
C H A P T E R  H

M A T E R IA L S  A N D  M E TH O D S

2.1 Instrum ents
- Autoclave HA-30 (H irayam a Manufacturing Co., Japan)
- Autom atic micropipette P2, P20, P100, P200, P1000 (G ilson Medical Electrical

S.A ., France)
- Autoradiography cassette (Research Products International Corp., U SA )
- Camera (Pentax Super A )
- Electrophoresis apparatus

: Power supply (B io -R A D  Laboratories, U SA)
: H orizontal agarose gel electrophoresis apparatus (9x12 cm. Gel)
: Vertica l gel electrophoresis apparatus fo r D N A  sequencing (Hoefer, England) 

-20 °C  freezer
- -80 °c freezer
- Gel dryer M odel 583 (B io -R A D  Laboratories, U SA )
- H igh speed m icrocentrifuge M C -15A (Tom y Seiko, Japan)
- Heating block BD 1761G-26 (Sybron Thermermolyne Co., U SA )

Incubator BM -600 (M emm ert Gambit, Germany)
- Light box 2859 SH AD O N  (Shandon Scientific Co., Ltd. England)
- M icrocentrifuge Force 6 (Denver Instrument Company, U SA )

PCR, Gene Amp System 2400 (Perkin Elm er Cetus, U SA )
- PCR workstation M odel#P-036 (Scientific Co., U SA)
- u v  transillum inator 2011 Maccrovue (San Gabriel C alifo rn ia , U SA )
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2 .2  I n v e n t o r y  s u p p l ie s

-  B la c k  a n d  w h i t e  p a in t  f i l m  T r i X  -  p a n 4 0 0  ( E a s tm a n  K o d a k  C o m p a n y ,  U S A )  

F i l t e r  p a p e r  W h a tm a n  3  M M  ( W h a t m a n  I n t e m a t io n  L t d . ,  E n g la n d )

-  M ic r o c e n t r i f u g e  tu b e s  0 .5 ,  1 .5  m l  ( A x y g e n  H a r w a r d ,  U S A )

-  M i r r o r  f o r  s e q u e n c in g  s o x 4 0  c m  ( H o e f e r  In c . ,  E n g la n d )

-  P ip e t te  l ip s  ( A x y g e n  H a y w a r d ,  U S A )

-  T h in - w a l l  m ic r o c e n t r i f u g e  tu b e s  0 .2  m l  ( A x y g e n  H a y w a r d ,  U S A )

-  X - r a y  f i l m ,  X - O m a t  X K - 1  ( E a s tm a n  K o d a k  c o m p a n y  R o c h e s te r ,  U S A )

2 .3  C h e m ic a ls

-  A b s o lu te  e th a n o l  ( M e r c k ,  G e r m a n y )

-  A c iy la m id e  ( M e r c k ,  G e r m a n y )

-  A g a r o s e ,  S e a k e m  L E  ( F M C  B io  p ro d u c ts ,  U S A )

-  A m m o n iu m  p e r s u l fa te  ( P r o m e g a ,  U S A )

-  B o r ic  a c id  ( M e r c k ,  G e r m a n y )

-  B r o m o p h e n o l  b lu e  ( M e r c k ,  G e r m a n y )

-  C h lo r o f o r m  ( M e r c k ,  G e r m a n y )

-  D e v e lo p e r  ( E a s tm a n  K o d a k  C o m p a n y ,  U S A )

-  E t h y le n e  d ia m in e  te t r a a c e t ic  a c id ,  d is o d iu m  s a l t  d ih y d r a te  ( F lu k a ,  S w i t z e r la n d )

-  E t h id iu m  b r o m id e  ( S ig m a ,  U S A )

-  F i x e r  ( E a s tm a n  K o d a k  C o . ,  U S A )

-  G e n e A m p  P C R  c o re  r e a g e n ts  ( P e r k in  E lm e r  C e tu s ,  U S A )

: 1 0 X  P C R  b u f f e r  ( 1 0 0  m M  T r i s - H C l  p H 8 .3 ,  5 0 0  m M  K C 1 )

: 2 5 m M  M g C l2 s o lu t io n

: lO m M  d N T P s  ( d A T P ,  d C T P ,  d G T P  a n d  d T T P )

-  H y d r o c h lo r ic  a c id  ( M e r c k ,  G e r m a n y )

-  I s o a m y l  a lc o h o l  ( M e r c k ,  G e r m a n y )

-  N , N - m e th y le n e  -  b is  -  a c r y la m id e  ( A m e r s h a m ,  E n g la n d )



-  N , N j f , / /  -  t e t r a m e th y le n e d ia m in e  ( S ig m a ,  U S A )

-  O m n iB a s e ™  D N A  c y c le  s e q u e n c in g  s y s te m  k i t  ( P r o m e g a ,  U S A )

: 5 X  D N A  s e q u e n c in g  b u f f e r  ( 2 5 0  m M  T r i s - H C l  p H  9 . 0 , 1 0  m M  M g C l 2)

: d /d d N T P  n u c le o t id e  m ix e s

: D N A  s e q u e n c in g  s to p  s o lu t io n  ( 9 5 %  N a O H ,  10  m M  fo r m a m id e ,  0 . 0 5 %  

b r o m o p h e n o l  b lu e ,  0 . 0 5 %  x y le n e  c y a n o l)

: 1 0  u/p.1 T 4  p o ly n u c le o t id e  k in a s e

: 1 0 X  T 4  p o ly n u c le o t id e  k in a s e  b u f f e r  ( 5 0 0  m M  T r i s  -  H C l  p H  7 .5 ,  1 0 0  m M  

M g C l2, 5 0  m M  D T T ,  1 .0  m M  s p e r m id in e )

: 2 0 0  n g /p l  p G E M 3 z f ( + )  c o n t r o l  D N A  

: 2 4  m e r  p U C / M 1 3  f o r w a r d  p r im e r

-  P h e n o l  c r y s ta l ,  a n a ly t ic a l  g ra d e  ( F lu k a ,  G e r m a n y )

-  S o d iu m  a c e ta te  ( M e r c k ,  G e r m a n y )

-  S o d iu m  c h lo r id e  ( M e r c k ,  G e r m a n y )

-  S o d iu m  d o d e c y l s u l f a t e  ( S D S )  ( S ig m a ,  U S A )

-  T r i s -  ( h y d r o x y  m e t h y l )  -  a m m in o m e th a n e  ( F lu k a ,  S w i t z e r la n d )

-  U r e a  ( F lu k a ,  S w i t z e r la n d )

-  X y le n e  c y a n o l ( S ig m a ,  U S A )

2 .4  O l ig o n u c le o t id e  p r i m e r s

O l ig o n u c le o t id e  u s e d  f o r  P C R  w e r e  p u rc h a s e d  f r o m  B io  s e r v ic e  U n i t ,  T h a i la n d  

f r o m  B io s y n th e s is ,  In c . ,  U S A .  T h e  p r im e r  s e q u e n c e s  a re  s h o w n  in  T a b le 2 .1  a n d  2 .2

2 .5  E n z y m e s

-  A m p l i  T a q  D N A  p o ly m e r a s e  ( p e r k in - E lm e r  C e tu s ,  U S A )

P r o te in a s e  K  ( G ib c o B R L  L i f e  T e c h n o lo g ie s ,  In c . ,  U S A )
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2 .6  R a d io a c t i v e

-  [ y - 32P ] d A T P  s p e c i f ic  a c t i v i t y  3 ,0 0 0  C i / m m o l  ( A m e r s h a m ,  E n g la n d )

-  [ a - 35S ] d A T P  s p e c i f ic  a c t i v i t y  1 ,0 0 0  C i / m m o l  ( A m e r s h a m ,  E n g la n d )

2 .7  S a m p le s

A d u l t  w o r k e r s  h o n e y b e e  A . c e r a n a  in c lu d e d  2 6 5  c o lo n ie s  w e r e  c o l le c te d  f r o m  

n a tu r a l  c o lo n ie s  a n d  b e e k e e p in g ’ s c a s e s  f r o m  f i v e  d i f f e r e n t  a re a s  in  T h a i la n d  (  a p p e n d ix  

1 a n d  3 ) .  T h e  s a m p l in g  a re a s  w e r e  a s  f o l l o w s  : t h e  N o r t h ,  t h e  N o r t h - E a s t ,  t h e  C e n t r a l ,  

th e  S o u th  a n d  th e  S a m u i  I s la n d .  S a m p le s  w e r e  im m e d ia t e ly  p re s e rv e d  in  9 9  %  e th a n o l  

a n d  th e n  s to re d  a t  4  ° c  f o r  la t e r  u s e .

2 .8  D N A  e x t r a c t i o n

G e n o m ic  D N A  w a s  e x t r a c te d  f r o m  a  t h o r a x  o f  e a c h  A .  c e r a n a  i n d iv id u a l  u s in g  

th e  m o d i f ie d  m e th o d  o f  H a l l  a n d  S m i t h  ( 1 9 9 1 ) .  A  t h o r a x  w a s  t r a n s fe r r e d  in t o  a  1 .5  

m l  m ic r o c e n t r i f u g e  tu b e  c o n ta in in g  5 0 0  q l o f  S T E  b u f f e r  ( 1 0 0  m M  N a C l ,  5 0 m M T r i s -  

H C 1  p H  7 .5 ,  1 r a M  E D T A )  a n d  b r ie f l y  h o m o g e n iz e d  w i t h  a  p la s t ic  p e s t le ,  t h e n  2 0  %  

S D S  s o lu t io n  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t io n  o f  1 . 0 % .  A  p r o te in a s e  K  s o lu t io n  

( 1 0 m g / m l )  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t io n  o f  5 0 0  q g /m l a n d  in c u b a te d  a t  5 5  ° c  f o r  2  

h o u r s .  T h e  s u p e r n a ta n t  w a s  e x t r a c te d  o n c e  w i t h  a n  e q u a l v o lu m e  o f  p h e n o l / c h lo r o f o r m /  

is o a m y l  a lc o h o l ( 2 5 :2 4 :  l v / v ) .  A n d  t h e n  t w ic e  w i t h  c h lo r o f o r m / is o a m y l  a lc o h o l( 2 4 :  l v / v ) .  

A f t e r  e a c h  e x t r a c t io n ,  t h e  m ix t u r e  w a s  t h e n  c e n t r i fu g e d  a t  8 ,0 0 0  r p m  ( H ig h  s p e e d  

m ic r o c e n t r i f u g e ,  M C - 1 5 A )  f o r  1 0  m in u t e s  a t r o o m  te m p e ra tu re .  T h e  u p p e r  a q u e o u s  

p h a s e  w a s  c a r e f u l ly  t r a n s fe r r e d  t o  a  n e w  m ic r o c e n t r i f u g e  tu b e .  S u b s e q u e n t ly ,  f u r t h e r  

p u r i f ic a t io n  w a s  p e r fo r m e d  b y  o n e - te n th  v o lu m e  o f  3 M  s o d iu m  a c e ta te  p H  7 .0  w a s  

a d d e d  f o l l o w in g  b y  t w o  v o lu m e s  o f  c o ld  a b s o lu te  e th a n o l a n d  k e p t  a t - 2 0  ° c  o v e r n ig h t  

t o  e n s u re  c o m p le te  p r e c ip i t a t io n .  T h e  D N A  p e l le t  w a s  re c o v e re d  b y  c e n t r i f u g a t io n  a t

1 2 ,0 0 0  r p m  ( h ig h  s p e e d  m ic r o c e n t r i f i lg e ,  M C - 1 5 A )  f o r  10  m in u t e s  a n d  w a s h  t w ic e  w i t h  

7 0  %  e t h a n o l ( v / v ) .  T h e  p e l le t  w a s  a i r - d r ie d  a n d  re s u s p e n d e d  in  4 0  q l o f  s t e r i le  d e io n iz e d
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w a te r .  T h e  D N A  s o lu t io n  w a s  in c u b a te d  a t  3 7  ° c  f o r  1 -2  h o u r s  f o r  c o m p le te  r e d is s o lv e d  

a n d  k e p t  a t  4°c .

2 .9  M e a s u r e m e n t  o f  D N A  c o n c e n t r a t i o n  /  A g a r o s e  g e l e le c t r o p h o r e s is

T h e  a g a ro s e  g e l e le c t r o p h o r e s is  is  t h e  s ta n d a rd  m e th o d  u s e d  t o  s e p a ra te  

D N A  f r a g m e n ts  u n d e r  th e  in f lu e n c e  o f  a n  a p p lie d  e le c t r ic a l  f i e ld  o n  th e  b a s is  o f  

t h e i r  m o le c u la r  w e ig h t .  T h e  r a te  o f  m o v e m e n t  i n  t h e  g e l is  in v e r s e ly  p r o p o r t io n a l  t o  t h e  

lo g  o f  th e  m o le c u la r  w e ig h t .  T h e  s iz e  o f  t h e  f r a g m e n ts  c a n  b e  e s t im a te d  b y  c o m p a r is o n  

w i t h  a  s ta n d a rd  c u r v e  o f  t h e  d is ta n c e  m ig r a te d  th r o u g h  th e  g e l v e r s u s  lo g  m o le c u la r  

w e ig h t  o f  a  k n o w n  D N A  f r a g m e n t  m o le c u la r  o r  s ta n d a rd  s iz e  m a r k e r s .  N e v e r th e le s s ,  

t h e  c o n c e n t r a t io n  o f  D N A  s a m p le  c a n  b e  d e te r m in e d  b y  c o m p a r is o n  w i t h  t h e  i n t e n s i t y  

e t h id iu m  b r o m id e  f lu o r e s c e n t  D N A  s ta n d a rd s  (  e .g . X IH in d  in  s ta n d a rd  D N A  ) .  A f t e r  

s ta in in g  w i t h  e t h id iu m  b r o m id e ,  t h e  i n t e n s i t y  o f  o ra n g e - re d  f lu o r e s c e n c e  o f  t h e  D N A  

b a n d s  w a s  o b s e rv e d  u n d e r  u l t r a - v io le t  l ig h t .

A g a r o s e  g e l w a s  p re p a re d  b y  w e ig h e d  o u t  a n  a p p ro p r ia te  a m o u n t  o f  a g a ro s e  a n d  

m ix e d  w i t h  1 X T B E  b u f f e r  ( 8 9  m M  T r i s - H C l ,  8 9  ทาM  b o r ic  a c id  a n d  2 .5  r a M  N a 2E D T A  

p H 8 .3 ) .  T h e  a g a ro s e  w a s  h e a te d  i n  a  m ic r o w a v e  o v e n  u n t i l  c o m p le te  s o lu b i l i z a t io n  a n d  

c o o le d  a t  r o o m  te m p e r a tu r e  b e fo r e  p o u r in g  g e l in t o  a  g e l m o u ld  t h a t  i n  w h ic h  t h e  c o m b s  

w a s  a lr e a d y  in s e r te d  a n d  s e a le d  w i t h  a g a ro s e  g e l.  T h e  a g a ro s e  g e l w a s  c o m p le te ly  s e t  

a t  r o o m  te m p e r a tu r e  a b o u t  1 -2  h o u r s  b e fo r e  b e in g  u s e d . B e fo r e  s a m p le  w a s  lo a d e d  in t o  

th e  w e l l  o f  a g a ro s e  g e l,  s a m p le  w a s  m ix e d  w i t h  o n e - f i f t h  v o lu m e  o f  t h e  lo a d in g  d y e  

b u f f e r  ( 1 5 %  f i c o l l  4 0 0 ,  0 . 2 5 %  b r o m o p h e n o l  b lu e  a n d  0 .2 5 %  x y le n e  c y a n o l  F F ) .

T h e  e x t r a c te d  t o t a l  D N A  w a s  e le c t r o p h o re s e d  o n  0 .7 %  a g a ro s e  g e l i n  1 X T B E  

b u f f e r  a n d  e le c t r o p h o r e s is  w a s  o p e ra te d  a t  1 0 0  v o l t s  w h e re a s  X IH in d  in  s ta n d a rd  D N A  

w a s  u s e d  t o  c o m p a re d  f o r  t h e  s iz e  a n d  c o n c e n t r a t io n  o f  e x t r a c te d  t o t a l  D N A .  F o r  t h e  

P C R  p r o d u c t  o f  I T S ,  i t  w a s  e le c t r o p h o r e s e d  o n  1 .5 %  a g a ro s e  g e l a t  1 2 0  v o l t s  u s in g  

a  1 0 0  b p  D N A  la d d e r  a s  a  D N A  s ta n d a rd .  W h e n  e le c t r o p h o r e s is  is  c o m p le te ,  t h e  g e l 

w a s  s ta in e d  w i t h  e t h id iu m  b r o m id e  s o lu t io n  a n d  th e n  d e s ta in e d  in  d is t i l l e d  w a t e r  u n t i l
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u n b o u n d  e th id iu m  b r o m id e  w a s  r e m o v e d  f r o m  g e l.  T h e n ,  D N A  b a n d s  w e r e  v is u a l iz e d  

u n d e r  a  u v  t r a n s i l l u m in a t o r  a n d  p h o to g r a p h e d  th r o u g h  a  re d  f i l t e r  u s in g  K o d a k  T r i - X -  

p a n  4 0 0 .

2 .1 0  P C R  a m p l i f i c a t i o n

T h e  p o ly m e r a s e  c h a in  r e a c t io n  ( P C R )  is  a  r a p id  p ro c e d u c e  f o r  i n  v i t r o  e n z y m a t ic  

a m p l i f ic a t io n  o f  a  s p e c i f ic  s e g m e n t  o f  D N A .  A  t y p ic a l  P C R  r e a c t io n  c o n ta in s  th e  

r e q u ir e d  c o m p o n e n ts  : e n z y m e  T a g  p o ly m e r a s e ,  a p p r o p r ia te  b u f fe r s ,  a m p le  d N T P ,  

te m p la te  D N A ,  p r im e r s ,  a n d  c o fa c to r s  s u c h  a s  m a g n e s iu m .  T h e  m i x  is  a l lo w e d  t o  w o r k  

r e p e a te d ly ,  c o p y in g  th e  D N A  s t r a n d  b e tw e e n  t w o  s p e c i f ic  p r im e r s ,  w i t h  a  r e a c t io n  s p e e d  

a n d  s p e c i f ic i t y  d e te r m in e d  la r g e ly  b y  te m p e r a tu r e .  S u c c e s s fu l a m p l i f ic a t io n  w i t h i n  t h is  

r e a c t io n  m ix  d e p e n d s  o n  e f f i c ie n t  in t e r a c t io n  o f  a l l  th e s e  c o m p o n e n ts .  O n e  c y c le  o f  

P C R  r e a c t io n  is  a lw a y s  c o n ta in s  3 p h a s e s . I n  d é n a tu r a t io n  p h a s e , h e a t  is  u s e d  t o  s to p  a l l  

e n z y m a t ic  r e a c t io n  a n d  d e n a tu re  t h e  D N A  f r o m  d o u b le  t o  s in g le  s t ra n d s .  I n  A n n e a l in g  

p h a s e , t h e  te m p e r a tu r e  is  lo w e r e d  s o  t h a t  o l ig o n u c le o t id e  p r im e r s  c a n  b in d  th e  

a p p r o p r ia te  s ite s  i n  t h e  te m p la te  D N A .  E x t e n s io n  p h a s e  a l lo w s  th e  e n z y m e  t o  w o r k ,  

s y n th e s iz in g  th e  ta r g e t  D N A  s e g m e n t .  P C R  h a s  s p a w n e d  a  m u l t i t u d e  o f  e x p e r im e n ts  

t h a t  w e r e  p r e v io u s ly  im p o s s ib le .  T h e  n u m b e r  o f  a p p l ic a t io n  o f  P C R  s e e m s  i n f i n i t e  a n d  

is  s t i l l  g r o w in g .

2 .1 0 .1  A m p l i f i c a t i o n  o f  t h e  i n t e r n a l  t r a n s c r ib e d  s p a c e r  r e g io n  ( I T S )

T h e  I T S  o f  A .  c e r a n a  w a s  a m p l i f ie d  b y  P C R  u s in g  p r im e r s  o f  fu n g a l  

r ib o s o m a l R N A  g e n e s  t h a t  s h o w n  in  T a b le  2 .1  (  W h i t e  e t  a l . ,  1 9 9 0  ) .  A m p l i f i c a t i o n  

r e a c t io n  w a s  p e r fo r m e d  in  5 0  p i r e a c t io n  m ix t u r e  c o n ta in in g  3 0  n g  t e m p la te  D N A ,  

1 X P C R  b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s - H C l  p H  8 .3 ,  5 0 m M K C l ) ,  1 . 2 m M M g C l 2, 2 0 0  p M  e a c h  

o f  d A T P ,  d C T P ,  d G T P  a n d  d T T P ,  0 .2  p M  o f  e a c h  o f  p r im e r s  a n d  0 .5  u n i t  o f  T a q  D N A  

p o ly m e r a s e .  A m p l i f i c a t i o n  w a s  p re d e n a tu ra te d  a t  9 4  ° c  f o r  5  m in u t e s  b y  3 5  c y c le s  o f  

a  d e n a tu r a t in g  s te p  a t  9 4  ° c  f o r  1 m in u t e s ,  a n  a n n e a l in g  s te p  a t  5 2  ° c  f o r  1 m in u t e  a n d



a n  e x te n s io n  s te p  a t  7 2  °c f o r  2  m in u t e s ,  th e  la s t  e x te n s io n  a t  7 2  °c f o r  1 0  m in u te s .  

T h e  P C R  p ro d u c ts  w a s  a n a ly z e d  b y  a g a ro s e  g e l e le c t r o p h o r e s is  a n d  th e n  p u r i f ie d  b y  

r e c o v e r in g  f r o m  th e  g e l f o r  s e q u e n c in g .

T a b le  2 .1  P r im e r  s e q u e n c e s  u s e d  f o r  P C R  a m p l i f i c a t io n  a n d  s e q u e n c in g  o f  I T S  r e g io n  

in  A . c e r a n a .  P r im e r  ร  e q u e n c e s  w e r e  ta k e n  f r o m  W h i t e  e t  a / . ( 1 9 9 0 ) .  T h e  

r e la t iv e  p o s i t io n  o f  e a c h  p r im e r  is  s h o w n  in  d ia g ra m  b e lo w .

S e q u e n c e ( 5 '  t o  3 * ) T m ( ° C ) N o t e

I T S - 2 G C T G C G T T C T T C A T C G A T G C 6 2  ไ in t e r n a l  p r im e r

I T S - 3 G C A T C G A T G A A G A A C G C A G C 6 2  J f o r  D N A

I T S - 4 T C C T C C G C T T A T T G A T A T G C 5 8 s e q u e n c in g

I T S - 5 G G A A G T A A A A G T C G T A A C A A G C 6 3

ITS-5 ITS-3

ITS-2 ITS-4
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2 .1 0 .2  A m p l i f i c a t i o n  o f  m ic r o s a t e l l i t e  D N A

V a r io u s  lo c i  o f  m ic r o s a t e l l i t e  D N A  o f  A .  c e r a n a  w e r e  r a d io a c t iv e ly  

a m p l i f ie d  b y  P C R  b y  d ir e c t  in c o r p o r a t io n  w i t h  [a-35s] d A T P  u s in g  A .  m e l l i f e r a  

m ic r o s a t e l l i t e  p r im e r s .

F o r  th e  o p t im a l  P C R  c o n d i t io n ,  t h e  m ic r o s a t e l l ie  D N A  o f  A .  c e r a n a  w a s  

a m p l i f ie d  w i t h  th e  p r im e r  i n  T a b le  2 .2  u n d e r  s ta n d a rd  c o n d i t io n  u s e d  in  A .  m e l l i f e r a  

( E s to u p  e t a l . ,  1 9 9 5 )  a n d  t h e  M g C l2 c o n c e n t r a t io n  w a s  o p t im iz e d  t o  u s e d  f o r  P C R  

r e a c t io n  o f  e a c h  m ic r o s a t e l l i t e  lo c u s .

T h e r e fo r e ,  r a d io a c t iv e  P C R  a m p l i f ic a t io n s  w e r e  c a r r ie d  o u t  i n  1 0  p i  o f  a  

m ix t u r e  c o n ta in in g  a p p r o x im a te ly  2 0  n g  o f  g e n o m ic  D N A  is o la t e d  f r o m  e a c h  in d iv id u a l  

o f  A .  c e ra n a ,  4 0 0  n M  o f  e a c h  p r im e r ,  7 5  p M  e a c h  d G T P ,  d C T P  a n d  d T T P ,  6  p M  d A T P ,

0 .7  p C i  [<x-35S ] d A T P ,  1 X P C R  b u f f e r  ( 1 0 0  m M  T r i s - H C l  p H 8 .3 ,  5 0 0  m M  K C 1 ) ,  0 .4  

u n i t  o f  T a q  D N A  p o ly m e r a s e  a n d  a n  o p t im a l  c o n c e n t r a t io n  o f  M g C l 2. T h e  P C R  w a s  

p e r fo r m e d  b y  p re h e a te d  th e  D N A  f o r  5  m in u t e s  a t  9 4  ° c ,  3 0  a m p l i f ic a t io n  c y c le s  o f  

a  d e n a tu r a t in g  s te p  f o r  3 0  s e c o n d s  a t  9 4  ° c ,  a n  a n n e a l in g  s te p  f o r  3 0  s e c o n d s  a t  a n  

o p t im a l  a n n e a l in g  te m p e r a tu r e  a n d  a n  e x te n s io n  s te p  f o r  3 0  s e c o n d s  a t  7 2  ° c .  T h e  

r e a c t io n  w a s  te r m in a te d  b y  a  la s t  e x te n s io n  s te p  a t  7 2  ° c  f o r  1 0  m in u te s .

- S iz e  e s t im a t io n  o f  a m p l i f i e d  m ic r o s a t e l i i c  a l le le  u s in g  d e n a t u r a t i n g  

p o ly a c r y la m id e  g e ls

A f t e r  t h e  a m p l i f i c a t io n  p ro c e s s  w a s  c o m p le te d ,  t h e  s iz e  o f  a m p l i f ie d  

m ic r o s a t e l l i t e  D N A  ( m ic r o s a t e l l i t e  a l le le s )  w a s  e s t im a te d  u s in g  d e n a tu r a t in g  

p o ly a c r y la m id e  g e ls  e le c t r o p h o r e s is .  W h e r e a s ,  4  p i  o f  a  f o r m a m id e  d y e  m ix  s o lu t io n  

( lO m M  N a O H ,  9 9 %  fo r m a m id e ,  0 .1 %  b r o m o p h e n o l  b lu e  a n d  0 .1 %  x y le n e  c y a n o l )  w a s  

a d d e d  in t o  e a c h  a m p l i f i c a t io n  r e a c t io n .  T h e n ,  th e  m ix t u r e  w a s  h e a te d  f o r  1 0  m in u t e s  

a t  8 5  ° c  a n d  im m e d ia t e ly  s n a p - c o o le d  o n  ic e . F o r  e le c t r o p h o r e s is ,  4  p i  o f  t h e  d e n a tu re d  

m ix t u r e  w a s  e le c t r o p h o re s e d  o n  a  6  %  d e n a tu r a t in g  p o ly a c r y la m id e  g e l w i t h  M 1 3  

s ta n d a rd  s e q u e n c in g  m a r k e r  w a s  r u n  o n  th e  s a m e  g e l a s  s iz e  s ta n d a rd s  (s e e  2 .1 3 ) .
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- S t a n d a r d  m a r k e r  o f  m ic r o s a t e l l i t e  a l le le

T h e  M 1 3  s e q u e n c in g  m a r k e r  w a s  p re p a re d  u s in g  O m n iB a s e ™  s e q u e n c in g  

k i t .  T h e  r e a c t io n  m ix t u r e  c o n ta in e d  1 0 0  n g  o f  t h e  s in g le  s ta n d  M 1 3 , 1 0 0  n g  o f  p U C / M 1 3  

f o r w a r d  p r im e r ,  l p C i  o f  1 ,0 0 0  C i / m m o l  [ a - 35S ] d A T P ,  5  p i  o f  5  X  D N A  s e q u e n c in g  

b u f f e r  ( 2 5 0  r n M  T r i s - H C l  p H  9 . 0 , 1 0 m M  M g C l2) ,  3 .5  p i  o f  s t e r i le  w a t e r  a n d  1 .0  p i  o f  

O m n iB a s e ™  s e q u e n c in g  e n z y m e  m ix .  T h e n  f o u r  m ic r o l i t e s  o f  t h e  e n z y m e / p r im e r /  

te m p la te  m i x  w a s  a d d e d  in  f o u r  0 .5  m l  m ic r o c e n t r i f u g e  tu b e s  w h ic h  e a c h  tu b e  c o n ta in e d  

d / d d N T P  m ix .  T h e  r e a c t io n  tu b e  w e r e  p la c e d  in  a  t h e r m a l  c y c le  t h a t  h a s  b e e n  p re h e a te d  

t o  9 5  °c f o r  2  m in u t e s  a n d  s ta r t  t h e  c y c l in g  p r o g ra m .  T h e  c y c l in g  p r o g r a m  w e r e  

p e r fo r m e d  b y  3 0  a m p l i f i c a t io n  c y c le s  o f  3 0  s e c o n d s  a t  9 5  °c  a n d  3 0  s e c o n d s  a t  7 0  °c. 
W h e n  th e  th e r m a l  c y c l in g  w a s  c o m p le te d ,  3  p i  o f  D N A  s e q u e n c in g  s to p  s o lu t io n  

( 9 5 %  N a O H ,  0 .0 5 %  b r o m o p h e n o l  b lu e ,0 .0 5 %  x y le n e  c y a n o l )  w a s  a d d e d  in t o  e a c h  tu b e .  

T h e  M 1 3  s e q u e n c in g  m a r k e r  w a s  h e a te d  a n d  lo a d e d  o n  t h e  s a m e  g e l o f  s a m p le  a s  

s ta n d a rd  s iz e  m a r k e r .

2 .1 1  P r e p a r a t i o n  o f  D N A  t e m p la t e  f o r  D N A  s e q u e n c in g

T h e  a m p l i f ie d  ITS f r a g m e n ts  w e r e  p u r i f ie d  b y  e x t r a c te d  f r o m  a g a ro s e  g e l u s in g  

QIAEXn g e l e x t r a c t io n  k i t .  A f t e r  e le c t r o p h o r e s is  w a s  c o m p le te d ,  th e  a g a ro s e  g e l w a s  

s t r a in e d  a n d  v is u a l iz e d  u n d e r  u v  l ig h t .  T h e n  t h e  d e s ire d  D N A  b a n d  w a s  e x c is e d  f r o m  

th e  1.2% a g a ro s e  g e l w i t h  a  c le a n ,  s h a rp  s c a lp e l a n d  p la c e d  in  1.5 m l  m ic r o c e n t r i f u g e  

tu b e .  T h e n  3 v o lu m e s  o f  b u f f e r  QX1 w a s  a d d e d  t o  1 v o lu m e  o f  g e l a n d  a d d e d  1 0  p i 

o f  QIAEX n. T h e  s a m p le  w a s  in c u b a te d  a t  50 °c f o r  10 m in u t e s  t o  s o lu b i l i z e  t h e  

a g a ro s e  a n d  b in d  t h e  D N A .  D u r in g  t h e  in c u b a t io n ,  t h e  s a m p le  w a s  m ix e d  b y  v o r t e x in g  

e v e r y  2 m in u te s  t o  k e e p  Q IA EXn i n  s u s p e n s io n .  T h e  s a m p le  w a s  c e n t r i f u g e d  a t

12,000 r p m ( h ig h  s p e e d  m ic r o c e n t r i f u g e ,  MC-15A) f o r  30 s e c o n d s  a n d  c a r e f u l ly  r e m o v e d  

s u p e r n a ta n t  w i t h  a  p ip e t te .  T h e  p e l le t  w a s  w a s h e d  o n c e  w i t h  500 p i o f  b u f f e r  QX1 a n d  

w a s h e d  t w ic e  w i t h  500 p i o f  b u f f e r  P E .  T h e n  th e  p e l le t  w a s  d r ie d  a t  37 °c  i n  in c u b a to r  

u n t i l  t h e  p e l le t  b e c o m e s  w h i t e .  F i n a l l y  20 p i o f  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  e lu t e  D N A  t h r o u g h
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T a b le  2 .2  P r im e r  s e q u e n c e s  a n d  P C R  c o n d i t io n s  f o r  t h e  13  A .  m e l l i f e r a  m ic r o s a t e l l i t e  

lo c i  u s e d  t o  s c re e n  f o r  p o ly m o r p h ic  lo c i  in  A . c e r a n a .  P r im e r  s e q u e n c e s  

w e r e  ta k e n  f r o m  E s to u p  e f  a / . ( 1 9 9 4 ,1 9 9 5 )  a n d  0 1 d r o y d e t a / . ( 1 9 9 7 , 1 9 9 8 ) .

Locus Core sequence Primer sequence (ร, to 3f)
A7 (CT)3(T)7CCTTCG(CT)24 GTTAGTGCCCTCCTCTTGC

CCCTTCCTCTTTCATCTTCC
A8 - CGAAGGT AAGGT AAATGGA AC 

GGCGGTTAAAGTTCTGG
A14 (CT)13...(GGT)9 GTGTCGCAATCGACGTAACC 

GTCGATT ACCGAT CGT GACG
A24 (CT)„ CACAAGTTCCAACAATGC

CACATTGAGGATGAGCG
A28 (CCT)3GCT(CCT)6(CT)5TT (ct)4 GAAGAGCGTT GGTTGCGAGG 

GCCGTTCATGGTTACCACG
A29 (GT)24 AAACAGTACATTTGTGACCC

CAACTTCAACTGAAATCCG
A3 5 (GT)m GT ACACGGTT GC ACGGTT G 

CTTCGATGGTCGTTGTACCC
A43 (CT)U c ACCGA AAC A AGAT GCA AG 

CCGCT c ATT AAGAT AT AT CCG
A79 (CT)m CGAAGGTTGCGGAGTCCTC

GTCGTCGGACCGATGCG
A81 - GCCGAGTTCTTCGACTCCC

GGACTTTGCCAAATGGGTC
A88 (CT) 10T C(C CTT )2(CTTT )3... (GG A)7 GCGAATTAACCGATTTGTCG 

GATCGC AATT ATT G AAGG AG
A107 (GCTC)2(GCT)2(CT)23 CCGTGGGAGGTTT ATTGTCG 

CCTTCGTAACGGATGACACC
A113 (TC)2C(TC)2TT(TC)5TT(TC)8TT

(TC)s
CTCGAATCGTGGCGTCC
CCTGTATTTTGCAACCTCGC
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t h e  p e l le t  w a s  re s u s p e n d e d  b y  v o r t e x in g  a n d  in c u b a te d  a t r o o m  te m p e r a tu r e  f o r  5 

m in u t e s .  T h e  s a m p le  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 ,0 0 0  r p m  f o r  3 0  s e c o n d s . T h e  s u p e r n a ta n t  

c o n ta in in g  th e  e lu te d  D N A  w a s  c a r e f u l l y  p ip e t te d  in t o  a  c le a n  tu b e  a n d  k e e p  a t  - 2 0  °c 
u n t i l  u s e d .

2 .1 2  D N A  s e q u e n c in g

O m n iB a s e ™  D N A  c y c le  s e q u e n c in g  s y s te m  a n d  O m n iB a s e ™  s e q u e n c in g  

e n z y m e  m i x  ( P r o m a g a )  w e r e  u s e d  f o r  d i r e c t  -  s e q u e n c in g  o f  t h e  a m p l i f ie d  I T S  o f  

A . c e ra n a .

T h e  s e q u e n c e  o f  a  d e o x y r ib o n u c le ic  a c id  m o le c u le  c a n  b e  e lu c id a te d  u s in g  

e n z y m a t ic  s e q u e n c in g  m e th o d  is  b a s e d  o n  th e  a b i l i t y  o f  a  D N A  p o ly m e r a s e  t o  e x te n d  

a  p r im e r ,  w h ic h  is  h y b r id iz e d  t o  t h e  te m p la te  t h a t  is  t o  b e  s e q u e n c e d , u n t i l  a  c h a in ­

te r m in a t in g  n u c le o t id e  is  in c o r p o r a te d .  S e q u e n c e  d e te r m in a t io n  is  c a r r ie d  o u t  a s  a  s e t o f  

f o u r  s e p a ra te  r e a c t io n s ,  e a c h  o f  w h ic h  c o n ta in s  a l l  f o u r  d e o x y r ib o n u c le o id e  t r ip h o s p h a te  

( d N T P s )  s u p p le m e n te d  w i t h  a  l i m i t i n g  a m o u n t  o f  a  d i f f e r e n t  d id e o x y r ib o n u c le o t id e  

t r ip h o s p h a te  ( d d N T P s )  p e r  r e a c t io n .  B e c a u s e  d d N T P s  la c k  th e  3 ^ 0 1 1  g ro u p  n e c e s s a ry  

f o r  c h a in  e lo n g a t io n ,  d e p e n d in g  o n  th e  r e s p e c t iv e  d id e o x y  a n a lo g  in  t h e  r e a c t io n .  T h e  

r e s u l t in g  f r a g m e n ts ,  e a c h  w i t h  a  c o m m o n  o r ig in  b u t  e n d in g  i n  a  d i f f e r e n t  n u c le o t id e ,  

a re  s e p a ra te d  a c c o rd in g  t o  s iz e  b y  h ig h  r e s o lu t io n  d e n a tu r in g  p o ly a c r y la m id e  g e l 

e le c t r o p h o re s is .

2 .1 2 .1  E n d  la b e le d  p r i m e r

T h e  p r im e r  w a s  e n d - la b e le d  w i t h  [ y - 32P ] d A T P ,  s p e c i f ic  a c t i v i t y  o f  3 ,0 0 0  

C i / m m o l .  F o r  6  s e ts  o f  d o u b le - s t r a n d e d  s e q u e n c in g  r e a c t io n  c o n ta in e d  0 .0 1  n M  o f  a  

p a r t ic u la r  p r im e r ,  1 0  p m o l  o f  [  y - 32P ] d A T P ,  1 p i  o f  T 4  p o ly n u c le o t id e  k in a s e  1 0 X  b u f f e r  

( 5 0 0  m M  T r i s - H C l  p H  7 . 5 , 1 0 0  m M  M g C l 2, 5 0  m M  D T T , 1 . 0  m M  s p e r m id in e ) ,  5  u n i t  o f  

T 4  p o ly n u c le o t id e  k in a s e  a n d  n u c le a s e - f r e e  w a t e r  w a s  a d d e d  t o  f i n a l  v o lu m e  o f  1 0  

p i.  T h e  r e a c t io n  m ix t u r e  w a s  in c u b a te d  a t  3 7  °c f o r  1 0  m in u t e s  a n d  th e n  in a c t iv a te
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th e  k in a s e  a t  9 0  ° c  f o r  2  m in u t e s .  T h e  r e a c t io n  m ix t u r e  w a s  b r ie f l y  c e n t r i f u g e d  in  

a  m ic r o c e n t r i f u g e  t o  c o l le c t  a n y  c o n d e n s a t io n  a n d  s to re d  a t  - 2 0  ° c  u n t i l  u s e d .

2 .1 2 .2  E x t e n s io n  -  t e r m i n a t i o n  r e a c t io n s

F o u r  0 .2  m l  m ic r o c e n t r i f u g e  tu b e s  w e r e  la b e le d  w i t h  A ,  c ,  G ,  T  f o r  e a c h  s e t 

o f  s e q u e n c in g  r e a c t io n  a n d  a d d e d  2  p i  o f  t h e  a p p r o p r ia te  d /d d N T P  n u c le o t id e  m i x  to  

e a c h  tu b e  a n d  s to re d  o n  ic e  o r  4  ° c  u n t i l  u s e d . M i x t u r e  o f  te m p la te / la b e le d  p r im e r  

f o r  e a c h  s e t o f  f o u r  s e q u e n c in g  r e a c t io n s  w a s  p re p a re d  in  a  0 .5  m l  m ic r o c e n t r i f u g e  

ณ b e . T h e  m ix t u r e  c o n ta in e d  2  n g  o f  D N A  te m p la te ,  5  p i  o f  D N A  s e q u e n c in g  5 X  b u f f e r  

( 2 5 0  m M  T r i s - H C l  p H  9 .0 ,1 0  m M  M g C l2) ,1 .5  p i  o f  e n d  la b e le d  p r im e r i f r o m  2 .1 2 .1 )  a n d  

n u c le a s e - f r e e  w a te r  t o  f i n a l  v o lu m e  o f  1 6  p i .  F i n a l l y ,  1 p i  o f  O m n iB a s e ™  s e q u e n c in g  

e n z y m e  m ix  w a s  a d d e d  a n d  m ix e d  b r i e f l y  b y  p ip e t t in g .  F o u r  m ic r o l i t r e  o f  t h e  e n z y m e /  

p r im e r / te m p la te  m i x  w a s  a d d e d  in t o  e a c h  tu b e  c o n ta in in g  d /d d N T P  m ix .  T h e  r e a c t io n  

tu b e s  w e r e  p la c e d  in  a  t h e r m a l  c y c le ,  p re h e a te d  a t  9 5  ° c  f o r  2  m in u t e s  f o l lo w e d  

b y  3 0  c y c le s  o f  a  d e n a tu r a t in g  s te p  a t  9 5  ° c  f o r  3 0  s e c o n d s , a n  a n n e a l in g  s te p  a t  

4 5  ° c  f o r  3 0  s e c o n d s  a n d  a n  e x te n s io n  s te p  a t  7 0  ° c  f o r  1 m in u t e .  A f t e r  t h e  c y c l in g  

p r o g r a m  h a s  b e e n  c o m p le te d ,  3  p i  o f  D N A  s e q u e n c in g  s to p  s o lu t io n  ( 9 5 %  N a O H ,  

0 .0 5 %  b r o m o p h e n o l  b lu e ,  0 . 0 5 %  x y le n e  c y a n o l )  w a s  a d d e d  in t o  e a c h  tu b e .  B e f o r e  

lo a d in g ,  t h e  r e a c t io n  w e r e  h e a te d  a t  7 0  ° c  f o r  1 0  m in u t e s  a n d  im m e d ia t e ly  s n a p - c o o le d  

o n  ic e . T h r e e  m ic r o l i t e r s  o f  e a c h  r e a c t io n  w a s  lo a d e d  o n  a  6  %  d e n a tu r in g  

p o ly a c y la m id e  s e q u e n c in g  g e l.

2 .1 3  P r e p a r a t i o n  o f  t h e  p o ly a c y la m id e  g e l a n d  g e l e le c t r o p h o r e s is

T h e  D N A  p ro d u c ts  o f  s e q u e n c in g  r e a c t io n  o r  a m p l i f ie d  o f  m ic r o s a t e l l i t e  D N A  

w a s  s e p a ra te d  in  d e n a tu r in g  p o ly a c y la m id e  g e ls .  U s u a l ly ,  th e  d is ta n c e  b e tw e e n  s m a l l  

f r a g m e n ts  is  g re a te r  t h a n  t h a t  o f  la r g e r  f r a g m e n ts .  T h e  ra te  o f  th e  m ig r a t io n  o f  D N A  

f r a g m e n ts  in  th e  g e l is  a  f u n c t io n  p r im a r i t y  o f  t h e  v o l ta g e  g r a d ie n t  ( v o l t s / c m  o f  g e l 

le n g th ) .  A  g o o d  s t r a te g y  is  t o  r u n  g e ls  a t c o n s ta n t  p o w e r  r a th e r  th a n  c o n s ta n t  v o l t a g e  o r
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c u r r e n t .  T h e r e fo r ,  t h e  g e l w a s  r u n  a t  c o n s ta n t  p o w e r  a n d  th e n  th e  b a n d in g  p a t te r n  w a s  

r e v e a le d  w i t h  X - r a y  f i lm .

A  p a ir  o f  g la s s  p la te s  w e r e  w a s h e d  w i t h  d e te rg e n ts  b e fo r e  r in s e d  w i t h  9 5  %  

e th a n o l  a n d  l e f t  t o  a i r - d r y .  T h e  s h o r t e r  p la te  w a s  s i l ic o n iz e d  a  g la s s  c o a t in g  s o lu t io n  

( R a in - X ) .  A s s e m b le  th e  g e l w o u ld  w i t h  th e  t w o  s p a c e rs , a n d  u s e d  g e l -  s e a l in g  ta p e  t o  

s e a l a r o u n d  th e  b o t t o m  a n d  s id e  o f  t h e  m o u ld .  T h e  g e l w a s  p re p a re d  b y  u s e d  6 0  m l  o f  

6 %  d e n a tu r in g  a c r y la m id e  g e l (  8  M  u re a ,  0 .0 8 4  M  a c r y la m id e ,  2  M m  b is - a c r y la m id e )  

i n  I X  T B E  ( 8 9  m M  T r i s - H C l ,  8 9  m M  b o r ic  a c id  a n d  2 .5  r a M  N a 2E D T A  p H 8 . 3 )  a n d  th e n  

a d d e d  3 0 0  p i  o f  1 0 % ( w / v )  a m m o n iu m  p e r s u l fa te  a n d  4 2  p i o f  T E M E D  

t e t r a m e th y le n e  d ia m in e ) .  M ix e d  a n d  t h e n  s l o w l y  p o u re d  b e tw e e n  th e  g la s s  p la te s ,  w i t h  

a  s m o o th  f l o w  ra te  t o  p r e v e n t  a n y  a i r  b u b b le s .  T h e  g e l c o m b  w a s  in s e r te d  t o  a  d e p th  o f  

a b o u t  0 .5  c m .  T h e  p o ly m e r iz a t io n  p ro c e s s  w e r e  a l lo w e d  t o  b e  c o m p le te d  f o r  a t  le a s t  

1 h o u r s .

B e fo r e  g e l lo a d in g  a n d  r u n n in g ,  t h e  g e l- s e a l in g  ( th e  c lo s e  g e l)  w a s  r e m o v e d  a n d  

th e  g e l w a s  c le a n e d  t o  r e m o v e  s p i l le d  a c r y la m id e  s o lu t io n  f r o m  p la te  s u r fa c e s  w i t h  

w a te r .  T h e  g e l m o u ld  w a s  p la c e d  in  t h e  g e l r u n n in g  ta n k s .  A d d e d  I X  T B E  b u f f e r  in t o  

t h e  u p p e r  a n d  lo w e r  b u f f e r  c h a m b e rs  a n d  th e n  r e m o v e  th e  g e l c o m b .  T h e  c o m b  w a s  

r e - in s e r te d  w i t h  th e  te e th  o n  th e  to p  o f  t h e  g e l.  T h e  g e l w a s  p r e - r u n  a t  c o n s ta n t  p o w e r  o f  

4 5  w a t t s  f o r  3 0  m in u te s .  T h e n ,  t h e  d e n a tu ra te d  s a m p le s  w e r e  lo a d e d . T h e  g e l w a s  r u n  a t  

c o n s ta n t  p o w e r  o f  4 5  w a t t s  f o r  a b o u t  2 - 3  h o u r s  d e p e n d e n t  o n  s iz e  o f  D N A  f r a g m e n t .

2 .1 4  A u t o r a d io g r a p h y

W h e n  e le c t r o p h o r e s is  w a s  c o m p le te d ,  t h e  s h o r te d  p la te  w a s  r e m o v e d  o u t  o f  t h e  

g e l.  T h e  g e l o f  s e q u e n c in g  r e a c t io n  w a s  t r a n s fe r r e d  t o  a  p ie c e  o f  W h a t m a n  3  M M  

f i l t e r  p a p e r  w h i l e  t h e  g e l o f  m ic r o s a t e l l i t e  D N A  w a s  f i x e d  w i t h  f i x i n g  s o lu t io n  ( 1 0 %  

a c e t ic  a c id ,  1 0  %  e th a n o l)  f o r  3 0  m in u t e s  b e fo r e  t r a n s fe r  t h e  g e l t o  a  p ie c e  o f  W h a tm a n  

3  M M  f i l t e r  p a p e r . T h e  f i l t e r  p a p e r  c o n ta in in g  th e  g e l w a s  c o v e re d  w i t h  c l in g  f i l m  a n d  

d r ie d  th e  g e l u n d e r  v a c u u m  a t  80°c f o r  2  h o u r s .  T h e n  th e  g e l w a s  p la c e d  in  a  c a s s e tte
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n e x t  t o  th e  X - r a y  f i l m .  W h e r e a s ,  t h e  g e l o f  s e q u e n c in g  r e a c t io n  w a s  k e p t  in  a  - 8 0  °c 
f r e e z e r  f o r  a b o u t  3 6 - 4 8  h o u r s  a n d  th e  g e l o f  m ic r o s a t e l l i t e  D N A  w a s  k e p t  in  r o o m  

te m p e r a tu r e  f o r  5  d a y s  o r  u n t i l  r e q u ir e d .  T h e n  th e  X - r a y  f i l m  w a s  d e v e lo p e d  u s in g  th e  

m e th o d  r e c o m m e n d e d  b y  th e  s u p p l ie r .

2 .1 5  D a t a  a n a ly s is

2 .1 5 .1  D N A  s e q u e n c e  a n a ly s is

T h e  n u c le o t id e  s e q u e n c e s  o f  t h e  a m p l i f ie d  I T S  o f  A p is  c e r a n a  w e r e  a n a ly z e d  b y  

c o m p u te r  p r o g r a m m in g .  T o  s e a rc h  f o r  s im i l a r  s e q u e n c e  th e  B L A S T  ( A l t s c h u l  e t a l . ,  

1 9 9 0 )  p r o g r a m  w a s  u s e d . S e a r c h in g  u s in g  th e  B L A S T  p r o g r a m  w a s  p r e fo r m e d  a t  t h e  

N a t io n a l  C e n te r  o f  B io t e c h n o lo g y  I n f o r m a t io n  ( N C B I )  i n  t h e  n o n r e d u n d a n t  G e n B a n k  

f r o m  t h e  N C B I  ( u p d a te d  F e b  2 4 ,  1 9 9 8 )  u s in g  th e  B L A S T  n e t w o r k  s e r v ic e .  T h e n  

C la s t a lX  ( 1 .6 4 b )  p r o g r a m  ( H ig g in s  e t a l . ,  1 9 8 8 )  w a s  u s e d  f o r  s e q u e n c e  a l ig n m e n t .

2 .1 5 .2  A n a ly s i s  o f  m ic r o s a t e l l i t e  d a t a

A s s u m p t io n

A n  e le c t r o p h o r e t ic  p a t te r n  r e fe r r e d  t o  a  g e n o ty p e  o f  e a c h  A . c e r a n a  in d iv id u a ls  

w a s  in fe r r e d  f r o m  s e g re g a t io n  o f  P C R  p r o d u c t  s iz e  f o r  e a c h  m ic r o s a t e l l i t e  lo c u s .  

T h e r e fo r e ,  t h e  g e n o ty p ic  s ta te  c o u ld  b e  d iv id e d  t o  h o m o z y g o t ic  (  s in g le  b a n d  )  a n d  

h é té r o z y g o t ie  s ta te s  (  d o u b le  b a n d  ) .  N e v e r th e le s s ,  th e  P C R  p ro d u c ts ,  a p p e a re d  as  s t u t te r  

b a n d , w h ic h  a re  c o m m o n  f o r  d in u c le o t id e  m ic r o s a te l l i t s  a n d  r e s u l t  f r o m  p o ly m e r a s e  

s lip p a g e  d u r in g  P C R  a m p l i f ic a t io n .  A c c o r d in g ly ,  s c o r in g  o f  a  p a r t ic u la r  b a n d  c a n  b e  

c a r r ie d  o u t  b y  m a k in g  a n  a s s u m p t io n  t h a t  a n  a c tu a l b a n d  o f  a  g iv e n  a l le le  w a s  th e  m o s t  

in te n s e  b a n d  a m o n g  th e  g r o u p  o f  s tu t te r  b a n d . T h e  a l le le  s iz e s  w e r e  d e f in e d  in  b a s e  p a i r  

le n g th ( b p )  b y  c o m p a r in g  t h e i r  m ig r a t io n  w i t h  M 1 3  s e q u e n c in g  m a r k e r .  F o r  e a c h  A .  

c e r a n a  i n d iv id u a l  w a s  r e c o rd e d  t o  b e  e i t h e r  h o m o -  a n d  h e te r o z y g o te .  A n d  th e  a l le l ic  

s ta g e  w e r e  re c o rd e d  f r o m  e a c h  in d iv id u a l  f o r  e a c h  lo c u s .
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A l le le  f r e q u e n c y  a n d  g e n e t ic  v a r i a t i o n

T h e  f r e q u e n c y  o f  a  p a r t ic u la r  a l le le  in  a  p o p u la t io n  f o r  d ip lo id  o r g a n is m s  is  g iv e n

b y

p =

2  N

w h e n  p  is  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  A  a l le le ,  a n d  N Aa a re  th e  n u m b e r  o f  h o m o -  a n d  

h e te r o z y g o te s  f o r  t h a t  a l le le  a n d  N  is  t h e  n u m b e r  o f  in d iv id u a ls  e x a m in e d .

G e n e t ic  v a r ia t io n  w i t h i n  p o p u la t io n s  w a s  m e a s u re d  in  t e r m s  o f  h e te r o z y g o s i t y  

( H )  w h ic h  is  t h e  p r o p o r t io n  o f  h e te r o z y g o u s  in d iv id u a ls  i n  a l l  in v e s t ig a te d  s a m p le s ,  

t h e r e f o r e  o b s e r v e d  h e te r o z y g o s i t y  c a n  b e  e s t im a te d  as

H = X ( N J N )

ท

w h e n  ท is  t h e  n u m b e r  o f  in v e s t ig a te d  lo c i .  W h e n  d e te r m in e d  p o p u la t io n s  c o n f o r m  

H a r d y - W e in b e r g  e x p e c ta t io n  , t h e  u n b ia s e d  e s t im a te d  o f  h e te r o z y g o s i t y  ( e x p e c te d  

h e t e r o z y g o s i t y )  c a n  b e  c a lc u la te d  as

h  =  1 -  X  p i2

w h e n  p i  is  t h e  f r e q u e n c y  o f  i 1*1 a l le le  a t  a  g iv e n  lo c u s ,  e x p e c te d  h e t e r o z y g o s i t y  a c ro s s  

a l l  lo c i  is  t h e  m e a n  o f  h  f r o m  e a c h  lo c u s .

Practically, the number o f allele per locus, allelic frequency, the proportion o f

homo- and heterozygotes individuals were estimated using GENEPOP version 2.0

(Raymond and Rousset, 1995).
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G e o g r a p h ic  h e t e r o g e n e i t y  a n a ly s is

T h e  s t a t is t ic a l ly  s ig n i f ic a n t  d i f fe r e n c e  in  g e n o ty p e  f r e q u e n c ie s  b e tw e e n  A . c e r a n a  

f r o m  a  p a i r  o f  g e o g ra p h ic  s a m p l in g  lo c a t io n s  w e r e  te s te d  u s in g  th e  e x a c t  te s t  o f  

d i f f e r e n t ia t io n  u s in g  G E N E P O P  v e r s io n  2 .0 .  R e s u l t s  a re  e x p re s s e d  a s  th e  p r o b a b i l i t y  o f  

h o m o g e n e i t y  b e tw e e n  c o m p a re d  p o p u la t io n s  o r  r e g io n s .  T o  d im in is h  t y p e  I  e r r o r ,  le v e l  

o f  s ig n i f ic a n c e  w a s  f u r t h e r  a d ju s te d  u s in g  th e  s e q u e n t ia l  B o n f e r r o n i  te s t  ( n u m b e r  o f  

p o p u la t io n  X  n u m b e r  o f  lo c i ) .

E s t i m a t i o n  o f  p o p u la t i o n  s t r u c t u r e

F - s ta t is t ic s ,  F  S t  is  a  s ta n d a rd  p a r a m e te r  f o r  m e a s u r e m e n t  o f  p o p u la t io n  s t r u c tu r e  

( o r  in t e r p o p u la t io n  d i v e r s i t y ) .  I t  c a n  b e  c a lc u la te d  u s in g  t h e  e x a c t  te s t  o f  g e n o ty p ic  

d i f f e r e n t ia t io n  o f  G E N E P O P  v e r s io n  2 .0

G e n e t ic  d is ta n c e  a n d  p h y lo g e n e t ic  r e c o n s t r u c t i o n

G e n e t ic  d is ta n c e  b a s e d  o n  C a v a l l i - S f o r z a  a n d  E d w a r d s  c h o rd  d is ta n c e  w a s  

c a lc u la te d  ( C a v a l l i - S f o r z a  a n d  E d w a r d s ,  1 9 6 7 )  u s in g  G E N D I S T .  T h e  g e n e t ic  d is ta n c e  

m o d e l a s s u m e s  t h a t  g e n e  f r e q u e n c ie s  a re  c h a n g e d  b y  g e n e t ic  d r i f t  a lo n e .  T h e  p o p u la t io n  

s iz e s  d o  n o t  a s s u m e d  t o  b e  c o n s ta n t  a n d  e q u a l i n  a l l  p o p u la t io n .  T h e  r e s u l t in g  g e n e t ic  

d is ta n c e  w a s  s u b je c te d  t o  p h y lo g e n e t ic  r e c o n s t r u c t io n  b a s e d  o n  N e ig h b o r - jo in in g  

a p p ro a c h  ( S a i t o u  a n d  N e i ,  1 9 8 7 )  u s in g  N E I G H B O R .  T h e  N J  t r e e  w a s  p lo t te d  b y  

D R A W T R E E .  A l l  c o m p u ta t io n a l  p ro g ra m s  m e n t io n e d  a b o v e  a re  r o u t in e ly  im p le m e n te d  

in  P h y l ip  3 .5 6 c  ( F e ls e n s te in ,  1 9 9 3 ) .
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