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                棉 花皱 时病毒分 子检疫鉴定方法

1 范 围

    本 标 准 规 定 了棉 花 皱 叶 病 毒 （参 见 附 录 A ）核 酸 的 提 取 f C R 及 实 时 荧 光 P C R 检 测 的方 法 。

    本标 准适用 于进 出境植 物检疫 中棉 花皱 叶病 毒 的检疫 鉴定 。

2 方 注原 理             圈圈

    棉花皱叶病毒学名：Cottonle一 毒的分子生物学特征是本标准
制定 的主要依据 。 赣廖

3 仪 器 设 备 、用 臭 及 试 剂         颠酚圈

3．1 仪 器 设 备           圃圃

    P C R 仪 、电泳系统 、高速冷冻禽圈瞩              箱 、电子分析天平 N ．OOIs 入超

净 工 作 台 、水 浴 锅 、一80 oC 超 低 温 冰翱彝籁烫辔爽

3．2 用具             一    撼圈

    可调 移液器 门．SVL ，IOVL ，扣翻缀  “ ，鹰卿       头 、离 心管 f C R 管 和研钵 等 。

3．3 试剂                                                                                NW                WH         ’s－M
    除有特殊说 明外 ，所有实验攒撼圃圃 为分橱缀缀圈 试 剂 。圃瞩

    实 时 荧 光 P C R 试 剂 、三 氯 甲缀 攀 戴 醇 、撬 覆瞩 D N A 缀 溃圈毅 N A 分 子 标 记 、澳 化 乙 锭 、琼 脂

糖等。 镶圃           缀

    试 剂 配 制 见 附 录 B 。 圈缀          圈簿

4 检 疫 鉴 定 方 法          胸瞩镶塞缀      圈廖缨

4．1 常 规 P C R 检 测

    提 取 样 品 D N A ，设 置 阳 性 对 照 、阴 性 对 照 和 空 白 对 照 ，进 行 常 规 P C R 扩 增 。 具 体 操 作 步 骤 见 附

录 C 。

4．2 实 时荧 光 P C R 检 测

    提 取 样 品 D N A ，设 置 阳 性 对 照 、阴 性 对 照 和 空 白 对 照 ，进 行 实 时 荧 光 P C R 扩 增 。 具 体 操 作 步 骤 见

附 录 D 。

5 结 果 判 断

    样 品 经 P C R 及 实 时 荧 光 P C R 检 测 为 阴性 时 ，判 定 样 品 不 携 带 C L C rV 。
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