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5. บทคัดย่อ 

มอดแป้ง (Flour beetle) คือ แมลงในอันดับ Coleoptera วงศ์ Tenebrionidae สกุล Tribolium เป็น

แมลงศัตรูโรงเก็บที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ สามารถท าลายแป้งจากพืช และเมล็ดธัญพืช เป็นต้น สร้างความ

เสียหายแก่ผลิตผลเกษตรในโรงเก็บเป็นจ านวนมากในแต่ละปี องค์การอารักขาพืชแห่งชาติ (NPPO) หลายประเทศ

จึงก าหนดมอดแป้งบางชนิดให้เป็นศัตรูพืชกักกัน (quarantine pest) แต่เนื่องจากมอดแป้งมีขนาดเล็ก บางชนิดมี

รูปร่างลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกัน การจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว       
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จึงค่อนข้างยาก โดยเฉพาะตัวอย่างที่ไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์  หรืออยู่ ไม่อยู่ในระยะตัวเต็มวัย การทดลองนี้

ด าเนินการระหว่างเดือนตุลาคม 2559 – กันยายน 2560 โดยประยุกต์ใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนก

ชนิดของมอดแป้งสกุล Tribolium ที่เป็นศัตรูพืชกักกันแบบรวดเร็ว ด้วยการใช้ยีน mtDNA COI ที่มีความยาว 

658 bp เป็นดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยน าตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่รวบรวมได้จากโรงสีข้าว และด่านตรวจพืชท่าเรือ

กรุงเทพ จ านวน 103 ตัว น ามาจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่าประกอบด้วย 4 ชนิด คือ       

มอดแป้ง (Tribolium castaneum) มอดฟันเลื่อย (Oryzaephilus surinamensis) ด้วงงวงข้าวโพด (Sitophilus 

oryzae) ด้วงถั่วเขียว (Callosobruchus maculatus) และมีตัวอย่างบางส่วนไม่สามารถจ าแนกได้ เนื่องจากไม่

อยู่ในสภาพสมบูรณ์ จากนั้น น าตัวอย่างของแมลงศัตรูโรงเก็บทั้ง 4 ชนิด และตัวอย่างที่ไม่สามารถจ าแนกได้ 

จ านวน 24 ตัว มาสกัดดีเอ็นเอ เพ่ิมปริมาณยีน mtDNA COI ด้วยเทคนิค PCR ตรวจหาและวิเคราะห์ล าดับ       

นิวคลีโอไทด์ โดยการน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานในฐานข้อมูล 

GenBank พบว่าผลการจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดให้ผลตรงกันกับการจ าแนกด้วยลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา และตัวอย่างที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ คือ มอดแป้งชนิด T. castaneum โดยค่า sequences 

similarity ทั้งหมดอยู่ที่ระดับ 98.94% ขึ้นไป ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการด้วยการสร้าง 

Maximum Likelihood tree ด้วยแบบจ าลอง K2P ได้ยืนยันความถูกต้องของการจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคดีเอ็นเอ

บาร์โค้ด โดยพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บทั้ง 4 ชนิด อยู่ใน clade เดียวกันกับล าดับ     

นิวคลีโอไทด์มาตรฐานของแต่ละชนิดที่ได้จากฐานข้อมูล GenBank โดยมอดแป้งชนิด T. castanuem และชนิด 

T. fremani มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้เคียงกัน สอดคล้องกับการรายงานก่อนหน้านี้ และการทดลองนี้ได้

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บทั้ง 4 ชนิด  ป้อนเข้าสู่ฐานข้อมูล GenBank โดยได้รับ 

Accession numbers คือ  MK649848 – MK649857 ดั งนั้ น  การทดลองนี้ จึ งสามารถใช้ เป็ น พ้ืนฐานใน          

การประยุกต์ใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูพืชชนิดอ่ืนอย่างถูกต้อง และรวดเร็ว     

ช่วยอ านวยความสะดวกในการตรวจสอบกักกันสินค้าพืชและผลิตผลพืชน าเข้าส่งออก และเป็นพ้ืนฐานส าหรับ    

การศึกษาวิจัยพันธุศาสตร์ประชากร (Population Genetics) ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 

Abstract 

 Flour betles of the genus Tribolium (Coleoptera: Tenebrionidae) are economically 

important stored – product pests of flours and grain, etc. Therefore, National Plant Protection 

Organization (NPPO) considered some species of flou beetle as quarantine pests. Because 

Tribolium individuals is small and similar in morphological characteristics for some species, 

especially damaged samples and non – adults state, it is difficult to identify base on external 

characteristics alone. The study carried out molecular identification of the genus Tribolium base 
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on DNA barcoding, using mtDNA COI gene (length 658 bp), during October, 2016 – Septmber, 

2018. We collected 103 stored – product pest individuals from rice mills and Bangkok port plant 

quarantine station and identified base on external morphological characteristics, the results 

showed that the individuals consisted of 4 species of pest, including T. castaneum, 

Oryzaephilus surinamensis, Sitophilus oryzae and Callosobruchus maculatus, and some 

individuals could not identified cause damaged. We applied molecular identification on           

24 samples from 4 species individuals and damaged individuals, through DNA extraction, PCR 

amplification, sequencing and sequences alignment in GenBank. Results of two identification 

techniques are consistent, sequences similarity is highly at 98.94% above, and the damaged 

sample is T. castaneum. Phylogenetics analysis based on Maximum Likelihood method using 

K2P parameter further verified the molecular identification results above. Each species are in 

the same clade to the species got from GenBank. Genetics relationship between T. castaneum 

and T. freemani are very close, and conformed to previous studies. We submitted nucleotide 

sequences of 4 species to GenBank, accession numbers are MK649848 – MK649857. Therefore, 

the study can provide technical reference and support to rapid identification of other pests, 

which can provide convenience in release of plants and plant products consignments in entry - 

exit inspection and quarantine, and can also be a besis of population genetics study. 

6. ค าน า 

มอดแป้ง (Flour beetle) เป็นแมลงในอันดับ Coleoptera วงศ์ Tenebrionidae สกุล Tribolium 

MacLeay 1825 ปัจจุบันมีรายงานการตรวจพบมอดแป้งแล้ว 36 ชนิด (Angelini และ Jockusch, 2008) โดยมี 

10 ชนิดที่แมลงศัตรูโรงเก็บที่ส าคัญ ได้แก่ Tribolium castanium ซึ่งพบการแพร่กระจายในหลายประเทศ     

ทั่วโลก รวมถึงประเทศไทย T. confusum ซึ่งพบการแพร่กระจายในหลายประเทศทั่วโลก แต่ยังไม่มีรายงานการ

ตรวจพบในประเทศไทย (Crop Protection Compendium, 2019) รวมถึ ง  T. destructor, T. audax,        

T. madens, T. freemani, T. anaphe, T. brevicorne, T. parallelus และ T. thusa (Wang, 2015; Crop 

Protection Compendium, 2019) โดยมอดแป้งเหล่านี้สามารถเข้าท าลายแป้งจากพืช เมล็ดธัญพืช เมล็ด

ข้าวโพด เมล็ดถั่วชนิดต่างๆ และเมล็ดพืชที่ให้น้ ามัน ได้ทั้งในระยะหนอนและตัวเต็มวัย ด้วยการเข้าท าลายภาย

หลังจากที่แมลงชนิดอ่ืนท าลายเมล็ดพืชจนเป็นรูหรือรอยแตกแล้ว โดยตัวเต็มวัยจะหลั่งสารบางชนิดที่มีกลิ่นเหม็น 

ท าให้แป้งจากพืชหรือ เมล็ดพืชที่ถูกท าลายจับตัวเป็นก้อน ขึ้นรา และมีกลิ่นเหม็น ไม่สามารถใช้รับประทานได้ 
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สร้างความเสียหายแก่ผลผลิตในโรงเก็บเป็นจ านวนมากในแต่ละปี (Li et al., 2011) นอกจากนี้ มอดแป้งยังมี

ความสามารถในการขยายพันธุ์ได้อย่างรวดเร็ว มีวงจรชีวิตที่ยาวนาน และมีความปราดเปรียวรวดเร็ว หากไม่มี

มาตรการควบคุมป้องกันที่มีประสิทธิภาพ อาจส่งผลกระทบต่อความมั่นคงทางอาหารได้ (Rees, 2004) ด้วยเหตุนี้ 

หน่วยงานอารักขาพืช (National Plant Protection Organizations, NPPOs) หลายประเทศทั่วโลกก าหนดให้

มอดแป้งเป็นศัตรูพืชกักกัน เช่น ประเทศจีนก าหนดให้มอดแป้งชนิด T. destructor เป็นศัตรูพืชกักกัน (General 

Administration of Quality Supervision, Inspection and Quarantine of the P.R. China, 2017) 

ประเทศไทยโดยกรมวิชาการเกษตรได้ท าการศึกษาวิเคราะห์ความเสี่ยงศัตรูพืชของเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดน าเข้าจาก

ประเทศสหรัฐอเมริกา พบว่า มอดแป้งชนิด T. confusum มีศักยภาพเป็นศัตรูพืชกักกัน (ณัฏฐพร และคณะ, 

2553) ด้วยเหตุนี้ จึงก าหนดให้มีการรมยาด้วยสารเมทิลโบรไมด์ หรือสารฟอสฟีนเพ่ือก าจัดมอดแป้ง และแมลง

ศัตรูพืชชนิดอื่น  

การค้าสินค้าเกษตรระหว่างประเทศท่ีขยายตัวเพ่ิมสูงขึ้น ท าให้โอกาสที่มอดแป้งจะติดปะปนไปกับสินค้า

เกษตร และแพร่กระจายไปยังพ้ืนที่ใหม่ ๆ เพ่ิมสูงขึ้น จากการรายงานของกระทรวงควบคุมคุณภาพตรวจสอบ

และกักกัน โรคแห่ งสาธารณ รัฐประชาชนจีน  (the General Administration of Quality Supervision, 

Inspection and Quarantine of P. R. China, AQSIQ) พ บ ว่ า ระห ว่ า งปี  2551 – 2554 ด่ าน ต รวจ พื ช          

ทั่วสาธารณรัฐประชาชนจีนมีการตรวจพบมอดแป้งในสินค้าเกษตรน าเข้าจากต่างประเทศทั้งหมด 32,718 ครั้ง 

เฉพาะในปีพ.ศ. 2555 ตรวจพบทั้งหมด 21,036 ครั้ง โดยตรวจพบ  มอดแป้ง 5 ชนิด คือ T. castanium,         

T. confusum, T. destructor, T. madens และ  T. freeman โดยตัวอย่างมอดแป้งที่ตรวจพบบางส่วน 

สามารถจ าแนกได้ถึงระดับสกุลเท่านั้น (Wang และคณะ, 2015) ปัจจุบัน การจ าแนกชนิดของมอดแป้งอาศัย

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวเต็มวัยเท่านั้น การจ าแนกชนิดของมอดแป้งในระยะไข่ หนอน และดักแด้ รวมถึง

เศษชิ้นส่วนตัวเต็มวัยมีความยากล าบาก และต้องใช้เวลานาน โดยเฉพาะมอดแป้ง 2 ชนิด คือ T. castanium 

และ T. confusum ที่มีรูปร่างลักษณะทางสัณฐานวิทยา และขนาดใกล้เคียงกัน แต่ในงานด้านการกักกันพืช       

มีการตรวจพบแมลงศัตรูพืชกักกันทุกระยะการเจริญเติบโต รวมถึงเศษชิ้นส่วนของแมลงศัตรูพืชกักกัน ดังนั้น 

การศึกษาค้นคว้าเทคนิคใหม่ที่สามารถตรวจสอบแมลงศัตรูพืชกักกันได้ทุกระยะการเจริญเติบโต รวมถึงเศษ

ชิ้นส่วนของแมลงศัตรูพืชกักกัน ได้อย่างรวดเร็วและถูกต้องแม่นย า จึงเป็นสิ่งที่จ าเป็นอย่างยิ่ง (Zhang และคณะ, 

2013) 

ในระยะไม่กี่ปีที่ผ่านมา การตรวจจ าแนกชนิดของสิ่ งมีชีวิตด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล  (molecular 
identification) เป็นเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพ เมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจวินิจฉัยด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
(morphological identification) (Liu และคณะ, 2011) โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ถูก
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คิดค้นโดย Hebert และคณะ (2003) กลายมาเป็นเครื่องมือส าคัญในการตรวจวินิจฉัยชนิดของสิ่งมีชีวิต โดยดีเอ็น
เอบาร์โค้ดเป็นล าดับของดีเอ็นเอที่สั้นและมีมาตรฐาน เหมาะส าหรับใช้ตรวจวินิจฉัยชนิดในระดับโมเลกุล ได้รับการ
ยอมรับและถูกก าหนดให้เป็นวิธีหนึ่ งในการตรวจวินิจฉัยศัตรูพืชกักกันในมาตรฐาน ISPM No. 27 เรื่อง 
Diagnostic protocols for regulated pests (FAO, 2006) เทคนิคดี เอ็นเอบาร์โค้ดเป็นการน าเอาดี เอ็นเอ
มาตรฐานที่สามารถใช้ระบุชนิดของของสิ่งมีชีวิตได้ มาเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR แล้ววิเคราะห์หาล าดับนิวคลี
โอไทด์ จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิตนั้น ไปวิเคราะห์เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานใน
ฐานข้อมูลสากล เช่น  ฐานข้อมูลของ GenBank เป็นต้น  และสร้าง phylogenetic tree เพ่ือวิ เคราะห์
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ ท าให้สามารถระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตได้อย่างถูกต้องและรวดเร็ว โดยสามารถใช้ในการ
จ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลง ได้ทุกระยะการเจริญเติบโต ไม่ว่าตัวอย่างจะอยู่ในสภาพสมบูรณ์หรือไม่ก็ตาม     
(วุฒิพงษ์, 2554) โดยยีนที่นิยมน ามาใช้เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานในปัจจุบันคือ ยีน COI  ซึ่งอยู่ในไมโทคอนเดรีย 
(mtDNA COI) มีความแปรผันของล าดับนิวคลีโอไทด์เพียงพอที่จะใช้จ าแนกชนิดสัตว์ได้ (Hebert และคณะ, 
2003; วุฒิพงษ์, 2554) การประยุกต์ใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) ด้วยการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน COI เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานในการจ าแนกชนิดของมอดแป้ง สามารถช่วยอ านวยความสะดวกทางการค้า         
ลดระยะเวลาในการตรวจปล่อย และสามารถให้ผลการจ าแนกในระดับชนิด (species) ได้อย่างถูกต้องแม่นย า โดย
หากด่านตรวจพืชมีการตรวจพบมอดแป้งที่เป็นศัตรูพืชกักกันในแป้งจากพืช หรือเมล็ดพืชน าเข้าจากต่างประเทศ
แล้ว กรมวิชาการเกษตรสามารถใช้ผลตรวจดังกล่าวเป็นข้อมูลแจ้งเตือนถึงปัญหาการไม่เป็นไปตามข้อก าหนดด้าน
สุขอนามัยพืช (The notification of non-compliance) ไปยังหน่วยงานอารักขาพืชแห่งชาติ (NPPO) ของ
ประเทศผู้ส่ งออก เพ่ือให้ เพ่ิมความเข้มงวดในการตรวจสอบกักกันก่อนการส่งออก ป้องกันการเข้ามา 
(introduction) ของมอดแป้งต่างถิ่นที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ  และอาจส่งผลกระทบต่อการผลิตผลในโรงเก็บ
ของประเทศไทย 

 จากการตรวจสอบเอกสารวิจัยที่ผ่านมา พบว่ามีการศึกษาวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการจ าแนกชนิดของ       

มอดแป้งด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกุลในต่างประเทศ ดังนี้  Mestrovic และคณะ (2006) ศึกษาความสัมพันธ์       

เชิงวิวัฒนาการระหว่างมอดแป้งสกุล Tribolium โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการเชื่อมต่อล าดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน  COI ที่ มี ความยาว 642 bp และยีน  16S rDNA ที่ มี ความยาวระหว่าง 448 – 452 bp พบว่า 

phylogenetic tree สามารถแบ่ งมอดแป้ งสกุลดั งกล่ าวออกได้ เป็ น  3 กลุ่ ม  กลุ่ มที่  1 ประกอบด้ วย                 

T. brevicornis กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วย T. castanium, T. freemani, T. madens และ T. audax และกลุ่มที่ 

3 ประกอบด้ วย  T. confusum, T. anaphe และT. destructor โดยมอดแป้ งชนิ ด  T. castanium กั บ           

T. freemani และมอดแป้งชนิด T. madens กับ T. audax เป็น sibling species pairs กัน Angelini และ 

Jockusch (2008) วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของมอดแป้งสกุล Tribolium ด้วยการใช้เครื่องหมาย    

ชีวโมเลกุลหลายชนิด ได้แก่ ยีน COI ยีน 16S rDNA ยีน 28S rDNA และ wingless พบว่า มอดแป้งชนิด          

T. castanium และ T. confusum ต่างเป็น monophyletic ส่วน Nowaczyk และคณะ (2009) ศึกษาวิธีการ
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จ าแนกชนิดของมอดแป้งชนิด T. confusum โดยใช้เทคนิค Real-time PCR มีการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความ

เฉพาะเจาะจงจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน ITS และ ยีน COI ของมอดแป้งชนิด T. confusum ที่ได้จาก

ฐานข้อมูล GenBank โดยมีการพิสูจน์ความน่าเชื่อถือและความเฉพาะเจาะจงของไพรเมอร์ที่ได้ ท าให้ได้วิธีการ

จ าแนกชนิดที่มีความรวดเร็วและแม่นย า Ming และคณะ (2015) วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่าง

มอดแป้ง 2 ชนิด คือ T. castanium และ T. confusum โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI และยีน Cytb ซึ่ง

อยู่บนไมโทคอนเดรีย จากตัวอย่างมอดแป้งชนิดละ 100 ตัวอย่างพบว่า มอดแป้งทั้ง 2 ชนิดมีความแตกต่างทาง

พันธุศาสตร์ระหว่างกัน ถึงแม้ว่ารูปร่างลักษณะทางสัณฐานวิทยาและขนาดจะใกล้เคียงกันมากก็ตาม โดยเมื่อ

เปรียบเทียบความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการกับมอดแป้งอีก 2 ชนิด คือ T. freemani และ T. destructor พบว่า    

คู่มอดแป้งชนิด T. castanium กับ T. freemani และ T. confusum กับ T. destructor มีความสัมพันธ์ใกล้ชิด

กันมากกว่าคู่มอดแป้ง T. castanium และ T. confusum นอกจากนี้ ได้พิสูจน์แล้วว่า ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

COI และ ยีน Cytb สามารถใช้ในการศึกษาการแบ่งแยกทางพันธุกรรม และความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ

ระหว่างสปีซีส์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสปีซีส์ที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายคลึงกัน ส่วนในประเทศไทย ปัจจุบันยัง

ไม่พบการศึกษาวิจัยที่เกี่ยวข้อง ดังนั้น การทดลองนี้จึงเป็นพ้ืนฐานส าหรับการศึกษาวิจัยการจ าแนกชนิดของ   

มอดแป้งสกุล Tribolium และสามารถใช้ต่อยอดในการศึกษาพันธุศาสตร์ประชากร (Population Genetics) 

หรือการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความเฉพาะเจาะจง (specific primers) ส าหรับมอดแป้งสกุล Tribolium ได ้

7. วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 

1) ตัวอย่างของแมลงศัตรูโรงเก็บ (stored – product pest) 

2) วัสดุวิทยาศาสตร์และสารเคมี 

3) อุปกรณ์ส าหรับเก็บตัวอย่าง เช่น หลอดทดลอง พู่กัน ที่คีบแมลง และ micropin เป็นต้น 

4) กล้องสเตอริโอไมโครสโคป (stereo microscope)  

5) เครื่อง PCR thermal cycler 

6) เครื่องอ่านล าดับดีเอ็นเออัตโนมัติ (Automated DNA sequencer) 

7) เครื่อง gel electrophoresis แบบแนวนอน และเครื่องอ่านวิเคราะห์ gel 

8) เครื่อง autoclave 

9) อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 

10) เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (high speed centrifuge) 

11) เครื่องชั่งดิจิตอลทศนิยมสองต าแหน่ง (๒ digit digital scale) 
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12) ตู้เย็น (refrigerator) 

13) เครื่องเขย่าสาร (vortex) 

14) เครื่องอบไมโครเวฟ 

15) โปรแกรม DNAMAN V. 7.0, โปรแกรม MEGA V. 5.0, โปรแกรม ClustalX และโปรแกรม BLAST  

วิธีการ 

1) การเก็บรวบรวมตัวอย่าง (sample collection) 

เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บระยะเต็มวัย ด้วย 2 วิธีการ ดังนี้ 

(1) เก็บรวบรวมจากด่านตรวจพืช  

 พนักงานเจ้าหน้าที่ของด่านตรวจพืช เช่น ด่านตรวจพืชท่าเรือกรุงเทพ ด่านตรวจพืชท่าเรือ  

แหลมฉบัง เป็นต้น ท าการสุ่มตรวมสินค้าธัญพืชน าเข้าจากต่างประเทศ ระหว่างปี 2559 - 2561 โดยหาก

สุ่มตรวจพบแมลงศัตรูโรงเก็บระยะเต็มวัย ทั้งที่มีสภาพสมบูรณ์ และสภาพไม่สมบูรณ์ ในสินค้าธัญพืช

น าเข้าใด ให้น าตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้มาแช่ในหลอดทดลองที่มีเอทานอลเข้มข้น 95% แล้วเก็บ

รักษาไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ – 20  บันทึกข้อมูลผู้เก็บตัวอย่าง ชื่อที่อยู่ผู้ส่งออกและผู้น าเข้า ชนิดของ

สินค้าธัญพืช จ านวนและปริมาณของสินค้าธัญพืช ประเทศผู้ส่งออก วันที่น าเข้า เป็นต้น 

(2) เก็บรวบรวมจากโรงสีข้าว หรือโรงเก็บผลิตผลเกษตร 

 เก็บรวบรวมแมลงศัตรูโรงเก็บระยะเต็มวัยจากโรงสีข้าว ทั้งที่มีสภาพสมบูรณ์ และมีสภาพ        

ไม่สมบูรณ์ ระหว่างการตรวจประเมินเพ่ือขึ้นทะเบียนผู้ผลิตและแปรรูปข้าวส่งออกไปสาธารณรัฐ

ประชาชนจีน หรือจากโรงเก็บผลิตผลเกษตร โดยน าตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้มาแช่ในหลอดทดลอง  

ที่มีเอทานอลเข้มข้น 95% แล้วเก็บรักษาไว้ในตู้ เย็นที่ อุณหภูมิ – 20  บันทึกข้อมูลผู้เก็บตัวอย่าง        

วันเดือนปีที่เก็บตัวอย่าง ชื่อและท่ีอยู่ของโรงปรับปรุงคุณภาพข้าวหรือโรงสีข้าว  

2) การตรวจจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphological identification) 

หากตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บอยู่ในระยะตัวเต็มวัย และมีสภาพสมบูรณ์ ให้น ามาตรวจจ าแนก

ชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ก่อนการจ าแนกด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด ตามเอกสารแนวทาง    

การจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บ ภายใต้กล้องสเตอริโอไมโครสโคป (stereo microscope) บันทึก

ภาพถ่ายลักษณะทางสัณฐานวิทยา เพ่ือใช้ยืนยันผลการจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด แต่หาก

ตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บมีสภาพไม่สมบูรณ์ให้ข้ามไปด าเนินการในข้อ 3 

3) การสกัดดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR (DNA extraction and PCR 

amplification) 
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การสกัดดีเอ็นเอ 

 (1) เตรียมความพร้อมของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ โดยน าตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บออกจาก

ตู้เย็น และวางไว้บนกระดาษซับเป็นเวลา 20 นาที เพ่ือให้เอทานอลเข้มข้น 95% ระเหยจนหมด และ

ตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บแห้งสนิท เหมาะส าหรับการสกัดดีเอ็นเอ เมื่อแห้งแล้วให้น าตัวอย่างแมลงศัตรู

โรงเก็บใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 mL และเขียนหมายเลขก ากับ น าปิเปตทิปขนาด 1,000 µL ที่ผ่าน

การนึ่งความดันสูงเพ่ือฆ่าเชื้อ (autoclave) แล้ว มาลนด้วยเปลวไฟจากตะเกียงแอลกอฮอล์ เพ่ือปิด   

ปลายรูด้านที่ใช้ดูดสารเคมี ต้ังทิ้งไว้ให้เย็น 10 นาที 

 (2) เตรียมชุดสกัดดีเอ็นส าเร็จรูปของ QIAamp DNA Mini Kit (GIAGEN, Germany) โดยเติม  

เอทานอลเข้มข้น 95% ลงในสารละลายต่างๆ ตามวิธีการที่บริษัทผู้ผลิตก าหนด  

 (3) เติมไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 ) ลงในหลอดทดลองที่มีตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ      

ในปริมาตรประมาณ 3/4 ของหลอดทดลอง จากนั้น เมื่อปริมาตรลดลงเหลือประมาณ 1/4 ของ      

หลอดทดลอง ให้ใช้ปิเปตทิปที่เตรียมไว้ บดตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บให้ละเอียดด้วยความระมัดระวัง 

ระวังมิให้ตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บกระเด็นออกมานอกหลอดทดลอง 

 (4) เตรียมการสลายผนังเซลล์ (pre - lysis) โดยการเติม Buffer ATL ปริมาณ 180 µL และเติม 

proteinase K solution ปริมาณ 20 µL ปิดปากหลอดทดลองให้สนิท พันด้วยพาราฟีน (paraffin) เพ่ือ

ป้องกันการปนเปื้อน แล้วสั่นสะเทือนเพ่ือผสมสารกับตัวอย่างแมลงให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร (vortex) 

เป็นเวลา 15 วินาที จากนั้น น าหลอดทดลองใส่ในทุ่นลอย แล้วน าไปบ่มในอ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ        

ที่อุณหภูมิ 56  เป็นเวลา ๓ ชั่วโมง โดยระหว่างการบ่ม ให้พลิกหลอดทดลองกลับไปมา 3 – 4 ครั้ง     

ทุก 1 ชั่วโมง เพ่ือให้ตัวอย่างแมลงศัตรูพืช ย่อยสลายได้อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อครบ 3 ชั่วโมงแล้ว      

น าหลอดทดลองไปปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที เพื่อขจัดหยดน้ าที่ติด

บนฝาภายในหลอดทดลอง 

 (5) ย่อยตัวอย่าง (lyse samples) โดยการเติม Buffer AL ปริมาณ 200 µL ลงในหลอดทดลอง 

จากนั้น สั่นสะเทือนเพ่ือผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสารเป็นเวลา 15 วินาที แล้วน าไปบ่มในอ่างน้ า

ควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 70  เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น น าหลอดทดลองไปปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็ว   

ทีค่วามเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที เพื่อขจัดหยดน้ าที่ติดบนฝาภายในหลอดทดลอง 

 (6) เตรียมพร้อมในการจับสารพันธุกรรม (adjust DNA binding conditions) โดยการเติม      

เอทานอลเข้มข้น 100% ปริมาณ 200 µL จากนั้น สั่นสะเทือนเพ่ือผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องเขย่าสาร    

เป็นเวลา 15 วินาที 
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 (7) การจับดีเอ็นเอ (Bind DNA) โดยการดูดสารละลายทั้งหมดจากหลอดทดลองข้างต้น มาใส่ใน 

QIAamp Mini spin column ที่บรรจุหลอด collection tube ขนาด 2 mL ปิดฝาแล้ว ปั่นเหวี่ยงอย่าง

รวดเร็วที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิ้งหลอด collection tube ที่ภายในมี

สารละลาย แล้วเปลี่ยนหลอด collection tube ขนาด 2 mL ลงไปแทน  

 (8) การล้างตะกอน (wash silica membrane) โดยการเติม Washing Buffer AW1 ปริมาณ 

500 µL ปิดฝาแล้ว ปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิ้งหลอด 

collection tube ที่ภายในมีของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน แล้วเปลี่ยนหลอด collection tube 

ขนาด 2 mL ชิ้นใหม่ลงไปแทน จากนั้น เติม Washing Buffer AW1 ปริมาณ 500 µL ปิดฝาแล้ว         

ปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น ทิ้งหลอด collection tube     

ที่ภายในมีของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน จากนั้น น า Mini spin column ใส่ลงไปในหลอดทดลอง

ขนาด 1.5 mL ชิ้นใหม่  

 (9) การละลายดีเอ็นเอ (Elute DNA) โดยการเติม Elution Buffer AE ปริมาณ 50 µL และบ่มที่

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาทีแล้วปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที 

จากนั้น ดูดสารละลายที่อยู่ในหลอดทดลองมาใส่ใน Mini spin column อีกครั้ง บ่มไว้ 5 นาที แล้ว     

ปั่นเหวี่ยงอย่างรวดเร็วที่ความเร็ว 12,000 รอบ เป็นเวลา 2 นาที ทิ้ง Mini spin column จากนั้น       

น าหลอดทดลองที่ภายในบรรจุ genomic DNA ปริมาณ 50 µL เก็บใว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ - 20  เพ่ือรอ

การตรวจสอบคุณภาพ 

 (10) ตรวจสอบคุณภาพของ genomic DNA ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis โดย

เตรียม agarose จ านวน 150 กรัม ผสมกับสารละลาย 1 x TBE (Tris – Borate, EDTA) ปริมาณ 100 ml 

แล้วน าไปให้ความร้อนด้วยเครื่องอบไมโครเวฟประมาณ 5 นาที จนสารละลายใสเป็นเนื้อเดียวกันทั้งหมด 

ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลงจนใช้มือสัมผัสแล้วไม่ถูกความร้อนลวก จากนั้น เติมสารย้อมสี fluorescent GelRed 

ลงไปใน 1.5% agarose gel ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลงไปในถาด รอให้เย็นลงจนแข็งตัวเป็นก้อน แล้วย้ายถาด 

1.5% agarose gel ลงไปในเครื่อง electrophoresis ที่มีสารละลาย 1 x TBE  

เตรียม genomic DNA ของแต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ ปริมาณ 5 µL ผสมกับ 6 x loading 

dye (Promega) และน า PCR marker (G316A, Promega) ปริมาณ 5 µL ผสมกับ 6 x loading dye 

จากนั้น น า PCR products และ PCR marker ที่ผสมแล้ว หยดลงไปใน agarose gel ที่มีความเข้มข้น 

1.5% และให้ PCR products และ PCR marker เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย 1 x TBE โดยใช้กระแสไฟฟ้า
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ปริมาณ 100 โวลต์ 400 mp (voltage) เป็นเวลา 40 นาที จากนั้น น า 1.5% agarose gel ไปตรวจสอบ

ด้วยเครื่องอ่านวิเคราะห์ gel เพ่ือตรวจสอบคุณภาพของ genomic DNA ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR 

(1) สังเคราะห์ COI universal primers (Folmer และคณะ, 1994) โดยบริษัท Sigma –   

          Aldrich จ ากัด ดังนี้ 

 

 

Primer name Sequence Length (bp) 
LCO 1490 5’ – GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG – 3’ 25 
HCO 2198 5’ – TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA – 3’ 26 

  (2) เตรียมสารละลายส าหรับท าปฏิกิริยา PCR โดยมีส่วนประกอบ ดังนี้ 

 ส่วนประกอบ ปริมาณ (µL) 
1. 2X PCR Marter Mix (Promega) 12.5 
2. LCO 1490 (10 µM) 0.5 
3. HCO 2198 (10 µM) 0.5 
4. DNA template 1.5 
5. ddH2O 10 
Total volume 25 

   (3) เพ่ิมปริมาณยีน COI ด้วยเทคนิค PCR โดยมี Thermo cycling condition คือ  

pre – denaturing ที่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 3 นาท ี

denaturing ที่อุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 1 นาท ี

annealing ที่อุณหภูมิ 52 °C เป็นเวลา 1 นาท ี

    extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 1 นาท ี

    final – extension ที่อุณหภูมิ 72 °C เป็นเวลา 10 นาท ี

 (4) ตรวจสอบคุณภาพของ PCR products ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis โดย

เตรียม agarose จ านวน 150 กรัม ผสมกับสารละลาย 1 x TBE (Tris – Borate, EDTA) ปริมาณ 100 ml 

แล้วน าไปให้ความร้อนด้วยเครื่องอบไมโครเวฟประมาณ 5 นาที จนสารละลายใสเป็นเนื้อเดียวกันทั้งหมด 

ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลงจนใช้มือสัมผัสแล้วไม่ถูกความร้อนลวก จากนั้น เติมสารย้อมสี fluorescent GelRed 

จ ำนวน 35 cycles 
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ลงไปใน 1.5% agarose gel ผสมให้เข้ากัน แล้วเทลงไปในถาด รอให้เย็นลงจนแข็งตัวเป็นก้อน แล้วย้าย

ถาด 1.5% agarose gel ลงไปในเครื่อง electrophoresis ที่มีสารละลาย 1 x TBE  

เตรียม PCR product ของแต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ ปริมาณ 5 µL ผสมกับ 6 x loading 

dye (Promega) และน า PCR marker (G316A, Promega) ปริมาณ 5 µL ผสมกับ 6 x loading dye 

จากนั้น น า PCR products และ PCR marker ที่ผสมแล้ว หยดลงไปใน agarose gel ที่มีความเข้มข้น 

1.5% และให้ PCR products และ PCR marker เคลื่อนที่ผ่านสารละลาย 1 x TBE โดยใช้กระแสไฟฟ้า

ปริมาณ 100 โวลต์ 400 mp (voltage) เป็นเวลา 40 นาที  

จากนั้น น า 1.5% agarose gel ไปตรวจสอบด้วยเครื่องอ่านวิเคราะห์ gel เพ่ือตรวจสอบคุณภาพ

ของ PCR products ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ  

4) การตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequencing) 

ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ (bidirectional sequencing) ของ PCR products ของตัวอย่าง

แมลงศัตรูโรงเก็บ โดยท า PCR products ให้บริสุทธิ์ด้วยชุด PCR purification kit จากนั้น ใช้เครื่องอ่าน

ล าดับดี เอ็นเออัตโนมัติ  (Automated DNA sequencer) ของ Solgen Analysis Service ประเทศ

เกาหลีใต้ เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บแล้ว ใช้โปรแกรม DNAMAN V.7.0 

ในการตัดต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บให้ เป็นเส้นเดียวกัน โดยน าล าดับ       

นิวคลีโอไทด์ทั้งสองทิศทางที่ได้ และล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานของยีน COI จากฐานข้อมูล GenBank 

มาใช้เป็นมาตรฐานในการเปรียบเทียบกัน เพ่ือตัดล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนเกินทิ้งไป  ท าให้ได้ล าดับ          

นิวคลีโอไทด์เส้นเดียวที่มีความยาว 658 bp ของแต่ละตัวอย่าง 

5) การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing analysis) 

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้ มาเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอ

ไทด์มาตรฐานในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST เพ่ือตรวจค่า sequences similarity (%) 

หรือความคล้ายคลึงกัน เพ่ือจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด  

ดาวน์โหลดล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานของแมลงศัตรูโรงเก็บชนิดที่เกี่ยวข้อง และตั๊กแตนไผ่ 

(Ceracris kiangsu) จากฐานข้อมูล GenBank จากนั้น ใช้โปรแกรม Clustal X ในการเรียบเรียงล าดับ    

นิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้ และนิวคลีโอไทด์มาตรฐานทั้งหมด ให้อยู่ในไฟล์เดียวกัน 

และบันทึกข้อมูลในรูปแบบ FASTA เพ่ือใช้วิเคราะห์ข้อมูลในขั้นตอนต่อไป 

 ใช้โปรแกรม MEGA V. 5.0 ในการวิเคราะห์องค์ประกอบของเบสในล าดับนิวคลีโอไทด์ การ

สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยวิธี Maximum Likelyhood (ML 
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tree) ด้วยแบบจ าลอง Kimura – 2 – Parameter (K2P) (Nei และ Kumar, 2000) ซึ่งเป็นวิธีการที่

เหมาะสมในการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ โดยการทดลองนี้ใช้ ตั้กแตนไผ่ (Ceracris kiangsu) 

เป็นสัตว์นอกกลุ่ม (outgroup) เพ่ือยืนยันผลการจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยเทคนิคดีเอ็นเอ

บาร์โค้ด และวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการระหว่างแมลงศัตรูโรงเก็บแต่ละชนิดในการทดลอง 

6) การวิเคราะห์ผลการทดลอง 

วิเคราะห์ผลการจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ สรุปจ านวนของแมลงศัตรูโรงเก็บ    

แต่ละชนิดที่ได้ และน ามาเปรียบเทียบกับผลการจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา เพ่ือยืนยัน     

ผลการจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคทั้ง 2 อย่าง (เฉพาะตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่มีสภาพสมบูรณ์) ทั้งนี้    

หากพบว่า แมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้ เป็นศัตรูพืชกักกันของประเทศไทย ให้ท าการแจ้งเตือนปัญหา           

การไม่ปฏิบัติตามข้อก าหนดในการน าเข้า ไปยังองค์การอารักขาพืชของประเทศผู้ส่งออก เพ่ือให้เพ่ิมความ

เข้มงวดในการตรวจสอบกักกันสินค้าธัญพืชก่อนการส่งออกมายังประเทศไทย 

ใช้โปรแกรม DNAMAN V.7.0 แปลล าดับนิวคลีโอไทดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้จากการ

ทดลอง เป็นล าดับโปรตีนที่ไม่มี termination coding จากนั้น น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ และล าดับ

โปรตีนที่มีคุณภาพดีของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่เป็นตัวแทน ป้อนเข้าสู่ฐานข้อมูล GenBank โดยใช้

โปรแกรม BankIt บันทึกข้อมูล GenBank Accession Numbers 
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เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลาที่ท าการทดลอง ด าเนินการทดลองระหว่าง เดือน ตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 

สถานที่ท าการทดลอง 

1) ด่านตรวจพืช ของส านักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร (สคว.) เช่น ด่านตรวจพืชท่าเรือกรุงเทพ        

ด่านตรวจพืชท่าเรือแหลมฉบัง เป็นต้น 

2) โรงสีข้าว หรือ โรงเก็บผลิตผลการเกษตร 

3) ห้องปฏิบัติการของกลุ่มบริการส่งออกสินค้าเกษตร สคว. 

4) ห้องปฏิบัติการของกลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช (สอพ.) 

5) ห้องปฏิบัติการของกลุ่มงานอนุกรมวิธาน กลุ่มกีฏและสัตววิทยา สอพ. 

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 

จากการเก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บทั้งที่มีชีวิตและไม่มีชีวิต จากโรงสีข้าว จ านวน 3 แห่ง ใน

พ้ืนที่จังหวัดสุรินทร์ จังหวัดชลบุรี และจังหวัดสุพรรณบุรี รวมถึงการเก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ไม่มี

ชีวิตจากสินค้าธัญพืชน าเข้าจากต่างประเทศ จ านวน 2 ครั้ง ณ ด่านตรวจพืชท่าเรือกรุงเทพ ระหว่างเดือนสิงหาคม 

2559 ถึงเดือนพฤศจิกายน 2560 แล้วน าตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่มีสภาพสมบูรณ์ มาจ าแนกชนิดด้วยลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยา ตามเอกสารแนวทางการจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บแล้ว พบว่าได้ตัวอย่างแมลงศัตรู    

โรงเก็บ  จ านวน 4 ชนิด คือ มอดแป้ ง (T. castaneum) จ านวน 35 ตัว มอดฟันเลื่อย (Oryzaephilus 

surinamensis) จ าน วน  20  ตั ว  ด้ ว งงวงข้ าว โพด  (Sitophilus oryzae) จ าน วน  30  ตั ว  ด้ ว งถั่ ว เขี ย ว 

(Callosobruchus maculatus) จ านวน 15 ตัว รวม 100 ตัว และพบว่าไม่สามารถจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา เนื่องจากไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์ จ านวน 3 ตัว รวมทั้งสิ้น 103 ตัว (ตารางที่ 1) (ภาพที่ 2 – 4) โดย

แมลงศัตรูโรงเก็บแต่ละชนิดในการทดลองมีลักษณะทางสัณฐานวิทยา ดังนี้ 

1) มอดแป้ง: Tribolium castanium  ชื่อสามัญ: red flour beetle 

วงศ:์ Tenebrionidae   อันดับ: Coleoptera 

ลักษณะที่ส าคัญ : ตัวเต็มวัยมีสีน้ าตาลปนแดง ล าตัวแบนยาว มีความยาวประมาณ 2.3 –             

4.4 มิลลิเมตร ปลายหนวดเป็นรูปกระบอก มีลักษณะเป็นปล้อง โดย 3 ปล้องสุดท้ายเป็นตุ่มใหญ่   

เห็นได้ชัดเจน  

พืชอาศัย:  เมล็ดธัญพืช แป้ง ร าข้าว เป็นต้น (อุรุญากร และคณะ, 2540; พรทิพย์ และคณะ, 2548) 

2) มอดฟันเลื่อย: Oryzaephilus surinamensis  ชื่อสามัญ: Saw – toothed grain beetle 
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วงศ:์ Silvanidae    อันดับ: Coleoptera 

ลักษณะที่ส าคัญ: ตัวเต็มวัยสีน้ าตาลเข้ม แบนยาว ขนาดล าตัวยาวประมาณ 2.5 – 3.0 มิลลิเมตร 

ลักษณะเฉพาะที่แตกต่างจากแมลงชนิดอ่ืน คือ  ขอบด้านข้างของส่วนอกจะมีลักษณะเป็นฟันเลื่อย

ข้างละ 6 ซี่  

พืชอาศัย: เมล็ดธัญพืชทุกชนิด ข้าวสาร ถั่ว เป็นต้น 

3) ด้วงงวงข้าวโพด Sitophilus zeamais  ชื่อสามัญ: maize weevil 

วงศ:์ Curculionidae    อันดับ: Coleoptera 

ลักษณะที่ส าคัญ: ตัวเต็มวัยมีสีน้ าตาลอ่อน ขนาดล าตัวยาวประมาณ 3.0 – 3.8 มิลลิเมตร ส่วนหัว   

จะยื่นออกมาเป็นงวง (snout) 

พืชอาศัย: เมล็ดธัญพืชทุกชนิด เช่น ข้าว ข้าวโพด เป็นต้น 

4) ด้วงถั่วเขียว Callosobruchus maculatus  ชื่อสามัญ: Cowpea weevil 

วงศ:์ Bruchidae          อันดับ: Coleoptera 

ลักษณะที่ส าคัญ: ตัวเต็มวัยมีสีน้ าตาล ปีกสั้นไม่คลุมมิดล าตัว และมีแถบหรือจุดสีน้ าตาลเข้มบนปีก  

ทั้งสองข้าง ปลายปีกมีสีด า ล าตัวเรียวแคบไปทางส่วนหัว ท าให้หัวเล็ก และงุ้มเข้าหาส่วนอก หนวด

เป็นแบบ subserrate ขนาดล าตัวยาวประมาณ 3.0 – 4.5 มิลลิเมตร 

พืชอาศัย: เมล็ดถั่วทุกชนิด ยกเว้นถั่วเหลือง (พรทิพย์ และคณะ, 2548; Rees, 2004) 

ผลการน าตัวอย่างมอดแป้งที่เก็บรวบรวมได้จากโรงสีข้าวของบริษัท พูนผลเทรดดิ้ง จ ากัด จ านวน       

10 ตัวอย่าง (ก าหนดเป็นล าดับที่ 1 - 10) จากโรงข้าวของ บริษัท เอช. เอช. แอล. อินเตอร์เทรด จ ากัด จ านวน    

10 ตัวอย่าง (ก าหนดเป็นล าดับที่ 11 - 20) ตัวอย่างมอดฟันเลื่อยที่เก็บรวบรวมได้จากโรงสีข้าวของบริษัท พูนสิน

ไทยโกลเด้นไรซ์ จ ากัด จ านวน 1 ตัวอย่าง (ก าหนดเป็นล าดับที่ 21) ตัวอย่างด้วงงวงข้าวโพด และด้วงถั่วเขียว      

ที่เก็บรวบรวมได้ ณ ด่านตรวจท่าเรือกรุงเทพ จ านวนชนิดละ 1 ตัวอย่าง (ก าหนดเป็นล าดับที่ 21 และ 22 

ตามล าดับ) รวมถึงตัวอย่างของแมลงศัตรูโรงเก็บไม่ทราบชนิดที่ไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์ที่เก็บรวบรวมได้จาก       

โรงสีข้าวของบริษัท พูนผลเทรดดิ้ง จ ากัด จ านวน 1 ตัวอย่าง (ก าหนดเป็นล าดับที่ 24) รวมทั้งหมด 24 ตัวอย่าง 

มาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นส าเร็จรูปของ QIAamp DNA Mini Kit (GIAGEN, Germany) ตามวิธีการ          

ที่บริษัทผู้ผลิตก าหนด จากนั้น ตรวจสอบคุณภาพของ genomic DNA ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บทั้ ง           

24 ตัวอย่าง ด้วยวิธี 1.5% agarose gel electrophoresis และตรวจภายใต้เครื่องวิเคราะห์ gel พบว่า genomic 

DNA ทั้งหมดมีความเข้มข้น เพียงพอส าหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค PCR (ภาพที่ 5) 
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 เมื่อน า genomic DNA ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บข้างต้น จ านวน 24 ตัวอย่าง มาเพ่ิมปริมาณ         

ดีเอ็นเอเป้าหมาย คือ ยีน COI ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ universal primers คือ LCO – 1490 และ HCO – 

2198 จากนั้น ตรวจสอบคุณภาพของ PCR products ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บท้ัง 24 ตัวอย่าง ด้วยวิธี 1.5% 

agarose gel electrophoresis แล้วตรวจภายใต้เครื่องวิเคราะห์ gel พบว่า PCR products ทั้งหมดมีความเข้มข้น

มากกว่า 50 นาโนกรัม สามารถส่งไปตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ (ภาพท่ี 6) 

การทดลองนี้ได้น า PCR products ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บข้างต้น จ านวน 24 ตัวอย่าง มาท าให้

บริสุทธิ์ด้วยชุด PCR purification kit จากนั้นตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่องอ่านล าดับดีเอ็นเออัตโนมัติ 

(Automated DNA sequence) และใช้โปรแกรม DNAMAN v.7.0 ในการตัดต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยตัดล าดับ

เบสของ primers ทิ้งไป น าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งสองทิศทางที่ได้  และล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานของยีน COI 

ของมอดแป้ง หมายเลข KM207082 ความยาว 658 bp จากฐานข้อมูล GenBank มาใช้เป็นมาตรฐานใน             

การเปรียบเทียบกัน เพ่ือตัดล าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนเกินทิ้งไป ท าให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์เส้นเดียวที่มีความยาว 

658 bp ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บแต่ละตัวอย่าง (ภาพท่ี 8) 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างมอดแป้ง หมายเลข 1 ความยาว 658 bp 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGTACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAGCAGAA

CTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCACGCATTCATCA

TAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCTTTAATACTAGGAGC

CCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCCATCCCTTTCACTTCTTCTC

ATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATCCACCCCTCTCATCAAACATTGCA

CATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTAGCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCA

GTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGGAATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTT

GAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATCTCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCT

TACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGACCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCT

ATTC 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างมอดฟันเลื่อย หมายเลข 21  ความยาว 658 bp 

AACTTTATACTTTCTTTTTGGAGCTTGAGCAGGAATAGTGGGAACATCCTTAAGAATCTTAATTCGAACAGAA

CTAGGAACAGCAGGTTCACTAATTGGAAATGATCAAATCTACAATACAATTGTAACCGCCCATGCATTTATTA

TAATTTTCTTTATAGTAATACCAGTAGTTATTGGAGGATTTGGAAACTGATTAATCCCTTTAATAATTGGGGC

TCCTGATATAGCATTCCCACGACTTAATAATATAAGATTCTGATTATTACCCCCCTCAATCTCCCTTCTCTTA
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ATCAGAAGAATTGTAGAAAAGGGGACAGGAACAGGATGAACAGTATACCCCCCTCTCTCATCCAATTTAGCC

CACAACGGAACATCTGTTGACCTAGCAATCTTTAGATTACATTTAGCAGGAATTTCCTCCATTTTAGGAGCAA

TTAACTTTATTTCTACAATTTTCAATATAAAACCAAAAAAAATAAATATAGATCAAATACCTTTATTCTGTTGA

GCTGTAATAATCACAGCCATTCTACTCCTTCTTTCCCTCCCAGTCTTAGCAGGAGCTATCACCATACTACTAA

CAGACCGAAATCTAAATACATCCTTCTTTGACCCCTCAGGAGGAGGAGACCCTATTTTATACCAACACCTGTT

T 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างด้วงงวงข้าวโพด หมายเลข 22 ความยาว 658 bp 

TACATTATACTTTATTTTTGGGGCCTGAGCTGGAATAGCAGGTACCTCACTAAGAATATTAATTCGAGCCGAA

TTAGGTAACCCAGGATCACTAATTGGAAATGATCAAATTTATAACGTAATCGTTACTGCACATGCTTTCATTA

TAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGAGGATTCGGAAACTGACTTGTTCCCCTAATATTAGGAGC

CCCTGATATGGCTTTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTACTACCTCCCTCATTAATTCTCCTTTTA

ATAAGAAGACTAGTCGAAAGGGGGGCAGGTACTGGGTGAACAGTTTACCCACCATTTGCCAGTAACATTGCC

CATAGAGGATCATCTGTTGACTTAGCCATTTTTAGGCTTCATTTAGCAGGAATCTCCTCTATTCTAGGAGCTG

TAAATTTTATTACTACTGTAATCAATATACGACCAAGAGGAATAAAAATAGACCAAATACCCCTATTCTCATG

GGCAGTTACAATCACAGCAATTTTACTCCTTCTTTCACTCCCAGTATTAGCCGGTGCTATTACCATATTATTA

ACAGACCGAAATTTAAACACTTCATTCTTTGACCCCGCAGGAGGAGGAGACCCCATTCTCTATCAACACTTAT

TT 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างด้วงถั่วเขียว หมายเลข 23 ความยาว 658 bp 

AACATTATACTTTATTTTTGGAGCATGATCAGGAATAGTGGGAACCTCATTGAGTTTACTAATTCGGGCTGAA

TTAGGGAATCCTGGATCATTAATTGGAAATGATCAAATTTACAATACTATTGTTACAGCTCACGCATTCATTA

TAATTTTCTTTATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGTTTCGGAAACTGATTAGTCCCACTAATACTAGGAGC

CCCAGATATAGCATTCCCACGATTAAACAATATAAGGTTCTGATTACTCCCTCCATCATTAATTCTTTTATTA

ATAAGAAGATTCATTGAAAAAGGTGCCGGAACAGGATGAACTGTTTATCCCCCATTATCCTCAAATATTGCAC

ACGAAGGAGCCTCTGTTGATTTAGCAATTTTTAGTCTTCATATAGCAGGTATTTCATCTATTCTTGGAGCTAT

TAATTTTATTTCTACTACTTATAATATACGCCCCTCCGGTATATTATCAGATCGAATAACTTTATTTATTTGAG

CAGTTAGAATTACAGCCATTCTTCTTTTACTTAGATTACCTGTTTTAGCTGGAGCAATCACTATGCTTCTTAC

TGATCGTAATATCAATACCTCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGCGGAGACCCTATTCTCTATCAACACTTATTT 
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 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์ ไม่สามารถระบุชนิดได้ 

หมายเลข 24 ความยาว 658 bp 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAGCAGAA

CTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCACGCATTCATCA

TAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCTTTAATACTAGGAGC

CCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCCATCCCTTTCACTTCTTCTC

ATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATCCACCCCTCTCATCAAACATTGCA

CATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTAGCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCA

GTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGGAATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTT

GAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATCTCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCT

TACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGACCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCT

ATTC 

จากการน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บทั้งหมด 24 ล าดับ มาเปรียบเทียบกับล าดับ    

นิวคลีโอไทด์มาตรฐานในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม Blast เพ่ือตรวจค่า sequences similarity (%) 

หรือความคล้ายคลึงกัน พบว่า ผลการจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ จ านวน 23 ตัวอย่างด้วยเทคนิค   

ดีเอ็นเอบาร์โค้ด ให้ผลตรงกันกับผลการจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา กล่าวคือตัวอย่างแมลงศัตรู   

โรงเก็บในการทดลองนี้มีจ านวน 4 ชนิด คือ มอดแป้งชนิด T. castaneum มอดฟันเลื่อย ด้วงงวงข้าวโพด และ

ด้วงถั่วเขียว ส่วนผลการจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ เนื่องจากไม่อยู่ในสภาพ

สมบูรณ์ จ านวน 1 ตัวอย่าง พบว่าเป็นมอดแป้งชนิด T. castaneum โดยค่า sequences similarity ระหว่าง

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ กับล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานในฐานข้อมูล GenBank อยู่ใน

ระดับ 98.94% ขึ้นไป โดยเฉพาะตัวอย่างที่ 24 ซึ่งไม่สามารถระบุชนิดได้ เนื่องจากไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์          

มีค่า sequences similarity กับล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานของมอดแป้งถึง 99.85% (ตารางท่ี ๒) (ภาพท่ี ๘) 

การทดลองนี้ได้เตรียมล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานของมอดแป้งสกุล Tribolium จ านวน 6 ชนิด รวม     

8 ล าดับ ของมอดฟันเลื่อย ด้วงงวงข้าวโพด ด้วงถั่วเขียว และตั๊กแตกไผ่ ชนิดละจ านวน 1 ล าดับ จากฐานข้อมูล 

GenBank ท าให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐาน จ านวน 12 ล าดับ และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการทดลองนี้ 

จ านวน 24 ล าดับ รวม 36 ล าดับ ความยาวแต่ละล าดับคือ 658 bp มาเรียบเรียงให้อยู่ในไฟล์เดียวกันโดยใช้

โปรแกรม CLUSTAL X และบันทึกข้อมูลในรูปแบบ FASTA ท าให้ได้ข้อมูลส าหรับการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิง

วิวัฒนาการระหว่างแมลงศัตรูโรงเก็บชนิดที่เกี่ยวข้อง (ตารางท่ี 3) (ภาพท่ี 9) 
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จากการใช้โปรแกรม MEGA V. 5.0 ในการวิเคราะห์องค์ประกอบของเบสในล าดับนิวคลีโอไทด์ของ

ตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ จ านวน 24 ตัวอย่างในการทดลองนี้ พบว่าค่าเฉลี่ยของเบส A, T, G, และ C คือ 29.5% 

31.0% 16.0% และ 23.5% ตามล าดับ โดยค่าเฉลี่ยของ A+T คือ 60.50% มากกว่าค่าเฉลี่ยของ G+C คือ 39.5% 

อย่างเห็นได้ชัด สอดคล้องกับลักษณะเด่นขององค์ประกอบของเบสใน mitochondria ของแมลง (ตารางท่ี 4) 

 ผลการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของตั วอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ จ านวน 24 ตัวอย่างใน          

การทดลอง และจากฐานข้อมูล GenBank จ านวน 12 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 36 ตัวอย่าง โดยใช้โปรแกรม MEGA 

V. 5.0 ในการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ โดยวิธี Maximum Likelyhood พบว่า ML tree 

สามารถแบ่งออกเป็น 4 clade โดยมอดแป้ง มอดฟันเลื่อย ด้วงงวงข้าวโพด และด้วงถั่วเขียวอยู่ต่าง clade กัน

อย่างชัดเจน แสดงให้เห็นว่าแมลงศัตรูโรงเก็บทั้ง 4 ชนิดมีระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) ระหว่าง

กันอย่างชัดเจน มอดแป้งสกุล Tribolium ทั้งหมดอยู่ใน clade ใหญ่เดียวกัน โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของมอดแป้ง

ชนิด T. castaneum จ านวน 21 ล าดับที่ได้จากการทดลอง อยู่ใน clade เดียวกันกับล าดับนิวคลีโอไทด์

มาตรฐานของมอดแป้งชนิด T. castaneum จ านวน 2 ล าดับที่ได้จากฐานข้อมูล GenBank และอยู่ต่าง clade 

ย่อยกับมอดแป้งสกุล Tribolium ชนิดอ่ืน ได้แก่ T. confusum, T. destructor, T. madens, T. freemani และ 

T. brevicornis อย่างเห็นได้ชัด โดย ML tree แสดงให้เห็นว่ามอดแป้งชนิด T. castaneum และ T. freeman       

มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกัน สอดคล้องกับการรายงานของ Mestrovic และคณะ (2006) ส่วนล าดับ        

นิวคลีโอไทด์ของมอดฟันเลื่อย ด้วงงวงข้าวโพด และด้วงถั่วเขียวที่ได้จากการทดลองต่างก็อยู่ใน clade เดียวกันกับ

ล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานที่ได้จากฐานข้อมูล GenBank ตามแต่ละชนิดเช่นกัน ดังนั้น การทดลองนี้จึงยืนยันได้

ว่าการจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บ โดยเฉพาะมอดแป้งสกุล  Tribolium ด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ใช้ยีน 

mtDNA COI เป็นดีเอ็นเอเป้าหมาย ให้ผลตรงกันกับการจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และยัง

สามารถใช้ในการจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บที่ไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์ได้อย่างแม่นย า สอดคล้องกับการ

รายงานของ Ming และคณะ (2015) (ภาพท่ี 10) 

 จากการน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างมอดแป้ง หมายเลข 1 – 5, 7 และ 13 จ านวน 7 ล าดับ และ

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างมอดฟันเลื่อยด้วงงวงข้าวโพด และด้วงถั่วเขียว จ านวนชนิดละ 1 ล าดับ รวมทั้งหมด 

10 ล าดับ ซึ่งเป็นตัวแทนของตัวอย่างทั้งหมด ใช้โปรแกรม DNAMAN V.7.0 ในการแปลล าดับนิวคลีโอไทด์เป็น

ล าดับโปรตีน โดยเลือกล าดับโปรตีนของแต่ละตัวอย่างจาก frame ที่ไม่มี termination codon และน าข้อมูล      

ที่ เกี่ยวข้องป้อนเข้าสู่ฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BankIt เพ่ือใช้เป็นประโยชน์ต่อการวิจัยด้าน          

พันธุศาสตร์ประชากร (Population Genetics) และการจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยเทคนิคดีเอ็นเอ

บาร์โค้ด (ตารางท่ี 5) (ภาพท่ี 11) 
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ตัวอย่างแสดงผลการน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างมอดแป้งชนิด T. castaneum เข้าสู่ฐานข้อมูล 

GenBank 

 

GenBank accession number: MK649848 

LOCUS       Seq1                     658 bp    DNA     linear   INV 14-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq1 

VERSION 

KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Tribolium castaneum (red flour beetle) 

  ORGANISM  Tribolium castaneum 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Tenebrionidae; Tenebrionidae incertae sedis; 

            Tribolium. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (14-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:7 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 
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                     /organism="Tribolium castaneum" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="TH1" 

                     /db_xref="taxon:7070" 

                     /country="Thailand-Surin" 

                     /collection_date="2016-8-16" 

                     /collected_by="B. Nopparat" 

     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWSGMVGTSLSLLIRAELGNPGSLIGDDQIYNVIVTA 

                     AFIMIFFMVMPIVIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSLSLLLMSSIV 

                     ESGAGTGWTVYPPLSSNIAHGGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAVNFITTVINMRPQGM 

                     TLERMPLFVWAVVITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNINTSFFDPAGGGDPILYQHL 

                     F" 

BASE COUNT      193 a    157 c    106 g    202 t 

ORIGIN       

        1 aacactttat ttcattttcg gagcatgatc aggaatagta ggtacttcat taagactcct 

       61 aattcgagca gaactaggaa atcctggctc cttaattgga gatgaccaaa tttataatgt 

      121 tattgttact gcccacgcat tcatcataat tttcttcata gtaataccaa tcgtaattgg 

      181 aggattcgga aactgattag tccctttaat actaggagcc cctgatatag catttccacg 

      241 aataaacaac ataagattct gactacttcc cccatccctt tcacttcttc tcataagaag 

      301 aattgttgaa agaggagcag gaacagggtg aaccgtttat ccacccctct catcaaacat 

      361 tgcacatggc ggatcctctg ttgatcttgc cattttcaga ctacacttag caggaatctc 

      421 atcaattctg ggagcagtta atttcattac aacagtaatc aatatacgac cccaaggaat 

      481 aacccttgag cgaatacccc tattcgtttg agcagtagta attactgcaa ttttacttct 

      541 cttatctctt cctgttttag ctggagctat taccatactc cttacagatc gaaacatcaa 
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      601 cacatcattc tttgaccctg ctgggggagg cgatccaatc ctttaccagc acctattc 

 

 

 

9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

9.1 สรุปผลการทดลอง 

การทดลองนี้ ได้ประยุกต์ใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนกชนิดของมอดแป้งสกุล 

Tribolium ที่เป็นศัตรูพืชกักกันอย่างรวดเร็ว โดยการเก็บรวมรวมตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บทั้งที่มีชีวิต และ  

ไม่มีชีวิตในระยะตัวเต็มวัย ทั้งที่อยู่ในสภาพสมบูรณ์ และไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์จากโรงสีข้าว จ านวน 3 แห่ง 

ในจังหวัดสุรินทร์ จังหวัดสุพรรณบุรี และจังหวัดชลบุรี ระหว่างการตรวจประเมิน (pre - audit) เพ่ือ        

ขึ้นทะเบียนผู้ผลิตและแปรรูปข้าวส่งออกไปสาธารณรัฐประชาชนจีน จ านวน 58 ตัวอย่าง และเก็บรวบรวม

ตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บระยะตัวเต็มวัยที่ไม่มีชีวิตจากสินค้าธัญพืช คือ เมล็ดข้าวสาลีน าเข้าจากเครือรัฐ

ออสเตรเลีย และเมล็ดถั่วเขียวน าเข้าจากสาธารณรัฐแห่งสหภาพเมียนมาร์ โดยเจ้าหน้าที่ด่านตรวจพืชท่าเรือ

กรุงเทพ ระหว่างปี 2559 -2560 จ านวน 45 ตัวอย่าง รวมทั้งสิ้น 103 ตัวอย่าง น าตัวอย่างมาจ าแนกชนิด

ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาแล้ว พบว่าเป็นตัวอย่างของแมลงศัตรูโรงเก็บ จ านวน 4 ชนิด คือ มอดแป้ง 

จ านวน 45 ตัว มอดฟันเลื่อย จ านวน 20 ตัว ด้วงงวงข้าวโพด จ านวน 30 ตัว ด้วงถั่วเขียว จ านวน 15 ตัว 

และไม่สามารถระบุชนิดได้เนื่องจากไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์ จ านวน 3 ตัว จากนั้น น าตัวอย่างของมอดแป้ง 

จ านวน 20 ตัว ตัวอย่างของมอดฟันเลื่อย ด้วงงวงข้าวโพด ด้วงถั่วเขียว และตัวอย่างที่ไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์ 

อย่างละ 1 ตัว รวมทั้งสิ้น 24 ตัว มาสกัดดีเอ็นเอ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย คือ ยีน COI ด้วยวิธี PCR 

โด ย ใช้ universal primers (LCO – 1490 และ  HCO - 2198) ภ าย ใต้  PCR volume และ  thermal 

condition ที่ก าหนด ท าให้ได้ PCR products ที่มีคุณภาพของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ ส าหรับน าไป

ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequencing) และท าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตัวอย่างให้เป็น

เส้นเดียวกัน ความยาว 658 bp แล้วน าไปวิเคราะห์โดยการเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานใน

ฐานข้อมูล GenBank พบว่าค่า sequences similarity ที่ได้มีค่าสูงถึง 98.94% ขึ้นไป และให้ผลการจ าแนก

ชนิดตรงกับผลการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ส่วนตัวอย่างที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ พบว่าเป็น

ตัวอย่างของมอดแป้งชนิด T. castaneum โดยมีค่า sequences similarity สูงถึง 99.85%  

เมื่ อน าล าดั บ นิ วคลี โอ ไท ด์ ม าต รฐ าน จากฐานข้ อมู ล  GenBank ขอ งมอดแป้ งชนิ ด                    

T. castaneum, T. confusum, T. destructor, T. madens, T. freemany แ ล ะ  T. brevicornis       

มอดฟันเลื่อย ด้วงงวงข้าวโพด ด้วงถั่วเขียว และตั๊กแตนไผ่ (outgroup) รวม 12 ล าดับ มาวิเคราะห์
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ความสัมพันธ์ เชิ งวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) โดยวิธี  Maximum Likelihood (ML tree) ด้วย

แบบจ าลอง Kimura – 2 – Parameter (K2P) ร่วมกันกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ 

จ านวน 24 ล าดับ พบว่าแมลงศัตรูโรงเก็บทั้ง 4 ชนิดมีระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) ระหว่าง

กันอย่างชัดเจน มอดแป้งสกุล Tribolium ทั้งหมดอยู่ใน clade เดียวกัน โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของมอดแป้ง

ชนิด T. castaneum จ านวน 21 ล าดับที่ได้จากการทดลอง อยู่ใน clade เดียวกันกับล าดับนิวคลีโอไทด์

มาตรฐานของมอดแป้งชนิด T. castaneum จ านวน 2 ล าดับที่ได้จากฐานข้อมูล GenBank และอยู่ต่าง 

clade ย่อยกับมอดแป้งสกุล Tribolium ชนิดอ่ืนอย่างเห็นได้ชัด ส่วนล าดับนิวคลีโอไทด์ของมอดฟันเลื่อย 

ด้วงงวงข้าวโพด และด้วงถั่วเขียวที่ได้จากการทดลองต่างก็อยู่ใน clade เดียวกันกับล าดับนิวคลีโอไทด์

มาตรฐานที่ได้จากฐานข้อมูล GenBank ตามแต่ละชนิดเช่นกัน จึงยืนยันได้ว่าการจ าแนกชนิดของแมลงศัตรู

โรงเก็บ โดยเฉพาะมอดแป้งสกุล Tribolium ด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด ให้ผลตรงกันกับการจ าแนกชนิด

ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา นอกจากนี้ เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดยังสามารถใช้ในการจ าแนกชนิดของแมลง

ศัตรูโรงเก็บที่ไม่อยู่ในสภาพสมบูรณ์ได้อย่างแม่นย า   

  ผลการน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างมอดแป้ง จ านวน 7 ล าดับ และล าดับนิวคลีโอไทด์ของ

ตัวอย่างมอดฟันเลื่อยด้วงงวงข้าวโพด และด้วงถั่วเขียว จ านวนชนิดละ 1 ล าดับ รวมทั้งหมด 10 ล าดับ ซึ่ง

เป็นตัวแทนของตัวอย่างทั้งหมดที่ได้จากการทดลอง ป้อนเข้าสู่ฐานข้อมูล GenBank ท าให้ได้ GenBank 

GenBank Accession Number คื อ  MK649848 – MK649857 ซึ่ งส ามารถน ามาใช้ ในการวิจั ยด้ าน        

พันธุศาสตร์ประชากร (Population Genetics) และการจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยเทคนิค         

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดในอนาคต นอกจากนี้ การทดลองนี้ได้พิสูจน์ยืนยันแล้วว่ายีน COI สามารถใช้เป็นดีเอ็นเอ

เป้าหมายในการจ าแนกชนิดของมอดแป้งสกุล Tribolium ได้อย่างมีประสิทธิภาพ สอดคล้องกับการรายงาน

ของ Ming และคณะ (2015) 

9.2 ข้อเสนอแนะ 

การจ าแนกชนิดด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด เป็นเครื่องมือส าคัญที่ช่วยในการจ าแนกชนิดของ

สัตว์และพืช ได้อย่างถูกต้องและรวดเร็ว แต่การใช้เทคนิคนี้ในพืชยังมีข้อจ ากัดเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้

จ าแนกชนิดของสัตว์ โดยเทคนิคนี้สามารถใช้จ าแนกชนิดได้ ไม่ว่าตัวอย่างสัตว์จะอยู่ในสภาพสมบูรณ์หรือ    

ไม่สมบูรณ์ และอยู่ในระยะเติบโตใด (วุฒิพงศ์, 2011) ซึ่งดีเอ็นเอมาตรฐานที่นิยมน ามาใช้ในการเปรียบเทียบ

ในปัจจุบัน คือ ยีน COI ซ่ึงเป็นยีนที่อยู่ภายในไมโทคอนเดรีย (mitochondria) มีการแปรผันของล าดับนิวคลี

โอไทด์ในระดับภายในชนิดต่ า หรือแทบไม่มีการแปรผัน และมีการแปรผันของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างชนิด

เพียงพอที่จะใช้ในการจ าแนก สามารถเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR ได้ง่าย และส่วนของยีนที่น ามาวิเคราะห์
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มีความยาวไม่มากนัก เพียง 658 bp มี universal primers ที่มีความเฉพาะเจาะจงสูง อย่างไรก็ตาม          

มีรายงานว่า mtDNA COI ยีนเองก็มีข้อจ ากัด ซึ่งอาจส่งผลกระทบต่อการจ าแนกชนิดที่เป็น complex 

(Jiang และคณะ, 2014) โดยเฉพาะอย่างยิ่งในแมลงวันผลไม้  Bactrocera dorsalis complex ดังนั้น 

เพ่ือให้การจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น อาจจ าเป็นต้องมีการใช้ยีนตัวอ่ืน

เพ่ิมเตมิ เช่น 16s rDNA, ND6 และ ITS เป็นต้น ในอนาคต  

9.3 ปัญหาและอุปสรรค 

การทดลองนี้มีข้อจ ากัดด้านตัวอย่างของแมลงศัตรูโรงเก็บ โดยเฉพาะตัวอย่างของมอดแป้งสกุล 

Tribolium ซึ่งมีจ านวนกว่า 36 ชนิด และมี 10 ชนิดที่เป็นแมลงศัตรูโรงเก็บที่ส าคัญ โดยเฉพาะชนิด          

T. castaneum ซึ่งพบได้ทั่วไปในประเทศไทย และชนิด T. confusum ที่พบได้ในหลายประเทศทั่วโลก แต่ยัง

ไม่มีรายงานการพบในประเทศไทย (CPC, 2019) ท าให้ชนิดของตัวอย่างมอดแป้งที่น ามาทดลองยังไม่เพียงพอ 

จึงต้องใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐานของ มอดแป้งสกุล Tribolium ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank มาใช้ใน

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒาการ ดังนั้น การแก้ไขข้อจ ากัดนี้จึงจ าเป็นต้องอาศัยความร่วมมือระหว่าง

ประเทศ ในการรวบรวมชนิดของตัวอย่างมอดแป้งสกุล Tribolium ให้มีจ านวนมากที่สุด และหลากหลาย 

sampling sites มากที่สุด ซึ่งจะท าให้ข้อมูลมีความสมบูรณ์ครบถ้วนมากยิ่งขึ้น 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

การประยุกต์ใช้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจ าแนกชนิดของมอดแป้งสกุล Tribolium เป็น

เครื่องมือในการจ าแนกชนิดมอดแป้งชนิดส าคัญที่ยังไม่มีรายงานการพบในประเทศไทย และมีศักยภาพเป็น

ศัตรูพืชกักกันได้ในอนาคต โดยเฉพาะมอดแป้งชนิด T. confusum โดยเป็นเทคนิคที่ได้รับการยอมรับใน

ระดับสากล และถูกก าหนดไว้ใน ISPM No. 27 “Diagnostic Protocol for Regulated Pests” สามารถใช้

ในการจ าแนกชนิดของแมลงศัตรูพืชได้ทุกระยะการเจริญเติบโต ไม่ว่าจะอยู่ในสภาพสมบูรณ์หรือไม่ก็ตาม 

ก้าวข้ามขีดจ ากัดของการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัญฐานวิทยา ที่ตัวอย่างที่สุ่มตรวจพบต้องอยู่ในระยะ      

ตัวเต็มวัยและมีสภาพสมบูรณ์ เหมาะกับงานด้านการตรวจสอบกักกันพืชที่ต้องใช้ความรวดเร็วในการตรวจ

ปล่อยสินค้า 

นอกจากนี้ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ได้จากการทดลองได้ถูกน าเข้าสู่

ฐานข้อมูล GenBank ซึ่งเป็นฐานข้อมูลในระดับสากล สามารถใช้เป็นพ้ืนฐานในการศึกษาพันธุศาสตร์

ประชากร (Population Genetics) เพ่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุศาสตร์ระหว่างแมลงศัตรูโรงเก็บใน

แหล่งต่างๆ ทั่วโลก ท าการการศึกษาแหล่งก าเนิด เส้นทางการแพร่กระจาย แนวโน้มทิศทางของการ

แพร่กระจายในอนาคต เพ่ือวางแผนในการเฝ้าระวัง (sueveilance) การเข้ามาของศัตรูพืชต่างถิ่น (alien 

pest species) เพ่ิมความเข้มงวดในการตรวจสอบกักกันการน าเข้าส่งออกสินค้าธัญพืช 
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11. ค าขอบคุณ 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณผู้บริหารกรมวิชาการเกษตร ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช (สอพ.) และ

ส านักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร (สคว.) ที่ได้ให้การสนับสนุนการด าเนินการการทดลองนี้ ขอขอบคุณคุณ

พรพิมล อธิปัญญาคม ผู้เชี่ยวชาญด้านโรคพืช ดร. ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล คุณทิพวรรณ กัณหาญาติ และ

เจ้าหน้าที่ของกลุ่มวิจัยโรคพืช คุณยุวรินทร์ บุญทบ กลุ่มงานอนุกรมวิธาน กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ที่ได้ให้

ความอนุเคราะห์ด้านสถานที่ในการด าเนินการทดลอง และขอขอบคุณเจ้าหน้าที่กลุ่มบริการส่งออกสินค้า

เกษตร กลุ่มบริหารโครงการวิจัย และฝ่ายบริหารทั่วไป สคว. ที่ได้ให้การสนับสนุนการทดลองนี้ ในด้านต่างๆ 

ท าให้การด าเนินการเป็นไปอย่างราบรื่น บรรลุผลส าเร็จตามเป้าหมายที่ก าหนดไว้ 
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1. เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ 

3. สกัด DNA และเพ่ิมปริมาณ DNA เป้าหมายด้วยเทคนิค PCR 

เพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมาย ด้วยเทคนิค PCR 

Forward primer 

Reverse primer 

4. nucleotide sequencing : AGCTGGGTTT//AGCT 

AGCTGGGTTT//AGCT 

 

6. วิเคราะห์ผลการทดลอง 

DNAเป้ำหมำย 

PCR products 

5. วิเคราะห์ล าดับ nucleotide 

น าส่งล าดับ nucleotide สู่ฐานข้อมูล GenBank 
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ภาพที่ 1 ภาพแสดงวิธีการทดลอง (ดัดแปลงจาก วุฒิพงศ์ มหาค า, 2011)
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ภาพที่ 2 ก. การเก็บตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บจากโรงสีข้าว ข. การเก็บตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ ณ ด่านตรวจพืช 

 

 

ภาพที่ 3 การจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
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ภาพที่ 4 ภาพตัวอย่างของแมลงศัตรูโรงเก็บ 

ก. มอดแป้ง ข. มอดฟันเลื่อย ค. ด้วงงวงข้าวโพด ง. ด้วงถั่วเขียว 
 

 

ภาพที่ 5 ผลวิเคราะห์คุณภาพของ genomic DNA ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ จ านวน ๒4 ตัวอย่าง 

M: Marker; 1 – 20: ตัวอย่างมอดแป้ง; 21: ตัวอย่างมอดฟันเลื่อย; 22: ตัวอย่างด้วงงวงข้าวโพด;                   

23: ตัวอย่าง  ด้วงถั่วเขียว; 24: ตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ไม่ทราบชนิด 
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ภาพที่ 6 ผลวิเคราะห์คุณภาพของ genomic DNA ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ จ านวน ๒4 ตัวอย่าง 

M: Marker; 1 – 20: ตัวอย่างมอดแป้ง; 21: ตัวอย่างมอดฟันเลื่อย; 22: ตัวอย่างด้วงงวงข้าวโพด;                   

23: ตัวอย่าง  ด้วงถั่วเขียว; 24: ตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บที่ไม่ทราบชนิด 

 

 

 
ภาพที่ 7 แสดงผลการตัดต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม DNAMAN V 7.0 
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ภาพที่ 8 แสดงผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้โปรแกรม Blast ในฐานข้อมูล GenBank 

 

 

ภาพที่ 9 แสดงผลการเรียบเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ จ านวน 36 ล าดับ โดยใช้โปรแกรม CLUSTAL X 
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ภาพที่ 10 แผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการที่สร้างโดยโปรแกรม MEGA V. 5.0 ด้วยวิธี                

Maximum Likelihood (ML tree) 
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ภาพที่ 11 แสดงการน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บเข้าสู่ฐานข้อมูล GenBank 
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ตารางที่ 1 แสดงสถานที่เก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ 

ล าดับ สถานที่เก็บรวบรวมตัวอย่าง ชนิดของแมลงศัตรูโรงเก็บ 
จ านวนที่เก็บได้/ 

ที่น ามาทดลอง (ตัว) 
ชื่อพืชอาศัย 

ผู้เก็บตัวอย่าง/ 
วันที่เก็บตัวอย่าง 

1 โรงสีข้าว บริษัท พูนผล เทรดดิ้ง จ ากัด ต.เฉนียง อ.เมือง 
จ.สุรินทร์ 

มอดแป้ง (T. castaneum) 
ไม่ทราบชนิด* 

20/10 
3/1 

ข้าว 
ข้าว 

18 ส.ค. 2559/
นพรัตน์ บัวหอม 

2 โรงสีข้าว บริษัท พูนสินไทยโกลเด้นไรซ์ จ ากัด ต.กระจัน 
อ.อู่ทอง จ.สุพรรณบุรี 

มอดฟันเลื่อย                     
(O. surinamensis) 

20/1 ข้าว 7 ธ.ค. 2559/
นพรัตน์ บัวหอม 

3 ด่านตรวจพืชท่าเรือกรุงเทพ ส านักควบคุมพืชและวัสดุ
การเกษตร กรมวิชาการเกษตร เขตคลองเตย กรุงเทพฯ  

ด้วงงวงข้าวโพด**  
(S. zeamais) 

30/1 ข้าวสาลี 30 ก.ย. 2559/
มนตรี ธนรส 

4 ด่านตรวจพืชท่าเรือกรุงเทพ ส านักควบคุมพืชและวัสดุ
การเกษตร กรมวิชาการเกษตร เขตคลองเตย กรุงเทพฯ  

ด้วงถั่วเขียว*** 
(C. maculatus) 

15/1 ถั่วเขียว 19 ม.ค. 2560/
มนตรี ธนรส 

5  โรงสีข้าว บริษัท เอช. เอช. แอล. อินเตอร์เทรด จ ากัด ต.
หนองเสือช้าง อ.หนองใหญ่ จ.ชลบุรี 

มอดแป้ง 15/10 ข้าว 24 พ.ย. 2560/
นพรัตน์ บัวหอม 

*ตัวอย่างอยู่ในระยะตัวเต็มวัย แต่สภาพไม่สมบูรณ์ จึงไม่สามารถจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ 

**พบด้วงงวงข้าวโพดที่ไม่มีชีวิตในตัวอย่างของเมล็ดข้าวสาลี (Australian Hard Wheat) น าเข้าจากเครือรัฐออสเตรเลีย เมื่อวันที่ 30 กันยายน 2559 

***พบด้วงถั่วเขียวที่ไม่มีชีวิตในตัวอย่างของเมล็ดถั่วเขียว น าเข้าจากสาธารณรัฐแห่งสหภาพเมียนมาร์ เมื่อวันที่ 19 มกราคม 2560
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ตารางที่ 2 ผลการจ าแนกชนิดของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

ล าดับของ
ตัวอย่าง 

ผลการจ าแนกชนิดด้วย 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ผลการจ าแนกชนิดด้วย
เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

ค่า sequences 
similarity (%)  

1 T. castaneum T. castaneum 100 
2 T. castaneum T. castaneum 99.09 
3 T. castaneum T. castaneum 98.94 
4 T. castaneum T. castaneum 99.70 
5 T. castaneum T. castaneum 99.85 
6 T. castaneum T. castaneum 100 
7 T. castaneum T. castaneum 99.39 
8 T. castaneum T. castaneum 99.39 
9 T. castaneum T. castaneum 99.70 
10 T. castaneum T. castaneum 99.70 
11 T. castaneum T. castaneum 100 
12 T. castaneum T. castaneum 99.85 
13 T. castaneum T. castaneum 99.78 
14 T. castaneum T. castaneum 99.85 
15 T. castaneum T. castaneum 99.70 
16 T. castaneum T. castaneum 99.85 
17 T. castaneum T. castaneum 99.85 
18 T. castaneum T. castaneum 99.78 
19 T. castaneum T. castaneum 100 
20 T. castaneum T. castaneum 99.85 
21 O. surinamensis O. surinamensis 99.70 
22 S. zeamais S. zeamais 100 
23 C. maculatus C. maculatus 99.24 
24 ไม่สามารถระบุได้ T. castaneum 99.85 
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ตารางที่ 3 ล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรฐาน จ านวน 12 ล าดับ ที่ได้จากฐานข้อมูล GenBank 

ชนิดของแมลงที่ได้จากฐานข้อมูล GenBank จ านวนล าดับ GenBank Accession Numbers 

มอดแป้ง T. castaneum 2 KM207082, KM439779  

 T. confusum 2 KJ964296, KP892668  

 T. destructor 1 KP892664 

 T. madens 1 KP892665 

 T. freemani 1 KP892666 

 T. brevicornis 1 KP892667 

มอดฟันเลื่อย O. surinamensis 1 KU494196 

ด้วงงวงข้าวโพด S. zeamais 1 MG968936 

ด้วงถั่วเขียว C. maculatus 1 KU912434 

ตั๊กแตกไผ่ Ceracris kiangsu 1 KJ667509 (outgroup) 
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ตารางที่ 4 แสดงองค์ประกอบของเบสในล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บในการทดลอง 

ล าดับของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ 
ค่าเฉลี่ยของเบส (%) 

T C A G 
1 30.7 23.9 29.3 16.1 
2 30.7 23.9 29.2 16.3 
3 30.7 23.9 29.2 16.3 
4 30.4 24.0 29.5 16.1 
5 30.5 24.0 29.3 16.1 
6 30.7 23.9 29.3 16.1 
7 30.7 24.0 29.3 16.0 
8 30.7 23.6 29.6 16.1 
9 30.4 24.0 29.5 16.1 
10 30.5 24.0 29.2 16.3 
11 30.7 23.9 29.3 16.1 
12 30.7 23.9 29.2 16.3 
13 30.9 23.7 29.2 16.3 
14 30.5 24.0 29.3 16.1 
15 30.4 24.2 29.6 15.8 
16 30.9 23.7 29.3 16.1 
17 30.5 24.0 29.3 16.1 
18 30.9 23.7 29.2 16.3 
19 30.7 23.9 29.3 16.1 
20 30.5 24.0 29.3 16.1 
21 31.2 21.9 32.8 14.1 
22 36.5 18.8 29.3 15.3 
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23 32.2 21.0 30.7 16.1 
24 30.5 24.0 29.3 16.1 

ค่าเฉลี่ยทั้งหมด 31.0 23.5 29.5 16.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 5 แสดงผลการน าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บเข้าสู่ฐานข้อมูล GenBank 

ล าดับ หมายเลขของตัวอย่าง ชนิดของตัวอย่าง GenBank Accession Numbers 

1 1 T. castaneum MK649848 

2 2 T. castaneum MK649849 

3 3 T. castaneum MK649850 

4 4 T. castaneum MK649851 

5 5 T. castaneum MK649852 

6 7 T. castaneum MK649853 

7 13 T. castaneum MK649854 

8 21 O. surinamensis MK649855 

9 22 S. zeamais MK649856 

10 23 C. maculatus MK649857 
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13. ภาคผนวก  

13.1 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงศัตรูโรงเก็บ จ านวน 24 ตัวอย่าง 

>Seq1 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGTA CTTCATTAAG ACTCCTAATTCG 

AGCAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCC

ACGCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTC

CCTTTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCC

CCCATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTT

ATCCACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACAC

TTAGCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCA

AGGAATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTT

ATCTCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTT

TGACCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq2 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTTATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGGGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTAAAAGAGGAGCGGGGACAGGATGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTTAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq3 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAATTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGGGGATTCGGAAACTGATTAGTCCC
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TTTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCC

CATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTAAAAGAGGAGCGGGGACAGGATGAACCGTTTAT

CCACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTTAGACTACACTT

AGCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAG

GAATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTAT

CTCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTG

ACCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq4 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGTACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCC 

TTTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCC

CATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTAT

CCACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTT

AGCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATA TACGACCCCA 

AGGAATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTT

ATCTCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTT

TGACCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTACACCAGCACCTATTC  

>Seq5 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC 

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGA ATACCCCTAT TCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTT 

ATCTCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTT

TGACCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 
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>Seq6 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGTACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC 

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq7 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGAGGGGCTGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq8 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTACCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC 

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGATGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA
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GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCACTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATGCTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGTGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq9 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGTACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTACACCAGCACCTATTC 

>Seq10 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCGTCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq11 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGTACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC
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GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq12 Tribolium castaneum  

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGTACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGGGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq13 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAT

GCATTTATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGGGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC 

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGGGCAGGAACAGGATGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC
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TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGAGGGGGTGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq14 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC 

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq15 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGATGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

CCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGAGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq16 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGTACTTCATTAAGACTTCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC
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ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq17 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq18 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAT

GCATTTATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGGGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC 

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGGGCAGGAACAGGATGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGAGGGGGTGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq19 Tribolium castaneum 
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AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGTACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq20 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>Seq21 Oryzaephilus surinamensis 

AACTTTATACTTTCTTTTTGGAGCTTGAGCAGGAATAGTGGGAACATCCTTAAGAATCTTAATTCGAA

CAGAACTAGGAACAGCAGGTTCACTAATTGGAAATGATCAAATCTACAATACAATTGTAACCGCCCAT

GCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAGTAGTTATTGGAGGATTTGGAAACTGATTAATCCCT

TTAATAATTGGGGCTCCTGATATAGCATTCCCACGACTTAATAATATAAGATTCTGATTATTACCCCCC

TCAATCTCCCTTCTCTTAATCAGAAGAATTGTAGAAAAGGGGACAGGAACAGGATGAACAGTATACCC

CCCTCTCTCATCCAATTTAGCCCACAACGGAACATCTGTTGACCTAGCAATCTTTAGATTACATTTAG

CAGGAATTTCCTCCATTTTAGGAGCAATTAACTTTATTTCTACAATTTTCAATATAAAACCAAAAAAAA
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TAAATATAGATCAAATACCTTTATTCTGTTGAGCTGTAATAATCACAGCCATTCTACTCCTTCTTTCCC

TCCCAGTCTTAGCAGGAGCTATCACCATACTACTAACAGACCGAAATCTAAATACATCCTTCTTTGAC

CCCTCAGGAGGAGGAGACCCTATTTTATACCAACACCTGTTT 

>Seq22 Sitophilus zaemais 

AACATTATACTTTATTTTTGGAGCATGATCAGGAATAGTGGGAACCTCATTGAGTTTACTAATTCGGG

CTGAATTAGGGAATCCTGGATCATTAATTGGAAATGATCAAATTTACAATACTATTGTTACAGCTCAC

GCATTCATTATAATTTTCTTTATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGTTTCGGAAACTGATTAGTCCCA

CTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTCCCACGATTAAACAATATAAGGTTCTGATTACTCCCTCC

ATCATTAATTCTTTTATTAATAAGAAGATTCATTGAAAAAGGTGCCGGAACAGGATGAACTGTTTATC

CCCCATTATCCTCAAATATTGCACACGAAGGAGCCTCTGTTGATTTAGCAATTTTTAGTCTTCATATAG

CAGGTATTTCATCTATTCTTGGAGCTATTAATTTTATTTCTACTACTTATAATATACGCCCCTCCGGTA

TATTATCAGATCGAATAACTTTATTTATTTGAGCAGTTAGAATTACAGCCATTCTTCTTTTACTTAGAT

TACCTGTTTTAGCTGGAGCAATCACTATGCTTCTTACTGATCGTAATATCAATACCTCTTTTTTTGATC

CTGCTGGAGGCGGAGACCCTATTCTCTATCAACACTTATTT 

>Seq23 Callosobruchus maculatus 

TACATTATACTTTATTTTTGGGGCCTGAGCTGGAATAGCAGGTACCTCACTAAGAATATTAATTCGAG

CCGAATTAGGTAACCCAGGATCACTAATTGGAAATGATCAAATTTATAACGTAATCGTTACTGCACAT

GCTTTCATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGAGGATTCGGAAACTGACTTGTTCCC

CTAATATTAGGAGCCCCTGATATGGCTTTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTACTACCTCC 

CTCATTAATTCTCCTTTTAATAAGAAGACTAGTCGAAAGGGGGGCAGGTACTGGGTGAACAGTTTACC

CACCATTTGCCAGTAACATTGCCCATAGAGGATCATCTGTTGACTTAGCCATTTTTAGGCTTCATTTA

GCAGGAATCTCCTCTATTCTAGGAGCTGTAAATTTTATTACTACTGTAATCAATATACGACCAAGAGG

AATAAAAATAGACCAAATACCCCTATTCTCATGGGCAGTTACAATCACAGCAATTTTACTCCTTCTTTC

ACTCCCAGTATTAGCCGGTGCTATTACCATATTATTAACAGACCGAAATTTAAACACTTCATTCTTTGA

CCCCGCAGGAGGAGGAGACCCCATTCTCTATCAACACTTATTT 

>Seq24 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC
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GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC 

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTATC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>KU912434 Callosobruchus maculatus 

TACATTATACTTTATTTTTGGGGCCTGAGCTGGAATAGCAGGTACCTCACTAAGAATATTAATTCGAG

CCGAATTAGGTAACCCAGGATCACTAATTGGAAATGATCAAATTTATAACGTAATCGTTACTGCACAT

GCTTTCATTATAATTTTTTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGGGGATTCGGAAACTGACTTGTTCCC

CTAATATTAGGAGCCCCTGATATGGCTTTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTACTACCTCCC

TCATTAATTCTCCTTTTAATAAGAAGACTAGTTGAAAGGGGGGCAGGTACTGGGTGAACAGTTTACCC

CCCATTAGCCAGTAACATTGCCCATAGAGGATCATCTGTTGACTTAGCCATTTTTAGGCTTCATTTAG

CAGGAATCTCCTCTATTCTAGGAGCTGTAAATTTTATTACTACTGTAATCAATATACGACCAAGAGGA

ATAAAAATAGACCAAATACCTCTATTCTCATGGGCAGTTACAATCACAGCAATTTTACTCCTTCTTTCA

CTCCCAGTATTAGCCGGTGCTATTACCATATTATTAACAGACCGAAATTTAAACACTTCATTCTTTGAC

CCCGCAGGAGGAGGAGACCCCATTCTCTATCAACACTTATTT 

>KU494196 Oryzaephilus surinamensis 

AACTTTATACTTCATTTTTGGAGCTTGAGCAGGAATAGTGGGAACATCCTTAAGAATCTTAATTCGAA

CAGAACTAGGAACAGCAGGTTCACTAATTGGAAATGATCAAATCTACAATACAATTGTAACCGCCCAT

GCATTTATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAGTAGTTATTGGAGGATTTGGAAACTGATTAATCCCT

TTAATAATTGGGGCTCCTGATATAGCATTCCCACGACTTAATAATATAAGATTCTGATTATTACCCCCC

TCAATCTCCCTTCTCTTAATCAGAAGAATTGTAGAAAAGGGGACAGGAACAGGATGAACAGTATACCC

CCCTCTCTCATCCAATTTAGCCCACAACGGAACATCTGTTGACCTAGCAATCTTTAGATTACATTTAG

CAGGAATTTCCTCCATTTTAGGAGCAATTAACTTTATTTCTACAATTTTCAATATAAAACCAAAAAAAA

TAAATATAGATCAAATACCTTTATTCTGTTGAGCTGTAATAATCACAGCCATTCTACTCCTTCTTTCCC
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TCCCAGTCTTAGCAGGAGCTATCACCATACTACTAACAGACCGAAATCTAAATACATCCTTCTTTGAC

CCCTCAGGAGGAGGAGACCCTATTTTATACCAACACCTGTTT 

>MG968936 Sitophilus zeamais 

AACATTATACTTTATTTTTGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGAACCTCATTGAGTTTACTAATTCGGG

CTGAATTAGGGAATCCTGGATCATTAATTGGAAATGATCAAATTTACAATACTATTGTTACAGCTCAC

GCATTCATTATAATTTTCTTTATAGTGATACCTATTATAATTGGAGGTTTCGGAAACTGATTAGTCCCA

CTAATACTAGGAGCCCCAGATATAGCATTCCCACGATTAAACAATATAAGGTTCTGATTACTCCCTCC

ATCATTAATTCTTTTATTAATAAGAAGATTCATTGAAAAAGGTGCCGGAACAGGATGAACTGTTTATC

CCCCATTATCCTCAAATATTGCACACGAAGGAGCCTCTGTTGATTTAGCAATTTTTAGTCTTCATATAG

CAGGTATTTCATCTATTCTTGGAGCTATTAATTTTATTTCTACTACTTATAATATACGCCCCTCCGGTA

TATTATCAGATCGAATAACTTTATTTATTTGAGCAGTTAGAATTACAGCCATTCTTCTTTTACTTAGAT

TACCTGTTTTAGCTGGAGCAATCACTATGCTTCTTACTGATCGTAATATCAATACCTCTTTTTTTGATC

CTGCTGGAGGCGGAGACCCTATTCTCTATCAACACTTATTT 

>outgroup Ceracris Kiangsu 

AACTTTATACTTTTTGTTCGGAGCATGAGCAGGAATGATCGGAACATCTATAAGAATAATTATTCGAA

CAGAATTAGGACAACCAGGATCTTTAATTGGAGATGATCAAATCTATAATGTAATTATCACAGCCCAT

GCATTCGTAATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAACTGACTTGTACCA

CTAATAATTGGGGCTCCTGATATGGCATTTCCTCGAATAAATAATATAAGATTCTGATTATTACCACCT

TCATTGACCCTTCTTCTTATATCCTCCATAGTTGATATAGGAGCAGGTACAGGGTGAACTGTCTATCC

ACCACTAGCTGGAGCTATTGCACACGGTGGAGCATCAGTTGACTTAGCTATTTTCTCACTACATTTA 

GCCGGTGTATCATCTATTTTAGGAGCAGTAAACTTTATTACAACAGCAATTAATATACGATCAGAAAG

AATAACATTAGATCAAACACCATTATTTGTATGATCAGTGGCAATTACAGCACTATTACTTTTATTATC

GTTACCAGTATTAGCAGGAGCTATTACAATACTGTTAACCGATCGTAACTTAAATACATCATTCTTTGA

CCCTGCAGGAGGGGGTGATCCAATCCTTTATCAACACTTATTC 

>KP892665 Tribolium madens 

AACACTTTACTTCATTTTCGGAGCATGATCTGGAATAGTAGGAACCTCTTTAAGATTATTAGTACGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGTTCTCTAATTGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTCACAGCCCAT

GCATTTATTATAATTTTCTTCATAGTTATACCTATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAGTTCCA

CTTATACTAGGAGCACCTGATATAGCATTTCCCCGAATAAACAATATAAGATTCTGACTTCTACCCCC
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TTCCTTATCCCTATTGTTAATAAGAAGAATCGTAGAAAGAGGAGCAGGAACAGGATGAACAGTATATC

CCCCACTATCATCCAATATTGCCCACGGAGGATCATCCGTAGACCTAGCAATTTTTAGACTACATTTA

GCAGGTATCTCATCAATTTTAGGAGCAGTAAACTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCACAAGG

AATAACTCTTGAACGAATACCATTATTTGTCTGAGCTGTGGTAATTACAGCAATTTTACTATTACTATC

TCTACCCGTACTAGCAGGTGCTATTACTATATTACTAACCGACCGAAACATTAATACCTCATTCTTTGA

CCCAGCTGGGGGAGGTGATCCAATCCTATATCAACATTTATTT 

>KP892666 Tribolium freemani 

AACACTTTATTTCATTTTTGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGAACATCCCTTAGATTACTAATCCGTG

CAGAACTGGGAAACCCAGGATCATTAATCGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATCGTAACCGCTCAC

GCATTTATCATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATTGTTATTGGAGGCTTTGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGGGCTCCCGACATAGCATTCCCTCGAATAAATAACATAAGATTCTGACTCCTACCCCC

TTCCCTTTCTCTTCTTCTAATAAGAAGAATTGTAGAAAGAGGAGCGGGGACAGGATGAACTGTTTATC

CACCTCTTTCATCTAATATTGCGCACGGAGGATCATCCGTAGATTTAGCAATTTTCAGGTTACACTTA

GCTGGTATCTCATCAATTCTTGGAGCTGTTAATTTTATCACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

GATATCCCTAGAACGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACCGCTATTCTTCTACTTCTTTC

ACTTCCAGTTCTAGCAGGAGCCATTACCATACTCCTTACCGATCGAAATATTAATACATCATTCTTTGA

CCCAGCCGGGGGGGGAGACCCAATTCTCTACCAACACTTATTC 

>KP892664 Tribolium destructor 

AACTCTTTACTTCCTATTTGGTGCATGAGCAGGAATAGTTGGTACGTCTCTTAGACTATTAATTCGTAC

AGAACTAGGAAACCCAGGTTCCTTAATCGGGAATGACCAAATTTATAACGTAATCGTAACAGCCCATG

CATTCATTATAATTTTCTTCATAGTAATACCTATAATAATCGGAGGTTTCGGTAACTGATTAGTACCAT

TAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCACGAATAAACAATATAAGATTCTGACTATTGCCACCT

TCCCTTAGACTCTTATTAATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGTGCAGGAACCGGTTGAACAGTTTATCC

CCCATTATCATCTAATATTGCCCACAGAGGATCTTCAGTTGACCTAGCAATTTTTAGACTTCATTTAGC

TGGAATCTCATCAATTTTAGGAGCTATTAACTTCATTACCACAGTAATCAATATACGACCTATAGGAAT

ATCATTCGAACGAATACCCCTATTCGTTTGAGCTGTAGTAATTACAGCAGTTCTATTACTTTTATCACT

TCCTGTTCTTGCAGGAGCAATTACTATATTATTAACAGATCGAAATATTAACACCTCTTTCTTTGACCC

TGCAGGGGGAGGAGACCCAATCTTATATCAACACTTATTC 

>KP892668 Tribolium confusum 
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AACTCTTTATTTCATATTTGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGAACCTCACTTAGATTACTAATCCGAG

CTGAACTGGGAAATCCTGGTTCACTAATTGGTGATGATCAAATCTATAACGTTATTGTTACAGCCCAT

GCATTTATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATTATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGATTAGTACCA

CTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCCCGAATAAATAACATAAGATTCTGGCTCCTGCCACC

CTCATTAAGACTTCTTATCATAAGAAGAGTAGTAGAAAGAGGGGCAGGAACAGGATGAACTGTTTACC

CCCCTTTATCATCTAATATCGCTCACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCAATTTTTAGATTACACTTA

GCTGGTATTTCTTCAATCTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAATATACGACCTACAGGA

ATATCATTTGAACGAATACCTTTATTTGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCTATTTTACTTCTATTATCA

CTACCAGTTCTAGCAGGAGCTATTACTATACTTTTAACTGATCGAAATATCAATACATCGTTTTTTGAC

CCTGCAGGTGGGGGAGACCCAATTCTATATCAACACCTATTC 

>KJ964296 Tribolium confusum 

AACTCTTTATTTCATATTTGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGAACCTCACTTAGATTACTAATCCGAG

CTGAACTGGGAAATCCTGGTTCACTAATTGATGATGATCAAATCTATAACGTTATTGTTACAGCCCAT

GCATTTATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATTATAATTGGAGGCTTTGGAAATTGATTAGTACCA

CTAATACTAGGAGCCCCTGATATAGCATTCCCCCGAATAAATAACATAAGATTCTGGCTCCTGCCACC

CTCATTAAGACTTCTTATCATAAGAAGAGTAGTAGAAAGAGGGGCAGGAACAGGATGAACTGTTTACC

CCCCTTTATCATCTAATATCGCTCACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCAATTTTTAGATTACACTTA

GCTGGTATTTCTTCAATCTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACTACAGTAATTAATATACGACCTACAGGA

ATATCATTTGAACGAATACCTTTATTTGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCTATTTTACTTCTATTATCA

CTACCAGTTCTAGCAGGAGCTATTACTATACTTTTAACTGATCGAAATATCAATACATCGTTTTTTGAC

CCTGCAGGTGGGGGAGACCCAATTCTATATCAACACCTATTC 

>KM439779 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGGGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGGGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTACC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG
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AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>KM207082 Tribolium castaneum 

AACACTTTATTTCATTTTCGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGCACTTCATTAAGACTCCTAATTCGAG

CAGAACTAGGAAATCCTGGCTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTTATTGTTACTGCCCAC

GCATTCATCATAATTTTCTTCATAGTAATACCAATCGTAATTGGAGGATTCGGAAACTGATTAGTCCCT

TTAATACTAGGGGCCCCTGATATAGCATTTCCACGAATAAACAACATAAGATTCTGACTACTTCCCCC

ATCCCTTTCACTTCTTCTCATAAGAAGAATTGTTGAAAGAGGAGCAGGAACAGGGTGAACCGTTTACC

CACCCCTCTCATCAAACATTGCACATGGCGGATCCTCTGTTGATCTTGCCATTTTCAGACTACACTTA

GCAGGAATCTCATCAATTCTGGGAGCAGTTAATTTCATTACAACAGTAATCAATATACGACCCCAAGG

AATAACCCTTGAGCGAATACCCCTATTCGTTTGAGCAGTAGTAATTACTGCAATTTTACTTCTCTTATC

TCTTCCTGTTTTAGCTGGAGCTATTACCATACTCCTTACAGATCGAAACATCAACACATCATTCTTTGA

CCCTGCTGGGGGAGGCGATCCAATCCTTTACCAGCACCTATTC 

>KP892667 Tribolium brevicornis 

AACTCTTTATTTCCTATTTGGAGCATGATCAGGAATAGTAGGATCATCTCTAAGACTATTAATTCGAG

CAGAACTAGGTAATCCCGGATCGTTAATTGGAGATGACCAAACCTATAACGTAATCGTTACAGCTCAC

GCATTCATTATAATTTTCTTTATAGTAATACCAATCATAATTGGTGGATTCGGAAACTGATTAGTTCCA

CTAATACTAGGCGCCCCAGACATAGCATTCCCTCGAATAAATAATATAAGATTTTGACTTCTTCCACC

CTCATTAACACTCCTACTAATAAGAAGAATCGTAGAAAATGGTGCAGGAACCGGATGAACAGTTTACC

CCCCACTATCATCCAATATCGCACACAGAGGTTCATCTGTAGATCTAGCCATCTTTAGATTACATTTA

GCAGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATTTCTACAGTTATTAATATACGACCTCAAGGA

ATAACATTCGATCGAATACCTCTATTTGTATGAGCAGTAGCAATTACAGCTTTATTACTTTTACTTTCA

CTTCCAGTGTTAGCCGGTGCAATTACTATATTATTAACCGACCGAAACATCAATACATCATTCTTCGA

CCCAGCAGGTGGGGGTGATCCAATTCTTTATCAACATCTATTC 
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GenBank accession number : MK649848 

LOCUS       Seq1                     658 bp    DNA     linear   INV 14-MAR-2019 
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DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq1 

VERSION 

KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Tribolium castaneum (red flour beetle) 

  ORGANISM  Tribolium castaneum 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Tenebrionidae; Tenebrionidae incertae sedis; 

            Tribolium. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (14-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:7 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Tribolium castaneum" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="TH1" 

                     /db_xref="taxon:7070" 
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                     /country="Thailand-Surin" 

                     /collection_date="2016-8-16" 

                     /collected_by="B. Nopparat" 

     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWSGMVGTSLSLLIRAELGNPGSLIGDDQIYNVIVTA 

                    HAFIMIFFMVMPIVIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSLSLLLMSSIV 

                     ESGAGTGWTVYPPLSSNIAHGGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAVNFITTVINMRPQGM 

                     TLERMPLFVWAVVITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNINTSFFDPAGGGDPILYQHL 

                     F" 

BASE COUNT      193 a    157 c    106 g    202 t 

ORIGIN       

        1 aacactttat ttcattttcg gagcatgatc aggaatagta ggtacttcat taagactcct 

       61 aattcgagca gaactaggaa atcctggctc cttaattgga gatgaccaaa tttataatgt 

      121 tattgttact gcccacgcat tcatcataat tttcttcata gtaataccaa tcgtaattgg 

      181 aggattcgga aactgattag tccctttaat actaggagcc cctgatatag catttccacg 

      241 aataaacaac ataagattct gactacttcc cccatccctt tcacttcttc tcataagaag 

      301 aattgttgaa agaggagcag gaacagggtg aaccgtttat ccacccctct catcaaacat 

      361 tgcacatggc ggatcctctg ttgatcttgc cattttcaga ctacacttag caggaatctc 

      421 atcaattctg ggagcagtta atttcattac aacagtaatc aatatacgac cccaaggaat 

      481 aacccttgag cgaatacccc tattcgtttg agcagtagta attactgcaa ttttacttct 

      541 cttatctctt cctgttttag ctggagctat taccatactc cttacagatc gaaacatcaa 

      601 cacatcattc tttgaccctg ctgggggagg cgatccaatc ctttaccagc acctattc 

// 

GenBank accession number : MK649849 

LOCUS       Seq2                     658 bp    DNA     linear   INV 14-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 
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ACCESSION   Seq2 

VERSION 

KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Tribolium castaneum (red flour beetle) 

  ORGANISM  Tribolium castaneum 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Tenebrionidae; Tenebrionidae incertae sedis; 

            Tribolium. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (14-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:7 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Tribolium castaneum" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="TH2" 

                     /db_xref="taxon:7070" 

                     /country="Thailand-Surin" 
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                     /collection_date="2016-8-16" 

                     /collected_by="B. Nopparat" 

     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWSGMVGTSLSLLIRAELGNPGSLIGDDQIYNVIVTA 

                    HAFIMIFFMVMPIVIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSLSLLLMSSIV 

                     KSGAGTGWTVYPPLSSNIAHGGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAVNFITTVINMRPQGM 

                     TLERMPLFVWAVVITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNINTSFFDPAGGGDPILYQHL 

                     F" 

BASE COUNT      192 a    157 c    107 g    202 t 

ORIGIN       

        1 aacactttat ttcattttcg gagcatgatc aggaatagta ggcacttcat taagactcct 

       61 aattcgagca gaactaggaa atcctggctc cttaattgga gatgaccaaa tttataatgt 

      121 tattgttact gcccacgcat ttatcataat tttcttcata gtaataccaa tcgtaattgg 

      181 gggattcgga aactgattag tccctttaat actaggagcc cctgatatag cattcccacg 

      241 aataaacaac ataagattct gactacttcc cccatccctt tcacttcttc tcataagaag 

      301 aattgttaaa agaggagcgg ggacaggatg aaccgtttat ccacccctct catcaaacat 

      361 tgcacatggc ggatcctctg ttgatcttgc catttttaga ctacacttag caggaatctc 

      421 atcaattctg ggagcagtta atttcattac aacagtaatc aatatacgac cccaaggaat 

      481 aacccttgag cgaatacccc tattcgtttg agcagtagta attactgcaa ttttacttct 

      541 cttatctctt cctgttttag ctggagctat taccatactc cttacagatc gaaacatcaa 

      601 cacatcattc tttgaccctg ctgggggagg cgatccaatc ctttaccagc acctattc 

// 

GenBank accession number : MK649850 

LOCUS       Seq3                     658 bp    DNA     linear   INV 14-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq3 
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VERSION 

KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Tribolium castaneum (red flour beetle) 

  ORGANISM  Tribolium castaneum 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Tenebrionidae; Tenebrionidae incertae sedis; 

            Tribolium. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (14-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:7 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Tribolium castaneum" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="TH3" 

                     /db_xref="taxon:7070" 

                     /country="Thailand-Surin" 

                     /collection_date="2016-8-16" 
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                     /collected_by="B. Nopparat" 

     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWSGMVGTSLSLLIRAELGNPGSLIGDDQIYNVIVTA 

                    HAFIMIFFMVMPIVIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSLSLLLMSSIV 

                     KSGAGTGWTVYPPLSSNIAHGGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAVNFITTVINMRPQGM 

                     TLERMPLFVWAVVITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNINTSFFDPAGGGDPILYQHL 

                     F" 

BASE COUNT      192 a    157 c    107 g    202 t 

ORIGIN       

        1 aacactttat ttcattttcg gagcatgatc aggaatagta ggcacttcat taagactcct 

       61 aattcgagca gaattaggaa atcctggctc cttaattgga gatgaccaaa tttataatgt 

      121 tattgttact gcccacgcat tcatcataat tttcttcata gtaataccaa tcgtaattgg 

      181 gggattcgga aactgattag tccctttaat actaggagcc cctgatatag cattcccacg 

      241 aataaacaac ataagattct gactacttcc cccatccctt tcacttcttc tcataagaag 

      301 aattgttaaa agaggagcgg ggacaggatg aaccgtttat ccacccctct catcaaacat 

      361 tgcacatggc ggatcctctg ttgatcttgc catttttaga ctacacttag caggaatctc 

      421 atcaattctg ggagcagtta atttcattac aacagtaatc aatatacgac cccaaggaat 

      481 aacccttgag cgaatacccc tattcgtttg agcagtagta attactgcaa ttttacttct 

      541 cttatctctt cctgttttag ctggagctat taccatactc cttacagatc gaaacatcaa 

      601 cacatcattc tttgaccctg ctgggggagg cgatccaatc ctttaccagc acctattc 

// 

GenBank accession number : MK649851 

LOCUS       Seq4                     658 bp    DNA     linear   INV 14-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq4 

VERSION 
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KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Tribolium castaneum (red flour beetle) 

  ORGANISM  Tribolium castaneum 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Tenebrionidae; Tenebrionidae incertae sedis; 

            Tribolium. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (14-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:7 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Tribolium castaneum" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="TH4" 

                     /db_xref="taxon:7070" 

                     /country="Thailand-Surin" 

                     /collection_date="2016-8-16" 

                     /collected_by="B. Nopparat" 
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     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWSGMVGTSLSLLIRAELGNPGSLIGDDQIYNVIVTA 

                    HAFIMIFFMVMPIVIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSLSLLLMSSIV 

                     ESGAGTGWTVYPPLSSNIAHGGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAVNFITTVINMRPQGM 

                     TLERMPLFVWAVVITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNINTSFFDPAGGGDPILHQHL 

                     F" 

BASE COUNT      194 a    158 c    106 g    200 t 

ORIGIN       

        1 aacactttat ttcattttcg gagcatgatc aggaatagta ggtacttcat taagactcct 

       61 aattcgagca gaactaggaa atcctggctc cttaattgga gatgaccaaa tttataatgt 

      121 tattgttact gcccacgcat tcatcataat tttcttcata gtaataccaa tcgtaattgg 

      181 aggattcgga aactgattag tccctttaat actaggagcc cctgatatag catttccacg 

      241 aataaacaac ataagattct gactacttcc cccatccctt tcacttcttc tcataagaag 

      301 aattgttgaa agaggagcag gaacagggtg aaccgtttat ccacccctct catcaaacat 

      361 tgcacatggc ggatcctctg ttgatcttgc cattttcaga ctacacttag caggaatctc 

      421 atcaattctg ggagcagtta atttcattac aacagtaatc aatatacgac cccaaggaat 

      481 aacccttgag cgaatacccc tattcgtttg agcagtagta attactgcaa ttttacttct 

      541 cttatctctt cctgttttag ctggagctat taccatactc cttacagatc gaaacatcaa 

      601 cacatcattc tttgaccctg ctgggggagg cgatccaatc ctacaccagc acctattc 

// 

GenBank accession number : MK649852 

LOCUS       Seq5                     658 bp    DNA     linear   INV 14-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq5 

VERSION 

KEYWORDS    . 
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SOURCE      mitochondrion Tribolium castaneum (red flour beetle) 

  ORGANISM  Tribolium castaneum 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Tenebrionidae; Tenebrionidae incertae sedis; 

            Tribolium. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (14-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:7 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Tribolium castaneum" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="TH5" 

                     /db_xref="taxon:7070" 

                     /country="Thailand-Surin" 

                     /collection_date="2016-8-16" 

                     /collected_by="B. Nopparat" 

     CDS             <1..>658 



63 
 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWSGMVGTSLSLLIRAELGNPGSLIGDDQIYNVIVTA 

                    HAFIMIFFMVMPIVIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSLSLLLMSSIV 

                     ESGAGTGWTVYPPLSSNIAHGGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAVNFITTVINMRPQGM 

                     TLERMPLFVWAVVITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNINTSFFDPAGGGDPILYQHL 

                     F" 

BASE COUNT      193 a    158 c    106 g    201 t 

ORIGIN       

        1 aacactttat ttcattttcg gagcatgatc aggaatagta ggcacttcat taagactcct 

       61 aattcgagca gaactaggaa atcctggctc cttaattgga gatgaccaaa tttataatgt 

      121 tattgttact gcccacgcat tcatcataat tttcttcata gtaataccaa tcgtaattgg 

      181 aggattcgga aactgattag tccctttaat actaggagcc cctgatatag catttccacg 

      241 aataaacaac ataagattct gactacttcc cccatccctt tcacttcttc tcataagaag 

      301 aattgttgaa agaggagcag gaacagggtg aaccgtttat ccacccctct catcaaacat 

      361 tgcacatggc ggatcctctg ttgatcttgc cattttcaga ctacacttag caggaatctc 

      421 atcaattctg ggagcagtta atttcattac aacagtaatc aatatacgac cccaaggaat 

      481 aacccttgag cgaatacccc tattcgtttg agcagtagta attactgcaa ttttacttct 

      541 cttatctctt cctgttttag ctggagctat taccatactc cttacagatc gaaacatcaa 

      601 cacatcattc tttgaccctg ctgggggagg cgatccaatc ctttaccagc acctattc 

// 

GenBank accession number : MK649853 

LOCUS       Seq6                     658 bp    DNA     linear   INV 14-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq6 

VERSION 

KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Tribolium castaneum (red flour beetle) 
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  ORGANISM  Tribolium castaneum 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Tenebrionidae; Tenebrionidae incertae sedis; 

            Tribolium. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (14-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:7 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Tribolium castaneum" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="TH6" 

                     /db_xref="taxon:7070" 

                     /country="Thailand-Surin" 

                     /collection_date="2016-8-16" 

                     /collected_by="B. Nopparat" 

     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 
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                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWSGMVGTSLSLLIRAELGNPGSLIGDDQIYNVIVTA 

                    HAFIMIFFMVMPIVIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSLSLLLMSSIV 

                     ESGAGTGWTVYPPLSSNIAHGGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAVNFITTVINMRPQGM 

                     TLERMPLFVWAVVITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNINTSFFDPAGGADPILYQHL 

                     F" 

BASE COUNT      193 a    158 c    105 g    202 t 

ORIGIN       

        1 aacactttat ttcattttcg gagcatgatc aggaatagta ggcacttcat taagactcct 

       61 aattcgagca gaactaggaa atcctggctc cttaattgga gatgaccaaa tttataatgt 

      121 tattgttact gcccacgcat tcatcataat tttcttcata gtaataccaa tcgtaattgg 

      181 aggattcgga aactgattag tccctttaat actaggagcc cctgatatag catttccacg 

      241 aataaacaac ataagattct gactacttcc cccatccctt tcacttcttc tcataagaag 

      301 aattgttgaa agaggagcag gaacagggtg aaccgtttat ccacccctct catcaaacat 

      361 tgcacatggc ggatcctctg ttgatcttgc cattttcaga ctacacttag caggaatctc 

      421 atcaattctg ggagcagtta atttcattac aacagtaatc aatatacgac cccaaggaat 

      481 aacccttgag cgaatacccc tattcgtttg agcagtagta attactgcaa ttttacttct 

      541 cttatctctt cctgttttag ctggagctat taccatactc cttacagatc gaaacatcaa 

      601 cacatcattc tttgaccctg ctggaggggc tgatccaatc ctttaccagc acctattc 

// 

GenBank accession number : MK649854 

LOCUS       Seq7                     658 bp    DNA     linear   INV 14-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq7 

VERSION 

KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Tribolium castaneum (red flour beetle) 

  ORGANISM  Tribolium castaneum 
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            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Tenebrionidae; Tenebrionidae incertae sedis; 

            Tribolium. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (14-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:7 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Tribolium castaneum" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="TH7" 

                     /db_xref="taxon:7070" 

                     /country="Thailand-Chonburi" 

                     /collection_date="2017-11-24" 

                     /collected_by="B. Nopparat" 

     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 
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                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWSGMVGTSLSLLIRAELGNPGSLIGDDQIYNVIVTA 

                    HAFIMIFFMVMPIVIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSLSLLLMSSIV 

                     ESGAGTGWTVYPPLSSNIAHGGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAVNFITTVINMRPQGM 

                     TLERMPLFVWAVVITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNINTSFFDPAGGGDPILYQHL 

                     F" 

BASE COUNT      192 a    156 c    107 g    203 t 

ORIGIN       

        1 aacactttat ttcattttcg gagcatgatc aggaatagta ggcacttcat taagactcct 

       61 aattcgagca gaactaggaa atcctggctc cttaattgga gatgaccaaa tttataatgt 

      121 tattgttact gcccatgcat ttatcataat tttcttcata gtaataccaa tcgtaattgg 

      181 gggattcgga aactgattag tccctttaat actaggagcc cctgatatag cattcccacg 

      241 aataaacaac ataagattct gactacttcc cccatccctt tcacttcttc tcataagaag 

      301 aattgttgaa agaggggcag gaacaggatg aaccgtttat ccacccctct catcaaacat 

      361 tgcacatggc ggatcctctg ttgatcttgc cattttcaga ctacacttag caggaatctc 

      421 atcaattctg ggagcagtta atttcattac aacagtaatc aatatacgac cccaaggaat 

      481 aacccttgag cgaatacccc tattcgtttg agcagtagta attactgcaa ttttacttct 

      541 cttatctctt cctgttttag ctggagctat taccatactc cttacagatc gaaacatcaa 

      601 cacatcattc tttgaccctg ctggaggggg tgatccaatc ctttaccagc acctattc 

// 

GenBank accession number : MK649855 

LOCUS       Seq8                     658 bp    DNA     linear   INV 15-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq1 

VERSION 

KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Oryzaephilus surinamensis (saw-toothed grain beetle) 

  ORGANISM  Oryzaephilus surinamensis 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 
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            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Silvanidae; Silvaninae; Oryzaephilus. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (15-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:3 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Oryzaephilus surinamensis" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="1" 

                     /db_xref="taxon:41112" 

                     /collection_date="2016-12-07" 

                     /collected_by="B. Nopparat" 

     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFLFGAWAGMVGTSLSILIRTELGTAGSLIGNDQIYNTIVTA 

                     HAFIMIFFMVMPVVIGGFGNWLIPLMIGAPDMAFPRLNNMSFWLLPPSISLLLISSIV 
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                     EKGTGTGWTVYPPLSSNLAHNGTSVDLAIFSLHLAGISSILGAINFISTIFNMKPKKM 

                     NMDQMPLFCWAVMITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNLNTSFFDPSGGGDPILYQHL 

                     F" 

BASE COUNT      216 a    144 c     93 g    205 t 

ORIGIN       

        1 aactttatac tttctttttg gagcttgagc aggaatagtg ggaacatcct taagaatctt 

       61 aattcgaaca gaactaggaa cagcaggttc actaattgga aatgatcaaa tctacaatac 

      121 aattgtaacc gcccatgcat ttattataat tttctttata gtaataccag tagttattgg 

      181 aggatttgga aactgattaa tccctttaat aattggggct cctgatatag cattcccacg 

      241 acttaataat ataagattct gattattacc cccctcaatc tcccttctct taatcagaag 

      301 aattgtagaa aaggggacag gaacaggatg aacagtatac ccccctctct catccaattt 

      361 agcccacaac ggaacatctg ttgacctagc aatctttaga ttacatttag caggaatttc 

      421 ctccatttta ggagcaatta actttatttc tacaattttc aatataaaac caaaaaaaat 

      481 aaatatagat caaatacctt tattctgttg agctgtaata atcacagcca ttctactcct 

      541 tctttccctc ccagtcttag caggagctat caccatacta ctaacagacc gaaatctaaa 

      601 tacatccttc tttgacccct caggaggagg agaccctatt ttataccaac acctgttt 

// 

GenBank accession number : MK649856 

LOCUS       Seq9                     658 bp    DNA     linear   INV 15-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq2 

VERSION 

KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Sitophilus zeamais (maize weevil) 

  ORGANISM  Sitophilus zeamais 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Curculionidae; Dryophthorinae; Sitophilus. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 
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  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 

  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (15-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:3 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Sitophilus zeamais" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="1" 

                     /db_xref="taxon:7047" 

                     /collection_date="2016-9-30" 

                     /collected_by="T. Montri" 

     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWSGMVGTSLSLLIRAELGNPGSLIGNDQIYNTIVTA 

                     HAFIMIFFMVMPIMIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRLNNMSFWLLPPSLILLLMSSFI 

                     EKGAGTGWTVYPPLSSNIAHEGASVDLAIFSLHMAGISSILGAINFISTTYNMRPSGM 

                     LSDRMTLFIWAVSITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNINTSFFDPAGGGDPILYQHL 

                     F" 
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BASE COUNT      193 a    124 c    101 g    240 t 

ORIGIN       

        1 aacattatac tttatttttg gagcatgatc aggaatagtg ggaacctcat tgagtttact 

       61 aattcgggct gaattaggga atcctggatc attaattgga aatgatcaaa tttacaatac 

      121 tattgttaca gctcacgcat tcattataat tttctttata gtgataccta ttataattgg 

      181 aggtttcgga aactgattag tcccactaat actaggagcc ccagatatag cattcccacg 

      241 attaaacaat ataaggttct gattactccc tccatcatta attcttttat taataagaag 

      301 attcattgaa aaaggtgccg gaacaggatg aactgtttat cccccattat cctcaaatat 

      361 tgcacacgaa ggagcctctg ttgatttagc aatttttagt cttcatatag caggtatttc 

      421 atctattctt ggagctatta attttatttc tactacttat aatatacgcc cctccggtat 

      481 attatcagat cgaataactt tatttatttg agcagttaga attacagcca ttcttctttt 

      541 acttagatta cctgttttag ctggagcaat cactatgctt cttactgatc gtaatatcaa 

      601 tacctctttt tttgatcctg ctggaggcgg agaccctatt ctctatcaac acttattt 

// 

GenBank accession number : MK649857 

LOCUS       Seq10                     658 bp    DNA     linear   INV 15-MAR-2019 

DEFINITION  cytocrome oxidase subunit I (COI) gene, partial CDS, mitochondrial. 

ACCESSION   Seq3 

VERSION 

KEYWORDS    . 

SOURCE      mitochondrion Callosobruchus maculatus (cowpea weevil) 

  ORGANISM  Callosobruchus maculatus 

            Eukaryota; Metazoa; Ecdysozoa; Arthropoda; Hexapoda; Insecta; 

            Pterygota; Neoptera; Holometabola; Coleoptera; Polyphaga; 

            Cucujiformia; Chrysomeloidea; Chrysomelidae; Bruchinae; Bruchini; 

            Callosobruchus. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 658) 

  AUTHORS   Buahom,N., Rakkrai,C., Duangsaard,C., Salyapongse,C., Bannakarn,I. 

            and Thanaros,M. 
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  TITLE     Direct Submission 

  JOURNAL   Submitted (15-MAR-2019) Department of Agriculture, Ministry of 

            Agriculture and Cooperatives, 50, Pahonyothin Rd., Ladyao, 

            Chatuchak, Bangkok 10900, Thailand 

COMMENT     Bankit Comment: TOTAL # OF SEQS:3 

             

            ##Assembly-Data-START## 

            Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing 

            ##Assembly-Data-END## 

FEATURES             Location/Qualifiers 

     source          1..658 

                     /organism="Callosobruchus maculatus" 

                     /organelle="mitochondrion" 

                     /mol_type="genomic DNA" 

                     /isolate="1" 

                     /db_xref="taxon:64391" 

                     /collection_date="2017-1-19" 

                     /collected_by="T. Montri" 

     CDS             <1..>658 

                     /codon_start=2 

                     /transl_table=5 

                     /product="mitochondrial COI gene protein coding sequences" 

                     /translation="TLYFIFGAWAGMAGTSLSMLIRAELGNPGSLIGNDQIYNVIVTA 

                   HAFIMIFFMVMPIMIGGFGNWLVPLMLGAPDMAFPRMNNMSFWLLPPSLILLLMSSLV 

                     ESGAGTGWTVYPPFASNIAHSGSSVDLAIFSLHLAGISSILGAVNFITTVINMRPSGM 

                     KMDQMPLFSWAVTITAILLLLSLPVLAGAITMLLTDRNLNTSFFDPAGGGDPILYQHL 

                     F" 

BASE COUNT      202 a    138 c    106 g    212 t 

ORIGIN       
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        1 tacattatac tttatttttg gggcctgagc tggaatagca ggtacctcac taagaatatt 

       61 aattcgagcc gaattaggta acccaggatc actaattgga aatgatcaaa tttataacgt 

      121 aatcgttact gcacatgctt tcattataat tttttttata gttataccaa ttataattgg 

      181 aggattcgga aactgacttg ttcccctaat attaggagcc cctgatatgg ctttcccacg 

      241 aataaataat ataagatttt gattactacc tccctcatta attctccttt taataagaag 

      301 actagtcgaa aggggggcag gtactgggtg aacagtttac ccaccatttg ccagtaacat 

      361 tgcccataga ggatcatctg ttgacttagc catttttagg cttcatttag caggaatctc 

      421 ctctattcta ggagctgtaa attttattac tactgtaatc aatatacgac caagaggaat 

      481 aaaaatagac caaatacccc tattctcatg ggcagttaca atcacagcaa ttttactcct 

      541 tctttcactc ccagtattag ccggtgctat taccatatta ttaacagacc gaaatttaaa 

      601 cacttcattc tttgaccccg caggaggagg agaccccatt ctctatcaac acttattt 

// 


