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一、工作简况
（一）任务来源

1. 制定背景

咖啡是世界上除了石油以外的最大交易品，是全球经济的重要组成部分，我国是主要咖啡生产国之一，其单位面积产值较高且稳定。咖啡炭疽病在世界所有咖啡生产地区均可发生，是影响咖啡生产的世界性问题之一，可造成20-80%产量损失。我国咖啡炭疽病的发病面积占种植面积的50%以上，造成巨大的经济损失，是咖啡主产区重点关注的农业生产安全问题之一。截止目前，还没有安全简便的彻底防治炭疽病的措施，控制咖啡炭疽病的最好选择就是使用抗性较好的品种，因此寻找并鉴定对高致病性的炭疽病菌具有抗性的咖啡种质十分重要。但目前就各咖啡种质对炭疽菌的抗性问题仍不明确，加之炭疽菌种群组成变化很快，新的强毒力菌株出现频率加快，很容易就攻克原有的品种抗性，使得原先部分地区的抗性鉴定结果不能反映目前的真实抗性水平，从而对咖啡生产带来一定程度的阻碍。目前，国内对咖啡品种对炭疽病的抗性鉴定还没有建立统一的标准，而我国又是咖啡主产区以及炭疽病严重发生的地区，对抗病品种资源的需求极为迫切，因此建立抗性鉴定技术规程，有助于规范抗性品种的选育，加快抗性品种应用，为咖啡产业健康发展具有十分重要的意义。

2. 任务来源

根据《农业农村部农产品质量安全监管司关于下达2022年农业国家标准和行业标准制修订项目计划的通知》（农质标函〔2022〕66号），由中国热带农业科学院环境与植物保护研究所陆英副研究员作为首席专家主持承担《热带作物种质资源抗病虫鉴定技术规程 咖啡炭疽病》（项目编号：农质标函〔2022〕66号- NYB- 22255）标准的制定工作。该项目的技术归口单位为农业农村部热带作物及制品标准化技术委员会。
3. 工作过程

工作起始于2021年12月，由中国热带农业科学院环境科学院环境与植物保护研究所向农业农村部农产品质量安全监管司提出制定《热带作物种质资源抗病虫鉴定技术规程 咖啡炭疽病》农业行业标准的申请，并获得批准。标准归口管理单位为农业农村部热带作物及制品标准化技术委员会，起草单位为中国热带农业科学院环境与植物保护研究所。
接到标准制定任务后，成立了由陆英、易克贤、贺春萍、吴伟怀、梁艳琼和李锐组成的编写小组，制定了工作计划和任务分工。按照制订农业行业标准制定标准的工作程序（即：立项阶段、起草阶段、征求意见阶段、审查阶段、批准阶段、出版阶段），在标准立项后，开始组织技术专家着手标准的制定工作。

标准立项后，起草工作组根据咖啡种质资源抗性鉴定圃的设置要求，建立标准化的鉴定圃，种质资源的种植并规范管理，同时对病原菌进行分离鉴定及致病力测定。随后进行田间自然发病鉴定和人工接种鉴定等标准制定依据的相关试验，并根据标准制定的要求完善病害自然发病和人工接种鉴定时间、调查方法及病害分级和抗性评价标准等验证试验。在此基础上按照GB/T 1.1-2020《标准化工作导则》的编写要求和格式编写了征求意见稿。

（二）起草单位

标准起草单位为：中国热带农业科学院环境与植物保护研究所。
标准主要起草人及任务分工如表1：
表1 主要起草人及任务分工

	序号
	姓名
	职称
	所在单位
	任务分工

	1
	陆英
	副研究员
	中国热带农业科学院环境与植物保护研究所
	统筹标准制定、征集意见、组织协调

	2
	易克贤
	研究员
	中国热带农业科学院环境与植物保护研究所
	项目统筹

	3
	贺春萍
	研究员
	中国热带农业科学院环境与植物保护研究所
	病原菌分离鉴定

	4
	吴伟怀
	副研究员
	中国热带农业科学院环境与植物保护研究所
	田间自然发病鉴定

	5
	梁艳琼
	助理研究员
	中国热带农业科学院环境与植物保护研究所
	人工接种鉴定

	6
	李锐
	高级农艺师
	中国热带农业科学院环境与植物保护研究所
	鉴定圃管理和咖啡种质栽培管理


（三）主要工作过程

课题组已在我国云南、海南等咖啡主要种植区进行了广泛调研，对咖啡炭疽病田间症状识别、病原菌分离鉴定、致病力测定和病害发生规律做了大量的基础性工作，这为标准的草案的顺利编写提供良好的基础。
标准立项后，起草组在前期已完成的关于咖啡炭疽病病原的生物学、流行学、抗性鉴定技术，结合国内外已有的相关资料的基础上形成了明确的框架思路。确定鉴定圃的设置和要求。建立标准化的鉴定圃，种质资源的种植并规范管理，随后进行田间自然发病鉴定和人工接种鉴定等标准制定依据的相关试验，并根据标准制定的要求完善病害自然发病和人工接种鉴定时间、调查方法及病害分级和抗性评价标准等验证试验。
起草组认真阅读了标准制定的一系列文件，对标准制定的格式、内容、术语、表达方式等进行了深入学习，较系统的学习了标准的编写，着手标准的起草工作，于2022年8月完成意见征求稿初稿，并在此基础上严格按照GB/T1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准文件的结构和起草规则》的编写要求和格式对标准初稿进行进一步的修改和完善，形成征求意见稿。

二、标准编制原则和确定标准主要内容的依据

（一）编制原则
本标准编制遵循“先进性、实用性、统一性、规范性”的原则，注重标准的通用性、适用性、配套性和可操作性，以保障咖啡产业健康发展为目标，按照病害综合防治的思路，结合生态、经济、环境和协调四个观念，严格按照GB/T1.1-2020的规定编写。结合查阅资料及试验研究，编制本标准。

（二）主要内容的依据

1. 关于本标准的范围
本标准确立了咖啡种质对炭疽病的抗性鉴定技术方法和评价标准。并对鉴定圃的设置和管理、咖啡种质资源的栽培、接种体准备、接种技术、病情调查及分级标准、抗性评价标准作了规定。

2. 关于标准中的术语和定义

本标准对咖啡种质资源对炭疽病抗性鉴定技术中涉及到的分离物、接种体、抗病性、抗病性鉴定、病情级别、病情指数等术语进行了定义。
3. 关于咖啡炭疽病症状识别
对病原菌及症状的正确识别是建立抗病性技术鉴定规程的重要基础性工作。在咖啡生产中，很多病原菌或环境因素均可致叶片上产生斑点、干枯、脱落等现象，使得在生产中防控不及时，效果不理想。标准起草小组成员深耕于咖啡生产基地多年，非常了解咖啡炭疽病的危害症状及发病特点，对该项目的顺利完成具有重要的支撑作用，因此将其纳入标准内容。该内容将作为资料性附录进行编制。
4. 病原菌接种体的确定及制备
参照《植病研究方法》（方中达，1998），采集典型症状的病叶组织，在病健交界处分离病原菌，获得分离物并进行单孢分离。项目组自2018年底以来陆续从云南、海南各个采样点分离获得74个咖啡炭疽菌分离物，采用针刺法对这些分离物进行了致病力鉴定，接种5 d后，在接种叶片上可见典型炭疽病病斑，病斑症状与大田自然发病症状一致。从接种发病部位的病健组织交界处，再次分离到与接种体菌落生长性状和分生孢子形态一致的菌株。根据各菌株致病力测定结果可知，各菌株之间致病力存在较显著差异。选择致病力最强的菌株作为抗病性鉴定的供试菌株。

表2 部分分离物的致病性鉴定结果

	菌株编号

Strain No.
	病情指数

Average disease index
	致病力强弱

Pathogenic performance
	菌株编号

Strain No.
	平均病情指数

Average disease index
	致病力强弱

Pathogenic performance

	BSC2-1
	43.68
	H强
	HG7
	72.11
	H强

	BSC 2-2
	57.20
	H强
	HG8
	54.62
	H强

	BSC4-1
	49.21
	H强
	HG10
	47.80
	H强

	BSC7-1
	60.12
	H强
	RL24
	57.23
	H强

	BSC7-2
	72.10
	H强
	RL25
	48.91
	H强

	BSC 9-1
	68.31
	H强
	RL28
	38.68
	M中

	BSC 9-3
	65.05
	H强
	RL29
	34.16
	M中

	BSC 10-2
	42.01
	H强
	RL30
	19.88
	R弱

	BD 15
	44.26
	H强
	RL31
	14.51
	R弱

	BD 18
	55.01
	H强
	RL33
	17.29
	R弱

	BD 23
	43.78
	H强
	BEC80A
	14.33
	R弱

	HG6
	45.96
	H强
	BEC156A
	32.33
	M中

	HG 9
	33.33
	M中
	BEC76A
	37.79
	M中

	BEC70A
	10.25
	C弱
	BEC77A
	20.56
	R弱

	BEC75A
	44.07
	H强
	BEC10A
	47.36
	H强

	BEC76B
	47.36
	H强
	BEC14B
	10.25
	R弱

	BEC77D
	28.56
	M中
	BEC106B
	50.69
	H强

	BEC59A
	41.89
	H强
	BEC126B
	13.39
	R弱

	BEC 41B
	13.26
	C弱
	BEC127B
	55.67
	H强

	BEC91B
	42.92
	H强
	BSC1-3
	47.95
	H强

	BEC176B
	18.16
	R弱
	BSC6-1
	43.37
	H强

	RBEC193B
	19.23
	C弱
	BSC8-1
	44.72
	H强

	F3-1
	60.35
	H强
	BSC8-3
	51.56
	H强

	CF2
	58.32
	H强
	BSC13-1
	58.97
	H强

	BSC1-2
	49.70
	H强
	BSC14-2
	61.11
	H强

	BSC14-1
	47.65
	H强
	IG3
	75.56
	H强

	BSC15-1
	53.48
	H强
	RL32
	56.23
	H强

	BEC108A
	63.28
	H强
	
	
	


接种体的制备方法：将保存的供试菌种接种在马铃薯葡萄糖（PDA）平板上，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。
5. 评价方法、评价标准及抗/感对照品种的确定
为了确定咖啡种质抗炭疽病鉴定规程的病情调查方法和评价标准，利用咖啡叶片离体接种法、人工接种和自然条件下发病调查三种方法对咖啡种质进行了炭疽病抗性评价，根据抗性评价结果确定病情级别划分和抗性评价标准的划分，并确定人工接种和自然条件下病情调查作为咖啡种质抗炭疽病鉴定规程的方法。
离体叶片菌饼穿刺接种法：取生长良好，大小相近的咖啡嫩叶作为接种材料，接种前，用无菌水冲洗，用1% 次氯酸钠溶液浸泡10 min，再用无菌水冲洗3-4 遍，阴凉处晾干叶片，整齐排放于接种盘里。取20 µL 浓度为1×106 个/mL的孢子悬浮液分别点滴到不同品种的叶片上，每个叶片滴3个点，每个种质咖啡叶片3次重复，以无菌水代替孢子悬浮液作为对照，然后用保鲜膜覆盖，室温下保湿培养5 d后，采用十字交叉法测量叶片病斑大小。
人工接种鉴定：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上。接种及发病情况调查：人工接种鉴定鉴定圃中进行。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。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。
接种第7 d，进行发病情况调查和统计。统计发病的叶片数、计算发病率和病情指数。病情分级标准见表3和抗性评价标准见表4。
田间自然发病：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。进行发病情况调查和统计。统计发病的叶片数、计算发病率和病情指数。病情分级抗性评价标准见表3和表4。

表3 咖啡炭疽病病情分级标准

	病 级
	分级标准

	0级
	无病

	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


计算公式：病情指数=∑（各病级叶片数×相应病级数值）/（调查总叶片数×最高病害级数）

表4 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）


咖啡种质抗病性评价结果所获得的数据均采用SAS 9.0 软件进行差异显著性分析，置信度为p=0.05.
统计结果：采用田间发病情况调查、田间孢子液喷雾接种和室内孢子液离体叶片接种等方法评价了咖啡种质对炭疽菌的抗性水平，结果见表5，表明抗感种质间的抗性差别达到了显著水平。 

表 5 国内主要咖啡种质对抗病性的抗性评价结果

	品种
Variety
	自然条件下

病情指数

Disease index under natural condition
	自然条件下评价

Resistance grade under natural condition
	种质圃接种

病情指数

Disease index after inoculation in field
	种质圃抗病评价

Resistance grade in field
	室内接种

抗病评价

Resistance grade after inoculation in laboratory
	综合抗性

Integrated resistance grade

	Castilo
	27.81
	MR
	29.31
	MR
	R
	MR

	卡杜拉
	23.73
	MR
	27.84
	MR
	MR
	MR

	埃塞原生1
	35.32
	S
	32.96
	S
	S
	S

	铁皮卡
	42.51
	HS
	37.83
	S
	HS
	HS

	龙伯列
	33.14
	S
	37.13
	S
	S
	S

	catimor
	23.46
	MR
	26.50
	MR
	MR
	MR

	SM01
	16.75
	R
	16.71
	R
	MR
	MR

	BL03
	19.20
	R
	25.42
	MR
	MR
	MR

	Castilo
	17.89
	R
	23.12
	MR
	MR
	MR

	哥伦比亚
	20.75
	MR
	19.97
	R
	MR
	MR

	埃塞原生
	27.96
	MR
	29.98
	MR
	S
	S

	德热3号
	23.10
	MR
	27.12
	MR
	R
	MR

	catimor
	17.78
	R
	21.31
	MR
	R
	MR

	COLOMBIA
	27.56
	MR
	31.10
	S
	S
	S

	HW361/3
	17.96
	R
	19.21
	R
	MR
	MR

	DKH01
	34.25
	S
	37.84
	S
	S
	S

	紫叶
	21.79
	MR
	25.10
	MR
	MR
	MR

	BL01
	24.63
	MR
	27.19
	MR
	MR
	MR

	DKH02
	20.08
	MR
	18.30
	R
	MR
	MR

	BL03
	23.48
	MR
	27.63
	MR
	MR
	MR

	哥伦比亚
	30.11
	S
	35.67
	S
	MR
	S

	卡杜埃
	29.81
	MR
	32.89
	S
	S
	S

	HW26/7
	29.71
	MR
	31.00
	S
	S
	S

	哥伦比亚
	35.49
	S
	37.12
	S
	S
	S

	CATMOR P129
	28.26
	MR
	28.87
	MR
	R
	MR

	PT
	19.88
	R
	23.14
	MR
	R
	MR

	599
	37.81
	S
	31.19
	S
	MR
	S

	矮卡
	11.33
	R
	15.43
	R
	R
	R

	忙蚌紫叶
	21.65
	MR
	22.69
	MR
	MR
	MR

	军捞紫叶
	23.64
	MR
	27.12
	MR
	R
	MR

	萨奇姆403
	19.23
	R
	18.78
	R
	R
	R

	卡蒂姆7963 
	17.58
	R
	19.90
	R
	R
	R

	Ruiru 11
	23.78
	MR
	27.14
	MR
	MR
	MR

	巴天
	31.50
	S
	36.75
	S
	MR
	S

	583
	35.19
	S
	29.80
	MR
	S
	S

	Villa Sachi
	32.13
	S
	29.75
	MR
	S
	S

	582
	23.84
	MR
	22.22
	MR
	R
	MR

	581
	29.51
	MR
	34.62
	S
	S
	S

	565
	30.64
	S
	31.91
	S
	S
	S


三、主要试验或验证的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效果

本标准的制定的试验方案是在多年病害调查等相关数据基础上，深入咖啡生产一线，积极与科研人员、种植户交流，了解当前咖啡炭疽病的发生危害特点和防治经验基础上，综合形成本规范，具有实用性强和可操作性高等特点。本标准中所列技术指标符合国情，具有合理性，所列试验方法是可靠可行的，具有可操作性，国内具备本标准要求的检验能力，试验条件成熟。本标准的制定和实施，将规范咖啡种质资源抗炭疽病菌鉴定技术，降低咖啡炭疽病对我国咖啡产业健康生产的影响，促进产业发展，具有巨大的社会和经济效益。

四、采用国际标准和国外先进标准的程度

本标准没有采用的国际标准。
五、与现行的法律法规和强制性国家标准的关系

检索结果表明，本标准与有关现行标准、法律、法规和强制性标准没有冲突。
六、重大分歧意见的处理经过和依据

本标准制定过程中尚未出现重大分歧意见。
七、标准作为强制性或推荐性标准的建议
建议本标准作为推荐性标准发布。咖啡炭疽病是我国咖啡种植区分布广泛且危害严重的病害，目前尚无抗病鉴定技术规程，因此推荐使用本标准。
八、贯彻标准的要求和措施建议（包括组织实施、技术措施、过渡办法等）

标准发布后，建议通过培训、咨询等形式在海南、云南等主要咖啡种植区进行推广应用。
九、废止现行有关标准的建议

鉴于目前尚无咖啡种质资源抗炭疽病鉴定技术规程方面的相关标准，所以无废止现行有关标准的建议。

十、其他应予说明的事项

无。
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