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รายงานผลงานเร่ืองเต็มการทดลองที่สิ้นสุด  

------------------------ 

1. แผนงานวิจัย   :  การจัดท าฐานข้อมูลศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติเพ่ือ การวิจัยพัฒนาด้านการ            
    อารักขาพืช 

     The Establishment of Pests and Natural Enemies Database for  
     Plant Protection Research and Development in Thailand 

2. โครงการวิจัย : การจัดจ าแนกชนิดและศึกษาอนุกรมวิธาน ชีววิทยาและนิเวศวิทยาของ    
                                          ศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติ   
                                         Taxonomy, Biology and Species Identification by DNA Barcoding                     
                                           of Pests and Natural Enemies for The Plant Protection Research  
                                           in Thailand 
   กิจกรรม   :  การจ าแนกชนิดศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติโดย ดีเอ็นเอ บาร์โค้ด 
3. ช่ือการทดลอง (ภาษาไทย)  :  การจ าแนกชนิดแมลงวันผลไม้ศัตรูพืชในกลุ่ม Bactrocera dorsalis  
   complex (Diptera: Tephritidae) ด้วยลักษณะทางพันธุกรรมในประเทศไทย 
   ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) :  Molecular Identification of Pest Species in Oriental Fruit  
   Fly, Bactrocera dorsalis complex (Diptera: Tephritidae) Species Complex in Thailand 
4. คณะผู้ด าเนินงาน 
   หัวหน้าการทดลอง  :  ยุวรินทร์  บุญทบ  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
  ผู้ร่วมงาน              :  ณัฏฐิมา  โฆษิตเจริญกุล  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   
       ชมัยพร บัวมาศ    ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช   
                                  จารุวัตถ์ แต้กุล   ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

5. บทคัดย่อ 
แมลงวันผลไม้กลุ่ม Bactrocera dorsalis complex ก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตทางการเกษตร

อย่างสูงนั้นมีรูปร่างลักษณะภายนอกที่ใกล้เคียงกันมาก  ก่อให้เกิดความสับสนแก่นักอนุกรมวิธานเป็นอย่างยิ่ง 
ดังนั้นการใช้เทคนิคชีวโมเลกุลช่วยในการวินิจฉัยชนิด จะท าให้ได้ผลที่ถูกต้องแม่นย าและรวดเร็วมากขึ้น 
วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้คือ การใช้ลักษณะทางพันธุกรรม เช่นดีเอ็นเอบาร์โค้ด จ าแนกและยืนยันชนิด
แมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex  โดยเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้จากทุกภูมิภาคของประเทศไทย และ
สกัด เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีนต าแหน่ง cox1 และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ผลจากการวิเคราะห์ล าดับ    
นิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบบนฐานข้อมูล GenBank (standard nucleotide BLAST) พบแมลงวันผลไม้กลุ่ม               
B. dorsalis complex ที่สามารถยืนยันชนิดได้มี 2 ชนิด ได้แก่ B. dorsalis และ B. carambolae และจาก
การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการเพ่ือช่วยยืนยันการจ าแนกแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex โดย
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ท าการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่ง cox1 จาก 70 ตัวอย่าง ได้แก่ B. dorsalis complex จ านวน 61 
ตัวอย่าง และแมลงวันผลไม้ในวงศ์ Tephritidae จ านวน 9 ตัวอย่าง ได้แก่ Anastrata ludens, B. tryoni,                  
B. cucumis, B. latifrons, B. umbrosa, B. zonata, B. correcta, Zeugodacus cucurbitae และ Z. tau 
มาวิเคราะห์ด้วย Maximum Likelihood และ Bayesian analysis พบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
จากทั้งสองวิธีการมีผลที่สอดคล้องกัน  โดยแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม B. dorsalis complex เป็น sister group ของ
แมลงวันผลไม้ชนิดอ่ืน ๆ ใน Family Tephritidae อย่างชัดเจน และพบว่าความสัมพันธ์ภายในกลุ่มทั้ ง             
B. dorsalis แล B. carambolae นั้นมีลักษณะเป็น polyphyletic ดังนั้นข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้สามารถ
ยืนยันเบื้องต้นได้ว่าแมลงวันผลไม้ B. dorsalis และ B. carambolae มีลักษณะทางพันธุกรรมแตกต่างจาก
แมลงวันผลไม้ชนิดอ่ืน ๆ  อย่างไรก็ตามข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้ท าให้ทราบข้อมูลเบื้องต้นของจ านวนชนิดของ  
B. dorsalis ในประเทศไทย แต่การจ าแนกชนิดภายในกลุ่มของ B. dorsalis complex ต้องมีการศึกษาต่อไป 
โดยเพิ่มข้อมูลของยีนต าแหน่งอื่นมาร่วมวิเคราะห์ด้วย 

ค าหลัก: แมลงวันผลไม้ ดีเอ็นเอบาร์โค้ด พันธุกรรม 

 
Abstract 

One of most serious groups of horticultural pests, the Bactrocera dorsalis complex, is of 
particular biosecurity⁄quarantine concern. Unfortunately, species of this complex are notoriously 
difficult to identify using morphology. Molecular diagnostic tools provide valuable support for 
the rapid and accurate identification of morphologically indistinct fruit fly species. DNA 
barcoding of the mitochondrial Cytochrome Oxidase I (cox1 )  gene could be employed to 
increase the accuracy of fruit fly identifications. Fresh material of B. dorsalis complex was 
collected from all regions of Thailand. Sequences were analysed using a ‘barcode’ approach 
and also phylogenetic analysis. Species were identified using standard nucleotide BLAST from 
GENBANK. Two species of the dorsalis complex (B. dorsalis and B. carambolae) were found. 
Phylogenetic analyses (Maximum Likelihood and Bayesian analysis) of the sequences gave 
consistent results. Neighbor-joining distance and Bayesian analysis analyses were used to 
investigate patterns of clustering of the dorsalis complex sequences with other pest species of 
fruit flies. Cox1  proved effective in resolving dorsalis and carambolae from other fruit fly 
species but failed to resolve B. dorsalis from B. carambolae.  This study provides basic 
information on the number of species of B. dorsalis complex present in Thailand. However, an 
understanding of the classification within the B. dorsalis complex group will requires further 
study making use of additional genes. 

Keywords: Fruit fly, DNA barcoding, molecular diagnostics 
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6. ค าน า 
            ผักและผลไม้ของไทย ถือเป็นอีกหนึ่งประเภทสินค้าที่มีความส าคัญของประเทศ ซึ่ง เป็นรายได้หลักของ
เกษตรกรไทย ปัจจุบันสภาวะการแข่งขันการส่งออกผักและผลไม้ของประเทศในภูมิภาคอาเซียนที่สูงขึ้น 
เพราะฉะนั้นการส่งออกผักผลไม้ไปตลาดต่างประเทศจะต้องมีมาตรฐานการรับรอง และมีการตรวจสอบคุณภาพที่
เข้มงวด การจัดจ าแนกศัตรูพืชที่มีโอกาสติดไปกับการส่งออกให้มีความถูกต้องนั้นมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง  
โดยเฉพาะแมลงวันผลไม้ซึ่งเป็นศัตรูส าคัญของผักผลไม้ 
            ในทวีปเอเชียพบว่าแมลงวันผลไมส้กุล Bactrocera ก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตทางการเกษตร
เป็นอย่างสูง  และพบว่าแมลงวันผลไม้ในกลุ่มนี้มีรูปร่างทางสัณฐานวิทยาภายนอกที่ใกล้เคียงกันมาก (Vergilo et 
al., 2015) จึงมีการจัดแมลงวันผลไม้หลายชนิดให้อยู่ในกลุ่มที่มีความซับซ้อน (complex) เนื่องจากมีความยาก
เป็นอย่างยิ่งในการใช้เพียงลักษณะสัณฐานภายนอกมาเป็นตัวจัดจ าแนก โดยเฉพาะแมลงวันผลไม้กลุ่ม dorsalis 
complex นั้นก่อให้เกิดความสับสนแก่นักอนุกรมวิธานแมลงเป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากแมลงวันผลไม้กลุ่มนี้มีความ
แปรผันทางรูปร่างลักษณะภายนอก ยากต่อการตัดสินใจว่าเป็นความแปรผันทางสัณฐานภายในชนิดเดียวกันหรือ
เป็นความแตกต่างระหว่างชนิดนั้นๆ (Cameron et al., 2010; Schutze et al., 2012; Kitthawee & Rungsri, 
2011; Hernández-Ortiz et al., 2012) ดังนั้นจึงมีการน าเทคโนโลยีต่าง ๆ  เช่น การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
(DNA barcoding) มาประยุกต์ใช้ในการจัดจ าแนกแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex (Krosch et al, 
2012; Krosch et al, 2013; Schutze et al, 2012)  
 การน าเทคโนโลยีทางชีวโมเลกุลมาใช้จ าแนกสิ่งมีชีวิต ท าให้สามารถจ าแนกและยืนยันชนิดของสิ่งมีชีวิตให้
มีความถูกต้องมากยิ่งข้ึน ซึ่งจากข้อมูลพ้ืนฐานที่ได้จากดีเอ็นเอบาร์โค้ดของแมลงวันผลไม้แต่ละชนิดในครั้งนี้จะ
สามารถน ามาใช้ในการจ าแนกและยืนยันชนิดของแมลงผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex ในประเทศไทยได้และ
ยังจะเป็นการปรับปรุงแก้ไขข้อมูลของแมลงวันผลไม้กลุ่มนี้ให้มีความทันสมัยตามหลักสากลซึ่งจะก่อให้เกิดผลดีทั้ง
ด้านอนุกรมวิธานและการน าเข้าส่งออกพืชผักผลไม้ของไทยสู่ตลาดโลกอีกด้วย  

 
7. วิธีด าเนินการ 
- อุปกรณ์ 
          -  กล้องจุลทรรศน์ชนิด stereo microscope  
          -  กล้องถ่ายรูปจากกล้องจุลทรรศน์          
         -  อุปกรณ์และสารเคมีในการเก็บตัวอย่างแมลง (ขวดดอง กล่องพลาสติก ถุงพลาสติก กับดักแมลงวัน
ผลไม้แบบถังเปียก (wet bucket trap) สารฟีโรโมนล่อแมลงวันผลไม้ ได้แก่ เมทิล ยูจีนอล (methyl Eugenol) 
รวมทั้งโพรไพลีนไกลคอล (propylene glycol) ส าหรับรักษาคุณภาพของแมลงวันผลไม้ระหว่างติดกับดักไว้ใน
แปลงส ารวจ 
          -  สารเคมีและอุปกรณ์ ในการศึกษาดีเอ็นเอ เช่น ชุดสกัดดี เอ็นเอ (DNA extraction kit: Isolate 

Genomic DNA Kit), GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Bioline, Australia), Agarose gel (Bioline, 
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Australia) และ TBE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0), MyTag (Bioline, Australia) HS Red 
DNA Polymerase และ MgCl2 
          -  สารเคมี และไพรเมอร์ (primer) ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

 

- วิธีการ 

1. การเก็บตัวอย่าง (ด าเนินการปี 2560-2561) 
             วิธีด าเนินการวิจัยในการเก็บตัวอย่างตัวอ่อนและตัวเต็มวัยเพื่อน ามาศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด  
      1.1 การศึกษาครั้งนี้มีแผนการปฏิบัติการเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้จากพ้ืนที่การเกษตร และพ้ืนที่ป่า
ธรรมชาติ แต่เนื่องจากแมลงวันผลไม้ ในกลุ่ม B. dorsalis complex  มีการเข้าท าลายพืชอาหารแตกต่างกัน  
ดังนั้นจึงต้องพยายามเก็บรวบรวมตัวอย่างตัวอ่อนจากพืชอาหารที่แมลงวันผลไม้เข้าท าลาย ให้มีความหลากหลาย
ที่สุด  โดยจะเก็บรวบรวมตัวอย่างจากพ้ืนที่ต่างๆ ทั่วทุกภาคของประเทศไทย (ภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ 
ภาคะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต้) ซึ่งภายในหนึ่งปีสามารถเก็บตัวอย่างได้  3 ภาค ภาคละ 3-5 
จังหวัด และในแต่ละจังหวัดจะเก็บสามจุดส ารวจ และใช้กับดักฟีโรโมนได้แก่ methyl Eugenol โดยติดตั้งใน 
พ้ืนที่เก็บตัวอย่างละ  5 อันต่อจุดส ารวจ  บันทึกพิกัดทางภูมิศาสตร์ (Global Positioning System: GPS) โดย
แบ่งเป็น พื้นที่ต่าง ๆ ดังนี้  

 (1) แปลงพืชผักสวนครัว เช่น แตงกวา ฟักทอง ถั่วฝักยาว  
 (2) แปลงผลไม้ เช่น มะเฟือง ชมพู่ ฝรั่ง มะม่วง พุทรา 
 (3) พ้ืนที่ป่าธรรมชาติ เช่น สวนพฤกษศาสตร์ อุทยานแห่งชาติ 

รายละเอียดจังหวัดที่เป็นตัวแทนพ้ืนที่ปลูกพืชที่ต้องการไปเก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้  
 

ปี 2560 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 3 ภาค ดังนี้  
(1) ภาคกลาง ได้แก่ จังหวัดนครปฐม นนทบุรี ปทุมธานี และนครนายก 
(2) ภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ตาก ราชบุรี และเพชรบุรี 
(3) ภาคเหนือ ได้แก่ จังหวัดเชียงราย น่าน เชียงใหม่ แม่ฮ่องสอน แพร่ ล าปาง และล าพูน 

 

ปี 2561 ส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างจาก 3 ภาค ดังนี้  
                (1) ภาคตะวันออก ได้แก่ จังหวัดสระแก้ว ปราจีนบุรี ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด 

(2) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ได้แก่ จังหวัด ขอนแก่น เลย หนองคาย หนองบัวล าภู บุรีรัมย์ สุรินทร์ 
และอุดรธานี  

             (3)  ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดชุมพร ระนอง พังงา สตูล สุราษฎร์ธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง ตรัง และ 
สงขลา   
                  1.2 น าส่วนของพืชที่พบร่องรอยการเข้าท าลายของแมลงวันผลไม้มายังห้องปฏิบัติการ น าตัวอ่อนที่
เหลือใส่กล่องพลาสติกท่ีมีตะแกรงรองก้นซึ่งด้านล่างใส่ขี้เลื่อย  และน ากล่องพลาสติกใส่ในกรงผ้าเพื่อเลี้ยงตัวอ่อน
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ให้เจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยเจริญออกมาให้อาหาร คือ น้ าตาลผสม บรีเวอร์ยีสต์ในอัตรา 1:4 เพ่ือให้สีบนล าตัว
พัฒนาได้ดี 

   1.3 จ าแนกชนิดแมลงวันผลไม้จากแนวทางวินิจฉัยด้วย The Bactrocera dorsalis complex of 
fruit flies (Diptera: Tephritidae: Dacinae) in Asia (Drew and Hancock, 1 9 9 4 ) แ ล ะ  Keys to the 
Tropical Fruit Flies of South-East Asia (Tephritidae: Dacinae) (Drew and Romig, 2016) 

  1.4 น าตัวเต็มวัยบางส่วนดองไว้ในแอลกอฮอล์ 95% และเก็บรักษาตัวอย่างไว้ตู้เก็บรักษาอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสเพ่ือรักษาคุณภาพของดีเอ็นเอและน าไปใช้ในการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

   1.5 เตรียมตัวอย่างตัวเต็มวัยบางส่วนเพ่ือใช้ในการจ าแนกชนิดและเป็นข้อมูลอ้างอิงในพิพิธภัณฑ์   โดย
ใช้ตัวอย่างตัวเต็มวัยที่อบแห้งหรือฆ่า ด้วยเอทิลอะซิเตท  หรือเก็บแมลงใส่หลอดแก้ว  แช่ในช่องน้ าแข็ง 1 - 2  
ชั่วโมง  วิธีนี้จะท าให้สีไม่เปลี่ยนแปลงไป  เมื่อได้ตัวอย่างแล้ว ใช้เข็มขนาดเล็ก (micropin) แทงบริเวณ ด้านข้าง
ของส่วนอกใต้ปีก ให้ไปทางด้านหน้าของล าตัว  แล้วจึงเสียบ micropin กับโฟมหรือ ค๊อกขนาดเล็กที่มีเข็มปัก
แมลงเสียบอยู่  โดยมีป้ายเล็ก ๆ บันทึกก ากับ  บอก สถานที่ วัน เดือน ปี และชื่อผู้เก็บ และมีป้ายบันทึก  แยก
บันทึกชื่อพืช ที่เก็บมา  และชื่อแมลงที่จ าแนกได้อีก 1 ป้าย 

 
2. การศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (ด าเนินการปี 2560-2561) 
     2.1 น าตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่ท าการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา มาท าการสกัดดีเอ็นเอ 

(DNA Extraction) โดยใช้วิธีการตาม Boontop, 2016 ร่วมกับค าแนะน าของชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป (ISOLATE 
II Genomic DNA kit; Bioline, Australia) ที่แนบมากับผลิตภัณฑ์บริษัท โดยน าขาด้านขวาจ านวนสามข้างของขา
แมลงวันผลไม้ (25 มิลลิกรัม) มาใส่ในหลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ตัวอย่าง
แมลงที่เหลือเก็บไว้เพ่ือเป็นตัวอย่างในพิพิธภัณฑ์ เพ่ือเป็น Voucher specimen) เติม lysis buffer GL ปริมาณ 
180 ไมโครลิตร และ protinase K solution ปริมาณ 25 ไมโครลิตรปิดหลอดให้สนิท พร้อมทั้งพันด้วยพาราฟิน 
(paraffin) เพ่ือป้องกันการปนเปื้อน จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 - 20 ชั่วโมง แล้วเติม 
lysis buffer G3 ปริมาณ 200 ไมโครลิตรและบ่มที่ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที เขย่าให้
สม่ าเสมอ  เติมแอลกอฮอล์บริสุทธิ์ (absolute alcohol) ปริมาณ 210 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  จากนั้นดูด
สารละลายทั้งหมดใส่ใน ISOLATE II Genomic DNA tube ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยง
ความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการปั่นเหวี่ยง) เติม wash buffer 
GW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตกตะกอนด้วย เครื่องปั่นความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 1 นาที 
(ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) จากนั้นเติม wash buffer GW2 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยง
ความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที (ทิ้งของเหลวที่เหลือจากการตกตะกอน) และปั่นเหวี่ยง
ความเร็วสูง 11,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีอีกครั้ง ย้ายหลอด ISOLATE II Genomic DNA tube มาใส่ใน
หลอดทดลองขนาดเล็ก (microcentrifuge) 1.5 ไมโครลิตร และชะล้างอีเอ็นเอด้วยสารละลาย elution buffer G 
ปริมาณ 50 ไมโครลิตร โดยบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 11,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน าดีเอ็นเอ ที่ได้เก็บในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในวิธีการต่อไป 
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      2.2 ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้

คู่ไพรเมอร์ดังนี้ 
 

Primer Name Sequence Base 
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25 
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 26 
 
เตรียมปฏิกิริยา PCR  ปริมาตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย  
 

   1 reaction  (ไมโครลิตร) 

5X Buffer  5 
MyTag  0.1 
ddH2O  15.9 
Primer Forward LCO1490 1 
Primer Reverse HCO2198 1 
DNA   2 

Total   25 
 

น าปฏิกิริยา PCR ใส่ในเครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้สภาวะปฏิกิริยา PCR ดังนี้ initial-denaturing 
ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที ตามด้วย denaturing ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ extension 72 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที (ท าซ้ า denaturing, annealing และ extension จ านวน 35 รอบ) จากนั้น final extension ที่อุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  

    2.3 ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ PCR (PCR product) ด้วยวิธีการท าอิเล็กโทรโฟรีซีส (electrophoresis) 
โดยหยดผลิตภัณฑ์ PCR  ลงในอะกาโรสเจลที่มีความเข้มข้น 1.5 % และให้ผลิตภัณฑ์ PCR เคลื่อนที่ผ่าน
สารละลาย TBE โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย ์100 โวลต์ 400 mp เป็นเวลา 45 นาที  

    2.4 ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์  โดยส่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์ PCR ของแมลงวันผลไม้ที่ได้ไปท าให้
ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ์ และหาล าดับนิวคลีโอไทด์   วิเคราะห์โดยบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี   

   2.5 น าข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์ ของยีน cox1 ที่ผ่านการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ มาท าการวิเคราะห์ 
โดยท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้ที่น ามาศึกษาทั้งหมด (sequence assembly) โดย
โปรแกรมที่สามารถวิเคราะห์ข้อมูลและจัดล าดับนิวคลีโอไทด์ (assemble) ด้วยโปรแกรม Bioedit Sequence 
Alignment Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999). 
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   2.6 บันทึกในรูปแบบของ FASTA ไฟล์ หรือที่เราเรียกว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดน าผลที่ได้มาตรวจสอบชนิด 

กับฐานข้อมูล Gene Bank ซึ่งเป็นแหล่งเก็บ รวบรวมฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ จากท่ัวโลก
อีกครั้ง เพื่อยืนยันความถูกต้องข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ด และข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ได้จะถูกเก็บบันทึก และรายงาน
เพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับการจัดท าบัญชีรายชื่อแมลงศัตรูพืช และดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะจัดเก็บไว้ เป็นดีเอ็นเอ
อ้างอิงที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส ณ พิพิธภัณฑ์แมลง กลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง ส านักวิจัยพัฒนาการ
อารักขาพืช  
    2.7 ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการเพ่ือยืนยันความถูกต้องในการจัดจ าแนก โดยการประมวลผล
และวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้สองเกณฑ์มาตรฐาน  2 ประเภท คือ Maximum Likelihood และ Bayesian 
Inference โดยการเตรียมชุดข้อมูลที่จะใช้ในการวิเคราะห์ในแต่ละวิธี ดังนี้ Maximum Likelihood (ML) เตรียม
ไฟล์  .phy ใช้ โปรแกรม RAxML v8.1.15 (Stamatakis, 2014) ในการวิ เคราะห์  ก าหนดค่า model of 
evolution แบบ GTRGAMMA วิเคราะห์ด้วย rapid bootstrap (command –f a) เริ่มวิเคราะห์จาก random 
starting tree และ ก าหนดค่า 1000 ซ้ า ส าหรับ maximum likelihood bootstrap Bayesian inference (BI) 
เตรียมไฟล์ .nexus ใช้โปรแกรม MrBayes (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) โดยใช้วิธี Markov Chain 
Monte Carlo (MCMC) ค่าตั้งต้นที่ ใช้ในการวิเคราะห์ดังนี้  Mcmc startingtree=user ngen=10 000 000 
temp=0.25  nruns=4samplefreq=1000 pintfreq=1000 nchains=4 savebrlens=yes stoprules=yes 
stopval=0.01; ปรับค่า generation temperature substitution model parameters จ านวน generation 
และ burnin เพ่ือให้ได้ concensus topology ตรวจสอบความเชื่อมั่นของผลวิเคราะห์ด้วย cumulative and 
compare functions โดย AWTY (Nylander et al., 2008) 
 
- การบันทึกข้อมูล 
1) บันทึกข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดในรูปแบบของ FASTA ไฟล์  
2) บันทึกข้อมูลของดีเอ็นเอต้นแบบ ให้สอดคล้องกับ ชนิดแมลงวันผลไม้ท่ีใช้เป็นต้นแบบงานวิจัย ซึ่งประกอบด้วย
พิกัดทางภูมิศาสตร์ วัน เดือน ปี ที่เก็บตัวอย่างแมลงวันผลไม้แต่ละชนิด และชื่อผู้เก็บตัวอย่าง 
3) ชื่อวิทยาศาสตร์ของแมลงวันผลไม้ พร้อมทั้งรายละเอียดของพืชอาหารที่พบแมลงวันผลไม้เข้าท าลาย เช่น ชนิด
พืช และชื่อวิทยาศาสตร์  
 
- เวลาและสถานที่ 

ระยะเวลาการทดลอง : ตุลาคม 2559 – กันยายน 2561 

สถานที่ :   1) แหล่งปลูกพืชจังหวัดต่างๆ  ในภาคกลาง ภาคตะวันตก ภาคเหนือ ภาคะวันออก  ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคใต้ 

   2) ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานอนุกรมวิธานแมลง กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
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8. ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 

1.  การส ารวจและเก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงวันผลไม้ 
จากการใช้กับดักแมลงวันผลไม้แบบ steiner ซึ่งเป็นกับดักที่ใช้กันอย่างกว้างขวางในประเทศไทยนั้น 

พบว่าตัวอย่างแมลงวันผลไม้ที่ได้นั้น มีลักษณะแห้งหรือเน่าเสีย ท าให้ไม่สามารถน าตัวอย่างมาศึกษาด้านชีว
โมเลกุลได้ ดังนั้นจึงมีการน าเอากับดักแบบถังเปียก (Figure 1) เป็นดักที่มีลักษณะเป็นถ้วยพลาสติกใสสีขาว มี
ช่องว่างขนาด 1.5 เซนติเมตร อยู่รอบๆ กับดัก ซึ่งเป็นทางเข้าของแมลงวันผลไม้  มีฝาปิดที่ภายในมีที่ใส่สารล่อซึ่ง
ผสมยาฆ่าแมลงติดอยู่ กับดักประเภทนี้เหมาะส าหรับการเก็บตัวอย่างเพ่ือน ามาใช้ศึกษาด้านชีวโมเลกุล เนื่องจาก
สามารถป้องกันความร้อน ความชื้น ลม ฝน และเชื้อรา นอกจากนี้ภายในถ้วยบรรจุสารโพรไพลีนไกลคอลซึ่งเป็น
สารเคมีที่ช่วยในการคงรักษาสภาพดีเอ็นเอไม่ให้เสื่อมสลายไปตามสภาวะแวดล้อม และจากการใช้กับดักแมลงวัน
ผลไม ้และการรวบรวมจากพืชอาหารต่างๆ สามารถรวบรวมแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม B. dorsalis complex (Figure 
2) ได้ จ านวน 397  ตัวอย่าง (Table 1) ท าการตรวจวิเคราะห์ชนิดแมลงวันผลไม้จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
ด้วยแนวทางวินิจฉัย Keys to the Tropical Fruit Flies of South-East Asia (Tephritidae: Dacinae) (Drew 
& Romig, 2016) พบแมลงวันผลไม้ B. dorsalis complex ที่สามารถจ าแนกได้ 2  ชนิด ได้แก่ B. carambolae 
(Figure 3) และ B. dorsalis (Figure 4)  และยังมีอีกหลายตัวอย่างที่มีความแปรผันทางสัณฐานวิทยาท าให้ไม่
สามารถจ าแนกได้ และเก็บรักษาตัวอย่างไว้ในแอลกอฮอล์ 95% ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือน าไปสกัดดี
เอ็นเอ และศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดต่อไป 

จากการส ารวจพืชอาศัย (Table 2)  และการแพร่กระจายของแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex 
พบว่าแมลงวันผลไม้ B. carambolae กระจายตัวเฉพาะเขตภาคใต้ของไทย (Figure 5)  ซึ่งแตกต่างจาก  
B. dorsalis ทีม่ีการกระจายทั่วทุกภูมภิาคของประเทศไทย (Figure 6) 

 
2. การศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 

   การศึกษาครั้งนี้ท าการสกัดดีเอ็นเอของแมลงวันผลไม้ B. caramolae 20 ตัวอย่าง และ B. dorsalis 
41 ตัวอย่าง เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน cox1 (Figure 7) ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอจากแมลงวัน
ผลไม้ B. carambolae จ านวน 20 ตัวอย่าง และ B. dorsalis จ านวน 41 ตัวอย่าง บันทึกผลนิวคลีโอไทด์ใน
รูปแบบของ FASTA ไฟล์ หรือที่เราเรียกว่า Barcode (ภาคผนวกที่ 1) น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างแมลงวัน
ผลไม้ที่ท าการศึกษามาเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้ที่รายงานในฐานข้อมูลสากล คือ Gene 
Bank เพ่ือเป็นการยืนยันความถูกต้องของดีเอ็นเอบาร์โค้ด พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้ที่
ท าการศึกษามีความคล้ายคลึงกับฐานข้อมูลสูงถึง 99 - 100% 

แต่จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแมลงวันผลไม้บางตัวอย่าง  เมื่อน านิวคลีโอไทด์ที่ได้
จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน cox1 มาใช้ศึกษาความแตกต่างของแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม B. dorsalis 
complex นั้น ยังมีความคลุมเครือ ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง B. dorsalis กับ B. carambolae ได้
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อย่างชัดเจนในบางตัวอย่าง จึงใช้ไพรเมอร์ที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้นในการแยกความแตกต่างระหว่าง B. dorsalis 
กับ B. carambolae คือ ITS1:   

 
ITS7F GAA TTT CGC ATA CAT TGT AT และ  

        ITS6R AGC CGA GTG ATC CAC CGC T (Boykin et al., 2013) 
 

ซึ่งเมื่อน าผลิตภัณฑ์ PCR จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน ITS1 (Figure 8) ตรวจวิเคราะห์ล าดับ            
นิวคลีโอไทด์และน ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน Gene bank  พบว่ามีความถูกต้องในการตรวจวิเคราะห์สูงถึง 
99 - 100 % (ภาคผนวกท่ี 2) และสามารถใช้แยกความแตกต่างระหว่าง B. carambolae และ B. dorsalis  ได้
อย่างชัดเจน  
 

การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex  
 จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex เพ่ือใช้ยืนยัน
ข้อมูลการจัดจ าแนกชนิด โดยท าการวิเคราะห์  sequences ของต าแหน่ง cox1 จาก 70 ตัวอย่าง ได้แก่             
B. dorsalis complex จ านวน 61 ตัวอย่าง และแมลงวันผลไม้ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจในวงศ์ (Family) 
Tephritidae 9 ตั ว อ ย่ า ง  ได้ แ ก่  Anastrata ludens, B. tryoni, B. cucumis, B. latifrons, B. umbrosa,                        
B. zonata, B. correcta, Zeugodacus cucurbitae และ Z. tau วิเคราะห์ด้วย Maximum Likelihood และ 
Bayesian analysis พบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากทั้งสองวิธีการมีผลที่สอดคล้องกัน  (Figures             
9 - 10) โดยแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม B. dorsalis complex เป็น sister group ของแมลงวันผลไม้ชนิดอ่ืน ๆ ใน 
Family Tephritidae อย่างชัดเจน แต่เมื่อพิจารณาดูความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของแมลงวันผลไม้ในแต่ละกลุ่ม 
พบว่าความสัมพันธ์ภายในกลุ่มทั้ง B. dorsalis และ B. carambolae นั้นมีลักษณะเป็น polyphyletic ดังนั้น
ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาสามารถยืนยันเบื้องต้นได้ว่าแมลงวันผลไม้ B. dorsalis แล B. carambolae สามารถจัด
จ าแนกความแตกต่างระหว่างกลุ่มได้ แต่การจัดจ าแนกชนิดภายในกลุ่มต้องเพ่ิมข้อมูลของดีเอ็นเอของยีนต าแหน่ง
อ่ืนมาร่วมวิเคราะห์ ซึ่งยีนต าแหน่ง cox1 สามารถจ าแนกได้เพียงความแตกต่างในระดับกลุ่มของ B. dorsalis และ 
B. carambolae เท่านั้น อย่างไรก็ตามข้อมูลจากการศึกษาครั้งนี้สามารถทราบข้อมูลเบื้องต้นของจ านวนชนิดของ 
B. dorsalis ในประเทศไทย แต่การยืนยันชนิดหรือจัดจ าแนกชนิดภายในกลุ่มของ B. dorsalis complex นั้นต้อง
มีการศึกษาต่อไป 
 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 จากเก็บรวบรวมตัวอย่างแมลงวันผลไม้ทั้งตัวอ่อนและตัวเต็มวัยจากพ้ืนที่ภาคเหนือ ภาคใต้ ภาคกลาง 
และภาคตะวันตก  โดยการใช้กับดักแมลงวันผลไม้ ร่วมกับสารล่อที่ใช้ CUE lure และ Methyl eugenol รวมทั้ง
การรวบรวมจากพืชอาหารต่างๆ พบแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม B. dorsalis complex ทั้งหมด จ านวน 397 ตัวอย่าง 
และในการจ าแนกเบื้องต้นพบแมลงวันผลไม้  จ านวน 3 ชนิด ได้แก่  B. dorsalis, B. carambolae และ 
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Bactrocera spp. และเก็บรักษาตัวอย่างไว้ในแอลกอฮอล์ 95% ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือเป็นการรักษา
คุณภาพของดีเอ็นเอ สกัดดีเอ็นเอ ท าพีซีอาร์ บริเวณยีน cox1 ได้ข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดของแมลงวันผลไม้               
B. dorsalis จ านวน 41 ตัวอย่าง และ B. carambolae จ านวน 20 ตัวอย่าง   

   จากการศึกษาครั้งนี้ท าให้ทราบข้อมูลทางชีวโมเลกุลของแมลงวันผลไม้ที่มีความซับซ้อนหรือใกล้เคียง
กัน ซึ่งเป็นการยากที่จะใช้เพียงลักษณะสัณฐานภายนอกมาเป็นตัวจัดจ าแนก  และยืนยันว่า cox1 เป็นยีนที่
สามารถใช้ในการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดในแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex ได้  เนื่องจากยีน cox1 มี
ความแตกต่างมากพอท่ีจะท าให้แยกสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกันออกจากกันได้ เป็นยีนที่มีบริเวณอนุรักษ์ (conserve 
area) มีขนาด   นิวคลีโอไทด์มีความเหมาะสมคือประมาณ 500 - 800 คู่เบส ง่ายต่อการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
ดังนั้น ไพรเมอร์ที่เป็น universal primer จะสามารถเข้ามาจับและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ได้
ง่ายและรวดเร็ว นอกจากนี้ล าดับดีเอ็นเอของยีน cox1 ยังสามารถแยกความแตกต่างในสิ่งมีชีวิตที่มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกันมากได้อีกด้วย และการเลือกบริเวณยีนที่จะน ามาใช้มีความส าคัญมาก เพราะหากเลือกขนาดและบริเวณ
ที่น ามาใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดได้เหมาะสมกับชนิดของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษาจะท าให้สามารถน าไปใช้ได้ง่าย
สะดวกและรวดเร็วมากยิ่งข้ึน  การศึกษาครั้งนี้พบว่าเมื่อใช้ cox1 มีบางตัวอย่างที่แสดงผลดีเอ็นเอบาร์โค้ดของ
แมลงวันในกลุ่ม B. dorsalis complex ยังไม่ชัดเจน ดังนั้นจึงมีการศึกษา เพ่ิมเติมด้วยไพรเมอร์ ITS1 ซึ่งพบว่า
สามารถจ าแนกชนิดของ B. dorsalis และ B. carambolae ได้อย่างถูกต้องถึง 99-100% นอกจากนี้ยังสามารถ
ใช้ ITS1 ในการแยกความแตกต่างระหว่างแมลงวันผลไม้ B. carambolae และ B. dorsalis เพียงแค่การใน
วิธีการ gel electrophoresis เท่านั้น เนื่องจาก ขนาดของจ านวนคู่เบสนั้นมีความแตกต่างกันประมาณ 44 คู่เบส 
(Figure 8) ซึ่งสามารถจัดจ าแนกได้ในระดับสายตาซึ่งเป็นการตรวจสอบในเบื้องต้นที่มีความน่าเชื่อถือ โดยเป็นการ
ลดค่าใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ได้ นอกจากนี้ในการศึกษาครั้งนี้ได้วิเคราะห์ความสัมพันธ์  
ทางวิวัฒนาการโดยวิธีการ Maximum Likelihood และ Bayesian analysis ซึ่งเป็นวิธีการที่เหมาะสมที่สุดใน
การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ และยืนยันชนิดของแมลงวันผลไม้ในกลุ่ม B. dorsalis complex นั้น 
พบว่าแยกออกมาจากแมลงวันผลไม้ชนิดอื่น ๆ ใน Family Tephritidae อย่างเห็นได้ชัด แต่มีความแตกต่างใน
การจัดกลุ่ม ซึ่งหากต้องการศึกษาการแบ่งกลุ่มท่ีชัดเจนมากข้ึน  จะต้องมีการใช้จ านวนยีนในการศึกษาเพ่ิมข้ึน 
เช่นเดียวกับ Boykin et al., 2013 ที่ใช้ยีนถึง 6 ต าแหน่ง (cox1, nad4-3’, CAD, period, ITS1, ITS2) หรือ
ท าการศึกษาอนุกรมวิธานแมลงวันผลไม้แบบผสมผสานโดยการประยุกต์ใช้เทคนิคมอร์โฟเมตริกแบบจีโอเมตริก 
(geometric morphometric) มาผสมผสานกับการศึกษาทางชีวโมเลกุลในแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis 
complex ซึ่งจะช่วยสนับสนุนและยืนยันการตรวจจ าแนกได้เป็นอย่างดี เช่นเดียวกับการศึกษาของ Krosch et al. 
(2012, 2013) และ Schutze et al., (2012; 2015)  
 นอกจากนี้ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ ยังช่วยยืนยันจ านวนชนิดของ B. dorsalis ในประเทศไทย ให้มี
ความสอดคล้องและทันสมัยเทียบเท่าระดับสากล ดังเช่น Schutze et al., 2015 ศึกษาแมลงวันผลไม้กลุ่ม                 
B. dorsalis complex ด้วยการศึกษาอนุกรมวิธานแบบผสมผสาน ( Integrative Taxonomy) และยืนยันได้ว่า
แมลงวันผลไม้ที่เคยเป็น B. papayae และ B. philipinensis จริง ๆ แล้วเป็นชนิดเดียวกับ B. dorsalis ซึง่
สอดคล้องกับการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่าเมื่อน าดีเอ็นเอของแมลงวันผลไม้ B. papaya และ B. philipinensis มา
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ศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการนั้น แมลงวันผลไม้ท้ังสองชนิดจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ B. dorsalis และแยก
ออกมาจาก B. carambolae อย่างเห็นได้ชัด 

 

10.  การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ :  
เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยต่อไปซึ่งจากการทดลองจะได้ชนิดและชื่อวิทยาศาสตร์ ที่ถูกต้อง ได้ตัวอย่างดี

เอ็นเอบาร์โค้ด ของแมลงวันผลไม้ใน B. dorsalis complex และสามารถน ามาใช้เพ่ือจัดจ าแนกชนิดแมลงวัน
ผลไม้ในกลุ่มของ B. dorsalis complex ได้อย่างถูกต้องและมาตรฐานสากล นอกจากนี้ยังได้ข้อมูลโครงสร้างดี
เอ็นเอเป็นข้อมูลพื้นฐานในการควบคุม  ป้องกันก าจัด  และข้อมูลในการน าเข้าส่งออก ซึ่งเป็นแหล่ง ข้อมูลทางด้าน
กีฏวิทยาที่ส าคัญของประเทศ ซ่ึงหน่วยงานที่สามารถน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ ได้แก่ หน่วยงานราชการ  
กระทรวงพาณิชย์  กระทรวงเกษตรและสหกรณ์  บริษัทเอกชนผู้ส่งออก   มหาวิทยาลัย  โรงเรียน 

ข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดเป็นข้อมูลที่มีความหลากหลายทางชีวภาพที่สามาถน าไปใช้บ่งชี้ความหลากหลาย
ของสิ่งมีชีวิตของประเทศไทย ถือเป็นฐานข้อมูลทางด้านพันธุกรรมที่มีความส าคัญยิ่งส าหรับการน าไปใช้ในการ 
ศึกษาต่อไปในอนาคต 

 
11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี)  : ขอขอบคุณ ดร. ชนินทร ดวงสอาด ผู้ให้ความช่วยเหลือในการศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการ ท าให้งานวิจัยชิ้นนี้ส าเร็จลุล่วงเป็นอย่างดี 
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Figure 1 Fruit fly trap (wet bucket trap) for molecular work  
 

 
               

Figure 2 Morphological character of Bactrocera dorsalis complex.                
  (A)  Distinct dark facial spots      (B)  Lateral postsutural vittae  present 

   (C)  Wing colourless and anal streak   (D)  Abdominal terga III-V with a  dark “T” pattern 
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Figure 3  Bactrocera (Bactrocera) carambolae Drew & Hancock         
             (A)  Taxonomic characters      (B)  Body 
    (C)  Head      (D)  Thorax 
    (E)  Wing      (F) Abdomen 
 
 

 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 
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Figure 4  Bactrocera (Bactrocera) dorsalis Hendel   
              (A)  Taxonomic characters      (B)  Body 
    (C)  Head      (D)  Thorax 
    (E)  Wing      (F) Abdomen 

 
 

 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 
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Figure 5 Distribution of Bactrocera carambolae in Thailand 
 

 
Figure 6 Distribution of Bactrocera dorsalis in Thailand 
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Figure 7 PCR results using the cox1 (LCO1490/HCO2198) universal primer pair.  
   Lane 1- 5:  B. dorsalis from different geographical populations. 
   Lane 6: negative control (ddH2O)  Lane 7: Positive control (Z. cucurbitae) 
   Lane 8 -12: B. carambolae  from different geographical populations.   
   Lane 13: negative control (ddH2O)  Lane 14: Positive control (Z. cucurbitae) 

 
 
 

 
 

Figure 8 PCR results using the ITS (ITS7F/ITS6R) primer pair.  
  Lane 1- 5 B. carambolae from different geographical populatons;  
  Lane 6 -10 B. dorsalis; Lane 11: negative control (ddH2O);  

            Lane M Marker 
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Figure 9 Maximum likelihood phylogenetic tree based on cox1 gene sequences, showing the 
phylogenetic relationship among 11 fruit fly species, other Bactrocera species, Zeugodacus 
species and Anastrapha. Anastrapha ludens was used as outgroup. The number of sites are 
650, and scale bar = 0.005 substitutions per nucleotide position. Percent bootstrap values 
above 50 (1000 replicates) are indicated at notes.   
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Figure 10 Bayesian analysis phylogenetic tree based on cox1 gene sequences, showing the 
phylogenetic positions of 11 fruit fly species, other Bactrocera species, Zeugodacus species and 
Anastrapha. A. ludens was used as outgroup. The scale bar = 0.2 substitutions per nucleotide 
position. Percent bootstrap values above 50 (1000 replicates) are indicated at notes.   
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Table 1 Scientific name, number of samples, host plants and distribution. 
 

 Scientific      
  Name  

Number  
of samples 

Host plants Distribution 

1 B. dorsalis 50 rose apple 
guava, 
cucumber 
winter melon 
bitter gourd 
pumpkin, 
santon guava, 
mango, jackfruit 
and water 
melon 

Chiang-mai, Chiang-rai, Lamphun 
Nan, Nakhon Ratchasrima 
Chaiyaphum, Khon Kaen, Udonthani, 
Nongkhai, Mahasarakham, 
Kanchanaburi, Tak, Chanthaburi, 
Rayong, Suratthani, Chumphon 
Ranong, Trang, Phatthalung 
Songkhla, Nakhon Si Thammarat 
Krabi, Phang-nga, Phuket, Bangkok, 
Nakhon Pathom, Samut Songkhram, 
Samut Sakhon, Ratchaburi, Prachuap 
Khiri khan, Phetchaburi and Ubon 
Ratchathani 

2 B. carambolae 22 star fruit  
rose apple 
mango  

Prachuap Khiri khan, Chumphon, 
Trang, Songkhla, Surat Thani, Krabi 
 Nakhon Si Thammarat,  Phang-nga, 
and Phuket  

3 Bactrocera spp. 325 rose apple 
guava, 
cucumber 
winter melon 
bitter gourd 
pumpkin, 
santon guava, 
mango, jackfruit 
and water 
melon 

Chiang-mai, Chiang-rai, Lamphun 
Nan, Nakhon Ratchasrima 
Chaiyaphum, Khon Kaen 
Udonthani, Nongkhai 
Mahasarakham, Kanchanaburi 
Tak, Chanthaburi, Rayong 
Suratthani, Chumphon 
Ranong, Trang, Phatthalung 
Songkhla, Nakhon Si Thammarat 
Krabi, Phang-nga, Phuket 
Bangkok, Nakhon Pathom 
Samut Songkhram, Samut Sakhon 
Ratchaburi, Prachuap Khiri khan 
Phetchaburi and Ubon Ratchathani 
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14. ภาคผนวก 

ภาคผนวกที่ 1 DNA Barcode ของแมลงวันผลไม้กลุ่ม B. dorsalis complex เพ่ิมปริมาณ DNA ด้วย COX1  
 

รายละเอียดของ DNA Barcode ของ B. carambolae จ านวน 10 ตัวอย่าง 
 

ตัวอย่างที่ 1 COI4  
AAAAAGGAAGTATTTAAGTTTCGGTCTGTTAGTAATATAGTAATAGCCCCTGCTAAAACTGGTAATGATAATAAAAGTAATAAAGCTGTTAATACTA
CTGCTCAAACGAATAGAGGTATTCGATCAAAGGTAATTCCTGTCGATCGTATATTAATTACTGTTGTAATGAAATTTACTGCTCCTAAAATTGAGGA
AATACCTGCTAAGTGAAGTGAAAAAATAGCTAGATCAACTGAAGCTCCTCCGTGCGCAATAACAGATGATAGGGGTGGGTAAACTGTTCAACCTGT
ACCAGCTCCGTTTTCTACTATACTTCTTACTAATAGTAATGTAAGGGAAGGAGGTAATAATCAAAATCTTATATTATTCATTCGTGGAAATGCTATAT
CGGGAGCTCCTAATATTAAAGGAACAAGTCAATTTCCAAATCCACCAATTATAATTGGTATAACTATAAAGAAAATTATTACGAAAGCATGAGCTGT
TACAATTACATTATAAATTTGATCGTCACCGATTAAAGCTCCTGGGTGACCGAGTTCAGCTCGGACTAAAATTCTAAGGGATGTTCCTACTATTCCT
GCTCAGGCTCCGAAGATAAAATATAAAGTTCCAATATCTTTATGTTT 
 

ตัวอย่างที่ 2 COI4.1  
TCAGNGCAGGAATANTAAGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGANCTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATG
TAATTGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGA
GCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACG
GAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGC
AGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTT
GAGCAGTAGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCC
TTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCT 
 

ตัวอย่างที่ 3 COI5  
GGCAGGGTCAAAAAAGGAAGTATTTAAGTTTCGGTCTGTTAGTAATATAGTAATAGCCCCTGCTAAAACTGGTAATGATAATAAAAGTAATAAAGCT
GTTAATACTACTGCTCAAACGAATAGAGGTATTCGATCAAAGGTAATTCCTGTCGATCGTATATTAATTACTGTTGTAATGAAATTTACTGCTCCTA
AAATTGAGGAAATACCTGCTAAGTGAAGTGAAAAAATAGCTAGATCAACTGAAGCTCCTCCGTGCGCAATAACAGATGATAGGGGTGGGTAAACTG
TTCAACCTGTACCAGCTCCGTTTTCTACTATACTTCTTACTAATAGTAATGTAAGGGAAGGAGGTAATAATCAAAATCTTATATTATTCATTCGTGGA
AATGCTATATCGGGAGCTCCTAATATTAAAGGAACAAGTCAATTTCCAAATCCACCAATTATAATTGGTATAACTATAAAGAAAATTATTACGAAAG
CATGAGCTGTTACAATTACATTATAAATTTGATCGTCACCGATTAAAGCTCCTGGGTGACCGAGTTCAGCTCGGACTAAAATTCTAAGGGATGTTCC
TACTATTCCTGCTCAGGCTCCGAAGATAAAATATAAAGTTCCAATATCTTTATGTTT 

 

ตัวอย่างที่ 4 COI5.1  
TAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCA
TGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCAT
TTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTG
AACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTT
TAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAAC
AGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCG
GAGGAGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCT 
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ตัวอย่างที่ 5 COI3  
TAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCA
TGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGNAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCAT
TTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTG
AACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTT
TAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAAC
AGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCG
GAGGAGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTT 
 

ตัวอย่างที่ 6 COI3.1  
AGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCAT
GCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGNAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATT
TCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGA
ACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTTT
AGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAACA
GCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGG
AGGAGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGA 
 

ตัวอย่างที่ 7 COI4  
AAGTATTTAAGTTTCGGTCTGTTAGTAATATAGTAATAGCCCCTGCTAAAACTGGTAATGATAATAAAAGTAATAAAGCTGTTAATACTACTGCTCA
AACGAATAGAGGTATTCGATCAAAGGTAATTCCTGTCGATCGTATATTAATTACTGTTGTAATGAAATTTACTGCTCCTAAAATTGAGGAAATACCT
GCTAAGTGAAGTGAAAAAATAGCTAGATCAACTGAAGCTCCTCCGTGCGCAATAACAGATGATAGGGGTGGGTAAACTGTTCAACCTGTACCAGCT
CCGTTTTCTACTATACTTCTTACTAATAGTAATGTAAGGGAAGGAGGTAATAATCAAAATCTTATATTATTCATTCGTGGAAATGCTATATCGGGAG
CTCCTAATATTAAAGGAACAAGTCAATTTCCAAATCCACCAATTATAATTGGTATAACTATAAAGAAAATTATTACGAAAGCATGAGCTGTTACAATT
ACATTATAAATTTGATCGTCACCGATTAAAGCTCCTGGGTGACCGAGTTCAGCTCGGACTAAAATTCTAAGGGATGTTCCTACTATTCCTGCTCAGG
CTCCGAAGATAAAATATAAAGTTCCAATATCTTTA 
 

ตัวอย่างที่ 8 COI4.1  
AGNGCAGGAATANTAAGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGANCTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTA
ATTGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGC
TCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGA
GCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAG
GTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGA
GCAGTAGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTT
TTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTC 
 

ตัวอย่างที่ 9 COI5  
AGGGTCAAAAAAGGAAGTATTTAAGTTTCGGTCTGTTAGTAATATAGTAATAGCCCCTGCTAAAACTGGTAATGATAATAAAAGTAATAAAGCTGTT
AATACTACTGCTCAAACGAATAGAGGTATTCGATCAAAGGTAATTCCTGTCGATCGTATATTAATTACTGTTGTAATGAAATTTACTGCTCCTAAAA
TTGAGGAAATACCTGCTAAGTGAAGTGAAAAAATAGCTAGATCAACTGAAGCTCCTCCGTGCGCAATAACAGATGATAGGGGTGGGTAAACTGTTC
AACCTGTACCAGCTCCGTTTTCTACTATACTTCTTACTAATAGTAATGTAAGGGAAGGAGGTAATAATCAAAATCTTATATTATTCATTCGTGGAAAT
GCTATATCGGGAGCTCCTAATATTAAAGGAACAAGTCAATTTCCAAATCCACCAATTATAATTGGTATAACTATAAAGAAAATTATTACGAAAGCAT
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GAGCTGTTACAATTACATTATAAATTTGATCGTCACCGATTAAAGCTCCTGGGTGACCGAGTTCAGCTCGGACTAAAATTCTAAGGGATGTTCCTAC
TATTCCTGCTCAGGCTCCGAAGATAAAATATAAAGTTCCAATATCTTTATGTTT 
 

ตัวอย่างที่ 10 COI5.1  
ACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTT
TCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCA
CGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAG
TTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTTTAGGA
GCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAACAGCTT
TATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGA
GGAGACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCA 
 

DNA Barcode ของ B. carambolae จ านวน 10 ตัวอย่าง 
ตัวอย่างที่ 1 01501 
TACATACCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGC
TTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTC
CACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAAC
AGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTA
GGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAG
CTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGA
GGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGT 
 

ตัวอย่างที่ 2 HPA-00701 
ACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTT
TCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCA
CGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAG
TTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGG
AGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCT
TTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGG
AGGAGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGG 
 

ตัวอย่างที่ 3 HPL-00701 
CATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTT
CGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCAC
GAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGT
TTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGA
GCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCCTTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTT
TATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGATCCTGCCGGAGGA
GGAGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTC 

 

ตัวอย่างที่ 4 HPL-00801 
TGAGCAGGAATAGTAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAA
TCGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCT
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CCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAG
CTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTCCACTTAGCGGG
TATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAG
CAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTT
TTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTATTTTTTGATCA 
 

ตัวอย่างที่ 5 HPL-00901 
TGAGCAGGAATAGTAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATCaATGTA
ATCGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGC
TCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGA
GCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTCCACTTAGCGG
GTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGA
GCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTT
TTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTA 
 

ตัวอย่างที่ 6 01501 
ACATACCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCT
TTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCC
ACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACA
GTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAG
GAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGC
TTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATANTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAG
GAGGAGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGG 
 

ตัวอย่างที่ 7 HPA-00701 
ATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTC
GTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACG
AATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTT
TACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAG
CAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTA
TTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAG
GAGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGA 
 

ตัวอย่างที่ 8 HPL-00701.1 
ATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTC
GTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACG
AATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTT
TACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAG
CAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCCTTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTA
TTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGATCCTGCCGGAGGAGG
AGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGG 
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ตัวอย่างที่ 9 HPL-00801 
AGCAGGAATAGTAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATC
GTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCC
CGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCT
GGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTCCACTTAGCGGGTA
TTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCA
GTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTT
TGACCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTA 
 

ตัวอย่างที่ 10 HPL-00901 
AGCAGGAATAGTAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATCaATGTAAT
CGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTC
CCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGC
TGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTCCACTTAGCGGGT
ATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGC
AGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTT
TTGACCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTA 
 

ภาคผนวกที ่2  ตัวอย่างรายละเอียดข้อมูลสารพันธุกรรมบางส่วนที่ได้จาการท า PCR  ด้วยยีน ITS1 
 

แมลงวันผลไม้ B. carambolae  
ตัวอย่างที่ 1 BC01 
TTTAACATATATAGCTGTACTTATTATTATAAAAATGATAAGTTAATTTGTTCACATTAACGTGCAATTCCTTTTTTATGGTTATTTTCTATTTGTGTT
TAAGTATATGTTATATACATGTGTCATATACGTTAGTATAAGTATATGTATTATATACATATCATATACGTAGTATAGTATATAAATATACTCTGGTC
TGTTTTTATTCAAGAAGTTATGGTTAAATGCACAAATAAAAGANAATAACTAAAAACTGGTATTGCTGTTTTTGTTGACCTAAGACATGCGCAGCTT
GCAAATGTTTGGGTTTAAAATTACAATTTATTGAAAGATGTGTTGGAATTTTATTTTAAAAATTTGTTATAAATATTATTATTATTATTCTTTCAATAA
ATTAAAAACTCTTGACTTTGAATCAAAAAACACAAAAAATTTTTACTCTAAGCGGTGGACCACTC 
 

ตัวอย่างที่ 2 BC01.1 
TGCTTTTGATTCAAGTCAGAGTTTTTAATTTATTGAAAGAATAATAATAATAATATTTATAACAAATTTTTAAAATAAAATTCCAACACATCTTTCAA
TAAATTGTAATTTTAAACCCAAACATTTGCAAGCTGCGCATGTCTTAGGTCAACAAAAACAGCAATACCAGTTTTTAGTTATTCTCTTTTATTTGTGC
ATTTAACCATAACTTCTTGAATAAAAACAGACCAGAGTATATTTATATACTATACTACGTATATGATATGTATATAATACATATACTTATACTAACGT
ATATGACACATGTATATAACATATACTTAAACACAAATANAAAATAACCATAAAAAAGGAATTGCACGTTAATGTGAACAAATTAACTTATCATTTTT
ATAATAATAAGTACAGCTATATATGTTTAAAGGTTTTTTANCGTTCAAATACAATG 
 

ตัวอย่างที่ 3 BC02 
GTGTTTTTATTCAAGTCAGAGTTTTTAATTTATTGAAAGAATAATAATAATATTTATAACAAATTTTTAAAATAAAATTCCAACACATCTTTCAATAA
ATTGTAATTTTAAACCCAAACATTTGCAAGCTGCGCATGTCTTAGGTCAACAAAAACAGCAATACCAGTTTTTAGTTATTCTCTTATTTTGTGCATGT
ATACCAATCTTCTTGAATAAAAACAACCAGAGCATATTTATATACTATACTATGTATATGATATGTATATAAAACATATACTATATACTACGTATATG
GACATGTATATAACATATACTTAAACACAAATAGAAAATACCATAAAAAAGGAATTACACGTTAATGTGAACAAATTAACTTATCATTTACATATTTT
TTATAAAAAGATCATTTAACTTTTTATTAATTTTTCATAAATAATAAGTACAGCTATATATGTTTAAAGGTTTTTTAGCGTTCAAATACAATGAG 
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ตัวอย่างที่ 4 BC02.1 
TATATAGCTGTACTTATTATTTATGAAAAATTAATAAAAAGTTAAATGATCTTTTTATAAAAAATATGTAAATGATAAGTTAATTTGTTCACATTAAC
GTGTAATTCCTTTTTTATGGTATTTTCTATTTGTGTTTAAGTATATGTTATATACATGTCCATATACGTAGTATATAGTATATGTTTTATATACATATC
ATATACATAGTATAGTATATAAATATGCTCTGGTTGTTTTTATTCAAGAAGATTGGTATACATGCACAAAATAAGAGAATAACTAAAAACTGGTATTG
CTGTTTTTGTTGACCTAAGACATGCGCAGCTTGCAAATGTTTGGGTTTAAAATTACAATTTATTGAAAGATGTGTTGGAATTTTATTTTAAAAATTTG
TTATAAATATTATTATTATTCTTTCAATAAATTAAAAACTCTTGACTTTGAATTAAAAAACACAAAAAATTTTTACTCTAAGCGGTGGTCNA 
 

ตัวอย่างที่ 5 BC03 
TGTATAGCTGTACTTATTATTTATGAAAAATTAATAAAAAGTTAAATGATCTTTTTATAAAAAATATGTAAATGATAAGTTAATTTGTTCACATTAAC
GTGTAATTCCTTTTTTATGGTATTTTCTATTTGTGTTTAAGTATATGTTATATACATGTCCATATACGTAGTATATAGTATATGTTTTATATACATATC
ATATACATAGTATAGTATATAAATATGCTCTGGTTGTTTTTATTCAAGAAGATTGGTATACATGCACAAAATAAGAGAATAACTAAAAACTGGTATTG
CTGTTTTTGTTGACCTAAGACATGCGCAGCTTGCAAATGTTTGGGTTTAAAATTACAATTTATTGAAAGATGTGTTGGAATTTTATTTTAAAAATTTG
TTATAAATATTATTATTATTCTTTCAATAAATTAAAAACTCTTGACTTTGAATTAAAAAACACAAAAAATTTTTACTCTAAGCGGTGGTC 
 
 

แมลงวันผลไม้ Bactrocera dorsalis  

ตัวอย่างที่ 1 DS01 
TATATAGCTGTACTTATTATTATAAAAATGATAAGTTAATTTGTTCACATTAACGTGCAATTCCTTTTTTATGGTTATTTTCTATTTGTGTTTAAGTAT
ATGTTATATACATGTGTCATATACGTTAGTATAAGTATATGTATTATATACATATCATATACGTAGTATAGTATATAAATATACTCTGGTCTGTTTTT
ATTCAAGAAGTTATGGTTAAATGCACAAATAAAAGAGAATAACTAAAAACTGGTATTGCTGTTTTTGTTGACCTAAGACATGCGCAGCTTGCAAATG
TTTGGGTTTAAAATTACAATTTATTGAAAGATGTGTTGGAATTTTATTTTAAAAATTTGTTATAAATATTATTATTATTCTTTCAATAAATTAAAAACT
CTTGACTTTGAATCAAAAAACACAAAAAATTTTTACTCTAAGCGGTGGTCACTCGGC 

ตัวอย่างที่ 2 DS02 

TGCTTTTGATTCAAGTCAGAGTTTTTAATTTATTGAAAGAATAATAATAATATTTATAACAAATTTTTAAAATAAAATTCCNACACATCTTTCAATAA
ATTGTAATTTTAAACCCAAACATTTGCAAGCTGCGCATGTCTTANGTCAACAAAAACAGCAATACCAGTTTTTANTTATTCTCTTTTATTTGTGCATT
TAACCATAACTTCTTGAATAAAAACAGACCAGAGTATATTTATATACTATACTACGTATATGATATGTATATAATACATATACTTATACTAACGTATA
TGACACATGTATATAACATATACTTAAACACAAATANAAAATAACCATAAAAAAGGAATTGCACGTTAATGTGAACAAATTAACTTATCATTTTTATA
ATAATAAGTACAGCTATATATGTTTAAAGGTTTTTTANCGTTCAAATACAATGTTG 
 

ตัวอย่างที่ 3 DS01 
ACATATATAGCTGTACTTATTATTATAAAAATGATAAGTTAATTTGTTCACATTAACGTGCAATTCCTTTTTTATGGTTATTTTCTATTTGTGTTTAAG
TATATGTTATATACATGTGTCATATACGTTAGTATAAGTATATGTATTATATACATATCATATACGTAGTATAGTATATAAATATACTCTGGTCTGTT
TTTATTCAAGAAGTTATGGTTAAATGCACAAATAAAAGAGAATAACTAAAAACTGGTATTGCTGTTTTTGTTGACCTAAGACATGCGCAGCTTGCAA
ATGTTTGGGTTTAAAATTACAATTTATTGAAAGATGTGTTGGAATTTTATTTTAAAAATTTGTTATAAATATTATTATTATTATTCTTTCAATAAATTA
AAAACTCTTGACTTTGAATCAAAAAACACAAAAAATTTTTACTCTAAGCGGTGG 
 

ตัวอย่างที่ 4 DS03 
GTTTTTGATTCAAGTCAGAGTTTTTAATTTATTGAAAGAATAATAATAATAATATTTATAACAAATTTTTAAAATAAAATTCCAACACATCTTTCAAT
AAATTGTAATTTTAAACCCAAACATTTGCAAGCTGCGCATGTCTTAGGTCAACAAAAACAGCAATACCAGTTTTTAGTTATTCTCTTTTATTTGTGCA
TTTAACCATAACTTCTTGAATAAAAACAGACCAGAGTATATTTATATACTATACTACGTATATGATATGTATATAATACATATACTTATACTAACGTA
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TATGACACATGTATATAACATATACTTAAACACAAATAGAAAATAACCATAAAAAAGGAATTGCACGTTAATGTGAACAAATTAACTTATCATTTTTA
TAATAATAAGTACAGCTATATATGTTTAAAGGTTTTTTAGCGTTCAAATACAATGT 
 

ตัวอย่างที่ 5 DS05 
TTGATTCAGGTCAGAGTTTTTAATTTATTGAAAGAATAATAATAATAATATTTATAACAAATTTTTAAAATAAAATTCCAACACATCTTTCAATAAAT
TGTAATTTTAAACCCAAACATTTGCAAGCTGCGCATGTCTTAGGTCAACAAAAACAGCAATACCAGTTTTTAGTTATTCTCTTTTATTTGTGCATTTA
ACCATAACTTCTTGAATAAAAACAGACCAGAGTATATTTATATACTATACTACGTATATGATATGTATATAATACATATACTTATACTAACGTATATG
ACACATGTATATAACATATACTTAAACACAAATAGAAAATAACCATAAAAAAGGAATTGCACGTTAATGTGAACAAATTAACTTATCATTTTTATAAT
AATAAGTACAGCTATATATGTTTAAAGGTTTTTTAGCGTTCAAATACAATGTAA 
 


