《葡萄苗木病毒检测技术规程》
地方标准编制说明
一、工作简况：包括任务来源、协作单位、主要工作过程、起草组组成成员及其所做的主要工作等。
宁夏贺兰山东麓以其独特的地理优势为葡萄的生长提供了一个理想的环境，但是葡萄病毒病的危害，导致产量降低，品质变劣，树势衰退，严重影响了宁夏葡萄产业的健康发展。葡萄苗木带毒是葡萄病毒病蔓延的重要原因，建立完善的葡萄苗木病毒检测技术是防治葡萄病毒病发生的根本。
本标准是由宁夏“十三五”重点研发计划重大项目“贺兰山东麓特色优质葡萄与葡萄酒生产关键技术研究”（2016BZ06，执行期2016.01-2019.12）课题一“酿酒葡萄安全生产关键技术研究”（附件1）和宁夏教育厅资助项目“宁夏酿酒葡萄卷叶伴随病毒多重RT-PCR检测及变异群体的SSCP分析”（NGY14011，执行期2014.01-2016.12，已结题）（附件2）提供科技支撑。
本标准申请单位为宁夏大学，协作单位为宁夏林业研究院有限公司、宁夏农林科院植保所、宁夏农垦玉泉营苗木繁育有限公司。，团队成员均具有从事葡萄病毒检测、脱毒和无毒苗木繁育的经验，前期做了大量工作，具有坚实的研究基础。在理论方面，团队成员先后在《植物保护》、《北方园艺》、《西南大学学报(自然科学版)》和《中外葡萄与葡萄酒》等国内知名期刊共发表相关论文13篇，培养相关领域研究生1人。在实践方面，宁夏大学农学院植保教研室、葡萄与葡萄酒工程中心具有完善的开展植物病毒检测鉴定的分子生物学实验室；主持人本人在读硕读博期间，攻读专业方向为植物病毒学，且毕业后，一直从事葡萄病害方面的教学研究工作，具有丰富的实践经验；加之，宁夏林业研究院有限公司还拥有1个自治区级葡萄病毒检测中心实验室，从事全区葡萄病毒的检测和鉴定工作；宁夏农垦玉泉营苗木繁育有限公司长期进行葡萄苗木脱毒和无毒苗木、种条的繁育工作以上软、硬件条件均能够保证本标准修订工作的完成。
二、标准编制原则和确定标准主要内容：包括技术指标、参数、公式、性能要求、试验方法、检验规则等的依据（包括试验、统计数据）；地方标准修订项目还应当列出和原标准主要差异情况；
拟制定的标准适用于宁夏贺兰山东麓葡萄苗木（母本树、组培苗、扦插苗、嫁接苗）和田间病株的病毒检测。本标准项目以宁夏贺兰山东麓葡萄主要发生的葡萄卷叶病、扇叶病、茎痘病、栓皮病和斑点病为研究对象，采用逆转录-聚合酶链式反应（RT-PCR）方法检测葡萄卷叶伴随病毒（GLRaVs）包括株系GLRaV-1、GLRaV-2、GLRaV-3、GLRaV-4和GLRaV-5、扇叶病毒（GFLV）、沙地葡萄茎痘相关病毒（GRSPaV）、葡萄病毒A（GVA）、葡萄病毒B（GVB）和葡萄斑点病毒（GFKV）。标准规定了葡萄样品总RNA提取的方法、5种葡萄病毒、5个GLRaV株系引物序列和扩增条件。对混合侵染样品采用多重RT-PCR检测的条件进行规范，以提高检测效率，节约成本。此外，标准项目规定了葡萄田间病株、苗木病毒检测技术的术语和定义、检测对象、取样部位、抽样、检测方法和质量要求等。
1.考虑到RT-PCR比酶联免疫吸附（ELSA）检测更加准确、快捷、成本低，本标准中删除了“双抗体夹心酶联免疫检测法（DAS-ELISA检测法）”。
2.重新修订完善葡萄病毒检测对象和术语，如多重RT-PCR。
3.增补葡萄卷叶伴随病毒（GLRaVs）包括株系GLRaV-1、GLRaV-2、GLRaV-3、GLRaV-4和GLRaV-5、茎痘病（GRSPaV）、扇叶病毒（GFLV）、葡萄病毒A（GVA）、葡萄病毒B（GVB）和葡萄斑点病毒（GFKV）的引物类型，除CP基因外，增加HSP70和RdRp基因设计特异性引物，以提高检测准确率。
4.增补葡萄病毒二重RT-PCR和三重 RT-PCR检测内容，提高检测效率，降低成本。
5.葡萄病毒分子检测技术已很成熟，总RNA提取、反转录和PCR扩增等都有相应试剂盒，且价格不贵。进行葡萄病毒检测时，可以直接选用相应的试剂盒，按说明进行操作，不再需要相关试剂和溶液的配置，本标准就此进行了改进，用试剂盒操作说明阐述相关步骤。
三、试验验证：包括试验（或验证）准确度、可靠性、稳定性的分析和说明，实验结果综述等；
2002～2018年研究团队系统研究了宁夏贺兰山东麓酿酒葡萄主要病毒病的种类、GLRaVs株系分子特征和分布特点，以及酿酒葡萄主栽品种的病毒感染状况。实验表明宁夏贺兰山东麓酿酒葡萄种植区的葡萄病毒病有葡萄卷叶病、扇叶病、茎痘病、栓皮病和葡萄斑点病等，其中葡萄卷叶病在贺兰山东麓发生最为普遍；在被检测的所有葡萄品种中GLRaVs感染率为30%～100%，并且多数品种是目前贺兰山东麓的主栽品种，如蛇龙珠、黑比诺和西拉等。

利用GLRaVs的CP、 HSP70和RdRp基因设计特异性引物，进行RT-PCR检测，共检出5种GLRaVs类型，分别为GLRaV-1、GLRaV-2、GLRaV-3、GLRaV-4和GLRaV-5，且GLRaV-3的检出率最高，为87.5%。在检测的8个种植区8个主栽品种中，除了威代尔品种未检测出GLRaVs外，其余7个主栽品种（赤霞珠、美乐、黑比诺、蛇龙珠、品丽珠、西拉和霞多丽）均检测出不同的GLRaVs，其中在5个品种（赤霞珠、黑比诺、品丽珠、西拉和霞多丽）上检测出有2种病毒类型的复合侵染，且新惠彬酒庄葡萄园的蛇龙珠上检测出有3种病毒复合侵染。
多重RT-PCR比单一RT-PCR更快捷、更节约，只需1次RT-PCR反应就能同时检测多种不同病原体。为了提高检测效率，降低检测成本，本研究团队在对葡萄病毒单一RT-PCR检测技术研究的基础上，对宁夏贺兰山东麓产区葡萄病毒感染的一年生枝条、叶片和卷须进行了10种病毒的RT-PCR检测，并对引物浓度、模板浓度、退火温度及Taq DNA聚合酶浓度进行优化，建立了同时检测2种（株）和3种（株）病毒的多重RT-PCR检测体系。
发表相关论文目录见附件3。
四、知识产权说明：标准涉及的相关知识产权说明；
GB/T 35332-2017葡萄A病毒检疫鉴定方法
NY/T 1843-2010 葡萄无病毒母本树和苗木

DB/T 956-2014 葡萄种条病毒检测方法

NY/T 2377-2013 葡萄病毒检测技术规范

NY/T 2378-2013 葡萄苗木脱毒技术规程
本标准在修订中在适当步骤中有引用。
五、采标情况：采用国际标准和国外先进标准的程度或与国内同类标准水平的比较；
目前，国内在葡萄病毒检测方面已有多个标准，如2017年颁布的“葡萄A病毒检疫鉴定方法”（GB/T 35332-2017）；2013年颁布的 “葡萄病毒检测技术规范”（NY/T2377-2013）；2013年宁夏颁布的“葡萄苗木病毒检测技术规程”（DB64/T829-2013）等。与同类标准相比，本标准的创新性表现在：
1.现有标准中有关RT-PCR检测，多采用葡萄病毒的CP基因设计引物，而未考虑病毒株系间的变异。本标准在多年研究的基础上，利用多个基因（HSP70和RdRp）进行RT-PCR扩增，相互印证，减少现行标准利用单一基因（CP）的假阴性现象，提高RT-PCR检测的准确性。
2.建立葡萄卷叶伴随病毒（包括GLRaV-1、GLRaV-2、GLRaV-3、GLRaV-4和GLRaV-5）、葡萄扇叶病毒、葡萄病毒A、葡萄病毒B和葡萄斑点病毒等多种病毒的多重RT-PCR检测体系，大大提高葡萄病毒复合侵染的检测效率，节约时间与成本。按照本标准操作能保证目标条带检测准确率达100%，对单一侵染或复合侵染的鉴别诊断可在数小时内提供结果，大大提高了检测效率，而且检测所需的成本也比单一同类检测低，对宁夏葡萄无病毒苗木的推广、葡萄病毒病的流行监测和防控具有重要意义。
6、 重大意见分歧的处理：包括处理过程、依据和结果；
无。
七、标准性质的建议说明：
无。
八、建议审批发布为推荐性标准或强制性标准的说明及理由；
无。
九、其他应予说明的事项。
无。
