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前言

本文件按照GB/T 1.1—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。
本文件由山西农业大学提出。

本文件由中国养蜂学会归口。

本文件起草单位：。
本文件主要起草人：。
吕梁山区中华蜜蜂遗传资源鉴定评价技术规范
范围
本文件规定了吕梁山区中华蜜蜂遗传资源鉴定与评价的术语和定义、鉴定与评价方法、结果判定、质量控制、记录和报告等要求。
本标准适用于吕梁山区及相似生态区域的吕梁中蜂遗传资源的鉴定与评价工作。
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，仅对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。
GB/T 19489 实验室 生物安全通用要求
NY/T 2364 蜜蜂种质资源评价规范
术语和定义
GB/T 19489 界定的术语和定义适用于本文件。

4 鉴定评价方法
4.1 样品采集
应从吕梁山区所属各县区不同样点采集工蜂样本，每个样点采集10群，每群采集不少于90只工蜂，样本保存于75%酒精中。
4.2仪器准备
微小昆虫形态测量系统、体式显微镜（10×-100×）、超低温冰箱、PCR仪、毛细管电泳仪。
4.3形态测定
4.3.1测量指标

测定指标按照 NY/T 2364 中 3.3.1 的规定执行，测量图示见附录A。

4.3.2 数据分析
应依形态数据对样本进行主坐标分析、判别分析及聚类分析。
4.4 分子遗传标记鉴定

4.4.1微卫星标记

DNA提取：利用DNA提取试剂盒提取基因组DNA。
PCR扩增：利用PCR扩增试剂盒进行DNA扩增。反应体系、反应程序和引物信息见附录B。
毛细管电泳：根据琼脂糖凝胶电泳结果估计PCR产物浓度并10倍稀释，与LIZ500分子量内标混匀后进行毛细管电泳检测。
4.4.2线粒体DNA测序

DNA提取：利用DNA提取试剂盒提取基因组DNA。
PCR扩增：利用的PCR扩增试剂盒进行DNA扩增。反应体系、反应程序和引物信息见附录C。
Sanger测序：将PCR产物进行Sanger测序。
4.4.3 数据分析
分析多态信息含量（PIC）、观测等位基因数（Na）、有效等位基因数（Ne）、Nei's基因多样性指数（H）、遗传相似性系数、多态位点（SNP）、单倍型多样度（Hd）等指标。
5. 结果判定
5.1 形态学标记鉴定
显著差异指标：通过单因素方差分析确定显著差异的形态指标。
遗传多样性评估：根据主坐标分析、判别分析和聚类分析结果，评估不同样点的吕梁中蜂的遗传多样性。
5.2 分子遗传标记鉴定
微卫星标记：根据多态信息含量、观测等位基因数等指标评估遗传多样性
线粒体DNA：根据单倍型多样度、核苷酸多样度等指标遗传多样性。
6. 质量控制
6.1 样品质量控制
应确保采集的样品具有代表性，避免样本污染和损坏。

代表性：采集的样品应具有代表性。例如，应从吕梁山区所属各县区不同样点采集工蜂样本，每个样点采集10群，每群采集不少于90只工蜂，确保样本能够代表吕梁山区的中华蜜蜂群体。
避免污染和损坏：在样品采集、保存和运输过程中，应避免样本受到污染或损坏。样本需保存于75%酒精中，确保其完整性。
6.2 数据质量
应对实验数据进行严格的质量控制，确保数据的准确性和可靠性。

实验操作规范：严格按照标准操作规程进行实验，包括仪器设备的校准和使用、实验步骤的执行等。例如，使用微小昆虫形态测量系统、体式显微镜、超低温冰箱、PCR仪、毛细管电泳仪等仪器设备时，需确保设备经过校准且操作符合要求。
数据记录准确：详细记录样品采集、实验操作、数据分析等过程，确保数据的准确性和可追溯性。例如，在DNA提取、PCR扩增、毛细管电泳测序等过程中，应记录每一步的操作条件和结果。
数据分析验证：对实验数据进行严格的质量控制，确保数据的准确性和可靠性。例如：在形态学标记鉴定中，通过单因素方差分析确定显著差异的形态指标，并利用主坐标分析、判别分析和聚类分析评估遗传多样性。在分子遗传标记鉴定中，分析多态信息含量（PIC）、观测等位基因数（Na）、有效等位基因数（Ne）、Nei's基因多样性指数（H）、遗传相似性系数、多态位点（SNP）、单倍型多样度（Hd）等指标，确保数据的科学性和可靠性。
重复测量与验证：对关键数据进行多次重复测量或验证，以减少随机误差。例如，在PCR扩增和测序过程中，可进行多次重复实验，确保结果的一致性。

结果对比与验证：将实验结果与其他类似研究或已知标准进行对比验证，确保结果的合理性。例如，线粒体DNA测序结果可与已知的蜜蜂线粒体DNA序列进行比对，验证其准确性和可靠性。
7. 记录和报告
7.1 记录
应详细记录样品采集、实验操作、数据分析等过程，确保可追溯性。
7.2 报告
应根据实验结果撰写鉴定评价报告，包括鉴定方法、结果分析和结论等内容。
附录 A

（规范性）

形态学标记测量指标图示
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图1 中华蜜蜂形态测定指标

注：图A为吻长；图B为11个翅脉角；图C为右前翅；图D为肘脉；图E为后翅钩数；图F为第三腹板；图G为第六腹板；图H为背板；图I为后足；图J为头；图K为胸。

附录 B

（规范性）

微卫星标记相关表格
表1毛细管电泳PCR扩增体系
	体系
	体积

	DNA模板
	2uL

	上游引物
	0.8uL

	下游引物
	0.8uL

	Taq酶
	10uL

	ddH2O
	补充至20uL


表2 毛细管电泳PCR扩增反应程序

	程序
	温度与时间

	预变性
	95°C
	2 min

	变性
	95°C
	20 s

	退火
	56~58°C
	20 s

	延伸
	72°C
	2 min

	保存温度
	4°C
	∞

	循环数
	35 


附录2 微卫星标记引物信息

	位点
	上游引物
	下游引物
	长度（bp）
	退火温度（℃）

	BI216
	TATCGTGATGGCGGATGC
	TCCAATGATTATTTGGGCTCTC
	140
	58

	BI278
	AGGCCAACGTGCATGACG
	GATGAGCAGCTAAGGTAACATCAGTATC
	151
	56

	AP249
	CGCGCGACGACGAAATGT
	CAGTCCTTTGATTCGCGCTACC
	209
	58

	SV220
	TTTCTCGCGTAGAATGTAGAATAGG
	AAGGATTTGCCTGCTACATGAC
	154
	58

	AP066
	TTGCATTCGGTCTCCAGC
	ACTTGCCGCGGTATCTGA
	95
	56

	SV261
	ATCGTGTCCGACCAGTTCC
	GCTAAATAGCTTGATTGCTCTCCT
	94
	58

	AT185
	CGCAGTGGAAATCATGGACG
	CGGATAACCAGGGTTATGTAACG
	192
	58

	BI225
	GGTGCTTCACGCTTCTCGTAC
	CGTTTCGGTGCGTATGTTG
	202
	58

	AP208
	GGCTTGTAAATTCGTGGAGG
	CGAAACGGAAACTAGGCCT
	94
	58

	AC139
	ACCAGTGTTCACGGTAAACG
	GATCATAGAGTACGCGCAAAG
	313
	58

	AT103
	CCTCCAATCGGCTAAACTCG
	GCAGTCAGCGATCTCCAAGG
	151
	58

	K0715
	ACAGAAGCTCGAACACGATACC
	AGTGGTCGATAACGCCGAG
	285
	58

	AP148
	GGAGCGAGGTGAACGACAC
	GCCGGTAATTTCCAACCG
	235
	56

	SV066
	TTGCGCTAATGACTCGCG
	CGTTTCCAAATGTGGTAAGTGGT
	181
	56

	AT165
	GCGACCACGTTTAACAGGAC
	ACCAGTGAATTTGTTCATCGC
	254
	58

	AP042
	CGGATTAGGTTAGGTCGCG
	GGCATACGTCCAACCCTGT
	142
	56

	AT109
	CGCGTTGCCAGACGTG
	CGCAACCATCAAGATTCATC
	182
	56

	AT101
	GCGTTCCAAGTGAATGAACA
	GTTGGCTATTTTCGTATCGC
	241
	58

	UN117
	TATCATACGCGCTTGATCCC
	ATCCGGAGGGCCTGTGAC
	127
	58

	K1458
	ACCTCGATCCGTTCACACC
	AGCTACGGGTGCTTTGTTCTC
	88
	58

	UNEV2
	AAGCGTCTGTAGGAAACACTGG
	ACGGCAACTTGAGGTAAAGCT
	201
	58

	UN270
	GGAAAGCACAAACGATCGTG
	CTCGAGCGTGCTTTGATGTAG
	121
	58

	SV039
	TTCCGCGGAAGATCTTCG
	AAGAGACGCGCGAACGTC
	123
	58

	Ap313
	TAGCGCCCTAACGTCCAAC
	CCCTTCTACCACCGACGC
	97
	58

	AT004
	TTCCACGGATGCACGGAC
	TCCTTGCCCGCACAATCG
	121
	58

	AC045
	GATCGTAGTCGTGCAAAATAAGC
	GTGTCCGTGATAACCGCAAC
	109
	58

	AC011
	CTTACGCCAATCTCTCCACG
	CGGTTAATTTCGTTTCTCGC
	182
	58

	AP189
	TCCCACCTTCACCCTATCG
	GCTTCTTTCCTTCTCGAGTCTC
	143
	58

	BI314
	GTATACAGAAACGCGACCAGG
	GGATCATTTCTCCATCGAGG
	201
	58

	Ap085
	GATCAAACACACAAACGAAAGC
	ACCGGAAGCCTAATCAAGG
	221
	58


附录 C

（规范性）

线粒体DNA测序相关表格
表1 线粒体DNA扩增反应体系
	体系
	体积

	DNA模板
	0.5uL

	上游引物
	0.5uL

	下游引物
	0.5uL

	DNA聚合酶
	10uL

	RNase-free H2O
	补充至20uL


表2  线粒体DNA扩增反应程序

	程序
	温度与时间

	预变性
	94°C
	2 min

	变性
	94°C
	30 sec

	退火
	56~58°C
	30 sec

	延伸
	72°C
	30 sec

	终延伸
	72°C
	2 min

	保存温度
	4℃
	

	循环数
	30


表3 循环测序反应体系

	体系
	上游
	下游

	BigDyeTM Terminator v3.1 Ready Reaction Mix
	2uL
	2uL

	上游引物
	1uL
	-

	下游引物
	-
	1uL

	RNase-free H2O
	3uL
	3uL

	DNA模板
	to 15uL
	to 15uL


表5 循环测序程序

	程序
	温度与时间

	预变性
	96°C
	1 min

	变性
	96°C
	10sec

	退火
	50°C
	5sec

	延伸
	60°C
	4min

	持续
	4℃
	∞

	循环数
	25


表6 纯化体系

	体系
	15uL反应体系

	SAMTM Solution
	90uL

	BigDye XTerminatorTM Solution
	20uL


表7 线粒体测序引物信息
	mtDNA基因片段
	上游引物
	下游引物
	长度（bp）
	温度（℃）

	COⅠ~COⅡ
	TCAGGGTATTCATAGGATC
	CTATACCTCGACGATACTCAG
	758
	58

	COⅠ
	CTCCAGATATAGCATTTCCTCG
	TGCAAATACTGCTCCTATTGA
	899
	53

	Cytb
	GCTGCTGCATTTATAGGAT
	AGACCAATTACTCCACCAAG
	509
	56
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