stade 
imparfait Geniculodendron pyriforme Salt)

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

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

Historique de la révision

Version 1.0, 2001-11-20
Révision 2001-11-20 : J. Sheppard, V. Cockerell
Réimpression en 2003
Version 1.0.1, 2005-01-01 : Modifications éditoriales
Version 1.1, 2008-01-01 : « Traitement des semences » 

révisé ; « Indication des résultats » révisé
Version 1.1.1, 2012-01-01 : Corrections « Pathogène » et 

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

révisé
Version 1.4, 2021-01-01 : « Préparation de l’échantillon » 

changé à « Taille de l’échantillon » et le paragraphe 
révisé ; ajout de l’hypochlorite de sodium en « Mi-
lieux et solutions »

Historique
Cette méthode a été à l’origine éditée dans le ISTA Hand­
book of Seed Health Testing, 1987, no 63, préparé par Jack 
R. Sutherland, centre Pacifique de sylviculture, service 
canadien de sylviculture, route de 506 W. Burnside, Victo-
ria, B.C., V8Z 1M5, Canada. La méthode a été incorporée 
à l’annexe nouvellement révisée du chapitre 7 de 2002 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 recom-
mandation de l’accepter pour les cinq années à venir.

Semences traitées
Cette méthode n’a pas été validée pour la détermination du 
Caloscypha fulgens sur semences traitées. Les traitements 
peuvent affecter la performance de la méthode. (Définition 
de traitement : Tout de processus, physique, biologique ou 

chimique, auquel un lot de semences est soumis, incluant 
l’enrobage. Voir 7.2.3.)

Taille de l’échantillon
La taille de l’échantillon (nombre total de semences tes-
tées) à tester dépend de la tolérance standard désirée (pour-
centage maximum acceptable de semences infestées) et 
de la limite de détection (nombre minimum théorique de 
propagules de l’agent pathogène par semence pouvant être 
détectées). La taille minimum de l’échantillon devrait être 
de 400 semences.

Matériel
Matériel de référence  :  cultures de référence ou autre 

matériel approprié
Substrats :  eau gélosée
Peroxyde d’hydrogène (30 %) :  pour la désinfection de 

semences
Boîtes de Pétri :  La densité de l’ensemencement est don-

née par un nombre de semences par boîte de Pétri, pour 
un diamètre de 90 mm.

Étuve :  capable de maintenir une température de 20 ±2 °C

Méthodes
1.	� Prétraitement  :  Désinfecter superficiellement les se-

mences pendant 30 min. dans une solution de peroxyde 
d’hydrogène à 30  % (trois volumes d’H2O2 pour un 
volume de semences).

	� CCP : La désinfection superficielle de 30 min avec du 
H2O2 à 30 % réduit de manière significative la contami-
nation à partir d’autres mycètes et bactéries et permet 
une meilleure détection de C. fulgens ; la désinfection 
superficielle d’une durée supérieure à 30 min. diminue 
l’incidence du pathogène (Sutherland et al., 1978).

	� Remuer les semences une ou deux fois pendant les 
30 min.

	� Éliminer le peroxyde d’hydrogène et agiter les se-
mences pendant 5 min dans de l’eau distillée stérile, 
puis égoutter.

	� Sécher superficiellement les semences sur du papier 
stérile dans un environnement stérile.

2.	� Ensemencement
2.1	�Substrat eau gélosée  : placer les semences désinfec-

tées superficiellement sur eau gélosée à 1,5 %, environ 
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7‑008: Detection of Caloscypha fulgens in Picea 
engelmannii and P. glauca (spruce) seed

Host:  Picea engelmannii Engelm.; Picea glauca 
(Moench) Voss

Pathogen(s):  Caloscypha fulgens (Pers.) Boud. 
(Imperfect state Geniculodendron pyriforme Salt)

Submitted 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 1.0.1, 2005-01-01: Editorial changes
Version 1.1, 2008-01-01: Treated seed revised; 

Reporting results revised
Version 1.2, 2014-01-01: Addition of positive control
Version 1.3, 2017-01-01: Reporting results revised
Version 1.4, 2021-01-01: Sample preparation changed 

to Sample size and paragraph revised; addition of 
sodium hypochlorite solution in Media and solutions

Background
This method was originally published in the ISTA 
Handbook of Seed Health Testing in 1987 as Working 
Sheet No. 63 prepared by Jack R. Sutherland, Pacific 
Forestry Centre, Canadian Forestry Service, 506 W. 
Burnside Road, Victoria, B.C., V8Z 1M5, Canada. 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 in 2006 (Cockerell & Koenraadt, 
2007) with the recommendation to accept for a further 
five years.

Treated seed
This method has not been validated for the determination 
of Caloscypha fulgens 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 (total number of seeds tested) size to 
be tested depends on the desired tolerance standard 
(maximum acceptable percentage of seeds infested) 
and detection limit (theoretical minimum number of 
pathogen propagules per seed which can be detected). 
The minimum sample size should be 400 seeds. 

Materials
Reference material:  reference cultures or other 

appropriate material
Media:  water agar
Hydrogen peroxide (30 %)  for seed disinfection
Petri dishes:  When sowing density is given by a 

number of seeds per Petri dish, a diameter of 90 mm 
is assumed.

Incubator  capable of operating in the range 15 ±2 °C

Methods
1.	� Pretreatment:  Surface sterilise the seeds for 30 min. 

in 30  % hydrogen peroxide (three volumes of the 
H2O2 per one volume of seeds).

	� CCP: The 30 min surface sterilisation with 30 % H2O2 
significantly reduces contamination from other fungi 
and bacteria and allows better detection of C. fulgens; 
surface sterilisation for periods longer than 30  min. 
decreases incidence of the pathogen (Sutherland, et 
al., 1978).

	 Stir the seeds once or twice during the 30 min.
	� Drain off the hydrogen peroxide and agitate the seeds 

for 5 min in sterile, distilled water; then drain off.
	� Surface dry the seeds on sterile paper in a sterile 

environment.
2.	 Plating
2.1	�Medium: Place the surface-sterilised seed onto 1.5 % 

water agar, about 15  ml per 90  mm Petri dish. 25 
seeds are placed in a Petri dish.

2.2	�Positive control (reference material): Aseptically 
place seeds pretreated in the same way as 1., in an 
appropriate number of plates to obtain the reference 
culture, or plate a reference culture on media. The 
number of plates required will depend on the level of 
contamination of the positive control seed lot.
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un cultivo de referencia en el medio de cultivo. El nú-
mero de placas requeridas dependerá del nivel de con-
taminación del lote de semillas de control positivo.

3.	� Incubación: Almacenar las placas en bolsas plásticas 
a 15 °C por 5 semanas bajo luz fluorescente durante 
intervalos de 8–12 h alternando con oscuridad.

4.	� Seguimiento del ensayo: Examinar cada 3 días y remo-
ver las semillas que presentan una tinción azul (produ-
cida por C. fulgens) en el agar (Fig. 3) o típico aspecto 
verrugoso grueso, hifas ramificadas en ángulo recto 
(Fig.  2), generalmente cubiertas con gotitas de agua. 
Las características son identificables usando un este-
reomicroscopio a 100×. Las semillas que germinan no 
desarrollan el hongo.

	� Los conidióforos (Fig. 4) que surgen de las hifas aéreas 
son de 200–550 µm de alto, de color amarillo pálido 
suave a amarillo pardo abajo, de 8–17 µm de diámetro 
por debajo y disminuye a 3,6–6 µm arriba; sin ramifi-
car hasta 220 µm, luego más o menos dicotómicamente 
ramificados; hialino arriba. Los conidios (Fig. 4) son 
4,6–7,6 µm × 3,2–4,0 µm; holoblásticos, lisos, hiali-
nos, aovados, secos. Más detalles sobre las caracterís-
ticas de las hifas, conidióforos y conidios de C. fulgens 
se encuentran en Paden et al., (1978) y Salt (1974). 
Comparar con el control positivo.

Métodos generales
Chequeo de tolerancias:  Las tolerancias proporcionan 

un medio para evaluar si la variación en los resultados 
dentro o entre los análisis es lo suficientemente amplia 
o no como para suscitar dudas sobre la exactitud de 
los resultados. Las tolerancias adecuadas que se pue-
den aplicar directamente a la mayoría de los análisis de 
sanidad de semilla, pueden encontrarse en las Tablas 
5B parte 1 del capítulo 5 de las Reglas ISTA o Tabla 
G1 en Miles (1963).

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

	� El informe debe indicar el número de semillas 
analizadas.

	� En el caso de un resultado negativo (patógeno no de-
tectado), los resultados deben ser informados como ‘no 
detectado’. 

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

Aseguramiento de calidad 
Puntos críticos de control (PCC)

Cuando 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 hipoclorito de sodio

Se puede preparar una solución de hipoclorito de sodio 
para el pretratamiento de semillas a partir del cloro comer-
cial diluido al 1 % de cloro disponible. La concentración 
de cloro en el cloro comercial varía considerablemente 
ente y disminuye con el almacenaje. Usar la formula:

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

(donde V= volumen y C= % de cloro disponible) para cal-
cular el volumen de la solución de stock de cloro comer-
cial requerido para preparar la solución de hipoclorito de 
sodio para el pretratamiento de la semilla.

Para preparar 1  l de solución de hipoclorito de sodio 
que contiene 1 % de cloro a partir del stock de cloro co-
mercial que contiene 12 % de cloro disponible:

Vstock = 1 × 1/12 = 0,083

Por lo tanto, añadir 83 ml del stock al 12 % para 917 ml 
de agua.

El porcentaje de cloro activo decrece rápidamente en 
solución, por lo tanto, la solución de 1 % de NaClO debe 
guardarse en oscuridad y usarse dentro de los 3 días de 
preparada. Es posible verificar la concentración de cloro 
usando tiras reactivas para cloro. 

1,5 % agar agua

Agar:  15,0 g
Agua destilada/desionizada:  1000 ml

Preparación 

1.	 Pesar los reactivos en un contenedor apropiado para 
autoclave.

2.	 Agregar 1000 ml de agua destilada/desionizada.
3.	 Disolver el polvo de agar en agua destilada/desioniza-

da mediante agitación.
4.	 Autoclavar a 15 psi y 121 °C por 15 minutos.
5.	 Dejar enfriar el agar a aproximadamente 50 °C.
6.	 Verter 15 ml de agar fundido en una placa de Petri 

de 90 mm y dejar solidificar a temperatura ambiente 
antes de usar.
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wie 1. vorbehandeln, in einer entsprechenden Anzahl 
von Petrischalen verteilen, um eine Referenzkultur zu 
erhalten oder eine Referenzkultur auf dem Medium 
ausplattieren. Die Anzahl der erforderlichen Petrischa-
len wird von der Stärke der Kontamination der Positiv-
kontrollpartie abhängen.

3.	� Inkubation:  Die Platten in Kunststoffbeuteln bei 15 °C 
für 5 Wochen unter Fluoreszenzlicht in 8–12 h Interva-
llen im Wechsel mit Dunkelheit lagern.

4.	� Auswertung:  Alle 3 Tage die Platten kontrollieren und 
Samen mit bläulicher Färbung (hervorgerufen durch 
C. fulgens) im Agar (Abb. 3) oder mit typischen rau-
en, warzigen, im rechten Winkel verzweigten Hyphen 
(Abb. 2) entfernen, die gewöhnlich mit Wassertröpf-
chen bedeckt sind. Die Merkmale sind unter dem Ste-
reomikroskop bei 100-facher Vergrösserung erkennbar. 
Samen, die keimen, sind nicht mit dem Pilz infiziert. 
Die Konidienträger (Abb. 4), die sich aus dem Luft-
myzel erheben, sind 200–550 µm lang, glatt hell gelb 
bis gelb-braun weiter unten, 8–17 µm im Durchmes-
ser unten und verjüngen sich oberhalb auf 3.6–6 µm; 
sind unverzweigt bis 220 µm, dann mehr oder weniger 
sich verzweigend; hyalin darüber. Die Konidien (Abb. 
4) sind 4.6–7.6 µm × 3.2–4.0 µm; holoblastisch, glatt, 
hyalin, eiförmig, trocken. Mehr Details zu den Merk-
malen der Hyphen, Konidienträger und Konidien von 
C. fulgens finden sich bei Paden et al. (1978) und Salt 
(1974). Mit Positivkontrolle vergleichen.

Allgemeine Methoden
Überprüfung der Toleranz:  Toleranzen erlauben eine 

Abschätzung, ob die Variation der Ergebnisse eines 
Testes oder zwischen verschiedenen Tests ausreichend 
groß ist oder nicht, um an der Genauigkeit der Ergeb-
nisse zu zweifeln. Eine Toleranztabelle, die für die 
meisten direkten Saatgut-Gesundheitsprüfungen ange-
wendet werden kann, findet sich in Tabelle 5B Teil 1 
des Kapitels 5 der ISTA-Vorschriften, oder in Tabelle 
G1 in Miles (1963).

Berichterstattung der Ergebnisse:  Der Ergebnisbericht 
einer Gesundheitsprüfung von Saatgut sollte den wis-
senschaftlichen Name des Krankheitserregers und die 
verwendete Methode enthalten. Bei Berichterstattung 
auf einem ISTA-Bericht sind die Ergebnisse unter 
‚Weitere Untersuchungsergebnisse‘ einzutragen.
�Der Prüfbericht muss die Anzahl untersuchter Samen 
angeben.
�Im Falle eines negativen Ergebnisses (Krankheitser-
reger nicht nachgewiesen), müssen die Ergebnisse als 
„nicht nachgewiesen“ berichtet werden.
�Im Falle eines positiven Ergebnisses sollte der Prüfbe-
richt den Prozentsatz infizierter Samen angeben.

Qualitätssicherung
Kritische Kontrollpunkte (KKP)

Die Stellen, wo die Originalfassung der ISTA-Arbeitsan-
weisung auf kritische Arbeitsschritte hinweist, sind hier 
mit KKP gekennzeichnet.

Medien und Lösungen
Natriumhypochlorit-Lösung

Natriumhypochlorit zur Oberflächendesinfektion von 
Saatgut kann aus einem handelsüblichen Bleichmittel (Na-
triumhypochloritlauge) verdünnt werden auf eine Konzen-
tration von 1 % verfügbarem Chlor. Die Chlorkonzentrati-
on in kommerziellen Bleichmitteln kann deutlich variieren 
und sinkt mit der Dauer der Lagerung. Die Berechnung der 
benötigten Menge der Natriumhypochlorit-Stammlösung 
für die Herstellung der Gebrauchslösung erfolgt nach der 
Formel:

VStammlsg. = VEndkonz. × CEndkonz. / CStammlsg. 

(wobei V = Volumen; C = % verfügbares Chlor) lässt sich 
das erforderliche Volumen des kommerziellen Bleich-
mittels, welches für die Herstellung der Natriumhypoch-
lorit-lösung zur Samenvorbehandlung erforderlich ist, 
berechnen. 

Zur Herstellung von 1 l Natriumhypochlorit-Lösung 
mit 1  % verfügbarem Chlor aus einer 12-prozentigen 
Stammlösung:

entspricht VStammlsg. = 1 × 1/12 = 0,083

D. h. 83 ml der Stammlösung mit 917 ml Wasser verdünnen.
Der Prozentsatz an aktivem Chlor nimmt in der Lösung 

schnell ab, daher muss NaClO 1 %ige Lösung im Dunkeln 
gelagert und innerhalb von 3 Tagen nach der Zubereitung 
verbraucht werden. Es ist möglich, die Chlorkonzentration 
mit Chlor-Streifentests zu überprüfen.

1,5 % Wasser-Agar

Agar:  15,0 g
Destilliertes/deionisiertes Wasser:  1000 ml

Herstellung

1.	� Abwiegen der Zutaten in ein autoklavierbares Gefäß.
2.	 1000 ml destilliertes/deionisiertes Wasser hinzufügen.
3.	� Den Agar-Puder im destillierten/deionisierten Wasser 

durch Rühren auflösen.
4.	� Bei 121 °C und 15 psi für 15 min autoklavieren.

7-008-4 Effectives 1er janvier 2023
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15 ml par boîte de Pétri de 90 mm. 25 semences sont 
placées par boîte de Pétri.

2.2	�Contrôle positif (matériel de référence)  : Placer les 
semences de manière aseptique prétraitées de la même 
façon qu’en 1., et répéter avec un nombre approprié de 
boîtes pour obtenir la culture de référence, ou dépo-
ser une culture de référence sur milieu. Le nombre de 
boîtes requis dépend du niveau de contamination du lot 
de semences servant de contrôle positif.

3.	� Incubation  :  stocker les boîtes dans des sachets en 
plastique à 15  °C pendant 5 semaines sous lumière 
fluorescente avec 8–12 h d’alternance à l’obscurité.

4.	� Lecture  :  observer tous les 3 jours et enlever les se-
mences montrant une tache bleue (produite par C. 
fulgens) sur l’agar (Fig. 3) ou un hyphe typique gra-
nuleux, des hyphes branchus à angle droit (Fig. 2), 
habituellement couverts de gouttelettes d’eau. Les ca-
ractéristiques sont identifiables en utilisant une loupe 
à grossissement ×100. Les semences qui germent ne 
développent pas le pathogène.

	� Les conidiophores (Fig. 4) qui résultent des hyphes 
aériens sont de 200–550 µm, jaune pâle, à jaune-brun 
vers le bas, de 8–17 µm de diamètre vers le bas et 
resserré vers le haut  : 3,6–6 µm, non ramifié jusqu’à 
220 µm, puis plus ou moins branché de façon dicho-
tomique  ; hyalins vers le haut. Les conidies (Fig. 4) 
mesurent 4,6–7,6 × 3,2–4,0 µm ; holoblastiques, lisses, 
hyalines, ovoïdes, sèches. Plus de détails sur les carac-
téristiques des hyphes, des conidiophores et des coni-
dies des C. fulgens sont donnés par Paden et al. (1978) 
et Salt (1974). Comparer avec le témoin positif.

Méthodes générales
Vérification des tolérances :  Les tolérances fournissent 

des moyens d’évaluer si la variation du résultat dans ou 
entre les essais est suffisante pour s’assurer de l’exac-
titude des résultats. Des tolérances appropriées, qui 
peuvent être appliquées à la plupart des essais d’éva-
luation de la qualité sanitaire directs, peuvent être 
trouvées dans le Tableau 5B Partie 1 du chapitre 5 des 
Règles ISTA, ou dans la Tableau G1 du Miles (1963).

Indication des résultats :  Le résultat d’un essai de qua-
lité sanitaire des semences devrait indiquer le nom 
scientifique du pathogène détecté et la méthode d’essai 
employée. Les résultats sont écrits dans « Autres déter-
minations » dans le Bulletin ISTA.
Le rapport doit indiquer le nombre de semences testées.
�Dans le cas d’un résultat négatif (pathogène non détec-
té), les résultats doivent être rapportés comme « non 
détecté ».
�Dans le cas d’un résultat positif, le rapport doit indi-
quer le pourcentage de semences infectées.

Assurance qualité
Points critiques de contrôle (CCP)

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

Milieux et solutions
Solution d’hypochlorite de sodium

L’hypochlorite de sodium pour le prétraitement de la se-
mence peut être préparé à partir d’eau de Javel diluée à 
1 % de chlore. La concentration du chlore dans l’eau de 
Javel varie considérablement et ça décline avec le stoc-
kage. Employer la formule :

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

(où V = volume et C = % de chlore disponible) pour cal-
culer le volume de la solution commerciale requise pour 
préparer des solutions d’hypochlorite de sodium pour 
l’utilisation dans le prétraitement de semences.

Pour préparer 1 l de solution d’hypochlorite de sodium 
contenant 1 % de chlore à partir d’eau de Javel commercial 
contenant 12 % de chlore disponible :

Vstock = 1 × 1/12 = 0,083

Ajouter ainsi 83 ml de Javel à 12 % à 917 ml d’eau.
Le pourcentage de chlore actif diminue rapidement en 

solution, c’est pourquoi la solution NaCIO à 1 % doit être 
conservée à l’obscurité et utilisée dans les 3 jours suivant 
sa préparation. Il est possible de vérifier la concentration 
de chlore à l’aide de tests sur bandelettes de chlore.

Eau gélosée à 1,5 % d’agar

Agar :  15,0 g
Eau distillée/désionisée :  1000 ml

Préparation

1.	� Peser les ingrédients dans un récipient autoclavable 
approprié.

2.	� Ajouter 1000 ml d’eau distillée/désionisée.
3.	� Dissoudre l’agar en poudre dans l’eau distillée/désio-

nisée en agitant.
4.	� Autoclaver à 15 psi et 121 °C pendant 15 min.
5.	� Laisser refroidir l’agar à environ 50 °C
6.	� Verser 15–22 ml de milieu dans des boîtes de Pétri de 

90 mm et laisser solidifier avant emploi.

Chapter 7: Validated Seed Health Testing Methods International Rules for Seed Testing
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3.	� Incubation:  Store the plates in plastic bags at 15 °C 
for 5 weeks under fluorescent light for 8–12 h intervals 
of alternation with darkness.

4.	� Examination:  Examine every 3 days and remove 
seeds exhibiting blue stain (produced by C. fulgens) 
in agar (Fig. 3) or typical coarse varrucose, right angle 
branched hyphae (Fig. 2), usually covered with water 
droplets. Characteristics are identifiable at ×100 using 
a stereomicroscope. Seeds that germinate do not yield 
the fungus.

	� The conidiophores (Fig. 4) which arise from aerial 
hyphae are 200–550 µm high, smooth pale yellow to 
yellow brown below, 8–17 µm in diameter below and 
taper to 3.6–6 µm above; unbranched up to 220 µm, 
then more or less dichotomously branched; hyaline 
above. Conidia (Fig. 4) are 4.6–7.6 µm × 3.2–4.0 µm; 
holoblastic, smooth, hyaline, ovate, dry. More details 
on the characteristics of the hyphae, conidiophores and 
conidia of C. fulgens are given by Paden et al. (1978) 
and Salt (1974). Compare with positive control.

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
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
Sodium hypochlorite solution

Sodium hypochlorite for pretreatment of seed can be 
prepared from commercial bleach diluted to 1 % available 
chlorine. The concentration of chlorine in commercial 
bleach varies considerably and declines with storage. Use 
the formula:

Vstock = Vfinal × Cfinal / Cstock

(where V = volume and C = % available chlorine) to 
calculate the volume of commercial bleach stock solution 
required to prepare sodium hypochlorite solutions for use 
in seed pretreatment.

To prepare a 1 l solution of sodium hypochlorite 
containing 1  % chlorine from a stock of commercial 
bleach containing 12 % available chlorine:

Vstock = 1 × 1/12 = 0.083

Thus add 83 ml of the 12 % stock to 917 ml water.
The percentage of active chlorine decreases rapidly 

in solution so, NaClO 1 % solution must be stored in the 
dark and used within 3 days of preparation. It is possible 
to check chlorine concentration with chlorine strip tests.

1.5 % water agar

Agar:  15.0 g
Distilled/deionised water:  1000 ml

Preparation

1.	� Weigh out ingredients into a suitable autoclavable 
container.

2.	� Add 1000 ml of distilled/deionised water.
3.	� Dissolve powdered Agar in distilled/deionised water 

by stirring.
4.	� Autoclave at 15 psi and 121 °C for 15 min.
5.	� Allow agar to cool to approx. 50 °C.
6.	� Pour 15 ml of molten agar into 90 mm Petri plates 

and allow to solidify at room temperature before use.

Storage

Prepared plates may be stored at 4 °C for up to 6 weeks.
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Figura 1. Micelio de color índigo de C fulgens que crece 
de una semilla de abeto Sitka en agar agua.

Figura 2. Hifa ramificada en ángulo recto de C. fulgens; 
gruesa, verrucosa.

Almacenaje 

Las placas preparadas se pueden almacenar a 4 °C hasta 
6 semanas.
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Abb. 1. Indigo-farbenes Myzel von C. fulgens auf Was-
ser-Agar an einem Samen von Sitka-Fichte.

Abb. 2. Raue, warzige, rechtwinklig verzweigte Hyphen 
von C. fulgens.

5.	� Agar auf ca. 50 °C abkühlen lassen.
6.	 15 ml des flüssigen Agars in 90 mm Petrischalen 

gießen und vor der Verwendung auf Raumtemperatur 
erkalten lassen.

Lagerung

Die Platten können bei 4 °C für bis zu 6 Wochen gelagert 
werden.
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Figure 1. Mycélium de couleur indigo de C. fulgens crois-
sant à partir d’une semence sur eau gélosée.

Figure 2. Hyphes granuleuses avec embranchements à 
angle droit de C. fulgens.

Stockage

Les boîtes peuvent être stockées à 4 °C pendant 6 semaines.
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Figure 1. Indigo-coloured mycelium of C fulgens growing 
from a Sitka spruce seed on water agar.

Figure 2. Coarse, verrucose, right-angle branching hyphae 
of C. fulgens.
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Figura 3. Conidios producidos en semilla de abeto Sitka, 
incubada en agar agua.

Figura 4. Conidióforo y conidios de C. fulgens.
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Abb. 4. Konidienträger und Konidien von C. fulgens.Abb. 3. Konidien an einem Samen von Sitka-Fichte auf 
Wasser-Agar.
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Figure 3. Conidies produites sur semences incubées sur 
eau gélosée.

Figure 4. Conidiophores et conidies de C. fulgens.
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Figure 3. Conidia produced on Sitka spruce seed incu-
bated on water agar.

Figure 4. Conidiophores and conidia of C. fulgens.


