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前　　言

本文件按照 GB/T１１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部农垦局提出.
本文件由农业农村部热带作物及制品标准化技术委员会归口.
本文件起草单位:中国热带农业科学院环境与植物保护研究所.
本文件主要起草人:陆英、易克贤、贺春萍、吴伟怀、梁艳琼、李锐.
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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

１　范围

本文件确立了咖啡种质资源抗炭疽病鉴定程序,规定了术语和定义、接种体制备、接种鉴定、田间抗病

性评价、鉴定有效性判定、重复鉴定和抗病性终评等要求.
本文件适用于咖啡种质抗炭疽病鉴定及评价.

２　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.

NY/T９２２　咖啡栽培技术规程

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３１　
咖啡炭疽病　coffeeanthracnose
由胶孢炭疽菌复合群(Colletotrichumgloeosporioidescomplex)的Csiamense,Ctheobromicola,

Cnupharricola 或喀斯特炭疽菌(Colletotrichumkarstii)侵染.在咖啡枝条、叶片和果实等部位产生褐

色病斑、灼烧凹陷,造成咖啡的枝条干枯、落叶和落果等症状.

４　接种体制备

４１　病原菌分离与保存

采用常规组织分离法,从感染咖啡炭疽病的叶片、枝条、果实的病健交界处分离病原菌,对分离物进行

单孢分离纯化和致病性测定,经形态学和分子鉴定,确认为胶孢炭疽菌或喀斯特炭疽菌,筛选强致病力菌

株,低温保存备用.咖啡炭疽病田间症状、病原、分子鉴定用引物及代表菌株关键信息见附录 A.

４２　接种体制备

将保存的供试菌接种到马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)平板上,２８℃,暗培养３d,在超净工作台内

用无菌牙签将菌落菌丝表面划破,继续培养３d.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,用无菌水调节孢子浓度为１０６个/mL,加入

００２％(V/V)吐温２０作为接种体,即配即用.

５　接种鉴定

５１　鉴定对照品种

设“Typica(铁皮卡)”为感病对照品种,“德热３号”为抗病对照品种.

５２　鉴定种质准备

鉴定种质在温室按同一方法和时间盆栽,日常管理期间不使用杀菌剂.接种前１d浇足水,在无病

斑、完整幼嫩叶柄上挂标签,标明接种日期和接种体编号,每株苗选择２片~４片叶,每份种质重复３次,
每重复５株苗.采用完全随机区组排列.

５３　接种
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５３１　接种时间

在１６:００后进行,同批次鉴定种质在同一天内完成接种.

５３２　接种方法

采用喷雾接种法.用弥雾喷雾器(雾滴的体积中值直径５０μm~１００μm)在挂标签的叶片的正反两

面喷施孢子悬浮液直至叶片挂满水滴为止,以喷施无菌水[加００２％(V/V)吐温２０]作对照,用塑料袋套

住接种叶片保湿３d.

５４　接种后管理

接种后将咖啡材料置于温室,日常管理期间不使用杀菌剂.

５５　病情调查

５５１　调查时间

接种后第７d进行调查.同批次接种材料在同一天完成调查.

５５２　调查方法

调查对象为全部接种叶片.每株调查２片~４片叶,每份种质重复３次,每重复５株苗,共３０片~６０
片叶.

５５３　病情分级

病情分级见表１.

表１　咖啡炭疽病病情分级标准

病情级别 分级标准

０ 叶片无病斑

１ ０＜病斑面积占叶片面积＜５％
２ ５％≤病斑面积占叶片面积＜１５％
３ １５％≤病斑面积占叶片面积＜２５％
４ ２５％≤病斑面积占叶片面积＜５０％
５ 病斑面积占叶片面积≥５０％

５５４　病情指数计算

调查记载每个种质叶片的病情,并按照式(１)计算病情指数.

DI＝∑(A×B)

C×５ ×１００ (１)

式中:

DI———病情指数;

A ———各级叶片数;

B ———病情级别代表值;

C ———调查的总叶片数.

５６　抗病性评价

５６１　评价标准

依据病情指数(DI)平均值确定抗病级别,评价标准见表２.

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＝０ 免疫(I)

０＜DI＜１００ 高抗(HR)

１００≤DI＜２００ 抗(R)

２００≤DI＜３００ 中抗(MR)

３００≤DI＜４００ 感(S)

DI≥４００ 高感(HS)

２
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５６２　结果记录

评价结果按附录B中的表B１填写.

６　田间抗病性评价

６１　鉴定对照品种

按５１的规定进行.

６２　鉴定圃建设与管理

选择地势平坦、土壤理化性质均一,四周无高大乔木,立地环境一致,咖啡炭疽病常发生区作为鉴定

圃.每份种质重复４次,每重复５株.采用完全随机区组排列,种植规格及除草、浇水、施肥等田间管理按

NY/T９２２的规定执行.

６３　调查时间

在每年１０月咖啡炭疽病发病高峰期进行调查.

６４　调查方法

按５点取样法,每份种质重复３次,每重复５株.每株选择东、西、南、北枝条从顶端开始第１对~第３
对成熟叶片,共１２片叶片.每个种质调查１８０片叶片.

６５　病情调查

按５５的规定执行.

６６　抗病性评价

按５６的规定执行.

６７　记录结果

抗病性评价结果按表B２填写.

７　鉴定有效性判定

咖啡感病对照品种“Typica(铁皮卡)”达到相应感病程度(DI≥３０)时,该批次鉴定视为有效.

８　重复鉴定

鉴定种质初次鉴定表现为免疫、高抗或抗病,翌年进行重复鉴定.

９　抗病性终评

同一年接种鉴定与田间抗病性鉴定结果不一致时,以记载抗病性水平低的为准.
进行重复鉴定后,以记载抗病水平低的评价结果作为鉴定种质最终评价结果,并按表B３填写.

３
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附　录　A
(资料性)
咖啡炭疽病

　

A１　病原菌

病原菌无性态为半知菌亚门腔孢纲黑盘孢目小丛壳科刺盘孢属,胶孢炭疽菌复合群(Colletotrichum
gloeosporioidescomplex)中的Csiamense,Ctheobromicola,Cnupharricola 中的一个种或半知菌亚

门、腔孢纲、黑盘孢目、黑盘孢科、炭疽菌属,喀斯特炭疽菌(Colletotrichumkarstii).

A２　田间症状

％１３叶片染(发)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(图 A１a);枝条染(发)病时,病斑褐色、不规则形(图 A１b);浆果染(发)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(图 A１
c);旱季小树和弱树易感病,出现大量落叶,并伴随有枯枝症状.

标引序号说明:

a———叶片症状;

b———枝条症状;

c———果实症状.

图A１　咖啡炭疽病症状

A３　病原菌形态

Csiamense,Ctheobromicola,Cnupharricola 菌落特征:在PDA培养基菌株生长速度较快,菌落呈

圆形,边缘整齐规则;菌丝为纯白色,气生菌丝茂密,菌株生长一周后菌落背面开始出现黑色小点,形成分

生孢子盘,随后表面产生分生孢子,后形成粉红色孢子堆.分生孢子椭圆形,单孢无间隔,内部不含油滴,
无色透明;分生孢子梗较短,光滑无色;刚毛及菌核未发现;附着胞形状为球形、近球形或椭圆形,边缘完整

平滑,少数为不规则状(图 A２).

Colletotrichumkarstii菌落特征:菌株在PDA 培养基上生长速度较慢,菌落呈圆形,边缘整齐规则;
菌丝生长初期为纯白色,气生菌丝稀疏,一周后菌丝逐渐变淡粉色,菌落背面明显变为橘红色至暗红色.
分生孢子盘产生较慢,孢子数量明显较少.分生孢子椭圆形,单孢无间隔,内部不含油滴,无色透明,边缘

光滑,孢子长度较短;附着胞近球形或椭圆形,部分边缘完整平滑或边缘有起伏隆起,少数为不规则状,深
褐色,内部可观察到数个粒融物(图 A３).

４
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标引序号说明:

a———菌落正面;

b———菌落背面;

c———分生孢子;

d———附着胞.

图A２　Csiamense,Ctheobromicola,Cnupharricola纯培养和形态特征图

标引序号说明:

a———菌落正面;

b———菌落背面;

c———分生孢子;

d———附着胞.

图A３　Colletotrichumkarstii纯培养和形态特征图

A４　病原菌分子鉴定

分子鉴定所用引物及序列见表 A１
表A１　分子鉴定所用引物及序列

基因 引物名称 引物序列(５′Ｇ３′)

ITS
ITS１ TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS４ TCCTCCGCTTATTGATATGC

ACT
ACTＧ５１２F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC
ACTＧ７８３R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT

CHSＧ１
CHSＧ７９F TGGGGCAAGGATGCTTGGTTGAAG
CHSＧ３５４R TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG

GAPDH
GDF GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA
GDR GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT

GS
GSF１ ATGGCCGAGTACATCTGG
GSR１ GAACCGTCGAAGTTCCAC

ApMat
AMF TCATTCTACGTATGTGCCCG
AMR CCAGAAATACACCGAACTTGC

PCR扩增程序:

ITS、ACT、CHSＧ１、GAPDH 基因:９４℃预变性３min、９４℃变性１min,５５℃退火４５s、７２℃延伸

１min,循环次数３５次,７２℃延伸１０min;

GS 基因:９４℃预变性３min、９４℃变性１min,６０℃退火３０s、７２ ℃延伸１min,循环次数３５次,

７２℃延伸１０min.

ApMat基因:９４℃预变性３min、９４℃变性１min,５５℃退火３０s、７２℃延伸１min,循环次数３５次,

７２℃延伸１０min.
５
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附　录　B
(规范性)

咖啡炭疽病抗病性评价记录表

　

B１　接种抗病性评价结果

见表B１.

表B１　咖啡种质抗炭疽病接种评价表

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 抗病级别

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

鉴定负责人(签字) 年　月　日

B２　田间抗病性评价结果

见表B２.

表B２　咖啡种质抗炭疽病田间发病评价表

鉴定单位

鉴定时间

序号 种质名称 病情指数 抗病级别

鉴定负责人(签字) 年　月　日

B３　抗病性评价终评

见表B３.

表B３　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
抗病级别

人工接种 自然发病

抗病性终评

鉴定负责人(签字) 年　月　日

６


