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ความ ห ลากห ลายท างสายพ ัน ธ ุของไรผ ึ้ง ใน จ ีน ้ส  T rop ila e la p s  ช ึ่งม ี 2  สป ีช ีส ์ ค ือ  T. clareae และ  

T. ko e n ig e ru m  ใน ป ระเท ศ ไท ยได ้ถ ูก ต รวจ ส อ บ ด ้วยก ารห าล ำด ับ เบ ส ต รงบ ร ิเวณ  อ ิน เท อร ์น อลท ราน สไครบ สเป เชอร ์ 
(ITS) ข องน ิว เคล ียร ึไรโบ โซ ม ัลด ีเอ ็น เอ  (nrD N A ) และการใช ้เท ค น ิค  PC R -R A PD  จากก ารห าล ำด ับ เบ ส ข อง ITS ที่ 
เพ ิ่ม ป ร ิม าณ โด ย PCR ของต ัวอย ่างไรผ ึ้งท ั้งสองสป ีช ีส ์ซ ึ่งอย ู่ตาม ภ ูม ิภ าคต ่างๆ โด ย ใน ไร  T. c la reae  ได ้ห าล ำด ับ เบ ส  

ของ ITS จากไร  20  ต ัวอย ่างซ ึ่งม ีความ ยาวข องส ายน ิวคล ีโอไท ด ้เท ่าก ับ  5 19  เบส ส ่วนในไร T. ko e n ig e ru m  ได ้หา 

ลำด ับ เบ สของ ITS จากไร  5 ต ัวอย ่างซ ึ่งม ีความ ยาวของน ิวคล ีโอไท ด ์เท ่าก ับ  5 20  เบส พ บ ว ่าไรท ี่อย ู่ใน ส ป ีช ีส ์เด ียวก ัน  

ใม ่ม ีค วาม แต ก ต ่างข อ งล ำด ับ เบ ส ด ้งก ล ่าว  แต ่เม ื่อน ิาลำด ับ เบ สของ ITS จากไร T. c laerae  ม าเร ีย ง เป ร ีย บ เท ีย บ ก ับ  

ลำด ับ ท ี่ได ้จากไร T. k o e n ig e m m  พ บ ว ่าม ิค วาม แต กต ่างก ัน ข อ งล ำด ับ เบ ส  โด ย ม ี p o in t  m u ta tio n  เก ิดข ึ้น  19  

ตำแหน ่ง น อ ก จ าก น ี้ย ังม ี g a p  อ ีก  7  ต ำแห น ่งท ี่เก ิด จาก ก ารล ด ห ร ึอก ารเพ ิ่ม  และจ าก ก ารใช ้โป รแก รม  K im ura’ ร 

tw o  p a ra m eter  ว ิเค ราะห ์ข ้อม ูลของการเป ร ียบ เท ียบ ลำด ับ เบ สระห ว ่างไรท ั้งสองสป ีช ีส ์ พ บ ว ่าม ีค วาม แต กต ่างข อ งลำด ับ  

เบ ส เท ่าก ับ  3 .7 9  % น อก จากน ี้พ บ ว ่าลำด ับ เบ ส ข อง ITS ของไร T. k o e n ig e m m  เท ่าน ั้น ท ี่ม ิน ิวคล ีโอไทด ้จำน วน  5 

เบ สเพ ิ่ม เช ้ามา และใน ไร T. c la re a e  ม ีบ ร ิเว ณ ต ัด จ ำ เพ าะ ข อ ง เอ น ไซ ม ์ B sa  I 2  ต ำแห น ่งใน ข ณ ะท ี่ใน ไร  

T. k o e n ig e m m  ม ีบ ร ิเวณ ต ัดจำเพ าะข องเอน ไซ ม ์ R sal เพ ียง 1 ตำแหน ่ง จากข ้อม ูลน ี้ส าม ารถน ่าไป ใช ้เป ็น ว ิธ ีแยกไร  

ส องส ป ีช ีส ์ออ กจ าก ก ัน ได ้
จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค PCR-RAPD ใน 16 กลุ่มตัวอย่าง ของไร T . c la re a e  ซ่ึงแบ่งเป็นไรปรสิต 

ในผ้ึงหลวง (A . d o rs a ta ) 8 กลุ่ม และปรสิตในผ้ึงพันธุ (A . m e llife ra ) 8 กลุ่ม จากแหล่งต่าง ๆ และ 2 กลุ่มตัวอย่าง 
ของไร T . k o e n ig e m m  จากสมุทรสาครและจันทบุรี โดยเลีอกใช้ 3 primer คือ OPA07, OPA11 และ OPA12 ซ่ึง 
จะให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจำนวน 60, 58 และ 35 รูปแบบตามลำดับ เมื่อคำนวณค่าเฉลี่ยของ genetic distance 
ท่ีได้จาก 3 primer แล้วน่ามาสร้างความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยวิธี UPGMA สามารถแยกไร 2 สปีชีส์ออกจากกัน 
ได้อย่างชัดเจน ในขณะเดียวกันสามารถแยกไร T . c la re a e  ได้เป็น 2 กลุ่ม โดยแบ่งเป็นกลุ่มไรปรสิตในผ้ึงพันธุ และ 
2 ตัวอย่างท่ีเป็นปรสิตในผ้ึงหลวง (E2D และ N2D) ส่วนอีกกลุ่มหน่ึงเป็นปรสิตในผ้ึงหลวงท้ังหมด
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Level o f genetic variation o f sibling mite species, Tropilaelaps clareae and 
โ. koenigerum in Thailand was investigated by sequencing o f PCR-amplified internal 
transcribed spacer (ITS) region o f  nuclear ribosomal DNA and RAPD-PCR analysis.

No sequence polymorphisms in the amplified ITS region were observed among 
twenty individuals o f โ. clareae and among five representatives o f โ. koenigerum. At an 
interspecific level, nineteen point mutations constituting o f ten transitions and nine 
transversions were found. Moreover, seven gaps resulted from insertions/deletions were 
observed. The estimated sequence divergence between โ. clareae and โ. koenigerum was 
3.79 %. A 5 bp insertion found in โ. clareae could be used to dissociate this species from 
โ. koenigerum. Nevertheless, restriction analysis o f an amplified ITS region with Rsa I can 
also rapidly detected this interspecific variation.

RAPD analysis o f  one hundred and twenty-five o f โ. clareae (16 samples) and 
sixteen individuals o f โ. koenigerum (2 samples) using primers OPA07, OPA11 and OPA12 
indicated high genetic polymorphisms in these two species. A total o f  153 genotypes was 
found from all three RAPD primers (60, 58, and 35 patterns from OPA7, OPA11, and 
OPA12, respectively). The genetic distance among pairs o f โ. clareae samples was 0.081- 
0.2314 while that o f โ. koenigerum was 0.0289. Using RAPD analysis, the genetic distance 
between these species was estimated to be 0.8464. No evidences o f  interspecific hybridization 
were observed.

A UPGMA phylogeny indicated large distance between โ. clareae and 
โ. koenigerum and monophyletic status o f both taxa. For โ. clareae, all investigated samples 
could be allocated into two different groups, consisting o f that contained all โ. clareae from 
A. mellifera host and two samples from A. dorsata (E2D and N1D) and another group 
consisted o f all remaining โ. clareae from A. dorsata host.
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