4.1

nuclear DNA
mitochondrial DNA
% (321
AX) (33.1)
1-15 (322
5-6
AXYAZ)) 1.80-1.90
agarose gel electrophoresis VHindlll
(332 6 high molecular weight
231
231 miDNA 16-17
4.2 PCR
mtDNA noncoding intergenic region
Cal con PCR primer
PCR 3l COl
1 Coll
PCR reaction mixture
1 1 dNTP 4 200
primer 0.16 MgCI2

4, Taq DNA polymerase 25 100
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PCR PCR product agarose el
electrophoresis 100 bp DNA ladder (  7)
PCR product 750 non specific PCR protuct
primer dimer
PCR MtDNA
noncoding intergenic region cor coll
" PCR PCR
(specific)
nucleotide 4
INTP 4 0, 100 200
(3421
PCR product 10 agarose gel electrophoresis ANTP ( §)
100 200  PCR product
PCR dNTP 100
primer
primer PCR
primer 0, 0.02, 0.04, 0.6, ..., 0.20
( 3422)  PCR product
10 agarose gel electrophoresis ( 9)
primer 1 primer 2 0.02 PCR product
( J) primer  0.04 PCR product
(4 primer 010 012
PCR product ( 7 9§
primer 014 020 (9 1)
PCR primer 0.14
magnesium ion
magnesium ion PCR

MgCI2 0,05, 10, 15, .. , 40
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(3423 PCR product
10 agarose gel electrophoresis ( 10) MgCL,
05 10 PCR product 3 4
MgCI2 2.0 (5 6 PCR
product MCL, 2.5, 30,
35 40 ( 10) PCR product
PCR MoCL, 25
PCR
PCR PCR
343 PCR product 5 agarose
gel electrophoresis ( 11)
750 non specific PCR product
primer dimer
PCR
4 PCR( 344) PCR
product 10 agarose gel electrophoresis ( 12)
PCR product
700 PCR product 1,200
primer
primer (internal  sequencing primer)
primer 3 PCR  primer2( 345  PCR product 10
agarose gel electrophoresis ( 13) PCR product
500 non specific PCR product primer 3 primer
PCR  primer 1 250
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43 PCR product
PCR product
PCR primer, dNTP
non specific PCR product
PCR product
PCR product non specific product
agarose gel electrophoresis PCR product , non specific product
(wizard minicolumn) (3631 )

PCR product ~non specific product
agarose gel electrophoresis
polyacrylamide (carrier) (361
load
1 electrophoresis
750
Geneclean ( 3.6.3.2)

agarose gel electrophoresis
(1

4.4
noncoding intergenic region miDNA
primer (internal sequencing primer) — primer 3
[\-P]ATP cycle sequencing
3T autoradiography
15 16

complementary strand
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5, AAAATTTAATAA TTATTAAAATTT
3 96-97
PCR !
( CCD spectrograph )
4.5 )
7 ( 4,
1) 97 noncoding intergenic region
multiple sequence alignment CLUSTAL (18
9 16, 17, 30, 32, 34, 43,
49,56 57 ( 5)
( ) ( ) Smith (personal
communication) 19 phylogenetic analysis PAUP
version 3.0L (Swofford, 1990) outgroup
cladogram 2
(20 1)
2)
( ) 1
bootstrapping number of replication 100
bootstrap value 9% 87

cladogram
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kb
------ 23.1
----- 9.4
----- 6.6
4.4
23
----- 23
6
] TE
50 5 agarose gel
electrophoresis 0.7 TBE
100 2 30
1 8 (VHindIll)
2 4
( )
5 7
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1500------
1000
S—
—
1 PCR mtDNA
noncoding intergenic region COl  con
PCR product 5 agarose gel electrophoresis
15 TBE 1
2 30
1 (1 bp DNA ladder)
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" 12 3 4
1500 -----
1000 —r-mr
500 -----
100
8 nucleotide PCR
PCR product 10 agarose gel electrophoresis
15 TBE 100
1 (100 bp DNA ladder)
2 4 dNTP

0, 100, 200



9
PCR product
15
30

45

primer PCR

10 agarose gel electrophoresis
TBE 100
13 (100 bp DNA ladcer)

12 primer 1 primer 2
0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 , ... , 0.20
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PCR product
15
30
1
2

46

Mg ion PCR
10 agarose gel electrophoresis
TBE 100
1 (100 bp DNA ladder)
10 MgCI2 0,05, 10, 15, 20,

25, 30,35 40
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11

3 4

OW 0o —~NJ oo U1l B~ W N

[——
o

56 78 9101

PCR

1 (50-100 bp DNA ladder)
(negative control)

47



12 PCR (species)
HULALS (100 bp DNA ladder)
2 3 (Apis andreniformis)
4 5 (Apis florea)
6 1 (Apis cerana)
8 9 (Apis mellifera)

1 (Apis dorsata)

(negative control)
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123 456
bp
1500
1000
500
100
18 PCR internal sequencing primer (primer 3)
amplification primer 2 amplification primer 1~ 2

100 bp DNA ladder
(negative control)
4 primer 1 primer 2
6 primer 3 primer 2

1 O O -
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12 34
bp
1500—
1000
500 —
1 —
14
1 (1 bp DNA ladder)
2 4 , PCR

[ 1



mtDNA

autoradiography
5 3l

15

ATc G

noncoding intergenic region

0l



mtDNA

16

GATC

GATC

noncoding intergenic region

52
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— N M <+ O
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chiangmai
uttaradit
akozmakhon
Ubol
Burlrum
Chanthaburi
Frachuapl
Chumphonl
Chumphon2
Suratthanil
Suratthani?2
Samuil
Samui2
Samui3
Samuid
Samui5
Phuket

© 18

20

AAAATTTAATAAGCTACAAT
AAAATTTAATAAGCTACAAT
AAAATTTAATAAGCTACAAT
AAAATTTAATAAGCTACAAT
AAAATTTAATAAGCTACAAT
AAAATTTAATAAGCTACAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT
AAAATTTAATAAGCTTTAAT

multiple sequence alignment

40 60

TGCATTGAATTCTGAATTCA AACTCAAAGTAAAAAACTTT
TGCATTGAATTCTGAATTCA AACTCAAAGTAAAAAACTTT
TGCATTGAACTCTGAATTCA AACTCAAAGTAAAAAACTTT
TGCATTGAATTCTGAATTCA AACTCAAAGTAAAAAACTTT
TGCATTGAATTCTGAATTCA AACTCAAAGTAAAAAACTTT
TGCATTGAATTCTGAATTCA AACTCAAAGTAAAAA-CTTT
TGCATTGAATTTTGAATTCA AATTCAAAATAAAAAT-TTT
TGCATTGAATTTTGAATTCA AATTCAAAATAAAAAT-TTT
TGCATTGAATTTTGAATTCA AATTCAAAATAAAAAT-TTT
TGCATTGAATTTTGAATTCA AATTCAAAATAAAAAT-TTT
TGCATTGAATTTTGAATTCA AATTCAAAATAAAAAT-TTT
TGCATTGAATTTTGAATTCA AATTCAAAATAAAAAT-TTT
TGCATTGAATTTTGAATTCA AATTCAAAATAAAAAT-TTT
TGCATTGAATTTTGAATTCA AATTCAAAATAAAAAT-TTT
TGCATTGAATTTTAAATTCA AATTCAAAATAAAAAC-TTT
TQCATTGAATTTTAAATTCA AATTCAAAATAAAAAC-TTT
TGCATTGAACTTTGAATTCA AATTCAAAATAAAAAT-TTT

noncoding intergenic region

CLUSTAL (Higgins and Sharp,1988)

60 97
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT
TATTAAAATTAATAATTTAA ATTTATTATTAAAATTT

MtDNA
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intergenic region

'S 2 TN~ SO T NC YN

mtDNA

noncoding

16 173032 344349 56 57

ACTCGCGAC
ACTCGCGAC
ACCCGCGAC
ACTCGCGAC
ACTCGCGAC
ACTCGCG - ¢
TTTTGTAT
TTTTGTAT
TTTTGTAT
TTTTGTAT
TTTTGTAT
TTTTGTAT
TTTTGTAT
TTTTGTAT
TTTTATAC
TTTTATAC
TTCTGTAT -

56



Chiangma

Prachuap
Chumphonl
Chumphon2

Malayl
Malay 2

19

AAAATTTAATAAGCTACAAT TGCATTGAATTCTGAATTCA AACTCAAAG-- TAAAAAACT TTTATT-AAAATTAATAATT TAAA- -TTTATTATTAAAAT TT

LT T L

noncoding intergenic region

, (

)

AT.

mtDNA
(

Smith (personal communication)
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Chiangmal
uttaradit

” Sakonnakhon
00
urirum
nanthaburi
rachuap
numphon
Cwumﬁhonz
SuratthanM
Suratthani2

O OO C

= Samuil
Samui2
Samui3
Samui4
Samuib
Phuket
Maiayl
Malay2
’ Borneol
Borneo2

Mindanao
India

20 cladogram noncoding
intergenic region ~ mtDNA PAUP
heuristic search outgroup bootstrapping

number of replication 100 cladogram
bootstrap value
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