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1. 1845 DNA iR

F CTAB VZ42EUE DNA, FESBRIF:

(1) B 100 mg Hréfnt 8 dAd KL 2080 T KRR, IR BB ot oK, B2 1.5 mL
B Y, A 500 L 2% CTAB (65°C Hi#)

(2) 65°C 7K 30 min, HAEIEE 7 2> BhEUE VRS 5

(3) A% 2 min, HOA 500 pL 50405 57 %EE (24: 1) Z¥% 5min; -20°C ¥ 4 10 min, 10000 rpm
4 °C B> 20 min;

(4) $EECEIE, A 340 pL A& R NEE, BRIES), -20 °C JKE 30 min;

(6) F+ L&, F 500 uL 75% L BEHE M, B O T

(7) AN 50 uL TEH/K, 65 °C J#k 3 min ARG DNA FEA, HTJ54: PCR A&,

2. PCR #&3

PCR &M 51 %5, E#E51%: GGAGAGGTGAGTGGAATTCCGA, RiiE5I4:
ACCCAACATCTAGGTAAAAACC. ¥ 34/ Wik h: £ 500 bp.

PCR # 1&g Mk %

el PRFCuL)
W51 (10 pmol/L) 0.5
THEEIY (10 pmol/L) 0.5
Mix 10
BifR DNA 2
i ddH,0 & 20

PCR # &R NS

mH RE i /]
FHAR PR 94 °C 3 min
AR PEIR 94 ° C 30 sec
B AREE 60 ° C 30 sec 33/ IR
HEA 72 °C 1 min
THHEfeh 2.0 5 min

3. MK
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# PCRY =4 10 uL 5 3 pL _EREZEM(5 X )M 2 uL SYBR Green I(1 X )4 IR A, I F] 1.5%
B W U F2 1 s RE L P 5 (RIS 152 B DL2000 A3 431 & DNAVE N F BEK/NRTEE , 120 V HL IR HLK £ 30 min.
3.2 B KA
W UK S B IR L E T B SR RGN, T FFERAMT, fEBER AR R G il E 8 PCR
I

4. HERAE
EEE A RGN, FkE BB IR b, B A St A B 1 s, B IR

RS o AEUCRE it B B X K/ — SR RS S Ve 25, P PR, BIZRE Wl D 2 e
BHAE;  Butie B LS BRI — SO R S R 26, A AR s e A 1

A1 AAE B R PCRAS U B UK 16T, [ BoRBEAR2 . 3 FATE, BEA LT
5 HWNEHmIILIE

JE[H 41 DNA R BB E T-20 CUKFE P fRAr, DA R4 MR AR, FEdh RO AT
-80°CUKFA B A B, HLR R AT KA A B
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P B IR 25 4zl ERRE | 2R (R

1 100 e/ F+ kA 5 e 1667 1%~3333 f& W% 3 7
2 55% S .- # AL 1000 £5~1500 1155 % 3 7
3 25 o/ TR AR A e 800 £5~1200 {51 % 3 7
4 100 e/ Ttk 7 ik 1000 £5~1500 1155 % 3 7
5 17 % T P FRg 7 3000 f5~4000 £ 1% 5 3 7
6 26%I 7 -2 L 5000 f%~6000 {15 % 3 7
7 30%IR He - ik P ik 3000 %~5000 151§ % 3 7
8 40%ME - FE T 2667 15~3200 {15t 5 3 7
9 15%i 4k - 2 i 2500 1#%~3500 {415 % 3 7
10 28%i 4 -2 1 g 5000 f%~7000 {15 % 3 7
11 25% 7 - W3E e 1500 £5~2500 1155 % 3 7
12 20%[if 4t - 1 e i 3500 fi%5~4500 15155 % 3 7
13 30% 2 e -1 11 1 4000 f&~5000 155 % 3 7
14 35%R Ht - HE LR [ 2000 1%~3000 {415 % 3 7
15 2.50% = AR S U5 1500 1&~2500 5 % 3 7
16 4.50%5: K 54 T 1500 £5~2500 15155 % 3 7
17 22% H1 - VE HL Rk 3000 f%~5000 £ 1 5% 3 7

80 1Ll F I T & a1 4 i 7
18 1000 £5~2000 1155 % 3

CQMa421

19 5% Fr 1 800 f%~1200 {515 % 3 7
20 30%!ME i 4000 1%~6000 1155 % 3 7
21 51.50% i & - 1AL 1000 1%~2000 5% 3 7
22 522.5 vu/THE A - TR AE 1000 £5~1500 1155 % 3 7
23 34%HE - F HE 1500 1&~2500 5 % 3 7
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24 40%13 41 - FE AL 2000 f%~3000 %151 % 7
25 10% H\IFh IR 3000 {%~5000 11 % 7
26 20%HZ H - 1gg g 4000 f%~6000 {515 % 7
27 30%H: 74 - 1 1% i 2000 f%~3000 1 % 7
28 20%IH AR - g ik 3000 f%~4000 {15 % 7
29 25% T 1500 1%~2000 {5155 % 7
30 70%342 i 2.1 8000 1%~12000 115 % 7
31 10.50% reiy - W€ HLUPk 2000 f%~3000 %151 % 7
32 30%:Z: rf1 - 1 rf1 15 3000 {%~4000 1% % 7
33 22.40%12 t 2. Fif 4000 f%~5000 {515 % 7
34 10% H\Igh IR 3000 {%~5000 1515 % 7
35 30% 5 H -1 g 3000 f%#~4000 {15 % 7
36 20 % r e - LB IR 3000 {#~4000 {15 % 7
37 21%!5E g 3360 {%~4200 1 % 7
38 10% e 50 ML PR ik 1500 f%~2500 %15 % 7
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	4　扩散前沿区柑橘黄龙病防控策略
	按照NY/T 2920，柑橘黄龙病防控策略为“种植无病大苗，严防柑橘木虱，彻底铲除病株”，俗称黄龙病

	5　防控措施
	5.1病害监测
	定期对果园进行巡查监测，发现疑似病株，及时抽取送检，确诊为病株后，以病株为中心，周围2圈每株树均要送
	5.2 园区生态隔离
	充分利用自然地形，在果园周围种植防风林，对果园形成适当生态隔离，在地势平缓地区，在果园四周可做防虫墙
	5.3 种植无病虫种苗
	选择种苗时应根据植物检疫要求，种植经过检疫的无病种苗，具体要求按照GB 5040-2003，GB 1
	5.4 栽培管理
	加强果园基础建设，如果果园地势平坦，要挖沟排水，不积水。科学肥水管理，增强树势，提高抗病能力。其他要
	5.5 清除病株
	挖除病树之前1 - 3天，对病树及附近植株施用防治木虱触杀性药剂，将病树连根挖除，对于不能彻底挖除的
	5.6 失管果园防控
	加强失管、半失管果园柑橘黄龙病和柑橘木虱发生动态监控，发现失管、半失管果园内有黄龙病或有柑橘木虱发生
	5.7 木虱防治
	5.7.1 农业防治
	5.7.1.1 增施有机肥，冬季每株施有机肥5 kg~10 kg，施肥时期以摘果后1个星期之内为好，
	5.7.1.2 科学控草。提倡生草栽培，改善橘园生态环境，保护利用天敌。以机械割草控制杂草生长，尽量
	5.7.1.3 梢期管理，采取分批抹梢、统一打顶的方法，以达到统一放梢的目的。通过合理的肥水管理和栽
	5.7.2 物理防治
	在树冠外围中上部悬挂粘虫黄板，每亩20片~ 30片。
	5.7.3 化学防治
	5.7.3.1 防治原则
	遵循“科学、安全、高效、绿色”原则，以预防为主，采取不同作用机制的药剂轮换使用，减缓抗药性的产生。
	5.7.3.2 施药方法及时期
	采用飞防或喷雾器喷雾法，重点施药新梢部位。新梢2 cm~3 cm喷第一次药，10 d~ 15 d后喷
	6 档案管理与保存
	建立黄龙病防控工作档案，包括繁育和购买种苗记录、种苗检疫报告、木虱防治时间、药品品种与浓度、防治效果
	1.叶片黄化
	叶片从叶脉附近开始褪绿，逐渐扩散形成黄绿相间的斑驳，严重时整张叶片呈现均匀的黄化。具体症状分为几种类
	均匀黄化叶片：叶片呈现均匀的浅黄绿色。
	斑驳型黄化叶片：叶片呈现黄、绿相间的不均匀斑块状。
	2.果实症状
	包括幼果畸形、易落果，以及“红鼻子”果，即成熟期果实只有果蒂周围是红色，其他部分仍是绿色，剖开后里面
	3.与缺素症状的区别
	黄龙病与缺素症状有时可能表现出相似的黄化现象，但黄龙病的黄化特征更为斑驳和不对称。此外，黄龙病的症状
	1.植物总DNA抽提
	2.PCR检测
	3.电泳及成像
	3.1 电泳
	将PCR扩增产物10 µL与3 µL上样缓冲液(5×)和2 µL SYBR Green I(1×)染
	3.2 成像及分析
	将电泳后的琼脂糖凝胶放置于凝胶成像系统内，打开紫外灯，在凝胶成像系统控制软件上观察PCR扩增条带。
	4.结果判定
	在凝胶成像系统观察，电泳后的琼脂糖凝胶上，阳性对照的特异性条带如图1所示，阴性对照没有该特异性条带。
	5.检测后样品的处理
	基因组DNA提取液放置于-20℃冰箱中保存，以备复检；用于检测的样品和用具，样品应保存于-80℃冰箱



