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热带作物种质资源抗病虫鉴定技术规程 咖啡炭疽病
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97195091]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本标准规定了咖啡种质抗炭疽病评价的术语和定义、接种体制备、田间自然发病鉴定、人工接种鉴定、抗病性评价、抗性鉴定的有效性判别、重复鉴定和抗性终评。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97195092]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
NT/T 922 咖啡栽培技术规程
[bookmark: _Toc97195093]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

咖啡炭疽病 coffee anthracnose
由胶孢炭疽菌（Colletotrichum gloeosporioides complex）侵染引起的真菌病害，可造成咖啡的枝条枯、落叶和落果。咖啡炭疽病田间症状、病原参见附录A。

抗病性 disease resistance
植物体所具有的能够减轻或克服病原体致病作用的可遗传的性状。

抗病性鉴定 screening for disease resistance
通过适宜技术方法鉴别植物对其特定侵染性病害的抵抗水平。

抗性评价 evaluation resistance
根据采用的技术标准判别寄主对特定病害反应程度和抵抗水平的描述。

致病性 pathogenicity
病原物侵染寄主植物引起发病的能力。

病情级别 disease rating scale
定量植物个体或群体发病程度的数值化描述。

病情指数 disease index
以发病率和病害严重度相结合，用一个数值表示发病的程度。

分离物 isolate
采用人工方法分离获得的病原体的纯培养物。

培养基 medium
自然或人工配制的、可以使病原体在其上生长的基质。


接种体 inoculum
用于接种以引起病害的病原菌或病原体的一部分。

人工接种 artificial inoculation
在适宜条件下，通过人工操作将接种体接于植物体适当部位。

对照品种 control germplasm
对检验试验的可靠性，在品种鉴定时附加的抗/感品种。

田间鉴定 field identification
将参鉴品种种植于鉴定圃，通过满足发病条件的方式鉴定参鉴品种对病害的抗性水平。

人工接种鉴定 artificial inoculation for identification
用人工繁殖的病原菌，仿照自然情况，创造发病条件，按一定量接种，根据接种对象抗性表现和发病程度参鉴品种抗性强弱的鉴定方法。
接种体的制备
病原菌的分离
采用常规组织分离法从发病咖啡叶片的病斑上分离病原菌，单孢分离后经形态学和分子生物学技术鉴定，经致病性测定后选定致病力强的菌株在4℃条件下保存备用。 
病原菌的培养
[bookmark: _Hlk107819130]将病原菌接种于马铃薯葡萄琼脂培养基（PDA）平板（直径9 cm）上，28℃，黑暗培养3 d，在超净工作台内用无菌牙签在菌落菌丝表面划破，以刺激病原菌产生分子孢子，继续培养3 d,用无菌水将培养基表面孢子洗下，孢子悬浮液用4层灭菌纱布过滤，显微镜下用血球计数板计数滤液中的孢子数，用无菌水调至浓度为1×106 个/mL的孢子悬浮液，加入0.02%（体积分数）吐温20，即配即用。
田间接种鉴定
鉴定对照种质
设立“铁皮卡”为感病对照种质，“矮卡”为抗病对照种质。
鉴定圃设计
鉴定圃选址于咖啡炭疽病常发生区，地势平坦、土壤理化性质均一，四周无高大乔木，立地环境一致，每份种质种植20株。采用完全随机区组排列，种植规格和管理按 NY/T 922的有关规定进行除草、浇水及施肥。确保苗木健康生长旺盛。
接种方法
采用孢子悬浮液喷雾接种法。分生孢子悬浮液的制备方法同4.2。每份种质选取5株，重复3次，用弥雾喷雾器（雾滴的体积中值直径50-100 µm）在所有完全展开的叶片的正反两面进行均匀喷雾，以喷施灭菌水作对照，用透明的保鲜袋套袋保湿至第3 d摘除。
病情调查
调查时间
接种后7 d进行调查。
调查方法
调查对象为接种的叶片，每份种质随机调查4株，每株调查全部叶片。
病情分级
病情级别及相关的分级标准见表1。
咖啡炭疽病病情分级标准
	病级
	分级标准

	0级
	叶片上无病斑

	1级
	病斑面积占整个叶片面积的5%以下

	3级
	病斑面积占整个叶片面积的6%-15%

	5级
	病斑面积占整个叶片面积的16%-25%

	7级
	病斑面积占整个叶片面积的26%-50%

	9级
	病斑面积占整个叶片面积的50%以上


病情指数计算
调查记载每个种质叶片的病情，并按照公式（1）计算病情指数：
			()
式中：
DI---病情指数；
A---各病级叶片数；
B---相应病级数值；
C---调查的总叶片数；
抗病性评价
抗病性评价标准
依据鉴定材料3次重复的病情指数（DI）的平均值确定其抗病性水平，划分标准见表2。
咖啡种质对炭疽病抗性评价标准
	病情指数（DI）
	抗病级别

	DI<10.0
	高抗（HR）

	10.0≤DI＜20.0
	抗（R）

	20.0≤DI＜30.0
	中抗（MR）

	30.0≤DI＜40.0
	感（S）

	DI≥40.0
	高感（HS）



结果记录	
[bookmark: _Hlk111991136]抗病性评价结果按附录B中的表B.1填写。
田间自然条件下抗病性评价
鉴定对照种质
按5.1规定进行。
鉴定圃设计
按5.2规定进行。
调查时间
在咖啡炭疽病发病高峰期进行。
调查方法
每个种质随机调查4株，每株按东、西、南、北取样，每点调查上部2条枝条的全部叶片。
病情调查
按5.4规定进行。
抗病性评价
按5.5规定进行。
记录结果
抗病性评价结果按附录B中的表B.2填写。
鉴定有效性判定
感病对照种质“铁皮卡”达到相应感病程度（DI＞30）时该批次鉴定视为有效。
重复鉴定
鉴定种质初次鉴定表现为高抗或抗病，次年进行重复鉴定。
抗病性终评
同一年田间人工接种与自然条件下抗病性鉴定结果不一致时，以记载的抗病性水平低的为准。
进行重复鉴定后，以鉴定的抗病水平低的评价结果作为鉴定种质的最终评价结果，并按表B.3填写。
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（资料性）
咖啡炭疽病
田间症状
叶片感病多在叶尖和叶缘产生褐色病斑,随病斑的不断扩大,后期病斑中心呈灰褐色且具同心轮纹排列的黑色小点,边缘为暗褐色,其外缘有黄色晕圈;发病严重的则数个病斑交汇成大病斑,叶片干枯、脱落。高温条件下,叶片边缘出现黑色圆形病斑,病斑中央呈灰白色,病斑外缘有黄色晕圈,叶背有同心轮纹,上有黑色小点;枝条感病时，病斑褐色、不规则形。浆果感病时在果实向阳面出现深褐色灼伤凹陷斑,斑痕扩展形成不规则凹陷灼伤区, 最后果皮干褐挂于枝上;旱季小树和弱树易感病,出现大量落叶,并伴随有枯枝症状。
[image: ][image: ]
咖啡炭疽病叶片和枝干症状
病原  
无性态为腔孢纲、黑盘孢目、刺盘孢属。病原菌为胶孢炭疽菌复合种（Colletotrichum gloeosporioides complex）中的一个种。有性态自然条件下少见。




（规范性）
抗病性评价记录表
咖啡炭疽病田间接种抗病性评价结果
咖啡种质对炭疽病的田间接种抗性评价表
	鉴定单位
	

	鉴定时间
	

	病原菌及编号
	

	序号
	种质名称
	来源
	重复
	病情指数
	平均病情指数
	抗病性等级

	
	
	
	Ⅰ
	
	
	

	
	
	
	Ⅱ
	
	
	

	
	
	
	Ⅲ
	
	
	

	鉴定负责人（签字）
	



咖啡炭疽病自然条件下抗性评价结果
咖啡种质抗炭疽病自然发病评价表
	鉴定单位
	

	鉴定时间
	

	序号
	种质名称
	病情指数
	抗病性等级

	
	
	
	

	鉴定负责人（签字）
	



咖啡炭疽病抗病性评价终评
咖啡炭疽病（病原             ）抗病性终评结果
	鉴定单位
	

	鉴定时间
	

	序号
	种质名称
	来源
	抗病性等级
	抗病性终评

	
	
	
	田间接种
	自然发病
	

	
	
	
	
	
	

	鉴定负责人（签字）
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