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Abstract

Hybridization is a mating between genetically different populations (or species). It results
from incomplete reproductive isolation. Viable and fertile hybrids may lead to gene flow
between populations or species. This can be examined using bio-molecular techniques. Ornate
chorus frog (Microhyla fissipes), dark-sided chorus frog (M. heymonsi) and noisy chorus frog (M.
butleri) are amphibians in the same genus. They are similar in body size, found all over Thailand
and share their habitats. Essentially, the external fertilization of amphibians may increase the
risk of hybridization. This study therefore aimed to examine genetic diversity and to detect
possible natural hybridization among these amphibian species in Wiang Sa district, Nan province
areas. Only twenty-five M. fissipes were collected from two areas of Wiang Sa district: Lainan
sub-district (n=9) and San sub-district (n=16), while there was no any specimen of M. heymonsi
and M. butleri was successfully collected in this study. The collected specimens were screened
and compared in terms of the COI gene base sequences of the mitochondrial DNA extracted
from the liver tissue. The results showed that all of twenty-five M. fissipes specimens had
obvious and reliable COI sequences, 678 base pairs. Seven unique haplotypes based on 6
(0.88%) variable sites were detected from the 25 aligned sequences using Dnasp program. The
haplotype diversity (hd) and nucleotide diversity (TT) were low. On average, hd= 0.627 + 0.102
and T = 0.00111 + 0.00024. In addition, the genetic distance between M. fissipes populations
ranged from 0.000 to 0.003 indicating that M. fissipes populations from Lainan and San sub-
districts exhibited high similarity in their COl sequences. Moreover, phylogenetic analyses of the
MtDNA haplotypes indicated that M. fissipes was monophyletic in their evolutionary
relationships. The lack of M. heymonsi and M. butleri samples leads us unable to assess the
possible natural hybridization among these three species in Wiang Sa district areas. Further

intensive specimens collection is needed for achieve the goals.

Keywords: hybridization, amphibians, COI gene, genetic diversity, PCR technique
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gnanuduisdhaznsylaalulalng widhnueulisegivivaainnselaaliudn endomsnsedmauides

nsdunavesdnguInnIenandyainlalulineglnanas Hauuguaz1alluwsadadingm
nsgaglulifssuaglufuudsssninaganuy

aorunin lilddudnivrduasewmnunsesudyafanuwazdnivifuases we. 2535 wazldfianunin
Lﬁ@ﬂﬁi@g%ﬂﬁmmmmeﬁ‘um Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning
(2005) wagmunaeIves IUCN (2008)



AT 1 SNYEFgIUNEUINUBIBILA

Bates
Dark side chorus frog
Microhyla heymonsi Vogt, 1911

Anway mmmaéﬁgqu,m'iJmzjmﬂﬁqgmﬁi'mﬂszmm 23 Wy shuvan Sdlounssanumisy
RavaSevdthnanaodifiansans ﬂﬁﬂﬂgﬂﬁ%éﬁ p1afidudasuiany wiamuenmseliils na
wdallgadm 1 90 suihavesiuazaddissenvmdeidc desaynmelusuadn laiffftuimauuin
nszgn premaxilla uaz maxilla Auidiem UaeRulifsesndn merfigudssnieuen saynagsuuy
\FouUaeanh SnsduszeriieUszana 1:3 wih UaeunddnvaslAaududu Woydesmesliviu
naeuen esdesu souduiidhmandy NG LGELRE0E ihilewazvmihvieuaedaneniarang
ywdadfeafudd Weiurmdadunasdfiuaremavnsedestu 2-3 uau wiwihlifieia Yae
fwhwthlaueneeen (il 2) Gyan, 2546; Tgiuasany 2546)

AsBNINsEaY leuiu Ju dude w81 Deauiu ﬁ’uwﬂm yaLde AAlus Iuﬂsmmlmwunﬂﬂm
YU LN A

o 1 o 1 Y
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danavautaseuiuesy Fulunaneggiu gndwwadninmiuseus) ussiiulamnaniiiugnden

auilde vaugeuddluiainansiuunanilanududuuazeanmiuiaina1aay Weagnsuniuaznselan

a
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willoudwiindug Ffuiunfnuldenn  wawiuduazdlilunsnindadainsninszaeegludufieds
wagluthAuuaeseninsggeu saumslugiuiuin wasdanasliluiuny

daunw WlidudnivrduasosmunszssdydRanuuazdnividuases we. 2535 waghifianiunn
Lﬁamiaq%ﬂﬁmmmmﬁfl‘um Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning
(2005) uagmLLNUTIaY IUCN (2008)

AT 2 SNYaEdNgIUAIEUBNDITIN

deaneLaoy
Noisy chorus frog

Microhyla butleri Boulenger, 1900

anwae Jvuiadian vuaiaaindatelinfiagnanssanuseana 30 fadwns adased Wuva Ramie
$rdisey uinsduuresnundsdduuuunizneegtng Funddviofimamviedinauns
dnvansanvoniidudnarindaiunnsuhediaduiidunmh  vundsdanaediduveun
vieroudunsguiundeiui Fududiidnuasiisedunanseas walaaugaussimduey
Faarsauievvnlumaile Viviuazyndadeen Wewuumdsuuudiuadlumsnuni dewiney
Tusumidlnddruansvesin dawhuiilifuiumlssesaindy duiwdsiuiudelssanu 1/3 09
arwemin  dndaevesia  ynihveseeniduduuasiisesndnmaduniivessy fuilsesendeg
yaduuuey suvesiimdslginiwastiuiuii (nwdl 3) Sryap, 2566; Tsgiuazane 2506)
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fNagonds  egauuavest vsnunilnuguay  TasmlusgautululdnuuiulfulasezUisng
T Y 9 Y 9
Suave geustldveuliinaznasluldy

guilde  wiaugeudilunainaeiuuinailinnuguiulareenmiuaINahy - Kauiugiayalyly
g O a

919AUUN DidB9509AIN DR DU

daunw WlidudnivrduasosmunszssdydRanuuazdnividuases we. 2535 waghifianiunn
Lﬁamiaﬁ'ﬂﬁmmﬂméﬁ%m Office of Natural Resources and Environmental Policy and Planning
(2005) uagmLLNUTIUaY IUCN (2008)

AN 3 SnwazdugIuNIeueNdIaNgLaey

IQUsTaInA

1. iefinwnisuysiuniesiugnssuveddu COI (cytochrome c oxidase subunit 1) Tululnasy
LPSUARMDULD SEUINIUTEVINTVRIDIUUAT (M. fissipes) DIT19AN (M. heymonsi) Wazdaans
ez (M. butleri) Tuituyinngg Tusunaissa Jminuiu

2. weRnwianuduiusniadfauinisvedmsaueiainse mediegluiiuiidieg ludune
e 3aninuu wazlulasinis ow.as.
= a I v v ¢ | = O a & A o

3. evszdiumnudululalumsnandinaneiiugsenindwisausialuiiuisiie udune
a [y (Y] ' P = a & @ A @
Rean dminurunazlulasnis ewas. Inelddu COl lululnnouwnssafiouaidumioue
sownelunITnTIEey



AT HUNTSIVY

BantunsIdeuazununsuineu
3.1 949 guUnsal uaza1sLALl
Jaquazaunsal

- Digital Dry Bath (Labnet International, Inc.)

- DNA Thermal Cycler (Eppendorf)

- Centrifuge models 5418 (Eppendorf)

- Centrifuge models GMC-260 (Labtech, Korea)

- Microcentrifuge tube 0.2, 0.5 g 1.5 ml. (Treff® Switzerland)
- Automatic Micropipette P2, P10, P20, P200 &z P1000 (Hirikul Science)
- Micropipette tip P10, P20 ,P200 ez P1000 (Treff” Switzerland)
- -20°C Freezer (Sharp, Japan)

- Whatman® Laboratory sealing film

- Collection Tube 2 ml. (QIAGEN, Germany)

- Mini column (QIAGEN, Germany)

- Microwave (Sumsung, Korea)

- | = MyRun Electrophoresis (Cosmo Bio Co., Ltd)

- Power supply (Cosmo Bio Co., Ltd)

- Chamber, tray, comb

- PCR-Cooler (Eppendorf)

- Safe Imager Transluminator (Invitrogen Corporation)

- Digital camera (Nikon)

- Electronic clock timer Model CT-30 (Canon co. Ltd., Japan)

- Vortex Mixer (Gemmy Industrail Corp.)

- n33lns, Ay (Forcept)

- N3gAYiiYy (Scott, Thailand)

- qﬁﬁaﬂ’m (Hycare International Co., Ltd)

GUELZEY
- Favorgen's Tissue Genomic DNA Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech Corporation,
Taiwan)
- MilliQ
- 10 pM LCO1490 primer
- 10 pM HCO2198 primer
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- 100 bp + 1.5 kb DNA ladder (SibEnzyme)
- Loading Dye (SibEnzyme)

- Agarose (Promega corporation, USA)

- SYBR® Safe DNA gel stain (InvitrogenTM)
- Sterile water

- Absolute Ethanol (Merck, Germany)

voulesl
- EmeraldAmp® GT PCR Master Mix (TAKARA BIO, Japan)

A o a v < ¥
3.2 amuwmmiwmmzmwaga

LAUFIDE19DIUNAT DIT19AT 1AZDIANYIaDEAINBMNDILNET FINTAUIY FNuIUTRRaz Uz
10-20 ¢ leesegrsiiuinldvzgniiusnwidiegndlily 95% esuea ethlUldlunisainmidue
sl

3.3 $unaUNIIMAABY

Usznoudie 6 Jumeundny laun

3.3.1 M3ainmAoue (DNA extraction)

3.3.2 Meinsuaudu COl femailafi@o1s (ONA amplification)

3.3.3 N1IATI@OUVIUINVBY PCR product ¢35 agarose gel electrophoresis

3.3.4 m‘J‘VTWNamﬁmsﬁﬁ%ﬁﬁﬁmmﬂﬁﬁqwé (PCR product purification)

3.3.5 nseuaInuilanalalng (DNA sequencing)

3.3.6 MyATwamuiadlalvduazAiAuaInaIenIeiugnssy (Multiple sequence

alignment and genetic analyses)

3.3.1 nsanAALOuLe (DNA extraction)
afamiwe (total DNA) nilleflesiuvesdslngld Favorgen's Tissue Genomic DNA
Extraction Mini Kit #n3l protocol: DNA Extraction from tissue setunaugsaluil

1) Wnsslnsdmdodesuresdaudazslin  swialsvanas 0304 wudiums  ldadluvase
lulasunsihduunn 1.5 Jaaans

2) @y FATGL Buffer 200 lulasans wavansazvatetoulesl 10 uM Proteinase K USungu 9
llashng andunanlidnfudenonodifin (Vortex Mixer) iiluuuilgamndi 60 asmn
wanded Wunan 2 93lue sewinamsuali dluresiinlu 30 witusn

a

3) \Au FATG2 Buffer 200 lulmsdns ihluiesinniielinauduiledendu ihluuuieamal

Y

70 peAnwaya Wual 10 wd



4)

5)

6)

7)

8)

9)

11

B 100% Ethanol 200 lsilAsans udriluredivin anduthluiumissiioedonauniiing
fiaEq 14,000 seudoundt 1unan 10 uidl
Uszneuiidinedusd (Mini column) aslunasaneatandy (Collection tube) Mntutisneds
anvauiiduasazansla (supernatant) Usinas 540 lulasans aslufidnedu wéanily
Juiesdsindeuaunsingfinuga 14,000 seuseudt Wunar 1wt Wielrmswelu
a15arangduAINULNLUSY (membrane) Tunasnifinoauy
fsduiiduiesnainvesnreaanti uditredudauadunasnaeaaatudaiy
iy W1 Buffer 500 lailnsans wanhluiumissdhoiriaasuniiihsianuis
14,000 sousteud Huna 1 unit ilelifiduedanuniansinnd iy
feduiiiuthesnanvasnneaandy ududin WASH Buffer 750 lalasans Jusissdae
WS eaUAsTaTinIE) 14,000 seusewd Wuan 1 widl
wauiduiie hludumissherieasuniihsinuga 14,000 seusoun? Wuan 3
Wit ieliveamaiuannaduvasnnealandy
tanzidneduiauadunasnlilaswussindvaonlsouin 1.5 fadans 1ty
Flution Buffer 50 lulasans asuSnamsenanwesdineduy fendld 10 undl wielwad
Aodulgadu Elution Buffer wdluduissensosaunsihsiinnmd 14,000 sou
soudt Wuna 2 wift Welvmsuennaslunasnlulnsisundiing

10) vhmsuddueiiaialdnigumall 4 ssrwadea neuihlldluduneunely

3.3.2. nMssinsuaudy COl fremaliafidans (DNA amplification)

wallafidens (PCR) Tedininmeafinufjisengnlalndwesa (Polymerase Chain Reaction) 1l

wadainUsinaasiugnssuddueliivunaunnenatewi - lusseznandusingy  lawende

WANNM33 18095 U0E8ALOWEe (DNA Replication) @uULUUNTEUIUNTELATIZRALO WO lUAWITInA Y

SITUVIR

Thermal

A o a a 1 = a g a vy A . a
‘Vlllﬂ']iﬁi'ma"lﬂﬁL@uL@ﬂ’]ﬂiMN@ﬂWU\?ﬁqﬁf\nﬂ@LEJULEJWIlI Ifﬂfﬂeﬁlﬂﬁ@ﬂ PCR machine %38
@& w1 v a aaa = o o a a a o’ 1Y A aa s
cycler L‘Uu@n‘ﬁﬁ]ﬂiﬁLﬂ@Uaﬂqu I@EJIUﬂ’]iﬁﬂU’]ﬂiﬂumqﬂqﬁLWNﬂﬁmqmﬂLEJULEJ@I’JEJW]QUFIWSU@']i

PNADUBAULUUUIINEN COI (cytochrome oxidase subunit 1) Fududuieglululnasunseamiidy
e galdlnsiwesluuiuusnudng s Tagldlnswesnlilunsfnwiasell Ao LCO1490 uag HCO2198
(Folmer, 1994) (m15797 1)

AN5199 1 Yawazarnulealniiedlensvaslnswasilalunisdne

%a primer o oot oac o o . AINUYTD .
fauledlniiedlalng (57 - 37) ™ (°C)
(Forward/Reverse) (bp)
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 59.2

HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAATCA 25 61.6
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PMnUUIINIsFATIzRd uesalUmuTunausIsa Ul
LIS UUAIUNALVRIATN T UNTY IR oS luvaan lllasiounSiIgvuIn 0.2 adansikIun1sieelne
wd7 Tneazldusunaansnige Tulsiaznasndail

Total DNA template 5.0 pl
10 uM LCO1490 (forward primer) 2.5 ul
10 uM HCO2198 (reverse primer) 2.5 ul
MilliQ water 150
EmeraldAmp® GT PCR Master Mix 250 ul
Total volume 50.0 pl

6

Fuangngudmunglagldiaias DNA Thermal Cycler PCR lngAmualusunsulilian g i@ensanai

Supouit 1 Initial denaturation 94°C 2 w1

Supaud 2 Denaturation 94°C 30 3
Annealing 45°C 1 Wil
Extension 72°C 1 U9 30 U9

[ %
Y

YINUTUNDUN 2 AUAPUTURDULBEVIIAY 35 58U
JURDUN 3 Final extension 72°C 3 Wi

s d‘

waenlulasiguniihinddiunauvesasildlunsiliifinujiseanlglndwersaunlaly

a

LAT84 DNA Thermal Cycler Laglfuiasng

3.3.3 19015996 UVUIAVBY PCR product #2835 agarose gel electrophoresis

W31 1% acarose gel Toe Fana agarose Min 0.5 n3u Tdasluvinguyum @y 1X TBE buffer
50 ml weiwng Whdhiuudnludnlailasnfiguval 130 esmwa@ea Wuna1 1wt 30 Juil
s SYBR® Safe DNA gel stain 5 pl welldniu felslamedoundn acarose gel solution ashy
tray wazld comb asly FdllY agarose gel uiafauszana 30 wnl w&are comb pan anduthann
wallsadlu agarose gel chamber Td 1X TBE buffer waslu chamber Iﬁlﬁﬂ%mmﬁqmd’]ﬁ’mﬁﬂ
agarose gel =~ 2-3 mm 1% micropipette an PCR product fiaz 1 @089 way maker aslu well
Mntudneiedagldnnusedngd 135 Taad Wuaan 30 Wil snuraves PCR product Tneld Safe
Imager transluminator LazaIuATNAAAILNADIRINDE

3.3.4 MIHEANUTINT15NdaN5IRUTEnS (PCR product purification)
Umansagiigorsnesnisunividenuuigvslagldyaansiaiidnsagy e Favorgen
Gel/PCR Purification Kit (FAVORGEN, Taiwan) lagiiisn15nadl
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1) Wiy FADF buffer 5 whaasiegdluvasnlulasiuniiid gandndueiigensusuin 56
Lulasansudenaunasly naslidhiusenionedidin

2) gedegnadlulunedind ihluiumiswherdoususiihdfianud: 13,000 seusioud
Wunan 30 Jui

3)  dwiidudfie Wy wash buffer 700 Tulasansaslunsenansesneduyd Wiludumies
Feln3oseunsTefinuE 13,000 seusewid Wuan 30 3und

8)  wawiluiiudnhluiumisshoedonsuniihgiaunss 13,000 seusewd u
a1 3 Wil

5) iheeaudldadunasnlulasiwunsinavasalud Wy elution buffer 25 lulasdns awmsa
nanwosnedutiudIRaialy 5 undl Judheirsesaunsinginnugs 14,000 seuseudt Wy
nan 2 Wit eliiduevananaediiadunasalulaseuniind iundnfusiige$i
U3avsudalii -20 psrwaloa

6) twAnfurfteifivhliuiaivanuanesnaeudenisindidninsreitauuesnlsaa
fiflanududy 1 Wesidud foumasie SYBR® Safe DNA gel stain lu TBE buffer A2
Wty 1w Ieeldnseualniiisedu 135 Taad Wunai 30 wi

7) 8mwaves PCR product Ineld Safe Imager Transluminator wagdngnmaLduieiusng
UU agarose AIENADIRIRG

3.3.5 Mssuarnuilianalalng (DNA sequencing)

thuanfasifgeorsihliuiansinndduluduneudl 4 Yna 50 lulasAnsddlugeuiem
Macrogen Inc. fiuszmanivaldiiiorhniserudduinedlolvdlagds automated DNA sequencing
Ingmeusunavdstoyadduihndlomvaunluguuuulnddeya

3.3.6 NM5AAszianuianalalnduazaianuanuaien1aiugnssy (Multiple sequence
alignment and genetic analyses)

ihdeyadiuinndlelndilldunsnaouarugniesiisnia (visual correction) aMndutiua
il Multiple sequences Alignment aglUsunsy Clustal W version 1.81 (Thompson et al,
1994) A Genetic distance vasasaNTdainsluarsswinsUszans Tneldlsunsy Mega
version 505 (www.megasoftware.net) (Tamura et al, 2011) Ta#lUsunsy  DnaSP5
(www.ub.edu/dnasp) (Rozas et al, 2003) d@wmiuA1uIniA Haplotype Diversity Way Nucleotide
Diversity aauHug kAR ediusn IRuINsuAr RS ERNETUS I TN lag 35
Maximum Likelihood method lasf1uau bootstrap percentage 1,000 adq Lﬁaaﬁfuaqu tree filéf
pelUsUNIN Mega version 5.05 lagld M. ornate (Genbank accession number DQ512876), M.
okinavensis (AB303950), M. annectens (AB611944) uay M. marmorata (AB611952) 1Ju outgroup
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YBINTANN ntuhteyanlamuauinsgiieniusiandlalnanuansnsiuiiorinnig
PONLUULATEIINEALWENTMINTIIZs oD Az Yiln
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NaN1SAN®EN

1. HAMSAUAIDE1939iEN Bednedn wazBeanelaey NsINBLREEN SwSALY
IFinsdsanasneneuiusiegasainngn 89 wardianeiaos ansneiosen Jmmin
vhu Tnglumsinwediiiuldlamsietsvesdaing (M. fissipes) iioatTdieavindu siumu 25
i naesituivesd e Ao aandualuauiu §1uau 9§ (MFRN# 1-9) way 91nsuadiu
$10 16 1 (MFS# 1-16) usilduszauanudnsalunsifiuiegnmwesdednuasssansaeyainiv

v
v

dy d‘ LY 1 nl' I3 g ¥ o v} 'Y} ]
AD9NUN MTIRA7989 T AU INA Tvinn1sSnendlagnalilu 95% Les1uea

2. NaNSERARBULE NSNS IUILBY COI Frewadiafi@ans wazniseudisudinalelng

Igihnsatamsueaniedoduvesduingie 25 fedi wavilewvdsueiiatnuldui
mafindSunaiu col lululnaeundoamsuemelnsiues LCO1490 uaz HCO2198 Taawadafidons
wd1 PCR product flglunsraaeuvnngie 1% agarose gel electrophoresis WU 25
Freene ke PCR product Wuuaudidu band Weadmiau lnswuiewes PCR product figiasnisiivunn
Usvana 700 gua (Ml 4 uag 5)

PRI «—— 700 bps

] =t %:’ Y o U o 1 o
AT 4 HANATIVAOUIUIA PCR product Y8s8adenduIL 9 63 3ndualvaiiu §1une
Vesan Jamdaiiu lag PCR product Ailadivwinuszana 700 awua

Lane N : Negative control (135l DNA template 14 MilliQ wn)
Lane 2-4 W@y 5-9 : PCR product 9483UA1d1UIu 9 @7 (719813991 MFRN #1-9
AUEIAU)

Lane M: : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder
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6 7 8 M 9 10 11 12 13 14 15 16

- e e W e W . <+—700 bps

-

AT 5 NaN1IATI@BUVUIA PCR product 18999UILATIUIUL 16 §2 9nFUadIu 9LnaLIes
a1 Jwiau lag PCR product Nilaflvuinuszana 700 guua

Lane 1-8 waz 9-16  : PCR product vosBeindsuIu 16 § (Frogedl MFSH# 1-16
AUEIAU)
Lane M : 100 bp + 1.5 Kb DNA ladder

3. HANTAATIENAIAMUNAINNAIENINNUFNTIN (Genetic diversity) Ya9UsZUINTBIUNA
TugnaIesan Janinuu

et PCR product wesBiu col Tuliinpousseamiuwevosdnini ludesituiivesdineiies
an Farinunu $1uau 25 fegs dalumaduiadlelnsfiusen Macrogen Usswanmald wuin PCR
product asaninde 25 feghe Tina sequencing Faauuarliifansdeuiviuresswuiva Tne
Sduindlelndildiinnuen 678 dwa fesidud A+T wlswihiy 057 susznausmeiedidus
nucleotide composition ﬁﬂ‘ﬁT =334%,C =259%,A=237% uax G =17.0%

nnmsarsiaduiandlelnduenis 25 sequence #aelUsunsu  Dnasp  wUsTwu
haplotype iuansnafiusiuiu 7 haplotype ﬁﬁmmLLUiﬁumaﬁuqﬂﬁm‘hu’m 6 (0.88%) ALNUY D
fuviisdl 21, 231, 324, 348, 547 uay 639 (AW 6) uaﬂ‘\]’lﬂ‘lﬁumEMWﬁWiSUSﬁWQM’NWUQﬂﬁQJ
(genetic distance) 1ne35 Kimura two parameter pelusunT Mega W11 genetic distance melu
Uszrnsdaiiisualvain feegsening 0.000-0.003 (il 7) wazmelulssrnsBaiud
suadu didnegsening 0.000-0.003 (Ml 8) @ genetic distance sewinadsswns fldegsening
0.000-0.003 (n1wi 9)

NISATUIIATRNIL) vosdan i lundazUszans 1eun S1iufegng (n), IUIUVBY mutation
(m), 91UUVDY haplotype (h), AIALUKaINa18Yad haplotype (haplotype diversity; hd), hagan
aruvannuatsvesinnalelud (nucleotide diversity; ) wandlilunisnedl 2 sedmnfinnsanainyn
Usgrnsasnuin Ineadean haplotype diversity wagen nucleotide diversity firmroudnasi Tneads
hd = 0.627 + 0.102 @z 7T = 0.00111 + 0.00024



* 20 * 40 * 60 * 80 * 100

MF'S6 : AAAGATATTGGCACTCTTTACCTAATCTTTGGGGCCTGAGCCGGAATAGTAGGAACAGCCCTTAGTCTCCTAATCCGTGCAGAACTTAGCCAACCCGGCA @ 100
MFEFS16 D e e e e e et e e e e e ettt e e e ettt ettt ettt et e : 100
MFEFRN3 D e e e e e e e e e e e e et e e ettt e ettt e ettt e et e : 100
MFRN5 D e e e e e et e et e e et et e et ettt ettt ettt e et e e e e : 100
MFRN7 D e e e e e et e e e e ettt e et e e e e ettt et et e : 100
MFS8 D e e e e e e e e e e e et e et e et e e ettt et ettt e et e e : 100
MFRN4 D e e e e e et e e e e ettt et e e et ettt e ettt ettt et e e et e e e : 100
MFS3 D e e ettt e e e e et et e e e et ettt ettt ettt et ettt et e e : 100
MFEFS5 D e e e e e et e e e e e et et e ettt et e e e ettt e e : 100
MFEFRN2 D e e e e e et e et e e et e e e e e et e a e e ettt et ettt et e : 100
MFS9 D e e e e e et e et e e e e et ettt et e e e ettt ettt e : 100
MFS13 D e e e e e e e e e e e et e et ettt e ettt ettt et e e et e e e e : 100
MFS15 D e e e e e e e e e e e ettt e e e e e ettt ettt et ettt e e et e e e e : 100
MFS14 D e e e e e e e e e ettt ettt e e e et et ettt ettt e e et e e e e : 100
MFS12 D e e e e e e et ettt e ettt ettt e ettt ettt ettt e et e e e : 100
MFS11 D e e e e e e e et et et e e e e et e et ettt ettt et e : 100
MFS10 D e e e e e et e et e e et e e e e ettt e e ettt et e : 100
MFRN6 D e e e e e et e et et et e e et ettt e a e e et e e e e ettt e et e : 100
MFRN1 D e e e e e et e et et e e e e et e ettt a e e e e e e ettt ettt et e : 100
MFS7 D e e e e e e e e e et ettt e e ettt ettt ettt et e e ettt et e e e : 100
MFRNS8 D e e e e e e et ettt et e e ettt ettt ettt et e e et e e e e : 100
MFS2 D e e e e e et e e et et ettt e e ettt et ettt et e et e e e e : 100
MFS1 D e e e e e e et et e e e e e ettt e e e et et e ettt ettt e e et e e e e : 100
MFRN9 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e ettt ettt ettt e e : 100
MFS4 D e e e e e et e et e e e e e e e e ettt et ettt ettt et e : 100
M. ornata HEN [ T e e e e e e et e ee et e eeeaaeeaaeaenns Teeennnnn [ Coue et i ie : 100
M. okinavensis : ..... Covivnnnnn C..C..... T..T..... et et et e e e e e e T..... A..C...T.... T, A..... G..T.... : 100
M. annectens Do .. C..C..... CT.G..... TG.A..... Tt et et e e e Covn G..G.vovuna A..C.. T..C..T..A........ A........ T..GG : 100
M. marmorata HE C..C..... C..A..... TG.A..... T..A..... T C...T.A..... T..T..T..A..... G..Covivvnnn A..A. : 100

L1



* 120 * 140 * 160 * 180 * 200

MFS6 : CTCTGCTAGGCGATGACCAAATTTATAACGTTATTGTTACCGCTCACGCATTCGTAATAATTTTTTTTATGGTTATACCAATCATGATCGGTGGCTTTGG : 200
MFS16 D e e e e e e e e e e e ettt e et e e ettt et et et et e e : 200
MFRN3 D e e e e e et e et e e et e e e et et et ettt ettt e e et e e e : 200
MFEFRNS D e e e e e e e e e e e ettt e e ettt e e e e : 200
MERN7 D e e e e e e e e et e e e e et e e e ettt a e e et et ettt ettt e et e : 200
MF'S8 D e e e e e e e e e e e e ettt e e e et ettt ettt e e e : 200
MFEFRN4 D e e e e e et e e e e e e ettt e et e et et ettt et e e : 200
MFS3 D e e e e e et e ettt e ettt e e ettt e e et e et e e et e e : 200
MFS5 D e e e e e e e e e ettt ettt e e e et et ettt ettt e e et e e e e : 200
MFRN2 D e e e e e et ettt et et e e e ettt e e e e ettt ettt e e et e e e : 200
MFS9 D e e e e e e et et e et et e ettt et et ettt ettt e e ettt e e e e : 200
MFS13 D e e e e e e e e ettt et e e et ettt e e e et ettt ettt e et e e e : 200
MFS15 D e e e e e et e et et e e e e et e ettt a e e e e e e ettt ettt et e : 200
MFS14 D e e e e e et e et e e et e e et et et e ettt et e e : 200
MFS12 D e e e e e e e e et et et e e e e ettt et e e e ettt et e : 200
MFS11 D e e e e e et e e e e e e et e ettt et e ettt ettt e : 200
MFS10 D e e e e e e et ettt et e e et e e ettt e ettt ettt et e e et e e e e : 200
MFRN6 D e e e e e et e et e ettt e e et e ettt e e e ettt ettt e et e e e : 200
MFRN1 D e e e e e e e ettt e et ettt ettt et ettt ettt e et e e e e : 200
MEFS7 D e e e e e e et ettt e et e et ettt et e ettt ettt et e e et e e e e : 200
MFRN8 D e e e e e et e et et e et e e e et et a e e et ettt ettt et e : 200
MFS2 D e e e e e et e et e e e e et e ettt et ettt et e : 200
MFS1 D e e e e e e e e e e e e e e e et e e e et e e e ettt ettt et e e : 200
MFRN9 D e e e e e e e et e e e e e e et e ettt e e e et ettt et e : 200
MFS4 D e e e e e e e e e e e e e ettt e e e e ettt et e ettt ettt et e e e : 200
M. ornata N T.o... T..... C..C..... Cuovinnneenn Covivennn N Covnn Aveeiinnnnn. Tevennnnn Covivnnn : 200
M. okinavensis : .CT.A........ CoTuoven Couvnn. Cou et e ettt e e et e et et et ettt e T..G..T..C.. : 200
M. annectens : .CL..T... .. G.oCuoviniiiiiinn T..A..C..ooa.. C..T..T..T..T..G..... C..C..A..... G..C..... A..T..G..A..... : 200
M. marmorata [ L1 [ I T..A..... A..... C..T..T..T..C..G.viviiiennnnn C..G..C..... A..T..A..... C.. : 200
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MFS6

MFS16

MFRN3

MFRNS

MFRN7

MF'S8

MFRN4

MFS3

MES5

MFRN2

MFS9

MFS13

MFS15

MFS14

MFS12

MFS11

MFS10

MFRN6

MEFRN1

MES7

MFRN8

MFS2

MFS1

MFRN9

MFES4

ornata
okinavensis
annectens
marmorata

*

220 *
TAATTGACTTGTTCCACTAATAATTGGAGCTCCGGACATAGCGTTCCCTCGAATAAATAACATAAGCTTCTGACTTCTTCCCCCTTCTTTTCTCCTCTTG

240

*

260 *

280

*

300

C..Coviiii C.

Coo.. A..... C..T..TC.
G..A..C..G..C..T...C.T
........ C..C..C..T..TC.C

300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
300
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* 320 * 340 * 360 * 380 * 400

MFS6 : CTAGCCTCATCAGCAGTTGAAGCGGGAGCCGGAACTGGTTGAACAGTTTATCCCCCCTTAGCTGGTAATCTTGCTCACGCCGGCCCATCCGTGGACCTTA : 400
MFS16 D e e e e e et e e e e et e ettt ettt et et e e e : 400
MFEFRN3 e et e Bl e e ettt et et ettt et e e e i e e : 400
MFEFRNS e et e Bl e e e ettt e ettt e et e e e e e : 400
MEFRN7 e et e Bl e e e e et ettt et ettt et e e e i e e : 400
MF'S8 e et e B e e e e ettt ettt et e et e e e : 400
MFRN4 e e e e e et Bl e e e e e e et e e e et e e et e ettt e e e e e e : 400
MFS3 e e e e e et Bl e e e e e e e e e et et e et e e e et e e e : 400
MFS5 e e e e e et Bt e e e e e e e e et e e e et ettt e et e e e e e e e e : 400
MFRN2 e e e e e e e Bt e e e e e e e e et ettt e e et et e e et e e e : 400
MFS9 e e e e e et Bt e e e e e e e e e e e et et et e et e e e e e e e e : 400
MFS13 D e e et e Bl e e et e e e et e et ettt ettt ettt et e e : 400
MFS15 D e e et e Bl e e e e e et ettt et et ettt e et e e e : 400
MFS14 e e et et Bl e et e e e et et e et ettt ettt et e e e : 400
MFS12 e e e et e e Bl e e e e e e ettt ettt et e e e e e e e : 400
MFS11 e e e e e et Bl e e e e e e et ettt e e et e e et e et e e e : 400
MFS10 e e e et e B e e e e e e e et e e e et e e et e et e e e e e e e e : 400
MFRN6 e e e e e et Bt e e e e e e e et e e e et e e et e e ettt e e e e e : 400
MFRN1 e e e e e et Bt e e e e e e e e e e e e et et et e ettt e et e e e e : 400
MES7 D e e et e Bl e e et e e e et ettt e ettt ettt et e e e : 400
MFRN8 D e e et e Bl e e e e e e e e e et ettt ettt e e e e e : 400
MFS2 D e e e et e Bl e e e et e e e ettt et ettt e et e e : 400
MFS1 e e et e Bl e e et e e e et e ettt ettt e e : 400
MFRN9 D e e e e et e et e e e A e e e e e e e e Gttt e e e e e e et ettt ettt e et eeeeeeeeeeeeeiee e : 400
MFS4 e e e e e e e e Bl e e e e e e e e et ettt et et e e et e e e e e e e e : 400
M. ornata HE A Cou ettt e ettt i i e Covnn T..... Coe ettt et e e e et et e e Ao : 400
M. okinavensis : T....iieeeeeeennn A..... T..Gevvvvinnnn Gevwnnn Cov... A..TC.G..A..C........ A..T..... T..... T..A..TT.A. : 400
M. annectens : ..G..A..C..... T e e e e e e G..A..... Goevievennt C..A..C...... c.C..C..C..C........ T C..T..A..... A. : 400
M. marmorata Do .. A..T..T....coui... Covn. T..T..A..C..... T A..TC.T..... C..C..C..C........ T..T..A...T.A. : 400
A

0¢



* 420 * 440 * 460 * 480 * 500

MFS6 : CAATTTTCTCCTTGCATTTAGCTGGGGTTTCTTCAATTCTTGGGGCAATTAATTTTATTACTACTATTATTAACATAAAACCCCCATCAGTAACTCAGTA : 500
MFS16 D e e e e e et e e e e et e e ettt ettt ettt et e e e : 500
MFRN3 D e e e e e et e et e e et e e e et et et ettt ettt e e et e e e : 500
MFEFRNS D e e e e e e e e e e e e ettt e e e e e ettt e e ettt et e et e e e : 500
MERN7 D e e e e e e e e et e e e e et e e e ettt a e e et et ettt ettt e et e : 500
MF'S8 D e e e e e e e e e e e e e et e e e et e e et ettt e e et e e e : 500
MFEFRN4 D e e e e e et e e e e e e ettt e et e et et ettt et e e : 500
MFS3 D e e e e e e e ettt e e et e et e ettt ettt e ettt e e e e e : 500
MFS5 D e e e e e e e e e ettt ettt e e e et et ettt ettt e e et e e e e : 500
MFRN2 D e e e e e e et ettt e ettt et ettt e e et ettt ettt et e e e : 500
MFS9 D e e e e e e et et e et et e ettt et et ettt ettt e e ettt e e e e : 500
MFS13 D e e e e e e e e et e e et e ettt ettt e et et et et e et e e : 500
MFS15 D e e e e e et e et et e e e e et e ettt a e e e e e e ettt ettt et e : 500
MFS14 D e e e e e et e et e e et e ettt et et e e ettt e : 500
MFS12 D e e e e e e e e et et et e e e e ettt et e e e ettt et e : 500
MFS11 D e e e e e et e e e e et ettt ettt ettt e e e : 500
MFS10 D e e e e e e et ettt et e e et e e ettt e ettt ettt et e e et e e e e : 500
MFRN6 D e e e e e et e e e e ettt e ettt e e e ettt e e et ettt et e e e e e e : 500
MFRN1 D e e e e e e e ettt e et ettt ettt et ettt ettt e et e e e e : 500
MEFS7 D e e e e e et e e e e ettt e e ettt e e e ettt ettt e et e e e e : 500
MFRN8 D e e e e e et e et et e et e e e et et a e e et ettt ettt et e : 500
MFS2 D e e e e e et e e e e e e e e e e et e e et e e e e e ettt ettt e : 500
MFS1 D e e e e e et e et e e e et e ettt a e et et e e ettt ettt et e : 500
MFRN9 D e e e e e e e et e e e e e e et e ettt e e e et ettt et e : 500
MFS4 D e e e e e e et et e et ettt et et ettt ettt et e e et e et e : 500
M. ornata N T..TC.A..... Gevwenn Couee e et i i i A..... L A : 500
M. okinavensis : ....... T..TC..... C.G..A ..., T ettt et eeeenn Cuovvnnniieen C.olAieiiiin.. T C..A.. : 500
M. annectens ¢ .C..Coiil C.C...C....A..... A..C..... C..A..... T..C..C..... Coviivnnnn CCLA. . ittt Covnn. C..C..A.. : 500
M. marmorata R T...C.A. . i A..Civiinn... C.o.... [ A..... CC.Chveiiiiiiinnnn T..T..... C..A : 500

1¢



* 520 * 540 * 560 * 580 * 600

MFS6 : TCAAACACCCCTATTCGTTTGATCCGTCTTAATCACTGCAGTTCTACTACTTCTTTCCCTCCCAGTTCTTGCCGCAGGTATTACTATACTTCTAACTGAT : 600
MFS16 D e e e e e et e et e e e e e e e e et e e e e et ettt et e e et e e e : 600
MFRN3 D e e e e e e e e e e e ettt e e e e e T e e e e e e et e e et e e et ettt ettt e e e : 600
MFEFRNS D e e ettt ettt et e e e e L e et e e e e e e et i et ettt e e e e e i e e e : 600
MERN7 D e e e e et ettt et e e e e e e e ettt e e e e e e e e i e e : 600
MF'S8 D e e e e ettt ettt et e e e e L e et e e e e e ettt et ettt e e e e e e e e e : 600
MFEFRN4 D e e e e e et e e e e e e et e e ettt et e ettt et e : 600
MFS3 D e e e e e e e e ettt et ettt et ettt ettt et e et e e et e e e : 600
MFS5 D e e e e e et e e e e ettt e et et e ettt ettt et e e ettt e e e : 600
MFRN2 D e e e e e e et ettt et e e et e e ettt e ettt ettt et e e et e e e e : 600
MFS9 D e e e e e et e e e e ettt e et et e e et ettt et ettt ettt et e e e : 600
MFS13 D e e e e e e e ettt e et ettt ettt et ettt ettt e et e e e e : 600
MFS15 D e e e e e et e et e e e et e e e e e ettt et et e ettt e e : 600
MFS14 D e e e e e et e et et e et e e e et et a e e et ettt ettt et e : 600
MFS12 D e e e e e et e e e e e e et e e et et ettt ettt et e e : 600
MFS11 D e e e e e e e et et et e e e e et e et ettt ettt et e : 600
MFS10 D e e e e e et e e e ettt e e ettt et e e et ettt e ettt e e e e : 600
MFRN6 D e e e e e e ettt et et e et ettt e ettt ettt ettt e e et e e e e : 600
MFRN1 D e e e e e et e ettt et e e et et ettt e ettt ettt ettt et e e : 600
MEFS7 D e e e e e e et ettt e et e et ettt et e ettt ettt et e e et e e e e : 600
MFRN8 D e e e e e et e et e e e e et e ettt et e ettt et et e e : 600
MFS2 D e e e e e et e et e e e e et e ettt et ettt et e : 600
MFS1 D e e e e e e e e et e e e e e e e e e ettt e e e e et e e ettt et e : 600
MFRN9 D e e e e e e e et e e e e e e et e ettt e e e et ettt et e : 600
MFS4 D e e e e e et e e e e ettt e ettt e ettt e et e ettt et e e et e e e e : 600
M. ornata L e TT.G.evevvn v L T e e e et e e it et e ettt ettt Gevevvnnne : 600
M. okinavensis : C........... G..Teeevvn T..T..... T..... C..G..T..C...T.A..T..A...vivun.. T..... A..Cooivvnnn. T.G..... C : 600
M. annectens A CoiBAe ittt G...C.C..... A..T..A..C..T........ A..... C...T.A..G..C..G..C..A...T.A..... C..C : 600
M. marmorata : Co... C..AT....T........ A..T...o.o.... A..T..A...T....AT.G........... C..A..... T.. A . ... A..C...... : 600
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* 620 * 640 * 660 *

MFS6 : CGAAACTTGAATACCACCTTCTTTGATCCTGCTGGGGGAGGAGACCCAGTCCTTTATCAACATCTTTTCTGATTTTTT : 678
MFS16 D e e e e e et et et e e ettt e et ettt ettt et e e : 678
MFRN3 D e e e e e et ettt e et ettt e et ettt et e e : 678
MFEFRNS D e e e e e ettt e et e e ettt et e et et e e e : 678
MERN7 D e e e e e ettt e e ettt et e e e e : 678
MF'S8 D e e e e e et et e et e e ettt e et et e e e e : 678
MFEFRN4 D e e e e e et e et e et e et ettt ettt et e : 678
MFS3 D e e e e e et et e e ettt et et e e et e et e e e : 678
MFS5 D e e e e e et ettt et e ettt ettt e e e et e et e e e e : 678
MFRN2 D e e e e e e et e et e et ettt e ettt e ettt e et e e : 678
MFS9 D e e e e e et et e e et e e e e ettt et e et e e e e : 678
MFS13 Y : 678
MFS15 D e e e e e e e et e e ettt ettt et e et e e : 678
MFS14 D e e e e e e e et e e ettt ettt et e et e e : 678
MFS12 D e e e e e et et e e et e e e e ettt ettt e : 678
MFS11 D e e e e e e et e ettt et a e ettt et et e : 678
MFS10 I : 678
MFRN6 D e e e e e et e e et ettt et et e e et e et e e e e : 678
MFRN1 D e e e e e et et e e e ettt et et et e e e et e e e e e e : 678
MEFS7 D e e e e e e ettt ettt e ettt ettt et e e et e e et e e : 678
MFRN8 D e e e e e e e et e e ettt ettt et e et e e : 678
MFS2 D e e e e e et et et et e e et e a e e ettt e et et : 678
MFS1 D e e e e e e ettt et e e I : 678
MFRN9 D e e e e e et e et et ettt e a e ettt et et e : 678
MFS4 D e e e e e e e et et e ettt e et ettt e ettt e e e et e e : 678
M. ornata D e e e et e e e C..ColAL AL iiiieennn G..... L C... : 678
M. okinavensis : ..T..TC.T........ R G..A...ovi.. Gevwennn T e e e e e e et e ettt : 678
M. annectens L e Ao A..T..C..C..G..A..C..G..Guvuenenrunn Coviivnnnn Co.Guovevnvnn C... : 678
M. marmorata PR A..C..... A, Teveen... (O CA....Covovnna.. C..A..T...vunn... : 678

29 6 arutiardlelnavesBu COl MNeT 678 bp 911U 25 AI9E19IN 2 UTeanTve99suan (M. fissipes) a1nsinualvaiiu (MFRN)
uaz@uadu (MFS) onerissan 39winuiu Wieudu outgroup Lon M. ornata, M. okinavensis, M. annectens Wag M. marmorata lag
WASB9YUNY (1) LARIFTLULIVDILUENUTDUNY

ec



MFS1
MFS2
MFS3
MFS4
MFS5
MFS6
MFS7
MFS8
MFS9
MFS10
MFS11
MFS12
MFS13
MFS14
MFS15
MFS16

MFRN1
MFRN2
MFRN3
MFRN4
MFRN5
MFRN6
MFRN7
MFRN8
MFRN9

MFRN1

0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001

MFRN2 ~ MFRN3

0.001

0.000 0.001
0.001 0.000
0.000 0.001
0.001 0.000
0.000 0.001
0.001 0.003

MFRN4  MFRN5

0.001
0.000
0.001
0.000
0.001

0.001
0.000
0.001
0.003

MFRN6

0.001
0.000
0.001

MFRN7 ~ MFRN8
0.001
0.003 0.001

MFRN9

24

A1W# 7 A Genetic distance Aeludszansdai@Iandualuatiu 37U 9 feeg1s (MFRN# 1-9)
aa Y aa . o ¥ a _ a ¢ ° = | @ ]
MAT1MALT8 Kimura two parameter laganauiiadlelnanldlunmsiuiniaiueriviiiu 678 ¢

bud

MFS1

0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.001
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.003

MFS2

0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

MFS3

0.003
0.001
0.003
0.001
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.003

MFS4

0.001
0.003
0.001
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.003

MFS5

0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

MFS6

0.001
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.000

MFS7

0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

MFS8

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.003

MFS9

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

MFS10

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

MFS11

0.000
0.000
0.000
0.000
0.001

MFS12  MFS13  MFS14  MFS15

0.000
0.000
0.000
0.001

0.000
0.000 0.000
0.001 0.001 0.001

AN 8 AN Genetic distance NMeluUsEYINTDIUNAIRINEIUAAIU 31U 16 §29819 (MFSH 1-16) 7
a Y aa . o ¥ a o ¢ ° a v !
ATINAILTT Kimura two parameter laganauihndlelnanldlunisuaiaiueivindu 678 f

bUd

MFS16



MFRN1
MFRN2
MFRN3
MFRN4
MFRN5
MFRN6
MFRN7
MFRN8
MFRN9
MFS1
MFS2
MFS3
MFS4
MFS5
MFS6
MFS7
MFS8
MFS9
MFS10
MFS11
MFS12
MFS13
MFS14
MFS15

MFS16

MFRN1

0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

AN 9 A1 Genetic distance 581319U5EINTVBIDIUIAIDINANVALABUIULAZFIUAFIU 91U 25 F18E19 NILATIZIRI3S Kimura two

MFRN2

0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFRN3

0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.003

MFRN4

0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFRN5

0.001
0.000
0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.003

MFRN6

0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFRN7

0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.001
0.000
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.003

MFRN8

0.001
0.001
0.000
0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFRN9

0.003
0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.001
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.003

MFS1

0.001
0.003
0.003
0.001
0.003
0.001
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.003

MFS2

0.001
0.001
0.000
0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFS3

0.003
0.001
0.003
0.001
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.003

MFS4

0.001
0.003
0.001
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.003

parameter laganauilindlelnanldlunisauaiinueryindu 678 bps
Weme MFRN = M. fissipes 9nsualyainy, MFS = M. fissipes 91nd1uadu

MFS5

0.001
0.000
0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFS6

0.001
0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.000

MFS7

0.001
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFS8

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001

0.003

MFS9

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFS10

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFS11

0.000
0.000
0.000
0.000

0.001

MFS12

0.000
0.000
0.000

0.001

MFS13

0.000
0.000

0.001

MFS14

0.000

0.001

MFS15

0.001

MFS16
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A51971 2 ANANNTAINUAENIAUTATTY (Genetic diversity) Uas M. fissipes Tuusazituiifiiushegn
FadnwsgeTlalunisne N = $1uIui9819: M = $71u2Ue89 mutation: h = $1UIUTBS haplotype; hd
= haplotype diversity LLazﬁhLﬁmwummgm (= S.D) bag T = nucleotide diversity wavAndeauy
11M531U (£ S.D)

anufiAu M. fissipes

AREN N M h hd + S.D. T + S.D.
fualvaui 9 2 3 0.639 + 0.126 0.00107 + 0.00028
Anuadu 16 5 6 0.617 + 0.135 0.00108 + 0.00030

NUBLUR
haplotype diversity (hd) waneds $1uauuasauives haplotype fiwansstudinulusiosns duamain

hd = (1 -2xi 2) n / (n -1) (Nei and Tajima, 1981) iile xi fio AuAVEs haplotype wae n fio SrurudIBE
nucleotide diversity (70) mu1eds Aadevessiuiu nucleotide fiumnsinsie 1 s vy sequence

SuLLUUfju AN TT = n/(n — 1)2xixj T ij (Nei 1987, equation 10.5)

%39 T = 2xij/nc (Nei 1987, equation 10.6) idlo n Ao S1wauves sequence ImMTIATIEiNG, xi Aip Audves

sUsuU ith Tu sequence ve3fiduefage way nc fie $1UIUVDS sequence Rmaiivhnsieudieu

4. AuduusmaISaunnisvasaaig
NMIAATIERANUFURUTNIT Tansiaenisasisunuiivanaeduius e fauins

(Phylogenetic tree) Ine33 Maximum Likelihood s¥winsgsingn ainsuneiose Smia fuse
%ﬁﬂ@hﬂ"‘] ﬁlﬁ%@gamma GenBank l@aun M. ornata, M. okinavensis, M. annectens way M.
marmorata azwudwﬁaﬁwLéﬁﬁgqmﬂ@i’walm'iiml,l,aw?waé’maﬂé’fﬂiﬁaeﬂu clade eniu laguen
clade aaﬂmmﬂawummm 9819TALAU  AIBAT bootstrap probability fsnge 99% (Awdl 10) wana
FdsihdnaneaesituiitirnuduiEmaTaunsduwuy monophyletic gsroup Wiearanaalen
Usznsvesdeidnanisaesiuiifissuiedlelndvestu col Tuliinneusieandueondiandai
1A wardieuuansegsdmauiudiuinaalelvedwiduiailéidu outsroup
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MFS14
MFS15
MFS13
MFS12
MFS11
MFS10
MFS9
MFS7
MFS5
L MFS3
MFS2
1 MFRNS
MFRN6
MFRN4
MFRN2
MFRN1
MFRN3
99 ||| MFRN5
68| MFRN7
MFS8
L MFS1
99 L MFRNO
L MFS4
MFS6
MFS16

50

99

M. ornata

M. okinavensis

M. annectens

M. marmorata

0.05

AN 10 unuiluansaedunusnIIinmNIN1TYesddne (Phylogenetic tree) Maidlagds
Maximum Likelihood method lngitasziainaiauiiindlelnandaiiuei 678 bp suaviinduuu
WHUATLAAIA bootstrap probability 91nn15%11 1000 41 Inedl M. ornata, M. okinavensis, M.

annectens way M. marmorata \Ju outgroup
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MFS14
MFS15
MFS13
MFS12
MFS11
MFS10
MFS9
MFS7
MFS5
MFS2
MFRN8
MFRN6
MFRN4
MFRN2
60| MFRN1
F MFS3
MFRN3
MFRN5
64l MFRN7
MFS8
F MFS1
I MFRN9
MFS6
lH MFS16
r MFKK5

2]

99

100

MFCU1
MFCU2
MFCU3
MFCU4
99 [ MFCU5
MFCU6
MFCU7
MHTP3
MHTPS
MFS4

- MFKK3

99{MFKK4
92L MFKK8

M. ornata

79

M. okinavensis
~ MHKK10
— MHKK6

D

b | MHKK3
+MHKK7
- MHKK8
MFKK2
MHKK1
MHKK2

100

45

100

M. marmorata

0.05

M. annectens
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AWl 11 LLmuqﬁLLammaé’mﬁuﬁ‘mﬁi’wmﬂW'isuawszsmﬂﬁ?ﬁﬂf’ué’"] (Phylogenetic tree) wagdadnas
garnmsanwadiiuazdeunting adelaeds Maximum Likelihood method TagAtasizanndnsiu
Thpalelnafidauen 678 bp é‘hLamﬁﬁﬂﬁwuumugﬁuamm bootstrap probability 31AA15%11 1000
Ggﬁ Toedl M. ornata, M. okinavensis, M. annectens Wag M. marmorata WJu outgroup

WLELAP)
MFRN = M. fissipes arn@nualuauiu MFS = M. fissipes 9In@UaEIU
MFCU = M. fissipes 31NWIANTUNMINGIAE MFKK = M. fissipes an@udniiaiaen

MHTP = M. heymonsi 3NgNeMUUIANSINIgid  MHKK = M. heymonsi 31naiudniiUaunidien
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dyUuaziasalua

uamsleTsiianlioudisudduiiedlelndvestu  col lussnnsdaiudluaesiiuiives
sunedesan Smintiu WWud dsmualvaiiunesisivadu Sruuivun 25 fegne nudrdianuen
vosduiiadlelndvhiy 678 Auwa fsvesvhameiusnssuianielusazsswinessans egsewing
0.000-0.003 HardANURUTHUNITUINTIU (genetic variation) 1 6 (0.88%) FILMUY UaAAIIN
Usernsdaiidnansinedesa Smdain fenuuandremnaiugnasuvesiiu ol Aeuthe efudle
Wsuiisunamsfinuadiiiunuiseneunthififnummausiumetugnssuvesdsiudluiiui
PRI namIMILAS uae INuTiaudeidaenden Swiaveys Tndlddiuingle
lndvestu  col llilneeusioafiduelunsnsaaey  wulsswinsdaiudangnasnsal
uninends Sy 6 fegne Lifienuudsiunsitugnasuvesdu COl iae Tuvmedivssannsdaing
INAUFINTAWNTYY I 5 FI9E19 TANURUTRUMNIRUGNTTU TN 38 (5.61%) AL (SUns
Anud1 uae Agg aude, 2555) Mndeyadnananduldiussrnsdeiuianiuiiseg Tulssme
Inefiarmannvaenisiugnssuesiiu COl wndesuansnatu Tnsusssnsaniufiaudidam
JeuansmuvannviaIensiugnsanTign

nmsAnvidesiu 1l wa 2555 TasnsAnwmsuusdumaiugnssuuagnisussiduaim
Fuldldlunsuauseaneiugsenindaing Sednei uarBameiaes neldiu col lululnaounioad
Bueduiidueiniesmnelunisnsiaaeunisiin gene flow 138 introgression 5eWiN9UsEINTURIB4
feanurdafiivinaniiuiiangg Tulasams onas. uasfiufidun wWu ngwamsaiuminetds e
Ui NIUNNUILAS, INUINAUINETULMNYIANDHINN SNl FiIANIYIUYS wag 3N
audnilanlen 9100635191 Jinvays ImﬁuﬁmﬂmjﬁLﬁuﬁaamqmﬁm‘ﬁu sympatric area 7
annsonudsisaueiinerdbeginty wan1sfnwmuniain gene flow w3a introgression ved
mitochondrial DNA anUsensvesdeinamgusssnsvesdeiniluiufiaudnilaenden suae
M dwdavaud  wensAnunilduandiidiuindaiuiuariindiannsonaudiuaneiugly
S3TUTIAlE (Fums Funudy war Awns eude, 2555) LwiLﬁaamﬂmsﬁﬂwﬁiﬁ%ﬂ%ﬁaﬁﬁ%ﬁahjﬂizau
arwdnstlunsiuiiediddnsiuasdsaneans nniufilusunedewmn Smininldios fauidsl
anunsaUsziiuanuululdlunsmanduaeiussenidaauedalufuiisandnld  duiensy
landmsITedananilidaau Femsvhnsfufeidsiniuardmeaerandualauiuiay
dvadillddnnuiisnnifiemelusunn

wennimamsAnuitlddmuin Taewde @1 haplotype diversity (hd) wazen nucleotide
diversity () vealssnssainglusuneios Swinuiu dedeudien (hd = 0.627 + 0.102 waz
T = 000111 + 0.00024) WawFeufsusuUssmnsnniuiiaudnidaonde fwiavayd (hd =
1.000 + 0.126 uay T = 0.08612 + 0.03601) MNUNUFLARIEEENTUSTTannMITia1slnes
Maximum Likelihood fauandlidiuindeiuglusunoiomn Sminiu Saruduiusmedimums
Huuuy monophyletic group lagiennguoenunandsuiinmeg Alfidu outgroup eegsdiniau vie
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annanlainvszrinsdaldiiauiiadlolndvesdu ol lululvpsunivafiduownndisogsdaau
2 ¥ A aNcdy Y ~ A o v v v = S A a 1w v v v
NNBFAUTANINTY outgroup efialiethteyailannnisnwassllindnsensiuiuteyaiilaain
nsAnwInEuUMTil (Buns 33nNU37 wae Jvgg AUED, 2555) AnuinUszrnsdainandualnauiu
wagiuadugninedlu clade Weniudseynsdadiiannainsalaganaiudniilauiden wag
wenagAuay clade fUUTEYINTBINBENTALAY MEA1 bootstrap probability Winffu 100% (A md
11)  usnananunugiivaasaeduiusmadiannnmsdnanasiivinssansdasnandivalug
Wuiinnulnddniuusernganiuad uaInninUseynTINRIAIN SN INRE kAL ANAIUTNT
Uaden (il 1) wanedndadienanndivavauiuiagiuaduinuaa e afaiun1anugnssy
11INAINDIUNANRINNUNDU)
ayl  nsfnwasalidunisfinwilesiuiiingUszadilonsnadouanuainvalevianugnssy
wazUsudiuanudululalunisifinnisuaudiuaneiugssninsdssensvesdaingn 8 wazdeany
wozluiiunduaadesa Jwimu  uaillesnisfneiITeassilldanunsaiuiegedsdinwuazday
k% v & e 1 a < 1 v ¢ J & O a & A
worlias  Asludaldanunsayszidiuanulululdlunisnausisaneiugsenindwsauilaluiug
sananla sstuienaulandnisidesinalidaeuy Jamsinisiumegndliuazdianeaszain
sualnaiuwagiuadulnladuuninnisaneluauag FIIAITNUTIUNUNNAN WA
& o 2 o ] & Ad = o a o L A =t
ATOUARUIINNIT TngArsvimsiudiegeaianniuinnudaiieswiinies (allopatry) wasunnnuds
dosiseauyiinenfuagiudu (sympatry) WAEAITIINIANYIAUMAINTAIEN LS TTULaTUTELY
& a P v ¢ i 2 & a Ya N A & A
anuduldlalumsifanisnautuaeiugseninssrinsvedwisanuriinlaglddindosdulumidue
iwsesmnglunisnaasualudiuluaig
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Awns Aude, oyasal Unugy, avsdl waun, s adoatan, niamad s35uled, st $An3, sumy wdl
BuUNS, ad USeuud, ey auvig tauAs. 2554, é{’m’iazLﬁuﬁwamﬁwﬂiumgmw viabne.
1000. 1. U3 Asynsmsiiud 9o

Fums Annuia uag Awgg audle. 2555. MsuUsuMausnIsuLaznsUssidun e dululdlunsuas
Gmawﬁuﬁ:swdwﬁqﬁmﬁw (Microhyla fissipes) 83361 (M. heymonsi) wagdianeiasy (M.
butler) Ingldasuiamdlensvestuunidmedilnnounivamsuelunsasedeuluiiug
BN.AS. 18UITY. Wndamu: YURANYUNTIREINIUUsTINAUNUAWT 2555 lasin1seusng

UGN ITUAYTUTDWNINNIZIYAT AULINTUNNTAUTIYAAT @YINUTUIIYNUNT. 1-58.
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