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 โครงการนี้มีวตัถุประสงคเพ่ือระบุตําแหนงของยีน hsp70 และ sxl บนแผนที่มาตรฐาน
ของโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําในประเทศไทย และเพ่ือสรางแผนที่เคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) บนแผนที่มาตรฐานของโพลี
ทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําในประเทศไทย เก็บตวัอยางแมลงริ้นดําจากแหลงอาศัยตาม
ธรรมชาติ จําแนกชนิดโดยใชลักษณะสณัฐานวิทยาและเซลลพันธศุาสตรโดยเปรียบเทียบแบบ
แผนการเรียงตัวของแบนดโพลีทีนโครโมโซม สกัดดีเอ็นเอจากตัวออนและเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรมในสวนของยีน hsp70, sxl, 18S rRNA และเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนคิ 
RAPD นํามาสังเคราะห DNA probe โดยกระบวนการ nick translation เพ่ือใชสําหรับระบุ
ตําแหนงยีนและการจัดทําแผนที่เคร่ืองหมายพันธุกรรมบนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา
ดวยเทคนคิ fluorescence in situ hybridization (FISH) ผลการศึกษาพบวาไมสามารถเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมของยีน sxl ได ยีน hsp70, 18S rRNA และเคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD 
สามารถระบุตาํแหนงของบนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําและหนอนแดง Chironomus 
circumdatus ได โดยยีน hsp70 มีตําแหนงบนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา  
S. aureohirtum แทงที่ 2 แขนขางยาว (IIL) และบนโครโมโซมแขน A ของหนอนแดง  
C. circumdatus ตําแหนงของยีน 18S rRNA อยูบน nucleolar organizer (NOR) ของโพลี
ทีนโครโมโซมของ S. aureohirtum ซึ่งอยูบนโครโมโซมแขนขางยาวแทงที่ 1 (IL) และ C. 
circumdatus ซึ่งอยูบนโครโมโซม G การสรางแผนที่เคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD สามารถ
ระบุตําแหนงของเครื่องหมายพันธุกรรม RAPD 2 ตําแหนง คือ เคร่ืองหมาย RAPD ขนาด 400 
bp และขนาด 900 bp โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD ขนาด 400 bp มีตําแหนงบน
โครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางยาว (IL) ของ S. aureohirtum สําหรับโพลีทีนโครโมโซมของ S. 
fenestratum พบวา DNA probe hybridized บนโพลทีีนโครโมโซมแตไมมารถระบุตําแหนงได
เน่ืองจากการกระจายของโพลีทีนโครโมโซมไมดี เชนเดียวกับ RAPD ขนาด 900 bp การศึกษา
เซลลพันธุศาสตรของแมลงริ้นดํา S. angulistylum พบวาเปนสปชีสซับซอนประกอบดวย 3 
cytoforms ไดแก cytoform A, B และ C โดยแตละ cytoform มีความแตกตางทางนิเวศวิทยา
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ของแหลงอาศัยและความแตกตางทางพนัธุกรรมระดับอณูพันธุศาสตร จากการวิเคราะหโดยใช
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน cytochrome oxidase subunit I (COI) 

   
คําหลัก: fluorescence in situ hybridization, hsp70, 18S rRNA, RAPD, Simulium 
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Abstract 

Project Code : MRG5380053 
Project Title :  Physical mapping of Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)  

markers and  localizations of hsp70 and sxl genes on polytene 
chromosomes of black flies  (Diptera: Simuliidae) 

Investigator : Assistant Professor Pairot Pramual, Ph.D. 
  Associate Professor Chaliow Kuvangkadilok, Ph.D. 
E-mail Address : pairot.p@msu.ac.th 
Project Period : 2 years (15 June 2010 – 14 June 2012) 
  The objectives of this project are to localize hsp70 and sxl genes and to 
construct the RAPD genetic markers map on the polytene chromosome of the black fly 
using fluorescence in situ hybridization (FISH) technique. Black fly samples were 
collected from the natural habitats. Species were identified based on both morphology 
and cytology using the polytene chromosome banding patterns. DNA was extracted 
from the larva and the hsp70, sxl, and 18S rRNA genes and the RAPD marker were 
amplified. PCR products were used to synthesis DNA probe for FISH using the nick 
translation method. The hsp70 and 18S rRNA genes were successfully amplified but the 
sxl gene was unable to amplify. The hsp70, 18S rRNA and RAPD markers were 
successfully localized on the polytene chromosomes of black flies, Simulium 
aureohirtum and S. fenestratum and the chironomid, Chironomus circumdatus. The 
hsp70 gene was located on the long arm of chromosome II (IIL) of S. aureohirtum and 
the chromosome arm A of C. circumdatus. Gene 18S rRNA was located on the 
nucleolar organizer (NOR) region of the chromosome of both S. aureohirtum which 
present on the long arm of chromosome I (IL) and C. circumdatus which present on the 
chromosome arm G. Two RAPD markers (400 bp and 900 bp) were successfully 
located on the polytene chromosome of S. aureohirtum and S. fenestratum. The 400 bp 
RAPD marker was located on the long arm of chromosome I (IL) of S. aureohirtum but 
the chromosome arm that this marker hybridized was unable to identified on the 
polytene chromosome of S. fenestratum. The 900 bp RAPD marker was hybridized on 
the polytene chromosome of S. fenestratum but the chromosome arm was unable to 
identify. Cytogenetic study of S. angulistylum revealed that this species was a species 
complex composed of three cytoforms (A, B, C). The cytoforms were also differing 
ecologically and molecularly based on COI barcoding sequences.  
Keywords : fluorescence in situ hybridization, hsp70, 18S rRNA, RAPD, Simulium 
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Executive summary 
 

 แมลงริ้นดําเปนแมลงที่มีความสําคัญทั้งดานการแพทยและเศรษฐกิจ และมีการศึกษา
เซลลพันธุศาสตรอยางกวางขวาง แตในระดับอณูเซลลพันธศุาสตร (molecular cytogenetic) 
โดยใชเทคนคิ FISH ในแมลงริ้นดํามีรายงานการศึกษาเพียง 2 สปซีสและระบุตําแหนงของยีน
เพียง 5 ยีนเทาน้ัน Boakye et al. (2000) ประยกุตใชเทคนิค FISH ระบตุําแหนงของยีน 
aspartate amino transferase, DNA polymerase และ cytochrome P450 บนโพลีทีนโครโม
โซมของแมลงริ้นดํา Simulium sanctipauli Procunier et al. (2005) ระบุตําแหนงของยีนที่สราง
โปรตีน Simulidin และ erthyma protein ในแมลงริ้นดํา S. vittatum แมวาแบบแผนการเรียงตัว
ของโพลีทีนโครโมโซมในแมลงริ้นดําจะมีการศึกษาอยางกวางขวางและสามารถสรางแผนที่
มาตรฐานของโครโมโซมรวมถึงการระบุตาํแหนงของอินเวอรชันบนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา
หลายสปซีส แตขอมูลทีไ่ดจากการศึกษาในระดับเซลลพันธศุาสตร ไมสามารถนําไปศึกษาใน
เชิงลึกตอได ทั้งน้ีเน่ืองจากขอจํากัดที่ไมสามารถสรางแผนที่ของยีนบนโครโมโซมได ดังนั้นการ
สรางแผนที่ของยีนบนโครโมโซม และแผนที่เคร่ืองหมายพันธุกรรมโดยใช RAPD marker จะ
เปนประโยชนอยางมากตอการศึกษาในเชิงลึก เน่ืองจาก RAPD marker สามารถใชเปน
ตําแหนงอางอิงของลําดับนิวคลีโอไทดสําหรับการศึกษาในอนาคต  
 ในประเทศไทยมีรายงานการพบแมลงริ้นดําทั้งหมด 88 สปซีส และมีการศึกษาเซลล
พันธุศาสตรและสรางแผนทีม่าตรฐานของโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําทั้งหมด 17 สปซีส 
แผนที่มาตรฐานของโครโมโซมของแมลงร้ินดําที่มีการศึกษาแลวเปนขอมูลพ้ืนฐานที่สําคัญ
สําหรับการศกึษาการระบตุําแหนงของเครื่องหมายทางพันธุกรรม และตําแหนงของยีนที่สนใจ
บนโครโมโซม นอกจากน้ีแมลงริ้นดําในประเทศไทยยังมีการศึกษาดานอ่ืนๆ เชน วิวัฒนาการ
ชาติพันธุ นิเวศวิทยา พันธุศาสตรเชิงประชากร ซึ่งเปนขอมูลพ้ืนฐานที่สําคัญสําหรับการศึกษา
การระบุตําแหนงของยีน และการศึกษาวิวัฒนาการของยีน และโครโมโซมของแมลงริ้นดําใน
ประเทศไทย 

โครงการนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือระบุตําแหนงของยีน hsp70 และ sxl บนแผนที่มาตรฐาน
ของโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําในประเทศไทย และเพ่ือสรางแผนที่เคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) บนแผนที่มาตรฐานของโพลี
ทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําในประเทศไทย เก็บตวัอยางแมลงริ้นดําจากแหลงอาศัยตาม
ธรรมชาติ จําแนกชนิดโดยใชลักษณะสณัฐานวิทยาและเซลลพันธศุาสตรโดยเปรียบเทียบแบบ
แผนการเรียงตัวของแบนดโพลีทีนโครโมโซม จากน้ันสกัดดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมในสวนของยีน hsp70, sxl, 18S rRNA และเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนคิ 
RAPD นํามาสังเคราะห DNA probe โดยกระบวนการ nick translation เพ่ือใชสําหรับระบุ
ตําแหนงยีนและการจัดทําแผนที่เคร่ืองหมายพันธุกรรมบนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา
ดวยเทคนคิ fluorescence in situ hybridization (FISH) ผลการศึกษาพบวาไมสามารถเพ่ิม
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ปริมาณสารพันธุกรรมของยีน sxl ได สําหรับยีนอ่ืนสามารถระบุตาํแหนงของยีน hsp70 ยนี 
18S rRNA และเครื่องหมายพันธุกรรม RAPD บนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา และหนอน
แดง C. circumdatus ได โดยยีน hsp70 มีตําแหนงบนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา  
S. aureohirtum แทงที่ 2 แขนขางยาว (IIL) และบนโครโมโซมแขน A ของหนอนแดง  
C. circumdatus ตําแหนงของยีน 18S rRNA อยูบน nucleolar organizer (NOR) ของโพลี
ทีนโครโมโซมของ S. aureohirtum ซึ่งอยูบนโครโมโซมแขนขางยาวแทงที่ 1 (IL) และ  
C. circumdatus ซึ่งอยูบนโครโมโซม G การสรางแผนที่เคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD สามารถ
ระบุตําแหนงของเครื่องหมายพันธุกรรม RAPD 2 ตําแหนง คือ เคร่ืองหมาย RAPD ขนาด 400 
bp และขนาด 900 bp โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD ขนาด 400 bp มีตําแหนงบน
โครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางยาว (IL) ของ S. aureohirtum สําหรับโพลีทีนโครโมโซมของ S. 
fenestratum พบวา DNA probe hybridized บนโพลทีีนโครโมโซมแตไมมารถระบุตําแหนงได
เน่ืองจากการกระจายของโพลีทีนโครโมโซมไมดี เชนเดียวกับ RAPD ขนาด 900 bp การศึกษา
เซลลพันธุศาสตรของแมลงริ้นดํา S. angulistylum พบวาเปนสปชีสซับซอนประกอบดวย 3 
cytoforms ไดแก cytoform A, B และ C โดยแตละ cytoform มีความแตกตางทางนิเวศวิทยา
ของแหลงอาศัยและความแตกตางทางพนัธุกรรมระดับอณูพันธุศาสตร จากการวิเคราะหโดยใช
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน cytochrome oxidase subunit I (COI) 
 ผลจากการศกึษาครั้งนี้สามารถตีพิมพเผยแพรในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 2 
เรื่อง และสามารถสรางนักวจัิยรุนใหม จํานวน 8 คน ซึ่งเปนนิสิตระดับปริญญาตรีที่ทําโครงงาน
ทางชีววิทยาเรื่อง เซลลพันธุศาสตรของหนอนแดง เซลลพันธศุาสตรของแมลงริน้ดํา Simulium 
angulistylum และการพัฒนาเคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD เพ่ือระบุชนิดของแมลงริ้นดํากลุมส
ปชีส Simulium multistriatum ในประเทศไทย  
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ภาพที่ 1 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70 ในหนอนแดง     5 

Chironomus circumdatus ที่ใชสําหรับการสังเคราะห DNA probe  
ในการทํา Fluorescence In Situ Hybridization ในแมลงริ้นดํา 
และหนอนแดง 

ภาพที่ 2  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70 ในหนอนแดง Chironomus   6 
circumdatus ที่ใชสําหรับการทํา DNA probe ในการศกึษา  
Fluorescence In Situ Hybridization เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
แมลงชนิดอ่ืนๆ  

ภาพที่ 3  ลําดับกรดอะมิโนของยีน hsp70 ในหนอนแดง Chironomus   8 
circumdatus เปรียบเทียบกบัแมลงชนิดอ่ืนๆ 

ภาพที่ 4  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของแมลงริ้นดํา Simulium   10 
aureohirtum, S. siamense และ S. fenestratum 

ภาพที่ 5  โพลีทีนโครโมโซมของแมลงหนอนแดง Chironomus circumdatus  11 
ภาพที่ 6  โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium aureohirtum   12 

(NO, nucleolar organizer; BR, Balbiani Ring) 
ภาพที่ 7  โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium siamense    13 

(NO, nucleolar organizer; BR, Balbiani Ring) 
ภาพที่ 8  โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium fenestratum   14 

(NO, nucleolar organizer; BR, Balbiani Ring) 
ภาพที่ 9  โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum   15 

(NO, nucleolar organizer; BR, Balbiani Ring) 
ภาพที่ 10  Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของ  17 

หนอนแดง C. circumdatus (A) โครโมโซมแขน A และแขน E  
ที่ยอมดวยสี DAPI (B) ตําแหนงของ DNA probe ของยีน hsp70  
บนโครโมโซมแขน A ของ C. circumdatus (C) ตําแหนงของ  
DNA probe ของยีน hsp70 บนโครโมโซมแขน A  
ของ C. riparius (Morales et al. 2011) 
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ภาพที่ 11  Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซม  18 

ของแมลงริ้นดํา Simulium aureohirtum DNA probe ของยีน  
hsp70 hybridized บนโพลทีีนโครโมโซมแทงที่ 2 แขนขางยาว (IIL) 

ภาพที่ 12  Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซม  19 
ของแมลงริ้นดํา Simulium aureohirtum DNA probe ของยีน  
18S rRNA hybridized บนโพลีทีนโครโมโซมแทงที่ 1  
แขนขางยาว (IL) บริเวณตาํแหนง nucleolar organizer (NO) 

ภาพที่ 13  Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของ  20 
หนอนแดง Chironomus circumdatus DNA probe ของยีน  
18S rRNA hybridized บนโพลีทีนโครโมโซมแทง G บริเวณตําแหนง 
nucleolar organizer (NO) 

ภาพที่ 14  ผลผลติ PCR ดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA02   21 
(TK, Simulium takense; FN, Simulium fenestratum; AG,  
Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense;  
M, 100 bp DNA ladder) 

ภาพที่ 15  ผลผลติ PCR ดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA03   21 
(TK, Simulium takense; FN, Simulium fenestratum; AG,  
Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense;  
M, 100 bp DNA ladder) 

ภาพที่ 16  ผลผลติ PCR ดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA04   22 
(TK, Simulium takense; FN, Simulium fenestratum; AG,  
Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense;  
M, 100 bp DNA ladder) 

ภาพที่ 17  ผลผลติ PCR ดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPA07   22 
(TK, Simulium takense; FN, Simulium fenestratum; AG,  
Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense;  
M, 100 bp DNA ladder) 
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ภาพที่ 18  ผลผลติ PCR ดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPN03   23 

(TK, Simulium takense; FN, Simulium fenestratum; AG,  
Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense;  
M, 100 bp DNA ladder) 

ภาพที่ 19  Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซม  24 
ของแมลงริ้นดํา Simulium aureohirtum DNA probe สังเคราะหจาก  
RAPD ขนาด 400 bp ของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum  
ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร OPA02 DNA probe hybridized  
บนโพลีทีนโครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางยาว (IL) 

ภาพที่ 20  Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของ  25 
แมลงริ้นดํา Simulium fenestratum DNA probe สังเคราะหจาก  
RAPD ขนาด 400 bp ของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum  
ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร OPA02  

ภาพที่ 21  Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของ  26 
แมลงริ้นดํา Simulium fenestratum DNA probe สังเคราะหจาก  
RAPD ขนาด 900 bp ของแมลงริ้นดํา Simulium takense  
ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร OPA02  

ภาพที่ 22  โครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางสั้น (IS) ของแมลงริ้นดํา    27 
Simulium angulistylum ในประเทศไทย การแบงสวนโครโมโซม 
แบงตามแผนที่มาตรฐานของแมลงริ้นดํากลุมสปชีส S. ceylonicum  
(Jitklang et al. 2008) NO, nucleolar organizer 

ภาพที่ 23  โครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางยาว (IL) ของแมลงริ้นดํา    28 
Simulium angulistylum ในประเทศไทย ตําแหนงของอินเวอรชัน  
IL-ceylonicum และ IL-ceylonicum,siamense แสดงบนโครโมโซม 
คือตําแหนงของอินเวอรชันที่แตกตางระหวาง S. angulistylum  
กับกลุมสปชสี S. ceylonicum และ S. siamense C, centromere  
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ภาพที่ 24  โครโมโซมแทงที่ 2 ของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum   30 

ในประเทศไทย ตําแหนงของอินเวอรชันแสดงบนโครโมโซม  
อินเวอรชันทีมี่ความถี่คงทีข่ีดเสนใตชื่อ อินเวอรชันทีมี่ความถี่ไมคงที่ 
ไมขีดเสนใตชอื อินเวอรชัน IIS-ceylonicum, siamense และ  
IIL-ceylonicum, siamense เปนอินเวอรชันซับซอนทีแ่ตกตางระหวาง  
S. angulistylum เปรียบเทยีบกับแผนทีม่าตรฐานโครโมโซมของ  
S. siamense และกลุมสปชสี S. ceylonicum BR, ring of Balbiani;  
db, double bubble; jg, jagged group; PB, parabalbiani 

ภาพที่ 25  โครโมโซมแทงที่ 3 ของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum   31 
ตําแหนงของอินเวอรชันแสดงบนโครโมโซม อินเวอรชันที่มีความถี่คงที่ 
ขีดเสนใตชื่อ อินเวอรชันทีมี่ความถี่ไมคงที่ไมขีดเสนใตชือ อินเวอรชัน  
IIIS-asakoae, IIIL-asakoae เปนอินเวอรชันซับซอนทีแ่ตกตางระหวาง 
S. angulistylum เปรียบเทยีบกับแผนทีม่าตรฐานโครโมโซมของ  
S. asakoae และ IILL- siamense เปนอินเวอรชันซับซอนที่แตกตาง 
ระหวาง S. angulistylum เปรียบเทยีบกบัแผนที่มาตรฐานโครโมโซม 
ของ S. siamense Bl, blister marker 

ภาพที่ 26  การกระจายทางภูมิศาสตรของ cytoforms ของ Simulium angulistylum  32 
ในประเทศไทย รายละเอียดของแตละประชากรแสดงในตารางที่ 4 

ภาพที่ 27  สายวิวัฒนาการชาติพันธุเชงิภูมิศาสตรของแมลงริ้นดํา Simulium   36 
angulistylum ในประเทศไทย จากการวเิคราะหดวยวธิีการ Median  
Joining network โดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI ความยาว  
586 bp จํานวน 42 ตัวอยาง (a) การกําหนดสัญลักษณตาม cytoform  
(b) กําหนดสัญลักษณตามภูมิภาคของประชากร วงกลมหมายถึง 
แฮพโพลไทป ขนาดของวงกลมสัมพันธกับจํานวนตวัอยางของ 
แฮพโพลไทป 
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1. วัตถุประสงค 
 

1.1  เพ่ือระบุตําแหนงของยีน hsp70 และ sxl บนแผนที่มาตรฐานของโพลีทีนโครโมโซม
ของแมลงริ้นดําในประเทศไทย 
 1.2 เพ่ือสรางแผนที่เคร่ืองหมายพันธุกรรม Random Amplified Polymorphic DNA 
(RAPD) บนแผนที่มาตรฐานของโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําในประเทศไทย 
 
 
2. วิธีการศึกษา 
 2.1 การเก็บตัวอยางแมลงริ้นดํา 
 สํารวจแหลงเพาะพันธุของริ้นดําตามแหลงน้ําไหลธรรมชาติ จับตวัออนโดยใชปากคีบ
เล็กคีบตวัออนที่เกาะตามกอนหิน เศษวัตถุตางๆรวมทั้งพืชและใบไมที่ลอยในนํ้าไหล วางตัว
ออนในจานที่รองดวยกระดาษทิชชูเพ่ือซับน้ําใหแหง แบงตัวออนทีไ่ดออกเปน 3 กลุม คือ ตัว
ออนกลุมที่หนึ่งดองใน Carnoy’s fixative (3 สวน absolute ethanol: 1 สวน glacial acetic 
acid) สําหรับศึกษาโพลทีีนโครโมโซม สวนตวัออนกลุมที่ 2 ใสลงใน 80% ethanol สําหรับ
ศึกษาสัณฐานวิทยา นอกจากนี้ยังเก็บตัวดักแดที่เกาะบนใบและลาํตนของพืชนํ้าและเศษวัสดุ
ตางๆดวย สาํหรับตัวดักแดนั้นจะแยกแตละตวัใสในหลอดแกวที่กนหลอดบุดวยสาํลีชุบน้ําใหซมึ
และปดดวยผาโปรงบาง เพ่ือใหตัวดักแดฟกออกมาเปนตัวเต็มวัยสําหรับการศึกษาสัณฐาน
วิทยาตอไป 
 
 2.2 การจําแนกชนิด 
 จําแนกชนิดของแมลงริ้นดําโดยใช keys ของ Takaoka (1979) Takaoka and Suzuki 
(1984) Takaoka and Davies (1995) Takaoka and Saito (1996) และ Takaoka and 
Choochote (2004) นอกจากนี้อาจใชการจําแนกโดยใชเซลลพันธศุาสตรโดยการเปรียบเทียบ
แบบแผนการเรียงตัวของแบนดของโพลีทีนโครโมโซมกับแผนที่มาตรฐานของแมลงริ้นดําแต
ละสปชสี 
 
 2.3 การเตรียมโพลีทีนโครโมโซม 
 เตรียมโครโมโซมสําหรับการศึกษา In situ hybridization ตามวธิีการของ Boakye et 
al. (2000) เลือกตัวออนแมลงริ้นดําที่ดองในน้ํายารักษาสภาพ Carnoy’s fixative (3:1, 95% 
ethanol: glacial acetic acid) ระยะ penultimate larva ซึ่งสังเกตจากการมี gill histoblast สีขาว 
เพ่ือใชในการเตรียมโพลีทีนโครโมโซม ผาสวน abdomen โดยใชเข็มเขีย่เพ่ือนําตอมน้ําลาย 
(salivary gland) ออกมาวางบนสไลดจากน้ันหยด 50% propionic acid ลงบนตอมน้ําลาย ทิ้งไว
นาน 5 นาที ใชกระจกปดสไลดที่เคลือบซิลิโคน (siliclonized cover slip) ปดทับและ squash 
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อุนสไลดที่อุณหภูมิ 60 ºC นาน 1-2 นาที เก็บสไลดทีอุ่ณหภูมิ 4 ºC ระยะเวลา 12 ชั่วโมง นํา
สไลดแชในไนโตรเจนเหลว จากน้ันแกะกระจกปดสไลดออก แชสไลดใน 50% ethanol ที่
อุณหภูมิ 4 ºC นาน 2 ชั่วโมง และ 70% ethanol ทีแ่ชเย็นไวที่อุณหภูมิ -20 ºC นาน 5 นาที ที่
อุณหภูมิหอง แชสไลดใน 90% ethanol นาน 5 นาที และ 100% ethanol นาน 5 นาที ทิ้งสไลด
ใหแหงที่อุณหภูมิหอง กอนนําไปใชในการทํา in situ hybridization 
 
 2.4 การสกัดดีเอ็นเอ การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซ (Polymerase 
Chian Reaction, PCR) และการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 

สกัดดีเอ็นเอจากตัวออนซึ่งเก็บรักษาใน Carnoy’s fixative ตามวธิกีารของ Pramual et 
al., (2005) จากตัวอยางแมลงริ้นดํา 4 สปชีส ไดแก Simulium aureohirrtum, S. angulistylum, 
S. fenestratum และ S. siamense และ แมลงชนิดอ่ืนๆ ไดแก Chironomus circumdatus, 
Bombyx mori และ Drosophila melanogaster โดยใช Genomic DNA extraction mini kit 
(RBC BioScience, Taiwan) เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซของยีน hsp70, sxl, 18S 
rRNA และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุมดวยปฏิกิริยาลูกโซ (RAPD) โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะ
กับแตละยีนดังแสดงในตารางที่ 1 ตรวจสอบผลผลติ PCR โดยใช 1.5% Agarose gel ซึ่งยอม
ดวย Ethidium bromide และตรวจสอบภายใตแสง UV เปรียบเทียบขนาดของผลผลติ PCR 
โดยใช 100 bp ladder (Invitrogen) ทําผลผลติ PCR ใหบริสุทธิ์โดยใช HiYieldTM Gel/PCR 
DNA Extraction Kit (RBC BIOSCIENCE, ประเทศใตหวัน) วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด
โดยบริษัท Macrogen Inc. (กรุงโซล ประเทศเกาหลีใต) โดยใชไพรเมอรเดียวกับที่ใชใน
กระบวนการ PCR 
 
ตารางที่ 1 ไพรเมอรที่ใชสาํหรับการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวย PCR ของยีน hsp70, sxl, 

18S rRNA และ RAPD  

Gene Primer Sequence (5’3’) 
Annealing 

temperature 
(°C) 

Reference 

HSP70 HSP70Chi-F  
HSP70Chi-R 

AAGAATCAAATTCATGATGTCGTTC 
TTGCTTGCATGGAATT CGAG 

56 Yoshimi et 
al. (2009) 

Sxl Sxl-1 
Sxl-2 

AAYTAYYTICCICARGAYATG 
DATIGCYTCYTGIGCYTCYTC 

55 Niimi et al. 
(2006) 

18S 
rRNA 

18s/sd50  
5.8s/sd30 

TGGTGCATGGCCGTTCTTAG 
GTCGATGTTCATGTGTCCTGC 

60 
 

Simon et 
al. (1994) 
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Gene Primer Sequence (5’3’) 
Annealing 

temperature 
(°C) 

Reference 

RAPD OPA02 TGCCGAGCTG 37 - 
RAPD OPA03 AGTCAGCCAC 37 - 
RAPD OPA04 AATCGGGCTG 37 - 
RAPD OPA07 GAAACGGGTG 37 - 
RAPD OPN03 GGTACTCCCC 37 - 
 

  
 2.5 การเตรียม DNA probe 
 ผลผลติ PCR ที่ไดทําใหบริสุทธิ์โดยใช HiYieldTM Gel/PCR DNA Extraction Kit 
(RBC BIOSCIENCE, Taiwan) นํามาเตรียม DNA probe ดวยกระบวนการ Nick Translation 
โดยใช FISH Tag DNA Kit (Invitrogen, UK) ตามวิธีการที่แนะนําในคูมือโดยบริษัท Invitrogen  
 
 2.6 In situ hybridization 
 เตรียมสไลดโพลีทีนโครโมโซมตามวิธีการของ Phillips et al. (1994) แยกสวนตอม
น้ําลายของตวัออนริ้นดําและหนอนแดงในน้ํายารักษาสภาพ (1: 2: 3, lactic acid: distilled 
water: glacial acetic acid) ยายตอมน้ําลายที่มีโพลีทนีโครโมโซมใสลงบนแผนกระจกปดสไลด
ที่มีน้ํายารักษาสภาพประมาณ 1 – 2 หยด ทิ้งไวประมาณ 2 – 3 นาที จากน้ันใชสไลดที่สะอาด
ปดทับลงบนกระจากปดสไลดที่มีตอมนํ้าลาย กลับดาน แลวใชนิว้กดเพ่ือใหโครโมโซมกระจาย 
ตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน ถาโครโมโซมกระจายไมดี ใชปลายของเข็มเขี่ยขูดเบาๆ บน
กระจกปดสไลดเพ่ือชวยใหโครโมโซมกระจายดีขึ้น นําสไลดแชในไนโตรเจนเหลวประมาณ 2 – 
3 วินาท ี จากน้ันใชใบมีดโกนแกะกระจกปดสไลดออก นําสไลดไปใชในกระบวนการ 
hybridization ตามวิธีการของ Procunier et al. (2005) และตามวิธีการที่แนะนําในคูมือการ 
hybrization DNA probe โดยบริษัท Invitrogen ซึ่งมีขั้นตอน ดังนี้ สไลดโพลีทีนโครโมโซมแชใน 
2X SSC ที่อุณหภูมิ 65 ºC นาน 30 นาที ตามดวยการ dehydration ดวย 70% ethanol และ 
90% ethanol ทิ้งใหแหงที่อุณหภูมิหอง 15 นาที แชสไลดใน 0.5 M NaOH/2X SSC นาน 4 
นาทีเพ่ือทําใหดีเอ็นเอในโพลีทีนโครโมโซมเสียสภาพ (denature) ลางสไลดใน 2X SSC ตาม
ดวยกระบวนการ dehydration ใน 70% ethanol และ 90% ethanol ทิ้งสไลดใหแหงที่
อุณหภูมิหองนาน 10 นาที หยด DNA probe ปริมาตร 20 ul บนสไลดโพลีทีนโครโมโซมที่
เตรียมไว นําสไลดใสใน petri dish ที่รองดวยกระดาษกรองที่ชุมน้ํา บมไวที่อุณหภูมิ 37 ºC ในที่
มืด นาน 12 ชั่วโมง แชสไลดใน 2X SSC ที่อุณหภูมิ 37 ºC นาน 5 นาที และใน 0.4x SCC ที่
อุณหภูมิ 73 ºC นาน 2 – 3 วินาที แชสไลดใน 2X SCC ที่อุณหภูมิหองนาน 2 นาที จุมสไลดใน
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น้ํากลั่นทันท ี แลวนําไปตากใหแหงในที่มืดที่อุณหภูมิหอง จากน้ันยอมสไลดโดยใชสี DAPI 
ความเขมขน 20 ng/ml โดยหยดสี DAPI ลงบนสไลดบริเวณที่มีโครโมโซมแลวทิง้ไวให 5 นาที 
จากน้ันหยด SlowFade Gold 1 หยด ลงบนสไลด ปดสไลดดวยกระจกปดสไลดแลวนํา
โครโมโซมไปตรวจสอบตําแหนงของ DNA probe บนโพลีทีนโครโมโซม โดยเปรียบเทียบ
ตําแหนงของ DNA probe กับแผนที่มาตรฐานของโพลีทีนโครโมโซมที่จัดทําไวแลว ถายภาพ 
และระบตุําแหนงของยีนและตําแหนงของเครื่องหมายพันธุกรรม RAPD บนแผนที่มาตรฐาน
ของโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําแตละสปซีส  
 
 2.7 การวิเคราะหขอมูล 
 เปรียบเทียบตาํแหนงของยีน hsp70, 18S rRNA และตําแหนงของเครื่องหมาย
พันธุกรรม RAPD ในแมลงริ้นดําแตละชนิดบนแผนทีม่าตรฐานของโพลีทีนโครโมโซม วิเคราะห
ความสัมพันธของโครโมโซมจากแตละสปซีส และวิเคราะหความสัมพันธของตําแหนงของยีน 
และตําแหนงของเครื่องหมายพันธุกรรม RAPD กับการเกิดอินเวอรชันที่ระบุไวบนแผนที่
มาตรฐานโพลทีีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําแตละสปซสี 
 

3. ผลการศึกษา 
 
3.1 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70, และ 18S rRNA  

ยีน hsp70 สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมไดผลผลิต PCR ขนาด 244 bp โดยใช
ไพรเมอร HSP70Chi-F และ HSP70Chi-R ซึ่งไพรเมอรนี้สามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมได
เฉพาะในตัวอยางของแมลงหนอนแดง (Chi1, Chi2) เทาน้ัน ไพรเมอรอ่ืนๆ แมวาสามารถเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมไดแตเม่ือนําไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดแลวพบวาเปนลําดับนิวคลี
โอไทดสวนอ่ืนที่ไมใชยีน hsp70 เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70 ในแมลงหนอนแดง 
C. circumdatus มาทําการวิเคราะหพบวาตัวอยางทั้ง 2 ตัวอยางที่เก็บจากจังหวัดมหาสารคามมี
ลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกันทุกตําแหนง (ภาพที่ 1) 
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ภาพที่ 1 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70 ในหนอนแดง Chironomus circumdatus ที่ใช
สําหรับการสังเคราะห DNA probe ในการทํา Fluorescence In Situ Hybridization ในแมลงริ้น
ดําและหนอนแดง 
 
 เปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70 ของ C. circumdatus กับแมลงชนิดอ่ืนๆ
พบวาลําดับนวิคลีโอไทดของยีน hsp70 ของ C. circumdatus มีความคลายคลึงกับ C. 
yoshimatsui มากที่สุด โดยมีความแตกตางกัน 3.3% และมีความแตกตางจาก Ades aegypti 
มากที่สุดคือ 26.6% (ภาพที่ 2 และตารางที่ 2) 
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ภาพที่ 2 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70 ในหนอนแดง Chironomus circumdatus ที่ใช
สําหรับการทาํ DNA probe ในการศึกษา Fluorescence In Situ Hybridization เปรียบเทยีบกบั
ลําดับนิวคลีโอไทดของแมลงชนิดอ่ืนๆ  
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ตารางที ่2 ความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70 ของหนอนแดง Chironomus circumdatus เปรียบเทียบกบัแมลงชนิดตางๆ 
 

 

Species C. circumdatus 1 C. circumdatus 2 C. yoshimatsui C. riparius C. tentans Apis mellifera Bactocera oleae Ades aegypti 
C. circumdatus 1         
C. circumdatus 2 0.000        
C. yoshimatsui 0.033 0.033       
C. riparius 0.078 0.078 0.074      
C. tentans 0.082 0.082 0.090 0.090     
Apis mellifera 0.258 0.258 0.262 0.287 0.291    
Bactocera oleae 0.246 0.246 0.230 0.254 0.266 0.336   
Ades aegypti 0.266 0.266 0.266 0.266 0.275 0.336 0.266  
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 การแปลรหัสกรดอะมิโนจากลําดับนิวคลโีอไทดของยีน hsp70 พบวาลําดับกรดอะมิโน
ของ C. circumdatus มีความคลายคลึงกับแมลงหนอนแดง C. tentans มากที่สุด โดยมีความ
แตกตางของลาํดับกรดอะมิโน 1% และลาํดับกรดอะมิโนของ C. circumdatus มีความแตกตาง
จากลําดับกรดอะมิโนของ Apis mellifera มากที่สุดเทากับ 18.5% (ภาพที่ 3 และตารางที่ 3) 
 

 
 
ภาพที่ 3 ลําดับกรดอะมิโนของยีน hsp70 ในหนอนแดง Chironomus circumdatus 
เปรียบเทียบกบัแมลงชนิดอ่ืนๆ 
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ตารางที่ 3 ความแตกตางของลําดับกรดอะมิโนของยีน hsp70 ในหนอนแดง Chironomus circumdatus เปรียบเทียบกับแมลงชนิดอื่นๆ 

Species C. circumdatus 1 C. circumdatus 2 C. yoshimatsui C. riparius C. tentans Apis mellifera Bactocera oleae Ades aegypti 
C. circumdatus 1         
C. circumdatus 2 0.000        
C. yoshimatsui 0.025 0.025       
C. riparius 0.025 0.025 0.037      
C. tentans 0.012 0.012 0.025 0.012     
Apis mellifera 0.185 0.185 0.198 0.198 0.198    
Bactocera oleae 0.160 0.160 0.148 0.173 0.160 0.247   
Ades aegypti 0.160 0.160 0.160 0.185 0.173 0.222 0.136  
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 การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน sxl ไมสามารถเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนคิ 
PCR ไดในแมลงทุกชนิดทีท่ําการศึกษา ทั้งน้ีอาจเกิดจากความไมจําเพาะของไพรเมอรที่ใช ในสวนของ
ยีน 18S rRNA พบวาสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมไดในแมลงริ้นดําทั้ง 3 สปซีส โดยยีน 18S 
rRNA สวนทีท่ําการศึกษามีความยาวประมาณ 589 bp (ภาพที่ 4)  
 

 
 
ภาพที่ 4 ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของแมลงริ้นดํา Simulium aureohirtum, S. siamense 
และ S. fenestratum 
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3.2 การระบุตําแหนงของยีน hsp70 และ 18S rRNA บนโพลทีนีโครโมโซม 
 

3.2.1 ตําแหนงของยีน hsp70 บนโพลีทีนโครโมโซมของ Chironomus circumdatus และ 
Simulium aureohirtum 
 เตรียมโพลีทนีโครโมโซมของหนอนแดง C. circumdatus และแมลงริ้นดํา S. aureohirtum, S. 
siamense และ S. fenestratum จากตอมน้ําลาย (salivary glands) ตามวธิีการของ Rothfels and 
Dunbar (1953) โดยการยอมสี Feulgen เพ่ือใชสําหรับการสรางแผนที่มาตรฐานของโพลีทีนโครโมโซม 
แมลงหนอนแดง C. circumdatus มีโพลีทีนโครโมโซม 4 แทง แทงที่ 1 ประกอบดวยแขน B และ F และ
พบตําแหนง nucleolar organizer (NO) บนแขน B แทงที่ 2 ประกอบดวยแขน C และ D พบตําแหนง 
NO บนแขน C แทงที่ 3 ประกอบดวยแขน  A และ E และแทงที่ 4 แขน G พบตําแหนง NO และ 
Balbiani Ring (BR) (ภาพที่ 5) 
 

 
 

ภาพที่ 5 โพลีทีนโครโมโซมของหนอนแดง Chironomus circumdatus 
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 โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา S. aureohirtum มี 3 แทง (ภาพที่ 6) แทงที่ 1 มีลักษณะเปน
แบบ metacentric ประกอบดวยแขนขางส้ัน (IS) และแขนขางยาว (IL) โดยพบ NO อยูบนแขน IL 
โครโมโซมแทงที่ 2 เปนแบบ metacentric ประกอบดวยแขนขางสั้น (IIS) และแขนขางยาว (IIL) พบ 
Balbiani Ring บนแขนขางสั้น (IIS) โครโมโซมแทงที่ 3 เปนแบบ submetacentric ประกอบดวยแขน
ขางสั้น (IIIS) และแขนขางยาว (IIIL)  
  

 
 
ภาพที่ 6 โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium aureohirtum (NO, nucleolar organizer; BR, 
Balbiani Ring) 
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 โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา S. siamense มี 3 แทง (ภาพที่ 7) แทงที่ 1 มีลักษณะเปน
แบบ metacentric ประกอบดวยแขนขางส้ัน (IS) และแขนขางยาว (IL) โดยพบ NO อยูบนแขน IL 
โครโมโซมแทงที่ 2 เปนแบบ metacentric ประกอบดวยแขนขางสั้น (IIS) และแขนขางยาว (IIL) พบ 
Balbiani Ring บนแขนขางสั้น (IIS) โครโมโซมแทงที่ 3 เปนแบบ submetacentric ประกอบดวยแขน
ขางสั้น (IIIS) และแขนขางยาว (IIIL)  
 

 
 
ภาพที่ 7 โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium siamense (NO, nucleolar organizer; BR, 
Balbiani Ring) 
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 โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา S. fenestratum มี 3 แทง (ภาพที่ 8) แทงที่ 1 มีลักษณะเปน
แบบ metacentric ประกอบดวยแขนขางส้ัน (IS) และแขนขางยาว (IL) โดยพบ NO อยูบนแขน IL 
โครโมโซมแทงที่ 2 เปนแบบ metacentric ประกอบดวยแขนขางสั้น (IIS) และแขนขางยาว (IIL) พบ 
Balbiani Ring บนแขนขางสั้น (IIS) โครโมโซมแทงที่ 3 เปนแบบ submetacentric ประกอบดวยแขน
ขางสั้น (IIIS) และแขนขางยาว (IIIL)  
 

 
 
ภาพที่ 8 โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium fenestratum (NO, nucleolar organizer; BR, 
Balbiani Ring) 
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โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา S. angulistylum มี 3 แทง (ภาพที ่8) แทงที่ 1 มีลักษณะเปน
แบบ metacentric ประกอบดวยแขนขางส้ัน (IS) และแขนขางยาว (IL) โดยพบ NO อยูบนแขน IL 
โครโมโซมแทงที่ 2 เปนแบบ metacentric ประกอบดวยแขนขางสั้น (IIS) และแขนขางยาว (IIL) พบ 
Balbiani Ring บนแขนขางสั้น (IIS) โครโมโซมแทงที่ 3 เปนแบบ submetacentric ประกอบดวยแขน
ขางสั้น (IIIS) และแขนขางยาว (IIIL) (ภาพที่ 9) 
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ภาพที่ 9 โพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum (NO, nucleolar organizer; BR, 
Balbiani Ring) 

สังเคราะห DNA probe จากผลผลติ PCR ของยีน hsp70 จากแมลงหนอนแดง C. circumdatus 
โดยใชกระบวนการ Nick Translation ดวย FISH TagTM DNA Kit (Invitrogen) จากน้ันนํา DNA probe 
ที่ไดไปทํา hybridization กับโพลีทีนโครโมโซมของแมลงหนอนแดง C. circumdatus และ แมลงริ้นดํา 
S. fenestratum และ S. aureohirtum ผลการ hybridization พบวา DNA probe ของยีน hsp70 เกาะบน
แขน A ของโพลีทีนโครโมโซมของ C. circumdatus (ภาพที่ 10) สอดคลองกับรายงานการศึกษาใน
แมลงหนอนแดง C. riparius ที่พบวายีน hsp70 อยูในตําแหนงเดียวกันใน (Morales et al. 2011) 
 ตําแหนงของยีน HSP70 บนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดําพบวา DNA probe สามารถยึด
เกาะบนโครโมโซมของ Simulium aureohirtum บนแขนขางยาวของโครโมโซมแทงที่ 2 (IIL) แตไม
สามารถระบุตาํแหนงของยีนดังกลาวบนโครโมโซมของแมลงริ้นดําชนิดอ่ืน (ภาพที่ 11) 
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ภาพที่ 10 Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของหนอนแดง C. circumdatus 
(A) โครโมโซมแขน A และแขน E ที่ยอมดวยสี DAPI (B) ตําแหนงของ DNA probe ของยีน hsp70 บน
โครโมโซมแขน A ของ C. circumdatus (C) ตําแหนงของ DNA probe ของยีน hsp70 บนโครโมโซม
แขน A ของ C. riparius (Morales et al. 2011) 
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ภาพที่ 11 Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium 
aureohirtum DNA probe ของยีน hsp70 hybridized บนโพลีทีนโครโมโซมแทงที่ 2 แขนขางยาว (IIL) 
 

3.2.2 ตําแหนงของยีน 18S rRNA บนโพลีทีนโครโมโซมของ Chironomus circumdatus  
และ Simulium aureohirtum 

 
การระบุตําแหนงของยีน 18S rDNA พบวายีนดังกลาวอยูบนแขนขางยาวของโครโมโซมแทงที่ 

1 (IL) บริเวณ nucleolar organizer (NO) ในแมลงริ้นดํา S. aureohirtum (ภาพที่ 12) และอยูบนแขน G 
ในตําแหนง NO ของแมลงหนอนแดง C. Circumdatus โดยพบวา DNA probe ที่ยึดเกาะบนโพลีทีนโคร
โมโซมมีการกระจาย (ภาพที่ 13) เน่ืองจากโครโมโซมตําแหนงดังกลาวมีการคลายตัวของเสน DNA  
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ภาพที่ 12 Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium 
aureohirtum DNA probe ของยีน 18S rRNA hybridized บนโพลีทีนโครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางยาว 
(IL) บริเวณตาํแหนง nucleolar organizer (NO) 
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การระบุตําแหนงของยีน 18S rDNA พบวายีนดังกลาวอยูบนแขน G ในตําแหนง NO ของ
หนอนแดง C. Circumdatus โดยพบวา DNA probe ที่ยึดเกาะบนโพลีทีนโครโมโซมมีการกระจาย
เน่ืองจากโครโมโซมตําแหนงดังกลาวมีการคลายตวัของเสน DNA (ภาพที่ 13) 

 

 
 

ภาพที่ 13 Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของหนอนแดง Chironomus 
circumdatus DNA probe ของยีน 18S rRNA hybridized บนโพลีทนีโครโมโซมแทง G บริเวณตําแหนง 
nucleolar organizer (NO) 
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3.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD ดวยไพรเมอร 5 ไพรเมอร (ตารางที่ 1) พบวาแตละ
ไพรเมอรสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได โดยมีแบนดดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกัน (ภาพที่ 14 – 18) 
 

 
 

ภาพที่ 14 ผลผลติ PCR ดวยเทคนคิ RAPD โดยใชไพรเมอร OPA02 (TK, Simulium takense; FN, 
Simulium fenestratum; AG, Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense; M, 100 bp DNA 
ladder) 

 
 

ผลผลติ PCR ที่ใช
สําหรับเตรียม DNA 
probe เพื่อระบุ
ตําแหนงบนโพลี
ทีนโครโมโซมของ
แมลงริ้นดํา 
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ภาพที่ 15 ผลผลติ PCR ดวยเทคนคิ RAPD โดยใชไพรเมอร OPA03 (TK, Simulium takense; FN, 
Simulium fenestratum; AG, Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense; M, 100 bp DNA 
ladder) 

 
 
ภาพที่ 16 ผลผลติ PCR ดวยเทคนคิ RAPD โดยใชไพรเมอร OPA04 (TK, Simulium takense; FN, 
Simulium fenestratum; AG, Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense; M, 100 bp DNA 
ladder) 
 

 
 
ภาพที่ 17 ผลผลติ PCR ดวยเทคนคิ RAPD โดยใชไพรเมอร OPA07 (TK, Simulium takense; FN, 
Simulium fenestratum; AG, Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense; M, 100 bp DNA 
ladder) 
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ภาพที่ 18 ผลผลิต PCR ดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร OPN03 (TK, Simulium takense; FN, 
Simulium fenestratum; AG, Simulium angulistylum; SM, Simulium siamense; M, 100 bp DNA 
ladder) 
 
3.4 ตําแหนงของ RAPD markers บนโพลีทีนโครโมโซมของ Simulium aureohirtum และ  
S. fenestratum 

การระบุตําแหนงของ DNA probe ที่ไดจากเทคนิค PCR-RAPD พบวาสามารถระบุตําแหนงบน
โครโมโซมของ S. aureohirtum และ S. fenestratum ได โดย DNA probe ขนาด 400 bp มีตําแหนง
ของยีนบนโครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางยาว (IL) (ภาพที่ 19 – 20) สําหรับ DNA probe ขนาด 900 bp 
พบยึดเกาะบนโครโมโซมของ S. fenestratum (ภาพที่ 21) แตไมสามารถระบุตําแหนงของโครโมโซมได
เน่ืองจากคุณภาพของโพลีทีนโครโมโซมไมดี  
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ภาพที่ 19 Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium 
aureohirtum DNA probe สังเคราะหจาก RAPD ขนาด 400 bp ของแมลงริ้นดํา Simulium 
angulistylum ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร OPA02 DNA probe hybridized บนโพลทีีนโครโม
โซมแทงที่ 1 แขนขางยาว (IL) 
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ภาพที่ 20 Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium 
fenestratum DNA probe สังเคราะหจาก RAPD ขนาด 400 bp ของแมลงริ้นดํา Simulium 
angulistylum ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร OPA02 DNA  
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ภาพที่ 21 Fluorescence In Situ Hybridization บนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา Simulium 
fenestratum DNA probe สังเคราะหจาก RAPD ขนาด 900 bp ของแมลงริ้นดํา Simulium takense ที่
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร OPA02  
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3.5 เซลลพันธุศาสตรของแมลงร้ินดํา Simulium angulistylum 
 
 ศึกษาเซลลพันธุศาสตรโดยเปรียบเทียบแบบแผนการเรยีงตัวของแบนดโพลีทีนโครโมโซมจาก
ตอมน้ําลาย (salivary gland) ของแมลงร้ินดํา S. angulistylum จํานวน 172 ตัวอยาง  ผลการศึกษา
พบวา S. angulistylum ประกอบดวยโพลีทีนโครโมโซม 3 แทง (2n = 6)  

โครโมโซมแทงที่ 1 ประกอบดวยแขนขางสั้น (IS) (ภาพที่ 22) และแขนขางยาว (IL) (ภาพท่ี 
23) มีเคร่ืองหมายโครโมโซมที่สําคัญคือ nucleolar organizer (NO) ในตําแหนงโครโมโซมสวนที่ 19 ติด
กับเซนโทรเมยีร (centromere) เปรียบเทียบแบบแผนการเรียงตัวของแบนดโพลีทีนโครโมโซมพบวามี
แบบแผนของแบนดเหมือนกับแผนที่มาตรฐานของ S. siamense (Kuvangkadilok et al. 2008) และ
แผนที่มาตรฐานของกลุมสปชีส S. ceylonicum (Jitklang et al. 2008) 

 

 
ภาพที่ 22 โครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางส้ัน (IS) ของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum ในประเทศไทย 
การแบงสวนโครโมโซมแบงตามแผนที่มาตรฐานของแมลงริ้นดํากลุมสปชีส S. ceylonicum (Jitklang et 
al. 2008) NO, nucleolar organizer 
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ภาพที่ 23 โครโมโซม
แทงที่ 1 แขนขางยาว 
(IL) ของแมลงริ้นดํา 
Simulium 
angulistylum ใน
ประเทศไทย ตําแหนง
ของอินเวอรชัน IL-
ceylonicum และ IL-
ceylonicum,siamense 
แสดงบนโครโมโซมคือ
ตําแหนงของอิน
เวอรชันที่แตกตาง
ระหวาง S. 
angulistylum กับกลุมส
ปชีส S. ceylonicum 
และ S. siamense C, 
centromere  
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โครโมโซมแทงที่ 2 (ภาพที ่24) ประกอบดวยแขนขางสั้น (IIS) และแขนขางยาว (IIL) แขนขาง
สั้นมีเคร่ืองหมายโครโมโซมที่สําคัญคือ ring of Balbiani (BR) บริเวณตําแหนงที่ 43 และ double 
bubble (db) บริเวณตําแหนงที่ 44 โครโมโซมแทงที่ 2 แขนขางยาวมีเคร่ืองหมายโครโมโซมที่สําคัญคือ 
jagged group (jg) บริเวณตําแหนงที่ 59 และ parabalbiani ring (PB) บริเวณตําแหนงที่ 60 พบอิน
เวอรชันภายในสปชีส 3 รปูแบบ ทั้งหมดพบบนโครโมโซมแขนขางยาว ไดแก IIL-1, IIL-2 และ IIL-3 
โดยอินเวอรชัน IIL-2 เปนอินเวอรชันความถี่คงที่ (fixed inversion) และอินเวอรชนั IIL-1 และ IIL-3 เปน
อินเวอรชันความถี่ไมคงที่ (floating inversion) โดยมีความถี่ต่ํา (<4%) เม่ือเปรียบเทยีบกบัแผนที่
มาตรฐานของโพลีทีนโครโมโซมของกลุมสปชีส S. ceylonicum และ S. siamense พบวาโครโมโซมของ 
S. angulistylum แตกตางจากโครโมโซมของ กลุมสปชีส S. ceylonicum และ S. siamense โดยอิน
เวอรชันซับซอน 2 รูปแบบ ไดแก IIS-ceylonicum, siamense และ IIL-ceylonicum, siamense 

โครโมโซมแทงที่ 3 (ภาพที่ 25) ประกอบดวยแขนขางสั้น (IIIS) และแขนขางยาว (IIIL) แขนขาง
สั้นมีเคร่ืองหมายโครโมโซมที่สําคัญคือ blister marker (Bl) อยูบริเวณโครโมโซมสวนที่ 75 พบอิน
เวอรชันภายในสปชีส 2 รูปแบบ ทั้งหมดพบบนโครโมโซมแขนขางยาว ไดแก IIIS-1 และ IIIL-1 โดยอิน
เวอรชัน IIIS-1 เปนอินเวอรชันความถีค่งที่ (fixed inversion) และอินเวอรชัน IIIL-1 เปนอินเวอรชัน
ความถี่ไมคงที่ (floating inversion) มีความถีต่่ํา (<4%) เม่ือเปรียบเทียบกับแผนที่มาตรฐานของโพลี
ทีนโครโมโซมของกลุมสปชสี S. ceylonicum และ S. siamense พบวาโครโมโซมของ S. angulistylum 
แตกตางจากโครโมโซมของ กลุมสปชีส S. ceylonicum โดยอินเวอรชันความถีค่งที่ IIIS-asakoae และ 
IIIL-asakoae โครโมโซมของ S. angulistylum แตกตางจากโครโมโซมของ S. siamense โดยอิน
เวอรชันความถี่คงที่ IIIL-siamense  

จากรูปแบบของการเกิดอินเวอรชันของโครโมโซมสามารถจัดแบงประชากรของ  
S. angulistylum ในประเทศไทยออกเปน 3 cytoforms (ภาพที่ 26) ดังนี้ 

Simulium angulistylum cytoform A 
มีรูปแบบโครโมโซมมาตรฐาน และโครโมโซมเพศไมมีการแบงแยก จากการศึกษาตัวอยาง

ทั้งสิ้น 95 ตัวอยางจาก 3 ประชากรในภาคใตและภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
ประกอบดวยบานดงสวาง อําเภอนิคมนํ้าอูน จังหวัดสกลนคร น้าํตกเขาพระนารายณ และน้ําตกโตน
เพชร จังหวัดระนอง (ภาพท่ี 24) 

Simulium angulistylum cytoform B  
แบงแยกจาก cytoform อ่ืนๆ โดยอินเวอรชันความถีค่งที่ IIL-2 โครโมโซมเพศไมมีการแบงแยก 

จากการศึกษาตัวอยางทั้งสิน้ 38 ตัวอยาง จาก 4 ประชากรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 
ไดแก น้ําตกวังใหญ และลาํธารทางเขานํ้าตกวังใหญ จังหวัดศรีสะเกษ น้ําตกเหวสุวตั อุทยานแหงชาติ
เขาใหญ จังหวัดนครราชสีมา และน้ําตกปางสีดา จังหวัดสระแกว (ภาพที่ 26) 

Simulium angulistylum cytoform C แบงแยกจาก cytoform อ่ืนๆ โดยอินเวอรชันความถีค่งที่ 
IIL-2 และ IIIS-1 โครโมโซมเพศไมมีการแบงแยก จากการศึกษาตัวอยาง 12 ตัวอยาง จาก 2 ประชากร 
ไดแก น้ําตกหินสามชั้น และน้ําตกหวยเตย อุทยานแหงชาติภูเรือ จังหวัดเลย (ภาพที่ 26) 
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ภาพที่ 24 โครโมโซมแทงที่ 2 ของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum ในประเทศไทย ตําแหนงของอิน
เวอรชันแสดงบนโครโมโซม อินเวอรชันที่มีความถี่คงที่ขีดเสนใตชือ่ อินเวอรชันที่มีความถี่ไมคงที่ไมขีด
เสนใตชือ อินเวอรชัน IIS-ceylonicum, siamense และ IIL-ceylonicum, siamense เปนอินเวอรชัน
ซับซอนที่แตกตางระหวาง S. angulistylum เปรียบเทียบกับแผนที่มาตรฐานโครโมโซมของ S. 
siamense และกลุมสปชีส S. ceylonicum BR, ring of Balbiani; db, double bubble; jg, jagged 
group; PB, parabalbiani 
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ภาพที่ 25 โครโมโซมแทงที่ 3 ของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum ตําแหนงของอินเวอรชันแสดง
บนโครโมโซม อินเวอรชันที่มีความถี่คงที่ขีดเสนใตชือ่ อินเวอรชันที่มีความถี่ไมคงที่ไมขีดเสนใตชือ อิน
เวอรชัน IIIS-asakoae, IIIL-asakoae เปนอินเวอรชันซับซอนทีแ่ตกตางระหวาง S. angulistylum 
เปรียบเทียบกบัแผนที่มาตรฐานโครโมโซมของ S. asakoae และ IILL- siamense เปนอินเวอรชัน
ซับซอนที่แตกตางระหวาง S. angulistylum เปรียบเทียบกับแผนที่มาตรฐานโครโมโซมของ S. 
siamense Bl, blister marker 
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ภาพที่ 26 การกระจายทางภูมิศาสตรของ cytoforms ของ Simulium angulistylum ในประเทศไทย 
รายละเอียดของแตละประชากรแสดงในตารางที่ 4 
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ตารางที่ 4 รายละเอียดของประชากรทีศ่กึษาเซลลพันธุศาสตรของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum 
ในประเทศไทย 

ประชากร สัญลักษณ 
ละติจูด/
ลองจิจูด 

ความสูงจาก
ระดับนํ้าทะเล (เมตร) 

Cytoform 

1. บานดงสวาง  
อ.นิคมนํ้าอูน จ.สกลนคร 

AG2 17°07′ N 
103°38′ E  

330 A 

2. น้ําตกเขาพระนารายณ 
จ.ระนอง 

AG317 09°36′ N 
98°35′ E 

110 A 

3. น้ําตกโตนเพชร จ.ระนอง AG618 09°43′ N 
98°36′ E 

117 A 

4. น้ําตกเหวสวุัต อุทยาน
แหงชาติเขาใหญ  
จ.นครราชสีมา 

AG494 14°19′ N 
101°21′ E 

600 B 

5. น้ําตกปางสีดา  
จ.สระแกว 

AG500 13°58′ N 
102°15′ E 

250 B 

6. น้ําตกวังใหญ อ.ขุนหาญ 
จ.ศรีสะเกษ 

AG55 14°29′ N 
104°32′ E 

202 B 

7. ทางเขานํ้าตกวังใหญ อ.
ขุนหาญ จ.ศรีสะเกษ 

AG56 14°26′ N 
104°29′ E 

200 B 

8. น้ําตกหินสามชั้น อุทยาน
แหงชาติภูเรือ จ.เลย 

AG69 17°30′ N 
104°49′ E 

1,153 C 

9. น้ําตกหวยเตย อุทยาน
แหงชาติภูเรือ จ.เลย 

AG70 17°30′ N 
104°49′ E 

1,153 C 
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3.6 ความแปรผันทางพันธุกรรมของ Simulium angulistylum ในระดับอณูพันธุศาสตรและ

วิวัฒนาการชาติพันธุเชิงภูมิศาสตร (phylogeography) 

 ศึกษาความแปรผันทางพันธุกรรมของประชากรของ S. angulistylum ในระดับอณูพันธุศาสตร
โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน cytochrome oxidase subunit I (COI) ซึ่งเปนยีนในไมโท
คอนเดรีย จํานวน 42 ตวัอยาง จาก 9 ประชากร (ตารางที่ 2) ความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่
ทําการศึกษา 586 bp พบการเปลี่ยนแปลงแทนที่เบส (base substitution) จํานวน 72 ตําแหนง ซึ่งใน
จํานวนนี้ 50 ตาํแหนง เปนการเปลี่ยนแปลงแทนทีเ่บสแบบ parsimony informative จากตัวอยาง
ทั้งหมด 42 ตัวอยาง แยกออกเปน 33 แฮพโพลไทป (haplotype) การวิเคราะหความแตกตางทาง
พันธุกรรมภายในสปชีสโดยใชโมเดลการเปลี่ยนแปลงแทนที่ TrN (Tamura and Nei 1993) พบวามีคา
ระหวาง 0% - 5.80% โดยมีคาเฉลี่ย 2.49% คาความหลากหลายของแฮพโพลไทป (haplotype 
diversity) มีคาระหวาง 0.400 – 1.000 และมีคาเฉลี่ย 0.9849 คาความหลากหลายของนิวคลีโอไทดมีคา
ระหวาง 0.0017 – 0.0334 (ตารางที่ 5) 

ตารางที่ 5 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum ในประเทศไทย 

Cytoform ประชากร  
จํานวน
ตัวอยาง 

Haplotype diversity 
Nucleotide 
diversity (π) 

A AG2  5 0.7000±0.2184 0.0031±0.0025 
 AG317  5 1.0000±0.1265 0.0092±0.0062 
 AG618  5 0.4000±0.2373 0.0055±0.0039 
 All  15 0.9143±0.0559 0.0134±0.0074 
B AG494  5 0.9000±0.1610 0.0150±0.0098 
 AG500  5 0.9000±0.1610 0.0096±0.0065 
 AG55  2 1.0000±0.5000 0.0017±0.0024 
 AG56  5 0.9000±0.1610 0.0334±0.0209 
 All  17 0.9779±0.0267 0.0260±0.0137 
C AG69  5 0.9000±0.1610 0.0048±0.0035 
 AG70  5 1.0000±0.1265 0.0198±0.0127 
 All  10 0.9778±0.0540 0.0129±0.0075 
 รวม 42 0.9849±0.0096 0.0249±0.0126 
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การวิเคราะหวิวัฒนาการชาติพันธุเชิงภูมิศาสตรโดยใชวิธ ี Median Joining network (MJ 
network) ดวยโปรแกรม NETWORK ver. 4.6.1.0 (www.fluxus-engineering.com) (ภาพที่ 25) พบวา
ไมมีการแบงแยกของสายววิฒันาการชาตพัินธุที่เดนชัด แตพบวาแฮพโพลไทป 3 แฮพโพลไทปของ 
cytoform B จากจังหวัดศรีสะเกษแตกตางจากแฮพโพลไทปอ่ืนๆมาก โดยเชื่อมตอกับสายววิัฒนาการ
ชาติพันธุดวยความแตกตางจํานวน 21 ลําดับขั้นการกลาย (mutation step) สายวิวัฒนาการชาติพันธุ
แสดงใหเห็นการเกาะกลุมของแฮพโพลไทปจาก cytoform เด่ียวกัน เชน แฮพโพลไทปของ cytoform C 
เกาะกลุมดวยกันเกือบทั้งหมดยกเวนเพยีง 2 แฮพโพลไทปทีเ่กาะกลุมกับ cytoform อ่ืน แตอยางไรก็
ตามแฮพโพลไทปของ cytoform A และ B กระจายทั่วไปไมเกาะกลุมตาม cytoform โดยแฮพโพลไทป
เหลาน้ีเกาะกลุมสัมพันธกับตําแหนงทางภูมิศาสตรของประชากรมากกวา แสดงใหเห็นวามีการจํากัดยีน
โฟลวระหวางประชากร 
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ภาพที่ 27 สายวิวัฒนาการชาติพันธุเชิงภูมิศาสตรของแมลงริ้นดํา Simulium angulistylum ในประเทศ
ไทย จากการวิเคราะหดวยวิธีการ Median Joining network โดยใชลําดับนวิคลีโอไทดของยีน COI 
ความยาว 586 bp จํานวน 42 ตัวอยาง (a) การกําหนดสัญลักษณตาม cytoform (b) กําหนดสัญลักษณ
ตามภูมิภาคของประชากร วงกลมหมายถึงแฮพโพลไทป ขนาดของวงกลมสมัพันธกับจํานวนตวัอยาง
ของแฮพโพลไทป 
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 การวิเคราะหโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากร (ตารางที่ 6) พบวา ประชากรสวนใหญมี
ความแตกตางทางพันธุกรรมอยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ สอดคลองกับสายวิวัฒนาการชาติพันธุเชิง
ภูมิศาสตรที่แสดงใหเห็นการเกาะกลุมของแฮพโพลไทปจากภูมิภาคเดียวกัน การวิเคราะหความสัมพันธ
ระหวางระดับความแตกตางทางพันธุกรรมและระยะหางทางภูมิศาสตรพบวามีความสัมพันธอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (r = 0.517, P < 0.001) บงชี้วาระดับการเกิดยีนโฟลวระหวางประชากรถูกจํากัดดวย
ระยะหางทางภูมิศาสตร 
 
ตารางที่ 6 คา FST ระหวางประชากรของ Simulium angulistylum ในประเทศไทย 

Cytoform  A B C 
 Population AG2 AG618 AG317 AG494 AG500 AG55 AG56   AG69 AG70 

AG2                    
AG618 0.7412           A 
AG317 0.6820   0.4578          
AG494 0.2818  0.4966   0.4333         
AG500 0.5401   0.5924   0.4606   0.0148       
AG55 0.9415  0.9085   0.8473  0.7271   0.8321      

B 

AG56 0.4038  0.4391   0.3920   0.1872   0.2775  0.1473     
AG69 0.8369   0.8177   0.7508   0.5950   0.6648   0.9193  0.4019     

C 
AG70 0.5089   0.5182  0.4335 0.2932  0.3170 0.6887  0.1634 0.08554    

 
หมายเหตุ: อักษรตวัหนาหมายถึงแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติทิี่ระดับ P < 0.05 
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4. สรุปและวจิารณผลการศึกษา 
 

4.1 การระบุตําแหนงของยีน hsp70 บนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงร้ินดําและหนอนแดง 
 ยีน hsp มีบทบาทสําคญัในการตอบสนองตออุณหภูมิ การควบคุมการเจริญพัฒนาของเซลล 
การส่ือสารภายในเซลล (Feder and Hofmann 1999; Gabai and Sherman 2002) การศึกษาในแมลง
หวี่ Drosophila melanogaster พบวา hsp gene อยูภายในอินเวอรชันซ่ึงมีบทบาทสําคัญสําหรับการ
ปรับตวัของแมลงตอสภาพภูมิอากาศท่ีแตกตางกัน (Anderson et al. 2003; Frydenberg et al. 2003) 
เน่ืองจากยีน hsp มีบทบาทสําคัญตอการตอบสนองของสิ่งมีชีวิตตอส่ิงแวดลอม ดังนั้นการระบุตําแหนง
ของยีนดังกลาวบนโพลทีีนโครโมโซมจะทําใหสามารถศึกษาในเชิงลกึเพ่ิมเติมได นอกจากนี้ขอมูลที่ได
จากการศึกษาตําแหนงของ hsp gene ในแมลงริน้ดํายังเปนประโยชนในการศึกษาเปรียบเทียบการ
วิวัฒนาการของยีนดังกลาวกับแมลงกลุมอ่ืน ที่มีการศึกษา hsp gene แลว เชน แมลงหวี่ หนอนแดง ยุง 
เปนตน 
 ผลจาการศึกษาพบวายีน hsp70 ในแมลงหนอนแดง C. circumdatus ที่ใชในการสังเคราะห 
DNA probe พบวามีความยาว 244 bp และเม่ือนําไปเปรียบเทียบกับยีนดังกลาวในแมลงหนอนแดง 3 
สปซีส ไดแก C. yoshimatsui, C. riparius และ C. tentans พบวามีความคลายคลึงกันมากกวา 90% 
โดยลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70 ของ Ch. circumdatus มีความคลายคลึงกับ C. yoshimatsui มาก
ที่สุด โดยมีความแตกตางกัน 3.3% และมีความแตกตางจาก Ades aegypti มากที่สุดคือ 26.6% การ
แปลรหัสกรดอะมิโนจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน hsp70 พบวาลําดับกรดอะมิโนของ C. circumdatus 
มีความคลายคลึงกับแมลงหนอนแดง C. tentans มากที่สุด โดยมีความแตกตางของลําดับกรดอะมิโน 
1% และลําดับกรดอะมิโนของ C. circumdatus มีความแตกตางจากลําดับกรดอะมิโนของ Apis mellifera 
มากที่สุดเทากับ 18.5% ผลการศึกษานี้สอดคลองกับรายงานการศึกษาของ Morales et al. (2011) ที่
พบวาลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนของยีน hsp70 มีความคลายคลึงกันมากในสิ่งมีชีวติแตละ
ชนิด ซึ่งเปนผลจากการอนุรักษของลําดับนิวคลีโอไทดเน่ืองจากยีน hsp70 มีความสําคัญตอ
กระบวนการเมทาบอลิซึมตางๆ ในเซลล  
 การระบุตําแหนงของยีน hsp70 ในแมลงริ้นดําพบวายนีดังกลาวพบวามีตําแหนงอยูบน
โครโมโซมแทงที่ 2 แขนขางยาว บริเวณใกลกับเซนโทรเมียร ซึ่งเปนตําแหนงที่เกิดอินเวอรชันนอยมาก 
ทั้งน้ีอาจมีสวนเกี่ยวของกบัการปองกันไมใหยีน hsp70 เปลี่ยนแปลงจากการเกิดอินเวอรชันของ
โครโมโซมเนื่องจากยีนดังกลาวมีบทบาทสําคัญตอส่ิงมีชีวิต 
 ตําแหนงของยีน hsp70 ในหนอนแดง C. circumdatus พบวาอยูในตําแหนงเดียวกับที่รายงาน
ในหนอนแดง C. riparius ซึ่งแสดงใหเห็นวายีนน้ีมีการเคลื่อนยายตําแหนงนอยมาก อาจเปนผลจาก
ความสําคัญของยีนน้ีตอส่ิงมีชีวิตเน่ืองจากผลผลติของยีน hsp70 มีบทบาทสําคญัตอกระบวนการเมทา
บอลิซึมตางๆ ในเซลล 
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4.2 การระบุตําแหนงของยีน 18S rRNA บนโพลทีนีโครโมโซมของแมลงริ้นดําและหนอนแดง 
 ยีน 18S rRNA เปนยีนที่สราง ribosomal RNA เพ่ือเปนองคประกอบของไรโบโซม ยีนนี้มีความ
อนุรักษสูง โดยพบความแปรผันต่าํมากในแมลงริ้นดํา รวมถึงแมลงชนิดอ่ืนๆ แมวาจะมีรายงาน
การศึกษาในแมลงอันดับดิบเทอราหลายชนิด เชน ยุงสกุล Anopheles (Marchi and Pili 1994) และสกุล 
Ades (Kumar and Rai 1990) ในแมลงริ้นดํายังไมมีรายงานการระบตุําแหนงของยีน 18S rRNA บนโพ
ลีทีนโครโมโซม แตมีขอสัณนิษฐานวายีน 18S rRNA อยูบริเวณ nucleolar organizer (NOR) บนโพลี
ทีนโครโมโซมซึ่งสังเกตไดชดัเจนจากการคลายตวัของสายดีเอ็นเอในระยะทีต่ัวออนระยะรองสุดทาย 
(penultimate larva) หรือระยะสุดทาย (mature larva) กอนเปลี่ยนแปลงเปนดักแด (pupa) (Adler et al. 
2004) ผลการศึกษาการระบุตําแหนงของยีน 18S rRNA พบวามีตาํแหนงบริเวณ nucleolar organizer 
(NOR) ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษาในสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ ที่พบวาตําแหนงของยีน rRNA เชน 18S 
rRNA, 28S rRNA มีตําแหนงบริเวณ NOR หรือใกลกับ NOR (Ramirez and Sincliar 1975; Karpen et 
al. 1988) ตําแหนงของ 18S rRNA บนโพลีทนีโครโมโซมของ C. circumdatus อยูบน NOR 
เชนเดียวกบัทีพ่บในแมลงริน้ดํา โดยมีตําแหนงอยูโครโมโซม G ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาในแมลงริ้น
ดํา S. aureohirtum และแมลงชนิดอ่ืนๆ ในอันดับดิบเทอรา ที่พบวายีน 18S rRNA มีตําแหนงอยูบน 
NOR 
 
4.3 แผนที่เครื่องหมายพันธุกรรม RAPD บนโพลีทนีโครโมโซมของแมลงริ้นดํา 
 ขอมูลจากการศึกษาการระบุตําแหนงของยีนและตําแหนงของเครื่องหมายทางพันธุกรรมระดับ
อณูพันธุศาสตรบนแผนที่มาตรฐานของโพลีทีนโครโมโซมมีประโยชนอยางยิ่งตอการศึกษาดานตางๆ 
เชน การคัดเลือกเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมที่เหมาะสมสําหรับการศึกษาพันธุศาสตรเชิงประชากร โดย
เลือกจากตําแหนงของเครื่องหมายทางพันธุกรรมบนโพลีทีนโครโมโซม ตัวอยางเชน Sharakhov et al. 
(2004) ใชเทคนิค FISH ในการระบุตําแหนงของ microsatellite marker บนแผนที่มาตรฐานของโพลี
ทีนโครโมโซมของยุง Anopheles funestus เพ่ือใชเปนพ้ืนฐานสําหรับการคดัเลือกเคร่ืองหมายทาง
พันธุกรรมสําหรับการศึกษาพันธุศาสตรเชิงประชากรทีเ่หมาะสม ทั้งน้ีเน่ืองจากเคร่ืองหมายทาง
พันธุกรรมที่อยูในตําแหนงที่แตกตางกันบนโครโมโซมไดรับอิทธิพลจากปจจัยตาง เชน การคัดเลือกโดย
ธรรมชาติ แตกตางกัน Laayouni et al. (2003) ใชเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมที่ไดจากการศึกษาดวยการ
ระบุตําแหนงของเครื่องหมายทางพันธุกรรมบนโพลีทนีโครโมโซมโดยใช RAPD marker ที่อยูภายในอิน
เวอรชัน 2j ในแมลงหวี่ Drosophila buzzatii ซึ่งเปนอินเวอรชันที่มีความสัมพันธกับการเจริญพัฒนาและ
ขนาดของตัวเต็มวัยของแมลงหวี่ชนิดดังกลาว จากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงเครื่องหมาย
พันธุกรรมภายในอินเวอรชนัพบวาสามารถระบุอายุของอินเวอรชัน และอิทธิพลของปจจัยตางๆท่ีมีผล
ตอความแปรผันทางพันธุกรรม ซึ่งสามารถเชื่อมโยงถึงความสัมพันธระหวางการเกิดอินเวอรชันกับการ
ปรับตวั และววิัฒนาการของสิ่งมีชีวิตได Frydenberg et al. (2003) ศึกษาความแปรผันของลาํดับนิวคลี
โอไทดของยีน heat shock gene (hsp) ในแมลงหวี่ Drosophila melanogaster ซึ่งการศึกษาระบุ
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ตําแหนงของยีนโดยเทคนิค FISH พบวาอยูภายในอินเวอรชัน In(3L)P (Wesley and Eanes 1994) ซึ่ง
เปนอินเวอรชนัที่มีความถี่สมัพันธกับละตจูิด (Latitudinal cline) ผลการศึกษาบงชี้วาความแปรผันทาง
พันธุกรรมของยีน hsp26 และ hsp27 ที่อยูภายในอินเวอรชันเปนผลมาจากการคัดเลือกโดยธรรมชาต ิ
 ผลการศึกษาในครั้งนี้สามารถระบตุําแหนงของเครื่องหมายพันธุกรรม RAPD 2 ตําแหนง คือ 
DNA probe ขนาด 400 bp และ 900 bp โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD ขนาด 400 bp สามารถระบุ
ตําแหนงบนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา 2 สปชีส คือ S. aureohirtum และ S. fenestratum โดย
พบวาเครื่องหมายพันธุกรรมดังกลาวอยูบนโครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางยาวของ S. aureohirtum ขณะที่
เคร่ืองหมายพันธุกรรมขนาด 900 bp สามารถระบุตําแหนงไดบนโครโมโซมของ S. aureohirtum 
เทาน้ัน จากการเปรียบเทยีบตําแหนงของเครื่องหมายพันธุกรรมขนาด 400 bp บนโพลีทีนโครโมโซม
ของ S. aureohirtum กับแผนที่มาตรฐานโพลีทีนโครโมโซมของสปชีส (Pramual et al. 2008) พบวา
ตําแหนงของเครื่องหมายพันธุกรรมขนาด 400 bp ไมอยูในอินเวอรชัน ดังนั้นควรศึกษาเปรียบเทียบกับ
แมลงริ้นดําสปชีสอ่ืนๆ เพ่ิมเติม 
 
4.4 เซลลพันธุศาสตรและวิวัฒนาการชาติพันธุเชิงภูมิศาสตรของแมลงริ้นดํา Simulium 
angulistylum 
 แมลงริ้นดําที่มีการกระจายทางภูมิศาสตรกวางขวาง และพบในแหลงอาศัยที่มีความหลากหลาย
ทางนิเวศวิทยามีความเปนไปไดสูงที่จะเปนสปชีสซับซอน (species complex) (Adler and McCreadie 
1997) การศกึษาเซลลพันธุศาสตรของแมลงริ้นดํา S. angulistylum กอนหนาไมพบวา S. angulistylum 
เปนสปชีสซบัซอน (Kuvangkadilok et al. 2003) ทั้งน้ีอาจเนื่องจากจํานวนประชากรที่ศึกษานอยเพียง 
3 ประชากรเทาน้ัน ผลการศึกษาในครั้งน้ีซึ่งเก็บตวัอยางจากทั่วประเทศไทยพบวา S. angulistylum 
ประกอบดวย 3 cytoforms ไดแก S. angulistylum cytoform A, B และ C โดย cytoforms มี
ความสัมพันธกับตําแหนงทางภูมิศาสตร cytoform B พบในพื้นที่ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือตอนลาง 
cytoform C พบในจังหวัดเลยเทาน้ัน ขณะที่ cytoform A พบในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต 
นอกจากนี้ยังพบวา cytoforms ของ S. angulistylum มีความแตกตางทางนิเวศวทิยาของแหลงอาศัย 
โดย cytoform C พบในแหลงอาศัยทีร่ะดับความสูงเกินกวา 1000 เมตร จากระดับน้ําทะเล ขณะที ่
cytoform A และ B พบในแหลงอาศัยที่ระดับความสูงต่าํกวา 600 เมตร จากระดับนํ้าทะเล ผลการศึกษา
นี้สอดคลองกับรายงานการศึกษากอนหนาที่พบวาความสูงจากระดับน้ําทะเลของแหลงอาศัยเปนปจจัยที่
สําคัญที่สงเสริมใหเกิดความแตกตางทางพันธุกรรมของประชากรของแมลงริ้นดําในประเทศไทย 
(Pramual and Nanork 2012) ผลการศกึษาที่พบวา S. angulistylum เปนสปชสีซับซอนสอดคลองกับ
ระดับความแปรผันทางพันธุกรรมโดยใชเคร่ืองหมายพันธุกรรม DNA barcode ที่พบวามีคาสงูสุด 5.8% 
(Pramual et al. 2011) ซึ่งเปนคาความแปรผันทางพันธุกรรมที่พบในแมลงริ้นดํากลุมสปชีสซับซอนใน
ภูมิภาคอเมริกาเหนือ (Rivera and Currie 2009)   
 การวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน COI สนับสนุนการ
แบงแยกของ cytoforms โดยระดับความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง cytoforms มีคาระหวาง 2.6% - 
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3.1% ซึ่งมีคาใกลเคยีงระดับความแตกตางทางพนัธุกรรมระหวางสปชีสโดยใชเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
DNA barcode ที่ระดับ 3% (Hebert et al. 2003) โดย cytoform C มีความแตกตางจาก cytoform อ่ืนๆ 
มากที่สุด เน่ืองจากแตกตางจาก cytoform A จากการเกิดอินเวอรชันความถีค่งที่ 2 รูปแบบ และ
แตกตางจาก cytoform B โดยอินเวอรชันความถี่คงที ่1 รูปแบบ จากการเปรียบเทียบความแตกตางทาง
พันธุกรรมระหวางประชากรของ cytoform C กับ cytoforms อ่ืนๆ พบวามีคา FST สูงและแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติเกือบทกุคูประชากร นอกจากนี้การวิเคราะหสายวิวัฒนาการชาติพันธุเชิงภูมิศาสตร
ยังพบวาแฮพโพลไทปของ cytoform C เกือบทั้งหมดเกาะกลุมดวยกัน บงชี้วามีการเกิดยีนโฟลว
ระหวาง cytoform C กับ cytoform อ่ืนๆ ในอัตราทีต่่ํามาก  
 ความแตกตางทางพันธุกรรมระหวาง cytoform C กับ cytoform อ่ืนๆ อาจเปนผลจากความ
แตกตางทางนิเวศวิทยาของแหลงอาศัย แมวาประชากรของ cytoform C จะไมแบงแยกจากประชากร
อ่ืนๆ อยางชัดเจนแตประชากรของ cytoform C แตกตางทางนิเวศวิทยาจากประชากรอ่ืนๆ อยางมาก 
โดยประชากรของ cytoform C อาศัยในแหลงน้าํไหลที่ระดับความสูงมากกวา 1000 เมตรจาก
ระดับน้ําทะเล ขณะที่ประชากรของ cytoform อ่ืนๆ พบในแหลงอาศัยที่ระดับความสูงนอยกวา 600 
เมตร จากระดับน้ําทะเล  ผลการศึกษานี้สอดคลองกับรายงานการศึกษาในแมลงริ้นดําชนิดอ่ืนๆ ที่พบวา
ความแตกตางทางนิเวศวิทยาของแหลงอาศัยเปนปจจัยสําคัญที่สงเสริมความแตกตางทางพันธุกรรมของ
ประชากรและอาจนําไปสูการแตกแขนงของสปชีสในแมลงริ้นดํา (Joy et al. 2007; Pramual et al. 
2005; Pramual and Nanork 2012)  
 
4.5 สรุปผลการศึกษา 
 การศึกษาครั้งน้ีสามารถระบตุําแหนงของยีน hsp70 ยีน 18S rRNA และเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
RAPD โดยวิธีการ Fluorescence In situ Hybridization (FISH) บนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา 
และหนอนแดง C. circumdatus ได โดยยีน hsp70 มีตําแหนงบนโพลีทีนโครโมโซมของแมลงริ้นดํา S. 
aureohirtum แทงที่ 2 แขนขางยาว (IIL) และบริเวณแขน A ของหนอนแดง C. circumdatus ตําแหนง
ของยีน 18S rRNA อยูบน nucleolar organizer (NO) ของโพลีทีนโครโมโซมของ S. aureohirtum ซึ่ง
อยูบนโครโมโซมแขนขางยาวแทงที่ 1 (IL) และ C. circumdatus ซึ่งอยูบนโครโมโซม G การสรางแผนที่
เคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD สามารถระบุตําแหนงของเครื่องหมายพันธุกรรม RAPD 2 ตําแหนง คือ 
เคร่ืองหมาย RAPD ขนาด 400 bp และขนาด 900 bp โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD ขนาด 400 
bp มีตําแหนงบนโครโมโซมแทงที่ 1 แขนขางยาว (IL) ของ S. aureohirtum สําหรับโพลีทีนโครโมโซม
ของ S. fenestratum พบวา DNA probe hybridized บนโพลีทีนโครโมโซมแตไมมารถระบุตําแหนงได
เน่ืองจากการกระจายของโพลีทีนโครโมโซมไมดี เชนเดียวกับ RAPD ขนาด 900 bp การศึกษาเซลล
พันธุศาสตรของแมลงริ้นดํา S. angulistylum พบวาเปนสปชีสซับซอนประกอบดวย 3 cytoforms ไดแก 
cytoform A, B และ C โดยแตละ cytoform มีความแตกตางทางนิเวศวิทยาของแหลงอาศัยและความ
แตกตางทางพันธุกรรมระดับอณูพันธุศาสตร จากการวิเคราะหโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
cytochrome oxidase subunit I (COI) 
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4.6 ขอเสนอแนะ 
 1. ควรมีการศึกษาการระบุตําแหนงของยีน hsp70 เพ่ิมเติมในแมลงริน้ดําสปชีสอ่ืนๆ 
โดยเฉพาะสปชีสที่พบในแหลงอาศัยที่มีปจจัยทางนิเวศวิทยาแตกตางจาก S. aureohirtum 

2. ควรศึกษายีน hsp70 ในหนอนแดงสปชีสอ่ืนๆ เพ่ิมเติมเพ่ือเปรียบเทียบกับยนี hsp70 ใน C. 
circumdatus 

3. ควรศึกษาแผนที่เคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD เพ่ิมเติมในแมลงริ้นดํา S. aureohirtum และ 
S. angulistylum เน่ืองจากแมลงริ้นดําทั้ง 2 สปชีส มีความแปรผนัทางพันธุกรรมในระดับโครโมโซมสูง 
แผนที่เคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD จะสามารถนําไปศึกษาเปรียบเทยีบบทบาทและความสําคัญของ
ความแปรผันของโครโมโซมตอการเปลี่ยนแปลงววิัฒนาการของแมลงริ้นดํา 
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2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
 ผลการดําเนินงานโครงการนี้สามารถนําไปใชประโยชนในเชิงวชิาการ ไดแก การพัฒนาการ
เรียนการสอน โดยนําองคความรูจากการวิจัยไปใชในการเรียนการสอนรายวิชาพันธุศาสตร พันธุศาสตร
ประชากร และววิัฒนาการ ใหแกนิสิตระดับปริญญาตรี ภาควิชาชวีวิทยา คณะวทิยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยมหาสารคาม นอกจากนี้ยังสามารถสรางนักวิจัยรุนใหม จํานวน 8 คน ซึ่งเปนนิสิตระดับ
ปริญญาตรีทีท่ําโครงงานทางชีววทิยาเรือ่ง เซลลพันธศุาสตรของหนอนแดง เซลลพันธศุาสตรของแมลง
ริ้นดํา Simulium angulistylum และการพฒันาเคร่ืองหมายพันธุกรรม RAPD เพ่ือระบุชนิดของแมลงริ้น
ดํากลุมสปชีส Simulium multistriatum ในประเทศไทย  
 
3. การนําเสนอผลงานในที่ประชุมวชิาการ 
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บทความสําหรับการเผยแพร 
 

ยีน hsp70 กับการพัฒนาเปนเครื่องหมายพันธุกรรมเพ่ือตรวจสอบ 
การปนเปอนของสารพิษในแหลงนํ้า 

 
 ระยะตวัออนของแมลงริ้นดําและหนอนแดงซึ่งเปนระยะตัวออนของริ้นนํ้าจืดอาศัยในแหลงน้ําที่
หลากหลาย แมลงทั้ง 2 กลุมจัดเปนแมลงน้ําที่มีความสําคัญตอระบบนิเวศแหลงน้ําจืดเน่ืองจากมีจํานวน
มากในแหลงอาศัยแตละแหง ตัวออนแมลงริ้นดําและหนอนแดงจึงเปนองคประกอบสําคัญในระบบนิเวศ
แหลงน้ําจืด ระยะตวัออนของแมลงน้ําทั้ง 2 กลุมสามารถพบไดในแหลงน้ําที่มีความหลากหลายทาง
นิเวศวิทยา ดังนั้นแมลงกลุมน้ีจึงสามารถใชเปนดัชนีบงชี้การเปลี่ยนแปลงคุณภาพของแหลงน้ําได 
 ปจจุบันการประยุกตใชสิ่งมีชีวติเพ่ือเปนดัชนีชี้วัดคุณภาพของแหลงน้ํามีการศึกษาในเชิงลึกมาก
ขึ้น นอกเหนือจากการใชความหลากหลายของสปชีสปจจุบันยังมีการศึกษาในระดับเซลลพันธุศาสตร 
อณูพันธุศาสตร และอณูชวีวทิยา เพ่ือใชประกอบการพิจารณาคุณภาพของแหลงน้ํา เชน การศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงของโครโมโซม การแสดงออกของยีน รวมถึงการเปลี่ยนแปลงของสัณฐานวทิยา ของ
สิ่งมีชีวิตในแหลงน้ําจากการตอบสนองตอการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพ ทางเคมี หรือการปนเปอน
สารพิษ และโลหะหนักในแหลงน้ํา 
 ยีน hsp70 เปนยีนที่สรางโปรตีนซ่ึงมีบทบาทสําคญัตอการตอบสนองของสิ่งมีชีวิตในสภาวะ
กดดัน เชน การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ การปนเปอนโลหะหนัก สารปราบศตัรูพืช ยาฆาแมลง การ
ศึกษาวิจัยพบวาระดับการแสดงออกของยีน hsp70 มีความสัมพันธกับระดับการปนเปอนของสารเคมีใน
แหลงน้ํา ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดในการใชระดับการแสดงออกของยีน hsp70 เปนดัชนีชี้วัดการ
เปลี่ยนแปลงคุณภาพของแหลงน้ํา หรือการปนเปอนสารพิษตางๆในแหลงน้ํา  
 แมลงริ้นดํา Simulium aureohirtum และหนอนแดง Chironomus circumdatus มีการ
แพรกระจายทางภูมิศาสตรที่กวางขวางในประเทศไทย สามารถพบในแหลงน้ําที่มีปจจัยทางนิเวศวิทยา
ที่หลากหลาย การศึกษาเซลลพันธศุาสตรในแมลงทั้ง 2 ชนิดพบวามีการเปลี่ยนแปลงของโครโมโซมซึ่ง
สัมพันธกับคาปจจัยทางนิเวศวทิยาของแหลงอาศัย ดังนั้นการที่สามารถระบตุําแหนงของยีน hsp70 บน
โครโมโซมของแมลงทั้ง 2 ชนิด จึงเปนพ้ืนฐานที่สําคัญสําหรับการศึกษาวิจัยในอนาคตเพ่ือประยุกตใช
กลไกการตอบสนองของยีน hsp70 ตอการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอม การปนเปอนสารพิษ หรือโลหะ
หนักในแหลงน้ํา 

 
 

 



Integrated cytogenetic, ecological, and DNA
barcode study reveals cryptic diversity in
Simulium (Gomphostilbia) angulistylum (Diptera:
Simuliidae)

Pairot Pramual and Chaliow Kuvangkadilok

Abstract: An integrated approach based on cytogenetics, molecular genetics, and ecology was used to examine diversity in
the black fly Simulium angulistylum Takaoka & Davies in Thailand. Cytological analysis revealed three cytoforms (A, B,
and C) of S. angulistylum differentiated by fixed chromosome inversions. Distributions of these cytoforms were associated
with ecology. Cytoforms A and B were found in low-altitude habitats (<600 m above sea level), whereas cytoform C oc-
curred at high altitudes (>1000 m above sea level). Mitochondrial DNA sequences of the cytochrome oxidase subunit I bar-
coding region revealed significant genetic differentiation among the cytoforms. The mitochondrial DNA haplotype network
revealed divergent lineages within cytoforms, indicating additional hidden diversity. Therefore, integrated approaches are
necessary for fully understanding black fly biodiversity. Population genetic analysis revealed high genetic structuring that
could be due to the habitat preferences of S. angulistylum. Phylogeographic analyses indicated population demographic ex-
pansion at the mid-Pleistocene (900 000 years ago), which is older than for other black flies and insects in the Southeast
Asian mainland. The high level of genetic structure and diversity, therefore, could also be due to the long demographic his-
tory of S. angulistylum.

Key words: black fly, cytogenetic, phylogeography, Simulium, species complex.

Résumé : Une approche intégrée faisant appel à la cytogénétique, la génétique moléculaire et l’écologie a été employée
pour examiner la diversité chez la mouche noire Simulium angulistylum Takaoka & Davies en Thaïlande. Les analyses cyto-
logiques ont révélé l’existence de trois cytoformes (A, B ou C) du S. angulistylum se distinguant par trois inversions chro-
mosomiques fixées. La distribution de ces cytoformes était liée à l’écologie. Les cytoformes A et B étaient retrouvées dans
des habitats de faible altitude (<600 m au-dessus de la mer), tandis que la cytoforme C était présente en altitude élevée
(>1000 m au-dessus de la mer). Les séquences d’ADN mitochondrial au sein de la sous-unité I de la cytochrome oxydase,
une région utilisée comme code-barre, a révélé une différenciation génétique significative entre les cytoformes. Le réseau
formé par les différents haplotypes d’ADN mitochondrial révélait des lignages divergents au sein des cytoformes, indiquant
une diversité additionnelle cachée. Ainsi, des approches intégrées s’avèrent nécessaires pour pleinement caractériser la biodi-
versité chez les mouches noires. Des analyses de génétique des populations ont révélé une forte structuration qui pourrait
découler des préférences du S. angulistylum en matière d’habitat. Des analyses phylogéographiques ont indiqué une expan-
sion démographique au milieu du pléistocène (il y a 900 000 ans), ce qui est plus ancien que ce qui a été observé pour d’au-
tres mouches noires ou insectes en Asie du Sud-Est. Les hauts niveaux de structuration et de diversité génétiques pourraient
également découler de la longue histoire démographique du S. angulistylum.

Mots‐clés : mouche noire, cytogénétique, phylogéographie, Simulium, complexe d’espèces.

[Traduit par la Rédaction]

Introduction

Black flies are difficult to identify morphologically be-
cause of their structural homogeneity (Crosskey 1990). Cyto-
genetic study using the banding patterns of the polytene
chromosomes has long been used in the taxonomy of black

flies (Rothfels 1979). Cytological sibling species can be rec-
ognized using three criteria: (i) fixed-chromosome inversion
differences, (ii) differences in sex chromosome, and (iii) dif-
ferences in autosomal inversion frequencies (Rothfels 1979).
The major limitations of cytogenetic study are that it requires
skilled people and typically is workable only for the larval
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stage. Recently, DNA sequences (i.e., DNA barcodes) have
been incorporated into black fly taxonomy. For example, Riv-
era and Currie (2009) used DNA barcoding to differentiate
North American black fly morphospecies. Pramual et al.
(2011b) reported DNA barcoding in the Oriental black fly
subgenus Gomphostilbia. Although DNA barcodes have suc-
cessfully delineated morphological species (Day et al. 2008;
Rivera and Currie 2009), the success rate was low for species
complexes (Pramual et al. 2011a). Therefore, integrated ap-
proaches (e.g., Ilmonen et al. 2009) are needed for fully
understanding black fly biodiversity (Adler and Huang 2011).
There are 88 morphologically described species of black

flies in Thailand (Adler and Crosskey 2011). Cytogenetic
study is useful in distinguishing morphologically closely re-
lated species (Phasuk et al. 2005; Jitklang et al. 2008; Tang-
kawanit et al. 2009). Some morphological species are
composed of several cytological sibling species. For example,
Simulium tani and S. doipuiense are composed of 10 and 2
cytoforms, respectively, (Tangkawanit et al. 2009) and S. sia-
mense is composed of 7 cytoforms (Kuvangkadilok et al.
2008; Pramual and Wongpakam 2011). Although these stud-
ies indicate the importance of cytogenetics for black fly
taxonomy, only 18 of 88 species in Thailand have been cyto-
logically examined. DNA barcodes have been used to differ-
entiate morphological species of black flies in Thailand. The
results indicate that this method could be used successfully to
differentiate morphologically distinct species and to reveal
cryptic diversity (Pramual et al. 2011b; Pramual and Nanork
2012), but it can fail to delineate cytological sibling species
(Pramual et al. 2011a).
Simulium angulistylum Takaoka & Davies was morpholog-

ically assigned to the Simulium batoense species group of the
subgenus Gomphostilbia (Takaoka and Davies 1995). This
species is geographically widespread throughout Thailand
and Malaysia (Adler and Crosskey 2011). A previous cytoge-
netic study presented polytene chromosome maps for this
species (Kuvangkadilok et al. 2003). In addition, a previous
DNA barcoding study found high intraspecific genetic diver-
gence (maximum value 5.2% based on Kimura’s 2-parameter
model), suggesting that this morphospecies could be a spe-
cies complex (Pramual et al. 2011b). We used an integrated
approach, based on cytogenetic, molecular genetics, and ecol-
ogy, to examine the diversity of S. angulistylum in Thailand.

Materials and methods

Sample collections and species identification
Black fly larvae were collected from nine locations

throughout Thailand (Table 1; Fig. 1). Samples were ran-
domly collected from multiple substrates along each stream,
with only one or two larvae being taken from the same sub-
strate to avoid potential sampling of sibling individuals. Sam-
ples were fixed in Carnoy’s solution (95% ethanol – glacial
acetic mixture of 3:1 (v/v)) and were used for both cytoge-
netic and molecular analyses, as described by Pramual et al.
(2005, 2011b). Stream variables including altitude, stream
width, depth, velocity, pH, water conductivity, streambed par-
ticle sizes, canopy cover, and riparian vegetation were re-
corded. Simulium angulistylum was morphologically
identified using the description of Takaoka and Davies
(1995). Polytene chromosomes were prepared from penulti-

mate instar larvae, following the Feulgen method of Rothfels
and Dunbar (1953).
Because a standard polytene chromosome map for the en-

tire subgenus Gomphostilbia was not available, chromosome
sections were numbered following the standard map for the
closely related Simulium ceylonicum species group (Jitklang
et al. 2008). We also compared the chromosome banding se-
quences with the standard map for S. siamense, a closely re-
lated species in the Simulium batoense group. The polytene
chromosome map for S. angulistylum presented by Kuvang-
kadilok et al. (2003) was arbitrarily chosen as the standard
map for the species.

DNA extraction, amplification, and sequencing
DNA was extracted from the anterior portion of each larva,

following the method described by Pramual et al. (2011b). A
fragment of the cytochrome oxidase subunit I (COI) barcod-
ing region was amplified using the primer LCO1490 (5′-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3′) and HCO2198
(5′-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3′) (Hebert et
al. 2003). PCR conditions described by Rivera and Currie
(2009) were used. PCR products were checked on a 1% agar-
ose gel and cleaned using HiYield Gel/PCR fragment Extrac-
tion Kit (RBC BioScience, Xindian City, Taiwan). Cleaned
PCR products were sequenced using the same primers as in
the PCR by Macrogen sequencing service (Seoul, Korea).

Data analysis
DNA sequences were trimmed to a final length of 586 bp.

Sequences were aligned using Clustal X (Thompson et al.
1997). Haplotypes were identified by DnaSP (Rozas et al.
2003) and were deposited in GenBank under accession num-
bers HM775234–HM775241 and JQ619907–JQ619931. Hap-
lotype diversity (h) and nucleotide diversity (p) were
estimated in Arlequin ver. 3.5 (Excoffier and Lischer 2010),
using the best fit model (TrN (Tamura and Nei 1993)), with
proportion of invariant site (I) of 0.830 selected by jModel-
test ver. 0.1.1 (Posada 2008). Intraspecific sequence diver-
gences, based on the best fit model, were calculated for
unique COI sequences by MEGA 4 (Tamura et al. 2007). A
median joining (MJ) network was calculated using NET-
WORK ver. 4.6.1.0 (www.fluxus-engineering.com).
Genetic structure was estimated by means of population

pairwise FST and AMOVA analysis. Populations were
grouped according to cytoforms and geographic origins. The
significance of test statistics was obtained by 1000 permuta-
tions. Both population pairwise FST and AMOVA analyses
were performed in Arlequin. The program SAMOVA (Du-
panloup et al. 2002) was also used to find grouping structure
based on the level of genetic differentiation. SAMOVA uses a
simulated annealing procedure to find the best grouping
structure (highest FCT value), based on a priori number of
groups (k). SAMOVA was run using 100 simulated annealing
processes for k = 2 to 6, and the grouping structure that
achieved the highest FCT was retained as the best grouping
structure. Relationships between genetic distance (FST from
AREQUIN) and geographic distance (log km) (i.e., isolation
by distance model) were assessed using the Mantel (1967)
test. The Mantel test was implemented in IBD ver. 1.52 (Bo-
honak 2002), using 1000 randomizations.
Mismatch distribution was used to test the signature of
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Table 1. Collection sites and number of sequences for Simulium angulistylum from Thailand.

Location Code
Geographic
region Latitude, longitude Altitude (m) N Collection date Cytoform

Ban Dong Sawang, Sakon
Nakhon

AG2 Northeast 17°07′N, 103°38′E 330 5 11 Nov. 2006 A

Khao Pra Na Rai waterfall,
Ranong

AG317 South 09°36′N, 98°35′E 110 5 15 Jul. 2003 A

Ton Phet waterfall, Ranong AG618 South 09°43′N, 98°36′E 117 5 13 Dec. 2006 A
Hewsuwat waterfall, Nakhon
Ratchasima

AG494 Northeast 14°19′N, 101°21′E 600 5 20 Nov. 2004 B

Pangsida waterfall, Srakeaw AG500 Central 13°58′N, 102°15′E 250 5 21 Dec. 2004 B
Wang Yai waterfall 1, Sisaket AG55 Northeast 14°29′N, 104°32′E 202 2 29 Sep. 2007 B
Wang Yai waterfall 2, Sisaket AG56 Northeast 14°26′N, 104°29′E 200 5 29 Sep. 2007 B
Hinsamchan waterfall, Loei AG69 Northeast 17°30′N, 104°49′E 1153 5 14 Oct. 2007 C
Huai Toei waterfall, Loei AG70 Northeast 17°30′N, 104°49′E 1153 5 14 Oct. 2007 C

Fig. 1. Collection sites of nine populations of Simulium angulistylum from Thailand. Circumscribed areas indicate approximate known geo-
graphic distributions of the cytoforms. Details of the sampling locations are given in Table 1.
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population expansion. Populations that had undergone recent
past demographic expansion were shown by a unimodal mis-
match distribution (Rogers and Harpending 1992). The sum-
of-squares deviation and Harpending’s raggedness index
(Harpending 1994) were used to test deviation from the sud-
den expansion model. Mismatch distribution was estimated
using Arlequin. Fu’s Fs test (Fu 1997) and Tajima’s D (Ta-
jima 1989) statistics were used to test population equilibrium.
Large negative values from these tests were expected for the
demographics of population expansion.
One-way analysis of variance (ANOVA) and Kruskal–

Wallis tests were used to detect mean differences in stream
variables among cytoforms. ANOVA was used on continuous
variables (altitude, stream width, depth, velocity, discharge,
pH, and water conductivity) and the Kruskal–Wallis test was
used on the ordinal data (streambed particle sizes, canopy
cover, and riparian vegetation).

Results

Cytotaxonomic comparisons
A total of 172 larvae were cytologically examined. The

polytene chromosomes of our samples were identical to the
chromosome map of S. angulistylum reported by Kuvangka-
dilok et al. (2003), although chromosomes II and III in that
paper were reversed. The chromosome landmarks (double
bubble and ring of Balbiani) on the short arm of chromo-
some II were also in the same positions as previously re-
ported by Phasuk et al. (2005).

Chromosome IS
Chromosome IS of S. angulistylum (Fig. 2) was identical

to the banding sequences of S. siamense and the S. ceyloni-
cum group.

Chromosome IL
All individuals of S. angulistylum have identical IL band-

ing sequences. Chromosome IL of S. angulistylum (Fig. 3)
differed from S. siamense by fixed inversion IL-ceylonicum,

siamense and from the S. ceylonicum group by fixed inver-
sions IL-ceylonicum, siamense and IL-ceylonicum.

Chromosome IIS
All members of S. angulistylum have identical IIS banding

sequences. Chromosome IIS of S. angulistylum (Fig. 4) dif-
fered from S. siamense and S. ceylonicum by a complex in-
version (IIS-ceylonicum, siamense) that required several
inversions to derive.

Chromosome IIL
Chromosome IIL of S. angulistylum (Fig. 4) differed from

S. ceylonicum and S. siamense standard maps by a complex
inversion that required several inversions to derive. There are
three additional inversions (IIL-1, IIL-2, and IIL-3) that oc-
curred within populations of S. angulistylum on this chromo-
some arm. IIL-1 reported by Kuvangkadilok et al. (2003) and
IIL-3 found in the present study at low frequency (4%) were
floating inversions. IIL-2 was a fixed inversion.

Chromosome IIIS
Chromosome IIIS of S. angulistylum (Fig. 5) had identical

banding sequences to S. siamense but differed from S. ceylo-
nicum by one fixed inversion (IIIS-asakoae). One fixed inver-
sion (IIIS-1) was found on this chromosome in the
populations of S. angulistylum.

Chromosome IIIL
Chromosome IIIL of S. angulistylum (Fig. 5) differed by

one fixed inversion (IIIL-siamense) from S. siamense and
one fixed inversion from S. ceylonicum (IIIL-asakoae). A
floating inversion (IIIL-1) was reported on this chromosome
arm by Kuvangkadilok et al. (2003).

Characterization of cytoforms of Simulium angulistylum

S. angulistylum cytoform A
Cytoform A was characterized by the standard chromo-

some type and undifferentiated sex chromosomes. Larvae

Fig. 2. Chromosome arm IS of Simulium angulistylum showing the standard sequence which is identical to S. siamense (Kuvangkadilok et al.
2008) and the S. ceylonicum group (Jitklang et al. 2008). Sections are numbered according to the S. ceylonicum standard map of Jitklang et al.
(2008). C, centromere; NO, nucleolar organizer.
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(n = 95) were examined from three populations in southern
and northeastern areas. We also included two populations
from the South (one from Muang Tuad waterfall, Suratthani
province, and one from the same location as AG317)
reported by Kuvangkadilok et al. (2003), and identified
here as cytoform A.

Fig. 4. Chromosome II of Simulium angulistylum. Sections are
numbered according to the S. ceylonicum standard map of Jitklang
et al. (2008). Fixed inversions are underlined; floating inversions are
not. Limits of the inversion IIS-ceylonicum, siamense that is fixed
between S. angulistylum and S. siamense and S. ceylonicum are in-
dicated. Breakpoints of fixed inversion IIL-2 and floating inversions
IIL-1 and IIL-3 are indicated by brackets. C, centromere; BR, ring
of Balbiani; db, double bubble; jg, jagged group; PB, parabalbiani
marker. a Represents that the inversion is complexly rearranged.

Fig. 3. Chromosome arm IL of Simulium angulistylum. Sections are
numbered according to the S. ceylonicum standard map of Jitklang
et al. (2008). Limits of the inversions IL-ceylonicum and IL-ceyloni-
cum, siamense that are fixed between S. angulistylum and S. ceylo-
nicum and S. siamense are indicated by brackets. C, centromere;
NO, nucleolar organizer.
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S. angulistylum cytoform B
Cytoform B was characterized by a fixed inversion on the

long arm of chromosome II (IIL-2) (Fig. 4) and undifferenti-
ated sex chromosomes. Larvae (n = 38) were examined from
four populations from the northeastern area of Thailand.

S. angulistylum cytoform C
Cytoform C was characterized by two fixed inversions, one

on the long arm of chromosome II (IIL-2) (Fig. 4) and one
on the short arm of chromosome III (IIIS-1) (Fig. 5), and un-
differentiated sex chromosomes. Larvae (n = 12) were exam-
ined from two populations in Loei Province in northeastern
Thailand. One floating inversion (IIL-3) (Fig. 4) was found
in this cytoform at low frequency (4%).

Ecological conditions of the larval habitats
Simulium angulistylum was geographically and ecologi-

cally widespread (Table 2). It was found at altitudes from
110 to 1153 m above sea level. Simulium angulistylum also
occupied habitats that had a wide range of stream sizes and
current velocities. However, larvae were found only in
streams where the streambed was composed of boulders or
bedrock and mostly in forested areas. Comparisons of the
stream variables among cytoforms revealed significant differ-
ences in altitude (Table 2). Cytoform C was found at the
highest altitude (>1000 m above sea level) habitats, whereas
cytoforms A and B were found at lower altitudes (<600 m
above sea level). Other stream variables did not differ signifi-
cantly among cytoforms (Table 2).

DNA sequence variation
For the COI sequences, 586 bp were obtained from 42 se-

quences of S. angulistylum. There were 72 base substitutions,
of which 50 were parsimony informative. A total of 33 hap-
lotypes were identified. Sequence divergence between sam-
ples based on the Tamura and Nei model ranged from 0% to
5.80%, with a mean of 2.49%. The overall haplotype diver-
sity was 0.9849, with a range in the populations of 0.4000
in AG618 and 1.000 in AG317, AG55, and AG70. Nucleo-
tide diversity in the populations ranged from 0.0017 in
AG55 to 0.0334 in AG56 (Table 3).

Mitochondrial genealogy
MJ network (Fig. 6) showed no major phylogeographic

breaks in S. angulistylum from Thailand, but one long diver-
gent lineage was revealed. Three haplotypes of cytoform B
from Sisaket Province in the lower North were clustered
with the network by 21 mutation steps. There was some indi-
cation of clustering in the cytoforms. With only two excep-
tions, all individuals of cytoform C were clustered together.
Individuals of cytoforms A and B, however, were distributed
throughout the network. The haplotype network showed more
association with geographic origin than to cytoform, suggest-
ing that there were limitations to ongoing gene flow among
geographic regions.

Population genetic structure
Population pairwise FST (Table 4) revealed that most pop-

ulations were genetically significantly different. SAMOVA
analysis revealed that the FCT value was highest at k = 4
(FCT = 0.404, P < 0.001) (Table 5). The grouping structure

Fig. 5. Chromosome III of Simulium angulistylum. Sections are
numbered according to the S. asakoae standard map of Jitklang et
al. (2008). Fixed inversions are underlined; floating inversions are
not. Limits of the inversions IIIS-asakoae and IIIL-asakoae that are
fixed between S. angulistylum and S. asakoae are indicated by
brackets. Limits of inversion IIIL-siamense that is fixed between
S. angulistylum and S. siamense is indicated by the bracket. Break-
points of the IIIS-1 fixed inversion and IIIL-1 floating inversion are
indicated by brackets. C, centromere; Bl, blister marker.
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defined by SAMOVA corresponded well with the geographic
origin. AMOVA analysis by grouping populations according
to cytoform also showed significant genetic differentiation,
but the FCT value (FCT = 0.214, P = 0.011) was lower than
the value obtained from the grouping structure defined by
SAMOVA. The test of associations between levels of genetic
distance (FST values derived from Arlequin) and geographic
distance (log km) was significant (r = 0.517, P < 0.001),
suggesting that gene flow was limited by geographic dis-
tance.

Historical dispersal
Maximum-likelihood estimates of the historical dispersal

rates for four population groups defined by SAMOVA indi-
cated asymmetric rates (Table 6). Dispersal from southern
areas to middle northeastern and upper northeastern areas
was high, compared with the negligible dispersal in the oppo-
site directions. Dispersal from middle Northeast to lower
Northeast was high but to upper Northeast was very low.
Dispersals from upper Northeast and lower Northeast to other
areas were negligible.

Table 2. Ecological conditions of the larval habitats of three cytoforms of Simulium angulistylum in Thailand.

Min.–max. (mean ± SD)

Stream variable/ Cytoform A B C All Test statistics
Altitude (m) 110–330 200–600 1153 110–1153 24.943*a

(272.29±121.08) (366.40±214.74) (1153) (431.50±340.57)
Width (m) 0.13–8.00 1.00–25.00 1.70–2.00 0.13–25.00 1.515a

(1.64±2.84) (8.00±10.20) (1.85±0.21) (3.94±6.75)
Depth (m) 0.01–0.21 0.05–0.16 0.12–0.15 0.01–0.21 1.299a

(0.061±0.07) (0.09±0.04) (0.14±0.02) (0.08±0.06)
Velocity (m) 0.36–0.92 0.38–1.53 0.92–1.60 0.36–1.60 2.557a

(0.63±0.19) (0.81±0.47) (1.26±0.48) (0.79±0.39)
Discharge (m3/s) 0.001–0.823 0.027–3.060 0.239–0.384 0.001–3.060 0.890a

(0.142±0.304) (0.771±1.290) (0.312±0.102) (0.390±0.803)
pH 5.18–7.25 5.50–7.20 5.50–6.00 5.18–7.25 0.988a

(6.59±0.73) (6.36±0.83) (5.75±0.35) (6.39±0.74)
Conductivity (µS/cm) 6.00–52.00 14.00–62.40 6.00–8.00 6.00–62.40 1.455a

(30.40±16.01) (29.14±21.61) (7.00±1.41) (26.61±18.20)
Stream-bed particles Boulder–bedrock Boulder–bedrock Boulder Boulder–bedrock 0.505b

Boulder Boulder Boulder Boulder
Canopy cover Partial–complete None–complete Complete None–complete 5.386b

Complete Partial Complete Complete
Riparian vegetation Brush–forest Open–forest Forest Open–forest 1.560b

Forest Forest Forest Forest

Note: *, P < 0.001.
aF values for ANOVA analysis.
bH values for Kruskal–Wallis test.

Table 3. Estimates of haplotype diversity, nucleotide diversity, Tajima’s D test and Fu’s Fs tests of selective neutrality in nine populations
of Simulium angulistylum in Thailand.

Cytoform Sample site (n) No. of sample Haplotype diversity (h) Nucleotide diversity (p) Tajima’s D test Fu’s Fs test
A AG2 5 0.7000±0.2184 0.0031±0.0025 –0.410 –3.304**

AG317 5 1.0000±0.1265 0.0092±0.0062 –0.452 –1.223
AG618 5 0.4000±0.2373 0.0055±0.0039 –1.174 –2.116*
All 15 0.9143±0.0559 0.0134±0.0074 –0.239 –0.708

B AG494 5 0.9000±0.1610 0.0150±0.0098 0.576 –0.510
AG500 5 0.9000±0.1610 0.0096±0.0065 0.436 –1.167
AG55 2 1.0000±0.5000 0.0017±0.0024 0 0
AG56 5 0.9000±0.1610 0.0334±0.0209 1.250 0.497
All 17 0.9779±0.0267 0.0260±0.0137 0.304 –1.683

C AG69 5 0.9000±0.1610 0.0048±0.0035 –0.191 –2.370*
AG70 5 1.0000±0.1265 0.0198±0.0127 –0.525 –0.145
All 10 0.9778±0.0540 0.0129±0.0075 –1.371 –2.334
Total 42 0.9849±0.0096 0.0249±0.0126 –0.525 –11.620**

Note: *, P < 0.05; **, P < 0.01.
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Demographic history
Both Tajima’s D and Fu’s Fs tests revealed negative val-

ues, but only the Fu’s Fs was statistically significant (D =
–0.525, P = 0.363, Fs = –11.620, P < 0.001) (Table 3).
This could be due to a more powerful Fu’s Fs than Tajima’s
D tests to detect population expansion (Fu 1997). Mismatch
distribution analysis revealed that populations were consis-
tent with the sudden population expansion model (Fig. 7).
Both sum-of-square deviation (SSD = 0.0028, P = 0.6800)

and Harpending’s raggedness index (0.0073, P = 0.6100)
were not significantly different from the simulated data
under the sudden population expansion model (Fig. 7). The
expansion time calculated from t = 2ut (where u = mTµ
and mT is the length of nucleotide sequences under study,
µ is the mutation rate per nucleotide, and t is the generation
time; Rogers and Harpending 1992), assuming 12 genera-
tions a year for tropical black fly species (Pramual et al.
2005) and a divergence rate of 2.3% per 1 000 000 years
for insect mtDNA (Brower 1994), was estimated to be ap-
proximately 930 000 years ago.

Discussion

Cytotaxonomy and genetic differentiation among
cytoforms
Previous phylogenetic study indicated that morphological

placement of species in the S. batoense species group needs
to be re-examined (Pramual et al. 2011b). The polytene chro-
mosome banding sequences of S. angulistylum are more sim-
ilar to those of S. siamense than to the S. ceylonicum species
group, thus supporting morphological placement of these
species in the same species group. However, several species
in this group have not yet been cytologically examined.
Black fly species that occupy diverse habitats and are geo-

graphically widespread suggest the possibility of a species
complex (Adler and McCreadie 1997). Previous cytogenetic
study found no evidence of a species complex in S. angulis-
tylum (Kuvangkadilok et al. 2003). This could be due to lim-
itations in the geographical sampling, which was limited to
three populations. Our cytological analysis revealed that
S. angulistylum was composed of three cytoforms differenti-
ated by fixed-chromosome inversions. Distributions of the
three cytoforms were associated with the geographic origins,
except for cytoform A, which was found in the South and
the Northeast. However, the northeastern and southern pop-
ulations of cytoform A could be different lineages because
molecular data indicated they were divergent. Cytoform B
was found in the middle northeastern and lower northeast-
ern areas, and cytoform C was found in the upper north-
eastern area. The cytoforms also differed ecologically.
Cytoform C was found at high altitudes (>1000 m above
sea level), whereas the other two cytoforms were found
<600 m above sea level. The result is consistent with pre-
vious findings that altitude could be an important ecological
factor driving population divergence of black flies in Thai-
land (Pramual and Nanork 2012).
Cytogenetic analysis indicating that S. angulistylum is a

species complex is consistent with DNA barcode analysis,
which found high levels of intraspecific genetic divergence
(Pramual et al. 2011b). The COI barcoding sequence in the
present study supports a previous finding of high levels of
intraspecific genetic divergence, with a maximum value of
5.8%. This level of intraspecific genetic divergence falls in
the range of sequence divergence for black fly species com-
plexes (Rivera and Currie 2009).
Mitochondrial DNA sequences support the differentiation

among cytoforms. Sequence divergence between cytoforms
was relatively high (2.8% between A and B, 2.6% between
A and C, and 3.1% between B and C). The values were close
to 3.0%, the threshold value for differentiating species based

Fig. 6. Median joining network of 42 mtDNA COI sequences of
Simulium angulistylum from nine populations in Thailand. (a)
Haplotypes labeled according to cytoforms; (b) haplotypes labeled
according to geographic origin. Circles represent haplotypes and
sizes are relative to the number of individuals sharing the specific
haplotype.
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on the COI barcode sequence (Hebert et al. 2003). AMOVA
analysis revealed significant genetic differentiation among cy-
toforms; although the mitochondrial genealogy did not show
major phylogeographic break there were apparent associa-
tions between the haplotypes and the cytoforms, which sug-
gests recent limitation of genetic connections between the
cytoforms.
Cytoform C is the most distinct among the three cyto-

forms. This cytoform possess two fixed inversions that differ-
entiate it from cytoform A and one fixed inversion that
differentiates it from cytoform B. With a few exceptions,
pairwise FST also showed significant genetic differentiation
between this cytoform and the others. SAMOVA analysis
also supports the differentiation of cytoform C. Two popula-
tions (AG69 and AG70) of this cytoform formed a group
separated from the other populations. Mitochondrial geneal-
ogy revealed that haplotypes of this cytoform, with two ex-
ceptions, were clustered together and separated from the
other cytoforms. Although cytoform C is not geographically
distinctly isolated from the other cytoforms, it is ecologically

separated. All other populations of S. angulistylum were
found at altitudes <600 m above sea level, while two popula-
tions of cytoform C were found at 1135 m above sea level.
Differentiation in the ecological conditions could be a major
barrier to gene flow between populations of this cytoform
and the others. The results highlight the importance of eco-
logical conditions in driving population differentiation. Sev-
eral previous studies have shown that ecological conditions
of the larval habitat probably played a role in black fly spe-
cies divergence (Joy et al. 2007; Pramual et al. 2005; Pram-
ual and Nanork 2012). We have found in the S. multistriatum
species group that altitude is one of the most important eco-
logical factors driving genetic divergence (Pramual and
Nanork 2012).
Both cytogenetic and molecular data indicate genetic dif-

ferentiation among cytoforms, but the lack of sympatric pop-
ulations precludes us from making a definitive statement as
to whether the cytoforms represent full species. The nearest
geographic populations of cytoforms A and B are separated
by approximately 300 km and of cytoforms A and C by ap-

Table 4. Population pairwise FST between nine populations of Simulium angulistylum in Thailand.

A B C

Cytoform Population AG2 AG618 AG317 AG494 AG500 AG55 AG56 AG69 AG70
A AG2

AG618 0.7412
AG317 0.6820 0.4578

B AG494 0.2818 0.4966 0.4333
AG500 0.5401 0.5924 0.4606 0.0148
AG55 0.9415 0.9085 0.8473 0.7271 0.8321
AG56 0.4038 0.4391 0.3920 0.1872 0.2775 0.1473

C AG69 0.8369 0.8177 0.7508 0.5950 0.6648 0.9193 0.4019
AG70 0.5089 0.5182 0.4335 0.2932 0.3170 0.6887 0.1634 0.08554

Note: Bold indicates significance at P < 0.05.

Table 5. Results of the hierarchical AMOVA analyses of nine populations of Simulium an-
gulistylum in Thailand, with grouping according to cytoform and group structure defined by
SAMOVA.

Source of Variation Percentage of variation F statistic
Cytoform
Among groups 21.44 FCT = 0.214*
Among populations within group 33.29 FST = 0.547**
Within population 45.27 FSC = 0.424**
SAMOVA defined group
Among groups 40.44 FCT = 0.404**
Among populations within group 14.62 FST = 0.550**
Within population 44.95 FSC = 0.245**

Note: *, P < 0.05; **, P < 0.001.

Table 6. Maximum-likelihood estimates of the population sizes (q = 2Nfm) and dispersal rates (M = m/m) for four population groups
defined by SAMOVA of Simulium angulistylum in Thailand.

Population group (i) Population size

Dispersal rates
S→i MNE→i UNE→i LNE→i

South 0.0156 1.63×10–9 3.10×10–9 4.36×10–9

MNE 0.0203 75.78 5.46×10–10 2.09×10–9

UNE 0.0217 31.27 3.59×10–9 3.75×10–9

LNE 0.0168 8.49×10–11 111.25 3.64×10–8

Note: MNE, middle Northeast; UNE, upper Northeast; LNE, lower Northeast.
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proximately 200 km. These distances exceed the typical
flight ranges of forest black fly species (Crosskey 1990).
Therefore, more extensive sampling in the geographic gaps
is needed to clarify the species status of the cytoforms.
Genetic differentiation within cytoforms also is seen. Pop-

ulation pairwise FST values are highly significant between the
three populations of cytoform A. With only one exception,
these populations separated into two lineages in the mtDNA
network, corresponding to their geographic origins. Popula-
tions of cytoform B also showed high levels of genetic differ-
entiation. With the exception of population AG55, which has
a small sample size (n = 2), and populations AG500 and
AG494, which are geographically proximity, comparisons be-
tween populations of this cytoform revealed significant ge-
netic differentiations. There is one long divergence lineage
of this cytoform from Sisaket Province in the lower north-
eastern area. Thus, there is still hidden diversity within these
cytoforms that can be revealed using DNA barcoding sequences.

Population genetic structure and population history
High levels of genetic differentiations among populations

of S. angulistylum exist. This is consistent with the geo-
graphic association of the haplotypes on the MJ haplotype
network. The high genetic structuring in populations of
S. angulistylum contrasts with the low level of genetic dif-
ferentiation in S. siamense, a closely related geographically
co-distributed species (Pramual et al. 2011a). Different lev-
els of genetic structure were related to habitat associations
of these species. Simulium angulistylum is associated with
habitats in forested areas, whereas S. siamense can be found
in both forested and open areas (Pramual and Kuvangkadi-
lok 2009). Perhaps because of the patchy distribution of for-
ested habitat, isolated populations of S. angulistylum
developed. Habitats of S. siamense are more continuous be-

cause this species inhabits both forested and nonforested
habitats. High genetic structuring also is found in S. tani,
another black fly species in Thailand associated with for-
ested habitat (Pramual et al. 2005). The effect of habitat
specificity on genetic structure has been reported in the al-
pine stream black fly Prosimulium neomacropyga (Finn et
al. 2006).
The high level of genetic structuring in S. angulistylum

could also be due to the long population history. Mismatch
distribution and Fu’s Fs tests indicate population demo-
graphic expansion in S. angulistylum. The expansion time is
estimated at about 930 000 years ago, an ancient demo-
graphic expansion, compared with other black fly species.
Demographic expansion in S. tani was estimated at about
500 000 years and in S. siamense at 120 000 years. It is also
older than other insects of the Southeast Asian mainland,
such as Anopheles mosquitoes, which were estimated at 300
000 – 100 000 years ago (Morgan et al. 2011).
In S. tani (Pramual et al. 2005) and Anopheles mosquitoes

(Morgan et al. 2011), low genetic diversity in southern popu-
lations was attributed to recent colonizations from the North.
The common pattern in black flies and mosquitoes was
thought to be due to the sharing of historical climatic and en-
vironmental changes during the Pleistocene (Pramual et al.
2005; Morgan et al. 2011). Our results reveal relatively high
genetic variation in southern populations of S. angulistylum.
Furthermore, maximum-likelihood estimates of the historical
dispersal indicate unidirectional movements of the flies from
the South to the North, suggesting that the effect of Pleisto-
cene climatic and environmental change could affect species
differently. The two southern populations included in the
present study were from the mountainous area along the
Thai–Myanmar border. This area could also have been a ref-
ugium site for black flies during the Pleistocene.

Fig. 7. Mismatch distribution of 42 COI sequences of Simulium angulistylum, representing the observed and expected pairwise differences
under the sudden population expansion model. Mismatch distribution of S. angulistylum is consistent with the sudden population expansion
model, as the sum-of-square deviation (SSD) and Harpending’s raggedness index are not significantly different between the observed and the
expected from the simulation.
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In conclusion, our results demonstrate the importance of
cytological study for black fly taxonomy. The results also
highlight the value of DNA barcodes for revealing cryptic bi-
odiversity. Therefore, integrating the approaches was neces-
sary for fully understanding black fly biodiversity. The
results also strengthen the previous view of the role of ecol-
ogy in black fly species divergence.
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Abstract To investigate patterns of geographical and ecolog-
ical separation among morphologically similar, closely related
species of black flies, we integrated ecological, geographical,
and phylogenetic information, based onmultiple gene sequen-
ces, for 12 species in the subgenusGomphostilbia in Thailand.
Molecular characters supported the monophyly of the
Simulium ceylonicum species group, but not of the Simulium
batoense species group, suggesting that revisionary work is

needed for the latter. Both ecological and geographical isola-
tion of similar taxa were revealed. Stream velocity and altitude
were among the principal ecological factors differing between
closely related species. Most closely related species in the
subgenus Gomphostilbia overlap geographically, suggesting
the possibility of sympatric speciation driven by ecological
divergence. Geographical isolation via dispersal also might
have contributed to species divergence, while Pleistocene
climate changes possibly influenced population genetic struc-
ture, demographic history, and speciation of somemembers of
the subgenus.

Keywords Gomphostilbia . Phylogeny . Simulium .

Speciation

Introduction

Geographical isolation and ecological divergence contrib-
ute to species diversification. Ecological divergence has
been suggested as an important factor promoting specia-
tion (Orr and Smith 1998; Schluter 1998, 2001).
Populations in different environments are under different
selection regimes, which could result in genetic diver-
gence leading to reproductive isolation (Mayr 1963).
Alternatively, reproductive isolation could result from
processes not linked directly to ecological divergence,
such as genetic drift (Coyne and Orr 2004).

Integrating phylogenetic information with environmen-
tal factors and geographical distributions of closely relat-
ed species can be used to indicate the relative
evolutionary importance of ecological divergence and
geographical isolation. For example, Graham et al.
(2004) combined geographical distribution data, environmen-
tal geographic information system layers, environmental
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niche models, and phylogentic information to investigate
speciation processes in dendrobatid frogs. They conclud-
ed that ecological niche played a significant role in
speciation because sister taxa typically differ ecological-
ly regardless of their geographical distributions. Peterson
et al. (1999) used ecological niche modeling to compare
geographical distributions of sister taxa of birds, mam-
mals, and butterflies in southern Mexico. Their results
indicated that geographic isolation was the primary fac-
tor driving speciation, whereas ecological divergence
evolved later.

Distributions of closely related species of black flies
often are related to different ecologies (Adler 1988; Adler
and McCreadie 1997; McCreadie and Adler 1998). For
example, sibling species in the S. vittatum complex occupy
streams with different thermal profiles (Adler and Kim
1984), and those in the African S. damnosum complex are
associated with different forest types (Boakye et al. 1998),
suggesting that ecological conditions play a significant role
in the evolution of black flies. Ecological divergence, for
example, has been suggested as a driving force in the
speciation of black flies (Joy and Conn 2001; Joy et al.
2007; Rothfels 1989).

The species-rich subgenus Gomphostilbia contains
nearly 10 % of all nominal black flies worldwide
(Adler and Crosskey 2012), including more than 30
species in Thailand, one of which is a complex of seven
cytoforms (Kuvangkadilok et al. 2008; Pramual and
Wongpakam 2011). Gomphostilbia has been investigated
morphologically (Takaoka and Choochote 2004), cytolog-
ically (Jitklang et al. 2008; Kuvangkadilok et al. 2008;
Phasuk et al. 2005; Pramual and Wongpakam 2011),
molecularly (Pramual et al. 2011a; b), and ecologically
(Pramual and Kuvangkadilok 2009; Pramual and
Wongpakam 2010). Previous phylogenetic studies indi-
cate that this subgenus is monophyletic (Phayuhasena et
al. 2010; Pramual et al. 2011a; Thanwisai et al. 2006),
making it an ideal candidate for investigating the impor-
tance of ecology in black fly evolution.

Closely related species of the subgenus Gomphostilbia
in Thailand are difficult to distinguish morphologically
and often require chromosomal or molecular identifica-
tion (Jitklang et al. 2008; Pramual et al. 2011a), raising
the question of how these similar species occupy avail-
able habitat. Our objective, therefore, was to examine
ecological divergence and geographical isolation by inte-
grating phylogenetic information, based on multiple gene
sequences, with geographical distributions and ecological
conditions of the larval habitats of a set of closely
related, nearly isomorphic species in the subgenus
Gomphostilbia in Thailand.

Materials and methods

Samples, identifications, and ecological measurements

Larval black flies were collected throughout Thailand
(Table 1) and fixed in Carnoy’s solution (3:1, 95 % ethanol:
glacial acetic acid) for cytogenetic and molecular analysis
(Pramual et al. 2011a). Samples were identified morpholog-
ically (Takaoka and Choochote 2004), and cytologically
(Jitklang et al. 2008; Kuvangkadilok et al. 2008).
Ecological data for larval habitats, including altitude, con-
ductivity, depth, pH, velocity, and width, were obtained from
previous publications (Pramual and Kuvangkadilok 2009;
Pramual and Wongpakam 2010) and unpublished data
(C. Kuvangkadi lok, P. Pramual , S. J i tklang, U.
Tangkawanit).

DNA extraction, polymerase chain reaction, and sequencing

Treatment of larvae for molecular and cytogenetic studies
followed the protocol of Pramual et al. (2005, 2011a). DNA
was extracted from larval heads using a Genomic DNA ex-
traction kit (RBC BioScience, Taiwan) and kept at −20°C.
Polymerase chain reaction (PCR) was conducted for cyto-
chrome oxidase II (COII), using primers TL2-J-3034 (5′-
ATTATGGCAGAT TAGTGCA-3′) and TK-N-3785 (5′-
GTTTAAGAGACCAGTACTTG-3′), and 18 S/ITS1, using
primers 18 s/sd5′ (5′-TGGTGCATGGCCGTTCTTAG-3′)
and 5.8 s/sd3′ (5′-GTCGATGTTCATGTGTCCTGC-3′)
(Simon et al. 1994). We used the PCR conditions of
Conflitti et al. (2010). PCR products were checked with 1 %
agarose gel electrophoresis and cleaned using a HiYieldTM

Gel/PCR DNA Extraction Kit (RBC BioScience, Taiwan).
Sequencing was performed at Macrogen sequencing ser-
vice (Seoul, Korea), using the same primers as in the
PCR. A total of 38 samples representing 12 species of
the subgenus Gomphostilbia were sequenced for mitochon-
drial (COII) and nuclear genes (18 S/ITS1). Representative
haplotypes were deposited with GenBank (Table 1).
Previously published COI barcoding sequences (Pramual et
al. 2011a) were also included in phylogenetic analyses. The
final alignment and trees obtained have been deposited with
TreeBASE (http://purl.org/phylo/treebase/phylows/study/
TB2:S12315).

Data analysis

DNA sequences were aligned using CLUSTALX (Thompson
et al. 1997), with a final visual inspection. Phylogenetic anal-
yses were conducted for the combined data set (COI, COII,
and 18 S/ITS1), with sequences from S. fenestratum
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Table 1 Black fly species, collection sites, and GenBank accession numbers for COI, COII, and 18 S/ITS1 sequences

Species Locality Collection
date

GenBank accession number

COI COII 18 S/
ITS1

batoense species group

S. angulistylum Takaoka and Davies 1995 Hinsamchan waterfall, Loei 14 October
2007

HM775239 JN547760 JN547775

Khaopranarai waterfall, Ranong 13 December
2006

HM775236 JN547761 JN547775

Pangsida waterfall, Srakeaw 27 November
2004

HM775237 JN547762 JN547775

S. decuplum Takaoka and Davies 1995 Huai Sai luaeng waterfall, Chiangmai 14 December
2004

HM775286 JN547758 JF505387

Maetho, Chiangrai 9 January
2007

HM775284 JN547759 JF505387

S. gombakense Takaoka and Davies 1995 Mae klang waterfall, Chiangmai 9 July 2006 HM775247 JN547755 JN547773

Mae klang waterfall, Chiangmai 9 July 2006 HM775250 JN547757 JN547773

Ban Pha Mon, Chiangmai 14 December
2004

HM775249 JN547756 JN547772

S. siamense Takaoka & Suzuki, 1984 Huai Kaew Pang, Amnatchareon 23 February
2008

HM775226 JF916872 JF505387

Huai Kayeng, Kanchanaburi 29 February
2004

HM775229 JN547751 JF505387

Khaoyai National Park, Nakhon
Ratchasima

25 July 2004 HM775230 JN547752 JF505387

Mae La Noi, Mae Hong Son 11 December
2004

HM775231 JN547753 JF505387

Huai Lao waterfall, Loei 9 February
2008

HM775225 JN547748 JF505387

Ban Krangcamp, Petchaburi 16 August
2003

HQ738668 JN547750 JN547774

Ban Kamkeaw, Amnatchareon 23 February
2008

HM775228 JN547749 JF505387

ceylonicum species group

S. asakoae Takaoka and Davies 1995 Ban Pha Mon, Chiangmai 14 February
2004

HM775266 JN547730 JF505387

Ban Nam Kad, Mae Hong Son 13 December
2004

HM775265 JN547729 JF505387

Ban Na Ngew, Mae Hong Son 13 December
2004

HM775264 JN547728 JN547767

Huai Toei waterfall, Loei 10 February
2008

HM775261 JN547727 JF505387

Huai Toei waterfall, Loei 6 April 2008 HM775262 JN547731 JN547765

Khaoyai National Park, Nakhon
Ratchasima

8 August
2003

HM775263 JN547732 JN547766

S. inthanonense Takaoka and Suzuki, 1984 Huai Sai Leaung waterfall,
Chiangmai

14 December
2004

HM775255 JN547741 JF505387

Huai Sai Leaung waterfall,
Chiangmai

14 December
2004

HM775256 JN547742 JF505387

Huai Sai Leaung waterfall,
Chiangmai

14 December
2004

HM775257 JN547743 JF505387

S. curtatum Jitklang et al. 2008 Siri Phum waterfall, Chiangmai 13 December
2002

HM775242 JN547744 JF505387

Siri Phum waterfall, Chiangmai 13 December
2002

HM775243 JN547745 JF505387

Siri Phum waterfall, Chiangmai 13 December
2002

HM775244 JN547746 JF505387

Ban Khun Huai Hang, Chiangmai 14 December
2004

HM775246 JN547747 JN547771

Geographical versus ecological isolation of closely related black flies



(accession number JF916884) and S. takense (accession num-
ber JF916877) as outgroups. Congruence between separate
genes was tested using the partition homogeneity test (Farris
et al. 1995) with 1,000 replicates implemented in PAUP* v.
4.10b (Swofford 2002). The results indicated no significant
differences between the separate gene regions (P00.970). To
select the best-fit DNA substitution model for phylogenetic
analysis, we used the program jModeltest v.0.1.1 (Posada
2008), based on the Akaike information criterion (AIC) algo-
rithm. The best-fit model for combined sequences was the
TIM2+I+G (Tamura and Nei 1993) with gamma shape pa-
rameter (G) of 0.7650 and proportion of invariable sites (I) of
0.6540.

The neighbor-joining (NJ) tree was calculated in PAUP*,
based on the best-fit selected model. Bootstrap support was
estimated using 1,000 replicates. Maximum parsimony anal-
yses were performed in PAUP* (Swofford 2002), using a
heuristic search with 1,000 random addition sequence rep-
licates, TBR branch swapping, and MulTrees effect.
Bootstrap support was estimated for 1,000 replicates.
Phylogenetic relationships were analyzed by Bayesian
methods using MRBAYES 3.04b (Huelsenbeck and
Ronquist 2001). The best-fit model for Bayesian analysis
was selected by hierarchical likelihood ratio tests imple-
mented in MrModeltest (Nylander 2004). The general
time-reversible (GTR) model (Rodriguez et al. 1990) with
gamma distribution shape parameter of 0.8406 and propor-
tion of invariable sites of 0.6625 was selected. Bayesian
analysis was run for 2,000,000 generations, with a sampling

frequency of 100 generations. Tracer version 1.5 (Rambaut
and Drummond 2004) was used for visual inspection of the
point where the log likelihood is stationary. Trees sampled
before this point were discarded as burn-in. The remaining
trees of two simultaneous runs were included in posterior
probability calculations.

To determine ecological divergence among closely related
taxa, we used principal components analysis (PCA), reducing
the number of stream variables into groups of independent
components (PCs). PCs with eigenvalues greater than 1.0
were retained as variables. To interpret PCs, Spearman rank
correlations were used to detect relationships between stream
variables and PC scores (McCreadie et al. 2006). To determine
if species differed significantly along environmental space,
multivariate analysis of variance (MANOVA) was used in
which species were assigned as a fixed factor and the PC
score for each axis was the dependent variable (Graham et
al. 2004).

Results

DNA sequence variation and phylogenetic relationships

The combined dataset was 1,875 bp (586 bp for COI, 697 bp
for COII, and 592 bp for 18 S/ITS1), with 460 variable
positions, of which 408 were parsimony informative. All
three phylogenetic analyses revealed similar tree topologies;
thus, only one of the ten maximum parsimony (MP) trees is

Table 1 (continued)

Species Locality Collection
date

GenBank accession number

COI COII 18S/
ITS1

S. doisaketense Jitklang et al. 2008 Khun Korn waterfall, Chiangrai 8 December
1998

HM775267 JN547733 JF505387

Khun Korn waterfall, Chiangrai 8 December
1998

HM775269 JN547734 JF505387

S. trangense Jitklang et al. 2008 Kham Toei waterfall, Kalasin 22 December
2007

HM775258 JN547739 JN547768

Phu Pha Kham, Mukdahan 25 November
2009

HM775260 JN547740 JN547768

S. sheilae Takaoka and Davies 1995 Ngaw waterfall, Ranong 13 December
2006

HM775274 JN547738 JN547769

Chong Sa Ngam, Sisaket 9 December
2007

HM775270 JN547735 JN547770

Huai Yang waterfall,
Prachuapkhirikhun

4 June 1999 HM775272 JN547737 JN547769

Ban Sang Keaw, Sakonnakhon 22 December
2007

HM775271 JN547736 JN547770

varicorne species group

S. chumpornense
Kuvangkadilok and Takaoka 2000

Kapo waterfall, Chumporn 6 November
1999

HM775279 JN547763 JN547777

S. kuvangkadilokae Pramual and
Tangkawanit 2008

Pha Chom Tawan waterfall,
Nakhonratchasima

30 June 2007 HM775276 JN547764 JN547776

P. Pramual et al.



shown (Fig. 1), with tree length of 1,246 steps and
consistency index (CI) of 0.491. The MP tree revealed
two main clades (I and II) among the 12 species. Clade I
comprised nine species in four subclades: S. asakoae, S.
doisaketense, S. inthanonense, S. curtatum (subclade I-1),
S. sheilae, S. trangense (subclade I-2), S. gombakense, S.
decuplum (subclade I-3), and S. siamense (subclade I-4).
Clade II consisted of S. angulistylum, S. chumpornense,
and S. kuvangkadilokae.

The monophyletic ceylonicum group was derived within
the subgenus. The batoense group was polyphyletic; one
species was clustered with the S. varicorne group in Clade
II, and three species belonged to Clade I, which included
members of the ceylonicum group. Two species of the

varicorne group (S. chumpornense and S. kuvangkadilokae)
formed a monophyletic clade and were clustered with S.
angulistylum, which currently is recognized as a member
of the batoense group.

Three of the six species of the ceylonicum group were
monophyletic. Four samples of S. asakoae formed a clade
with strong bootstrap support (100 %) but two samples
clustered with S. doisaketense. The clade of S. asakoae
was sister to the remaining members of Clade I-1.
Simulium inthanonense was monophyletic and sister to the
clade comprised of individuals of S. asakoae and S. doisa-
ketense. Simulium curtatum was monophyletic and sister to
the clade that comprised S. asakoae, S. doisaketense, and S.
inthanonense. Simulium trangense was monophyletic but in

Fig. 1 Maximum parsimony tree for Gomphostilbia in Thailand,
based on combined dataset of the cytochrome oxidase I, cytochrome
oxidase II, and 18 S rRNA/ITS1 sequences. Bootstrap values for

maximum parsimony/neighbor joining and posterior probability for
the Bayesian analysis are shown above or near the branch. Bar Ten
changes
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the clade of S. sheilae, making the latter paraphyletic.
Simulium doisaketense was not monophyletic; one individ-
ual clustered with an individual of S. asakoae sister to the
clade of S. inthanonense. Another individual clustered with
an individual of S. asakoae and was sister to the S. intha-
nonense and S. asakokae+S. doisaketense clades.

All members of the batoense group were monophyletic.
Simulium angulistylum was monophyletic, with strong boot-
strap support, but clustered with S. chumpornense and S.
kuvangkadilokae of the varicorne group. Simulium sia-
mense was monophyletic and the sister group of all other
members of Clade I, which consisted of members of the
batoense group (in part) and ceylonicum group. Simulium
gombakense and S. decuplum were monophyletic sister
species in MP analysis, albeit with low bootstrap support
(59 %). This cluster was not resolved in NJ and Bayesian
analyses.

Geographical and ecological patterns

Clade I-1: S. asakoae, S. curtatum, S. doisaketense,
and S. inthanonense

This clade was represented by members of the ceylonicum
group. Among the 37 sampling sites with at least one
member of this clade, S. asakoae was found at 64.9 % (24
sites), S. curtatum at 21.6 % (8 sites), S. doisaketense at
16.2 % (6 sites), and S. inthanonense at 13.5 % (5 sites).
Although their geographical ranges overlapped, these spe-
cies rarely co-occurred. Simulium asakoae was found with
S. inthanonense at two sites and with S. curtatum at one site.
Simulium doisaketense was found with S. asakoae at one
site. Simulium asakoae occurred over a wide range of alti-
tudes, from 395 m to 1,615 m above sea level (a.s.l.)
(Table 2). Simulium doisaketense also was found over a
range of altitudes, but at lower elevations (304–870 ma.s.l.).

Simulium curtatum and S. inthanonense were restricted to
high-altitude streams (>1,100 ma.s.l.) (Table 2).

PCA revealed two principal components (PCs) with
eigenvalues >1.0. These components explained 60.51 % of
the total environmental variation among species (Table 3).
PC-1 explained 33.75 % of the variation and was related
significantly positively to stream width, depth, velocity, pH,
and conductivity, and negatively to altitude. PC-2 explained
26.76 % of the variation and was related significantly pos-
itively to stream width and depth and negatively to pH and
conductivity (Fig. 2). MANOVA analysis revealed signifi-
cant separation of the species along both PCs (PC-1, F3, 370

6.389, P00.001; PC-2, F3,3704.325, P00.010).

Clade I-2: S. sheilae and S. trangense

Simulium sheilae was restricted to southern Thailand,
whereas S. trangense was distributed widely in southern,
central, and northeastern Thailand. Both species occupied a
wide range of stream conditions (Table 2) but were not
found above 600 m. Among the 13 sampling sites where
at least one member of this clade was found, S. trangense
occurred at 84.6 % (11 sites), S. sheilae at 38.5 % (5 sites),
and both species at 23.1 % (3 sites).

PCA revealed three components that explained 91 %
of the total variation in stream variables. PC-1 explained
49.49 % of the variation (Table 3), and was significantly
positively related to pH and conductivity. PC-2 accounted
for 24.80 % of the variation, and was related significant-
ly positively to stream depth and negatively to altitude
(Fig. 3). PC-3 accounted for 16.71 % of the variation but
was not significantly related to stream variables.
MANOVA analysis indicated that the species were not
significantly different along PC-1 and PC-2 (PC-1, F1,

1400.430, P00.525; PC-2, F1, 1400.050, P00.827; PC-3,
F1, 1401.142, P00.258).

Table 2 Stream variables for larval habitats of 12 species in the black fly subgenus Gomphostilbia in Thailand

Species
group

Species (n)a Width (m)
(min–max)

Depth (m)
(min–max)

Velocity (m/s)
(min–max)

pH (min–max) Conductivity (μS/cm)
(min–max)

Altitude (m)
(min–max)

ceylonicum S. asakoae (23) 1.17 (0.13–5.00) 0.11 (0.01–0.67) 0.42 (0.10–0.80) 7.60 (6.30–8.57) 79.35 (8.00–259.00) 900.82 (395.00–1,615.00)

S. curtatum (7) 0.97 (0.20–2.50) 0.16 (0.03–0.53) 0.49 (0.20–0.76) 7.19 (6.43–8.20) 25.87 (10.10–50.00) 1,402.86 (1,250.00–1,615.00)

S. doisaketense (6) 2.79 (1.50–3.75) 0.18 (0.05–0.30) 0.53 (0.23–0.96) 7.59 (7.20–8.40) 47.32 (27.20–130.00) 684.00 (304.00–870.00)

S. inthanonense (5) 0.36 (0.20–0.87) 0.04 (0.02–0.05) 0.23 (0.03–0.50) 7.71 (7.36–8.20) 29.36 (10.10–50.00) 1,342.00 (1,125.00–1,615.00)

S. sheilae (5) 1.69 (0.40–5.00) 0.10 (0.06–0.17) 0.64 (0.22–1.37) 6.51 (6.10–7.00) 26.29 (15.30–44.40) 162.40 (55.00–314.00)

S. trangense (9) 2.24 (0.30–6.50) 0.17 (0.03–0.57) 0.49 (0.20–1.00) 6.90 (5.01–7.47) 33.02 (8.00–62.40) 221.44 (50.00–600.00)

batoense S. gombakense (8) 2.55 (0.20–10.00) 0.12 (0.01–0.30) 0.48 (0.20–1.00) 7.53 (6.30–8.07) 64.20 (19.70–295.70) 618.63 (120.00–1,302.00)

S. decuplum (19) 2.49 (0.30–5.33) 0.13 (0.01–0.28) 0.48 (0.29–1.10) 7.93 (7.20–8.80) 112.03 (7.80–280.33) 628.21 (50.00–1,261.00)

S. siamense (13) 3.57 (0.37–15.00) 0.13 (0.02–0.30) 0.53 (0.30–0.80) 7.21 (5.70–8.13) 107.05 (15.00–324.93) 363.31 (156.00–700.00)

S. angulistylum (11) 4.49 (0.40–25.00) 0.09 (0.01–0.21) 0.95 (0.38–1.60) 6.38 (5.50–7.25) 31.89 (6.00–184.00) 449.36 (110.00–1,153.00)

varicorne S. chumpornense (4) 6.25 (3.00–15.00) 0.14 (0.06–0.20) 0.37 (0.24–0.50) 7.97 (7.20–8.40) 226.45 (20.00–495.50) 44.00 (40.00–48.00)

S. kuvangkadilokae (10) 3.50 (0.32–20.00) 0.16 (0.04–0.33) 0.70 (0.33–1.02) 6.16 (5.50–7.49) 21.78 (1.00–43.70) 226.70 (132.00–415.00)

a n represents number of sampling sites
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Clade I-3: S. decuplum and S. gombakense

Simulium decuplum and S. gombakense were geographically
widespread in Thailand over a broad range of stream con-
ditions, and were among the few species inhabiting a wide
range of altitudes (50–1,302 ma.s.l.) (Table 2). Of 27 sites
where they were recorded, S. decuplum was found at 70.4 %

(19 sites) and S. gombakense at 29.6 % (8 sites). Although
these species overlapped geographically, they never oc-
curred together.

PCA extracted two PCs with eigenvalues >1.00, which
explained 67.77 % of the total variation in stream conditions
(Table 3). PC-1 accounted for 38.36 % of the variation and
was related significantly positively to stream width, depth,

Table 3 Results of principle
complment ananlysis (PCA) and
Spearman’s rank correlations
between stream variables and
principal components (PCs) for
phylogenetically derived clades

*P<0.01
a n represents number of sam-
pling sites

Variable Min Max Mean ± SE Principal components

PC-1 PC-2 PC-3

Clade I-1 (n041) a

Width 0.13 5.00 1.27±0.19 0.589* 0.628* -

Depth 0.01 0.67 0.12±0.02 0.309 0.683* -

Velocity 0.03 0.96 0.42±0.03 0.448* 0.456* -

Altitude 304.00 1615.00 1008.61±61.07 −0.772* 0.004 -

pH 6.30 8.57 7.54±0.08 0.506* −0.568* -

Conductivity 8.00 259.00 59.44±8.91 0.708* −0.428* -

% Variation explained in PCA

Proportion 33.75 26.76 -

Cumulative 33.75 60.51 -

Clade I-2 (n014)

Width 0.30 6.50 2.04±0.53 0.463 0.620 0.412

Depth 0.03 0.57 0.14±0.03 0.101 0.831* 0.388

Velocity 0.20 1.37 0.53±0.09 −0.637 −0.168 0.165

Altitude 50.00 600.00 200.36±42.27 −0.097 −0.670* 0.595

pH 5.01 7.47 6.76±0.17 0.783* −0.040 0.135

Conductivity 8.00 62.40 30.62±4.51 0.841* −0.132 0.392

% Variation explained in PCA

Proportion 49.49 24.80 16.71

Cumulative 49.49 74.29 91.00

Clade I-3 (n027)

Width 0.20 10.00 2.51±0.44 0.799* −0.213 -

Depth 0.01 0.30 0.13±0.02 0.758* −0.418 -

Velocity 0.20 1.10 0.48±0.04 0.745* −0.124 -

Altitude 50.00 1302.00 625.37±69.42 −0.372 −0.419 -

pH 6.30 8.80 7.81±0.10 0.222 0.838* -

Conductivity 7.80 295.70 30.62±4.51 0.517* 0.681*

% Variation explained in PCA

Proportion 38.36 29.41

Cumulative 38.36 67.77

Clade II (n025)

Width 0.32 25.00 4.37±1.28 0.293 0.480 −0.263

Depth 0.01 0.33 0.13±0.02 0.313 −0.689* −0.439

Velocity 0.24 1.60 0.76±0.07 −0.806* 0.025 0.335

Altitude 40.00 1153.00 295.44±58.12 −0.802* −0.180 0.356

pH 5.50 8.40 6.55±0.18 0.662* 0.333 0.425

Conductivity 1.00 495.50 58.97±23.58 0.635* 0.018 0.228

% Variation explained in PCA

Proportion 39.01 19.64 18.26

Cumulative 39.01 58.65 76.91

Geographical versus ecological isolation of closely related black flies



velocity, and conductivity. PC-2 accounted for 29.41 % of
the variation, which largely explained the chemical condi-
tions of the streams, as this component was related signifi-
cantly positively to pH and conductivity (Fig. 4). MANOVA
analysis revealed no significant differences along PC axes
(PC-1, F1, 2700.267, P00.610; PC-2, F1, 2701.568, P0
0.222).

Clade II: S. angulistylum, S. chumpornense, and S.
kuvangkadilokae

Simulium chumpornense was restricted to southern and
western Thailand, whereas S. kuvangkadilokae was found
only in northeastern Thailand. Simulium angulistylum was
widespread throughout the country. Among 25 sites with at

least one member of this clade, S. angulistylum was found at
48 % (12 sites), S. kuvangkadilokae at 40 % (10 sites), and
S. chumpornense at 16 % (4 sites). Simulium angulistylum
and S. kuvangkadilokae co-occurred at one site, but no
stream had all three species.

Simulium chumpornense and S. kuvangkadilokae
inhabited streams of similar size, depth, velocity, and pH,
but different conductivity and altitude (Table 2). Simulium
chumpornense occurred at higher conductivity and lower
altitude, whereas S. kuvangkadilokae was found in streams
with lower conductivity but higher altitude (Table 2).
Simulium angulistylum occupied a wide range of stream
conditions from 110 m to 1,153 ma.s.l.

PCA revealed three PCs with eigenvalues >1.00 (Table 3).
These PCs accounted for 76.91 % of the total variation in

Fig. 2 Principal components
analysis (PCA) of stream
variables for four species in
Clade I-1 of subgenus Gom-
phostilbia in Thailand. Factor
score 1 (PC-1) explained
33.75 % of the total variation
and was related positively to
stream width, depth, velocity,
pH, and conductivity and nega-
tively to altitude. Factor score 2
(PC-2) explained 26.76 % of
the total variation and was pos-
itively related to stream width,
depth, and velocity and nega-
tively to pH and conductivity.
The four taxa of Clade I-1 were
separated in environmental
space along the two axes

Fig. 3 PCA of stream variables
for two species in Clade I-2 of
subgenus Gomphostilbia in
Thailand. Factor score 1 (PC-1)
explained 49.49 % of the total
variation and was positively re-
lated to water conductivity and
pH. Factor score 2 (PC-2)
explained 24.80 % of the total
variation and was positively re-
lated to stream depth and nega-
tively to altitude. The two taxa
of this clade were not separated
in environmental space

P. Pramual et al.



stream conditions among species. PC-1 accounted for
39.01 % and was related positively to stream chemistry
(pH, conductivity) and negatively to physical conditions
(velocity, altitude). PC-2 accounted for 19.64 % of the
total variation and was related significantly negatively to
stream depth (Fig. 5). PC-3 accounted for 18.26 % of
the variation but showed no significant relationship with
stream conditions. MANOVA indicated significant dif-
ferences along PC-1 (F1, 25013.381, P<0.001) but not
PC-2 (F1,2500.992, P00.387) or PC-3 (F1,2503.226, P0
0.059).

When S. angulistylum was omitted from analysis, PCA
revealed three PCs that explained 81.68 % of the total
variation in stream conditions. PC-1 accounted for
41.93 % of the variation and was positively related to stream
width and significantly negatively related to stream velocity

and altitude. PC-2 accounted for 21.44 % of the variation
and was related significantly positively to stream depth. PC-
3 accounted for 18.31 % of the variation but was not
significantly related to the stream variables. MANOVA
revealed significant differences along PC-1 (F1,14048.128,
P<0.001) but not PC-2 (F1,1400.128, P00.727) or PC-3
(F1,1400.393, P00.543).

Discussion

Phylogenetic relationships of Gomphostilbia in Thailand

Previous phylogenetic analyses have shown thatGomphostilbia
in Thailand is a monophyletic group but placement of the
species into species groups needs revision (Phayuhasena et al.

Fig. 4 PCA of stream variables
for two species in Clade I-3 of
subgenus Gomphostilbia in
Thailand. Factor score 1 (PC-1)
explained 38.36 % of the total
variation and was related posi-
tively to stream width, depth,
velocity, and conductivity. Fac-
tor score 2 (PC-2) explained
29.41 % of the total variation
and was related positively to
water conductivity and pH. The
two taxa of this clade were not
separated in environmental
space

Fig. 5 PCA of stream variables
for three species in Clade II of
subgenus Gomphostilbia in
Thailand. Factor score 1 (PC-1)
explained 39.01 % of the total
variation and was related
positively to stream width and
related negatively to velocity
and altitude. Factor score 2
(PC-2) explained 19.64 % of
the total variation and was
related positively to stream
depth. Simulium chumpornense
was distributed separately from
other taxa of the clade along the
PC-1 axis

Geographical versus ecological isolation of closely related black flies



2010; Pramual et al. 2011a;; Thanwisai et al. 2006). Our results
confirm themonophyly of the ceylonicum group, in accord with
previous morphological (Takaoka and Choochote 2004), chro-
mosomal (Jitklang et al. 2008), and molecular studies
(Phayuhasena et al. 2010; Pramual et al. 2011a; Thanwisai et
al. 2006). As with previous studies (Phayuhasena et al. 2010;
Pramual et al. 2011a; Thanwisai et al. 2006), we also found that
the batoense group is not monophyletic. Four species of the
batoense group in our study formed three clades. Simulium
decuplum and S. gombakense were the sister clade to the
ceylonicum clade, in agreement with the phylogeny based on
the COI barcode gene (Pramual et al. 2011a). Morphologically,
females of S. gombakense and S. decuplum have an enlarged
sensory vesicle (Takaoka and Davies 1995; Takaoka et al.
2010), which also is found in four species of the ceylonicum
group (S. curtatum, S. inthanonense, S. sheilae, and S. tran-
gense) and one species of the batoense group (S. parahiyan-
gum). Although our analysis did not include S. parahiyangum,
Phayuhasena et al. (2010) found that this species is sister to S.
gombakense and that these two species are the sister clade of the
ceylonicum group. We therefore suggest a transfer of S. decu-
plum and S. gombakense to the ceylonicum species group, in
which case the principal morphological criteria currently used
to define the species groups of Gomphostilbia (Takaoka et al.
2011) would no longer apply universally.

Simulium angulistylum was clustered with the varicorne
group, in agreement with analyses based on ITS2
(Thanwisai et al. 2006) and COI (Pramual et al. 2011a).
However, a close relation between S. angulistylum and the
varicorne group was not observed in the multiple gene
analysis of Phayuhasena et al. (2010). Given the different
phylogenetic analyses and lack of shared morphological
characters between S. angulistylum and the varicorne group,
placement of this species in a group needs further study.

Patterns of geographical isolation and ecological divergence
among closely related species

Our results revealed three patterns of geographical isolation
and ecological divergence for closely related, nearly isomor-
phic taxa: (1) species overlap geographically but are isolated
by habitat and are ecologically divergent (Clade I-1), (2)
species overlap geographically but are isolated by habitat
while having similar larval ecologies (Clades I-2 and I-3),
and (3) species are geographically isolated and ecologically
divergent (Clade II).

PCA indicated that five stream variables (altitude, stream
conductivity, depth, width, and velocity) differ among the
members of clade I-1, and combinations of altitude and
stream velocity reveal ecological distinction of the species.
Simulium curtatum and S. inthanonense are found at high
altitudes (>1,000 ma.s.l.) but occupy streams of different
velocity, averaging about twofold greater for S. curtatum

(0.49 m/s) than for S. inthanonense (0.23 m/s). Species
distributions of black flies often are related to stream veloc-
ity (Palmer and Craig 2000; Zhang and Malmqvist 1996).
Morphological adaptation to different stream velocities
could drive adaptive radiation (Zhang 2006). Thus, habitat
isolation between S. inthanonense and S. curtatum might be
a result of adaptation to exploit different stream velocities.
Further morphological analyses could be used to test this
hypothesis. Simulium doisaketense inhabits lower altitudes,
relative to other members of Clade I-1, and is not found
above 900 m. Simulium inthanonense and S. curtatum are
found at high elevations, whereas S. asakoae occurs over a
wide range of altitudes (304–1,615 ma.s.l.). The results are
consistent with previous studies showing that elevation is
associated with species distributions (Jitklang et al. 2008;
Kuvangkadilok et al. 1999).

The second pattern that emerged from our analyses is that
closely related species overlap geographically but are iso-
lated by habitat and have similar ecologies. Similar ecolog-
ical niches among closely related species have been
attributed to historical constraints, with species tending to
retain their ancestral niche (Weins 2004). Four factors pre-
vent ecological niche divergence of closely related species,
viz., natural selection, pleiotropy, gene flow, and lack of
variability (Weins 2004), but identifying the responsible
factor(s) can be difficult. Simulium gombakense and S.
decuplum (Clade I-3) overlap geographically, but do not
co-occur in streams. Simulium sheilae and S. trangense
(Clade I-2) also geographically overlap; although they are
not isolated at the habitat scale, they rarely coexist. These
two species are nearly identical morphologically, and S.
trangense was confirmed and described as a distinct species
only after chromosomal study revealed fixed-banding differ-
ences (Jitklang et al. 2008). What prevents similar species
from coexisting if they overlap geographically and prefer
the same ecological niche? One possibility is interspecific
competition. Species that use the same ecological niche
potentially compete for resources (Morin 1999). Given that
competition decreases fitness, natural selection should favor
traits that reduce interspecific competitive interactions. We
hypothesize that habitat separation of these species is related
to oviposition preferences. If a female lays eggs in the same
stream as that of another species with a similar ecological
niche, its fitness might be compromised by larval competi-
tion. Natural selection, therefore, should favor females that
lay eggs in streams without competitors.

The third pattern involves closely related species that are
geographically isolated and ecologically divergent.
Simulium kuvangkadilokae and S. chumpornense, which
have nearly identical larvae, are possible sister species
(Pramual and Tangkawanit 2008), but S. kuvangkadilokae
is found in northeastern Thailand, whereas S. chumpornense
is found in southern and western Thailand. Both physical
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and chemical factors of the streams differ significantly be-
tween these species. Geographical isolation of the species
could be due to vicariance or dispersal. However, no vicar-
iance event is apparent that could result in separation of S.
chumpornense from S. kuvangkadilokae. Although a sea-
way putatively existed during the Neogene period
(Woodruff 2003), it was located at a latitude lower than
the current distribution of these species. Geographic isola-
tion of S. chumpornense and S. kuvangkadilokae is therefore
more likely the result of dispersal. Phylogeographic study of
another group of black flies, the S. tani complex, indicated
colonization of the eastern and southern areas from northern
populations through the western forest corridor (Pramual et
al. 2005). Simulium chumpornense is found in the western
and southern regions, and we hypothesize that the ancestral
population colonized these regions by dispersal. A phylo-
geographic approach could be used to test this hypothesis.
Among the stream variables that differ significantly between
S. kuvangkadilokae and S. chumpornense, altitude, conduc-
tivity, and stream velocity are markedly divergent. This
situation resembles that of Clade I-1, suggesting that these
factors could have played an important role in population
isolation leading to species divergence.

A model of black fly speciation driven by chromosomal
rearrangements, coupled with biological divergence, was
proposed by Rothfels (1989). According to this model,
closely related species differ in chromosomal inversions,
and speciation results from different co-adapted gene sys-
tems leading to divergence in life cycle, host choice, or
niche preference. Our results support this model; closely
related species occupy different ecological niches.
Previous studies have shown extensive chromosomal poly-
morphisms in many species of Gomphostilbia, which could
be partitioned into distinct cytoforms (Jitklang et al. 2008;
Kuvangkadilok et al. 2008). Ecological differentiation
among cytoforms also has been demonstrated (Jitklang et
al. 2008; Kuvangkadilok et al. 2008; Pramual and
Wongpakam 2011), suggesting that chromosome inversions
play a role in ecological preference. The Rothfels (1989)
model also suggests that sympatric speciation is probable,
based on empirical evidence that sibling species tend to be
sympatric. In our study, 8 of the 12 species overlap geo-
graphically. These species are ecologically divergent, sug-
gesting that adaptation to different ecological niches could
have promoted speciation.

Pleistocene climate and environmental changes also
could have facilitated population divergence leading to spe-
ciation or perhaps aiding chromosome-mediated speciation
of some members of Gomphostilbia. These Pleistocene
changes promoted population fragmentation and speciation
in a number of different organisms (e.g., Carstens and
Knowles 2007; Johnson and Cicero 2004; Knowles 2001).
Although the effects of Pleistocene glaciations might have

been less severe in the tropics than in the temperate regions,
the environmental changes promoted speciation (Haffer
1969; Mayr and O’Hara 1986) and in several Southeast
Asian mainland species, influenced genetic structure and
diversity (e.g., Cannon and Manos 2003; Morgan et al.
2010; O’Loughlin et al. 2008). The dry conditions produced
during glaciations reduced running-water habitats, although
streams persisted in high mountainous areas (Gathorne-
Hardy et al. 2002). Pleistocene glaciations, thus, could have
driven population fragmentation of black flies, as demon-
strated by the phylogeographic study of the S. tani complex
(Pramual et al. 2005). Climate changes during the
Pleistocene also played a significant role in the demographic
history of simuliids. Recent population expansions, for ex-
ample, have been found in the S. tani (Pramual et al. 2005)
and S. siamense complexes (Pramual et al. 2011b).
Geographical isolation of S. chumpornense and S. kuvang-
kadilokae also might have been a result of Pleistocene
effects, the geographic distributions of these species reflect-
ing the historical dispersal route of the S. tani complex
(Pramual et al. 2005).

Integrating information on geographical distributions,
larval ecology, and phylogeny enabled us to infer factors
contributing to habitat exploitation of black flies. Both geo-
graphical isolation and ecological divergence are found
among similar Gomphostilbia species. Most closely related
species overlap geographically but are ecologically diver-
gent, suggesting that ecological shifts could have been in-
volved in species divergence in Gomphostilbia, although
allopatric speciation driven by Pleistocene climate changes
also could have contributed to speciation. If further evi-
dence, such as broader phylogenetic study, supports the
finding that some of the species pairs in our study (e.g., S.
kuvangkadilokae and S. chumpornense) are true sister spe-
cies, speciation driven by adaptation to different ecological
niches might have been a prevalent mode in the subgenus
Gomphostilbia.
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