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บทคัดยอ 
 

การศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตมีความสําคัญตอความเขาใจถึงกระบวนการ
วิวัฒนาการรวมทั้งบทบาทของปจจัยตางๆที่มีผลตอแบบแผนและระดบัความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตตลอดจนการเกิดสปซีสใหม นอกจากนี้ความเขาใจรูปแบบของโครงสรางและ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมมีความสําคัญในการจัดการทรัพยากรชีวภาพ ในการศึกษานี้ได
ทําการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดํา 3 ชนดิที่มีการกระจายทางภูมิศาสตรอยาง
กวางขวาง ไดแก Simulium tani, S. nakhonense และ S. quinquestriatum โดยใชลําดับนวิคลีโอไทด
ของ cytochrome oxidase subunit I (COI) ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายพนัธุกรรม 
โครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําทัง้ 3 ชนิดมีความคลายคลึงกัน โดยประชากรภาคเหนอืมี
ความแตกตางของโครงสรางและความหลากหลายทางพนัธุกรรมคอนขางสูงและมีความแตกตางจาก
ประชากรภูมภิาคอื่นๆ โดยปจจัยทางภูมิศาสตร เชน แนวเทือกเขา รวมทั้งปจจยัทางนิเวศวิทยาของ
แหลงอาศัยมีผลตอระดับการถายยีนและนําไปสูความแตกตางทางพันธกุรรม ผลของการวิเคราะห
ประวัติศาสตรประชากรพบวาประชากรภาคเหนือของริ้นดําทั้งสามชนิดมปีระวัติศาสตรที่ยาวนาน
กวาประชากรภาคใต โดยประชากรภาคใตเกดิจากการ colonization ของประชากรบางสวนจาก
ภาคเหนือตอนลางหรือภาคกลางเมื่อประมาณ 100,000 – 200,000 ปตามดวยการขยายตวัของ
ประชากรทั้ง 3 ชนิดซึ่งอาจมีผลใหไมเกิดความแตกตางทางพันธกุรรมระหวางประชากร ความ
คลายคลึงกันของรูปแบบโครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมของริ้นดําทั้งสามชนิดอาจ
เปนผลจากอิทธิพลของสภาพนิเวศวิทยาในปจจุบันทีเ่หมือนกันหรือเปนผลของการเปลี่ยนแปลง
สภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน (Pleistocene) ที่นําไปสูการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมของภูมิภาค
นี้ซ่ึงอาจมีผลตอแหลงอาศัยของริ้นดํา หรือเกิดจากผลของปจจัยทั้งสองอยางรวมกนั ถึงแมแมลงริ้นดํา
ทั้ง 3 ชนิดจะมีความคลายคลึงกันทั้งรูปแบบโครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมรวมทั้ง
ประวัติศาสตรประชากร อยางไรก็ตามโครงสรางทางพันธุกรรมของริ้นดําแตละชนิดมีความแตกตาง
กันทั้งนี้เนื่องจากความแตกตางของนิเวศวทิยาของริ้นดําแตละชนดิ นอกจากนี้ยังพบวามี genetic 
introgression เกิดขึ้นระหวาง S. nakhonense และ S. quinquestriatum ซ่ึงอาจเกดิในอดตีที่มีผลตอ
โครงสรางทางพันธุกรรมของริ้นดําทั้งสองชนิดแมวา genetic introgression ยังคงดําเนินตอไปแตไมมี
ผลตอโครงสรางทางพันธุกรรมมาก 
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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. 
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สารบัญตาราง 
ตารางที่         หนา 
 

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 กลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani 
5. คา Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’D และ Fs ของ   21 
    13 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense 
6. คา Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’ D และ Fs ของ   22 
   11 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum 
7. FST ระหวาง 3 กลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani ที่จดัโดย SAMOVA 27 
8. Hierarchical analysis of molecular variance (AMOVA) ภายในสปซีสและระหวาง  31 
    สปซีสของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakonense และ Simulium quinquestriatum 
9. Pairwise FST ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense   32 
10. Pairwise FST ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum  34 
11. คาพารามิเตอรของการเกิด population expansion ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani  40 
12. การวิเคราะหดวย Maximum likelihood เพื่อหาขนาดประชากร (θ= 2Nfµ),   40 
      growth rates (g) และ migration rates (M=m/µ) ของ 3 กลุมประชากรของ 
      แมลงริ้นดาํชนิด Simulium tani. 
13. คา growth rate ที่คํานวณโดย maximum likelihood ภายใตเงื่อนไขของ exponential  43 
      growth model ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense และ  
     Simulium quinquestriatum 
14. คาพารามิเตอรของการเกิด population expansion ของแมลงริ้นดําชนิด    43 
     Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum คํานวณโดย  
     stepwise expansion model 
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ตารางที่         หนา 

 
15. ขนาดประชากร (θ= 2Nfµ), exponential growth rates (g) และ migration rates   45 
      (M=m/µ) คํานวณโดย maximum likelihood ของกลุมประชากรของแมลงริ้นดํา 
      ชนิด Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum 
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สารบัญภาพ 
ภาพที ่         หนา 
 

1. ประชากรแมลงริ้นดําชนดิ Simulium tani ที่ทําการศึกษารายละเอยีดของประชากร  10 
    แสดงในตารางที่ 1  

     2. ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense ที่ทําการศึกษารายละเอยีดและ 12 
         สัญลักษณของแตละประชากรแสดงในตารางที่ 2 

3. ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum ที่ทําการศึกษา    14 
    รายละเอียดและสัญลักษณของประชากรแสดงในตารางที่ 3 
4. กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความหลากหลายของนิวคลีโอไทด    20 
    (nucleotide diversity) กับละติจูด (latitude) 
5. Median-joining network ของ 147 ตัวอยางของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani   24 
    โดยแตละวงกลมคือ 1 แฮพโพลไทปและสีของวงกลมหมายถึงตําแหนง 
    ทางภูมิศาสตรของแฮพโพลไทป (เหลือง คือ ภาคเหนือ ชมพูคือภาคตะวันออก  
    เขียวคือภาคกลาง และน้ําเงินคือภาคใต 
6. Median-joining network คํานวณโดยโปรแกรม NETWORK ของ 207 ตัวอยางของ  25 
    แมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense (123 ตัวอยาง) และ Simulium quinquestriatum  
   (84 ตัวอยาง) ภาพวงกลมแสดงแตละแฮพโพลไทปโดยขนาดของวงกลมเปนสัดสวน 
   กับจํานวนตวัอยางของแตละแฮพโพลไทป สีของวงกลมแสดงถึงสปซีสและ 
   ตําแหนงทางภูมศิาสตรของแฮพโพลไทป (สีเหลือง = S. nakhonense ภาคเหนือ,  
   สีฟา = S. nakhonense ภาคกลาง, สีน้ําเงิน = S. nakhonense     ภาคใต,  
   สีน้ําตาล = S. quinquestriatum ภาคเหนือ, สีมวง = S. quinquestriatum ภาคกลาง 
   และสีเขียว = S. quinquestriatum ภาคใต 
7. UPGMA tree จากลําดับนวิคลีโอไทดของ  D3 ของแมลงริ้นดําชนดิ    26 
    Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum โดยใช  
   Simulium fenestriatum เปน outgroup 
8. กลุมประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani ซ่ึงจัดกลุมโดยใชระดบัความแตกตางทาง 28 
    พันธุกรรมดวยโปรแกรม SAMOVA 
9. กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา fixation indices (F) และจํานวนกลุมประชากร (k)  29 
    ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani จากการวิเคราะหดวย SAMOVA   FCT คือความแตก 
    ตางทางพันธุกรรมระหวางกลุมประชากร FST คือความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวาง 
    ประชากรและ FSC คือความแตกตางทางพันธุกรรมภายในประชากร 
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Executive summary 
 แมลงริ้นดําจัดอยูในวงศ (family) Simuliidae อันดับ (order) Diptera ปจจุบันมีรายงานการ
คนพบแลวทั้งสิ้น 1,809 สปซีส (Crosskey and Howard 2004) ในบางภูมิภาคของโลก เชน แอฟริกา 
อเมริกากลาง และอเมริกาใต แมลงริ้นดําเปนพาหะของโรค Onchocerciasis หรือ River blindness 
ซ่ึงเกิดจาก Onchocerca volvulus ที่ถายทอดโดยแมลงริ้นดําบางชนิดในสกุล (genus) Simulium 
นอกจากนี้แมลงริ้นดํายังสามารถถายทอดโปรโตซัวสกุล Luecozytozoon ในสัตวปก รวมถึงไวรสั
บางชนิด (Crosskey 1990) การกัดของริ้นดําจํานวนมากทําใหผลผลิตของปศสัุตวลดลงได เชน 
น้ําหนกัตัวหรือปริมาณน้ํานมลดลง (Crosskey 1990; Adler et al. 2004) ดังนัน้แมลงริ้นดําจงึมี
ความสําคัญทั้งทางดานการแพทยและเศรษฐกิจ 
 ในประเทศไทยมีรายงานการพบริ้นดําแลวทั้งหมด 66 สปซีส จัดอยูใน 6 สกุลยอย 
(subgenus) ของสกุล Simulium ในประเทศไทยยังไมมรีายงานการเกดิโรคที่มีร้ินดําเปนพาหะแตมี
รายงานการพบพยาธิ Onchocerca sp. ซ่ึงยังไมสามารถจําแนกชนดิไดในริ้นดํา 3 ชนิดที่พบใน
ภาคเหนอืของประเทศไทยคอื Simulium nodosum, S. asakoae และ S. nigrogilvum 
 การศึกษาพนัธุศาสตรประชากรมีสวนสําคัญที่นําไปสูความรูความเขาใจเกี่ยวกบักระบวน 
การวิวฒันาการของสิ่งมีชีวิตรวมถึงปจจัยและกลไกที่นําไปสูการเกิดความหลากหลายทางชีวภาพได 
ประเทศไทยนบัวามีความหลากหลายทางชวีภาพในระดับสูงแตยังขาดความรูพื้นฐานเกี่ยวกับ
ทรัพยากรชีวภาพเหลานี้อีกมาก เชนเดยีวกันกับการศึกษาพันธุศาสตรเชิงประชากรในประเทศไทย
ยังมีนอยมาก อีกทั้งปจจุบันมีการสูญเสียทรัพยากรธรรมชาติจากกจิกรรมของมนุษยในอัตราที่สูง 
ดังนั้นความรูพื้นฐานดานพนัธุศาสตรประชากรซึ่งจะนาํไปสูความเขาใจแบบแผนของความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมในประเทศไทยจึงมีความจําเปนตอการจัดการทรพัยากรชวีภาพเหลานี้  
 แมลงริ้นดํามีความเหมาะสมในการใชเปนสิ่งมีชีวิตตนแบบในการศึกษาพันธุศาสตร
ประชากรในประเทศไทย ทัง้นี้เพราะแมลงริ้นดํามีการกระจายทางภูมศิาสตรที่กวางขวางครอบคลุม
ทุกภูมภิาคของประเทศ นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาดานอืน่ๆ เชน อนุกรมวิธาน (เฉลียว และคณะ 2544; 
Kuvangkadilok and Takaoka, 2000; Takaoka and Choochote, 2004b) นิเวศวิทยา (Kuvangkadilok 
et al., 1999a) และ เซลลพนัธุศาสตร (Kuvangkadilok et al., 1999b; Kuvangkadilok et al. 1999c; 
Kuvangkadilok et al. 2003) ในการศึกษานี้ผูวิจยัไดเลือกแมลงริ้นดํา 3 สปซีส ไดแก Simulium tani 
Takaoka and Davies, S. nakhonense Takaoka and Suzuki และ S. quinquestriatum Shiraki  ที่มีการ
กระจายทางภมูิศาสตรที่กวางขวางพบไดในทุกภูมภิาคของประเทศไทยยกเวนภาคะวันออกเฉยีง
เหนือมาศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของไมโทคอน 
เดรียลดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายพันธุกรรม  
 ผลการศึกษาพบวาแมลงริ้นดาํทั้ง 3 ชนิดมีแบบแผนของโครงสรางและความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมที่คลายคลึงกัน กลาวคือประชากรภาคเหนือมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่สูง
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และมีระดับความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากรมากกวาประชากรภาคใต จากการ
วิเคราะหประวัติศาสตรประชากรพบวาประชากรแมลงริน้ดําจากภาคเหนือมีประวัตศิาสตรที่ยาว 
นานกวาประชากรภาคใตในทั้ง 3 สปซีส นอกจากนีย้ังพบวาประชากรจากภาคใตนั้นเกดิจากการ 
colonization จากประชากรภาคเหนือเมื่อประมาณ 100,000 ถึง 200,000 ปที่ผานมาตามดวยการเกดิ 
population expansion ความคลายคลึงกันของแบบแผนของโครงสรางและความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของริ้นดําทั้ง 3 ชนิดที่มกีารกระจายทางภมูิศาสตรเหมือนกันอาจเปนผลมาจากอิทธิพล
ของสภาพนิเวศวิทยาที่คลายคลึงกันหรืออาจเกดิจากอิทธิพลของการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมใน
อดีต เชน การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน (Pleistocene) ซ่ึงมีผลตอแหลงอาศัยของ
ร้ินดําทําใหร้ินดําทั้ง 3 ชนิดมกีารตอบสนองในลักษณะทีค่ลายคลึงกันตอการเปลี่ยนแปลงดังกลาว  
นอกเหนือจากการที่ประชากรภาคเหนือมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงกวาภาคใตซ่ึงเปนผล
จากการที่ประชากรภาคเหนอืมีประวัติศาสตรที่ยาวนานกวายังอาจเกีย่วเนื่องกับความหลาก 
หลายของแหลงอาศัยของริ้นดําที่มีความหลากหลายมากกวาภาคใต  

ถึงแมวาแบบแผนของโครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมรวมไปถึง
ประวัติศาสตรประชากรของริ้นดําทั้ง 3 ชนิดจะมีความคลายคลึงกันแตก็มีความแตกตางบางอยาง 
เชน ประชากรของแมลงริ้นดาํชนิด S. nakhonense และ S. quinquestriatum ในภาคเหนือของแตละ 
สปซีสมีความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวางประชากรในระดับสูงแตไมมีความแตกตางทางพันธุ 
กรรมระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด S. tani ความแตกตางเหลานี้สามารถอธิบายไดดวย
ความแตกตางทางนิเวศวิทยาและชีววิทยาของริ้นดําเหลานี้ 
 จากการวิเคราะหโครงสรางทางพันธุกรรมของริ้นดําทั้ง 3 สปซีสพบวาปจจยัทางกายภาพ 
เชน ระยะหางทางภูมิศาสตร แนวเทือกเขา และทะเล เปนปจจยัทีจ่ํากัดการถายยนี (gene flow) 
ระหวางประชากรของริ้นดําทั้ง 3 สปซีส บงชี้วาปจจัยทางกายภาพเหลานี้อาจมีสวนสําคัญใน
กระบวนการววิัฒนาการของริ้นดํา อยางไรก็ตามความแตกตางทางนิเวศวิทยาของแหลงอาศัยอาจมี
บทบาทสําคัญเชนกันโดยเฉพาะอยางยิ่งตอการกระจายตัวของ cytoforms  
 ความใกลชิดและความคลายคลึงของแบบแผนโครงสรางทางพันธุกรรมระหวาง  
S. nakhonense และ S. quinquestriatum บางสวนอาจมีผลมาจากการเกิด mtDNA introgression 
ระหวางแมลงริ้นดํา 2 ชนดินี้โดยการเกดิ mtDNA introgression ที่มีผลตอรูปแบบโครงสรางทาง
พันธุกรรมดังกลาวนาจะเกดิในอดตีถึงแมวา mtDNA introgression จะเกิดในปจจุบันดวยก็ตามแต
ไมนาจะมีผลมากนัก 
 ผลของงานวิจยันี้เปนความรูพื้นฐานที่สําคญัซึ่งแสดงใหเห็นถึงแบบแผนของความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของริ้นดําในประเทศไทยซึ่งมีรูปแบบของโครงสรางและความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมที่คลายคลึงกัน อยางไรก็ตามยังไมสามารถชี้ชัดวาความคลายคลึงดังกลาวเปน
ผลจากอิทธิพลของสภาพนิเวศวิทยาในปจจุบันที่คลายคลึงกันหรือเปนผลจากอิทธิพลของการ
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เปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมในอดีต เชน การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน อยางไร
ก็ตามถามีการศึกษาในสิ่งมีชีวิตกลุมอื่นทีม่ีแบบแผนการกระจายทางภูมิศาสตรที่เหมือนกันกับ
การศึกษานีจ้ะทําใหสามารถบงชี้ถึงปจจัยทีม่ีผลตอความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตใน
ภูมิภาคนีไ้ดซ่ึงอาจมีสวนชวยในการวางแผนการจัดการทรัพยากรชีวภาพ 
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1. บทนํา 
แมลงริ้นดํา (black flies) จัดอยูในวงศ (family) Simuliidae ในอันดับ (order) Diptera 

ปจจุบันมีการคนพบแลวทั้งสิ้น 1,809 สปซีส (Crosskey and Howard, 2004) แมลงริ้นดําเปนแมลงที่
มีความสําคัญทางดานการแพทยมากที่สุดชนิดหนึ่งเนื่องจากริ้นดําบางชนิดเปนพาหะของโรค 
Onchocerciasis หรือ River blindness ซ่ึงเปนโรคที่เกดิจาก filarial nematode ชนิด Onchocerca 
volvulus โดยมีพาหะเปนแมลงริ้นดําเพศเมียบางชนิด เชน Simulium damnosum, S. naveavie, S. 
exiguum เปนตน (Crosskey, 1990) นอกจากนี้ร้ินดํายังสามารถถายทอดโปรโตซัวสกุล 
Luecozytozoon ในสัตวปก รวมทั้งไวรัสบางชนิดดวย (Mead et al., 1999) การกัดของแมลงริ้นดาํ
จํานวนมากทําใหเกิดความเสียหายตอสัตวปกและปศุสัตว เชน ทําใหผลผลิตน้ํานมและน้ําหนักตัว
ลดลง (Adler et el., 2004) ดังนัน้แมลงริ้นดําจึงมีความสําคัญทั้งทางการแพทยและเศรษฐกิจ ใน
ประเทศไทยมรีายงานการพบริ้นดําจนถึงปจจุบันทั้งสิ้น 66 สปซีส ซ่ึงจัดจําแนกอยูใน 6 สกุลยอย 
(subgenus) และอีก 1 สปซีสซ่ึงยังไมมีการจําแนกวาอยูในสกุลยอยใด ร้ินดําทัง้หมดอยูในสกุล 
(genus) Simulium แมจะไมมีรายงานการพบโรค Onchocerciasis ในประเทศไทย แตมีรายงานการ
พบ Onchocerca sp. ในแมลงริ้นดํา 3 สปซีส คือ S. nodosum, S. nigrogilvum และ S. asakoae ใน
จังหวดัเชยีงใหมโดยเชื่อวานาจะเปน Onchocerca sp. ที่อยูในปศุสัตว (Takaoka et al., 2003; Fukuda 
et al. 2003) 
 นอกเหนือจากความสําคัญทางการแพทยและเศรษฐกิจแลวกระบวนการวิวัฒนาการของ
แมลงริ้นดําก็มคีวามนาสนใจ การศึกษาในภูมภิาคตางๆแสดงใหเห็นวากระบวนการเกิดสปซีสใหม 
(speciation) ของแมลงริ้นดํานาจะเกีย่วของหรือเปนผลจากการปรับตัวใหเขากบัสภาพนิเวศวทิยา
ของแหลงอาศัยที่แตกตางกันของแตละสปซีส โดยเฉพาะอยางยิ่งแหลงอาศัยของตัวออน (larva) ซ่ึง
ไดแกแหลงน้ําไหลตามธรรมชาติ การศึกษาเซลลพันธุศาสตรโดยการเปรียบเทียบการเรียงตัวของ
แบนดของโพลีทีนโครโมโซมในแมลงริ้นดําหลายๆชนิดที่ทําการจดัจําแนกโดยใชรูปรางสัณฐาน
วิทยาพบวาแมลงริ้นดําเหลานี้ประกอบดวยหลายๆซิปลิงสปซีสที่สามารถแยกจากกนัไดโดยอาศัย
เทคนิคทางเซลลพันธุศาสตรโดยการเปรียบเทียบการเรยีงตัวของแบนดของโพลีทีนโครโมโซม 
(Rothfels, 1979) โดยการกระจายตัวทางภูมิศาสตรของซิปลิงสปซีสเหลานี้สวนใหญจะมี
ความสัมพันธกับนิเวศวิทยาของแหลงอาศัย โดยแตละซิปลิงสปซีสมีความแตกตางทางนิเวศวิทยา
ของแหลงอาศัย เชน แตละซิปลิงสปซีสของแมลงริ้นดํากลุมซับซอน S. tuberosum มกีารกระจายตวั
ในแตละ ecoregion ของอเมริกาเหนือ (Adler and McCredie, 1997) การกระจายของซิปลิงสปซีส
ของริ้นดําชนดิซับซอน S. damnosum มีความสัมพันธกับเขต savannah หรือ ปาทึบของแอฟริกา
ตะวนัตก (Boakye et al., 1998) นอกจากนี้การศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยใชลําดับนวิคลี
โอไทดของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอยังสนบัสนุนแนวคิดของการเกิดสปซีสใหมของริ้นดําโดยเกิด
จากผลของการปรับตัวตอนิเวศวิทยาแหลงอาศัยของตัวออน Joy and Conn (2001) ทําการศึกษาสาย
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สัมพันธทางววิัฒนาการของแมลงริ้นดําใน Society Island พบวาการเกดิสปซีสใหมของแมลงริ้นดํา
ที่พบในหมูเกาะนี้นาจะเปนผลจากการปรับตัวใหเหมาะสมกับสภาพนเิวศวิทยาของแหลงอาศัยของ
ตัวออนที่แตกตางกัน 
 การศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากรมีสวนสําคัญอยางยิ่งตอความรูความเขาใจเกี่ยวกบั
กระบวนการววิัฒนาการของสิ่งมีชีวิต กระบวนการและปจจัยที่มีผลตอการเกิดสปซีสใหม 
กระบวนการและรูปแบบในการถายยีน (gene flow) ปจจัยที่มีผลกระทบตอการถายยีนระหวาง
ประชากร ซ่ึงความรูความเขาใจเกีย่วกับกระบวนการพื้นฐานดังกลาวนีน้อกจากจะเปนประโยชนใน
เชิงวิชาการยังสามารถนําไปประยุกตใชในหลายๆดาน เชน การควบคุมแมลงที่เปนพาหะของโรค 
การปรับปรุงพันธุพืชและสัตว เปนตน  

อยางไรก็ตามในประเทศไทยยังมีการศึกษาดานพันธุศาสตรเชิงประชากรนอยมาก 
การศึกษาในภมูิภาคอื่นๆ เชนในอเมริกาเหนือ ออสเตรเลีย และยุโรป (reviewed in Hewitt 1996; 
2004) นําไปสูความรูความเขาใจเกี่ยวกับปจจัยที่มีผลตอโครงสรางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตชนิด
ตางๆในภูมภิาคดังกลาว ซ่ึงขอมูลที่ไดจากการศึกษาสามารถนําไปประยกุตใชในการจดัการ
ทรัพยากรชีวภาพได ในขณะที่ประเทศไทยมีความหลากหลายทางชีวภาพในระดับสูง แตองคความรู
ดานความหลากหลายทางพนัธุกรรมยังมนีอยมากอกีทัง้การศึกษาสวนใหญกจ็ํากดัในบางภูมภิาคไม
ครอบคลุมทั่วประเทศ ดังนัน้การศึกษาดานพันธุศาสตรเชิงประชากรในประเทศไทยจึงจําเปนตองมี
การศึกษาสิ่งมชีีวิตที่มีการกระจายทางภูมิศาสตรที่กวางขวาง นอกจากนี้แลวส่ิงมีชีวิตที่จะนํามาใช
ศึกษาควรจะมขีอมูลพื้นฐานดานอื่นๆประกอบดวย เชน การกระจายทางภูมิศาสตร อนุกรมวิธาน 
และนิเวศวิทยา เปนตน จากการศึกษาเบือ้งตนพบวาแมลงริ้นดําในประเทศไทยมีความเหมาะสมที่
จะนํามาใชเปนสิ่งมีชีวิตตนแบบในการศกึษาพันธุศาสตรเชิงประชากรอยางยิ่ง เนื่องจากมีการ
กระจายทางภมูิศาสตรที่กวางขวางสามารถพบไดในทุกภมูิภาค รวมทั้งมีขอมูลการศึกษาดานอื่นๆ 
เชน อนกุรมวธิาน เซลลพันธุศาสตร และนิเวศวิทยา  
 การศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากรของแมลงริ้นดํามีการศึกษาในหลายๆระดับ ทั้งระดับ
รูปรางสัณฐานวิทยาภายนอก เซลลพันธุศาสตร ชีวเคมี เชน enzyme electrophoresis และระดับ
โมเลกุลโดยการศึกษาความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทด อยางไรก็ตามการศกึษาสวนใหญใช
เทคนิคทางเซลลพันธุศาสตรโดยการเปรียบเทียบแบนดของโพลีทีนโครโมโซม ในขณะทีก่ารใช
เทคนิค enzyme electrophoresis ไมประสบความสําเร็จในการตรวจสอบหาความแตกตางทาง
พันธุกรรมระหวางประชากร (Feraday and Leohardt, 1989; Snyder and Linton, 1984) ซ่ึงตางจาก
การใชเซลลพันธุศาสตร หรือการใชลําดับนิวคลีโอไทดในปจจุบันที่สามารถตรวจสอบพบความ
แตกตางทางพนัธุกรรมระหวางประชากร การศึกษา enzyme electrophoresis มีขอจํากัดเนื่องจากมี
ความแปรผันอยูในระดับต่ําจึงไมสามารถนํามาตรวจสอบความแตกตางระหวางประชากรได 
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 การศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากรของแมลงหลายๆชนิดในปจจุบนัมีการศึกษาลําดับนิว 
คลีโอไทดของยีนโดยเฉพาะอยางยิ่งของไมโทคอนเดรียอยางกวางขวาง ทั้งนี้เพราะลําดับนวิคลีโอ
ไทดของไมโทคอนเดรียลดเีอ็นเอมีความแปรผันในระดบัที่สูงเมื่อเทียบกับนิวเคลียรดีเอ็นเอ ลําดับ 
นิวคลีโอไทดของยีนที่นยิมนํามาศึกษามากที่สุดคือ Cytochrome oxidase I (COI) ตัวอยางเชน 
การศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากรของยงุกนปลองชนดิซับซอน Anopheles dirus ชนิด A, D และ C 
ในเอเชยีตะวันออกเฉียงใต (Walton et al., 2000) การศึกษาพันธุศาสตรประชากรของ meadow 
grasshopper ชนิด Chorthippus parallelus ในยุโรป (Lunt et al., 1998) การศึกษาพันธุศาสตร
ประชากรของ tiger beetles ในญี่ปุน (Satoh et al., 2004) การศึกษาพันธุศาสตรประชากรของ
แมลงวันผลไมชนิด Bactocera depressa (Mun et al., 2003) จากตัวอยางเหลานีจ้ะเห็นไดวายีน COI 
มีความเหมาะสมในการนํามาใชศึกษาพันธศุาสตรเชิงประชากรของแมลง  
 ในการศึกษานีไ้ดเลือกแมลงริ้นดํา 3 ชนิดที่มีการกระจายทางภูมิศาสตรอยางกวางขวางเพื่อ
ทําการศึกษาพนัธุศาสตรเชิงประชากร ไดแก Simulium tani Takaoka and Davies, S. nakhonense 
Takaoka and Zusuki และ S. quinquestriatum Shiraki แมลงริ้นดําชนดิ S. tani จัดอยูใน Simulium 
tuberosum species group ในประเทศไทยแมลงริ้นดํากลุมนี้มีอยางนอย 8 ชนิด แมลงริ้นดําชนิด S. 
tani มีการกระจายทางภูมิศาสตรที่กวางขวางที่สุด การกระจายตัวของแมลงริ้นดําใน S. tuberosum 
species group มีความสัมพันธกับปจจยัทางนิเวศวิทยาของแหลงอาศัยของตัวออน เชน S. weji พบ
เฉพาะในแหลงน้ําไหลที่มีปริมาณตะกอนหินปูนมาก (Takaoka, 2001) ในขณะที่แมลงริ้นดํา S. 
rufibasis พบเฉพาะในลําธารที่อยูสูงจากระดับน้ําทะเลมากกวา 1,000 เมตรขึ้นไป แตแมลงริ้นดํา
ชนิด S. tani พบกระจายในแหลงน้ําไหลทั้งในที่สูง (>1,000 เมตรจากระดับน้าํทะเล) และในทีต่่าํ
รวมทั้งในลําธารที่มีขนาดแตกตางกัน (Kuvangkadilok et al., 1999a) จากการที่แมลงริ้นดําชนิดนีม้ี
การกระจายตวักวางขวางทั้งในแงภูมิศาสตรและนิเวศวิทยาแหลงที่อยูอาศัยจึงมีความนาสนใจใน
การศึกษาเปรยีบเทียบถึงความสําคัญและอิทธิพลของปจจัยทางดานกายภาพและนเิวศวิทยาตอระดบั
การถายยีนและความแตกตางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดํา 
 แมลงริ้นดําชนิด S. nakhonense และ S. quinquestriatum จัดอยูใน Simulium striatum 
species group โดยแมลงริ้นดําในกลุมนี้มี 4 ชนิดที่พบในประเทศไทย แมลงริ้นดําสองชนิดนี้มีการ
กระจายที่กวางขวางพบไดในทุกภูมภิาคในขณะที่อีก 2 ชนิด (S. chiangmaiense และ S. 
thailandicum) พบเฉพาะภาคเหนือเทานัน้ นอกจากนี้ตวัออนของแมลงริ้นดําชนิด S. nakhonense 
และ S. quinquestriatum ยังอาศัยในแหลงน้ําไหลที่คลายคลึงกัน คือแหลงน้ําไหลขนาดใหญและน้ํา
ไหลแรง จากการศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของ ITS2 ของ 
ribosomal RNA พบวาร้ินดําทั้งสองชนิดมีความใกลชิดกนัทางพันธุกรรมมากที่สุด (Thanwisai et al., 
2005) ดังนั้นการศึกษาเปรียบเทียบโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําที่มีความใกลชิดทาง
พันธุกรรมและมีการกระจายทางภูมิศาสตรที่เหมือนกนัทําใหสามารถตรวจสอบการตอบสนองของ
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ส่ิงมีชีวิตที่ใกลชิดทางสายพนัธุกรรมตอสภาพนิเวศวิทยาทั้งในอดีตและปจจุบนัรวมทั้งปจจัยทาง
กายภาพของแหลงเพาะพนัธุ ซ่ึงจะนาํไปสูความรูความเขาใจปจจยัที่นําไปสูความแตกตางทาง
พันธุกรรมของริ้นดํา 2 ชนดินี้ นอกจากนี้การเปรียบเทียบโครงสรางทางพันธุกรรมของริ้นดําชนิดนี้
กับแมลงริ้นดาํชนิด S. tani จะทําใหทราบถึงแบบแผนของความหลากหลายทางพันธุกรรมของริ้นดํา
ในประเทศไทยรวมทั้งปจจัยที่มีผลตอแบบแผนของการกระจายตวัดังกลาว ขอมูลเหลานี้นอกจากจะ
มีประโยชนตอความรูความเขาใจพื้นฐานของกระบวนการวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตแลวยังอาจมี
ความสําคัญตอการวางแผนการจัดการทรพัยากรชวีภาพของประเทศไทยในอนาคต 
 
2. วัตถุประสงค 

1. ศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําแตละชนดิโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของ
ไมโทคอนเดรยีลดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายพนัธุกรรม 

2. เปรียบเทียบระดับความแปรผันทางพันธุกรรมของประชากรแมลงริ้นดาํชนิดเดยีวกันและ
ตางชนิดกนัทีม่ีการกระจายทางภูมิศาสตรเหมือนกนั 

3. เปรียบเทียบอทิธิพลของปจจัยทางภูมิศาสตรและนิเวศวทิยาตอโครงสรางทางพันธุกรรม
ของแมลงริ้นดาํและประวัติศาสตรประชากรของแมลงริ้นดําแตละชนิด 

4. เปรียบเทียบประวัติศาสตรประชากรของแมลงริ้นดําแตละชนิดที่มกีารกระจายทาง
ภูมิศาสตรเหมอืนกัน 

 
3. ระเบียบวิธีวิจัย 
 3.1 การเก็บตัวอยาง 
 ทําการสํารวจและเก็บตวัอยางริ้นดําจากแหลงน้ําไหลธรรมชาติในภูมภิาคตางๆของประเทศ
ไทยซึ่งแสดงรายละเอียดในตารางที่ 1, 2 และ 3 และภาพประกอบที่ 1, 2 และ 3 จับตัวออนและ
ดักแดโดยใชปากคีบเล็กคบีตวัออนและตัวดักแดที่เกาะตามกอนหนิ เศษวัสดุ รวมทั้งพืชและใบไมที่
ลอยในน้ําไหล ดองตัวอยางใน Canoy’s fixative (absolute ethanol 3 สวนตอ acetic acid 1 สวน) 
เปลี่ยน fixative หลังจากการเก็บตัวอยางประมาณ 5 นาที และ 1 ช่ัวโมง จากนัน้เปลี่ยนอีก 2 คร้ัง
หลังการเก็บตวัอยาง 12 ช่ัวโมงและ 24 ช่ัวโมง ตัวอยางที่เก็บมาตองแชในน้ําแข็งหรือในตูเยน็
อุณหภูมิ 4º C สําหรับตัวเต็มวัยจับโดยใชคนเปนเหยือ่ลอ ตัวเต็มวยัสวนหนึ่งไดจากการเลี้ยงตวั
ดักแดแตละตวัในหลอดพลาสติกที่กนหลอดรองดวยกระดาษกรองชุบน้ําและปดดวยผาขาวบาง
เพื่อใหดักแดฟกออกเปนตวัเต็มวัย จากนัน้ดองตัวเต็มวัยใน 80% ethanol 
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3.2 การวินิจฉัยรูปรางลักษณะของตัวออนริ้นดํา 
 ทําการจําแนกชนิดของแมลงริ้นดําโดยการเปรียบเทียบรูปรางลักษณะของตัวออนและตัว
ดักแดโดยใชกญุแจของ Takaoka and Davies (1995) และรายงานการศึกษาของ Takaoka (1979), 
Takaoka and Suzuki (1984) และ Takaoka and Saito (1996) เนื่องจากแมลงริ้นดําหลายชนิดมีรูปราง
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทีใ่กลเคียงกัน ดังนั้นจึงมีความจําเปนตองใชเทคนิคทางเซลลพันธุศาสตร
ศึกษาเปรียบเทียบแบบแผนการเรียงตัวของแบนดของโพลีทีนโครโมโซมเพื่อชวยในการจําแนก
ชนิดของแมลงริ้นดํา เตรียมโพลีทีนโครโมโซมโดยใช Fuelgen technique ตามวิธีการของ Rothfels 
and Dunbar (1953) กอนนําเอาตัวออนมาทําการเตรียมโพลีทีนโครโมโซมจะทําการตัดสวนหัวและ
สวนอกของตวัออนออกแลวนําไปดองใน absolute ethanol เพื่อนําไปใชในการศึกษาอณูพนัธุ
ศาสตรตอไป ซ่ึงการศึกษาดวยวิธีนี้จะทําใหไดขอมูลทั้งดานเซลลพันธุศาสตรและอณูพันธุศาสตร
ในริ้นดําตวัเดยีวกัน เปรยีบเทียบแบนดของโพลีทีนโครโมโซมแบนดตอแบนดกบัแผนที่มาตรฐาน
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) จากสวนหวัและอกของตวัออนที่
ทําการศึกษาโพลีทีนโครโมโซมยืนยันสปซีสแลว ดีเอ็นเอบางสวนไดจากดกัแด ทําการเพิ่มปริมาณ
สารพันธุกรรมในสวนของยีน cytochrome oxidase subunit I (COI) ดวยเทคนิค PCR (polymerase 
chain reaction) โดยใชไพรเมอร C1-J-2195 (5´-TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT-3´; Simon 
et al., 1994) และ UEA10 (5´-TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3´; Lunt et al., 1996) ทํา 
PCR ปริมาตร 50 µl ซ่ึงประกอบดวย 1x reaction buffer, 2.0 mM MgCL2, 0.2 mM dNTP, 0.4 µM 
ของไพรเมอรแตละชนดิ 2 unit Taq DNA polymerase (Promega) และ 2 µl ของ DNA (dilute 1:20 
ถึง 1:40) โปรแกรมอุณหภูมสํิาหรับ PCR ประกอบดวย 94º C 5 นาที ตามดวย 36 รอบของ 95º C 40 
วินาที 45º C 50 วินาที และ 72º C 60 วินาที จากนัน้ตามดวย 72º C 5 นาที นอกจากนี้ยังไดศึกษา 28S 
ribosomal DNA สวน D3 โดยใชไพรเมอร D3A (5´-GACCCGTCTTGAAACACGGA-3´) และ 
D3B (5´-TCGGAAGGAACCA-GCTACTA-3´) (Litvaitis et al., 1994) โดยองคประกอบของ PCR 
เชนเดยีวกับองคประกอบในการศึกษายีน COI โปรแกรมอุณหภูมิประกอบดวย 94º C 5 นาที ตาม
ดวย 39 รอบของ 94ºC 30 วินาท ี 55ºC 30 วินาที 72ºC 1 นาที จากนั้นตามดวย 72ºC 4 นาที 
ตรวจสอบผลผลิต PCR ดวย 1% agarose gel electrophoresis ที่มี ethidium bromide 0.5 µg/mL และ
สองภายใตแสง UV ทําผลผลิต PCR ใหบริสุทธิ์ดวย GENECLEAN KIT (BIO101) ผลผลิต PCR ที่
บริสุทธิ์แลวนําไปหาลําดับนวิคลีโอไทดโดยใชไพรเมอรเดียวกับที่ใชทาํ PCR โดยหาลําดับนิวคลีโอ
ไทดทั้งสองดานโดยเครื่อง 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.น้ําตกหมอกฟา อ.แมริม จ.เชียงใหม  CM1  เหนือ   19˚ 06’N/98˚ 46’E      545  07.06.46 
2.บานหวยหมอ อ.ดอยสะเกด็ จ.เชียงใหม  CM2  เหนือ   19˚ 02’N/99˚ 20’E      850  03.06.46 
3.บานนางิ้ว อ.ขุนยวม จ.แมฮองสอน  MS1  เหนือ   18˚ 49’N/98˚ 02’E      814  05.06.46 
4.บานปางแปก อ.ปาย จ.แมฮองสอน  MS2  เหนือ   19˚ 26’N/98˚ 21’E      840  06.06.46 
5.น้ําตกแมเกิ๋งหลวง 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.บอพลอย 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.หวยรุง อ.เมือง จ.ระนอง   RN2  ใต   10˚ 02’N/98˚ 39’E        80  14.07.46 
16.น้ําตกเหมืองทวด อ.บานนาสาร   SR  ใต   08˚ 45’N/99˚ 26’E      120  29.07.43 
    จ.สุราษฎรธานี  
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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 ที่เก็บตัวอยาง 
 

1. น้ําตกวงัควาย อช.ดอยอินทนนท จ.เชยีงใหม  CM1  เหนือ  18º 30’ N/98º 40’ E 506          14.11.03 
2. น้ําตกหมอกฟา อช.ดอยสุเทพ-ปุย จ.เชียงใหม CM2  เหนือ  19º 06’ N/98º 46’ E 545            7.06.03 
3. อช.ถ้ําปลา-ผาเสื่อ จ.แมฮองสอน   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. น้ําตกคลองวังเจา จ.ตาก     TK1  เหนือ  16º 30’ N/99º 09’ E 506        14.11.03 
6. น้ําตกลานเลี้ยงมา อช.ลานสาง จ.ตาก  TK2  เหนือ  16º 46’ N/99º 01’ E 260        29.06.03 
7. หวยเขยง อ.ทองผาภูมิ จ.กาญจนบุรี  KB  กลาง  14º 37’ N/98º 31’ E 202        29.02.04 
8. บานกรางแคมป อช.แกงกระจาน จ.เพชรบรุี PE  กลาง  12º 47’ N/99º 27’ E 318          16.08.03 
9. หวยเหมือง 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. บานนิมิตรใหม กิ่ง อ.ชางกลาง   NS1  ใต  08º 20’ N/99º 40’ E 80         13.07.03 

จ.นครศรีธรรมราช   
13. น้ําตกพรหมโลก อ.ทาศาลา จ.นครศรีธรรมราช NS2  ใต  08º 31’ N/99º 48’ E 50          13.07.03 
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ภาพที่ 2 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense ที่ทําการศึกษารายละเอียดและ 
              สัญลักษณของแตละประชากรแสดงในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 3 รายละเอียดของประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum จํานวน 11 ประชากรที่ทําการศกึษา 
 

ประชากร      สัญลักษณ ภูมิภาค  ละติจูด/ลองจิจูด  ความสูง         วันเดือนปที่เก็บตัวอยาง 
 

1. น้ําตกหมอกฟา อช.ดอยสุเทพ-ปุย จ.เชยีงใหม  CM2  เหนือ  19º 06’ N/98º 46’ E 545     7.06.03 
2. น้ําตกแมยะ อช.ดอยอินทนนท จ.เชยีงใหม  CM3  เหนือ  18º 20’ N/98º 20’ E 500   13.12.02 
3. บานปางน้ําถุ อ.ดอยสะเกด็ จ.เชียงใหม   CM4  เหนือ  19º 06’ N/99º 27’ E 663   11.11.03 
4. บานแมอูคอ อ.ขุนยวม จ.แมฮองสอน   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.แกงกระจาน 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.ทายเหมอืง จ. พังงา   PG2  ใต  08º 25’ N/98º 18’ E 29     7.03.04 
10. น้ําตกดาดฟา อช.ใตรมเย็น จ.สุราษฎรธานี  SR  ใต  08º 51’ N/99º 28’ E 260   14.07.03 
11. น้ําตกแมเศรษฐี อ.รอนพิบูลย จ. นครศรีธรรมราช NS3  ใต  08º 09’ N/99º 49’ E 74     6.03.04 
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3.4 การวิเคราะหขอมูล 
 ศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของไมโทคอน 
เดรียลดีเอ็นเอ โดยศึกษาแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani จํานวน 147 ตัวอยางจาก 16 ประชากร 
(ตารางที่ 1 และภาพที่ 1) S. nakhonense จํานวน 123 ตัวอยางจาก 13 ประชากร (ตารางที่ 2 และภาพ
ที่ 2) และ S. quinquestriatum จํานวน 84 ตัวอยางจาก 11 ประชากร (ตารางที่ 3 และภาพที ่3) จัดเรียง
สายดีเอ็นเอโดยใชโปรแกรม CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) ใชโปรแกรม MODELTEST 
3.06 (Posada and Crandall 1998) เพื่อทดสอบหาโมเดลของ DNA substitution ที่เหมาะสมโดยใช 
hierarchical likelihood ratio test โดยพบวา HKY + I + G (Hasegawa et al. 1985) เปนโมเดลที่
เหมาะสมที่สุดสําหรับ S. tani ซ่ึงมีคา I = 0.6360 และ G = 0.6365 คา transition/transversion = 
12.0953 องคประกอบนวิคลีโอไทดมีสัดสวนดังนี้ 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)โดยมีคา I = 0.7457 และ G = 1.3022 สําหรับ S. 
nakhonense และ I = 0.7886 และ G = 1.2046 สําหรับ S. quinquestriatum คาสัดสวนองคประกอบ 
นิวคลีโอไทดของ 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 การวิเคราะหสายสัมพนัธของ haplotype (haplotype network) 
วิเคราะหสายสัมพันธของ haplotype โดยใช median-joining algorithm (Bandelt et 

al., 1999) ดวยโปรแกรม NETWORK 3.x (www.fluxus-engineering.com) โดยทําการวิเคราะหแยก
แมลงริ้นดําชนิด S. tani ออกจาก S. nakhonense และ S. quinquestriatum ทําการวิเคราะหสาย
สัมพันธของ D3 haplotypes โดยการสราง UPGMA tree ดวยโปรแกรม MEGA (Kumar et al., 2004) 

3.4.2 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมและโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากร 
คํานวณคาความหลากหลายของ haplotype (haplotype diversity) ความหลากหลาย

ของนิวคลีโอไทด (nucleotide diversity) คา θS = 2Neµ และคา FST ระหวางประชากรโดยโปรแกรม 
ARLEQUIN 2.000 (Schneider et al., 2000) โดยใชคา Gamma distribution (G) จาก MODELTEST 
ทดสอบความแตกตางทางสถิติโดย permutation ขอมูล 1,000 replications ใชโปรแกรม SAMOVA 
(Dupanloup et al., 2002) เพื่อจัดกลุมประชากรตามระดบัความแตกตางทางพันธุกรรมของประชากร
โดยการกําหนดจํานวนกลุมของประชากร (k) โปรแกรมจะจัดกลุมประชากรโดยใหระดับความ
แตกตางทางพนัธุกรรมภายในกลุม (FSC) มีคาต่ําที่สุดและคาความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง
กลุม (FCT) มีคาสูงที่สุด ทําการวิเคราะหโปรแกรม SAMOVA ดวย 100 simulated annealing 
processes โดยกําหนดคา k = 2 ถึง 10 (2 – 8 สําหรับ S. quinquestriatum) กลุมประชากรที่จัดไดมีคา 
FCT สูงที่สุดถือวาเปนการจดักลุมประชากรที่ดีที่สุด ทําการทดสอบ Isolation by distance โดย 
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Mantel (1967) test ดวยโปรแกรม IBD 1.52 (Bohonak, 2002) เพื่อหาความสัมพันธระหวาง
ระยะหางทางภูมิศาสตรกับระดับความแตกตางทางพันธกุรรม 

3.4.3 ความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวางสปซีส 
  วิเคราะหความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวาง S. nakhonense และ S. 
quinquestriatum โดยวิธีการ Analysis of Molecular Variance (AMOVA) (Excoffier et al., 1992) 
โดยจัดกลุมประชากรตามสปซีส ทําการทดสอบคาทางสถิติดวย permutation 1,000 ซํ้า โดยใช
โปรแกรม ARLEQUIN  

3.4.4 ประวัติศาสตรประชากร (Population history) 
ทําการวิเคราะหประวตัิศาสตรประชากรดวย mismatch distribution โดยโปรแกรม 

ARLEQUIN รวมกับการใชหลักการ coalescent theory และการวิเคราะหดวย maximum likelihood 
framework โดยใชโปรแกรม LAMARC 1.2.2 (Kuhner et  al., 2004) ทาํการวิเคราะหประวัติศาสตร
ประชากรตามกลุมประชากรที่จัดโดยโปรแกรม SAMOVA โดยผลของ mismatch distribution จะ
ไดกราฟที่เปนรูป unimodal สําหรับประชากรที่เกิด population expansion และกราฟจะเปนรูป 
multimodal ในประชากรทีม่ีขนาดไมเปลีย่นแปลง (stable population) (Roger and Harpending, 
1992) ทําการทดสอบความแตกตางทางสถิติของ mismatch distribution  โดย permutation 1000 
replications ของชุดขอมูลและ simulation ขอมูลภายใตเงื่อนไขของ stepwise expansion model 
จากนั้นเปรียบเทียบคา Sum of Square Deviation (SSD) ระหวางคา observed กับ simulation 
นอกจากนี้ยังทําการคํานวณคา population expansion parameters ซ่ึงประกอบดวย expansion time (τ 
= 2ut, โดย u = mTµ ซ่ึง mT คือความยาวของนิวคลีโอไทดสวนที่ทําการศึกษา และ µ คือ mutation 
rate และ t คือ time in generation) คา θ0 = 2µNe และ  θ0 = 2µNe โดย θ0 คือคา theta กอนเกดิ 
population expansion และ θ1 คือคา theta หลังเกิด population expansion โดยคา θ1 จะมีคามากกวา 
θ0 มากในกรณทีี่เกิด population expansion สําหรับการวิเคราะหดวย LAMARC โปรแกรมจะทําการ
วิเคราะหหาคา effective population size (θ = 2µNe), คา growth rate (g) และ migration rate 
(M=m/µ โดย m คือ migration rate ตอ generation และ µ คือ mutation rate)  

นอกจากนี้ยังทําการวิเคราะหประวตัิศาสตรประชากรดวย Tajima’D (Tajima, 1989) และ 
Fs (Fu, 1997) โดยทั้งสองคานี้จะมีคาเปนลบในประชากรที่เกิด population expansion ทดสอบคา
ทางสถิติของ Tajima’D และ Fs ดวย permutation 1,000 ซํ้า 
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4. ผลการศึกษา 
4.1 ความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 
Simulium tani 
จากความยาวนิวคลีโอไทดที่ทําการศึกษา 720 นิวคลีโอไทดและตัวอยางที่ศึกษาทั้งหมด 147 

ตัวอยางพบวาเกิดความแปรผันของนิวคลีโอไทด 127 ตําแหนง ซ่ึงทั้งหมดเปนการแทนทีเ่บส (base 
substitution) โดย 110 (86.61%) ตําแหนง เปนการแทนทีแ่บบ transition และ 17 (13.39%) ตําแหนง เปนการ
แทนที่แบบ transversion จํานวนแฮพโพลไทป (haplotypes) ทั้งหมดที่พบคือ 121แฮพโพลไทป โดยแฮพ
โพลไทปที่มีการกระจายกวางขวางที่สุดพบใน 4 ประชากรจากภาคเหนือ (TK3) ภาคกลาง (PE1) และภาคใต 
(RN3 และ RN4) คาความหลากหลายของแฮพโพลไทป (ตารางที่ 4) มีคาระหวาง 0.857 – 1.000 คาความ
หลากหลายของนิวคลีโอไทดมีคาระหวาง 0.003 – 0.016 โดยระดับความหลากหลายของนิวคลีโอไทดนี้มี
ความสัมพันธเชิงบวกอยางมนีัยสําคัญทางสถิติกับละติจดู (R2= 0.3501, p=0.016, ภาพที่ 4) 

Simulium nakhonense 
 จากความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดที่ทําการศึกษา 720 คูเบส และตัวอยางที่ศึกษาทั้งหมด 
123 ตัวอยางจาก 13 ประชากร พบวาเกิดความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทด 92 ตําแหนงโดยทั้งหมดเปน
การแทนที่เบส (base substitution) การแทนที่เบสสวนใหญ (87 ตําแหนง หรือ 94.57%) เปนการแทนที่แบบ 
transition และ 5 ตําแหนง (5.43%) เปนการแทนทีแ่บบ transversion จํานวนแฮพโพลไทปที่พบทั้งหมดคือ 
78 แฮพโพลไทป โดยแฮพโพลไทปที่มีการกระจายกวางที่สุดพบใน 3 ประชากรจากภาคเหนือ (CM2) และ
ภาคกลาง (KB2 และ PE2) ความหลากหลายของแฮพโพลไทปมีคาระหวาง 0.318 – 1.000 (ตารางที่ 5) ความ
หลากหลายของนิวคลีโอไทด (nucleotide diversity) (ตารางที่ 5) มีคาระหวาง 0.0005 – 0.017 โดยมีคาเฉลี่ย 
0.015 ระดับความหลากหลายของนิวคลีโอไทดนี้มแีนวโนมลดลงในประชากรภาคใตเชนเดยีวกับ S. tani 
 Simulium quinquestriatum 
 จากความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด 720 คูเบส และตัวอยางที่ศึกษาทั้งหมด 84 ตัวอยางจาก 
11 ประชากร พบวาเกิดความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทด 88 ตําแหนง โดยท้ังหมดเปนการแทนที่เบส ซ่ึง
สวนใหญ (79 ตําแหนง หรือ 89.77%) เปนการแทนทีแ่บบ transition และ 9 ตําแหนง (10.23%) เปนการ
แทนที่แบบ transvesion จํานวนแฮพโพลไทปทั้งหมดทีพ่บคือ 71 haplotypes คาความหลากหลายของแฮพ
โพลไทปมีคาระหวาง 0.000 – 1.000 (ตารางที่ 6) โดยประชากรสวนใหญ (7 จาก 11 ประชากร) มีคาความ
หลากหลายของแฮพโพลไทปเปน 1.000 คาความหลากหลายของนิวคลีโอไทด 0.000 – 0.018 โดยมีคาเฉลี่ย 
0.016 และคาความหลากหลายของนิวคลีโอไทดมีแนวโนมลดลงในประชากรจากภาคใตเชนเดยีวกับ S. tani 
และ S. nakhonense 
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 ในจํานวนแฮพโพลไทปของ COI ยีนของ S. nakhonense และ S. quinquestriatum ทั้งหมด พบวาม ี4 
แฮพโพลไทปที่พบในทั้ง 2 สปซีส โดย 3 แฮพโพลไทปพบในประชากรจากภาคใตและ 1 แฮพโพลไทปที่
เหลือพบที่ภาคกลาง (PE1) เปนที่นาสงัเกตวาประชากรที่มีแฮพโพลไทปรวมกันของสองสปซีสนี้มีระดับ
ความแปรผันทางพันธุกรรมที่ต่ํา  

4.2 ความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดของนิวเคลียรดีเอ็นเอ 
ทําการศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทดของ 28S ribosomal DNA สวน D3 ของประชากร S. nakhonense 

และ S. quinquestriatum ซ่ึงมีรายละเอียดของผลการศึกษาดังนี ้
Simulium nakhonense 
ลําดับนิวคลีโอไทดของ 28S ribosomal DNA สวน D3 สวนที่ทําการศึกษามีความยาวทั้งหมด 251 คู

เบส จากจํานวนตัวอยางที่ทําการศึกษาทั้งหมด 14 ตวัอยาง พบวาเกิดความแปรผันทัง้หมด 3 ตําแหนง โดย
เปนการแทนทีเ่บส 1 ตําแหนงและเกิด insertion/deletion 2 ตําแหนง จํานวนแฮพโพลไทปทั้งหมด 2 แฮพ
โพลไทป แฮพโพลไทปที่มีการกระจายกวางที่สุดพบใน 9 ประชากรจากภาคเหนอื (CM2, MS3, PB และ 
TK2) ภาคกลาง (KB2 และ PE2) และภาคใต (RN1, NS2 และ PG1)  
 Simulium quinquestriatum 
 ทําการศึกษาทัง้หมด 19 ตัวอยาง ความยาวทั้งหมดของลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทาํการศึกษาคอื 
251 คูเบสพบความแปรผันทั้งหมด 4 ตําแหนง โดยเปน insertion/deletion 2 ตําแหนงและเปนการแทนที่เบส 
2 ตําแหนง จาํนวนแฮพโพลไทปที่พบคือ 4 แฮพโพลไทป โดยแฮพโพลไทปที่กระจายกวางที่สุดพบใน 5 
ประชากรจากภาคเหนือ (CM3 และ KP2) และภาคใต (SR1, NS3 และ PG2)  
 เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ D3 พบวาแมลงริ้นดํา 2 ชนิดนี้ไมมีแฮพโพลไทปรวมและ
ยังพบวามี fixed nucleotide difference ระหวางสองสปซีสนี้ 1 ตําแหนง 
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ตารางที่ 4 Nucleotide diversity (πn), haplotype diversity (πh), θs, Tajima’ D and Fs ของ 16 ประชากร และ 3 กลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด 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 คา 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 คา 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 สายสัมพนัธของ mitochondrial DNA haplotypes 
Simulium tani 
สายสัมพันธของ mitochondrial DNA haplotypes ของ S. tani (ภาพที่ 5) พบวาไมเกิด 

phylogeographic breaks แตมีการเกาะกลุมของแฮพโพลไทปจากภมูิภาคเดยีวกัน โดยแฮพโพลไทปจาก
ภาคตะวันออกเกาะกลุมกันดวย branch length ที่ยาว ขณะทีแ่ฮพโพลไทปจากภาคใตเกาะกลุมกบั แฮพ
โพลไทปสวนใหญของภาคกลางดวย branch length ที่ส้ันและมีลักษณะ star-like shape แฮพโพลไทป
จากภาคเหนือแบงเปน 3 lineages (A, B และ C, ภาพที่ 5) โดย lineage A เปนแกนของ network และ 
subset ของ A เปนบรรพบุรุษของแฮพโพลไทปจากภาคตะวนัออก ภาคกลาง และภาคใต  
 Simulium nakhonense และ Simulium quinquestriatum 

สายสัมพันธของไมโทคอนเดรียลแฮพโพลไทปของ S. nakhonense และ S. quinquestriatum 
(ภาพที่ 6) พบวาแมลงริ้นดําสองสปซีสมีความใกลชิดกันทางพันธุกรรม โดยสายสัมพันธของไมโทคอน 
เดรียลแฮพโพลไทปไมสามารถแยกสองสปซีสออกจากกันอยางชดัเจน อยางไรกต็ามแฮพโพลไทปจาก
ภาคเหนือของ 2 สปซีสมีการแยกกันอยางชัดเจน โดยแฮพโพลไทปจากภูมภิาคนี้แยกเปน 4 lineages โดย 
2 lineages เปน lineage ของ S. quinquestriatum และอีก 1 lineage เปนของ S. nakhonense ยกเวนแฮพ
โพลไทปเดียวที่เปนแฮพโพลไทปรวมระหวาง 2 สปซีส ในขณะที่อีก 1 lineage ประกอบดวยแฮพโพล
ไทปของทั้ง 2 สปซีส แฮพโพลไทปจากภาคใตของทั้ง 2 สปซีสเกาะกลุมกันและมีบางแฮพโพลไทปจาก
ภาคเหนือรวมอยูดวย โดยกลุมของแฮพโพลไทปนี้มีความยาวของ branch ส้ัน และมีลักษณะ star-like 
shape ซ่ึงเปนลักษณะของประชากรที่เกดิการเพิ่มขนาดอยางรวดเรว็ในชวงเวลาที่ส้ัน 

4.4 สายสัมพนัธของ D3 แฮพโพลไทป 
 สายสัมพันธของ D3 แฮพโพลไทปที่คาํนวณโดย UPGMA (ภาพที่ 7) พบวาสามารถแยกแฮพ
โพลไทปจากทั้ง 2 สปซีสออกจากกันอยางชัดเจน โดยแฮพโพลไทปของ S. nakhonense แบงออกเปน 2 
กลุมยอยและกลุมแฮพโพลไทปของ S. quinquestriatum แบงออกเปน 3 กลุมยอย อยางไรก็ตามไมพบวา
มีความสัมพันธระหวางกลุมยอยนีก้ับตําแหนงทางภมูิศาสตร 
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ภาพที่ 5 Median-joining network ของ 147 ตัวอยางของแมลงริ้นดําชนดิ Simulium tani โดยแตละวงกลมคือ 
              1 แฮพโพลไทปและสีของวงกลมหมายถึงตําแหนงทางภูมิศาสตรของแฮพโพลไทป (เหลือง คือ 
              ภาคเหนือ ชมพูคือภาคตะวันออก เขียวคือภาคกลาง และน้ําเงินคือภาคใต 

 
 



 25

S. nakhonense North

S. nakhonense Central

S. nakhonense South

S. quinquestriatum North
S. quinquestriatum Central
S. quinquestriatum South

S. nakhonense North

S. nakhonense Central

S. nakhonense South

S. quinquestriatum North
S. quinquestriatum Central
S. quinquestriatum South

 
 

 
 

 
ภาพที่ 6 Median-joining network คํานวณโดยโปรแกรม NETWORK ของ 207 ตัวอยางของแมลงริ้นดํา 
              ชนิด Simulium nakhonense (123 ตัวอยาง) และ Simulium quinquestriatum (84 ตัวอยาง) ภาพ 
              วงกลมแสดงแตละแฮพโพลไทปโดยขนาดของวงกลมเปนสัดสวนกับจํานวนตัวอยางของแตละ 
              แฮพโพลไทป สีของวงกลมแสดงถึงสปซีสและตําแหนงทางภูมิศาสตรของแฮพโพลไทป (สี 
              เหลือง = S. nakhonense ภาคเหนอื, สีฟา = S. nakhonense ภาคกลาง, สีน้ําเงิน = S. nakhonense  
              ภาคใต, สีน้ําตาล = S. quinquestriatum ภาคเหนอื, สีมวง = S. quinquestriatum ภาคกลางและสี 
             เขียว = S. quinquestriatum ภาคใต 
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ภาพที่ 7 UPGMA tree จากลําดับนิวคลีโอไทดของ  D3 ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense และ 
               Simulium quinquestriatum โดยใช Simulium fenestriatum เปน outgroup 
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4.5 โครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรภายในสปซีส 
Simulium tani 
ผลของ SAMOVA สามารถจัดกลุมประชากรได 3 กลุมซึ่งสอดคลองกับตําแหนงทางภูมิศาสตร

ของประชากร (ภาพที่ 8 และภาพที่ 9) โดยกลุมที่ 1 ประกอบดวย 8 ประชากรจากภาคเหนือ ไดแก CM2 
CM5 MS1 MS2 TK3 PB UT และ PR กลุมที่ 2 ประกอบดวย 3 ประชากรจากภาคตะวนัออก ไดแก CB1 
CB2 และ RY กลุมที่ 3 ประกอบดวย 2 ประชากรจากภาคกลาง และ 3 ประชากรจากภาคใต ไดแก KB1 
PE1 RN3 RN4 และ SR2 คา FST ระหวาง 3 กลุมประชากรนี้มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(ตารางที่ 7) ผลการทดสอบ Isolation by distance พบวาระดับความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง
ประชากรมีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับระยะหางทางภูมศิาสตร (r = 0.5146, p<0.001, ภาพ
ที่ 10) 

  
 
ตารางที่ 7 FST ระหวาง 3 กลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด 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 กลุมประชากรแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani ซ่ึงจัดกลุมโดยใชระดับความแตกตางทาง 
               พันธุกรรมดวยโปรแกรม SAMOVA 
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ภาพที่ 9 กราฟแสดงความสมัพันธระหวางคา fixation indices (F) และจํานวนกลุมประชากร (k) ของ 
              แมลงริ้นดําชนิด Simulium tani จากการวิเคราะหดวย SAMOVA   FCT คือความแตกตางทาง 
              พันธุกรรมระหวางกลุมประชากร FST คือความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากรและ FSC  
              คือความแตกตางทางพันธุกรรมภายในประชากร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 10 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางระยะหางทางภูมิศาสตรกบัระดับความแตกตางทาง                
พันธุกรรมระหวาง 16 ประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani 
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Simulium nakhonense 
จากการวิเคราะหขอมูลดวย AMOVA บงชี้วาระดับความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง

ประชากรอยูในระดับที่สูง (ตารางที่ 8) โดยคา FST มีคาเฉลี่ย 0.430 (p<0.001) อยางไรก็ตามความแปรผัน
ที่เกิดขึ้นสวนใหญ (57%) เปนความแปรผนัที่เกิดขึน้ภายในประชากร คา pairwise FST ระหวางประชากร 
(ตารางที่ 9) มีคาสูงและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติยกเวนประชากรในภาคใตที่มคีวาม
แตกตางทางพนัธุกรรมในระดับที่ต่ํา การวเิคราะหโครงสรางทางพันธุกรรมดวย SAMOVA พบวาคา FCT 
มีคาสูงและมีนัยสําคัญทางสถิติในทุกจํานวนกลุมประชากร (k) ที่ทําการวิเคราะห (ภาพที่ 11) บงชี้วามียนี
พูล (gene pool) หลายยีนพูลในประชากร ซ่ึงสอดคลองกับผลของ pairwise FST และ AMOVA การ
วิเคราะหความสัมพันธระหวางระดับความแตกตางทางพนัธุกรรมกับระยะหางทางภมูิศาสตร (Isolation 
by distance) (ภาพที่ 12) พบวามีความสัมพันธอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (r = 0.2461, p = 0.007) 

Simulium quinquestriatum 
ผลของ AMOVA (ตารางที ่ 8) บงชี้วาประชากรของ S. quinquestriatum มีความแตกตางทาง

พันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยคา FST เฉลี่ย 0.273 (p<0.001) โดยความแปรผันที่เกิดสวนใหญ 
(73%) เปนความแปรผันภายในประชากร ผลของ pairwise FST (ตารางที่ 10) สอดคลองกับผลของ 
AMOVA โดยที่คา FST ระหวางประชากรสวนใหญมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ จากการ
วิเคราะหโดย SAMOVA (ภาพที่ 13) พบวาคา FCT ในทกุจํานวนกลุมประชากรมีนัยสําคัญทางสถิติแสดง
ใหเห็นวาประชากรของ S. quinquestriatum ประกอบดวยหลายยีนพูล จากการวเิคราะหความสัมพันธ
ระหวางระดับความแตกตางทางพันธุกรรมและระยะหางทางภูมิศาสตรพบวามีความสัมพันธอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (r = 0.3151, p=0.005) (ภาพที่ 14) 

4.6 ความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวาง Simulium nakhonense และ  
Simulium quinquestriatum 

 จากการวิเคราะหขอมูลดวย AMOVA โดยการจัดกลุมประชากรเปน 2 กลุมตามสปซีส (ตารางที่ 
8) พบวา S. nakhonense และ S. quinquestriatum ไมมีความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (FCT = 0.006, p = 0.289) ผลของ AMOVA นี้สอดคลองกับการจัดกลุมโดย UPGMA tree โดยใชคา 
pairwise FST ระหวางประชากร (ภาพที่ 15) ซ่ึงไมสามารถแยกกลุมประชากรจากแตละสปซีสอยางชัดเจน 
โดยประชากรจากภาคใตของทั้ง 2 สปซีสเกาะกลุมกนัดวย branch ที่ส้ันบงชี้วาประชากรเหลานี้มีความ
ใกลชิดกนัทางพันธุกรรม เชนเดียวกับประชากรทางดานตะวนัตกของประเทศของทั้งสองสปซีส (MS3, 
MS4, KP1, KP2 และ CM1) อยางไรก็ตามประชากรจากภาคเหนอืมีการแยกจากกันคอนขางชัดเจนดวย 
branch ที่ยาว ซ่ึงบงชี้ถึงระดับความแตกตางทางพันธุกรรมในระดับที่สูง 
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ตารางที่ 8 Hierarchical analysis of molecular variance (AMOVA) ภายในสปซีส และระหวางสปซีสของแมลงริ้นดําชนดิ 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 ระหวางประชากรของแมลงริ้นดาํชนิด 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 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา fixation indices (F) และจํานวนกลุมประชากร (k) ของ

แมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense จากการวิเคราะหดวย SAMOVA   FCT คือความ
แตกตางทางพนัธุกรรมระหวางกลุมประชากร FST คือความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง
ประชากรและ FSC คือความแตกตางทางพันธุกรรมภายในประชากร 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความแตกตางทางพันธุกรรม (FST) และระยะหางทาง

ภูมิศาสตร (log km) ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium nakhonense 
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ตารางที่ 10 Pairwise FST ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด 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 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคา fixation indices (F) และจํานวนกลุมประชากร (k) ของ 
                แมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum จากการวิเคราะหดวย SAMOVA   FCT คือความ 
                แตกตางทางพันธุกรรระหวางกลุมประชากร FST คือความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง 
                ประชากรและ FSC คือความแตกตางทางพันธุกรรมภายในประชากร 

 
 

 
 
ภาพที่ 14 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความแตกตางทางพันธุกรรม (FST) และระยะหางทาง

ภูมิศาสตร (log km) ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum 
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ภาพที่ 15 UPGMA tree คํานวณโดยใชคา pairwise FST ระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium 
                 nakhonense และ Simulium quinquestriatum 
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4.7 ประวัติศาสตรประชากร (Population history) 
Simulium tani 
คา Tajima’ D และ Fs มีคาเปนลบและมีคาแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากศูนยในทั้ง 3 

กลุมประชากร (ยกเวน Tajima’ D ของกลุมประชากรภาคตะวนัออก) (ตารางที่ 4) กราฟ mismatch 
distribution ของทั้ง 3 กลุมประชากร (ภาพที่ 16) สอดคลองกับกราฟที่ไดจากการ simulated ขอมูลภายใต
เงื่อนไขของ population expansion คา θ1 มีคามากกวา θ0 ในทั้ง 3 กลุมประชากร (ตารางที่ 11) คา growth 
rate (ตารางที่ 12) มีคาเปนบวกในทั้ง 3 กลุมประชากร จากผลของการวิเคราะหขอมูลดังกลาวนีบ้งชี้วา
ประชากรทั้ง 3 กลุมเกิด population expansion คา expansion time ของกลุมประชากรภาคเหนือและภาค
ตะวนัออกมีคาใกลเคียงกัน (τ = 8.884 และ 8.221 ซ่ึงเทากับ 540,000 และ 500,000 ป ตามลําดับ) ในขณะ
ที่กราฟ mismatch distribution ของกลุมประชากรภาคกลาง/ใตเปนรูป bimodal บงชี้วาประชากรในกลุม
นี้เกิด population expansion 2 คร้ังในชวงเวลาทีแ่ตกตางกันโดย peak ของกราฟดานซายมือมีคา τ = 
1.774 (ประมาณ 100,000 ป) ขณะที่ peak ดานขวามือมีคาใกลเคียงกับคาของกลุมประชากรภาคเหนือกับ
ภาคตะวันออก สําหรับ effective population size (θ) ของกลุมประชากรภาคเหนือมีคา 3.740 กลุม
ประชากรภาคตะวนัออกมีคา 0.189 และกลุมประชากรภาคกลาง/ใตมีคา 0.240 

Simulium nakhonnense 
Tajima’ D (-1.240, p = 0.105) และ FS (-24.339 p < 0.0001) (ตารางที่ 5) ที่มีคาเปนลบบงชี้วา

เกิด population expansion ผลของ mismatch distribution (ภาพที ่ 17a, b) ไดกราฟที่มีลักษณะเปน 
multimodal ซ่ึงเปนลักษณะของกราฟของประชากรที่มขีนาดคงที่ อยางไรก็ตามกราฟ multimodal อาจ
เกิดจากปจจยัอ่ืนดวยเชน ประชากรเกดิ spatial population expansion แตระดับการถายยนีระหวาง
ประชากรต่ํา (Ray et al., 2003) จากการวิเคราะห mtDNA genealogy ของ S. nakhonense (ภาพที ่6) จะ
เห็นวาประกอบดวยหลายๆ lineages ในขณะที่ 3 lineages มีลักษณะ star-like shape ซ่ึงเปนลักษณะของ
การเกิด recent population expansion (Slatkin and Hudson, 1991) ดังนั้นกราฟ mismatch distribution ที่
เปน multimodal อาจเปนผลมาจากการเกดิ spatial population expansion แตระดบัการถายยีนระหวาง
ประชากรอยูในระดับต่ําดังจะเหน็ไดจากผลของ pairwise FST ระหวางประชากร ในขณะที่ประชากร
ภาคเหนือประกอบดวยหลายๆ lineages แตประชากรจากภาคใตนั้นไมมี lineage ที่แบงแยกอยางชัดเจน
แตแฮพโพลไทปเกาะกลุมกนัดวยความยาวของ branch ที่ส้ันและมีลักษณะของ star-like shape ซ่ึงเปน
ลักษณะของประชากรที่เกดิ recent population expansion สอดคลองกับ mismatch distribution ของ
ประชากรจากภูมิภาคนี้ซ่ึงมกีราฟเปนรูป unimodal (ภาพที่ 17c) โดยชวงเวลาที่เกิด population expansion 
ของประชากรในภาคใตนี้คาประมาณ 280,000 ปที่ผานมา 

Simulium quinquestriatum 
ผลของ mismatch distribution (ภาพที่ 18a, b) บงชี้วาเกิด population expansion ในประชากร

ของ S. quinquestriatum โดยกราฟ mismatch distribution ที่ไดไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
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สถิติภายใตเงือ่นไขของการเกิด population expansion (SSD = 0.004 p = 0.364) ซ่ึงสอดคลองกับคา 
Tajima’ D (-1.295 p=0.095) และ FS (-24.44 p<0.0001) ที่คาเปนลบ (ตารางที่ 6) การวิเคราะห growth 
rate ดวย maximum likelihood (ตารางที่ 13) พบวามีคาเปนบวก (g = 404.625) และมีคาแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติจากการ simulation ขอมูลภายใตเงื่อนไขของประชากรที่มีขนาดคงที่ (χ2 = 10.007 
p<0.005) จากผลขางตนบงชี้วาประชากรของ S. quinquestriatum เกิด population expansion 
คาพารามิเตอรของการเกิด population expansion แสดงในตารางที ่ 14 โดยชวงเวลาที่เกิดคือประมาณ 
760,000 ปที่ผานมา อยางไรก็ตามเชนเดยีวกับ S. nakhonense ผลของสายสัมพันธของแฮพโพลไทปที่
พบวาแฮพโพลไทปจากภาคใตซ่ึงเกาะกลุมกันดวย branch ที่ส้ันและมลัีกษณะเปน star-like shape ซ่ึงเปน
ลักษณะของประชากรที่เกดิ population expansion ในชวงเวลาไมนานที่ผานมา จากการวเิคราะหดวย 
mismatch distribution ของแฮพโพลไทปจากภาคใตพบวาไดกราฟที่เปน unimodal (ภาพที ่ 18c) 
สอดคลองกับการเกิด population expansion โดยชวงเวลาที่เกิดคือประมาณ 400,000 ปที่ผานมา จากผล
ดังกลาวนี้บงชีว้าประชากรของ S. quinquestriatum เกิด population expansion อยางนอย 2 คร้ังทีม่ีความ
แตกตางทั้งตําแหนงทีเ่กิดและชวงเวลาที่เกดิเชนเดยีวกับ S. tani 
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ภาพที่ 16 Mismatch distribution ของกลุมประชากรของแมลงริ้นดําชนิด Simulium tani (a) ภาคเหนือ (b) ภาคตะวันออก และ (c) ภาคกลาง/ใต  
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ตารางที่ 11 คาพารามิเตอรของการเกิด 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 การวิเคราะหดวย Maximum likelihood เพื่อหาขนาดประชากร (θ= 2Nfµ), growth rates (g) และ migration rates (M=m/µ) ของ 3 กลุมประชากรของแมลง
ริ้นดําชนิด Simulium tani. 
             M 
กลุมประชากร (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 โดยกราฟมีลักษณะเปน multimodal เมื่อวิเคราะหประชากรทั้งหมด (a) ประชากร

ภาคเหนือ (b) ซึ่งเปนลักษณะของประชากรที่มีขนาดคงที่ (ดูคําอธิบายในเนื้อหาประกอบ) และประชากรภาคใต (c) เปน unimodal ซึ่งเปนลักษณะของ
ประชากรที่เกดิ population expansion 
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         ภาพที่ 18 Mismatch distributions ของแมลงริ้นดําชนิด Simulium quinquestriatum (a) ประชากรทั้งหมด (b) ภาคเหนือ และ (c) ภาคใต โดยกราฟไมมีความแตกตาง    
                         อยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากการ simulation ภายใตเงื่อนไขของการเกิด population expansion 
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ตารางที่ 13 คา growth rate ที่คํานวณโดย maximum likelihood ภายใตเงือ่นไขของ 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 คาพารามิเตอรของการเกิด 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 
จากการวิเคราะหการอพยพของประชากรโดย maximum likelihood (ตารางที่ 12) พบวาการ

อพยพจากภาคเหนือไปยังภาคอื่นๆมีคาสูงกวาการอพยพจากประชากรอื่นมายังภาคเหนือ ในขณะที่การ
อพยพระหวางกลุมประชากรภาคตะวันออกกับกลุมประชากรภาคกลาง/ใต มีคาต่ํามากหรืออาจไมเกิดขึ้น
เลย  

Simulium nakhonense 
 จากการคํานวณคาการอพยพระหวางกลุมประชากรภาคเหนือ (CM1, CM2, MS3, PB, TK1, 
TK2, KB2 และ PE2) กับกลุมประชากรภาคใต (RN1, RN2, PG1, NS1 และ NS2) ดวย maximum 
likelihood พบวาการอพยพจากภาคเหนือไปยังภาคใตมีคาสูงกวาการอพยพในทิศทางตรงกนัขามมาก 
(ตารางที่ 15) โดยการอพยพจากภาคเหนือไปยังภาคใตมคีาประมาณ 5 เทาของการอพยพจากภาคใตไปยัง
ภาคเหนือ  
 Simulium quinquestriatum  
 จากการคํานวณคาการอพยพระหวางกลุมประชากรภาคเหนือ (CM2, CM3, CM4, MS4, KP1, 
KP2 และ PE1) กับกลุมประชากรภาคใต (RN3, PG2, SR1 และ NS3) ดวย maximum likelihood พบวา
การอพยพจากกลุมประชากรภาคเหนือไปยงักลุมประชากรภาคใตมีคาสูงกวาการอพยพในทิศทางตรงกัน
ขามมาก (ตารางที่ 15) โดยการอพยพจากภาคเหนือไปยงัภาคใตมีคาประมาณ 30 เทาของการอพยพจาก
ภาคใตไปยังภาคเหนือ 
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ตารางที่ 15 ขนาดประชากร (θ= 2Nfµ), exponential growth rates (g) และ migration rates (M=m/µ) คํานวณโดย maximum likelihood ของกลุม 
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 
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5. อภิปรายและสรุปผลการศึกษา 
Simulium tani 

 ระดับความแปรผันทางพันธุกรรมของริ้นดําชนิด S. tani อยูในระดับทีสู่งบงชี้วาประชากร
ของแมลงริ้นดาํชนิดนี้มีเสถียรภาพสอดคลองกับการวิเคราะหผลของขนาดประชากร (θ) ที่พบวา
ประชากรมีขนาดใหญ การเกิด population expansion ในชวงกลางของยุคไพลโทซีน (Pleistocene) 
เมื่อประมาณ 500,000 ปที่แลวอาจเปนผลมาจากการที่ประชากรของแมลงริ้นดําชนดินี้ตอบสนองตอ
การเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมในชวงเวลาดงักลาวอันเปนผลสบืเนื่องจากการเปลี่ยนแปลง
ของสภาพภูมอิากาศของโลก กลุมประชากรจากภาคกลาง/ใตที่เกิด population expansion ในชวง
ปลายของยุคไพลโทซีน (ประมาณ 100,000 ป) อาจเกดิจากการที่ประชากรดังกลาวมกีาร 
colonization จากประชากรของภาคเหนือซ่ึงสอดคลองกับผลของการวิเคราะหประวัติศาสตรการ
อพยพที่พบวาประชากรของ S. tani มีการอพยพจากภาคเหนือไปยังภาคอื่นๆซึ่งอาจเกิดขึน้ในชวง
กลางของยุคไพลโทซีน ผลการศึกษานีย้ังสอดคลองกับระดบัของความแปรผันทางพันธุกรรมที่
พบวามีความสัมพันธเชิงบวกกับละติจูด กลาวคือประชากรภาคเหนือมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมมากที่สุดและระดับความหลากหลายทางพนัธุกรรมนี้ลดลงในทางตอนลางของประเทศ 
 ประชากรริ้นดาํในแตละภูมภิาคมีความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติบงชี้
วาระดับการถายยีน (gene flow) อยูในระดับต่ํา สอดคลองกับผลของสายสัมพันธของแฮพโพลไทป 
ที่ไมเกิด phylogeographic break แตมกีารเกาะกลุมของแฮพโพลไทปจากภูมิภาคเดียวกันซึ่งเปน
ลักษณะของประชากรที่มีการถายยีนจํากัด (Avise et  al., 1987) ซ่ึงปจจยัที่จํากดัการถายยีนนี้อาจเกดิ
จากความแตกตางของนิเวศวทิยาแหลงอาศัยและปจจัยทางกายภาพ กลุมประชากรภาคเหนือกับภาค
ตะวนัออกมีทีร่าบลุมกั้นระหวางกลุมประชากรซึ่งอาจเปนปจจยัจํากดัการถายยีน เพราะที่ราบลุม
ดังกลาวอาจไมมีแหลงน้ําไหลซึ่งเปนแหลงอาศัยที่เหมาะสมของแมลงริ้นดําชนิด S. tani นอกจากนี้
ลักษณะทางนิเวศวิทยาของภาคเหนือและภาคตะวนัออกยงัมีความแตกตางกัน เชน ภาคตะวันออกมี
ปริมาณน้ําฝนที่สูงกวาภาคเหนือ นอกจากนี้ยังมีประเภทของปาแตกตางกัน ซ่ึงความแตกตางทาง
นิเวศวิทยานี้อาจเปนปจจัยสําคัญในการจํากัดการถายยีนระหวางกลุมประชากรภาคเหนือและกลุม
ประชากรภาคใตเชนกนั กลุมประชากรภาคตะวนัออกกับกลุมประชากรภาคกลาง/ใตมคีวาม
แตกตางทางพนัธุกรรมในระดับสูง การอพยพระหวาง 2 กลุมประชากรนี้ยังอาจไมเกดิขึ้นซึง่ 
สอดคลองกับการที่กลุมประชากรทั้งสองไมมีแฮพโพลไทปรวม แสดงใหเห็นวาการถายยีนระหวาง 
2 กลุมประชากรไมเกิดขึน้ โดยทะเล (อาวไทย) ที่กั้นระหวาง 2 กลุมประชากรนาจะเปนปจจัยสําคัญ
ในการจํากัดการถายยีนระหวางประชากรทั้งสองกลุม 

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

quinquestriatum (0.016 ± 0.008) อยูในระดับที่สูง ซ่ึงมีคาสูงกวาความหลากหลายของนิวคลีโอไทด
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ของ COI ของยุงกนปลอง Anopheles dirus ในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต (Anopheles dirus A = 0.0042 
± 0.0002, An. dirus D = 0.0064± 0.0002) (Walton et al., 2000) แตระดับความหลากหลายนี้มคีา
ใกลเคียงกับทีพ่บในแมลงวนัผลไม Bactrocera depressa (0.013) (Mun et al., 2003) ระดับความ
แปรผันทางพนัธุกรรมที่สูงบงชี้วาประชากรมีเสถียรภาพและมี effective population size ขนาดใหญ 
โดยคา female effective population size ของ S. nakhonense มีคาประมาณ 720,000 และ S. 
quinquestriatum มีคาประมาณ 1,200,000 อยางไรกต็ามในระดับภมูิภาคมีความแตกตางของความ
หลากหลายของนิวคลีโอไทดอยางชัดเจน โดยประชากรในภาคเหนือสวนใหญมีระดับความแปรผัน
ที่สูงกวาประชากรจากภาคใตของริ้นดําทั้ง 2 ชนิด ซ่ึงสอดคลองกับที่พบในแมลงริ้นดําชนิด S. tani 
นอกจากนี้จากการวิเคราะหประวัติศาสตรประชากรยังพบวาประชากรภาคใตของริ้นดําทั้ง 3 ชนิด
เกิด population expansion ในชวงเวลาไมนาน (ประมาณ 400,000 – 100,000) รวมทั้งความแตกตาง
ทางพันธุกรรมระหวางประชากรของแตละสปซีสยังอยูในระดับต่ําหรือไมมีความแตกตางทาง
พันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ การที่แมลงริ้นดําทั้ง 3 ชนิดนี้มีรูปแบบของโครงสรางทาง
พันธุกรรมและระดบัความแปรผันทางพันธุกรรมที่คลายคลึงกันนี้นาจะเปนผลมาจากการที่
ประชากรของแมลงริ้นดําทั้ง 3 ชนิดไดรับอิทธิพลจากปจจยัเดยีวกัน ซ่ึงอาจเปนปจจยัจากการ
เปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมในอดีต เชน Pleistocene climatic change หรืออาจเปนปจจัยของ
สภาพนิเวศวิทยาในปจจุบัน แตผลจากการวิเคราะหประวัติศาสตรประชากรขางตนทีพ่บวามีการเกดิ 
Population expansion ในชวงใกลเคยีงกนัในยุคไพลโทซีน (Pleistocene) จึงมีความเปนไปไดวา
ความคลายคลึงกันของรูปแบบโครงสรางทางพันธุกรรมนั้นเปนผลมาจากตอบสนองตอการ
เปลี่ยนแปลงของสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน  
 ระดับความแตกตางทางพันธกุรรมระหวางประชากรของแมลงริ้นดําชนิด S. nakhonense 
และ S. quinquestriatum โดยเฉพาะระหวางประชากรภาคเหนือกบัประชากรภาคใตและภายใน
ประชากรภาคเหนืออยูในระดับที่สูงบงชี้วาระดับการถายยีน (gene flow) ระหวางประชากรดังกลาว
อยูในระดับทีต่่ําซึ่งสอดคลองกับสายสัมพันธของแฮพโพลไทปที่พบวามีการเกาะกลุมกันของแฮพ
โพลไทปโดยเฉพาะแฮพโพลไทปภาคใตที่มีการเกาะกลุมกัน ซ่ึงเปนลักษณะของประชากรที่มกีาร
ถายยีนในระดบัที่ต่ําแตไมมกีารเกิดการแบงแยกของประชากรในระยะเวลาที่ยาวนานเพราะไมพบ
การเกิด phylogeographic break ในสายสัมพันธของแฮพโพลไทป อยางไรก็ตามจากการจดักลุม
ประชากรโดยใชระดับความแตกตางทางพนัธุกรรมในแมลงริ้นดําชนดิ S. nakhonesne และ S. 
quinquestriatum นั้นไมสามารถจัดกลุมประชากรไดอยางชัดเจนทั้งนี้เพราะทุกจํานวนกลุม
ประชากรมีระดับควาแตกตางทางพันธุกรรมในระดับที่สูงมีคาใกลเคียงกัน ซ่ึงบงชี้วาในประชากร
ของแมลงริ้นดาํ 2 ชนิดนีม้ีหลายยนีพูล การวิเคราะหความสัมพันธของระดับความแตกตางทาง
พันธุกรรมกับระยะหางทางภูมิศาสตรพบวามคีวามสัมพันธอยางมีนยัสําคัญทางสถิติอาจบงชี้วาการ
ถายยีนถูกจํากดัดวยระยะหางทางภูมิศาสตร อยางไรก็ตามเนื่องจากการศึกษานี้ประกอบดวย
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ประชากรจากหลายภูมภิาคที่มีความแตกตางกันในดานนิเวศวิทยา ดังนัน้ความแตกตางของ
นิเวศวิทยาก็อาจมีผลตอระดบัการถายยีนระหวางประชากรดวย  
 จากสายสัมพนัธของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอแฮพโพลไทปของแมลงริ้นดําชนิด  
S. nakhonense และ S. quinquestriatum พบวาแมลงริ้นดาํ 2 ชนิดนี้มีความใกลชิดกันทางพันธุกรรม
และไมสามารถแยกจากกนัไดอยางชัดเจนรวมทั้งผลของ AMOVA ที่บงชี้วาแมลงริ้นดํา 2 ชนิดนีไ้ม
มีความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ สอดคลองกับผลการศึกษาสายสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของแมลงริ้นดําในประเทศไทยโดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของ ITS2 ที่พบวาแมลงริ้นดาํ 
2 ชนิดนี้เปน sister species กัน (Thanwisai et al., 2005) แตอยางไรก็ตามการที่แมลงริ้นดํา 2 ชนิดนี้
ไมมีความแตกตางทางพันธุกรรมจากผลของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอนีอ้าจเปนผลจากการเกดิ 
mitochondrial DNA introgression ได ทั้งนี้เพราะผลจากการวิเคราะหขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทด
ของนิวเคลียรดีเอ็นเอสวนของ D3 พบวาแมลงริ้นดํา 2 ชนิดนีแ้ยกเปน 2 กลุมอยางชดัเจน นอกจากนี้
แลวการที่พบ fixed nucleotide difference ระหวางแมลงริ้นดํา 2 ชนิดในลําดับนิวคลีโอไทดของ D3 
ที่เปนนวิเคลียรดีเอ็นเอซึ่งมี effective population size มากกวาไมโทคอนเดรียลดีเอน็เอถึง 4 เทานั้น
ไมนาจะเปนผลมาจาก incomplete lineage sorting เพราะถาความใกลชิดทางพันธุกรรมที่เปนผลจาก 
incomplete lineage sorting นาจะเกิดความแตกตางทางพันธุกรรมของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอใน
ระดับที่สูงกวานิวเคลียรดเีอน็เอ  
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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...... .......... ....... 
 

 

 
 
 
 
 
 
 



 59 

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. ลําดับนิวคลีโอไทดของ D3 region ของ 28S ribosomal DNA ของริ้นดําชนิด Simulium nakhonense, Simulium quinquestriatum และ Simulium fenestratum จํานวน 
33 sequences (Simulium nakhonense (NK) 13 ตัวอยาง Simulium quinquestriatum (QT) 19 ตัวอยางและ Simulium fenestratum (SR7FN) 1 ตัวอยาง) 
 
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 

บทความสําหรับการเผยแพรงานวิจัย 

ความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากร 
แมลงริ้นดํา (Diptera: Simuliidae) ในประเทศไทย 

 
 การศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตมีความสําคัญทั้งทางดานวิชาการ และการประยกุต 
ใช เชน การจัดการทรัพยากรพันธุกรรม การปรับปรุงพันธุพืชหรือสัตว และการหาแนวทางที่เหมาะสมใน
การควบคุมพาหะของโรค เปนตน อยางไรก็ตามการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตในประเทศ
ไทยยังมนีอยมาก การศึกษาสวนใหญยังจาํกัดอยูในพืน้ที่จํากัดไมกวางขวางครอบคลุม ทําใหความเขาใจตอ
รูปแบบการกระจายและระดบัความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวติในประเทศไทยรวมถึงอิทธิพล
ของปจจัยตางๆตอรูปแบบดังกลาวของประเทศไทยยังไมเปนที่เขาใจอยางชัดเจน ดังนั้นการศึกษาสิ่งมีชีวิตที่
มีการกระจายทางภูมิศาสตรกวางขวางครอบคลุมทั้งประเทศรวมทั้งการมีขอมูลหรือการศึกษาดานอืน่รวม
ดวย เชน อนุกรมวิธาน และนิเวศวิทยา จะทําใหเขาใจรูปแบบและปจจยัที่มีผลตอแบบแผนดงักลาวไดดี
ยิ่งขึ้น ซ่ึงแมลงริ้นดํา (Black flies) มีความเหมาะสมตอการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมและความ
หลากหลายทางพันธุกรรมเนือ่งจากแมลงริน้ดํามีการกระจายทางภูมิศาสตรที่กวางขวางสามารถพบไดในทกุ
ภูมิภาคของประเทศ นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาดานอนกุรมวิธาน นิเวศวิทยา และเซลลพันธุศาสตร รวมดวย 
จึงทําใหขอมูลที่ไดมีความสมบูรณมากยิ่งขึ้น 
 แมลงริ้นดําจัดอยูในวงศ (Order) Diptera สกุล (Family) Simuliidae ทั่วโลกมีการรายงานทั้งสิ้น 
1,809 ชนิด (Crosskey and Howard, 2004) แมลงริ้นดําเปนพาหะของโรคที่สําคัญคือ Onchocerciasis หรือ 
River Blindness ในบางประเทศของทวีปแอฟริกา อเมริกากลาง และอเมริกาใต นอกจากนี้แมลงริ้นดํายัง
สามารถถายทอดโปรโตซัวในสกุล Luecozytozoon รวมทั้งไวรัสบางชนิดในสัตว (Crosskey 1990) ใน
ประเทศไทยแมยังไมมีรายงานการเกดิโรคที่มีร้ินดําเปนพาหะแตมีรายงานการพบ Onchocerca sp. ในแมลง
ร้ินดํา 3 ชนิดในจังหวัดเชยีงใหม ไดแก Simulium nodosum, S. asakoae และ S. nigrogilvum นอกจากนี้ร้ินดํา
ยังกอความรําคาญแกนักทองเที่ยวในแหลงทองเที่ยวที่สําคัญ เชน ยอดดอยอินทนนท จังหวัดเชยีงใหม ภูสอย
ดาว จังหวดัอตุรดิตถ และ บริเวณชองเยน็ อุทยานแหงชาติแมวงศ จงัหวัดกําแพงเพชร อยางไรก็ตามยังไมมี
การศึกษาผลกระทบของการกัดของริ้นดําตอปศุสัตว เชน วัว ควาย และสัตวปก 

จากการศึกษาโครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดํา 3 ชนิด ไดแก Simulium tani, S. nakhonense 
และ S. quinquestriatum โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของ cytochrome oxidase subunit I (COI) ของไมโทคอน
เดรียลดีเอ็นเอ โครงสรางทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดําทั้ง 3 ชนิดมีความคลายคลึงกันโดยประชากร
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ภาคเหนือมีความหลากหลายและความแตกตางทางพันธุกรรมคอนขางสูงและมีความแตกตางจากประชากร
ภูมิภาคอื่นๆ โดยปจจัยทั้งทางภูมิศาสตร เชน แนวเทือกเขา รวมทั้งปจจัยทางนิเวศวทิยาของแหลงอาศัยมีผล
ตอระดับการถายยีนและนาํไปสูความแตกตางทางพันธุกรรม ความหลากหลายและความแตกตางทาง
พันธุกรรมที่สูงในประชากรภาคเหนือนาจะเปนผลจากประชากรภาคเหนือของริ้นดาํทั้งสามชนิดมี
ประวัติศาสตรที่ยาวนานกวาประชากรภาคใต โดยประชากรภาคใตเกิดจากการ colonization ของประชากร
บางสวนจากภาคเหนือตอนลางหรือภาคกลางเมื่อประมาณ 100,000 – 200,000 ปตามดวยการขยายตัวของ
ประชากรซึ่งอาจทําใหไมเกดิความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางประชากร ความคลายคลึงของรูปแบบ
โครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมของริ้นดําทั้งสามชนิดอาจเปนผลจากอิทธิพลของสภาพ
นิเวศวิทยาในปจจุบันที่เหมอืนกันหรือเปนผลของการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีนที่นําไป 
สูการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมของภูมิภาคนี้ ความคลายคลึงของโครงสรางและความหลากหลายทาง
พันธุกรรมระหวาง S. nakhonense และ S. quinquestriatum บางสวนอาจเปนผลจากการถายยีนระหวางแมลง
ร้ินดําสองชนดินี ้
 ผลของการวิจัยนี้เปนความรูพื้นฐานที่สําคญัซึ่งแสดงใหเห็นถึงแบบแผนของความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของริ้นดาํในประเทศไทยซึ่งมีรูปแบบของโครงสรางและความหลากหลายทางพันธุกรรมที่
คลายคลึงกัน อยางไรก็ตามยังไมสามารถชี้ชัดไดวาความคลายคลึงดังกลาวเปนผลจากอิทธิพลของสภาพ
นิเวศวิทยาในปจจุบันที่คลายคลึงกันหรือเปนผลจากอิทธิพลของการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมในอดีต เชน 
การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศในยุคไพลโทซีน ถามีการศึกษาสิ่งมีชีวิตกลุมอื่นที่มกีารกระจายทาง
ภูมิศาสตรที่เหมือนกันกับการศึกษานี้จะทําใหสามารถบงชี้ถึงปจจัยที่มผีลตอความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของสิ่งมีชีวิตในภูมภิาคนี้ไดซ่ึงอาจมีสวนชวยในการวางแผนการจัดการทรัพยากรชวีภาพ 
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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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