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บทคัดยอ 
 

การศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตมีความสําคัญตอความเขาใจถึงกระบวนการ
วิวัฒนาการรวมทั้งบทบาทของปจจัยตางๆที่มีผลตอแบบแผนและระดบัความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตตลอดจนการเกิดสปซีสใหม นอกจากนี้ความเขาใจรูปแบบของโครงสรางและ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมมีความสําคัญในการจัดการทรัพยากรชีวภาพ ในการศึกษานี้ได
ทําการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดํา 3 ชนดิที่มีการกระจายทางภูมิศาสตรอยาง
กวางขวาง ไดแก Simulium tani, S. nakhonense และ S. quinquestriatum โดยใชลําดับนวิคลีโอไทด
ของ cytochrome oxidase subunit I (COI) ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายพนัธุกรรม 
โครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําทัง้ 3 ชนิดมีความคลายคลึงกัน โดยประชากรภาคเหนอืมี
ความแตกตางของโครงสรางและความหลากหลายทางพนัธุกรรมคอนขางสูงและมีความแตกตางจาก
ประชากรภูมภิาคอื่นๆ โดยปจจัยทางภูมิศาสตร เชน แนวเทือกเขา รวมทั้งปจจยัทางนิเวศวิทยาของ
แหลงอาศัยมีผลตอระดับการถายยีนและนําไปสูความแตกตางทางพันธกุรรม ผลของการวิเคราะห
ประวัติศาสตรประชากรพบวาประชากรภาคเหนือของริ้นดําทั้งสามชนิดมปีระวัติศาสตรที่ยาวนาน
กวาประชากรภาคใต โดยประชากรภาคใตเกดิจากการ colonization ของประชากรบางสวนจาก
ภาคเหนือตอนลางหรือภาคกลางเมื่อประมาณ 100,000 – 200,000 ปตามดวยการขยายตวัของ
ประชากรทั้ง 3 ชนิดซึ่งอาจมีผลใหไมเกิดความแตกตางทางพันธกุรรมระหวางประชากร ความ
คลายคลึงกันของรูปแบบโครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมของริ้นดําทั้งสามชนิดอาจ
เปนผลจากอิทธิพลของสภาพนิเวศวิทยาในปจจุบันทีเ่หมือนกันหรือเปนผลของการเปลี่ยนแปลง
สภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน (Pleistocene) ที่นําไปสูการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมของภูมิภาค
นี้ซ่ึงอาจมีผลตอแหลงอาศัยของริ้นดํา หรือเกิดจากผลของปจจัยทั้งสองอยางรวมกนั ถึงแมแมลงริ้นดํา
ทั้ง 3 ชนิดจะมีความคลายคลึงกันทั้งรูปแบบโครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมรวมทั้ง
ประวัติศาสตรประชากร อยางไรก็ตามโครงสรางทางพันธุกรรมของริ้นดําแตละชนิดมีความแตกตาง
กันทั้งนี้เนื่องจากความแตกตางของนิเวศวทิยาของริ้นดําแตละชนดิ นอกจากนี้ยังพบวามี genetic 
introgression เกิดขึ้นระหวาง S. nakhonense และ S. quinquestriatum ซ่ึงอาจเกดิในอดตีที่มีผลตอ
โครงสรางทางพันธุกรรมของริ้นดําทั้งสองชนิดแมวา genetic introgression ยังคงดําเนินตอไปแตไมมี
ผลตอโครงสรางทางพันธุกรรมมาก 
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Abstract 
 

Understanding population genetic structure is an important component of evolutionary 
study because it allows us to determine the evolutionary forces involved in the generation of 
biodiversity including the generation of genetic diversity within species and particularly speciation. 
In addition, understanding the pattern of genetic structure and diversity also has a role to play in 
biological resource management and conservation. In this study, the population genetic structures of 
three black fly species, namely, Simulium tani, S. nakhonense and S. quinquestriatum, were 
determined using 720 base pairs of the cytochrome oxidase I (COI) gene of mitochondrial DNA. All 
of these black flies had similar patterns of population genetic structure and diversity. Populations 
from the northern region have greater diversity and highly structure in this region as well as genetic 
differentiation from populations in other regions. Both geographical (e.g. mountain ranges) and 
ecological conditions of the habitat seem to be important factors in limiting gene flow and allowing 
populations to genetically differentiate. The greater diversity and higher genetic structure of the 
northern populations is likely due to the longer history of populations in this region. In contrast, 
populations from the south were colonized recently from a subset of the haplotypes from the lower 
north or central regions approximately 100,000 to 200,000 years ago followed by population 
expansion. The absence of genetic structure in the southern populations is most likely due to the 
recent history of populations in this region rather than a high level of gene flow between 
populations. The similar pattern of genetic structure and diversity among geographically co-
distributed species observed here reflects the shared contemporary ecological or historical (e.g. due 
to Pleistocene climatic change) conditions of the region. Although these black fly species share a 
common pattern of genetic structure and diversity each species also has species-specific pattern 
which can be explained in large part by the differing ecological conditions of these species. The 
similarity of pattern of genetic structure and diversity between S. nakhonense and S. 
quinquestriatum revealed by mitochondrial DNA could also be due to mitochondrial introgression 
which is inferred from the greater genetic similarity between sympatric populations of different 
species than between allopatric populations of the same species. Although ongoing genetic 
introgression is probably still occurring historical introgression seems to have played a greater role 
in determining the genetic structure and diversity of these species. 
 
 
 



 จ

สารบัญ 
          หนา 

 
กิตติกรรมประกาศ         ก 
บทคัดยอ          ค 
รายละเอียดการดําเนินงานและผลการวิจัย 
บทสรุปยองานวิจยั (Executive summary)       1 
1. บทนํา          4 
2. วัตถุประสงค          7 
3. ระเบียบวิธีวิจัย         7 
4. ผลการศึกษา          17 
5. อภิปรายและสรุปผลการศึกษา        46 
เอกสารอางอิง          49 
6. Output ที่ไดจากโครงการ        54 
ภาคผนวก          55 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ฉ

สารบัญตาราง 
ตารางที่         หนา 
 

1. รายละเอียดของประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani จํานวน      9 
    16 ประชากรที่ทําการศึกษา     
2. รายละเอียดของประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonese จํานวน   11 
    13 ประชากรที่ทําการศึกษา 
3. รายละเอียดของประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum จํานวน   13 
    11 ประชากรที่ทําการศึกษา 
4. Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’ D and Fs ของ   19 
    16 ประชากร และ 3 กลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani 
5. คา Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’D และ Fs ของ   21 
    13 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense 
6. คา Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’ D และ Fs ของ   22 
   11 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum 
7. FST ระหวาง 3 กลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani ที่จดัโดย SAMOVA 27 
8. Hierarchical analysis of molecular variance (AMOVA) ภายในสปซีสและระหวาง  31 
    สปซีสของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakonense และ Simulium quinquestriatum 
9. Pairwise FST ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense   32 
10. Pairwise FST ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum  34 
11. คาพารามิเตอรของการเกิด population expansion ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani  40 
12. การวิเคราะหดวย Maximum likelihood เพื่อหาขนาดประชากร (θ= 2Nfµ),   40 
      growth rates (g) และ migration rates (M=m/µ) ของ 3 กลุมประชากรของ 
      แมลงริ้นดาํชนิด Simulium tani. 
13. คา growth rate ที่คํานวณโดย maximum likelihood ภายใตเงื่อนไขของ exponential  43 
      growth model ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense และ  
     Simulium quinquestriatum 
14. คาพารามิเตอรของการเกิด population expansion ของแมลงริ้นดําชนิด    43 
     Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum คํานวณโดย  
     stepwise expansion model 
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15. ขนาดประชากร (θ= 2Nfµ), exponential growth rates (g) และ migration rates   45 
      (M=m/µ) คํานวณโดย maximum likelihood ของกลุมประชากรของแมลงริ้นดํา 
      ชนิด Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum 
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1. ประชากรแมลงริ้นดําชนดิ Simulium tani ที่ทําการศึกษารายละเอยีดของประชากร  10 
    แสดงในตารางที่ 1  

     2. ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense ที่ทําการศึกษารายละเอยีดและ 12 
         สัญลักษณของแตละประชากรแสดงในตารางที่ 2 

3. ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum ที่ทําการศึกษา    14 
    รายละเอียดและสัญลักษณของประชากรแสดงในตารางที่ 3 
4. กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความหลากหลายของนิวคลีโอไทด    20 
    (nucleotide diversity) กับละติจูด (latitude) 
5. Median-joining network ของ 147 ตัวอยางของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani   24 
    โดยแตละวงกลมคือ 1 แฮพโพลไทปและสีของวงกลมหมายถึงตําแหนง 
    ทางภูมิศาสตรของแฮพโพลไทป (เหลือง คือ ภาคเหนือ ชมพูคือภาคตะวันออก  
    เขียวคือภาคกลาง และน้ําเงินคือภาคใต 
6. Median-joining network คํานวณโดยโปรแกรม NETWORK ของ 207 ตัวอยางของ  25 
    แมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense (123 ตัวอยาง) และ Simulium quinquestriatum  
   (84 ตัวอยาง) ภาพวงกลมแสดงแตละแฮพโพลไทปโดยขนาดของวงกลมเปนสัดสวน 
   กับจํานวนตวัอยางของแตละแฮพโพลไทป สีของวงกลมแสดงถึงสปซีสและ 
   ตําแหนงทางภูมศิาสตรของแฮพโพลไทป (สีเหลือง = S. nakhonense ภาคเหนือ,  
   สีฟา = S. nakhonense ภาคกลาง, สีน้ําเงิน = S. nakhonense     ภาคใต,  
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Executive summary 
 แมลงริ้นดําจัดอยูในวงศ (family) Simuliidae อันดับ (order) Diptera ปจจุบันมีรายงานการ
คนพบแลวทั้งสิ้น 1,809 สปซีส (Crosskey and Howard 2004) ในบางภูมิภาคของโลก เชน แอฟริกา 
อเมริกากลาง และอเมริกาใต แมลงริ้นดําเปนพาหะของโรค Onchocerciasis หรือ River blindness 
ซ่ึงเกิดจาก Onchocerca volvulus ที่ถายทอดโดยแมลงริ้นดําบางชนิดในสกุล (genus) Simulium 
นอกจากนี้แมลงริ้นดํายังสามารถถายทอดโปรโตซัวสกุล Luecozytozoon ในสัตวปก รวมถึงไวรสั
บางชนิด (Crosskey 1990) การกัดของริ้นดําจํานวนมากทําใหผลผลิตของปศสัุตวลดลงได เชน 
น้ําหนกัตัวหรือปริมาณน้ํานมลดลง (Crosskey 1990; Adler et al. 2004) ดังนัน้แมลงริ้นดําจงึมี
ความสําคัญทั้งทางดานการแพทยและเศรษฐกิจ 
 ในประเทศไทยมีรายงานการพบริ้นดําแลวทั้งหมด 66 สปซีส จัดอยูใน 6 สกุลยอย 
(subgenus) ของสกุล Simulium ในประเทศไทยยังไมมรีายงานการเกดิโรคที่มีร้ินดําเปนพาหะแตมี
รายงานการพบพยาธิ Onchocerca sp. ซ่ึงยังไมสามารถจําแนกชนดิไดในริ้นดํา 3 ชนิดที่พบใน
ภาคเหนอืของประเทศไทยคอื Simulium nodosum, S. asakoae และ S. nigrogilvum 
 การศึกษาพนัธุศาสตรประชากรมีสวนสําคัญที่นําไปสูความรูความเขาใจเกี่ยวกบักระบวน 
การวิวฒันาการของสิ่งมีชีวิตรวมถึงปจจัยและกลไกที่นําไปสูการเกิดความหลากหลายทางชีวภาพได 
ประเทศไทยนบัวามีความหลากหลายทางชวีภาพในระดับสูงแตยังขาดความรูพื้นฐานเกี่ยวกับ
ทรัพยากรชีวภาพเหลานี้อีกมาก เชนเดยีวกันกับการศึกษาพันธุศาสตรเชิงประชากรในประเทศไทย
ยังมีนอยมาก อีกทั้งปจจุบันมีการสูญเสียทรัพยากรธรรมชาติจากกจิกรรมของมนุษยในอัตราที่สูง 
ดังนั้นความรูพื้นฐานดานพนัธุศาสตรประชากรซึ่งจะนาํไปสูความเขาใจแบบแผนของความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมในประเทศไทยจึงมีความจําเปนตอการจัดการทรพัยากรชวีภาพเหลานี้  
 แมลงริ้นดํามีความเหมาะสมในการใชเปนสิ่งมีชีวิตตนแบบในการศึกษาพันธุศาสตร
ประชากรในประเทศไทย ทัง้นี้เพราะแมลงริ้นดํามีการกระจายทางภูมศิาสตรที่กวางขวางครอบคลุม
ทุกภูมภิาคของประเทศ นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาดานอืน่ๆ เชน อนุกรมวิธาน (เฉลียว และคณะ 2544; 
Kuvangkadilok and Takaoka, 2000; Takaoka and Choochote, 2004b) นิเวศวิทยา (Kuvangkadilok 
et al., 1999a) และ เซลลพนัธุศาสตร (Kuvangkadilok et al., 1999b; Kuvangkadilok et al. 1999c; 
Kuvangkadilok et al. 2003) ในการศึกษานี้ผูวิจยัไดเลือกแมลงริ้นดํา 3 สปซีส ไดแก Simulium tani 
Takaoka and Davies, S. nakhonense Takaoka and Suzuki และ S. quinquestriatum Shiraki  ที่มีการ
กระจายทางภมูิศาสตรที่กวางขวางพบไดในทุกภูมภิาคของประเทศไทยยกเวนภาคะวันออกเฉยีง
เหนือมาศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของไมโทคอน 
เดรียลดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายพันธุกรรม  
 ผลการศึกษาพบวาแมลงริ้นดาํทั้ง 3 ชนิดมีแบบแผนของโครงสรางและความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมที่คลายคลึงกัน กลาวคือประชากรภาคเหนือมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่สูง
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และมีระดับความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากรมากกวาประชากรภาคใต จากการ
วิเคราะหประวัติศาสตรประชากรพบวาประชากรแมลงริน้ดําจากภาคเหนือมีประวัตศิาสตรที่ยาว 
นานกวาประชากรภาคใตในทั้ง 3 สปซีส นอกจากนีย้ังพบวาประชากรจากภาคใตนั้นเกดิจากการ 
colonization จากประชากรภาคเหนือเมื่อประมาณ 100,000 ถึง 200,000 ปที่ผานมาตามดวยการเกดิ 
population expansion ความคลายคลึงกันของแบบแผนของโครงสรางและความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของริ้นดําทั้ง 3 ชนิดที่มกีารกระจายทางภมูิศาสตรเหมือนกันอาจเปนผลมาจากอิทธิพล
ของสภาพนิเวศวิทยาที่คลายคลึงกันหรืออาจเกดิจากอิทธิพลของการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมใน
อดีต เชน การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน (Pleistocene) ซ่ึงมีผลตอแหลงอาศัยของ
ร้ินดําทําใหร้ินดําทั้ง 3 ชนิดมกีารตอบสนองในลักษณะทีค่ลายคลึงกันตอการเปลี่ยนแปลงดังกลาว  
นอกเหนือจากการที่ประชากรภาคเหนือมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงกวาภาคใตซ่ึงเปนผล
จากการที่ประชากรภาคเหนอืมีประวัติศาสตรที่ยาวนานกวายังอาจเกีย่วเนื่องกับความหลาก 
หลายของแหลงอาศัยของริ้นดําที่มีความหลากหลายมากกวาภาคใต  

ถึงแมวาแบบแผนของโครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมรวมไปถึง
ประวัติศาสตรประชากรของริ้นดําทั้ง 3 ชนิดจะมีความคลายคลึงกันแตก็มีความแตกตางบางอยาง 
เชน ประชากรของแมลงริ้นดาํชนิด S. nakhonense และ S. quinquestriatum ในภาคเหนือของแตละ 
สปซีสมีความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวางประชากรในระดับสูงแตไมมีความแตกตางทางพันธุ 
กรรมระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด S. tani ความแตกตางเหลานี้สามารถอธิบายไดดวย
ความแตกตางทางนิเวศวิทยาและชีววิทยาของริ้นดําเหลานี้ 
 จากการวิเคราะหโครงสรางทางพันธุกรรมของริ้นดําทั้ง 3 สปซีสพบวาปจจยัทางกายภาพ 
เชน ระยะหางทางภูมิศาสตร แนวเทือกเขา และทะเล เปนปจจยัทีจ่ํากัดการถายยนี (gene flow) 
ระหวางประชากรของริ้นดําทั้ง 3 สปซีส บงชี้วาปจจัยทางกายภาพเหลานี้อาจมีสวนสําคัญใน
กระบวนการววิัฒนาการของริ้นดํา อยางไรก็ตามความแตกตางทางนิเวศวิทยาของแหลงอาศัยอาจมี
บทบาทสําคัญเชนกันโดยเฉพาะอยางยิ่งตอการกระจายตัวของ cytoforms  
 ความใกลชิดและความคลายคลึงของแบบแผนโครงสรางทางพันธุกรรมระหวาง  
S. nakhonense และ S. quinquestriatum บางสวนอาจมีผลมาจากการเกิด mtDNA introgression 
ระหวางแมลงริ้นดํา 2 ชนดินี้โดยการเกดิ mtDNA introgression ที่มีผลตอรูปแบบโครงสรางทาง
พันธุกรรมดังกลาวนาจะเกดิในอดตีถึงแมวา mtDNA introgression จะเกิดในปจจุบันดวยก็ตามแต
ไมนาจะมีผลมากนัก 
 ผลของงานวิจยันี้เปนความรูพื้นฐานที่สําคญัซึ่งแสดงใหเห็นถึงแบบแผนของความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของริ้นดําในประเทศไทยซึ่งมีรูปแบบของโครงสรางและความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมที่คลายคลึงกัน อยางไรก็ตามยังไมสามารถชี้ชัดวาความคลายคลึงดังกลาวเปน
ผลจากอิทธิพลของสภาพนิเวศวิทยาในปจจุบันที่คลายคลึงกันหรือเปนผลจากอิทธิพลของการ
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เปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมในอดีต เชน การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน อยางไร
ก็ตามถามีการศึกษาในสิ่งมีชีวิตกลุมอื่นทีม่ีแบบแผนการกระจายทางภูมิศาสตรที่เหมือนกันกับ
การศึกษานีจ้ะทําใหสามารถบงชี้ถึงปจจัยทีม่ีผลตอความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตใน
ภูมิภาคนีไ้ดซ่ึงอาจมีสวนชวยในการวางแผนการจัดการทรัพยากรชีวภาพ 
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1. บทนํา 
แมลงริ้นดํา (black flies) จัดอยูในวงศ (family) Simuliidae ในอันดับ (order) Diptera 

ปจจุบันมีการคนพบแลวทั้งสิ้น 1,809 สปซีส (Crosskey and Howard, 2004) แมลงริ้นดําเปนแมลงที่
มีความสําคัญทางดานการแพทยมากที่สุดชนิดหนึ่งเนื่องจากริ้นดําบางชนิดเปนพาหะของโรค 
Onchocerciasis หรือ River blindness ซ่ึงเปนโรคที่เกดิจาก filarial nematode ชนิด Onchocerca 
volvulus โดยมีพาหะเปนแมลงริ้นดําเพศเมียบางชนิด เชน Simulium damnosum, S. naveavie, S. 
exiguum เปนตน (Crosskey, 1990) นอกจากนี้ร้ินดํายังสามารถถายทอดโปรโตซัวสกุล 
Luecozytozoon ในสัตวปก รวมทั้งไวรัสบางชนิดดวย (Mead et al., 1999) การกัดของแมลงริ้นดาํ
จํานวนมากทําใหเกิดความเสียหายตอสัตวปกและปศุสัตว เชน ทําใหผลผลิตน้ํานมและน้ําหนักตัว
ลดลง (Adler et el., 2004) ดังนัน้แมลงริ้นดําจึงมีความสําคัญทั้งทางการแพทยและเศรษฐกิจ ใน
ประเทศไทยมรีายงานการพบริ้นดําจนถึงปจจุบันทั้งสิ้น 66 สปซีส ซ่ึงจัดจําแนกอยูใน 6 สกุลยอย 
(subgenus) และอีก 1 สปซีสซ่ึงยังไมมีการจําแนกวาอยูในสกุลยอยใด ร้ินดําทัง้หมดอยูในสกุล 
(genus) Simulium แมจะไมมีรายงานการพบโรค Onchocerciasis ในประเทศไทย แตมีรายงานการ
พบ Onchocerca sp. ในแมลงริ้นดํา 3 สปซีส คือ S. nodosum, S. nigrogilvum และ S. asakoae ใน
จังหวดัเชยีงใหมโดยเชื่อวานาจะเปน Onchocerca sp. ที่อยูในปศุสัตว (Takaoka et al., 2003; Fukuda 
et al. 2003) 
 นอกเหนือจากความสําคัญทางการแพทยและเศรษฐกิจแลวกระบวนการวิวัฒนาการของ
แมลงริ้นดําก็มคีวามนาสนใจ การศึกษาในภูมภิาคตางๆแสดงใหเห็นวากระบวนการเกิดสปซีสใหม 
(speciation) ของแมลงริ้นดํานาจะเกีย่วของหรือเปนผลจากการปรับตัวใหเขากบัสภาพนิเวศวทิยา
ของแหลงอาศัยที่แตกตางกันของแตละสปซีส โดยเฉพาะอยางยิ่งแหลงอาศัยของตัวออน (larva) ซ่ึง
ไดแกแหลงน้ําไหลตามธรรมชาติ การศึกษาเซลลพันธุศาสตรโดยการเปรียบเทียบการเรียงตัวของ
แบนดของโพลีทีนโครโมโซมในแมลงริ้นดําหลายๆชนิดที่ทําการจดัจําแนกโดยใชรูปรางสัณฐาน
วิทยาพบวาแมลงริ้นดําเหลานี้ประกอบดวยหลายๆซิปลิงสปซีสที่สามารถแยกจากกนัไดโดยอาศัย
เทคนิคทางเซลลพันธุศาสตรโดยการเปรียบเทียบการเรยีงตัวของแบนดของโพลีทีนโครโมโซม 
(Rothfels, 1979) โดยการกระจายตัวทางภูมิศาสตรของซิปลิงสปซีสเหลานี้สวนใหญจะมี
ความสัมพันธกับนิเวศวิทยาของแหลงอาศัย โดยแตละซิปลิงสปซีสมีความแตกตางทางนิเวศวิทยา
ของแหลงอาศัย เชน แตละซิปลิงสปซีสของแมลงริ้นดํากลุมซับซอน S. tuberosum มกีารกระจายตวั
ในแตละ ecoregion ของอเมริกาเหนือ (Adler and McCredie, 1997) การกระจายของซิปลิงสปซีส
ของริ้นดําชนดิซับซอน S. damnosum มีความสัมพันธกับเขต savannah หรือ ปาทึบของแอฟริกา
ตะวนัตก (Boakye et al., 1998) นอกจากนี้การศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยใชลําดับนวิคลี
โอไทดของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอยังสนบัสนุนแนวคิดของการเกิดสปซีสใหมของริ้นดําโดยเกิด
จากผลของการปรับตัวตอนิเวศวิทยาแหลงอาศัยของตัวออน Joy and Conn (2001) ทําการศึกษาสาย
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สัมพันธทางววิัฒนาการของแมลงริ้นดําใน Society Island พบวาการเกดิสปซีสใหมของแมลงริ้นดํา
ที่พบในหมูเกาะนี้นาจะเปนผลจากการปรับตัวใหเหมาะสมกับสภาพนเิวศวิทยาของแหลงอาศัยของ
ตัวออนที่แตกตางกัน 
 การศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากรมีสวนสําคัญอยางยิ่งตอความรูความเขาใจเกี่ยวกบั
กระบวนการววิัฒนาการของสิ่งมีชีวิต กระบวนการและปจจัยที่มีผลตอการเกิดสปซีสใหม 
กระบวนการและรูปแบบในการถายยีน (gene flow) ปจจัยที่มีผลกระทบตอการถายยีนระหวาง
ประชากร ซ่ึงความรูความเขาใจเกีย่วกับกระบวนการพื้นฐานดังกลาวนีน้อกจากจะเปนประโยชนใน
เชิงวิชาการยังสามารถนําไปประยุกตใชในหลายๆดาน เชน การควบคุมแมลงที่เปนพาหะของโรค 
การปรับปรุงพันธุพืชและสัตว เปนตน  

อยางไรก็ตามในประเทศไทยยังมีการศึกษาดานพันธุศาสตรเชิงประชากรนอยมาก 
การศึกษาในภมูิภาคอื่นๆ เชนในอเมริกาเหนือ ออสเตรเลีย และยุโรป (reviewed in Hewitt 1996; 
2004) นําไปสูความรูความเขาใจเกี่ยวกับปจจัยที่มีผลตอโครงสรางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตชนิด
ตางๆในภูมภิาคดังกลาว ซ่ึงขอมูลที่ไดจากการศึกษาสามารถนําไปประยกุตใชในการจดัการ
ทรัพยากรชีวภาพได ในขณะที่ประเทศไทยมีความหลากหลายทางชีวภาพในระดับสูง แตองคความรู
ดานความหลากหลายทางพนัธุกรรมยังมนีอยมากอกีทัง้การศึกษาสวนใหญกจ็ํากดัในบางภูมภิาคไม
ครอบคลุมทั่วประเทศ ดังนัน้การศึกษาดานพันธุศาสตรเชิงประชากรในประเทศไทยจึงจําเปนตองมี
การศึกษาสิ่งมชีีวิตที่มีการกระจายทางภูมิศาสตรที่กวางขวาง นอกจากนี้แลวส่ิงมีชีวิตที่จะนํามาใช
ศึกษาควรจะมขีอมูลพื้นฐานดานอื่นๆประกอบดวย เชน การกระจายทางภูมิศาสตร อนุกรมวิธาน 
และนิเวศวิทยา เปนตน จากการศึกษาเบือ้งตนพบวาแมลงริ้นดําในประเทศไทยมีความเหมาะสมที่
จะนํามาใชเปนสิ่งมีชีวิตตนแบบในการศกึษาพันธุศาสตรเชิงประชากรอยางยิ่ง เนื่องจากมีการ
กระจายทางภมูิศาสตรที่กวางขวางสามารถพบไดในทุกภมูิภาค รวมทั้งมีขอมูลการศึกษาดานอื่นๆ 
เชน อนกุรมวธิาน เซลลพันธุศาสตร และนิเวศวิทยา  
 การศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากรของแมลงริ้นดํามีการศึกษาในหลายๆระดับ ทั้งระดับ
รูปรางสัณฐานวิทยาภายนอก เซลลพันธุศาสตร ชีวเคมี เชน enzyme electrophoresis และระดับ
โมเลกุลโดยการศึกษาความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทด อยางไรก็ตามการศกึษาสวนใหญใช
เทคนิคทางเซลลพันธุศาสตรโดยการเปรียบเทียบแบนดของโพลีทีนโครโมโซม ในขณะทีก่ารใช
เทคนิค enzyme electrophoresis ไมประสบความสําเร็จในการตรวจสอบหาความแตกตางทาง
พันธุกรรมระหวางประชากร (Feraday and Leohardt, 1989; Snyder and Linton, 1984) ซ่ึงตางจาก
การใชเซลลพันธุศาสตร หรือการใชลําดับนิวคลีโอไทดในปจจุบันที่สามารถตรวจสอบพบความ
แตกตางทางพนัธุกรรมระหวางประชากร การศึกษา enzyme electrophoresis มีขอจํากัดเนื่องจากมี
ความแปรผันอยูในระดับต่ําจึงไมสามารถนํามาตรวจสอบความแตกตางระหวางประชากรได 
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 การศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากรของแมลงหลายๆชนิดในปจจุบนัมีการศึกษาลําดับนิว 
คลีโอไทดของยีนโดยเฉพาะอยางยิ่งของไมโทคอนเดรียอยางกวางขวาง ทั้งนี้เพราะลําดับนวิคลีโอ
ไทดของไมโทคอนเดรียลดเีอ็นเอมีความแปรผันในระดบัที่สูงเมื่อเทียบกับนิวเคลียรดีเอ็นเอ ลําดับ 
นิวคลีโอไทดของยีนที่นยิมนํามาศึกษามากที่สุดคือ Cytochrome oxidase I (COI) ตัวอยางเชน 
การศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากรของยงุกนปลองชนดิซับซอน Anopheles dirus ชนิด A, D และ C 
ในเอเชยีตะวันออกเฉียงใต (Walton et al., 2000) การศึกษาพันธุศาสตรประชากรของ meadow 
grasshopper ชนิด Chorthippus parallelus ในยุโรป (Lunt et al., 1998) การศึกษาพันธุศาสตร
ประชากรของ tiger beetles ในญี่ปุน (Satoh et al., 2004) การศึกษาพันธุศาสตรประชากรของ
แมลงวันผลไมชนิด Bactocera depressa (Mun et al., 2003) จากตัวอยางเหลานีจ้ะเห็นไดวายีน COI 
มีความเหมาะสมในการนํามาใชศึกษาพันธศุาสตรเชิงประชากรของแมลง  
 ในการศึกษานีไ้ดเลือกแมลงริ้นดํา 3 ชนิดที่มีการกระจายทางภูมิศาสตรอยางกวางขวางเพื่อ
ทําการศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากร ไดแก Simulium tani Takaoka and Davies, S. nakhonense 
Takaoka and Zusuki และ S. quinquestriatum Shiraki แมลงริ้นดําชนดิ S. tani จัดอยูใน Simulium 
tuberosum species group ในประเทศไทยแมลงริ้นดํากลุมนี้มีอยางนอย 8 ชนิด แมลงริ้นดําชนิด S. 
tani มีการกระจายทางภูมิศาสตรที่กวางขวางที่สุด การกระจายตัวของแมลงริ้นดําใน S. tuberosum 
species group มีความสัมพันธกับปจจยัทางนิเวศวิทยาของแหลงอาศัยของตัวออน เชน S. weji พบ
เฉพาะในแหลงน้ําไหลที่มีปริมาณตะกอนหินปูนมาก (Takaoka, 2001) ในขณะที่แมลงริ้นดํา S. 
rufibasis พบเฉพาะในลําธารที่อยูสูงจากระดับน้ําทะเลมากกวา 1,000 เมตรขึ้นไป แตแมลงริ้นดํา
ชนิด S. tani พบกระจายในแหลงน้ําไหลทั้งในที่สูง (>1,000 เมตรจากระดับน้าํทะเล) และในทีต่่าํ
รวมทั้งในลําธารที่มีขนาดแตกตางกัน (Kuvangkadilok et al., 1999a) จากการที่แมลงริ้นดําชนิดนีม้ี
การกระจายตวักวางขวางทั้งในแงภูมิศาสตรและนิเวศวิทยาแหลงที่อยูอาศัยจึงมีความนาสนใจใน
การศึกษาเปรยีบเทียบถึงความสําคัญและอิทธิพลของปจจัยทางดานกายภาพและนเิวศวิทยาตอระดบั
การถายยีนและความแตกตางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดํา 
 แมลงริ้นดําชนิด S. nakhonense และ S. quinquestriatum จัดอยูใน Simulium striatum 
species group โดยแมลงริ้นดําในกลุมนี้มี 4 ชนิดที่พบในประเทศไทย แมลงริ้นดําสองชนิดนี้มีการ
กระจายที่กวางขวางพบไดในทุกภูมภิาคในขณะที่อีก 2 ชนิด (S. chiangmaiense และ S. 
thailandicum) พบเฉพาะภาคเหนือเทานัน้ นอกจากนี้ตวัออนของแมลงริ้นดําชนิด S. nakhonense 
และ S. quinquestriatum ยังอาศัยในแหลงน้ําไหลที่คลายคลึงกัน คือแหลงน้ําไหลขนาดใหญและน้ํา
ไหลแรง จากการศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของ ITS2 ของ 
ribosomal RNA พบวาร้ินดําทั้งสองชนิดมีความใกลชิดกนัทางพันธุกรรมมากที่สุด (Thanwisai et al., 
2005) ดังนั้นการศึกษาเปรียบเทียบโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําที่มีความใกลชิดทาง
พันธุกรรมและมีการกระจายทางภูมิศาสตรที่เหมือนกนัทําใหสามารถตรวจสอบการตอบสนองของ
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ส่ิงมีชีวิตที่ใกลชิดทางสายพนัธุกรรมตอสภาพนิเวศวิทยาทั้งในอดีตและปจจุบนัรวมทั้งปจจัยทาง
กายภาพของแหลงเพาะพนัธุ ซ่ึงจะนาํไปสูความรูความเขาใจปจจยัที่นําไปสูความแตกตางทาง
พันธุกรรมของริ้นดํา 2 ชนดินี้ นอกจากนี้การเปรียบเทียบโครงสรางทางพันธุกรรมของริ้นดําชนิดนี้
กับแมลงริ้นดาํชนิด S. tani จะทําใหทราบถึงแบบแผนของความหลากหลายทางพันธุกรรมของริ้นดํา
ในประเทศไทยรวมทั้งปจจัยที่มีผลตอแบบแผนของการกระจายตวัดังกลาว ขอมูลเหลานี้นอกจากจะ
มีประโยชนตอความรูความเขาใจพื้นฐานของกระบวนการวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตแลวยังอาจมี
ความสําคัญตอการวางแผนการจัดการทรพัยากรชวีภาพของประเทศไทยในอนาคต 
 
2. วัตถุประสงค 

1. ศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําแตละชนดิโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของ
ไมโทคอนเดรยีลดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายพนัธุกรรม 

2. เปรียบเทียบระดับความแปรผันทางพันธุกรรมของประชากรแมลงริ้นดาํชนิดเดยีวกันและ
ตางชนิดกนัทีม่ีการกระจายทางภูมิศาสตรเหมือนกนั 

3. เปรียบเทียบอทิธิพลของปจจัยทางภูมิศาสตรและนิเวศวทิยาตอโครงสรางทางพันธุกรรม
ของแมลงริ้นดาํและประวัติศาสตรประชากรของแมลงริ้นดําแตละชนิด 

4. เปรียบเทียบประวัติศาสตรประชากรของแมลงริ้นดําแตละชนิดที่มกีารกระจายทาง
ภูมิศาสตรเหมอืนกัน 

 
3. ระเบียบวิธีวิจัย 
 3.1 การเก็บตัวอยาง 
 ทําการสํารวจและเก็บตวัอยางริ้นดําจากแหลงน้ําไหลธรรมชาติในภูมภิาคตางๆของประเทศ
ไทยซึ่งแสดงรายละเอียดในตารางที่ 1, 2 และ 3 และภาพประกอบที่ 1, 2 และ 3 จับตัวออนและ
ดักแดโดยใชปากคีบเล็กคบีตวัออนและตัวดักแดที่เกาะตามกอนหนิ เศษวัสดุ รวมทั้งพืชและใบไมที่
ลอยในน้ําไหล ดองตัวอยางใน Canoy’s fixative (absolute ethanol 3 สวนตอ acetic acid 1 สวน) 
เปลี่ยน fixative หลังจากการเก็บตัวอยางประมาณ 5 นาที และ 1 ช่ัวโมง จากนัน้เปลี่ยนอีก 2 คร้ัง
หลังการเก็บตวัอยาง 12 ช่ัวโมงและ 24 ช่ัวโมง ตัวอยางที่เก็บมาตองแชในน้ําแข็งหรือในตูเยน็
อุณหภูมิ 4º C สําหรับตัวเต็มวัยจับโดยใชคนเปนเหยือ่ลอ ตัวเต็มวยัสวนหนึ่งไดจากการเลี้ยงตวั
ดักแดแตละตวัในหลอดพลาสติกที่กนหลอดรองดวยกระดาษกรองชุบน้ําและปดดวยผาขาวบาง
เพื่อใหดักแดฟกออกเปนตวัเต็มวัย จากนัน้ดองตัวเต็มวัยใน 80% ethanol 
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3.2 การวินิจฉัยรูปรางลักษณะของตัวออนริ้นดํา 
 ทําการจําแนกชนิดของแมลงริ้นดําโดยการเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของตัวออนและตัว
ดักแดโดยใชกญุแจของ Takaoka and Davies (1995) และรายงานการศึกษาของ Takaoka (1979), 
Takaoka and Suzuki (1984) และ Takaoka and Saito (1996) เนื่องจากแมลงริ้นดําหลายชนิดมีรูปราง
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทีใ่กลเคียงกัน ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองใชเทคนิคทางเซลลพันธุศาสตร
ศึกษาเปรียบเทียบแบบแผนการเรียงตัวของแบนดของโพลีทีนโครโมโซมเพื่อชวยในการจําแนก
ชนิดของแมลงริ้นดํา เตรียมโพลีทีนโครโมโซมโดยใช Fuelgen technique ตามวิธีการของ Rothfels 
and Dunbar (1953) กอนนําเอาตัวออนมาทําการเตรียมโพลีทีนโครโมโซมจะทําการตัดสวนหัวและ
สวนอกของตวัออนออกแลวนําไปดองใน absolute ethanol เพื่อนําไปใชในการศึกษาอณูพนัธุ
ศาสตรตอไป ซ่ึงการศึกษาดวยวิธีนี้จะทําใหไดขอมูลทั้งดานเซลลพันธุศาสตรและอณูพันธุศาสตร
ในริ้นดําตวัเดยีวกัน เปรยีบเทียบแบนดของโพลีทีนโครโมโซมแบนดตอแบนดกบัแผนที่มาตรฐาน
ของโพลีทีนโครโมโซมของ S. tani (Kuvangkadilok, unpublished data) S. nakhonense 
(Kuvangkadilok et al. 1999c) และ S. quinquestriatum (Kuvangkadilok, unpublished data) 
 3.3 การศึกษาอณูพันธุศาสตร 
 สกัดดีเอ็นเอตามวิธีการของ Collins et al. (1987) จากสวนหวัและอกของตวัออนที่
ทําการศึกษาโพลีทีนโครโมโซมยืนยันสปซีสแลว ดีเอ็นเอบางสวนไดจากดกัแด ทําการเพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรมในสวนของยีน cytochrome oxidase subunit I (COI) ดวยเทคนิค PCR (polymerase 
chain reaction) โดยใชไพรเมอร C1-J-2195 (5´-TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT-3´; Simon 
et al., 1994) และ UEA10 (5´-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3´; Lunt et al., 1996) ทํา 
PCR ปริมาตร 50 µl ซ่ึงประกอบดวย 1x reaction buffer, 2.0 mM MgCL2, 0.2 mM dNTP, 0.4 µM 
ของไพรเมอรแตละชนดิ 2 unit Taq DNA polymerase (Promega) และ 2 µl ของ DNA (dilute 1:20 
ถึง 1:40) โปรแกรมอุณหภูมสํิาหรับ PCR ประกอบดวย 94º C 5 นาที ตามดวย 36 รอบของ 95º C 40 
วินาที 45º C 50 วินาที และ 72º C 60 วินาที จากนัน้ตามดวย 72º C 5 นาที นอกจากนี้ยังไดศึกษา 28S 
ribosomal DNA สวน D3 โดยใชไพรเมอร D3A (5´-GACCCGTCTTGAAACACGGA-3´) และ 
D3B (5´-TCGGAAGGAACCA-GCTACTA-3´) (Litvaitis et al., 1994) โดยองคประกอบของ PCR 
เชนเดยีวกับองคประกอบในการศึกษายีน COI โปรแกรมอุณหภูมิประกอบดวย 94º C 5 นาที ตาม
ดวย 39 รอบของ 94ºC 30 วินาท ี 55ºC 30 วินาที 72ºC 1 นาที จากนั้นตามดวย 72ºC 4 นาที 
ตรวจสอบผลผลิต PCR ดวย 1% agarose gel electrophoresis ที่มี ethidium bromide 0.5 µg/mL และ
สองภายใตแสง UV ทําผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ์ดวย GENECLEAN KIT (BIO101) ผลผลิต PCR ที่
บริสุทธิ์แลวนําไปหาลําดับนวิคลีโอไทดโดยใชไพรเมอรเดียวกับที่ใชทาํ PCR โดยหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดทั้งสองดานโดยเครื่อง ABI 3100 automated sequencer (Applied Biosystem) 
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ตารางที่ 1 รายละเอียดของประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani จาํนวน 16 ประชากรที่ทําการศึกษา 
ประชากร     สัญลักษณ ภูมิภาค   ละติจูด/ลองตจิูด  ความสูง (m) วันเดือนป 
1.น้ําตกหมอกฟา อ.แมริม จ.เชียงใหม  CM1  เหนือ   19˚ 06’N/98˚ 46’E      545  07.06.46 
2.บานหวยหมอ อ.ดอยสะเกด็ จ.เชียงใหม  CM2  เหนือ   19˚ 02’N/99˚ 20’E      850  03.06.46 
3.บานนางิ้ว อ.ขุนยวม จ.แมฮองสอน  MS1  เหนือ   18˚ 49’N/98˚ 02’E      814  05.06.46 
4.บานปางแปก อ.ปาย จ.แมฮองสอน  MS2  เหนือ   19˚ 26’N/98˚ 21’E      840  06.06.46 
5.น้ําตกแมเกิ๋งหลวง อ.วังชิน้ จ.แพร  PR  เหนือ   17˚ 58’N/98˚ 35’E      300  04.12.46 
6.สะพาน กม.16 อ.เมือง จ.ตาก   TK  เหนือ   16˚ 46’N/99˚ 01’E      250  29.06.46 
7.น้ําตกภูสอยดาว อ.น้ําปาด จ.อุตรดิตถ  UT  เหนือ   17˚ 42’N/100˚ 57’E      650  18.10.46 
8.น้ําตกตาดหมอก อ.เมือง จ.เพชรบูรณ  PB  เหนือ   16˚ 21’N/101˚ 21’E      468  25.10.46 
9.น้ําตกเขาสอยดาว อ.สอยดาว จ.จนัทบุรี  CB1  ตะวนัออก  13˚ 06’N/102˚ 11’E      320  20.06.46 
10.น้ําตกคลองนารายณ อ.เมือง จ.จันทบรุี  CB2  ตะวนัออก  12˚ 34’N/102˚ 10’E        70  19.06.46 
11.น้ําตกเขาชะเมา อ.เขาชะเมา จ.ระยอง  CB3  ตะวนัออก  12˚ 54’N/101˚ 43’E        65  19.06.46 
12.ถ้ําธารลอด อ.บอพลอย จ.กาญจนบุรี  KB  กลาง   14˚ 39’N/99˚ 18’E      282  12.08.46 
13.น้ําตกทอทพิย อ.เมือง จ.เพชรบุรี  PE  กลาง   12˚ 50’N/99˚ 19’E      400  16.08.46 
14.น้ําตกบกกราย อ.กระบุรี จ.ระนอง  RN1  ใต   10˚ 22’N/98˚ 51’E        65  15.07.46 
15.หวยรุง อ.เมือง จ.ระนอง   RN2  ใต   10˚ 02’N/98˚ 39’E        80  14.07.46 
16.น้ําตกเหมืองทวด อ.บานนาสาร   SR  ใต   08˚ 45’N/99˚ 26’E      120  29.07.43 
    จ.สุราษฎรธานี  
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ภาพที่ 1 ประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani ที่ทําการศึกษารายละเอียดของประชากรแสดงใน 
              ตารางที่ 1  
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ตารางที่ 2 รายละเอียดของประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonese จํานวน13 ประชากรทีท่ําการศึกษา 
 

ประชากร                  สัญลักษณ ภูมิภาค     ละติจูด /ลองจิจูด     ความสูง       วันเดือนป ที่เก็บตัวอยาง 
 

1. น้ําตกวงัควาย อช.ดอยอินทนนท จ.เชยีงใหม  CM1  เหนือ  18º 30’ N/98º 40’ E 506          14.11.03 
2. น้ําตกหมอกฟา อช.ดอยสุเทพ-ปุย จ.เชียงใหม CM2  เหนือ  19º 06’ N/98º 46’ E 545            7.06.03 
3. อช.ถ้ําปลา-ผาเสื่อ จ.แมฮองสอน   MS  เหนือ  19º 25’ N/97º 59’ E 500           6.06.03 
4. น้ําตกตาดหมอก อช.ตาดหอก จ.เพชรบูรณ  PB  เหนือ  16º 21’ N/101º 21’ E 468         25.10.03 
5. น้ําตกคลองวังเจา จ.ตาก     TK1  เหนือ  16º 30’ N/99º 09’ E 506        14.11.03 
6. น้ําตกลานเลี้ยงมา อช.ลานสาง จ.ตาก  TK2  เหนือ  16º 46’ N/99º 01’ E 260        29.06.03 
7. หวยเขยง อ.ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี  KB  กลาง  14º 37’ N/98º 31’ E 202        29.02.04 
8. บานกรางแคมป อช.แกงกระจาน จ.เพชรบรุี PE  กลาง  12º 47’ N/99º 27’ E 318          16.08.03 
9. หวยเหมือง อ.เมือง จ.ระนอง   RN1  ใต  09º 44’ N/98º 36’ E 46        14.07.03 
10. น้ําตกชุมแสง อ.กระบุรี จ.ระนอง   RN2  ใต  10º 31’ N/98º 54’ E 35           8.01.04 
11. น้ําตกตําหนัง อช.ศรีพังงา จ.พังงา   PG  ใต  08º 59’ N/98º 27’ E 43           7.01.04 
12. บานนิมิตรใหม กิ่ง อ.ชางกลาง   NS1  ใต  08º 20’ N/99º 40’ E 80         13.07.03 

จ.นครศรีธรรมราช   
13. น้ําตกพรหมโลก อ.ทาศาลา จ.นครศรีธรรมราช NS2  ใต  08º 31’ N/99º 48’ E 50          13.07.03 
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ภาพที่ 2 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense ที่ทําการศึกษารายละเอียดและ 
              สัญลักษณของแตละประชากรแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 3 รายละเอียดของประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum จํานวน 11 ประชากรที่ทําการศกึษา 
 

ประชากร      สัญลักษณ ภูมิภาค  ละติจูด/ลองจิจูด  ความสูง         วันเดือนปที่เก็บตัวอยาง 
 

1. น้ําตกหมอกฟา อช.ดอยสุเทพ-ปุย จ.เชยีงใหม  CM2  เหนือ  19º 06’ N/98º 46’ E 545     7.06.03 
2. น้ําตกแมยะ อช.ดอยอินทนนท จ.เชยีงใหม  CM3  เหนือ  18º 20’ N/98º 20’ E 500   13.12.02 
3. บานปางน้ําถุ อ.ดอยสะเกด็ จ.เชียงใหม   CM4  เหนือ  19º 06’ N/99º 27’ E 663   11.11.03 
4. บานแมอูคอ อ.ขุนยวม จ.แมฮองสอน   MS2  เหนือ  18º 49’ N/98º 02’ E 1,000     5.06.03 
5. น้ําตกคลองน้ําไหล อ.คลองลาน จ.กําแพงเพชร  KP1  เหนือ  16º 11’ N/99º 15’ E 300   28.06.03 
6. น้ําตกคลองลาน อ.คลองลาน จ.กําแพงเพชร  KP2  เหนือ  16º 07’ N/99º 16’ E 250   28.06.03 
7. น้ําตกทอทพิย อช.แกงกระจาน จ.เพชรบุรี  PE  กลาง  12º 50’ N/99º 19’ E 400   16.08.03 
8. น้ําตกบกกราย จ.ระนอง    RN3  ใต  10º 22’ N/98º 51’ E 65   15.07.03 
9. น้ําตกโตนไพร อ.ทายเหมอืง จ. พังงา   PG2  ใต  08º 25’ N/98º 18’ E 29     7.03.04 
10. น้ําตกดาดฟา อช.ใตรมเย็น จ.สุราษฎรธานี  SR  ใต  08º 51’ N/99º 28’ E 260   14.07.03 
11. น้ําตกแมเศรษฐี อ.รอนพิบูลย จ. นครศรีธรรมราช NS3  ใต  08º 09’ N/99º 49’ E 74     6.03.04 
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ภาพที่ 3 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum ที่ทําการศึกษา รายละเอียดและ

สัญลักษณของประชากรแสดงในตารางที ่3 
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3.4 การวิเคราะหขอมูล 
 ศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของไมโทคอน 
เดรียลดีเอ็นเอ โดยศึกษาแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani จํานวน 147 ตัวอยางจาก 16 ประชากร 
(ตารางที่ 1 และภาพที่ 1) S. nakhonense จํานวน 123 ตัวอยางจาก 13 ประชากร (ตารางที่ 2 และภาพ
ที่ 2) และ S. quinquestriatum จํานวน 84 ตัวอยางจาก 11 ประชากร (ตารางที่ 3 และภาพที ่3) จัดเรียง
สายดีเอ็นเอโดยใชโปรแกรม CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) ใชโปรแกรม MODELTEST 
3.06 (Posada and Crandall 1998) เพื่อทดสอบหาโมเดลของ DNA substitution ที่เหมาะสมโดยใช 
hierarchical likelihood ratio test โดยพบวา HKY + I + G (Hasegawa et al. 1985) เปนโมเดลที่
เหมาะสมที่สุดสําหรับ S. tani ซ่ึงมีคา I = 0.6360 และ G = 0.6365 คา transition/transversion = 
12.0953 องคประกอบนวิคลีโอไทดมีสัดสวนดังนี้ A = 0.319, G = 0.160, C = 0.124 และ T = 0.347 
สําหรับ S. nakhonense และ S. quinquestriatum โมเดลของ nucleotide substitution ที่เหมาะสมที่สุด
คือ TrN + I + G (Tamura and Nei, 1993)โดยมีคา I = 0.7457 และ G = 1.3022 สําหรับ S. 
nakhonense และ I = 0.7886 และ G = 1.2046 สําหรับ S. quinquestriatum คาสัดสวนองคประกอบ 
นิวคลีโอไทดของ S. nakhonense คือ A = 0.308, C = 0.174, G = 0.153 และ T = 0.364 และ S. 
quinquestriatum คือ A = 0.308, C = 0.178, G = 0.156 และ T = 0.358 

3.4.1 การวิเคราะหสายสัมพนัธของ haplotype (haplotype network) 
วิเคราะหสายสัมพันธของ haplotype โดยใช median-joining algorithm (Bandelt et 

al., 1999) ดวยโปรแกรม NETWORK 3.x (www.fluxus-engineering.com) โดยทําการวิเคราะหแยก
แมลงริ้นดําชนิด S. tani ออกจาก S. nakhonense และ S. quinquestriatum ทําการวิเคราะหสาย
สัมพันธของ D3 haplotypes โดยการสราง UPGMA tree ดวยโปรแกรม MEGA (Kumar et al., 2004) 

3.4.2 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมและโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากร 
คํานวณคาความหลากหลายของ haplotype (haplotype diversity) ความหลากหลาย

ของนิวคลีโอไทด (nucleotide diversity) คา θS = 2Neµ และคา FST ระหวางประชากรโดยโปรแกรม 
ARLEQUIN 2.000 (Schneider et al., 2000) โดยใชคา Gamma distribution (G) จาก MODELTEST 
ทดสอบความแตกตางทางสถิติโดย permutation ขอมูล 1,000 replications ใชโปรแกรม SAMOVA 
(Dupanloup et al., 2002) เพื่อจัดกลุมประชากรตามระดบัความแตกตางทางพันธุกรรมของประชากร
โดยการกําหนดจํานวนกลุมของประชากร (k) โปรแกรมจะจัดกลุมประชากรโดยใหระดับความ
แตกตางทางพนัธุกรรมภายในกลุม (FSC) มีคาต่ําที่สุดและคาความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง
กลุม (FCT) มีคาสูงที่สุด ทําการวิเคราะหโปรแกรม SAMOVA ดวย 100 simulated annealing 
processes โดยกําหนดคา k = 2 ถึง 10 (2 – 8 สําหรับ S. quinquestriatum) กลุมประชากรที่จัดไดมีคา 
FCT สูงที่สุดถือวาเปนการจดักลุมประชากรที่ดีที่สุด ทําการทดสอบ Isolation by distance โดย 
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Mantel (1967) test ดวยโปรแกรม IBD 1.52 (Bohonak, 2002) เพื่อหาความสัมพันธระหวาง
ระยะหางทางภูมิศาสตรกับระดับความแตกตางทางพันธกุรรม 

3.4.3 ความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวางสปซีส 
  วิเคราะหความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวาง S. nakhonense และ S. 
quinquestriatum โดยวิธีการ Analysis of Molecular Variance (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) 
โดยจัดกลุมประชากรตามสปซีส ทําการทดสอบคาทางสถิติดวย permutation 1,000 ซํ้า โดยใช
โปรแกรม ARLEQUIN  

3.4.4 ประวัติศาสตรประชากร (Population history) 
ทําการวิเคราะหประวตัิศาสตรประชากรดวย mismatch distribution โดยโปรแกรม 

ARLEQUIN รวมกับการใชหลักการ coalescent theory และการวิเคราะหดวย maximum likelihood 
framework โดยใชโปรแกรม LAMARC 1.2.2 (Kuhner et  al., 2004) ทาํการวิเคราะหประวัติศาสตร
ประชากรตามกลุมประชากรที่จัดโดยโปรแกรม SAMOVA โดยผลของ mismatch distribution จะ
ไดกราฟที่เปนรูป unimodal สําหรับประชากรที่เกิด population expansion และกราฟจะเปนรูป 
multimodal ในประชากรทีม่ีขนาดไมเปลีย่นแปลง (stable population) (Roger and Harpending, 
1992) ทําการทดสอบความแตกตางทางสถิติของ mismatch distribution  โดย permutation 1000 
replications ของชุดขอมูลและ simulation ขอมูลภายใตเงื่อนไขของ stepwise expansion model 
จากนั้นเปรียบเทียบคา Sum of Square Deviation (SSD) ระหวางคา observed กับ simulation 
นอกจากนี้ยังทําการคํานวณคา population expansion parameters ซ่ึงประกอบดวย expansion time (τ 
= 2ut, โดย u = mTµ ซ่ึง mT คือความยาวของนิวคลีโอไทดสวนที่ทําการศึกษา และ µ คือ mutation 
rate และ t คือ time in generation) คา θ0 = 2µNe และ  θ0 = 2µNe โดย θ0 คือคา theta กอนเกดิ 
population expansion และ θ1 คือคา theta หลังเกิด population expansion โดยคา θ1 จะมีคามากกวา 
θ0 มากในกรณทีี่เกิด population expansion สําหรับการวิเคราะหดวย LAMARC โปรแกรมจะทําการ
วิเคราะหหาคา effective population size (θ = 2µNe), คา growth rate (g) และ migration rate 
(M=m/µ โดย m คือ migration rate ตอ generation และ µ คือ mutation rate)  

นอกจากนี้ยังทําการวิเคราะหประวตัิศาสตรประชากรดวย Tajima’D (Tajima, 1989) และ 
Fs (Fu, 1997) โดยทั้งสองคานี้จะมีคาเปนลบในประชากรที่เกิด population expansion ทดสอบคา
ทางสถิติของ Tajima’D และ Fs ดวย permutation 1,000 ซํ้า 
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4. ผลการศึกษา 
4.1 ความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 
Simulium tani 
จากความยาวนิวคลีโอไทดที่ทําการศึกษา 720 นิวคลีโอไทดและตัวอยางที่ศึกษาทั้งหมด 147 

ตัวอยางพบวาเกิดความแปรผันของนิวคลีโอไทด 127 ตําแหนง ซ่ึงทั้งหมดเปนการแทนทีเ่บส (base 
substitution) โดย 110 (86.61%) ตําแหนง เปนการแทนทีแ่บบ transition และ 17 (13.39%) ตําแหนง เปนการ
แทนที่แบบ transversion จํานวนแฮพโพลไทป (haplotypes) ทั้งหมดที่พบคือ 121แฮพโพลไทป โดยแฮพ
โพลไทปที่มีการกระจายกวางขวางที่สุดพบใน 4 ประชากรจากภาคเหนือ (TK3) ภาคกลาง (PE1) และภาคใต 
(RN3 และ RN4) คาความหลากหลายของแฮพโพลไทป (ตารางที่ 4) มีคาระหวาง 0.857 – 1.000 คาความ
หลากหลายของนิวคลีโอไทดมีคาระหวาง 0.003 – 0.016 โดยระดับความหลากหลายของนิวคลีโอไทดนี้มี
ความสัมพันธเชิงบวกอยางมนีัยสําคัญทางสถิติกับละติจดู (R2= 0.3501, p=0.016, ภาพที่ 4) 

Simulium nakhonense 
 จากความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดที่ทําการศึกษา 720 คูเบส และตัวอยางที่ศึกษาทั้งหมด 
123 ตัวอยางจาก 13 ประชากร พบวาเกิดความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทด 92 ตําแหนงโดยทั้งหมดเปน
การแทนที่เบส (base substitution) การแทนที่เบสสวนใหญ (87 ตําแหนง หรือ 94.57%) เปนการแทนที่แบบ 
transition และ 5 ตําแหนง (5.43%) เปนการแทนทีแ่บบ transversion จํานวนแฮพโพลไทปที่พบทั้งหมดคือ 
78 แฮพโพลไทป โดยแฮพโพลไทปที่มีการกระจายกวางที่สุดพบใน 3 ประชากรจากภาคเหนือ (CM2) และ
ภาคกลาง (KB2 และ PE2) ความหลากหลายของแฮพโพลไทปมีคาระหวาง 0.318 – 1.000 (ตารางที่ 5) ความ
หลากหลายของนิวคลีโอไทด (nucleotide diversity) (ตารางที่ 5) มีคาระหวาง 0.0005 – 0.017 โดยมีคาเฉลี่ย 
0.015 ระดับความหลากหลายของนิวคลีโอไทดนี้มแีนวโนมลดลงในประชากรภาคใตเชนเดยีวกับ S. tani 
 Simulium quinquestriatum 
 จากความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด 720 คูเบส และตัวอยางที่ศึกษาทั้งหมด 84 ตัวอยางจาก 
11 ประชากร พบวาเกิดความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทด 88 ตําแหนง โดยท้ังหมดเปนการแทนที่เบส ซ่ึง
สวนใหญ (79 ตําแหนง หรือ 89.77%) เปนการแทนทีแ่บบ transition และ 9 ตําแหนง (10.23%) เปนการ
แทนที่แบบ transvesion จํานวนแฮพโพลไทปทั้งหมดทีพ่บคือ 71 haplotypes คาความหลากหลายของแฮพ
โพลไทปมีคาระหวาง 0.000 – 1.000 (ตารางที่ 6) โดยประชากรสวนใหญ (7 จาก 11 ประชากร) มีคาความ
หลากหลายของแฮพโพลไทปเปน 1.000 คาความหลากหลายของนิวคลีโอไทด 0.000 – 0.018 โดยมีคาเฉลี่ย 
0.016 และคาความหลากหลายของนิวคลีโอไทดมีแนวโนมลดลงในประชากรจากภาคใตเชนเดยีวกับ S. tani 
และ S. nakhonense 
   



 18

 ในจํานวนแฮพโพลไทปของ COI ยีนของ S. nakhonense และ S. quinquestriatum ทั้งหมด พบวาม ี4 
แฮพโพลไทปที่พบในทั้ง 2 สปซีส โดย 3 แฮพโพลไทปพบในประชากรจากภาคใตและ 1 แฮพโพลไทปที่
เหลือพบที่ภาคกลาง (PE1) เปนที่นาสงัเกตวาประชากรที่มีแฮพโพลไทปรวมกันของสองสปซีสนี้มีระดับ
ความแปรผันทางพันธุกรรมที่ต่ํา  

4.2 ความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดของนิวเคลียรดีเอ็นเอ 
ทําการศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทดของ 28S ribosomal DNA สวน D3 ของประชากร S. nakhonense 

และ S. quinquestriatum ซ่ึงมีรายละเอียดของผลการศึกษาดังนี ้
Simulium nakhonense 
ลําดับนิวคลีโอไทดของ 28S ribosomal DNA สวน D3 สวนที่ทําการศึกษามีความยาวทั้งหมด 251 คู

เบส จากจํานวนตัวอยางที่ทําการศึกษาทั้งหมด 14 ตวัอยาง พบวาเกิดความแปรผันทัง้หมด 3 ตําแหนง โดย
เปนการแทนทีเ่บส 1 ตําแหนงและเกิด insertion/deletion 2 ตําแหนง จํานวนแฮพโพลไทปทั้งหมด 2 แฮพ
โพลไทป แฮพโพลไทปที่มีการกระจายกวางที่สุดพบใน 9 ประชากรจากภาคเหนอื (CM2, MS3, PB และ 
TK2) ภาคกลาง (KB2 และ PE2) และภาคใต (RN1, NS2 และ PG1)  
 Simulium quinquestriatum 
 ทําการศึกษาทัง้หมด 19 ตัวอยาง ความยาวทั้งหมดของลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทาํการศึกษาคอื 
251 คูเบสพบความแปรผันทั้งหมด 4 ตําแหนง โดยเปน insertion/deletion 2 ตําแหนงและเปนการแทนที่เบส 
2 ตําแหนง จาํนวนแฮพโพลไทปที่พบคือ 4 แฮพโพลไทป โดยแฮพโพลไทปที่กระจายกวางที่สุดพบใน 5 
ประชากรจากภาคเหนือ (CM3 และ KP2) และภาคใต (SR1, NS3 และ PG2)  
 เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ D3 พบวาแมลงริ้นดํา 2 ชนิดนี้ไมมีแฮพโพลไทปรวมและ
ยังพบวามี fixed nucleotide difference ระหวางสองสปซีสนี้ 1 ตําแหนง 
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ตารางที่ 4 Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’ D and Fs ของ 16 ประชากร และ 3 กลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani 
ประชากร    n         πn (SD)                 θs (SD)      πh (SD)  Tajima’D       Fs 
 
CM2      11  0.010 (0.006)  0.010 (0.005)  1.000 (0.039)  -0.277               -5.485* 
CM5   9  0.016 (0.009)  0.020 (0.009)  1.000 (0.052)  -1.189      -2.648* 
MS1   6  0.008 (0.005)  0.009 (0.004)    0.933 (0.122)  -0.198     -0.055 
MS2   7  0.009 (0.006)  0.010 (0.005)  0.905 (0.103)  -0.662        0.797 
PR   9  0.014 (0.008)  0.017 (0.008)  1.000 (0.052)  -1.168              -2.911* 
TK3   10  0.012 (0.007)  0.015 (0.007)  1.000 (0.045)  -1.240              -4.116* 
UT   10  0.011 (0.006)  0.015 (0.007)  1.000 (0.045)  -1.435              -4.302* 
PB   11  0.012 (0.007)  0.013 (0.005)  1.000 (0.039)  -0.609              -4.990* 
KB1   10  0.010 (0.006)  0.011 (0.005)  1.000 (0.045)  -0.553              -4.692*  
PE1   8  0.009 (0.005)  0.007 (0.004)  0.964 (0.077)   0.499  -1.520 
CB1   10  0.010 (0.006)  0.013 (0.006)  1.000 (0.045)  -1.252              -4.738* 
CB2   10  0.012 (0.007)  0.013 (0.006)  0.978 (0.054)  -0.606              -2.181 
RY   10  0.010 (0.006)  0.010 (0.005)  0.933 (0.077)  -0.368              -1.181 
RN3   9  0.006 (0.004)  0.008 (0.004)  0.972 (0.064)  -1.085              -3.176* 
RN4   7  0.003 (0.002)  0.003 (0.002)  0.857 (0.137)  -0.734              -1.447 
SR2   10  0.009 (0.005)  0.012 (0.005)  1.000 (0.045)  -1.266              -5.051* 
เหนือ   73  0.012 (0.006)   0.029 (0.008)  0.995 (0.004)  -2.050*              -24.793** 
ตะวนัออก  30  0.011 (0.006)  0.015 (0.005)  0.986 (0.013)  -1.105   -14.517** 
กลาง/ใต  44  0.008 (0.004)  0.014 (0.004)  0.981 (0.011)  -1.612*     -25.432** 
 
 
*P<0.05, **P<0.001 
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ตารางที่ 5 คา Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’D และ Fs ของ 13 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense 
 

Population  n h πn (SD)   πh (SD)   θs (SD)   Tajima’ D    Fs 
 

CM1   10 9 0.012 (0.007)  0.978 (0.054)  0.015 (0.007)  -1.025  -1.99 
CM2   11 2 0.005 (0.003)  0.327 (0.153)  0.005 (0.002)  -0.176  6.013 
MS3    9 9 0.017 (0.010)  1.000 (0.052)  0.015 (0.007)    0.336  -2.423 
PB   10 6 0.012 (0.007)  0.778 (0.137)  0.012 (0.005)  -0.159  1.604 
TK1   10 8 0.010 (0.006)  0.956 (0.059)  0.012 (0.005)  -0.930  -1.089 
TK2   8 8 0.013 (0.007)  1.000 (0.063)  0.014 (0.006)  -0.559  -2.412 
KB2   10 6 0.014 (0.008)  0.889 (0.075)  0.011 (0.005)    0.987  1.696 
PE2   12 3 0.0005 (0.0006)  0.318 (0.164)  0.001 (0.001)  -1.451*  -1.325* 
RN1   8 8 0.006 (0.004)  1.000 (0.063)  0.006 (0.003)  -0.411  -4.414* 
RN2   4 4 0.002 (0.002)  1.000 (0.177)  0.002 (0.002)  -0.754  -2.367* 
PG1   10 8 0.006 (0.004)  0.956 (0.059)  0.007 (0.003)  -1.093  -2.595 
NS1   10 8 0.007 (0.004)  0.933 (0.077)  0.009 (0.004)  -1.182  -1.976 
NS2   11 10 0.011 (0.006)  0.982 (0.046)  0.015 (0.006)  -1.415  -3.038 
Total            123       78 0.015 (0.008)  0.976 (0.007)  0.024 (0.006)  -1.240  -24.339** 

Note: * P < 0.05, ** P<0.001; h = number of haplotypes in the population 
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ตารางที่ 6 คา Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’ D และ Fs ของ 11 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum 
 

Population  n h* πn (SD)   πh (SD)   θs (SD)   Tajima’ D    Fs 
 

CM2   10 10 0.018 (0.010)  1.000 (0.045)  0.018 (0.008)  -0.115  -2.890* 
CM3   11 10 0.015 (0.008)  0.982 (0.046)  0.016 (0.007)  -0.514  -2.144 
CM4   6 3 0.008 (0.005)  0.600 (0.215)  0.009 (0.005)  -1.285  3.056 
MS4   9 9 0.016 (0.009)  1.000 (0.052)  0.018 (0.008)  -0.779  -2.605 
KP1   5 5 0.012 (0.008)  1.000 (0.126)  0.013 (0.007)  -0.583  -0.574 
KP2   9 9 0.016 (0.009)  1.000 (0.052)  0.019 (0.008)  -1.032  -2.618 
PE1   4 1 0   0   0       NA  NA 
RN3   8 8 0.008 (0.005)  1.000 (0.063)  0.011 (0.005)  -1.422  -3.447* 
PG2   10 8 0.008 (0.005)  0.933 (0.077)  0.010 (0.005)  -1.243  -1.749 
SR1   6 6 0.007 (0.004)  1.000 (0.096)  0.006 (0.003)   0.576  -2.242* 
NS3   6 6 0.006 (0.004)  1.000 (0.096)  0.008 (0.004)  -1.246  -2.358* 
Total   84      71 0.016 (0.008)  0.994 (0.003)  0.024 (0.007)  -1.295  -24.444**   

 
Note: *P<0.05, **P<0.001; h = number of haplotypes in the population 
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 4.3 สายสัมพนัธของ mitochondrial DNA haplotypes 
Simulium tani 
สายสัมพันธของ mitochondrial DNA haplotypes ของ S. tani (ภาพที่ 5) พบวาไมเกิด 

phylogeographic breaks แตมีการเกาะกลุมของแฮพโพลไทปจากภมูิภาคเดยีวกัน โดยแฮพโพลไทปจาก
ภาคตะวันออกเกาะกลุมกันดวย branch length ที่ยาว ขณะทีแ่ฮพโพลไทปจากภาคใตเกาะกลุมกบั แฮพ
โพลไทปสวนใหญของภาคกลางดวย branch length ที่ส้ันและมีลักษณะ star-like shape แฮพโพลไทป
จากภาคเหนือแบงเปน 3 lineages (A, B และ C, ภาพที่ 5) โดย lineage A เปนแกนของ network และ 
subset ของ A เปนบรรพบุรุษของแฮพโพลไทปจากภาคตะวนัออก ภาคกลาง และภาคใต  
 Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum 

สายสัมพันธของไมโทคอนเดรียลแฮพโพลไทปของ S. nakhonense และ S. quinquestriatum 
(ภาพที่ 6) พบวาแมลงริ้นดําสองสปซีสมีความใกลชิดกันทางพันธุกรรม โดยสายสัมพันธของไมโทคอน 
เดรียลแฮพโพลไทปไมสามารถแยกสองสปซีสออกจากกันอยางชดัเจน อยางไรกต็ามแฮพโพลไทปจาก
ภาคเหนือของ 2 สปซีสมีการแยกกันอยางชัดเจน โดยแฮพโพลไทปจากภูมภิาคนี้แยกเปน 4 lineages โดย 
2 lineages เปน lineage ของ S. quinquestriatum และอีก 1 lineage เปนของ S. nakhonense ยกเวนแฮพ
โพลไทปเดียวที่เปนแฮพโพลไทปรวมระหวาง 2 สปซีส ในขณะที่อีก 1 lineage ประกอบดวยแฮพโพล
ไทปของทั้ง 2 สปซีส แฮพโพลไทปจากภาคใตของทั้ง 2 สปซีสเกาะกลุมกันและมีบางแฮพโพลไทปจาก
ภาคเหนือรวมอยูดวย โดยกลุมของแฮพโพลไทปนี้มีความยาวของ branch ส้ัน และมีลักษณะ star-like 
shape ซ่ึงเปนลักษณะของประชากรที่เกดิการเพิ่มขนาดอยางรวดเรว็ในชวงเวลาที่ส้ัน 

4.4 สายสัมพนัธของ D3 แฮพโพลไทป 
 สายสัมพันธของ D3 แฮพโพลไทปที่คาํนวณโดย UPGMA (ภาพที่ 7) พบวาสามารถแยกแฮพ
โพลไทปจากทั้ง 2 สปซีสออกจากกันอยางชัดเจน โดยแฮพโพลไทปของ S. nakhonense แบงออกเปน 2 
กลุมยอยและกลุมแฮพโพลไทปของ S. quinquestriatum แบงออกเปน 3 กลุมยอย อยางไรก็ตามไมพบวา
มีความสัมพันธระหวางกลุมยอยนีก้ับตําแหนงทางภมูิศาสตร 
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ภาพที่ 5 Median-joining network ของ 147 ตัวอยางของแมลงริ้นดําชนดิ Simulium tani โดยแตละวงกลมคือ 
              1 แฮพโพลไทปและสีของวงกลมหมายถึงตําแหนงทางภูมิศาสตรของแฮพโพลไทป (เหลือง คือ 
              ภาคเหนือ ชมพูคือภาคตะวันออก เขียวคือภาคกลาง และน้ําเงินคือภาคใต 
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ภาพที่ 6 Median-joining network คํานวณโดยโปรแกรม NETWORK ของ 207 ตัวอยางของแมลงริ้นดํา 
              ชนิด Simulium nakhonense (123 ตัวอยาง) และ Simulium quinquestriatum (84 ตัวอยาง) ภาพ 
              วงกลมแสดงแตละแฮพโพลไทปโดยขนาดของวงกลมเปนสัดสวนกับจํานวนตัวอยางของแตละ 
              แฮพโพลไทป สีของวงกลมแสดงถึงสปซีสและตําแหนงทางภูมิศาสตรของแฮพโพลไทป (สี 
              เหลือง = S. nakhonense ภาคเหนอื, สีฟา = S. nakhonense ภาคกลาง, สีน้ําเงิน = S. nakhonense  
              ภาคใต, สีน้ําตาล = S. quinquestriatum ภาคเหนอื, สีมวง = S. quinquestriatum ภาคกลางและสี 
             เขียว = S. quinquestriatum ภาคใต 
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ภาพที่ 7 UPGMA tree จากลําดับนิวคลีโอไทดของ  D3 ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense และ 
               Simulium quinquestriatum โดยใช Simulium fenestriatum เปน outgroup 
 



 27

4.5 โครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรภายในสปซีส 
Simulium tani 
ผลของ SAMOVA สามารถจัดกลุมประชากรได 3 กลุมซึ่งสอดคลองกับตําแหนงทางภูมิศาสตร

ของประชากร (ภาพที่ 8 และภาพที่ 9) โดยกลุมที่ 1 ประกอบดวย 8 ประชากรจากภาคเหนือ ไดแก CM2 
CM5 MS1 MS2 TK3 PB UT และ PR กลุมที่ 2 ประกอบดวย 3 ประชากรจากภาคตะวนัออก ไดแก CB1 
CB2 และ RY กลุมที่ 3 ประกอบดวย 2 ประชากรจากภาคกลาง และ 3 ประชากรจากภาคใต ไดแก KB1 
PE1 RN3 RN4 และ SR2 คา FST ระหวาง 3 กลุมประชากรนี้มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(ตารางที่ 7) ผลการทดสอบ Isolation by distance พบวาระดับความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง
ประชากรมีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับระยะหางทางภูมศิาสตร (r = 0.5146, p<0.001, ภาพ
ที่ 10) 

  
 
ตารางที่ 7 FST ระหวาง 3 กลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani ที่จัดโดย SAMOVA 
   เหนือ  ตะวันออก กลาง/ใต 
เหนือ   - 
ตะวันออก  0.240**  - 
กลาง/ใต   0.192**  0.449**  - 
**P<0.001 
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ภาพที่ 8 กลุมประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani ซ่ึงจัดกลุมโดยใชระดับความแตกตางทาง 
               พันธุกรรมดวยโปรแกรม SAMOVA 
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ภาพที่ 9 กราฟแสดงความสมัพันธระหวางคา fixation indices (F) และจํานวนกลุมประชากร (k) ของ 
              แมลงริ้นดําชนิด Simulium tani จากการวิเคราะหดวย SAMOVA   FCT คือความแตกตางทาง 
              พันธุกรรมระหวางกลุมประชากร FST คือความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากรและ FSC  
              คือความแตกตางทางพันธุกรรมภายในประชากร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 10 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางระยะหางทางภูมิศาสตรกบัระดับความแตกตางทาง                
พันธุกรรมระหวาง 16 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani 
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Simulium nakhonense 
จากการวิเคราะหขอมูลดวย AMOVA บงชี้วาระดับความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง

ประชากรอยูในระดับที่สูง (ตารางที่ 8) โดยคา FST มีคาเฉลี่ย 0.430 (p<0.001) อยางไรก็ตามความแปรผัน
ที่เกิดขึ้นสวนใหญ (57%) เปนความแปรผนัที่เกิดขึน้ภายในประชากร คา pairwise FST ระหวางประชากร 
(ตารางที่ 9) มีคาสูงและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติยกเวนประชากรในภาคใตที่มคีวาม
แตกตางทางพนัธุกรรมในระดับที่ต่ํา การวเิคราะหโครงสรางทางพันธุกรรมดวย SAMOVA พบวาคา FCT 
มีคาสูงและมีนัยสําคัญทางสถิติในทุกจํานวนกลุมประชากร (k) ที่ทําการวิเคราะห (ภาพที่ 11) บงชี้วามียนี
พูล (gene pool) หลายยีนพูลในประชากร ซ่ึงสอดคลองกับผลของ pairwise FST และ AMOVA การ
วิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับความแตกตางทางพนัธุกรรมกับระยะหางทางภมูิศาสตร (Isolation 
by distance) (ภาพที่ 12) พบวามีความสัมพันธอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (r = 0.2461, p = 0.007) 

Simulium quinquestriatum 
ผลของ AMOVA (ตารางที ่ 8) บงชี้วาประชากรของ S. quinquestriatum มีความแตกตางทาง

พันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคา FST เฉลี่ย 0.273 (p<0.001) โดยความแปรผันที่เกิดสวนใหญ 
(73%) เปนความแปรผันภายในประชากร ผลของ pairwise FST (ตารางที่ 10) สอดคลองกับผลของ 
AMOVA โดยที่คา FST ระหวางประชากรสวนใหญมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ จากการ
วิเคราะหโดย SAMOVA (ภาพที่ 13) พบวาคา FCT ในทกุจํานวนกลุมประชากรมีนัยสําคัญทางสถิติแสดง
ใหเห็นวาประชากรของ S. quinquestriatum ประกอบดวยหลายยีนพูล จากการวเิคราะหความสัมพันธ
ระหวางระดับความแตกตางทางพันธุกรรมและระยะหางทางภูมิศาสตรพบวามีความสัมพันธอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (r = 0.3151, p=0.005) (ภาพที่ 14) 

4.6 ความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวาง Simulium nakhonense และ  
Simulium quinquestriatum 

 จากการวิเคราะหขอมูลดวย AMOVA โดยการจัดกลุมประชากรเปน 2 กลุมตามสปซีส (ตารางที่ 
8) พบวา S. nakhonense และ S. quinquestriatum ไมมีความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (FCT = 0.006, p = 0.289) ผลของ AMOVA นี้สอดคลองกับการจัดกลุมโดย UPGMA tree โดยใชคา 
pairwise FST ระหวางประชากร (ภาพที่ 15) ซ่ึงไมสามารถแยกกลุมประชากรจากแตละสปซีสอยางชัดเจน 
โดยประชากรจากภาคใตของทั้ง 2 สปซีสเกาะกลุมกนัดวย branch ที่ส้ันบงชี้วาประชากรเหลานี้มีความ
ใกลชิดกนัทางพันธุกรรม เชนเดียวกับประชากรทางดานตะวนัตกของประเทศของทั้งสองสปซีส (MS3, 
MS4, KP1, KP2 และ CM1) อยางไรก็ตามประชากรจากภาคเหนอืมีการแยกจากกันคอนขางชัดเจนดวย 
branch ที่ยาว ซ่ึงบงชี้ถึงระดับความแตกตางทางพันธุกรรมในระดับที่สูง 
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ตารางที่ 8 Hierarchical analysis of molecular variance (AMOVA) ภายในสปซีส และระหวางสปซีสของแมลงริ้นดําชนดิ Simulium nakonense และ Simulium 
quinquestriatum 
Source of variation   Variance components  Percent of total  FCT  FST  FSC 
 
Within species 
 S. nakhonense 

Within population  3.22    57.03       
 Among populations  2.42    42.97      0.430** 
 S. quinquestriatum   
 Within population  4.16    27.31 
 Among populations  1.56    72.69      0.273** 
Among species (S. nakhonense and S. quinquestriatum) 
 Within population  3.60    62.93        0.367** 
 Among populations   2.09    36.50      0.371** 

within species  
Among species   0.03    0.57    0.006 

Note: * p< 0.05, **p<0.001 
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ตารางที่ 9 Pairwise FST ระหวางประชากรของแมลงริ้นดาํชนิด Simulium nakhonense 
 
 CM1 CM2 MS3 PB TK1 TK2 KB2 PE2 RN1 RN2 PG1 NS1            NS2 
CM1              
CM2 0.542**             
MS3 -0.006 0.401**            
PB 0.136* 0.488** 0.143*           
TK1 0.231** 0.709** 0.187* 0.428**          
TK2 0.092* 0.651** 0.069 0.339** 0.101*         
KB2 0.045 0.530** 0.035 0.218* 0.126* 0.064        
PE2 0.654** 0.791** 0.566** 0.618** 0.782** 0.755** 0.548**       
RN1 0.299** 0.779** 0.243* 0.512** 0.125* 0.100* 0.193* 0.877**      
RN2 0.314* 0.832** 0.243* 0.516** 0.072 0.112 0.191* 0.962** 0.082     
PG1 0.335** 0.790** 0.293** 0.529** 0.119** 0.137** 0.231** 0.874** 0.047 -0.026    
NS1 0.270** 0.762** 0.242** 0.485** 0.153** 0.078* 0.192* 0.843** 0.022 0.161* 0.108*   
NS2 0.179* 0.681** 0.152* 0.401** 0.072* 0.028 0.109* 0.757** -0.037 0.017 0.044 -0.023  
 

Note: P< 0.05 **P < 0.001 
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ภาพที่ 11 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา fixation indices (F) และจํานวนกลุมประชากร (k) ของ

แมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense จากการวิเคราะหดวย SAMOVA   FCT คือความ
แตกตางทางพนัธุกรรมระหวางกลุมประชากร FST คือความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง
ประชากรและ FSC คือความแตกตางทางพันธุกรรมภายในประชากร 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความแตกตางทางพันธุกรรม (FST) และระยะหางทาง

ภูมิศาสตร (log km) ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense 
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ตารางที่ 10 Pairwise FST ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum 
 
 CM2 CM3 CM4 MS4 KP1 KP2 PE1 RN3 PG2 SR1              NS3 
 
CM2            
CM3 0.076           
CM4 0.228* 0.350*          
MS4 0.037 0.027 0.292**         
KP1 0.130* 0.141* 0.463* -0.034        
KP2 0.130* 0.104* 0.335* -0.024 -0.119       
PE1 0.407** 0.479** 0.694* 0.488** 0.677* 0.516**      
RN3 0.323** 0.291** 0.594** 0.137* 0.038 0.057* 0.713*     
PG2 0.333** 0.279** 0.602** 0.147* 0.068 0.079* 0.705** -0.033    
SR1 0.323** 0.325** 0.618** 0.193* 0.148* 0.115* 0.801* 0.208* 0.235**   
NS3 0.322** 0.328** 0.654** 0.186* 0.135* 0.130* 0.824** 0.195* 0.216** 0.141  
 
Note:* P<0.05, **P<0.001 
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ภาพที่ 13 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา fixation indices (F) และจํานวนกลุมประชากร (k) ของ 
                แมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum จากการวิเคราะหดวย SAMOVA   FCT คือความ 
                แตกตางทางพันธุกรรระหวางกลุมประชากร FST คือความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง 
                ประชากรและ FSC คือความแตกตางทางพันธุกรรมภายในประชากร 

 
 

 
 
ภาพที่ 14 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความแตกตางทางพันธุกรรม (FST) และระยะหางทาง

ภูมิศาสตร (log km) ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum 
 
 



 36

 QTKP1

 QTKP2

 QTMS2

 NKTK2

 NKKB

 NKCM1

 NKMS1

 QTRN3

 QTPG2

 QTSR

 NKTK1

 NKRN2

 NKPG1

 NKRN1

 NKNS2

 NKNS1

 QTNS3

 NKPB

 QTCM2

 QTCM3

 QTCM4

 NKCM2

 NKPE

 QTPE

0.001

S. nakhonense upper north
S. nakhonense lower north
S. nakhonense northeast
S. nakhonense central
S. nakhonense south

S. quinquestriatum upper north
S. quinquestriatum lower north
S. quinquestriatum central
S. quinquestriatum south

 QTKP1

 QTKP2

 QTMS2

 NKTK2

 NKKB

 NKCM1

 NKMS1

 QTRN3

 QTPG2

 QTSR

 NKTK1

 NKRN2

 NKPG1

 NKRN1

 NKNS2

 NKNS1

 QTNS3

 NKPB

 QTCM2

 QTCM3

 QTCM4

 NKCM2

 NKPE

 QTPE

0.001

S. nakhonense upper north
S. nakhonense lower north
S. nakhonense northeast
S. nakhonense central
S. nakhonense south

S. quinquestriatum upper north
S. quinquestriatum lower north
S. quinquestriatum central
S. quinquestriatum south

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 15 UPGMA tree คํานวณโดยใชคา pairwise FST ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium 
                 nakhonense และ Simulium quinquestriatum 
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4.7 ประวัติศาสตรประชากร (Population history) 
Simulium tani 
คา Tajima’ D และ Fs มีคาเปนลบและมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากศูนยในทั้ง 3 

กลุมประชากร (ยกเวน Tajima’ D ของกลุมประชากรภาคตะวนัออก) (ตารางที่ 4) กราฟ mismatch 
distribution ของทั้ง 3 กลุมประชากร (ภาพที่ 16) สอดคลองกับกราฟที่ไดจากการ simulated ขอมูลภายใต
เงื่อนไขของ population expansion คา θ1 มีคามากกวา θ0 ในทั้ง 3 กลุมประชากร (ตารางที่ 11) คา growth 
rate (ตารางที่ 12) มีคาเปนบวกในทั้ง 3 กลุมประชากร จากผลของการวิเคราะหขอมูลดังกลาวนีบ้งชี้วา
ประชากรทั้ง 3 กลุมเกิด population expansion คา expansion time ของกลุมประชากรภาคเหนือและภาค
ตะวนัออกมีคาใกลเคียงกัน (τ = 8.884 และ 8.221 ซ่ึงเทากับ 540,000 และ 500,000 ป ตามลําดับ) ในขณะ
ที่กราฟ mismatch distribution ของกลุมประชากรภาคกลาง/ใตเปนรูป bimodal บงชี้วาประชากรในกลุม
นี้เกิด population expansion 2 คร้ังในชวงเวลาทีแ่ตกตางกันโดย peak ของกราฟดานซายมือมีคา τ = 
1.774 (ประมาณ 100,000 ป) ขณะที่ peak ดานขวามือมีคาใกลเคียงกับคาของกลุมประชากรภาคเหนือกับ
ภาคตะวันออก สําหรับ effective population size (θ) ของกลุมประชากรภาคเหนือมีคา 3.740 กลุม
ประชากรภาคตะวนัออกมีคา 0.189 และกลุมประชากรภาคกลาง/ใตมีคา 0.240 

Simulium nakhonnense 
Tajima’ D (-1.240, p = 0.105) และ FS (-24.339 p < 0.0001) (ตารางที่ 5) ที่มีคาเปนลบบงชี้วา

เกิด population expansion ผลของ mismatch distribution (ภาพที ่ 17a, b) ไดกราฟที่มีลักษณะเปน 
multimodal ซ่ึงเปนลักษณะของกราฟของประชากรที่มขีนาดคงที่ อยางไรก็ตามกราฟ multimodal อาจ
เกิดจากปจจยัอ่ืนดวยเชน ประชากรเกดิ spatial population expansion แตระดับการถายยนีระหวาง
ประชากรต่ํา (Ray et al., 2003) จากการวิเคราะห mtDNA genealogy ของ S. nakhonense (ภาพที ่6) จะ
เห็นวาประกอบดวยหลายๆ lineages ในขณะที่ 3 lineages มีลักษณะ star-like shape ซ่ึงเปนลักษณะของ
การเกิด recent population expansion (Slatkin and Hudson, 1991) ดังนั้นกราฟ mismatch distribution ที่
เปน multimodal อาจเปนผลมาจากการเกดิ spatial population expansion แตระดบัการถายยีนระหวาง
ประชากรอยูในระดับต่ําดังจะเหน็ไดจากผลของ pairwise FST ระหวางประชากร ในขณะที่ประชากร
ภาคเหนือประกอบดวยหลายๆ lineages แตประชากรจากภาคใตนั้นไมมี lineage ที่แบงแยกอยางชัดเจน
แตแฮพโพลไทปเกาะกลุมกนัดวยความยาวของ branch ที่ส้ันและมีลักษณะของ star-like shape ซ่ึงเปน
ลักษณะของประชากรที่เกดิ recent population expansion สอดคลองกับ mismatch distribution ของ
ประชากรจากภูมิภาคนี้ซ่ึงมกีราฟเปนรูป unimodal (ภาพที่ 17c) โดยชวงเวลาที่เกิด population expansion 
ของประชากรในภาคใตนี้คาประมาณ 280,000 ปที่ผานมา 

Simulium quinquestriatum 
ผลของ mismatch distribution (ภาพที่ 18a, b) บงชี้วาเกิด population expansion ในประชากร

ของ S. quinquestriatum โดยกราฟ mismatch distribution ที่ไดไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
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สถิติภายใตเงือ่นไขของการเกิด population expansion (SSD = 0.004 p = 0.364) ซ่ึงสอดคลองกับคา 
Tajima’ D (-1.295 p=0.095) และ FS (-24.44 p<0.0001) ที่คาเปนลบ (ตารางที่ 6) การวิเคราะห growth 
rate ดวย maximum likelihood (ตารางที่ 13) พบวามีคาเปนบวก (g = 404.625) และมีคาแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติจากการ simulation ขอมูลภายใตเงื่อนไขของประชากรที่มีขนาดคงที่ (χ2 = 10.007 
p<0.005) จากผลขางตนบงชี้วาประชากรของ S. quinquestriatum เกิด population expansion 
คาพารามิเตอรของการเกิด population expansion แสดงในตารางที ่ 14 โดยชวงเวลาที่เกิดคือประมาณ 
760,000 ปที่ผานมา อยางไรก็ตามเชนเดยีวกับ S. nakhonense ผลของสายสัมพันธของแฮพโพลไทปที่
พบวาแฮพโพลไทปจากภาคใตซ่ึงเกาะกลุมกันดวย branch ที่ส้ันและมลัีกษณะเปน star-like shape ซ่ึงเปน
ลักษณะของประชากรที่เกดิ population expansion ในชวงเวลาไมนานที่ผานมา จากการวเิคราะหดวย 
mismatch distribution ของแฮพโพลไทปจากภาคใตพบวาไดกราฟที่เปน unimodal (ภาพที ่ 18c) 
สอดคลองกับการเกิด population expansion โดยชวงเวลาที่เกิดคือประมาณ 400,000 ปที่ผานมา จากผล
ดังกลาวนี้บงชีว้าประชากรของ S. quinquestriatum เกิด population expansion อยางนอย 2 คร้ังทีม่ีความ
แตกตางทั้งตําแหนงทีเ่กิดและชวงเวลาที่เกดิเชนเดยีวกับ S. tani 
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ภาพที่ 16 Mismatch distribution ของกลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani (a) ภาคเหนือ (b) ภาคตะวันออก และ (c) ภาคกลาง/ใต  
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ตารางที่ 11 คาพารามิเตอรของการเกิด population expansion ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani  
 

ภูมิภาค   N        τ = 2ut (95% interval)  θ0 = 2uN0 (95% interval) θ1=2uN1 (95% interval)  
เหนือ   73   8.884 (6.189-10.739)  0.006 (0.000-2.821)  88.242 (45.849-6619.492) 
ตะวนัออก  30   8.221 (4.912-10.366)  0.000 (0.000-2.762)  75.469 (34.044-6795.469) 
กลาง/ใต  44   1.774 (0.409 – 6.337)  4.225 (0.000-12.032)  6657.500 (32.266-7542.500) 

 
 
ตารางที่ 12 การวิเคราะหดวย Maximum likelihood เพื่อหาขนาดประชากร (θ= 2Nfµ), growth rates (g) และ migration rates (M=m/µ) ของ 3 กลุมประชากรของแมลง
ริ้นดําชนิด Simulium tani. 
             M 
กลุมประชากร (i)   θ= 2Nfµ              g    N  i  E  i  CS  i 
เหนือ(N)    3.740   1929.776  -  11.08     55.63 
ตะวนัออก(E)    0.189   1081.865  45.66  -  5.78 ×10-5 
กลาง/ใต (CS)    0.240   1435.017  164.36   2.7 ×10-4 - 
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ภาพที่ 17 Mismatch distributions ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense โดยกราฟมีลักษณะเปน multimodal เมื่อวิเคราะหประชากรทั้งหมด (a) ประชากร

ภาคเหนือ (b) ซึ่งเปนลักษณะของประชากรที่มีขนาดคงที่ (ดูคําอธิบายในเนื้อหาประกอบ) และประชากรภาคใต (c) เปน unimodal ซึ่งเปนลักษณะของ
ประชากรที่เกดิ population expansion 
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         ภาพที่ 18 Mismatch distributions ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum (a) ประชากรทั้งหมด (b) ภาคเหนือ และ (c) ภาคใต โดยกราฟไมมีความแตกตาง    
                         อยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการ simulation ภายใตเงื่อนไขของการเกิด population expansion 
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ตารางที่ 13 คา growth rate ที่คํานวณโดย maximum likelihood ภายใตเงือ่นไขของ exponential growth model ของแมลงริ้นดําชนดิ Simulium nakhonense  
และ Simulium quinquestriatum 
    Model  θ    Growth rate (g)  ln L  χ2 

S. nakhonense  stable  0.1252 (0.0960 – 0.1713)   -  0.4048  8.054** 
    Growth  0.4925 ± 0.0362   430.399   4.4320 
 S. quinquestriatum stable  0.1087 (0.0889 – 0.1355)  -   2.2210  10.007** 
    Growth  0.2880 ± 0.0160   404.625   12.2283 
**P<0.005 
ตารางที่ 14 คาพารามิเตอรของการเกิด population expansion ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum คํานวณโดย  
stepwise expansion model 
 Region  N   τ = 2ut (95% interval)  θ0 = 2uN0 (95% interval) θ1=2uN1 (95% interval)  
Simulium nakhonense 
North   80  13.156 (6.511-18.149)  0.004 (0.000-6.390)  47.697 (24.741-4548.197) 
South   43  4.599 (2.006-7.612)  0.373 (0.000-3.126)  45.898 (13.391-7504.648) 
All            123  14.618 (4.675-22.618)  0.003 (0.000-8.716)  24.344 (10.008-148.407) 
Simulium quinquestriatum 
North   54  12.935 (7.827-16.682)  0.005 (0.000-4.781)  111.016 (45.664-6548.516) 
South   30  6.721 (3.449-8.842)  0.003 (0.000-3.082)  123.594 (24.733-8871.094) 
All   84  12.616 (5.626-17.561)  0.073 (0.000-6.109)  44.077 (18.743-6634.077) 
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4.8 ประวัติการอพยพ 
Simulium tani 
จากการวิเคราะหการอพยพของประชากรโดย maximum likelihood (ตารางที่ 12) พบวาการ

อพยพจากภาคเหนือไปยังภาคอื่นๆมีคาสูงกวาการอพยพจากประชากรอื่นมายังภาคเหนือ ในขณะที่การ
อพยพระหวางกลุมประชากรภาคตะวันออกกับกลุมประชากรภาคกลาง/ใต มีคาต่ํามากหรืออาจไมเกิดขึ้น
เลย  

Simulium nakhonense 
 จากการคํานวณคาการอพยพระหวางกลุมประชากรภาคเหนือ (CM1, CM2, MS3, PB, TK1, 
TK2, KB2 และ PE2) กับกลุมประชากรภาคใต (RN1, RN2, PG1, NS1 และ NS2) ดวย maximum 
likelihood พบวาการอพยพจากภาคเหนือไปยังภาคใตมีคาสูงกวาการอพยพในทิศทางตรงกนัขามมาก 
(ตารางที่ 15) โดยการอพยพจากภาคเหนือไปยังภาคใตมคีาประมาณ 5 เทาของการอพยพจากภาคใตไปยัง
ภาคเหนือ  
 Simulium quinquestriatum  
 จากการคํานวณคาการอพยพระหวางกลุมประชากรภาคเหนือ (CM2, CM3, CM4, MS4, KP1, 
KP2 และ PE1) กับกลุมประชากรภาคใต (RN3, PG2, SR1 และ NS3) ดวย maximum likelihood พบวา
การอพยพจากกลุมประชากรภาคเหนือไปยงักลุมประชากรภาคใตมีคาสูงกวาการอพยพในทิศทางตรงกัน
ขามมาก (ตารางที่ 15) โดยการอพยพจากภาคเหนือไปยงัภาคใตมีคาประมาณ 30 เทาของการอพยพจาก
ภาคใตไปยังภาคเหนือ 
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ตารางที่ 15 ขนาดประชากร (θ= 2Nfµ), exponential growth rates (g) และ migration rates (M=m/µ) คํานวณโดย maximum likelihood ของกลุม 
ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum 
 
             M 
Population group (i)   θ= 2Nfµ  g   N  i   S  i   
S. nakhonense           
North (N)    0.087     176.283  83.94   - 
South (S)    0.174   1310.280  -   17.17 
S. quinquestriatum 
North (N)    0.287     450.386  175.35   - 
South (S)    0.145   1200.026  -   6.65 
 



 46

5. อภิปรายและสรุปผลการศึกษา 
Simulium tani 

 ระดับความแปรผันทางพันธุกรรมของริ้นดําชนิด S. tani อยูในระดับทีสู่งบงชี้วาประชากร
ของแมลงริ้นดาํชนิดนี้มีเสถียรภาพสอดคลองกับการวิเคราะหผลของขนาดประชากร (θ) ที่พบวา
ประชากรมีขนาดใหญ การเกิด population expansion ในชวงกลางของยุคไพลโทซีน (Pleistocene) 
เมื่อประมาณ 500,000 ปที่แลวอาจเปนผลมาจากการที่ประชากรของแมลงริ้นดําชนดินี้ตอบสนองตอ
การเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมในชวงเวลาดงักลาวอันเปนผลสบืเนื่องจากการเปลี่ยนแปลง
ของสภาพภูมอิากาศของโลก กลุมประชากรจากภาคกลาง/ใตที่เกิด population expansion ในชวง
ปลายของยุคไพลโทซีน (ประมาณ 100,000 ป) อาจเกดิจากการที่ประชากรดังกลาวมกีาร 
colonization จากประชากรของภาคเหนือซ่ึงสอดคลองกับผลของการวิเคราะหประวัติศาสตรการ
อพยพที่พบวาประชากรของ S. tani มีการอพยพจากภาคเหนือไปยังภาคอื่นๆซึ่งอาจเกิดขึน้ในชวง
กลางของยุคไพลโทซีน ผลการศึกษานีย้ังสอดคลองกับระดบัของความแปรผันทางพันธุกรรมที่
พบวามีความสัมพันธเชิงบวกกับละติจูด กลาวคือประชากรภาคเหนือมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมมากที่สุดและระดับความหลากหลายทางพนัธุกรรมนี้ลดลงในทางตอนลางของประเทศ 
 ประชากรริ้นดาํในแตละภูมภิาคมีความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติบงชี้
วาระดับการถายยีน (gene flow) อยูในระดับต่ํา สอดคลองกับผลของสายสัมพันธของแฮพโพลไทป 
ที่ไมเกิด phylogeographic break แตมกีารเกาะกลุมของแฮพโพลไทปจากภูมิภาคเดียวกันซึ่งเปน
ลักษณะของประชากรที่มีการถายยีนจํากัด (Avise et  al., 1987) ซ่ึงปจจยัที่จํากดัการถายยีนนี้อาจเกดิ
จากความแตกตางของนิเวศวทิยาแหลงอาศัยและปจจัยทางกายภาพ กลุมประชากรภาคเหนือกับภาค
ตะวนัออกมีทีร่าบลุมกั้นระหวางกลุมประชากรซึ่งอาจเปนปจจยัจํากดัการถายยีน เพราะที่ราบลุม
ดังกลาวอาจไมมีแหลงน้ําไหลซึ่งเปนแหลงอาศัยที่เหมาะสมของแมลงริ้นดําชนิด S. tani นอกจากนี้
ลักษณะทางนิเวศวิทยาของภาคเหนือและภาคตะวนัออกยงัมีความแตกตางกัน เชน ภาคตะวันออกมี
ปริมาณน้ําฝนที่สูงกวาภาคเหนือ นอกจากนี้ยังมีประเภทของปาแตกตางกัน ซ่ึงความแตกตางทาง
นิเวศวิทยานี้อาจเปนปจจัยสําคัญในการจํากัดการถายยีนระหวางกลุมประชากรภาคเหนือและกลุม
ประชากรภาคใตเชนกนั กลุมประชากรภาคตะวนัออกกับกลุมประชากรภาคกลาง/ใตมคีวาม
แตกตางทางพนัธุกรรมในระดับสูง การอพยพระหวาง 2 กลุมประชากรนี้ยังอาจไมเกดิขึ้นซึง่ 
สอดคลองกับการที่กลุมประชากรทั้งสองไมมีแฮพโพลไทปรวม แสดงใหเห็นวาการถายยีนระหวาง 
2 กลุมประชากรไมเกิดขึน้ โดยทะเล (อาวไทย) ที่กั้นระหวาง 2 กลุมประชากรนาจะเปนปจจัยสําคัญ
ในการจํากัดการถายยีนระหวางประชากรทั้งสองกลุม 

Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum 
ระดับความแปรผันทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําทั้ง S. nakhonense (0.015± 0.008)และ S. 

quinquestriatum (0.016 ± 0.008) อยูในระดับที่สูง ซ่ึงมีคาสูงกวาความหลากหลายของนิวคลีโอไทด
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ของ COI ของยุงกนปลอง Anopheles dirus ในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต (Anopheles dirus A = 0.0042 
± 0.0002, An. dirus D = 0.0064± 0.0002) (Walton et al., 2000) แตระดับความหลากหลายนี้มคีา
ใกลเคียงกับทีพ่บในแมลงวนัผลไม Bactrocera depressa (0.013) (Mun et al., 2003) ระดับความ
แปรผันทางพนัธุกรรมที่สูงบงชี้วาประชากรมีเสถียรภาพและมี effective population size ขนาดใหญ 
โดยคา female effective population size ของ S. nakhonense มีคาประมาณ 720,000 และ S. 
quinquestriatum มีคาประมาณ 1,200,000 อยางไรกต็ามในระดับภมูิภาคมีความแตกตางของความ
หลากหลายของนิวคลีโอไทดอยางชัดเจน โดยประชากรในภาคเหนือสวนใหญมีระดับความแปรผัน
ที่สูงกวาประชากรจากภาคใตของริ้นดําทั้ง 2 ชนิด ซ่ึงสอดคลองกับที่พบในแมลงริ้นดําชนิด S. tani 
นอกจากนี้จากการวิเคราะหประวัติศาสตรประชากรยังพบวาประชากรภาคใตของริ้นดําทั้ง 3 ชนิด
เกิด population expansion ในชวงเวลาไมนาน (ประมาณ 400,000 – 100,000) รวมทั้งความแตกตาง
ทางพันธุกรรมระหวางประชากรของแตละสปซีสยังอยูในระดับต่ําหรือไมมีความแตกตางทาง
พันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ การที่แมลงริ้นดําทั้ง 3 ชนิดนี้มีรูปแบบของโครงสรางทาง
พันธุกรรมและระดบัความแปรผันทางพันธุกรรมที่คลายคลึงกันนี้นาจะเปนผลมาจากการที่
ประชากรของแมลงริ้นดําทั้ง 3 ชนิดไดรับอิทธิพลจากปจจยัเดยีวกัน ซ่ึงอาจเปนปจจยัจากการ
เปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมในอดีต เชน Pleistocene climatic change หรืออาจเปนปจจัยของ
สภาพนิเวศวิทยาในปจจุบัน แตผลจากการวิเคราะหประวัติศาสตรประชากรขางตนทีพ่บวามีการเกดิ 
Population expansion ในชวงใกลเคยีงกนัในยุคไพลโทซีน (Pleistocene) จึงมีความเปนไปไดวา
ความคลายคลึงกันของรูปแบบโครงสรางทางพันธุกรรมนั้นเปนผลมาจากตอบสนองตอการ
เปลี่ยนแปลงของสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน  
 ระดับความแตกตางทางพันธกุรรมระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด S. nakhonense 
และ S. quinquestriatum โดยเฉพาะระหวางประชากรภาคเหนือกบัประชากรภาคใตและภายใน
ประชากรภาคเหนืออยูในระดับที่สูงบงชี้วาระดับการถายยีน (gene flow) ระหวางประชากรดังกลาว
อยูในระดับทีต่่ําซึ่งสอดคลองกับสายสัมพันธของแฮพโพลไทปที่พบวามีการเกาะกลุมกันของแฮพ
โพลไทปโดยเฉพาะแฮพโพลไทปภาคใตที่มีการเกาะกลุมกัน ซ่ึงเปนลักษณะของประชากรที่มกีาร
ถายยีนในระดบัที่ต่ําแตไมมกีารเกิดการแบงแยกของประชากรในระยะเวลาที่ยาวนานเพราะไมพบ
การเกิด phylogeographic break ในสายสัมพันธของแฮพโพลไทป อยางไรก็ตามจากการจดักลุม
ประชากรโดยใชระดับความแตกตางทางพนัธุกรรมในแมลงริ้นดําชนดิ S. nakhonesne และ S. 
quinquestriatum นั้นไมสามารถจัดกลุมประชากรไดอยางชัดเจนทั้งนี้เพราะทุกจํานวนกลุม
ประชากรมีระดับควาแตกตางทางพันธุกรรมในระดับที่สูงมีคาใกลเคียงกัน ซ่ึงบงชี้วาในประชากร
ของแมลงริ้นดาํ 2 ชนิดนีม้ีหลายยนีพูล การวิเคราะหความสัมพันธของระดับความแตกตางทาง
พันธุกรรมกับระยะหางทางภูมิศาสตรพบวามคีวามสัมพันธอยางมีนยัสําคัญทางสถิติอาจบงชี้วาการ
ถายยีนถูกจํากดัดวยระยะหางทางภูมิศาสตร อยางไรก็ตามเนื่องจากการศึกษานี้ประกอบดวย
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ประชากรจากหลายภูมภิาคที่มีความแตกตางกันในดานนิเวศวิทยา ดังนัน้ความแตกตางของ
นิเวศวิทยาก็อาจมีผลตอระดบัการถายยีนระหวางประชากรดวย  
 จากสายสัมพนัธของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอแฮพโพลไทปของแมลงริ้นดําชนิด  
S. nakhonense และ S. quinquestriatum พบวาแมลงริ้นดาํ 2 ชนิดนี้มีความใกลชิดกันทางพันธุกรรม
และไมสามารถแยกจากกนัไดอยางชัดเจนรวมทั้งผลของ AMOVA ที่บงชี้วาแมลงริ้นดํา 2 ชนิดนีไ้ม
มีความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สอดคลองกับผลการศึกษาสายสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของแมลงริ้นดําในประเทศไทยโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของ ITS2 ที่พบวาแมลงริ้นดาํ 
2 ชนิดนี้เปน sister species กัน (Thanwisai et al., 2005) แตอยางไรก็ตามการที่แมลงริ้นดํา 2 ชนิดนี้
ไมมีความแตกตางทางพันธุกรรมจากผลของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอนีอ้าจเปนผลจากการเกดิ 
mitochondrial DNA introgression ได ทั้งนี้เพราะผลจากการวิเคราะหขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทด
ของนิวเคลียรดีเอ็นเอสวนของ D3 พบวาแมลงริ้นดํา 2 ชนิดนีแ้ยกเปน 2 กลุมอยางชดัเจน นอกจากนี้
แลวการที่พบ fixed nucleotide difference ระหวางแมลงริ้นดํา 2 ชนิดในลําดับนิวคลีโอไทดของ D3 
ที่เปนนวิเคลียรดีเอ็นเอซึ่งมี effective population size มากกวาไมโทคอนเดรียลดีเอน็เอถึง 4 เทานั้น
ไมนาจะเปนผลมาจาก incomplete lineage sorting เพราะถาความใกลชิดทางพันธุกรรมที่เปนผลจาก 
incomplete lineage sorting นาจะเกิดความแตกตางทางพันธุกรรมของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอใน
ระดับที่สูงกวานิวเคลียรดเีอน็เอ  



 49

เอกสารอางอิง 
เฉลียว กวุังคะดิลก ชัยณรงค บุญเข็มทอง และสุวรรณี พยุหเสนา (2544). ความหลากหลายและพนัธุ

ศาสตรเชิงประชากรของสปซีสของริ้นดําในประเทศไทย ใน: รายงานการวิจยัโครงการ BRT 
2544, วิสุทธิ์ ใบไม และรังสิมา คุมหอม (บรรณาธิการ) หนา 286 – 311. จดัพิมพโดย
โครงการ BRT บริษัทจิรวัฒนเอ็กเพรส จํากัด กรุงเทพฯ 

Adler P. H., D. C. Currie & D. M. Wood (2004). The Black Flies (Simuliidae) of North America. 
Cornell University Press, USA 

Adler P. H. & McCreadie J. W. (1997). The hidden ecology of black flies; sibling species and 
ecological scale. American Entomologist, Fall, 153-161. 

Avise J. C., Arnold J., Ball M. R., et al. (1987). Intraspecific phylogeography: the mitochondrial 
DNA bridge between population genetics and systematics. Annual Review of Ecology 
and Systematics, 18, 489-522. 

Bandelt H-J, Forster P., & Röhl A. (1999) Median-Joining networks for inferring intraspecific 
phylogenies. Molecular Biology and Evolution, 16, 37-48. 

Boakye D. A. , Back C., Fiasorgbor G. K. , Sib A. P. P., Coulibaly Y. (1998). Sibling species 
distributions of the Simulium damnosum complex in the West African Onchocerciasis 
Control Programme area during the decade 1984-93, following intensive larviciding since 
1974. Medical and Veterinary Entomology, 12, 345-358. 

Bohonak, A. J. (2002). IBD (Isolation By Distance): a programme for analysis of isolation by 
distance. Journal of Heredity, 93,153-154. 

Collins, F. H., Mendez, M.A., Rasmussen, M. O., Mehaffex, P. C., Besansky, N. J. & Finnerty, V. 
(1987). A ribosomal RNA gene probe differentiates member species of the Anopheles 
gambiae complex. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 37, 37-41. 

Crosskey, R. W. (1990). The natural history of blackflies, John Wiley and Sons, London 
Crosskey, R. W. & T. M. Howard (2004). A new taxonomic and geographical inventory of world 

blackflies (Diptera: Simuliidae). The Natural History Museum, London. 
Dupanloup I., Schneider S. & Excoffier L. (2002). A simulated annealing approach to define the 

genetic structure of populations. Molecular Ecology, 11, 2571-2581. 
Excoffier, L., Smouse, P. & Quattro, J. (1992). Analysis of molecular variance inferred from 

metric distances among DNA haplotypes: Application to human mitochondrial DNA 
resriction data. Genetics, 131, 479-491. 

 



 50

Feraday, R. M. & Leohardt, K. G. (1989). Absence of population structure in black flies as 
revealed by enzyme electrophoresis. Genome, 32, 531-537. 

Fu Y.X. (1997). Statistical test of neutrality of mutations against population growth, hitch-hiking 
and background selection. Genetics, 147, 915-925. 

Fukuda, M., W. Choochote, Bain O., Aoki C. & Takaoka H. (2003). Natural infections with 
filarial larvae in two species of black flies (Diptera: Simuliidae) in northern Thailand. 
Japanese Journal of Tropical Medicine and Hygeine. 31:99-102 

Hasegawa M., Kishino K., & Yano T. (1985). Dating the human-ape splitting by a molecular 
clock of mitochondrial DNA. Journal of Molecular Evolution, 22, 160-174. 

Hewitt G. M. (1996). Some genetic consequences of ice ages, and their role in divergence and 
speciation. Biological Journal of the Linnean Society, 7, 247-276. 

Hewitt, G. M. (2004). The structure of biodiversity-insights from molecular phylogeography. 
Frontiers in Zoology, (In press). 

Joy D. A. & Conn J. E. (2001) Molecular and morphological phylogenetic analysis of an insular 
radiation in Pacific black flies (Simulium). Systematic Biology, 50, 18-38. 

Kuhner, M. K., Yamato J., Beerli P. et al. (2004). LAMARC v 1.2.1 University of Washington, 
http://evolution.gs.washington.edu/lamarc.html. 

Kumar, S., Tamura, K. & Nei, M. (2004). MEGA3: Integrated software for Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis and sequence alignment. Briefings in Bioinformatics 5:150-
163. 

Kuvangkadilok C., Boonkemtong C. & Phayuhasena, S. (1999a). Distribution of the larvae of 
black flies (Diptera: Simuliidae) at Doi Inthanon national park, northern Thailand. 
Southeast Asian Journal of Tropical Medicine and Public Health, 30, 328-337.  

Kuvangkadilok, C., Boonkemtong, C. & Phayuhasena, S. (1999b). Larval polytene chromosomes 
of five Simulium species (Diptera: Simuliidae) from Doi Inthanon National Park, northern 
Thailand. Cytologia, 64, 197-207. 

Kuvangkadilok, C., Phayuhasena, S. & Baimai, V. (1999c). Population cytogenetic studies on 
Simulium feuerborni Edwards (Diptera: Simuliidae) from northern Thailand. Genome, 42, 
80-86. 

Kuvangkailok, C., Boonkemtong, C., Phayuhasena S. & Baimai, V. (2003). Larval polytene 
chromosome of black flies (Simulium) of Thailand. I. Comparison among five species in 
the subgenus Gomphostilbia Enderlein. Genetica, 118, 69-81. 



 51

Kuvangkadilok, C. & Takaoka, H. (2000). Taxonomic note on Simuliidae (Diptera) from Thailand: 
Description of a new species and new species distributional records of nine known species. 
Japanese Journal of Tropical Medicine and Hygeine, 28, 167-175. 

Litvaitis, M. K., Nunn, G., Thomas, W. K.  & Kocher, T. D. (1994). A molecular approach for the 
identification of Meiofaunal tubellarians (Platyhelminthes, Tubellaria). Marine Biology, 
120, 437-442. 

Lunt D. H., Ibrahim K. M. & G. M. Hewitt (1998). MtDNA phylogeography and postglacial 
patterns of subdivision in the meadow grasshopper Chorthippus parallelus. Heredity. 80: 
633-641 

Lunt, D. H., Zhang, D. X., Szymura, J. M. & Hewitt GM (1996). The insect cytochrome oxidase I 
gene: evolutionary patterns and conserved primer for phylogenetic studies. Insect 
Molecular Biology, 5, 153-165. 

Mantel, N. (1967). The detection of disease clustering and a generalized regression approach. 
Cancer Research, 27, 209-220. 

Mead D. G., Maré C. J. & Ramberg F. B. (1999). Bite transmission of Vesicular stomatitis virus 
(New Jersey serotype) to laboratory mice by Simulium vittatum (Diptera: Simuliidae). 
Journal of Medical Entomology. 36(4): 410-413 

Mun, J., Bohonak A. J. & Roderick  G. K. (2003). Population structure of the pumpkin fruit fly 
Bactrocera depressa (Tephritidae) in Korea and Japan: Pleitocene allopatry or recent 
invasion? Molecular Ecology. 12: 2941-2951 

Posada D., Crandall K. A. (1998). MODELTEST: testing the model of DNA substitution. 
Bioinformatics, 14, 817-818. 

Ray, N. Currat, M. & Excoffier, L. (2003). Intra-deme molecular diversity in spatially expanding 
populations. Molecular Biology and Evolution, 20, 76-86. 

Roger A. R. & Harpending H. (1992). Population growth makes waves in the distribution of 
pairwise genetic differences. Molecular Biology and Evolution, 9, 552-569. 

Rothfels, K. (1979). Cytotaxonomy of blackflies (Simuliidae). Annual Review of Ecology and 
Systematics, 24, 507-539. 

Rothfels, K. H. & Dunbar, R. W. (1953). The salivary gland chromosomes of black fly Simulium 
vittatum Zett. Canadian Journal of Zoology, 31, 226-241. 



 52

Satoh, A., Sota, T., Ueda, T., Enokido, Y., Paik, J-C. & Hori, M. (2004). Evolutionary history of 
coastal tiger beetles in Japan based on comparative phylogeography of four species. 
Molecular Ecology, 13, 3057-3069. 

Schneider S., Roessli D. & Excoffier L. (2000). ARLEQUIN version 2.000: a software for 
Population Genetic Data Analysis. Genetics and Biometry Laboratory, Department of 
Anthropology and Ecology, University of Geneva, Switzerland. 

Simon, C., Frati, F., Beckenbach, A., Crespi, B., Liu, H. & Flook, P. (1994). Evolution, weighting, 
and phylogenetic utility of mitochondrial gene sequences and a compilation of conserved 
polymerase chain reaction primers. Annals of the Entomological Society of America, 87, 
651-701. 

Slatkin M., Hudson R. R. (1991). Pairwise comparisons of mitochondrial DNA sequences in 
stable and exponentially growing populations. Genetics, 129, 555-562 

Snyder, T. P. & Linton, M. C. (1984). Population structure in blackflies: allozymic and 
orphological estimates for Prosimulium mixtum and P. fuscum (Diptera: Simuliidae). 
Evolution, 38(5), 942-956. 

Tajima, F. (1989). Statistical methods for testing the neutral mutation hypothesis by DNA 
polymorphism. Genetics, 123, 585-595. 

Takaoka, H. (1979). The blackflies of Taiwan (Diptera: Simuliidae). Pacific Insects, 20, 365-403. 
Takaoka, H. (2001). Simulium (Simulium) weji sp.nov. (Diptera: Simuliidae) from Thailand. 

Japanese Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 29, 349-354. 
Takaoka, H. & Choochote, W. (2004b). A list of and keys to black flies (Diptera: Simuliidae) in 

Thailand. Tropical Medicine and Health, 32, 189-197. 
Takaoka H. & Davies D.M. (1995). The blackflies (Diptera:Simuliidae) of west Malaysia. Kyushu 

University Press, Fukuoka, Japan. 
Takaoka, H. & H. Suzuki. (1984). The black flies (Diptera: Simuliidae) from Thailand. Jpn. J. 

Sanit. Zool. 35: 7-45 
Takaoka, H., Choochote, W., Aoki, C., Fukuda, M. & Bain, M. (2003). Black flies (Diptera: 

Simuliidae) attracted to humans and water buffalo and natural infections with filarial larvae, 
probably Onchocerca sp. in northern Thailand. Parasite. 10: 3-8 

Takaoka, H. & Saito, K. (1996). A new species and new records of black flies (Diptera: 
Simuliidae) from Thailand. Japanese Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 27, 189-
194. 



 53

 
Tamura, K. & Nei, M. (1993). Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control 

region of mitochondrial DNA in human and chimpanzees. Molecular Biology and 
Evolution, 10, 512-526. 

Thanwisai, A. (2004). Comparison of ITS2 rRNA in black flies (Diptera: Simuliidae) from 
Thailand. M. Sc. Thesis. Mahidol University, Bangkok, Thailand. 

Thanwisai, A., Kuvangkadilok, C. & Baimai, V. (2005). Molecular phylogeny of black flies 
(Diptera: Simuliidae) from Thailand, using ITS2 rDNA. Genetica (in press) 

Thompson J. D., Gipson T. J., Plewmak F., Jeanmougin F. & Higgins G. D. (1997). The Clustal X 
window interface: flexible strategies for multiple sequences alignment aided by quality 
analysis tools. Nucleic Acid Research, 24, 4876-4882. 

Walton C., Handley J. M., Tun-Lin W., Collins, F. H., Harbach, R. E., Baimai, V. & Butlin, R. K. 
(2000). Population structure and population history of Anopheles dirus mosquitoes in 
Southeast Asia. Molecular Biology and Evolution, 17, 962-974.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 54

Output ท่ีไดจากโครงการ 
 ผลวิจัยจากโครงการนี้ไดรับการตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติรวมทั้งไดมีการนาํเสนอ
ในการประชุมวิชาการทั้งในและตางประเทศดังตอไปนี ้ 
การตีพิมพผลงานวิจัยในวารสารวิชาการนานาชาต ิ
Pairot Pramual, Chaliow Kuvangkadilok, Visut Baimai and Catherine Walton (2005) 

Phylogeography of the black fly, Simulium tani (Diptera: Simuliidae) from Thailand as 
inferred from mtDNA sequences. Molecular Ecology, 14, 3989-4001 

บทความทางวชิาการที่อยูระหวางการเตรียม manuscript เพื่อลงตีพิมพในวารสารวิชาการ
นานาชาต ิ
Pairot Pramual, Chaliow Kuvangkadilok, Visut Baimai and Catherine Walton. Population 

structure and population history of two closely related black fly species, Simulium 
nakhonense and Simulium quinquestriatum: implication to the establishment and 
maintenance of chromosomal polymorphisms. (in manuscript) 

การเสนอผลงานในการประชุมวิชาการ 
Pairot Pramual (2004) Phylogeography of black fly, Simulium tani (Diptera: Simuliidae) 

inferred from mitochondrial DNA sequences. 34th Population Genetic Group Meeting, 
Reading University, Reading, UK 

Pairot Pramual, Chaliow Kuvangkadilok, Visut Baimai and Catherine Walton (2005) 
Phylogeography of the black fly, Simulium tani (Diptera: Simuliidae) inferred from 
mitochondrial DNA sequences. การประชุมวิชาการโครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก 
คร้ังที่ 6 โรงแรมจอมเทียนปาลมบีซ รีสอรท จังหวดัชลบุรี 

ไพโรจน ประมวล เฉลียว กวุังคะดิลก วิสุทธิ์ ใบไม และ Catherine Walton (2548) ความสัมพนัธ
ทางวิวัฒนาการเชิงภูมิศาสตรภายในสปซีสของแมลงริน้ดํา Simulium tani (Diptera: 
Simuliidae) โดยการศึกษาการเรียงตัวของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ การประชุมวิชาการ
พันธุศาสตรแหงชาติคร้ังที่ 14 โรงแรมมิราเคิลแกรนด กรุงเทพฯ 

ไพโรจน ประมวล เฉลียว กวุังคะดิลก วิสุทธิ์ ใบไม และ Catherine Walton (2548) โครงสรางทาง
พันธุกรรมของแมลงริ้นดํา (Diptera: Simuliidae) ในประเทศไทย การประชุมวิชาการ
ประจําปโครงการ พัฒนาองคความรูและศึกษานโยบายการจดัการทรัพยากรชีวภาพใน
ประเทศไทย (BRT) 8คร้ังที่ 9 โรงแรมโซฟเทล ราชาออคิด จังหวัดขอนแกน 



 55

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 56 

ภาคผนวก 1 
1. Mitochondrial DNA haplotypes 121 haplotypes ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani (แสดงเฉพาะ variable sites) 
         Positions 
 
Haplotypes                  1 1111111111 1111122222 2222222222 2333333333 3333333333 3344444444 4444444455 5555555555 5555555666 6666666666 6666777 
         111333344 6677789990 0112223344 6668901111 2235567789 9011222233 3444567778 9901112233 3455778911 2222334566 6778899011 1233457778 8999012 
        9258016928 6925870362 5170365817 2589240367 5812823902 5358124703 6257492581 6954786925 8716143239 2358143214 8091547625 8739810250 7038840 
 
TN3181  TTGGATAAAC AATATACCTT AACATTTCTT CTATATAAGC CCCACCAACG CTTTATACTA TTCCCAAATA GAACCCAAAC TATGTGAACA AGCAATTCCC GTACAAAATA ATTTCAATTT ATATCTT 
TN3182  .......... .........C .......... .......... .......G.. .......... ........C. .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3183  .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3184  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ........C. .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3186  .......... .......... .......... ........A. .......G.. .......... ........C. .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3188  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... A......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3189  .......... .......... .......... .........T ...G...... .......T.. ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... .....G.... ....... 
TN31829 .......... .......... .G........ .......... .......G.. .......... .......... A......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3169  .......... .......... .......... .......... .......G.. .....C.... .......... A......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN31618 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN31619 ..A....... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN2833  .......... ...G...... .......... .......... .......... T......... ..T.T....C A......... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN2836  .......... ........C. .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T.T...G .......... ....... 
TN28310 .......... .......... ....C..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN28311 ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN26117 .......... .......... .......... .......... .......... ....G..... ..T.T..... ..T....... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN26116 ..A....... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN26114 .......... .......... .......... ........A. .......... .......... .CTTT...C. ......G..T .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN26113 .......... ..CG...... .G........ .........T .......... T......... ..T.T....C A........A .....A.... .....C..T. ...T...... .......... ....... 
TN26111 .......... .......... .......... .C........ .......G.. .......T.. C.T.T..... A...T..... .....A.... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN26118 .......... .......... .....C.... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... A....A.G.. ....G.C.T. ...T...... ......G... ....... 
TN2614  .......... ......T... .......... .....C..A. ...G...... .......... ..T.T..... A......... .......... ....G.C.T. ...T...... .......... ......C 
TN29613 ...A...... G......... .......... ........A. ...G...... ....G..... ..T.T..... A...T..... .....A.... G.T.G...T. ...T...... .......... ....... 
TN2969  ......G... .......... .......... ........A. ...G...... ........C. ..T.T...C. A......... .......... ....G...T. ...T...... ...C...... ....... 
TN29710 .......... .......... .......... .....C..A. ...G...... .......... ..T.T..G.. A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN29711 .......... .......... .......... .....C..A. ...G....T. .......... ..T.T..... A......... .......... ........T. ...T...... ........C. ....... 
TN29712 .......... .......... .G........ ........A. ...G...... ....G..... ..T.T..... A......... .......... G.T.G...T. ...T...... .......... ....... 
TN29715 ...A...... .......... .......... ........A. ...G...... ....G..... ..T.T..... A...T..... .....A.... G.T.G...T. ...T...... .......... ....... 
TN2977  .......... .........C .......... .....C..A. ...G...... .......... ..T.T..... A......... .......... ....G.C.T. ...T...... .......... ......C 
TN2978  C......... .......... .......... .....C..A. T..G...... .......... ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN2979  .......... .......... .......... .....C..A. ...G...... .......... ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN33411 .......... .......... ......C... .......... ....A..... .......... ..T.T...C. A......... ..C....... .......... ...T...... .......... ....... 
TN33412 .......... .......... .......... .......... .......... ........C. ..T.T..... .......... .......... ........T. ...T...... .......... ......C 
TN33414 .......... .......... .T....C... .......... ....A..... .......... ..T.T...C. A......... ..C....... .......... ...T...... .......... ....... 
TN33415 .......... .......... .......... .......... .T........ .......T.. ..T.T....C A......... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN33416 .......... .......... .......... ........A. .......... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....GC..T. ...T....C. .......... ....... 
TN3343  .......... .......... .......... .......... .......... T......... ..T.T....C A.....G... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN4001  .......... .......... .......... ....G..... ......G... .......T.. ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN4002  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .......... .......... .C.T...... .......... ..G.... 
TN4004  .......... .......... ........A. ...C...... .......... .......... ..T.T..... A.G....... .......... ..T.G...T. ...T...... .......... ....... 
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TN4008  .......... .......... ......C... .......... .......... .......... ..T.T...C. ..G....... .......... .A.G...... ...T...... .......... ....... 
TN4009  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T...C. ........GT .......... ......C... ...T...... .......... ....... 
TN4003  .......... .......... .........A .......... .......... .......T.. ..T.T...C. A......... .G........ ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN4006  .........T .......... ......C... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... ..C....... ....... 
TN29412 .......... .......... .......... ........A. ...G...... ........C. ..T.T.G.C. A......... .......... ....G...T. ...T...... ...C...... ....... 
TN29413 .......... .......... .......... ........A. ...G...... ....G..... ..T.T..... A......... .......... G.T.G...T. ...T...... .......... ....... 
TN29414 C...G..... .......... .......... ........A. ...G...... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...TT ...T.G.... ........C. ....... 
TN2946  C......... .....G.... .......... ........A. ...G...... ........C. ..T.T...C. A...T.T... .......... ..TGG...T. ...T...... .......... ....... 
TN2947  .......... .......... .......... ........A. ...G...... ....G..... ..T.T..... A......... .......... ....G...TT ...T.G.... ....T..... ....... 
TN2948  ......G... .......... .......... ........A. ...G...... ........C. ..T.T...C. A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN29610 .......... .........C .......... .....C..A. ...G...... .......... ..T.TT.... A......... .......... ......C.T. ...T...... .......... ......C 
TN29611 .......... .......... .......... .....C..A. ...G...... .......... ..T.T..... A......... .......... ....G.C.T. ...T...... .......... ......C 
TN29612 ......G... .......... .......... ........A. ...G...... ........C. ..T.T...C. A......... .....A.... ....G...T. ...T...... ...C...... ....... 
TN29614 .......... .......... .......... ..C.....A. ...G...... ........C. ..T.T..GC. A......... .......... ....G.C.T. ...T...... ...C...... ....... 
TN29615 ....G..... .......... .......... ........A. ...G...... .......... ..T.T..... A......G.. .....A.... ....G...TT ...T.G.... ........C. ....... 
TN29616 .......... .......... .......... ........A. ...G.T.... .......... ..T.T...C. A......... .....A.... ....G..TT. ...T...... .......... ....... 
TN32310 .......... .......... .......... .......... .......... ...C...T.. ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... G......... ....... 
TN32311 .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... A......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN32312 ..A....... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3234  ....G..... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3235  C......G.. .......... .......... .......... .......... ........C. ..T.T...C. .......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ......C 
TN3237  .......... .......... .......... .......... .......... .......T.. ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN3239  .......... .......... .G........ ........A. ...G...... .......... ..T.T...C. .........T .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN32813 .......... .......... .......... .......... ...G...... .......T.. ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ......C 
TN32814 .........T .......... .......... .......... .......... .......T.. ..T.T...C. A......... .......... .......... ...T.G.... .......... ....... 
TN3311  .......... .......... .......... .......... .T........ .........C ..T.T....C A......... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN33119 .C........ ......T... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN3318  .......T.. .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN33111 .......... .......... ......C... .......... ....A..... .......... ..T.T...C. A......... ..C....... .......... ...T...... .G.......C ...G... 
TN35311 .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T...G.G .......... ....... 
TN35313 .......... ...G...... .......... ......G... .......... T......... ..T.T....C A......... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN3537  ......G... .......... .......... .......... .......... .......T.. ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN3538  .......... ...G...... .......... .......... .......G.. T......... ..T.T....C A......... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN4005  .......... ...G...... ....C..... ........A. .......... T......... ..T.T....C A......... ...A.A.... ........T. ...T...... .......C.. ....... 
TN4007  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... ..C....... .......... .......... .C.T...... .......... ....... 
TN40612 .......... .......... .......... .......... .......... ........C. ..T.T..... .......... .......... .......... ...T.G.... ........C. ....... 
TN40613 .......... .......... .......... .......... ...G...... .......... ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....T.. 
TN40616 .......... .......... .......... .......G.. .T........ .......... ..T.T....C A......... .....A.... ........T. ...T...... ........C. ....... 
TN40618 .......... .......... .......... .......... .......... .......T.. ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T.....G .......... ......C 
TN40621 .......... .......T.. .......... T......... .......... .......T.. ....T..... A......... .......... ....G...T. ..GT...... .......... ....... 
TN40622 .......... ......T... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN40619 .......... .......... .......... .......... .......... .......T.. ..T.T..... .......... .....A...G ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN40617 .......... .......... ...T...... .......... .......... .......T.. ..T.T..... A.G....... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN961   .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN963   .......... .......... .......... .......... .........A .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN964   .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .....A.... ....G...T. ...T.G.... .......... ....... 
TN1141  .......... .......... .......... ....G..... .......G.. .......... .......... A......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN1142  .......... .......... .......... .......... .......... ..C...G... ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN1143  .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....T.. 
TN1144  .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... .........T .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN1725  .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... A......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN1726  .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... A..T...... .......... ....... 
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TN1727  .......... .......... ..T....... .........T .......... ..C....... ..T.T..... A......... ........T. ....G...T. ...T...... .......... .C..... 
TN17212 .......... .......... ...G...... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN17211 ..A....... .......... .......... .......... .......... .......... ..T.T..... .......... .......... .......... ...T.G.... .......... ....... 
TN17214 .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... .......... .......... ......C... ...T...... .......... ....... 
TN942   .......... .......... .......... .......... .....T.... .......... ..T.T....C A......... .....A.... ......C.T. ...T...... .......... ....T.. 
TN945   .......... .......... ......C... .......... ....A..... .......... ..T.T...C. A......... ..C....... .......... ...T..C... .......... ....... 
TN2967  .......... .......... .......... ........A. ...G...... ........C. ..T.T...C. A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN32315 .......... .......... .......... ........A. .......... ........C. ..T.T..... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....T.. 
TN32314 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..T....... ...T...... .......... ....... 
TN32817 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....T..... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3289  .......... .......... .......... .......... .......... .......T.. ..T.T..... A......... .......... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN2612  .......... .......... .......... ..C.....A. ...G...... ........C. ..T.T..GC. A......... .......... ....G...T. ...T...... ...C...... ....... 
TN2976  .......... ...G...... .G........ .......... .......... T......... ..T.T....C A......... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN2831  ........G. .......... .......... .......... .......... .......T.. ..T.T..... A......... .......... ....G...T. ...T...... .......... G...T.. 
TN2942  C......... .....G.... .......... ........A. ...G...... ........C. ..T.T...C. A...T..... .......... ...GG...T. ...T...... .......... ....... 
TN2941  ..A....... .......... .......... ........A. ...G...... .......... ..T.T..... A......... ....C..... ....G...T. ...T...... .......... ....... 
TN2745  .......... ....C..... .......... .......... .......... .......... ..T.T...C. ..G......T .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN2747  .......... .......... G......... .......... .......... .......... ..T.T..... .......... .......... .......... ...TG..... .......... ....... 
TN3264  .......... .......... .......... .......... .......G.. .......... ........C. .......... ......G... .......... ...T.G.... .......... ....... 
TN40615 .......... .......... ......CT.. .......... ..TGA..... .......... ..T.T...C. A......... ..C....... .......... ...T...... .......... ....... 
TN3535  .......... .G.G...... .......... .......... .......... T......... ..T.T....C A......... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN3536  .......... ...G...... .......... .......... .......... T......... ..T.T....C A......... .....A.... ......C.T. ...T...... .......... ....T.. 
TN3344  .......... ...G...... .......... .......... .......... T......... ..T.T..G.C A.....G... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN3345  .......... ...G...... .......... .......... .....T.... T......... ..T.T....C A......... .....A.... ........T. ...T...... .......... ....... 
TN3346  ....G..... ...G...... .......... .......... .......... T......... ..T.T....T A......... .....A.... .....A..T. ...T...... .......... .....C. 
TN17215 .......... .......... .G...C.... ...C...... .......... .C........ ..T.T..... ..G....... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN1728  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ....T.C 
TN1729  ..A....... .......... .......... .......... .......G.. .......... .......... .....T.... .......... .......... ...T...... .......... ....... 
TN33117 C....C.... .......... .......... .......... .......G.. .......... ..A....... .G.T...... .....A.... .......... ...T...... .......... ....... 
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2. Mitochondrial DNA haplotypes 78 haplotypes ของแมลงริ้นดําชนดิ Simulium nakhonense (แสดงเฉพาะ variable sites) 
        Positions 
                        1111111 1111122222 2222222333 3333333334 4444444444 4445555555 5555555556 6666666666 77 
haplotype  112333455 6791123355 6689902236 7777899223 4456667890 1112245556 6780012334 4566888990 1122256679 02 
          9587069345 6501405836 2902315857 0369045170 5873468795 4586916795 8491498173 9818235453 5814770603 20 
 
N35615    TGGTGAAAAC AATAGTCTAT CAAACACCCC GGAATTCTCT ATCGCATTAC CCTAATGGCC AATCCAGAAC TCTGGTTATT AAACCCCAAT AT 
N35614    .......... ..C.....GC ....T..... ..G....... ...A...... ..C....... ......A... .......... ..G....... G. 
N35616    .......... ..C.....G. ....T..... .......... .C........ ......A... ..C....... .......G.. ..G...T... .. 
N35618    .......... ..C.....G. ..G.T..... .......... .C.......T .......... ......A... ....A..... ..G....... .. 
N775      .......... ..C....... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N772      .......... ..C.....G. ....T..... .......... .C........ .......... .......... .......G.. ..G...T... .. 
N1691     .......... ..C.....G. ....T..... .....C..TC .C........ ...G...... .......G.. .......G.. .....T.... .. 
N1692     C......... ..C.....G. ....T..... .......... .C.A.GC.G. .......... .......... .......G.. ..G..T..G. .. 
N1693     ...C....G. ..C.....G. ....T..... .......... .C........ .......... ......A... .......... .......... .. 
N29112    ........G. ..C.....G. ....T..... .A......TC .C.A..G... ....G..... .........T .......G.. .....T.... .. 
N27912    .......... ..C.....G. ....T..... .......... .C........ .......... .......... .......G.. .......... .. 
N2791     ....A..... ..C..G..G. .......... .......... .......... .......... .......... ....A..... ..G....... .. 
N27913    C..C...... ..C.....G. ....T..... ......T... .C.A.G..G. ........T. .......... .......... ..G..T..G. .. 
N27916    ........G. ..C.....G. ....T..... .A......TC .C.A..G... ....G..A.. .........T .......G.. .....T.... .. 
N2792     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .T........ .GG....... .. 
N2798     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .T........ ..G....... .. 
N2799     C......... ..C.....G. ....T..... .......... .C.A.G..G. ........T. ......A... .......... ..GT.T..G. .. 
N27910    ....A..... ..C..G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..GT.T..G. .. 
N33412    .......... ..C...T.G. ....T..... .......... .C.A...... ..C....... ......A... .......... ..G....... .. 
N3344     .......... ..C.....G. ....T..... .......... .C......G. .......... .......... ...A...... ..G....... .. 
N3345     ....A..... ..C.....G. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N33210    C......... ..C.....G. ....T..... .......... .C.A.GA.G. .......... .......... .......G.. ..G..T..G. .. 
N3321     .......... ..C.....G. ....T....T .....C..TC .C........ ...G...... .......G.. .......G.. .....T.... .. 
N3343     .......... .G......G. ....T..... ........TC .C........ .......... ......AG.. .......G.. .....T.... .. 
N3032     ....A..... ..C....... T......... .......... .......... .......... .......... ....A..... ..G..T.... .. 
N3036     ....A..... T.C....... T......... .......... .......... .......... .......... ....A..... G.G....... .. 
N302410   .......... ..C.....G. ....T..... ..G....... GC........ .......A.. .......G.. ..C....... ..G.....G. .. 
N302510   ....A..... ..C....... T......... .......... .......... .......... ......A... ....A..... ..G....... .. 
N302610   ....A..... ..C....... T......... .......... .......... .......... ......A... ....A..... ..GT...... .. 
N302101   ....A..... ..C....... T......... ..G....... .......... ......A... ......A... ....A..... ..GT...... .. 
N3025     ....A..... ..C....... T......... .......... .......... .......... .......... ....A..... ..G....... .. 
N3035     C......... G.CG....G. ....T..... .......... .C.A.G..G. ........T. .......... ........C. ..G..T..G. .. 
N30511    ....A..... ..C..G.... .G........ .A........ .......... .......... .......... .......... ..G......C .. 
N30512    .......... ..C.....G. ....T..... .......... .C.......T ..C....... .......... .......G.C ..G....... .. 
N30516    ....A..... ..C..G..G. .......... .......... ......G... .T........ .......... ....A..... ..G....... .. 
N30517    ....A..... ..C..G.... .......... .A........ .......... .......... .......... .......... ..G......C .. 
N30518    ..A....... .......... .......... .......... .......... ......A... .......... .T........ .GG....... .. 
N3052     .......... .......... .......... .......... ...A...... .......... ......A... .T........ .GG....... .. 
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N3054     ....A..... ..C.....G. ....T..... .......... .C........ ...T...... ......A... .......... ..G.T..... .. 
N3053     ....AG.... ..C....... T......... .......... .......... .......... .......... ....A..... ..G....... .. 
N41813    ....A..... ..C....... T......... .A....T... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N4188     .......... ..C.....G. ....T..... .......... .C.......T ......A... ......A... ....A..... ..G....... .. 
N4189     ....A..... ..C....... T......... .......... ..T....... .......... ......A... ....A..... ..G....... .. 
N32610    .......G.. ..C.....G. ....T.TT.. ........TC .C.A....G. T......... .......... .......... .....T.... .. 
N32613    .......... ..C.....G. ....T.TT.. ........TC .C.A....G. T......... .......... .......... .....T.... .. 
N3266     .......... ..C.....G. ....T.TT.. ........TC .C.A....G. T......A.. .......... .......... .....T.... .. 
N3146     ....A..... ..C....... T......... .......... ..T....... .........T .......... .......... ..G....... .. 
N3148     ....A..... ..C....... T......... .......... ..TA...... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N3149     ....A..... ..C....... T......... .......... ..TA...... .........T .......... .......... ..G....... .. 
N314410   ....A.T... ..C....... .......... .......... .......... .......... G.....A... ....A..... ..G....... .. 
N31411    ....A..... ..C....... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N31412    ....A..... ..C....... T......... .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N31413    ....A...G. ..C....... .......... A......... ...A...... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N4291     ....A..... ..C....... T......... .......... .......... .......... .......... .....G.... ..G....... .. 
N4293     ....A..... ..C....... T......... .......C.. .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N42610    ....A..... ..C....... T..G...... .......... .......... .......... .......... ......C... ..G....... .. 
N42611    ....A..... ..C....... .......... .......... .......... .......... ...T..A... .......... ..G....... .. 
N42613    ....A...G. ..C....... .......... A......... ...A...C.. .......... .......... .......... ..G....... .. 
N4261     ....A..... ..C.A..... T......... .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N4265     ....A..... ..C....... T........T ...GC..... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N4267     ....A..... ..C....C.. T......... .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N4268     ....A..... ..C....... .......... .......... .......... .......... ...T...... .......... ..G....... .. 
N3114     ..A.A..... ..C....... T........T ...GC..... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N31116    ....A..... ..C....... T......... .......... ..T....... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N31117    ....A.T... ..C....... .......... .......... .......... .......... ......A... ....A..... ..G....... .. 
N31118    .......... .......... ........T. .........C .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N3119     ....A.T... .......... .....T.... .......... .......... .......... ......A... C...A..... ..G....... .. 
N3117     ....A.T... ..C....... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N31120    ....A.T... ..C....... .......... .......... .......... .......... ....T..... .......... ..G....... .. 
N31121    ....A..... ..C.....G. .......... .......... ...A...... .......... .....GA... C......... ..G....... .. 
N3093     ....A..... .......... T......... .......... .......... .......... .G......G. .......... ..G....... .. 
N3096     ....A..... ..C....... .......... .......... .......... .....C.... ...T...... ....A..... ..G....G.. .. 
N1161     ....A..... ..C....... T......... .......... ..TAT..... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N30914    ....A...GT ..C.....G. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..G....... .. 
N30916    ....A.T... ..C....... .......... .......... .......... .......... ......A... .......... ..G....... .. 
N30922    ....A.T... .......... .......... .......... .......... .......... .......... C......... ..G....... .. 
N30926    .A..A..... ..C.....G. .......... .......... ...A...... .......... .....GA... C......... ..G....... .. 
N30924    C......... ..CG....G. ....T..... .......... .C...GA.G. .......... ......A... .......G.. G.G..T..G. .C 
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3. Mitochondrial DNA haplotypes 72 haplotypes ของแมลงริ้นดําชนดิ Simulium quinquestriatum(แสดงเฉพาะ variable sites) 
        Positions 
haplotypes          1111111111 1222222222 2222233333 3333333333 4444444444 4555555555 5555566666 66666677 
          133455679 1124566789 9223355677 7788923333 4566677889 0011112247 8000112333 4578901256 77788901 
         9509845610 1407325402 3584558703 6908570369 8134658479 2845786951 9147398147 9272495170 05857384 
 
Q3532    TGGATACATT AGTTACAAAA TCCTCTACAG AATACCCTTT CTACAATTTA TCCCATAGGA TCCATAAGTA TTGGACGACC ATTCTTCT 
Q3533    .......... ....GT.... ...C....G. ......T... ..G....... .......A.. ....C.GA.. ......AGT. ........ 
Q3534    .........C .AC....... ...C...... ......T... .......... ......G... ....C..A.. ...A...... ........ 
Q3535    .......... .......... .......... .......... ..G....... .......... .......... .......... ........ 
Q35310   .A.......C .A..G..... ........GA ...G..T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. .C.AT.A.T. ........ 
Q35312   C........C ....G..... ........G. ......T... .C..GGA..G .......A.. ....C.GA.. ....G.AGT. G....... 
Q3537    .......... .......... C......... ......T... .......... .......A.. ....C.GA.. .......... ........ 
Q3538    C........C ....G..... ........G. ......T... ....GG...G .......A.G ....C.GA.. C.....AGT. G....... 
Q3539    .......... .......... ...C...... ......T... ..C....... .......... ....C..A.. ......A... ........ 
Q2304    C........C ....G..... ........G. G.....T... ..G.G..... .......A.. ....C.GA.. ......AGT. G....... 
Q2305    C........C ....G..... ....T...G. G.....T... ..G.G..... .......A.. ....C.GA.. ......AGT. G....... 
Q2306    .........C ....G.G... C.......G. ....T.T... T.G....... .......A.. ....C.GAC. ......AG.. .....A.. 
Q2307    ..A....... ....GT.... ...C....G. ......T... ..G....... ....G..A.. ....C..A.. ......AGT. ........ 
Q2308    ..A....... ....G..... ...C...... ......T... ..G.G..... .......A.. ....C.GA.. ......AGT. ........ 
Q23010   .........C ....G..... ........G. ......T... .......... .......A.. ....C..A.. ....G.AG.. ........ 
Q23011   C........C ....G..... ........G. G.....T... ..G.GG.... .......A.. ....C.GA.. ......AGTT GC...... 
Q23012   .......... .A........ ..TC...... ......T... .......... C......... ....C..A.. ......A... ........ 
Q2302    ..A....... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ........ 
Q23014   C........C ....G..... ........G. G.....T... ..G.G..... ....G..A.. ....C.GA.. ......AGT. G....... 
Q3422    .......... .......... .......... ...G...... .......... .......... .....G.... .......... ........ 
Q3426    .........C ....G..... ........G. ......T... .......... ..T....A.. ....C..A.. ...AG.A.T. ......T. 
Q3428    .........C ....G..... ........G. ......T... .......... ..T....A.. ....C..... ...AG.A.T. ......T. 
Q28110   .......... GA........ ...C..G... ......T... .......... .......... ....C..A.. .......... ........ 
Q28111   ..A...T..C ....G..... C.T.....G. ......T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q28112   C........C ....G..... ........G. G.....T... ..G.G..... .......A.. ....C.GA.. ...A..AGT. G....... 
Q28113   .........C ....G..... ........G. ......T... ..GT...... .......A.. ....C..A.. ...AG.AG.. ........ 
Q2814    ..A......C ....G....G C.......G. ......T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. .....TAG.. ........ 
Q2817    ....C....C ....G..... .......... ......T... ..G....... .......A.. ....C..A.. ......AG.. ......T. 
Q2813    .......... .A........ ...C...... ......T... .......... C......A.. ....C..A.. ......A... ..C..... 
Q2818    ..A......C ....G.G... C......... ......T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q2819    .........C ....G..... ........G. ......T... ........C. ....GC.A.. ....C.GA.. ....G..G.. ........ 
Q2996    ..A......C ....G..... C.......G. ......T... T......... .......A.. ....C.GA.. ....G.A... ........ 
Q2995    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A...... ........ 
Q2994    ..A......C ....G..... C.......G. G.....T... T......... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q2993    .........C G...G.G... C.......G. ....T.T... T.G....... ...T...A.. ....C.GAC. .......G.. .....A.. 
Q2992    .........C ....G..... .......TG. .G....T... ..G....... .......A.. ....C..A.. ....G.AG.. .C...... 
Q29910   ..A......C ...AG..... C.......G. ......T... T.G....... .......A.. ....C..A.. ......AG.. .......C 
Q29911   ........C. ....GT.... ...C....G. ......T... ..G.G..... .......A.. ....C.GA.. ..A...AGT. ...AC... 
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Q3002    ..A......C ..G.G..... C.......G. ......T... T.G....... .......A.. ....C..A.. ...A..AG.. .......C 
Q3003    .......... ....G.G... C.......G. ......T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q3004    ..A......C ....G..... C.......G. ......T... T.G....... .......A.. ....C..A.. ......AG.. .......C 
Q3006    ..A......C ....GT...G C.......G. ......T... T.G....... .......A.. ....C..A.. ......AG.. ........ 
Q3007    .....G.... .......... ...C...... ......T... .......... .......... ....C.GA.. .......... ........ 
Q3282    .........C ....G..... .TT.....G. .....T.... .........G ..T....A.. ....C.GA.. ......A.T. ........ 
Q3183    ..A......C ....G..... C.......G. ......TC.. T.G..G.... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q3186    ..A......C .....T.G.G C.......GA ......T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. ......A... ........ 
Q3187    ..A......C ....G..... C.T.....G. ......T.C. T.G....... .......A.. ....C.GA.. ...A..AG.. ........ 
Q31811   ..A....G.C ....G..... C.T.....G. ......T... T......... .......A.. ....C..A.. ......AG.. ........ 
Q31812   ..A......C ....G..... C.T.....G. ......T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. ...A..AG.. .......G 
Q31813   ..A......C ....G..... C.T.....G. ......T..C T.G....... .......A.. ....C.GA.. .......G.. ........ 
Q31817   .........C ....G..... C....C..G. ......T... T.G....... .......A.. ...GC..A.. ......AG.. ........ 
Q3185    ..A......C ....G..... C.T.....G. ......T... T.GT...... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q4252    ..A....... ....G..... C.......G. ......T... ..G....C.. .T.....A.. ....C.GA.. ......AG.. ......T. 
Q4259    ..A......C .....T.G.. C.......GA ......T... T......... .......A.. ....C.GA.. ......A... ........ 
Q42510   .........C ....G..... C....C..G. ......T... T.G....... .......A.. ....C..A.. ......AG.. ........ 
Q42511   ..A......C ....G..... C.T.....G. ......T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q4251    ..A......C ....G..... C.T.....G. ......T... T.G....... ..T....A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q42514   ..A....... ....G..... C.......G. ......T... ..G....C.. .T.....A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q4253    ..A......C ....G..... C.T.....G. G.....T... T.G...C... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q4258    ..A......C ....G...G. C.TG....GA ......T... T.G....... .......A.. ....C..A.G ......AG.. ........ 
Q3132    .........C ....G..... C.......G. ......T... T......... .......A.. ....CG.A.. C.....AG.. ........ 
Q3136    ..AT.....C .......... C.......G. ......T... T.G..G.... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q3138    ..A......C ....G..... C.......G. ......T... T......... .......A.. ....CG.A.. C.....AG.. ........ 
Q31311   ..AG.....C ....G..... C.......G. ......T... T......... .......A.. C...CGGA.. C.....AG.. ........ 
Q31316   ..A......C ....G..... C.......G. ..C...T... T......... .......A.. ....CG.A.. C.....AG.. ........ 
Q4213    ..A......C ....G..... C.......G. ......T... T......... .......A.. .T..CG.A.. C.....AG.. ........ 
Q4219    ..AT.....C .......... C.......G. ......T... T.G....... .......A.. ....C..A.. ...A..AG.. ........ 
Q42110   ..AT...... .......... C.......G. ......T... T.G....... .......AA. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q42113   ..AT.....C .......... C......... ......T... T.G....... .......A.. ..T.C.GA.. ......AG.. ........ 
Q4218    ..AT.....C .......... C.......G. ......T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
Q4217    ..AT.....C .A........ C.......G. ......T... T.G....... .......A.. ....C.GA.. ......AG.. ........ 
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4. ลําดับนิวคลีโอไทดของ D3 region ของ 28S ribosomal DNA ของริ้นดําชนิด Simulium nakhonense, Simulium quinquestriatum และ Simulium fenestratum จํานวน 
33 sequences (Simulium nakhonense (NK) 13 ตัวอยาง Simulium quinquestriatum (QT) 19 ตัวอยางและ Simulium fenestratum (SR7FN) 1 ตัวอยาง) 
 
SR7FND3   TGAGATTTAT AAACCTCAGA GGCGGAATTA ACATAACTAT TTTTTTGTTT GGGATTACAA ATTCTGTATT AATAGAGAAT TTCTCCATCC CTGGGTATCC ATTAGTCTTG TTTCGTTTTA 120 
NK3054D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK4268D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK2791D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK3099D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... ....A..... ...T...... 
NK3281D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK3345D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK3532D3  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK31411D3 .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK41811D3 .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK31117D3 .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK31121D3 .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... ....A..... ...T...... 
NK4293D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK3025D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
NK31119D3 .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...T...... 
QT2996D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT3281D3  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... G...A..... ...T...... 
QT4218ND3 .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT3138D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT4218D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT2302D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT3426D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G...A..... ...T...... 
QT2304D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT2814D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT2992D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G...A..... ...T...... 
QT3002D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT3003D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT3007D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT4213D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT42110D3 .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT42511D3 .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT31310D3 .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
QT4219D3  .......... .......... .......... .......... ....--.... .......... .......... .......... .......... .......... G......... ...T...... 
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SR7FND3   CGACGATAAT AAGTAGGATA TACCATGAGC GCATAAAATG TGACCCGAAA GATGGTGAAC TATGCCTGAT CAGGTTGAAG TCAGGGGAAA CCCTGATGGA AGACCGAAGC AGTTCTGACG 240 
NK3054D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK4268D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK2791D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK3099D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK3281D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK3345D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK3532D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK31411D3 ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK41811D3 ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK31117D3 ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK31121D3 ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK4293D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK3025D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
NK31119D3 ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT2996D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT3281D3  ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT4218ND3 ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT3138D3  ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT4218D3  ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT2302D3  ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT3426D3  ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT2304D3  ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT2814D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT2992D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT3002D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT3003D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT3007D3  ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT4213D3  ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT42110D3 ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT42511D3 ....A..... ....G..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT31310D3 ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
QT4219D3  ....A..... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... 
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ภาคผนวก 2 

บทความสําหรับการเผยแพรงานวิจัย 

ความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากร 
แมลงริ้นดํา (Diptera: Simuliidae) ในประเทศไทย 

 
 การศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตมีความสําคัญทั้งทางดานวิชาการ และการประยกุต 
ใช เชน การจัดการทรัพยากรพันธุกรรม การปรับปรุงพันธุพืชหรือสัตว และการหาแนวทางที่เหมาะสมใน
การควบคุมพาหะของโรค เปนตน อยางไรก็ตามการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตในประเทศ
ไทยยังมนีอยมาก การศึกษาสวนใหญยังจาํกัดอยูในพืน้ที่จํากัดไมกวางขวางครอบคลุม ทําใหความเขาใจตอ
รูปแบบการกระจายและระดบัความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวติในประเทศไทยรวมถึงอิทธิพล
ของปจจัยตางๆตอรูปแบบดังกลาวของประเทศไทยยังไมเปนที่เขาใจอยางชัดเจน ดังนั้นการศึกษาสิ่งมีชีวิตที่
มีการกระจายทางภูมิศาสตรกวางขวางครอบคลุมทั้งประเทศรวมทั้งการมีขอมูลหรือการศึกษาดานอืน่รวม
ดวย เชน อนุกรมวิธาน และนิเวศวิทยา จะทําใหเขาใจรูปแบบและปจจยัที่มีผลตอแบบแผนดงักลาวไดดี
ยิ่งขึ้น ซ่ึงแมลงริ้นดํา (Black flies) มีความเหมาะสมตอการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมและความ
หลากหลายทางพันธุกรรมเนือ่งจากแมลงริน้ดํามีการกระจายทางภูมิศาสตรที่กวางขวางสามารถพบไดในทกุ
ภูมิภาคของประเทศ นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาดานอนกุรมวิธาน นิเวศวิทยา และเซลลพันธุศาสตร รวมดวย 
จึงทําใหขอมูลที่ไดมีความสมบูรณมากยิ่งขึ้น 
 แมลงริ้นดําจัดอยูในวงศ (Order) Diptera สกุล (Family) Simuliidae ทั่วโลกมีการรายงานทั้งสิ้น 
1,809 ชนิด (Crosskey and Howard, 2004) แมลงริ้นดําเปนพาหะของโรคที่สําคัญคือ Onchocerciasis หรือ 
River Blindness ในบางประเทศของทวีปแอฟริกา อเมริกากลาง และอเมริกาใต นอกจากนี้แมลงริ้นดํายัง
สามารถถายทอดโปรโตซัวในสกุล Luecozytozoon รวมทั้งไวรัสบางชนิดในสัตว (Crosskey 1990) ใน
ประเทศไทยแมยังไมมีรายงานการเกดิโรคที่มีร้ินดําเปนพาหะแตมีรายงานการพบ Onchocerca sp. ในแมลง
ร้ินดํา 3 ชนิดในจังหวัดเชยีงใหม ไดแก Simulium nodosum, S. asakoae และ S. nigrogilvum นอกจากนี้ร้ินดํา
ยังกอความรําคาญแกนักทองเที่ยวในแหลงทองเที่ยวที่สําคัญ เชน ยอดดอยอินทนนท จังหวัดเชยีงใหม ภูสอย
ดาว จังหวดัอตุรดิตถ และ บริเวณชองเยน็ อุทยานแหงชาติแมวงศ จงัหวัดกําแพงเพชร อยางไรก็ตามยังไมมี
การศึกษาผลกระทบของการกัดของริ้นดําตอปศุสัตว เชน วัว ควาย และสัตวปก 

จากการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดํา 3 ชนิด ไดแก Simulium tani, S. nakhonense 
และ S. quinquestriatum โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของ cytochrome oxidase subunit I (COI) ของไมโทคอน
เดรียลดีเอ็นเอ โครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําทั้ง 3 ชนิดมีความคลายคลึงกันโดยประชากร
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ภาคเหนือมีความหลากหลายและความแตกตางทางพันธุกรรมคอนขางสูงและมีความแตกตางจากประชากร
ภูมิภาคอื่นๆ โดยปจจัยทั้งทางภูมิศาสตร เชน แนวเทือกเขา รวมทั้งปจจัยทางนิเวศวทิยาของแหลงอาศัยมีผล
ตอระดับการถายยีนและนาํไปสูความแตกตางทางพันธุกรรม ความหลากหลายและความแตกตางทาง
พันธุกรรมที่สูงในประชากรภาคเหนือนาจะเปนผลจากประชากรภาคเหนือของริ้นดาํทั้งสามชนิดมี
ประวัติศาสตรที่ยาวนานกวาประชากรภาคใต โดยประชากรภาคใตเกิดจากการ colonization ของประชากร
บางสวนจากภาคเหนือตอนลางหรือภาคกลางเมื่อประมาณ 100,000 – 200,000 ปตามดวยการขยายตัวของ
ประชากรซึ่งอาจทําใหไมเกดิความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากร ความคลายคลึงของรูปแบบ
โครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมของริ้นดําทั้งสามชนิดอาจเปนผลจากอิทธิพลของสภาพ
นิเวศวิทยาในปจจุบันที่เหมอืนกันหรือเปนผลของการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีนที่นําไป 
สูการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมของภูมิภาคนี้ ความคลายคลึงของโครงสรางและความหลากหลายทาง
พันธุกรรมระหวาง S. nakhonense และ S. quinquestriatum บางสวนอาจเปนผลจากการถายยีนระหวางแมลง
ร้ินดําสองชนดินี ้
 ผลของการวิจัยนี้เปนความรูพื้นฐานที่สําคญัซึ่งแสดงใหเห็นถึงแบบแผนของความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของริ้นดาํในประเทศไทยซึ่งมีรูปแบบของโครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมที่
คลายคลึงกัน อยางไรก็ตามยังไมสามารถชี้ชัดไดวาความคลายคลึงดังกลาวเปนผลจากอิทธิพลของสภาพ
นิเวศวิทยาในปจจุบันที่คลายคลึงกันหรือเปนผลจากอิทธิพลของการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมในอดีต เชน 
การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน ถามีการศึกษาสิ่งมีชีวิตกลุมอื่นที่มกีารกระจายทาง
ภูมิศาสตรที่เหมือนกันกับการศึกษานี้จะทําใหสามารถบงชี้ถึงปจจัยที่มผีลตอความหลากหลายทางพันธุกรรม
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Abstract

Intraspecific phylogeography has been used widely as a tool to infer population history.
However, little attention has been paid to Southeast Asia despite its importance in terms
of biodiversity. Here we used the cytochrome oxidase I gene of mitochondrial DNA (mtDNA)
for a phylogeographic study of 147 individuals of the black fly 

 

Simulium tani

 

 from Thailand.
The mtDNA revealed high genetic differentiation between the major geographical regions
of north, east and central/south Thailand. Mismatch distributions indicate population
expansions during the mid-Pleistocene and the late Pleistocene suggesting that current
population structure and diversity may be due in part to the species’ response to Pleistocene
climatic fluctuations. The genealogical structure of the haplotypes, high northern diversity
and maximum-likelihood inference of historical migration rates, suggest that the eastern and
central/southern populations originated from northern populations in the mid-Pleistocene.
Subsequently, the eastern region had had a largely independent history but the central/
southern population may be largely the result of recent (

 

c

 

. 100 000 years ago) expansion,
either from the north again, or from a relictual population in the central region. Cytological
investigation revealed that populations from the south and east have two overlapping fixed
chromosomal inversions. Since these populations also share ecological characteristics it
suggests that inversions are involved in ecological adaptation. In conclusion both contem-
porary and historical ecological conditions are playing an important role in determining
population genetic structure and diversity.
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Introduction

 

Mitochondrial DNA sequences have been used widely as
a genetic marker for population genetic studies particularly
for intraspecific phylogeography. By relating genealogical
relationships and geographical information, phylogeography
has been used very successfully to determine factors
underlying the genetic structure of species. These factors
include historical events (e.g. Pleistocene climatic change,
Randi 

 

et al

 

. 2004), contemporary factors (e.g. ecological

conditions, ongoing gene flow, Pfenninger 

 

et al

 

. 2003) as
well as their integrated effects (e.g. Whorley 

 

et al

 

. 2004).
Phylogeographic studies have been conducted extensively
in North America and Europe. However, such studies are
rare in Southeast Asia (SE Asia) (e.g. Walton 

 

et al

 

. 2000;
Chen 

 

et al

 

. 2004) although it is considered to be one of the
most biologically diverse areas of the world (Myers 

 

et al

 

.
2000). Even within SE Asia, such studies have been biased
towards the Sundaic region while less attention has been
paid to the Indo-Chinese mainland. In North America and
Europe, phylogeography has provided a particularly good
understanding of the effects of the periodic (

 

c

 

. 100 000
years interval) glaciations of the Pleistocene on present-day
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patterns of genetic diversity (reviewed in Hewitt 1996).
Pleistocene climatic and environmental fluctuations also
affect the tropics as during glaciations it will not only
be cooler but also drier, resulting in the contraction and
fragmentation of forests (Brandon-Jones 1998) which are
the source of much of tropical biodiversity.

Penny (2001) has pointed out that the Indo-Chinese
mainland is a biogeographically interesting area because it
is located on the boundary between evergreen tropical
rainforest characteristic of the Indonesian region and
the temperate floras of East Asia. Although Thailand lies
mainly in the Indo-Chinese region characterized by more
open mixed deciduous forest, there is a transition of forest
types to the evergreen tropical forest at the Isthmus of Kra
on the southern Thai peninsula (just above RN1, see Fig. 1).
It has been suggested that this transition is due to ingres-
sion of the sea at this point separating what is now southern
Thailand from peninsular Malaysia during the Pliocene, or
it may be due to a change in seasonality (Woodruff 2003).
The change in forest types appears to correspond to a
change in animal species distributions, e.g. birds (Hughes

 

et al

 

. 2003). Due to a paucity of studies of genetic structure
in Thailand the effects within species that cross this boundary
are unknown.

In Thailand black flies are one of the most taxonomically
well-studied groups and are geographically widespread
making them interesting models for population genetic
study. Population genetic studies using allozyme variation
(Feraday & Leonhardt 1989) failed to detect population

subdivision in several species of North American black
flies. This was thought to be due to long-distance migration
in this insect: biting flies can be found > 100 km from the
nearest known breeding sites (Rempel & Arnason 1947);
and mark–recapture using radioactive labelling found that
flies migrated up to 35 km (Baldwin 

 

et al

 

. 1975). In contrast,
cytological studies have revealed an extensive level of
genetic structure leading to the description of cytological
sibling species (cytospecies) using criteria such as fixed
chromosomal inversion differences, the presence of different
sex-chromosome systems, or differences in the frequency
of inversions (Rothfels 1956). Many morphologically
described species are found to be composed of several cyto-
species that often occur in different ecological conditions
(Adler 1988; Adler & McCreadie 1997). Chromosomal
inversions within species of Diptera have often been impli-
cated to have a role in adaptation to different environ-
ments such as climatic conditions (e.g. precipitation rate
and temperature; reviewed in Hoffmann 

 

et al

 

. 2004). In
black flies, several studies have revealed the association of
different cytospecies to different environmental conditions.
For example, different sibling species of the 

 

Simulium
tuberosum

 

 complex have been found in different ecore-
gions of North America (Adler & McCreadie 1997) and
different sibling species of the 

 

Simulium damnosum

 

 complex
are associated with the savannah or forest zones of West
Africa (Boakye 

 

et al

 

. 1998). Phylogenetic studies at a higher
taxonomic level further support the important role of eco-
logical conditions in black fly evolution: Joy & Conn (2001)
found that adaptation to different larval habitats (i.e. dif-
ferent stream types) is the primary mode of speciation of
the Society Island black flies.

 

Simulium tani

 

 Takaoka & Davies (1995) belongs to the

 

S. tuberosum

 

 species group. At least five species in this group
have been found in Thailand (Takaoka & Choochote 2004).
The distribution patterns of these species appear to be
related to the different ecological conditions of streams.
For example, 

 

S. rufibasis

 

 is found only in small streams at
high altitude (> 1000 m above sea level) and 

 

Simulium weji

 

is restricted to streams with high calcareous sediment
(Takaoka 2001). In contrast 

 

S. tani

 

 has the most widespread
distribution of the species in this group in Thailand. The
larvae of this species can be found in streams of varying
size at a wide range of altitude (from sea level to > 1000 m
Takaoka & Davies 1995; Kuvangkadilok 

 

et al

 

. 1999). As it is
widely distributed both geographically and ecologically,

 

S. tani

 

 is an interesting model species to test the relative
importance of geographical and ecological conditions in
shaping the genetic structure of black flies which may,
ultimately, lead to speciation.

In this study we use mitochondrial DNA (mtDNA)
sequences to infer the genetic structure, phylogeography and
demographic history of 

 

S. tani

 

 on a large geographical scale
from northern to southern Thailand over which environmental

Fig. 1 Distribution of the sampling locations of Simulium tani.
Populations are grouped according to the group composition
defined by samova (see Results).
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conditions vary. In addition to increasing our fundamental
understanding of the generation of biodiversity in
Thailand, this study is also relevant to current efforts to
conserve biodiversity. Many species in Thailand are at risk
due to increasing anthropogenic activities, particularly
deforestation, leading to the reduction and fragmentation
of natural habitats (Pattanavibool & Dearden 2002). Since
black flies are only found in pristine, usually forested, en-
vironments the spatial distribution of their genetic diversity
is likely to be indicative of forest species (usually those
most at risk) in general. The identification of evolutionary
significant units (i.e. populations with independent evolu-
tionary histories and therefore unique genetic diversity,
Avise 1994) and areas of high genetic diversity has a role to
play in determining conservation priorities.

 

Materials and methods

 

Sample collection and species identification

 

Simulium tani

 

 were collected from 16 sites throughout
Thailand during 2000–2003 (Table 1 and Fig. 1). Black flies
were collected as larvae and pupae from plant roots,
trailing grass and fallen leaves along streams. To attempt
to take a random population sample and avoid an excess of
consanguinity only one or two samples were collected from
the same substrate (e.g. fallen leaf, plant root) since black
flies lay multiple eggs at a time (Crosskey 1990). Larvae
and pupae from the same stream were pooled together as
one population. Pupae were preserved in absolute ethanol
and stored at 

 

−

 

20 

 

°

 

C. The collected larval specimens were
preserved in Carnoy’s fixative (absolute ethanol : acetic
acid; 2:1) and stored at 4 

 

°

 

C. Previous work has shown that

samples preserved in Carnoy’s fixative can be used for
molecular study (Xiong & Kocher 1991) thus enabling
information to be obtained from each sample at both the
cytological and molecular level. Both morphological and
cytological criteria were used for species identification. For
morphological identification we used the key of Takaoka &
Davies (1995). Before a larval specimen was subjected to
polytene chromosome preparation the head and thorax of
the larva was cut off, transferred from fixative to absolute
ethanol, and stored at 

 

−

 

20 

 

°

 

C for further molecular work.
The remainder of the larva was then used for salivary gland
polytene chromosome preparation following the method
of Rothfels & Dunbar (1953). The polytene chromosome
banding patterns were read band by band using the
standard map of 

 

S. tani

 

 (Kuvangkadilok 

 

et al

 

., unpublished).

 

DNA extraction, polymerase chain reaction and sequencing

 

Most DNA samples were obtained from the heads of larval
specimens for which species status had been confirmed
by cytological criteria but some were obtained from pupae.
DNA was extracted following the method of Collins

 

et al

 

. (1987). An 

 

c

 

. 800-bp fragment of the mitochondrial
cytochrome oxidase I (COI) gene was amplified using the
primers C1-J-2195 (5

 

′

 

-TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT-
3

 

′

 

; Simon 

 

et al

 

. 1994) and UEA10 (5

 

′

 

-TCCAATGCACTA-
ATCTGCCATATTA-3

 

′

 

; Lunt 

 

et al

 

. 1996). Polymerase chain
reaction (PCR) was performed in a total volume of 50 

 

µ

 

L
containing 1

 

×

 

 reaction buffer, 2.0 m

 

m

 

 MgCl

 

2

 

, 0.2 m

 

m

 

 of
each dNTP, 0.4 

 

µ

 

m

 

 of each primer, 2 units of 

 

Taq

 

 DNA
polymerase (Promega) and 2 

 

µ

 

L of DNA sample (diluted
1:20 to 1:40 in ddH

 

2

 

O). The temperature profile was as
follows: 94 

 

°

 

C for 5 min, followed by 36 cycles of 95 

 

°

 

C for

Table 1 Details of the sampling locations of the 16 populations of Simulium tani
 

Population Code Region Latitude/longitude Altitude (m) Date

1. Morkfah WF, Chiangmai province CM1 North 19°06′N, 98°46′E 545 07.06.03
2. Ban Huai Mo, Chiangmai province CM2 North 19°02′N, 99°20′E 850 03.06.03
3. Ban NaNgew, Maehongson province MS1 North 18°49′N, 98°02′E 814 05.06.03
4. Ban PangPeak, Maehongson province MS2 North 19°26′N, 98°21′E 840 06.06.03
5. MaeKerngLuang WF, Phrea province PR North 17°58′N, 98°35′E 300 04.12.03
6. Lansang WF, Tak province TK North 16°46′N, 99°01′E 250 29.06.03
7. PhuSoiDao WF, Uttaradit province UT North 17°42′N, 100°57′E 650 18.10.03
8. TadMork WF, Petchabun province PB North 16°21′N, 101°21′E 468 25.10.03
9. KhaoSoiDao WF, Chanthaburi province CB1 East 13°06′N, 102°11′E 320 20.06.03
10. ClongNaRai WF, Chanthaburi province CB2 East 12°34′N, 102°10′E 70 19.06.03
11. KhaoChaMao WF, Rayong province CB3 East 12°54′N, 101°43′E 65 19.06.03
12. TamTanLod WF, Kanchanaburi province KB Central 14°39′N, 99°18′E 282 12.08.03
13. ToTip WF, Phetchaburi province PE Central 12°50′N, 99°19′E 400 16.08.03
14. Bokkrai WF, Ranong province RN1 South 10°22′N, 98°51′E 65 15.07.03
15. Huai Rung, Ranong province RN2 South 10°02′N, 98°39′E 80 14.07.03
16. MeaungTuat WF, Surat thani province SR South 08°45′N, 99°26′E 120 29.07.00

Note: WF, waterfall.
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40 s, 45 °C for 50 s and 72 °C for 60 s, and final extension
at 72 °C for 5 min. PCR products were checked on a 1%
agarose gel containing 0.5 µg/mL of ethidium bromide
and purified using the GENECLEAN Kit (BIO101). Both
directions of PCR products were sequenced using the PCR
primers and the sequences were assembled and edited
using the seqed software (ABI 1992). Sequencing reactions
were performed on ABI 3100 automated sequencer (Applied
Biosystem).

Data analysis

Mitochondrial DNA sequences were aligned using clustal_x
(Thompson et al. 1997). The program modeltest 3.06
(Posada & Crandall 1998) was used to determine the
best fitting model of DNA substitution using the hierar-
chical likelihood-ratio test. The Hasegawa–Kishino–Yano
(HKY) (Hasegawa et al. 1985) with gamma distribution rate
heterogeneity and a significant proportion of invariable
sites (HKY + G + I ) is the best fit model of nucleotide
substitution selected by modeltest. The proportion of
invariable sites (I ) was estimated to be 0.6360 with a gamma
distribution shape parameter of 0.6365. The transitions/
transversion (ti/tv) ratio is 12.0953. Base frequencies were
estimated as: A = 0.319, C = 0.174, G = 0.160 and T = 0.347.

Haplotype network

The genealogical relationships of the haplotypes were esti-
mated using the median-joining algorithm (Bandelt et al.
1999) in the software package network 3.x (www.fluxus-
engineering.com). All variable sites were weighted equally.
Nested clade analysis (NCA) (Templeton 1998) can be use-
ful to extract phylogeographic information from the
genealogical relationships of the haplotypes. However,
there is concern that the lack of statistical support to dis-
tinguish among alternative phylogeographic scenarios may
lead to erroneous interpretation of the data (Knowles &
Madison 2003). The statistical parsimony network of our
data constructed using tcs 1.13 (Clement et al. 2000) has
many ambiguous closed loops (data not shown). Since this
prevents reliable construction of the nested design and
subsequent analysis we consider NCA to be inappropriate
for our data set.

Genetic diversity and population genetic structure

Haplotype diversity, nucleotide diversity, the population
parameter, θs = 2Neµ and pairwise FST were calculated
using arlequin 2.000 (Schneider et al. 2000). Because the
HKY model is not available in arlequin we used the
Tamura & Nei (1993) model with the gamma distribution
shape parameter of 0.6365 (from modeltest) to calculate
the genetic diversity indices and FST. The significance of test

statistics was obtained by 1000 permutations of the data.
The program samova 1.0 (Dupanloup et al. 2002) was used
to define groups of populations using genetic (rather than
geographical) criteria. Given an a priori number of groups
(k), samova uses a simulated annealing procedure to define
the group composition in which populations within a group
are as genetically homogeneous as possible (FSC minimized)
and groups are maximally differentiated from each other
(FCT maximized). samova was run using 100 simulated
annealing processes for k = 2 to 10. The highest FCT value
achieved from these runs was retained as the best popu-
lation grouping scheme. A Mantel test (1967) was used to
determine the relationship between genetic distance (FST from
arlequin) and geographical distance to test an isolation-
by-distance model. The Mantel test was implemented in
ibd 1.52 (Bohonak 2002) using 1000 randomizations.

Demographic history

To infer the demographic history of the species we used
two different approaches. First we used the frequency
distribution of the number of pairwise differences among
all sequences (i.e. the mismatch distribution). The mismatch
distributions were calculated using arlequin. Because
mismatch distributions can be affected by population
subdivision (Marjoram & Donnelly 1994) we estimated
them separately for each population group defined by
samova. The bootstrap approach (1000 replications) was
used to test the observed data with the simulated data
under the model of sudden expansion by comparing the
sum of squared deviations (SSD) between the observed
(SSDobs) and simulated (SSDsim) data. The following
parameters were also estimated using arlequin: (i) the
expansion time, τ = 2ut (Note that u = mTµ where mT is the
number of nucleotides of the sequences under study and µ
is the mutation rate per nucleotide (Roger & Harpending
1992); (ii) the theta parameter before expansion, θ0 = 2 µN0;
and (iii) the theta parameter after expansion, θ1 = 2 µN1.

The second method of demographic history inference
we used was the program lamarc 1.2.2 (Kuhner et al. 2004)
which is based on coalescent theory using a maximum-
likelihood framework. lamarc uses the Metropolis–Hastings
Markov chain Monte Carlo sampling algorithm to simultane-
ously estimate effective population size (from θ = 2µNf
where µ is mutation rate per site and Nf is the female effec-
tive population size), growth rate (g) under the exponential
growth model, and migration rate (M = m/µ, where m is
the per generation migration rate and µ is the mutation rate
per site). lamarc was run with 10 initial chains with 10 000
sampled genealogies each and two final chains with 200 000
sampled genealogies each. Both initial and final chains used
sampling increments of 20. An additional run was used to
check the consistency of the results. lamarc was imple-
mented on the three population groups defined by samova.
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The FS statistic (Fu 1997) and Tajima’s D statistic (Tajima
1989) were used to test the equilibrium of the populations. The
FS statistic and Tajima’s D are expected to have large negative
values for demographic expansion (and also background
selection and hitch-hiking associated with a selective sweep).
These statistics were estimated and tested for significance
by random permutation using 1000 replicates in arlequin.

Ecogeographical conditions of the sampling sites

The following ecogeographical information of the sampling
sites was used for principal components analysis (PCA):
latitude, longitude, altitude, stream width, depth, velocity,
pH, dissolved oxygen (DO), temperature, annual rainfall
and relative humidity. Environmental conditions were
measured when the sampling was conducted with the
exceptions of annual rainfall rate and relative humidity
where the information was obtained from the Meteorological
Department of Thailand for the province in which the
black fly specimens were collected. PCA was implemented
in the spss statistical package (SPSS Inc.).

Results

A total of 217 individuals were examined for their polyetene
chromosomes. The chromosomal banding patterns of the
polytene chromosomes of Simulium tani revealed two
different cytoforms which differed from each other by two
overlapping fixed inversions on the long arm of chromosome
III (IIIL). Hereafter these are called S. tani form A and form

B. Simulium tani form A (n = 130) is found in northern
populations (CM1, CM2, MS1, MS2, TK, PR, UT and PB)
whereas form B (n = 87) is found in the east (CB1, CB2 and
CB3) and south (RN1, RN2 and SR). In the central region
(KB and PE) almost all of the larvae are form A, with only
one exception with one individual from PE that is form B.
Further chromosomal study of five populations (CM1,
CB1, CB2, CB3 and SR) supports our result (Tangkawanit
et al., unpublished). They found that all individuals from
the CM1 population (n = 51) were S. tani form A whereas
all samples from CB1, CB2, CB3 and SR (n = 245) were
S. tani form B.

Mitochondrial DNA sequence variation

A total of 720 base pairs from 147 individuals of S. tani from
16 populations were sequenced. Representative sequences
were deposited in GenBank under Accession nos AY855922–
AY856042. Nucleotide substitutions were detected in
127 positions, of these, 110 were transitions and 17 were
transversions. No deletions or insertions were found. A
total of 121 unique haplotypes were identified. The most
geographically widespread haplotype is shared by four
populations in the north (TK), central (PE) and south (RN1
and RN2) regions. Haplotype diversities ranges from 0.857
to 1.000 with most (9 of 16) populations having a haplotype
diversity of 1.000 (i.e. all the sequences in the population
are unique). Nucleotide diversities ranges from 0.0030
to 0.0155 (Table 2) and there is a significant positive
relationship with latitude (R2 = 0.3501 P = 0.016, Fig. 2).

Table 2 Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’s D and FS of 16 populations and three population groups of Simulium tani
 

Population n πn (SD) θs (SD) πh (SD) Tajima’s D FS

CM1 11 0.010 (0.006) 0.010 (0.005) 1.000 (0.039) −0.277 −5.485*
CM2 9 0.016 (0.009) 0.020 (0.009) 1.000 (0.052) −1.189 −2.648*
MS1 6 0.008 (0.005) 0.009 (0.004) 0.933 (0.122) −0.198 −0.055
MS2 7 0.009 (0.006) 0.010 (0.005) 0.905 (0.103) −0.662 0.797
PR 9 0.014 (0.008) 0.017 (0.008) 1.000 (0.052) −1.168 −2.911*
TK 10 0.012 (0.007) 0.015 (0.007) 1.000 (0.045) −1.240 −4.116*
UT 10 0.011 (0.006) 0.015 (0.007) 1.000 (0.045) −1.435 −4.302*
PB 11 0.012 (0.007) 0.013 (0.005) 1.000 (0.039) −0.609 −4.990*
KB 10 0.010 (0.006) 0.011 (0.005) 1.000 (0.045) −0.553 −4.692*
PE 8 0.009 (0.005) 0.007 (0.004) 0.964 (0.077) 0.499 −1.520
CB1 10 0.010 (0.006) 0.013 (0.006) 1.000 (0.045) −1.252 −4.738*
CB2 10 0.012 (0.007) 0.013 (0.006) 0.978 (0.054) −0.606 −2.181
CB3 10 0.010 (0.006) 0.010 (0.005) 0.933 (0.077) −0.368 −1.181
RN1 9 0.006 (0.004) 0.008 (0.004) 0.972 (0.064) −1.085 −3.176*
RN2 7 0.003 (0.002) 0.003 (0.002) 0.857 (0.137) −0.734 −1.447
SR 10 0.009 (0.005) 0.012 (0.005) 1.000 (0.045) −1.266 −5.051*
North 73 0.012 (0.006) 0.029 (0.008) 0.995 (0.004) −2.050* −24.793**
East 30 0.011 (0.006) 0.015 (0.005) 0.986 (0.013) −1.105 −14.517**
Central + South 44 0.008 (0.004) 0.014 (0.004) 0.981 (0.011) −1.612* −25.432**

Note: *P < 0.05, **P < 0.001.
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Mitochondrial DNA genealogy

The genealogy of 147 sequences of S. tani (Fig. 3) revealed
no major phylogeographic breaks but there was some
geographical clustering of the haplotypes. Haplotypes from
the east are clustered together and have relatively long
branch lengths. Haplotypes from the south cluster largely
with haplotypes from the central region and with some
haplotypes from the north. Overall, the network has a

starlike shape, characteristic of population expansion
(Slatkin & Hudson 1991). The haplotypes from the north
fall into three divergent lineages (A, B and C, Fig. 3). The
largest lineage is A which forms the core of the network
comprised of a larger number of dispersed haplotypes. A
subset of the A lineage gives rise to the eastern haplotypes
and a different subset gives rise to the central/southern
haplotypes.

Population genetic structure

samova revealed very similar FCT values for different
numbers of groups (k) (Fig. 4). However, when k ≥ 4 the
grouping structure started to disappear, that is, one of the
groups was composed of only one population. Thus we
used k = 3 as the best grouping scheme. These three groups
correspond well to the geographical position of the popu-
lations (Fig. 1). The first group is composed of populations
from the north (CM1, CM2, MS1, MS2, TK, PR, UT and PB),
the second group of populations from the east (CB1, CB2
and CB3), and the third group of populations from central
and south (KB, PE, RN1, RN2 and SR). Hereafter the central
and south group is referred to as the CS group. Pairwise
FST values between these three population groups (Table 3)
are highly significant. The east and CS groups are similarly
divergent from the north group (FST ≈ 0.2) but they are

Fig. 2 Scatter plot showing the relationship between latitude and
nucleotide diversity of 16 populations of Simulium tani.

Fig. 3 Median-joining network computed by
network (all sites are weighted equally) for
147 sequences of Simulium tani. Each haplotype
is represented by a circle. The sizes of the
circles are proportional to the frequency of
the haplotype. Circles of the same colour
represent haplotypes from the same geo-
graphical region (yellow, north; pink, east;
green, central; and blue, south).
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highly divergent from each other (FST = 0.449, P < 0.001).
The Mantel test revealed a significant positive relationship
between genetic and geographical distances (r = 0.5146
P < 0.001, Fig. 5).

Demographic history

The FS and Tajima’s D-test statistics are significantly
negative in all three population groups (with the exception
of Tajima’s D in the east, Table 2). The mismatch distri-

butions of all three population groups are fitted to simulated
data under the model of sudden population expansion
(Fig. 6). A large difference between θ0 and θ1 in all population
groups indicates a rapid increase in the population size
(Table 4). The maximum-likelihood estimates of exponential
growth rates from lamarc are also high in all three groups
(Table 5). Thus, these results indicate that there has been
population expansion in all three population groups.

The population demographic parameters estimated
by the stepwise expansion model (Table 4) indicate that
expansion times of haplotypes from the northern and

Fig. 4 Values of fixation indices, F, obtained from samova as a
function of number of groups (k). FCT is the differentiation
between groups, FST is the differentiation between populations
among groups and FSC is the differentiation between populations
within groups.

Fig. 5 Scatter plot showing the relationship between genetic
distances (FST) and geographical distances (km) of 16 populations
of Simulium tani.

Table 3 FST between three population groups defined by samova
 

 

North East CS

North —
East 0.240* —
CS 0.192* 0.449* —

Note: *P < 0.001; CS, central and south.

Fig. 6 Mismatch distributions of the (a) north (b) east and (c) CS
population groups. The distributions fit the model of the sudden
population expansion as none of the SSD values are significantly
different from the distributions of the simulated data under the
sudden population expansion model (see Materials and methods).
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eastern regions are very similar (τ = 8.884 and 8.221, re-
spectively). The mismatch distribution of the CS group is
bimodal (Fig. 6c) suggesting that the mtDNA haplotypes
from these regions have experienced two expansions at
differing times. The dominant peak on the left-hand side
indicates a recent expansion (τ = 1.774). The smaller right-
hand peak is comparable in position to that of the north and
east. The population sizes (θ) estimated from the exponential
growth model from lamarc (Table 5) indicated a much
larger population size in the northern population group
(θ = 3.740) compared to the eastern (θ = 0.189) and CS
population groups (θ = 0.240).

Historical migration patterns

Maximum-likelihood estimates of the migration rates
between the three population groups (Table 5) revealed
asymmetric migration rates. The migration rate from north
to east is approximately four times higher than in the
opposite direction. Similarly the migration rate from north
to south is approximately three times higher than in the
opposite direction. Migration between the east and CS is
negligible (2.7 × 10−4 and 5.78 × 10−5 migrants).

Ecological differentiation of the sampling sites

PCA results revealed that the primary factor (PCI, 38.15%)
of ecological variation in the sampling sites is climatic
condition (i.e. annual rainfall, relative humidity and stream
temperature). The second most important factor (PCII,
17.81%) is determined mainly by the physical and chemical
conditions (i.e. DO, stream depth and velocity). The third
axis (PCIII, 13.56%) is determined mainly by physical
conditions (i.e. stream width and altitude) of the sampling
sites. Together the plot (Fig. 7) of these three axes revealed

that the sampling sites from the northern and central
regions are distinct from those of the east and south.

Discussion

Mitochondrial DNA sequence diversity, population size 
and oviposition behaviour

Maximum-likelihood estimates of θ (Table 5) indicate
effective population sizes of ≈ 3 000 000, ≈ 160 000 and
≈ 200 000 flies in the north, east and CS population groups,
respectively. Although the estimates are much greater

Table 4 Estimated parameters of the population expansion of Simulium tani from the stepwise expansion model
 

 

Region N τ = 2ut (95% interval) θ0 = 2 uN0 (95% interval) θ1 = 2 uN1 (95% interval)

North 73 8.884 (6.189–10.739) 0.006 (0.000–2.821) 88.242 (45.849–6619.492)
East 30 8.221 (4.912–10.366) 0.000 (0.000–2.762) 75.469 (34.044–6795.469)
Central + South 44 1.774 (0.409–6.337) 4.225 (0.000–12.032) 6657.500 (32.266–7542.500)

Table 5 Maximum-likelihood estimates
of the population sizes (θ = 2Nfµ), exponen-
tial growth rates (g) and migration rates
(M = m/µ) for three population groups of
Simulium tani

 

 

Population group (i) θ = 2Nfµ g

M

Ν → i Ε → i CS → i

North (N) 3.740 1929.776 — 11.08 55.63
East (E) 0.189 1081.865 45.66 — 5.78 × 10−5

Central + south (CS) 0.240 1435.017 164.36 2.7 × 10−4 —

Fig. 7 Plot of the first three principal components scores (PCI, II
and III) derived from PCA of the 11 environmental conditions of
16 sampling sites.
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for the northern than the east or CS groups, the effective
population sizes are nonetheless considerable for all popu-
lation groups. However, ecological observations reveal
that there must be large seasonal fluctuations in the actual
population sizes due to reduced numbers of larval breeding
sizes during the dry season. For example, in the northern
region, S. tani can only be collected at six sampling sites in
the dry season compared to 25 sites in the cool season (the
cool season follows the rainy season so a large amount of
running water is still available) ( Jitklang et al., unpublished).
Most of these populations are likely to undergo local
extinction and recolonization. Aestivation of the eggs as a
mechanism for drought survival cannot be ruled out but
is less likely since most black fly eggs cannot tolerate
desiccation (Zhu et al. 1998). A behavioural study of
the Simulium venustum/verecundum complex found that
oviposition was related neither to larval nor to adult site
fidelity (Hunter & Jain 2000). Instead they tend to oviposit
randomly in ‘apparently suitable’ habitat. Larval or adult
site fidelity is expected to be associated with low genetic
diversity particularly the number of haplotypes in the
population (Wishart & Hughes 2001, 2003). However, high
levels of genetic diversity were detected in populations of
S. tani, particularly haplotype diversity, with more than
half (9 of 16) of the populations having a haplotype
diversity of 1. This suggests that the process of local
recolonization is accomplished by many, unrelated females.
The source of these females is presumably from the
relatively small numbers of breeding sites that do not
dry up during the dry season (e.g. MS2, CM1). A greater
availability of such dry season breeding sites in the north
where there is often year-round running water may, in
part, explain the larger effective population size in the
north. However, this is also largely due to demographic
history (see next section).

Population history

Evidence from the mismatch distributions and lamarc
analysis indicates that there have been population expan-
sions in all three regions (north, east and CS). Using τ = 2ut
and assuming 12 generations a year for S. tani (P. Adler,
personal communication) and a divergence rate of 2.3%
per million years (Myr) for insect mtDNA (Brower 1994),
the expansion times are estimated to be 540 000 and
500 000 years ago in the north and the east, respectively.
The bimodal peaks of the CS mismatch distribution have
a dominant left-hand peak that indicates a very recent
expansion (c. 100 000 years ago) occurring only in the CS
region. The smaller right-hand peak is comparable in mean
number of pairwise differences to those of the north and
east. This might suggest that populations in the CS region
have also undergone expansion during the mid-Pleistocene
along with the northern and eastern regions. However,

although such an expansion may well have occurred, the
signal would probably be largely or wholly obscured by
that of the more recent expansion. It is therefore most likely
that the older peak in the CS mismatch distribution (which
presumably corresponds to pairwise comparisons made
with and among the small number of highly divergent
CS haplotypes) is the result of more recent gene flow from
the north.

One possible explanation for the older, mid-Pleistocene
expansion is that populations in the different regions
expanded independently in response to the same factor(s),
perhaps the change in climatic (and consequently environ-
mental) conditions during the mid-Pleistocene. However,
the evidence supports an alternative explanation that the
regional populations have resulted from the same wave of
demographic expansion as in a combined analysis (data
not shown) there is a single peak in the mismatch distribu-
tion (Excoffier 2004). The interior position of the northern
haplotypes (Fig. 3) and their higher level of genetic diver-
sity (Table 2) suggest that haplotypes from this region are
ancestral (Crandall et al. 1993). The decreasing level of
genetic diversity moving southwards (Fig. 2) coupled with
the evidence of unidirectional migration from the north to
CS and the east (Table 5) further suggests that black fly
populations in CS and the east originated entirely from
range expansions from the north (Hale & Singh 1987;
Caracristi & Schlötterer 2003). In addition three divergent
lineages have been detected in the north (A, B and C, Fig. 3)
but not in other regions. Instead haplotypes in the east and
CS regions are derived from one of the northern lineages
(lineage A, see below) suggesting that the north has a
longer history. The three divergent lineages in the north may
have resulted from Pleistocene climatic fluctuation which
enabled lineages to differentiate in different Pleistocene
refugia. During glacial periods the climatic conditions are
not only colder but also drier in the tropics (Voris 2000 and
references therein; Penny 2001) with a lower precipitation
rate than at the present time (Woodruff 2003 and references
therein). Thus many of the streams, the larval habitats of
S. tani, are likely to dry up during such periods. However,
some of the streams in high-altitude areas (e.g. mountain
tops) may still have been present as they can receive
enough moisture by intercepting the weak monsoon and
fog (Gathorne-Hardy et al. 2002). As the northern region is
composed of several mountain ranges with high altitude,
this area is likely to contain the refugium sites of S. tani dur-
ing the dry periods of the Pleistocene glaciations.

The relatively long branch lengths of the eastern haplo-
types indicate that they have maintained a large and
relatively stable population size after the colonization. As
the eastern region is in proximity to the sea, it probably
receives enough moisture from the sea to allow running
water to be retained in this region during the dry period of
the glaciations (Gathorne-Hardy et al. 2002). In contrast to
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the east, the CS haplotypes have shorter branch lengths
and a more starlike shape suggestive of a more recent
expansion that is also reflected by the lower mean number
of pairwise differences in the dominant peak of the mis-
match distribution. The lack of genetic differentiation
between the central and southern mtDNA haplotypes sug-
gests that the recent expansion was from a single source.
The reduction in diversity from north to south suggests
this source was either from a residual population that sur-
vived in the central region or from a small subset of haplo-
types from further north that colonized southwards when
environmental conditions improved after a period of gla-
ciation. Interestingly, recent southern population expan-
sion is also detected in other black flies (Pramual et al. in
prep.) and Anopheles dirus mosquitoes (O’Loughlin et al.
submitted). This general pattern perhaps indicates a response
to the same environmental/geographical factor(s).

Population genetic structure: geographical and ecological 
barriers to gene flow

The genetic structure of a population can result from
both ongoing (e.g. gene flow) and historical events (e.g.
population expansion, fragmentation). Information in the
genealogy of the haplotypes can be used to separate the
effects of these events (Templeton 1998). The mtDNA
genealogy of S. tani revealed no major genetic breaks but
there was some localized clustering of haplotypes. This is
characteristic of a species that has not experienced long-
term zoogeographical barriers to dispersal but where the
level of gene flow is limited (Avise et al. 1987). The results
from samova and FST further support the limitation of gene
flow between geographical regions (i.e. North, East and
CS) as populations from each geographical region group
together based on genetic criteria with high levels of
genetic differentiation between the groups (Fig. 1 and
Table 3).

Mountain ranges are unlikely to be a physical barrier
to dispersal between north and east, and north and south,
in S. tani as the species can be found breeding even in
high-altitude areas (more than 1000 m above sea level;
Kuvangkadilok et al. 1999). It is possible that extensive areas
of lowland may provide a barrier to gene flow if there is
insufficient fast running water. This may be the case in the
area intervening the north and east regions where we did
not find S. tani despite sampling at several sites. A greater
sampling effort needs to be made in this area before we can
infer that S. tani is likely to be absent there. The correlation
between genetic and geographical distance suggests isolation
by distance. However in a situation where environmental
conditions vary with geographical distance, the interpreta-
tion of limited gene flow as a function of geographical
distance may be misleading (Geffen et al. 2004). Recent
studies indicate that ecological differentiation between

populations can play an important role as a barrier to
gene flow potentially leading to speciation (reviewed in
Schluter 2001; Pfenninger et al. 2003). The differentiation
in environmental conditions between north and east, and
north and south, is likely to be a major factor limiting gene
flow between these populations with different selection
regimes operating in different regions (see below).

The high level of genetic differentiation, negligible
migration rates, and no common haplotype sharing
between the east and CS regions suggested that gene flow
between these regions is absent. The sea (Gulf of Thailand,
Fig. 1) separating the east and CS is likely to be an effec-
tive barrier to gene flow. Although wind-assisted long-
distance migration across the sea is possible for black flies
(Crosskey 1990), it seems unlikely for S. tani because even
the shortest distance between two populations separated
in part by the sea (PE from CS and CB3 from the east) is
very far at 260 km. The lack of genetic differentiation of
mtDNA between the central and southern regions could be
due to ongoing gene flow or the sharing of a recent com-
mon history (Templeton 1998). Given the recent popula-
tion expansion the latter is likely to be the main reason but
ongoing gene flow cannot be ruled out. Indeed, given the
lack of obvious physical barriers between the central and
southern regions ongoing gene flow from the south to the
central region seems the most likely explanation for the
occurrence of the S. tani form B (in a homozygous state) in
the central region given that all other cytotyped individuals
are S. tani form A. The alternative explanation, that repro-
ductive barriers have formed between the cytoforms, seems
less likely given their recent shared history.

The inference of historical migration associated with
population expansion suggested that populations in the
east and CS are derived from the north during the mid-
Pleistocene (see above). No more recent connection
between the east and CS has been detected. However, cyto-
logical investigations found that populations in the east
and south are both of the same cytological form (S. tani
form B). Thus S. tani form B in the east and south is most
likely to have been derived from a common ancestor in the
north. We cannot rule out the possibility of independent
origins for the same chromosomal inversion but this is
uncommon (Caccone et al. 1998). Since the PCA indicates
that ecological conditions in the east and south are similar
to each other but different from the north, it seems likely
that fixation of the chromosomal inversions of S. tani form
B in these regions is due to adaptation to the ecological con-
ditions in the east and south (most probably the high rela-
tive humidity and precipitation rate of tropical rainforest).
Conversely, in the northern and central regions (that
are drier and have a low precipitation rate, i.e. mixed
deciduous forest) S. tani form A appears to be favoured.
Although ecological adaptation seems the most likely
explanation of the fixed chromosomal differences it is
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possible that there are alternative causes such as
behavioural difference.

The differentiation in chromosomal arrangement cou-
pled with limitations to gene flow suggests that adaptation
to different ecological conditions is important in black fly
evolution. This result is consistent with a previous study
which indicated that adaptation to different ecological con-
ditions of larval habitats played an important role in pro-
moting speciation in black flies (Craig et al. 2001; Joy &
Conn 2001) At present, we cannot infer if the cytoforms of
S. tani represent early stages in the speciation process or not.
However, it is interesting to note that the situation here,
particularly between the south and central regions, appears
somewhat analogous to the model of parapatric speciation
put forward by Navarro & Barton (2003) in which speciation
is driven by the differential adaptation of genes located
within inverted regions of the genome in the face of gene flow.

Conclusion

Our study is the first comprehensive phylogeographic
study of black flies. Integrating information from mtDNA
and chromosomal inversion polymorphism has enabled
us to postulate the origin of cytoforms and their role in
ecological adaptation that could ultimately lead to speciation.
Our results also indicated the important role of historical
events (e.g. Pleistocene climatic change) and contemporary
ecological conditions in conjunction with behaviour (oviposi-
tion and dispersal) in the generation and maintenance of
genetic diversity and the shaping of the genetic structure of
the species. If the phylogeographic results presented here
are found to be similar in other organisms, it may indicate
the need to consider the northern, southern and eastern
regions as different management units for conservation
purposes.
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