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ควงพร สีหนันทวงศ์ : ความหลากหลายทางพันธุกรรมในในโทคอนเด?ยลยีนของผึ้งโหรง Ap is c e rana ]น 
ประเทศไทย (GENETIC VARIATION IN MITOCHONDRIAL GENES OF HONEY B E E  A p is  cerana  IN 
THAILAND) อ.ที่ปรึกษา : รศ.ดร. ศิรึพร สิทธิประณต, 109 หน้า. ISBN 974-638-010-9.

ความหลากหลายทางพันธุกรรมและโครงสร้างของกลุ่มประซากรผึ้งโพรง Ap is cerana  ในประเทศไทยไต ้
ตรว«สอบควยเทคนิค PCR-RFLP ของไมโทคอนเดรึขลดเอ็นเอ 3 บ?เวณ (ย ีน sRNA, ยีน IrRNA และ บ?เวณระหว่างยีน 
CO l-co II) และการหาลำดับเบสบางส่วนของยีน IrRNA จากการวิเคราะห',ดัวยเทคนิค PCR-RFLP ในตัวอย่าง 172 รัง 
ครอบคลุม 5 พ้ืนท่ีทางภูมิศาสตรึคือ 1)ภาคเหนิอ 2)ภาคตะวันออกเฉยงเหนิอ 3)ภาคกลาง 4)ภาคาต และ 5)เกาะสบุย พบว่าดิ 
เอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณตัวยเทคนิค PCR ของยีน sRNA, ยีน IrRNA และ น?เวณระหว่างยีน CO I-CO II มิขนาด 400, 750 และ 
1710 คู่เบส ตามลำดับ หลังดัดดัวขเรสท?กขันเอนไซม์ D ra  I จะไห2ปแบบ'ของแถบดเอ็นเอเป็น 3, 5 และ 8 รูปแบบตาม 
ลำดับ เมื่อรวมรูปแบบของแถบดีเอ็นเอพื้ง 3 บ?เวณของามโทคอนเด?ยดังกล่าวเขัาดัวขกันจะไหรูปแบบรวม 13 รูปแบบ 
เม่ือคำนวณค่า genetic distance และสรัางความสัมพันรึเขังวิวัฒนาการตามแบบ UPGMA จะสามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างาดั 2 
กลุ่มวิวัฒนาการ คือ กลุ่มผึ้งโหรงทางตอนเหนิอ (ภาคเหนิอ ภาคตะวันออกเฉยงเหนิอและภาคกลาง) และกลุ่มผึ้งโหรงทาง 
ตอนใต้ (ภาคใต้และเกาะสง!ข) โดยมิค่า nucleotide sequence divergence ระหว่างสองกลุ่มเท่ากับ 1.245 เปอรึเซนต อย่างไร 
ก็ตามมิรูปแนบแถบช้ินดีเอ็นเอจำเพาะเกิดขึ้นในกลุ่มตัวอย่างบนเกาะสง!ขคือ รูปแบบ C ของยีน IrRNA โดยการวิเคราะห 
กลุ่มตัวอย่างผ้ึงจากรากพ้ืนท่ีต้วข Monte Carlo Simulation พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างไต้เป็น 3 กลุ่มประซากร อย่างมิน้ข 
สำดัณฺ (p =0.0000) โดยแขกกลุ่มผึ้งโพรงจากเกาะสง!ขออกจากกลุ่มผึ้งโหรงทางตอนไต้

การวิเคราะหลำดับเบสของดีเอ็นเอที่เพิ่มป?มาณจากยีน IrRNA ของตัวอย่างท่ีแสดง genotype ท่ีแตกต,างกันร่น 
5 รูปแบนจากการดัดชิ้นดีเอ็นเอที่เที่มป?มาณต้วยเรสท?กขันเอนไซม์ D ra  I หลังการจัด!?ยงลำดับเบสโดยการเใใ?ยบเทียบ 
ชนิดของเบสแต้วจะไต้นิวคลีโอไทคที่มิความขาว 659 เบส ประกอบต้วยเบส Alias T เป็นส่วนใหญ่มากถง 84.47 เปอรึ 
เชนด มิการเปลี่ยนแปลงเบส 71 ตำแหน่ง โดยเป็นการถดหรอเหมเบส จำนวน 14 ตำแหน่ง และเป็นการแทนที่เบสจำนวน 
57 ตำแหน่ง ทรานสเวอรึขันมิมากกว่าทรานขัขัน 2 เท่า เมื่อคำนวณค่าgenetic distance และสร้างความสัมพันรึตามแบน 
UPGMA พบว่าการจัดกลุ่มประขากรสอดคต้องกับผลที่ไต้จาก PCR-RFLP

จากการสังเกตไต้พบรูปแบบแถบดเอ็นจำเพาะไนผึ้งโหรง 2 ตัวอย่างจากภาคไต้ โดยมิรูปแบบรวมของทง 3 
บริเวณเป็น CED ซึ่งมิความแตกต่างจากตัวอย่างอื่น ๆ อย่างมากพ้ืง ๆ ที่มิสัณฐานคต้ายคสืงกัน น่าสงสัยว่าเป็นผ้ึงต่าง species 
ดังน้นจึงควรมิการศกบาเพิ่มเติมเพ่ีอทราบสถานะทางถา!กรมวิธานท่ีแน่ขัดต่อไป
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PCR-RFLP o f three mtDNA regions (sRNA gene, IrRNA gene and inter CO I - 

CO II region) and partial sequences o f  mitochondrial IrRNA gene were used to investigate for 
genetic variation and population structure o f  honey bee A pis cerana  in Thailand. Samples used 
for PCR-RFLP analysis included 172 colonies covering live geographic locations which were 
l)North 2)North-East 3)Cental 4)South and 5)Samui Island. Three, five and eight haplotypes 
were obtained from D r a  I digestion o f PCR-amplified 400 bp sRNA gene, 750 bp IrRNA gene 
and 1710 bp inter CO I-CO II region, respectively. These three mtDNA regions employed in 
this study generated thirteen composite haplotypes. Genetic distance among populations were 
then calculated and used for phylogenetic reconstruct using UPGMA approach. Two 
genetically distinctive groups ะ Northern (North, North-East and Central ) and Southern (South 
and Samui Island ) A. cerana  were clearly separated. Estimated nucleotide sequence 
divergence between these two groups was 1.245 °/o. However, only haplotype c o f IrRNA 
gene was specifically found in Samui Island. When geographic heterogeneity was analysed 
with a Monte Carlo Simulation, the results showed three distinctive groups where the Samui A. 
cerana  could be further separated from the South (p=0.0000).

Moreover, individuals previously analysed and showed all detected IrRNA-Dro 1 
genotypes were sequenced after amplification. Six hundred and fifty nine nucleotides were then 
obtained after alingment o f all sequences. An AT bias was found at 84.47% resulted in two 
times higher o f transversions than transitions. Seventy-one mutation steps were found that 
contained fourteen deletions or insertions and fifty-seven point mutations. Genetic distance 
calculated from DNA sequence data was subjected to UPGMA approach. The sequence 
analysis was corrected with the results from PCR-RFLP.

Notably, private haplotype o f all amplified regions were found from two samples in 
the South. The composite haplotype, CED, was extremely different from all samples having 
morphological similarity. It was suspected to be the other species. Therefore, further study is 
needed to be carried out to clarify their actual taxonomic status.
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A, T, G, c = nucleotide containing the bases adenine, 
thymine, guanine and cytosine, respectively

bp = base pair
°c = degree celcius
cm = centimetre
CO I = cytochrome c oxidase subunit I
CO II = cytochrome c oxidase subunit II
D N A = deoxyribonucleic acid
dNTPs = deoxyribonucleotide triphosphates (dATP, 

dTTP, dGTP, dCTP)
ddNTPs = dideoxyribonucleotide triphosphates (ddATP. 

ddTTP, ddGTP, ddCTP)
E D TA = ethylenediamine tetraacetic acid
HC1 = hydrochloric acid
Kb = kilobase
KC1 - potassium cholride
IrR N A = large subunit ribosomal R N A
M gCl2 -  magnesium chloride
ml = m illilitre
mM = m illim olar
m tD N A = mitochondrial D N A

ng = nanogram
PCR = polymerase chain reaction
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RFLP = restriction fragment length polymorphism
SDS = sodium dodecyl sulfate
sRNA -- small subunit ribosomal R N A
TEM ED = N ,N ,N ;, N^tetramethylethylenediamine
Tris = tris (hydroxy methyl) aminomethane

Mg = microgram

Ml = m icrolitre
jj.M = micromolar
u v = ultraviolet
V = volt
พ = watt
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