nstuuniiawiasiunalifmginelungy Bactrocera dorsalis (Hendel) complex

(Diptera: Tephritidae) Aegdnwasnaiugnssululszmelng

Molecular Identification of Pest Species in Oriental Fruit Fly, Bactrocera

dorsalis (Hendel) (Diptera: Tephritidae) Species Complex in Thailand

s v _a

ga3uns ygvu alngun ledandgna wlews Uana g uina

9

¥ s o Ao [

ngadenguardniner dninddeRmnnnisenineiie

S789UMNUNTIVIN

drmauazfiunusmieiuasiualiisnssuasiadutornituiioamie aeld
MANaNs waznAngiunn Tnensidnuaniuasiunaliiiuugaden (wet budget trap) SaAvas
dounariunals 2 Ussn 18un CUE lure uay Methyl eugenol sumiaiiusausasainiieeims
#1199 wuwdasunaldlungu 8 dorsalis complex Tava §1au 397 Freehe warlumssuun
osdumuusariunalsl S 3 ¥iin 8ud B corsalis Hendel, B carambolae Drew & Hancock wae
Bactrocera spp. Wusnwiiesliluueanesed 95% figamgil -20 C ileilumssnwaunm
YoaEnTugNTT (DNA) affm DNA uazifisU3anas DNA #e3sns Polymerase Chain Reaction
(PCR) Mm88u cytochrome ¢ oxidase | (COX1) uwazgmTiadou DNA maeismedlanlasinGda
(gel electrophoresis) %l DNA barcode vouusmsuwalsl 8 dorsalis complex Havn $1ua
20 81 ANfegsuasIuNaldl B dorsalis 31U 10 A8 Wag B carambolae I

10 $99814

IPEN1INAADY 03-30-60-01-03-00-01-60
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A
Uagiunsdseendnualiiluseldndnveununsnslneuazainauasindalunis
ntralianivgludmaialantiuiinnnsguig@u 8nnsainaniiznisudsdunsdisanves
Usginalugiion@eungedunuy n1sdnduundngieniilentaialuiunisdseoniull

o w

anudAgdusgnels Aniunsduunedauiasdnsiivlaamsutasiunalidadudngdfy

FULLY
vosinualilutsemelifiaugniesuiainasgulunisinuedadaudnluogabs
TunivieBewuinana Bactrocera HudelmiAnenudemesonananmnansinens
et geilsUI s Avemeueniilndi@estuann (kosch et al, 2012; Schutze et al, 2012)
Fedinmsdounasiunalivansvialieglunguiifinimdudeu (Complex) Lipsaniinmen
Huegsdslunsliifiosdnuusdugiunousnuiduiidnduun neawzngy 8 dorsalis
complex turaliAnauduauudineunsuistuiuegnad idesanuuasiunalinguis
ANuUAnFuUsHUmagUsdneae euen deerndensinauladnduainuudsiunis
é’mgmmaimjﬁmﬁEnﬁ’w%au“]umwmmﬂﬁiwiwdwwﬁmﬁuﬂ (Ibrahim & Ibrahim, 1990; Stone,
1942; Drew & Hancock, 1994; Saelee et al, 2006; Vera et a., 2006; Cameron et al, 2010;
Schutze et al, 2012; Kitthawee & Rungsri, 2011; Hernandez-Ortiz et al, 2012) LazdnI5u
waluladeaneg wu nsfnwAdueuisian (DNA  barcoding)  wUszandldlunisdadwun
wiasTunaliilungy 8 dorsalis complex vilvinudn wuasTulunay B dorsalis complex viane
sl dusiadeniu (Krosch et al, 2012; Krosch et al, 2013; Schutze et al, 2012) 2%
wildmalulagiuluanalafiunumanudifgduegannlunisiunyszendlddndiuun
yinveadeditin Feaindoyanugruilldainfiduiouslde vosuuawudazsinlunfaiiaz
ansadunlglunmsiuunuasBuduvlinveswuaialingy 8 dorsalis complex luuseme
nelfuardrndunmsuiuususlatoyavenusasiunalinguilidanuivadonundnaina

Feazneliinnafviainueynsuistukarmsdidseenitvlinualdvesinegnainlandnsae

Weius
gunsal
- NABegaNIIAUYila stereo microscope Wag compound microscope
- NRRIANEFUIINNABIaNTIAY
- gunsallylunisnenn
- ARUNINDS
-l

- NERIsIWIANUEUTUIN 68 AYENT
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- fou AnTesgudlast

- hETUTEnaUNITILUALIaYTuNald

- gUnsaluazansniilunisiumedisutas (1IRnes nasInaaRn gananadn, fudn
wuasTunalsd wuu Wet budget ansilsTuuiilddouuasiunaldl ldun Cue lure way Methyl
Eugenol sauvislnlwsdulnamea (Propylene alycol) dmiuinwnunimvesuiasiunald
symindafuanlunUasdrsg

- asnilvavgunsallun1sAnufiduie 1 YaainansAldue (DNA extraction kit:
Isolate Genomic DNA Kit), GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Fermentas), Agarose gel
(SeaKem) uwag TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0), MyTag HS Red DNA
Polymerase wag MgCl,

- answiiuay primer Tldlunmsivdinaiidue

- gavhANazeInALaWe (PCR clean up kit: Isolate PCR and Gel kit)

- gunsalreuImes (NSeany uisduiindeya vilnfiu)

ac
9013
1. mMssAuseg (@uilun1sd 2560-2561)
aad 0 a Audulsul v & w 4 o a ad [
Tafiun19IduinumletisssukasAmduTENeNuNAnwAL DueuIsLAR

- M3ANYIASITTUNUNITURURNISAUAI9E19uNAITUNBI9INAUNNITINEAT Az
HunU1ssINs wallesnuuasiunaldlungy 8 dorsalis complex  fnsiviane ity
2ImsuaNaeiY Ay FedeameneuiuTiusiiegsiseuaniive msiutasiunaly
Wvinane Tiladianuvainvanefign 1neasiiusiusiudieg1991niiuiianie) ivnniaves
UszwiAlne (n1anane mesgiunn nawmile niaziusen nangiuseniduunilouaznials)
= ! = [ U ! 14 [ v ! v LY
Famndneluntslazanunsaiudiegla 3 na neae 3-5 Jandn uagluusasiminay
Auanugedsa9 wagldiuaniilsluw 2 Ussianliun CUE lure waz Methyl Eugenol lag
fasidluy funiudiegnas 5 swsegnd15ia Juiinfidavagieans (GPS) Taeuwuadu fiun
#1499 Asil

(1) ulasiinaduasy wu unand dnnes dilnen

2) wlasmaldl wWu uzilos aun 15T U39 NN

(3) WUNUISTTUDIR WU EIUNGNUAIANS ONETULVIYIR

a Y o & (Y & A N Ay @ ' U 2/
eavdendinfiluimunuiunuaniiwndesnislunuiiegnuuasiuna il

Y 2560 @1579LaLAUTIVTIUAIDEI9RIN 3 A1ARE
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(1) a1Anane loun Famdauasugy uumys Unusnll uaguasuien
(2) aAngduan lawn FaIANIYINYT AN VYT waSNYIUS

(3) aawitle ToA FanTaessny Wiu Wedln wilgesaau wng a1U19 wazainu

Y

[

T 2561 drsaauaniiusauTusiognann 3 madil

(1) aeaziueen loud Fminaseuni UTAuYS 9aU3 52809 JUNUS Waznsn

(2) mangiuseniBeanile louA Jwin vouwny e a1y wuealidg uax

9n5511l

(3) nale loun Jamdnguns seues g319435571 uATASEITNIIY Wa Tinge fs
WATAIYA LATEA

- thehuvesiiwiinusessesmadvhatsvesuasfunalsindsviosufiinng wonvie
YaIIMLEULALYNNINBdIEReANesed 95-100% (Helduinlufnwdidueusldnve
gou) tiigeuiindeldndomanainiiinzunssestudsduardlddidon waviindes
wanadnlalunsefiieliidiutonigosnin Wewns Ae tnanay vinestanludn 14
islauud s R

o w @ @ | '3 [~ (Y 1 Y Y @
- ddndnisuisdiunesliluloaneged 95% LLE‘WLﬂUiﬂH']@?@EJ’NI’J@LﬂUiﬂUW

a

a A W A a ° = a & %

gaumndl -20 esrwaldeaiioinwinmn nvesduelarih lUldlunmsfinuadueunilan

al Y 1 Y] @ (] | dl' o a [ 4 2 a
- wsgudregfnANisursdiuieldlunisinunafiawaz i ludayadiedly
WnsAug IneldiagaiulsNouniarsesn amueiiandmn vsaAuwladldanasmnii w
Tudpaiuda 4 - 5 H7lua A5Hazvilvaly Wasuwlashl wWsladiednawar Tduvunadn
(micropin)  UMeUSIa Arutsvesdrusnlatn Trluniesiuninuesdidl wardadsu

micropin  Aulnuuie Aenvuiadnidludnuuasdeved Inefitiedn q Judinddu

A A oA

venanuil Juseud wastioliiv wazlithetuiin wenduiintediy MAvun uastowuas

wuntedn 1 e

2. msauumsieamiumsfinnarduiugnssa (@niunisl 2560-2561)

2.1 imegrslariunalinsiadiuunitasigisinananeaenisuen neldndes
qanssll Stereo microscope watufinsuazidunniae wu 5Us1e dnvae wwe uazd Wu
#u TneanadeudnuaziidAgniseynsuisiusenislfienarsuuinianidedvviinves
wasTunaldiusznaumsiisuidisuiudegeiiiusiusnliluifissaue iefudusinves

wnasTuwaldl B dorsalis complex Insonazihluvinis@nuaidueunsian

2.2 ihdegaasiunaldivinisswundiednuasndnging) swhnsain fou

1@ (DNA Extraction) 91u3u 5-10 fegny/aiin meymafindduedisagy (ISOLATE Il Genomic

st edbo Himstiameinely
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o 6

DNA ki, Cat No. BIO-52067) saduyaadaridueilidmiuideidovennuiuaring
samaelull

- MIATENAIE1 (Sample preparation): YIUIPIUVNTIUIUENTVBIMNATTUNAL
(25 mg wildlumaen microcentrifuge wwa 15 ml Tneuvasiiwdefiuliiiedusiegdly
Wilsus (Voucher specimen)

- IpRPUMTAANENTILYaa (pre-lysis): Inen1siAu Lysis Buffer GL U3 180 lulasans
uaz Protinase K Solution U3unes 25 lulasdms Unviaesliiain ndeuvenuse sy
(Paraffin) wietlestumsuudeu mﬂﬁ?uﬂmﬁqquﬁ 37 pamwaluaiua 16 - 20 49l

- ymsteediegng (Lyse sample): Wwenae 19510157 wawiisl Lysis Buffer G3 Usanad 200
lalasdng wazuwil gamnil 70 esrnwaBeadunm 10 uiil wazweiasiane

- wissundoulumsduansignssu (Adjust DNA binding conditions): Lue10e19590157
uagif WoanoseduIEYS (ethanol 100%) Ui 210 lalasdns wazuglviaiuase

- fhmsduiBue (Bind DNA): geenazaneviavisldlu ISOLATE Il Genomic DNA tube
uaganpznon  felaesduniuiiags 11,000x g Wuan 1 undl (Favonmarinde
PNNMIANALNDU)

- dwmgneu (Wash siica membrane): lnanisifs Wash Buffer GW1USuned 500
lulasans wazanmznaudie tsesdunnaudags 11,000x ¢ iuan 1 i (Pevennasil
wiaeIINMIANATNaL) Inthudia Wash Buffer GW2 U3anas 500 lilasans  wavmnpvnou
theeFestiumminigs 11,000x g iWunan 1w Mhfe I ivEsINMIAnAYNOU

- anmzneudtdueliutia (Dry silica membrane): anmzneuseiazestumaiigs
11,000x ¢ Wunan 1wt aniiudneviasn ISOLATE 1| Genomic DNA tube wildluvasn
naaewuan 1.5 lulasans

- avanufoule  (Elute DNA): Tnenisidu Elution Buffer G Ysunau 50 lulasans
9Nty yhnsUuiigamgiivies 1unan 5 unit mamzneuseiadesiiualnunsags 11,000x g

Y

Juaan 1wl 9 ntuidy DNA Aldfivlugamall 20 esmwadea ieliluisnissely

2.3 vmsiinuSnaeue Wvaneeisnis Polymerase Chain Reaction (PCR)

Toe 1 coxz \Ou primer lumsiiinuSunafioue

Primer Name Sequence Base
LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 25
HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 26

[

ToeLiuUSUN TR ULMMENTSUAT sl
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[

wW3sua3AN (Master Mixed) waz DNA template §adl

1 reaction (pl)

Buffer 5X Buffer 5
Tag MyTag; Cat No. BIO-21114 0.01
MegCl MgCLl 0.1
Water H20 15.8
Primer Forward LCO1490 1
Primer Reverse HCO2198 1
DNA 2
Total 25

- dAdueAURUUNSaUAE Master Mixed lalulaSaafinuSuiadudiuvefdue

(PCR machine) Ingldaamgil wazsveziianal denaturing gaungil 94°C 1wl 3 unil

a

MUMEY annealing M19aun il 94°C for 30 Tu# Wag extension Mgl 50°C for 30 U

Y

a

72 °C for 30 Uil uae Final extension Miaaungil 72°C Wukian 5 unil

Y

2.4 757980V PCR product Ingn1snsivdeuswinvestiudnuaasiidueiidenis lne
nsliUszquesansiiuszquenesnainiu Meisnsvindianinslnida (Electrophoresis)
Tnemen PCR product ashuesnilsawadidanududu 1.5 % (1.5% agarose gel) wazli PCR
product tdeufiiuatsazane TBE (Tris-borate, EDTA) Tngldnszualnilh 100 Taad 400

mp (Voltage) tutian 45 w1l

£ v

2.5 ¥Ili PCR product #AuUTanslagn1s wenauuIans aie Isolate Il PCR

and Gel kit me3snsasnalull

Doy

- MIW3BNFAI9EN (Sample preparation): Inen131i1 PCR product m@mﬁmé’uu’%qm
Ui 30 TulAsdns uagids Binding Buffer CB

- vhmsdufidue (Bind DNA: gaansazaneviavmsldly ISOLATE Il PCR and GEL
Colurnn LaganaznourislAIesduAlmLiIgs 11,000 g 1TuLIa1 30 Jurd
Pniuiwesmivieanmsnnazney

- 89pznau Wash silica membrane):  Taan1sidin Wash Buffer CW Usunad 700
lulasdns  uazpnpzneuse Iesestunnuidags 11,000 g Wunan 1 uii nduiiwevas

NRDINNTANALNEUTINTIADIASI)
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- AnmgneuAidulelutia (Dry silica membrane): mnaznaumBlAiestum NG
11,000x ¢ Wumar Lwid aniudenaen ISOLATE Il Genomic DNA tube
nldluvaeavaaasruinan 1.5 llasang

_ avanuAdue (Elute DNA): Tnennsiiy Elution Buffer G U3unas 15 lulasans anndy

ymsunfigamgivies lWunan 5 Wil anezneumelesestununiigs 11,000x ¢ 1uwan

Y

(%
a

1 w1# 9ntduin DNA Ausgns (Purified DNA) TaAulugamall 20 esenaaidea

q

Walrluisnseald

26 ¥inms aensiadeyafidue (ONA Sequencing) LBATIMNAWULUATBIFEULD
(DNA sequencing) Inedasiiaeina DNA Nudavisvesuaiunalily Tribe Dacini 1183 Molecular

Genetics Research Facility 989 Queensland University of Technology

27 dndeyavedfduefiniunsnensid (sequence)  19INTIATIEN 1evinnTs
Wisuisuasutvaasiunalil Tribe Dacini 1tunAnwvianun (Sequence assembly) teld
16 DNA  barcoding  fiflaugnsies Inelusunsufianunsodinsisideyauazdavitsianidue

(assemble) 1214 Bioedit Sequence Alignment Editor Version 7.2.5 (Hall, 1999).

2.8 Juiinluguuuuves FASTA Ind visemisnieniiBarcode tnaiilasnnyiaaeuiln

fiu Gene Bank Faduuvaniu sauvugiudeya maiugnssurmansanTlandnasa iedudu

a & Y & ¥ 1%

ANUYNARITRYasLauBUNSAR Iumiﬁﬂwwzgmﬁuﬁuﬁﬂ wagsiguieldilutayadneds

] [ [ o w A = [ ] a Y 14 [ =3 v al a
ANMMIUNTIANTUYTINYUBUNAIARNTNY wagdouenanala agdanulinennall —20 aeAn

o 9 Y

[ [ N

\waTed o ANSAMUILUEY NFUNUBYNTIIT LAY d1TnITeimunnisensnuity wonanilds

annsondy Teyavessiaiidue Nldinfnwilasadoiugnssuselddn
v 2 Y
- myduiinteya

1) Yuiindeya DNA barcode luguuuuras FASTA lna

[

2) ﬁuﬁﬂiayjammﬁ@maﬁmwu Taenrdosiu viauuariunaldnldiduduluunudde 9

a @ Y '

Usgneumefiianagimans fu wew U Aiuiegwuasiunaliusasyin wasdediiu

e

SPRIAN
3)  Fomenemansvaauariunall  wieunisnvadenueIive1msAnULLas T uNa LN

ANy WU IRANY FoINUANENS

>
LALasanIUn

ITYSLIANIINAADY : AAIAL 2559 - fugeu 2561
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d0ud : 1) unasUgnitedanineieg veanianans mengiunn aawmile Maziueen
Manziueenileunilouazniale

U a v

2) e JUANTNANMUBUNTUITIULLAY NFuRuardnmen d11nTde

WAIUINITBISNVINY

NALAZITANANITNAADY
1. MIAITIWASAUTIVTIN DY NRIaTTuNall

Ausiusiufeguuasiunaliiiisounardufutoaniuiiniamie aeld
AANaNs waznangiunn Waglamegautasiunaldlunay Bactrocera dorsalis complex
nmsldfuinuuasiunald Srufuansaefild CUE lure waz Methyl eugenol 9910
asanwLUTeuTiunsindusinuuasiunaliiuy steiner Sadufudniilituegiesnineans
Tuusewmelnetdu nuisediauasiufildannnsdisie sxiidnwarut wazunninyiloill

=

aunsathiegsuasiunalifindne DNA barcode 18 defudsfimsinontusnuuuds
\Jeon (wet budeet trap) Fadudniifidnuwazdudrenarainladen Fauindvesinewuin
1.5 Wwuflums agseu 9 fudn dadumadivesuuas wagiinUnlaeneluiildansaedanay
grauaasiineg fudnUssanimanzdmivnaiiuiegiaiedunlddnuduluana
Homnamnsatiestiurnadeu amnaiu au sy wanden uam]’mf:malumia;mﬂwiwﬁulnaﬂaa
(propylene glycol)  Fafuansiafifivinldsetsunasiunalifigosnisindnuiiudng
anwdduielddusgnad (Figure 1) Fearnnisdrsiadisfudinuuasiunalindenaisas
SITINTFIUT IO NI anusasiusnkuasiunaldlungy B dorsalis complex
(Figure 2) 19 7117w 397 0819 LLaﬂumsai’wLl:uﬂLﬁymé]’uwwmmﬁ’umalﬂumj3,1 B dbrsalis complex
U 3 vie WA B dorsalis Hendel, B, carambolae Drew & Hancock wag Bactrocera
spp. (Figure 3 wag Table 1) uaziiusnwiseensliluleanased 95% ﬁqmmﬁ 20 C il
inlUarin DNA wazAnw DNA barcode fiolu

2. DNA Barcode vsusasiunalsilungu 8. dorsalis complex

ann DNA wasiuasiunalsl B, caramolae 10 §19819 wag B dorsalis 10 feea
Lagliiny3ina DNA ¢y COXI  LagnTI9deuuLInvesBu COXI (600 AwE) 31 PCR
product  #2838n15vB1anTNsINGTa (Electrophoresis)  anuuasiunalil 2 ada Tawn
B. dorsalis Wag B. carambolae (Figure 4) waznuamsanuluadsiinuin coxs anansald

LuNANLANAIVRILLaITUNALT Tribe  Dacini @anainfduld  wsluwuasiunaldngy
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B dorsalis complex WU wui1 Cox1 delaiaunsanenanuuanasvetuuasiunaliuig

FragaladnLau

ATIIMEINULUAVRIALOULD (DNA sequencing) veshuasiunalil B  carambolae
13U 10 MvEe Uay B dorsalis 31U 10 frege Tuiinluguuuuves FASTA Tid visen
\5U38n1 Barcode nHafIlduInTIvEeUin U Gene Bank ieduduAIugnsiBIteya

DNA barcode daiu DNA 7ilaliiaamgil -20 asrnwaides

uaLdunva9 DNA Barcode ¥84 B. carambolae 31134 10 #1984

fetedi 1 BDO1
AAAAAGGAAGTATTTAAGTTTCGGTCTGTTAGTAATATAGTAATAGCCCCTGCTAAAACTGGTAATGATAATAAAAGTAATAAAGCT
GTTAATACTACTGCTCAAACGAATAGAGGTATTCGATCAAAGGTAATTCCTGTCGATCGTATATTAATTACTGTTGTAATGAAATTT
ACTGCTCCTAAAATTGAGGAAATACCTGCTAAGTGAAGTGAAAAAATAGCTAGATCAACTGAAGCTCCTCCGTGCGCAATAACAGA
TGATAGGGGTGGGTAAACTGTTCAACCTGTACCAGCTCCGTTTTCTACTATACTTCTTACTAATAGTAATGTAAGGGAAGGAGGTAA
TAATCAAAATCTTATATTATTCATTCGTGGAAATGCTATATCGGGAGCTCCTAATATTAAAGGAACAAGTCAATTTCCAAATCCACC
AATTATAATTGGTATAACTATAAAGAAAATTATTACGAAAGCATGAGCTGTTACAATTACATTATAAATTTGATCGTCACCGATTAA
AGCTCCTGGGTGACCGAGTTCAGCTCGGACTAAAATTCTAAGGGATGTTCCTACTATTCCTGCTCAGGCTCCGAAGATAAAATATA
AAGTTCCAATATCTTTATGTTT

fatedl 2 BDO2
TCAGNGCAGGAATANTAAGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGANCTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAA
ATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGAC
TTGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATT
ACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAG
GAGCTTCAGTTGATCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAA
TTAATATACGATCGACAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTAT
CATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAG
ACCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCT

fhatheil 3 BDO3
GGCAGGGTCAAAAAAGGAAGTATTTAAGTTTCGGTCTGTTAGTAATATAGTAATAGCCCCTGCTAAAACTGGTAATGATAATAAAA
GTAATAAAGCTGTTAATACTACTGCTCAAACGAATAGAGGTATTCGATCAAAGGTAATTCCTGTCGATCGTATATTAATTACTGTTG
TAATGAAATTTACTGCTCCTAAAATTGAGGAAATACCTGCTAAGTGAAGTGAAAAAATAGCTAGATCAACTGAAGCTCCTCCGTGC
GCAATAACAGATGATAGGGGTGGGTAAACTGTTCAACCTGTACCAGCTCCGTTTTCTACTATACTTCTTACTAATAGTAATGTAAGG
GAAGGAGGTAATAATCAAAATCTTATATTATTCATTCGTGGAAATGCTATATCGGGAGCTCCTAATATTAAAGGAACAAGTCAATTT
CCAAATCCACCAATTATAATTGGTATAACTATAAAGAAAATTATTACGAAAGCATGAGCTGTTACAATTACATTATAAATTTGATCG
TCACCGATTAAAGCTCCTGGGTGACCGAGTTCAGCTCGGACTAAAATTCTAAGGGATGTTCCTACTATTCCTGCTCAGGCTCCGAA
GATAAAATATAAAGTTCCAATATCTTTATGTTT

#1081l 4 BDOG

TAGGAACATCCCTTAGAA AGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTG
TAACAGCTCATGCTTTCGTAATAA CTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATT

Jad o
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AGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAG
TATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATC
TAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGA
CAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGC
AGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGACCCTATTCTTTACCA
ACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCT

gl 5 BDOS

TAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTG
TAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGNAATTGACTTGTTCCTTTAATATT
AGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAG
TATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATC
TAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGA
CAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGC
AGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGACCCTATTCTTTACCA
ACATTTATTTTGATTTTTT

feeedl 6 BDOG
AAGTATTTAAGTTTCGGTCTGTTAGTAATATAGTAATAGCCCCTGCTAAAACTGGTAATGATAATAAAAGTAATAAAGCTGTTAATA
CTACTGCTCAAACGAATAGAGGTATTCGATCAAAGGTAATTCCTGTCGATCGTATATTAATTACTGTTGTAATGAAATTTACTGCTC
CTAAAATTGAGGAAATACCTGCTAAGTGAAGTGAAAAAATAGCTAGATCAACTGAAGCTCCTCCGTGCGCAATAACAGATGATAGG
GGTGGGTAAACTGTTCAACCTGTACCAGCTCCGTTTTCTACTATACTTCTTACTAATAGTAATGTAAGGGAAGGAGGTAATAATCAA
AATCTTATATTATTCATTCGTGGAAATGCTATATCGGGAGCTCCTAATATTAAAGGAACAAGTCAATTTCCAAATCCACCAATTATA
ATTGGTATAACTATAAAGAAAATTATTACGAAAGCATGAGCTGTTACAATTACATTATAAATTTGATCGTCACCGATTAAAGCTCCT
GGGTGACCGAGTTCAGCTCGGACTAAAATTCTAAGGGATGTTCCTACTATTCCTGCTCAGGCTCCGAAGATAAAATATAAAGTTCC
AATATCTTTA

o8l 7 BDOT

AGNGCAGGAATANTAAGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGANCTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAAT
TTATAATGTAATTGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTT
GTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTA
CTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGG
AGCTTCAGTTGATCTAGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAAT
TAATATACGATCGACAGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATC
ATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGA
CCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTC

foghefl 8 BDOS

AGGGTCAAAAAAGGAAGTATTTAAGTTTCGGTCTGTTAGTAATATAGTAATAGCCCCTGCTAAAACTGGTAATGATAATAAAAGTAA
TAAAGCTGTTAATACTACTGCTCAAACGAATAGAGGTATTCGATCAAAGGTAATTCCTGTCGATCGTATATTAATTACTGTTGTAAT
GAAATTTACTGCTCCTAAAATTGAGGAAATACCTGCTAAGTGAAGTGAAAAAATAGCTAGATCAACTGAAGCTCCTCCGTGCGCAA
TAACAGATGATAGGGGTGGGTAAACTGTTCAACCTGTACCAGCTCCGTTTTCTACTATACTTCTTACTAATAGTAATGTAAGGGAAG
GAGGTAATAATCAAAATCTTATATTATTCATTCGTGGAAATGCTATATCGGGAGCTCCTAATATTAAAGGAACAAGTCAATTTCCAA
ATCCACCAATTATAATTGGTATAACTATAAAGAAAATTATTACGAAAGCATGAGCTGTTACAATTACATTATAAATTTGATCGTCAC
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CGATTAAAGCTCCTGGGTGACCGAGTTCAGCTCGGACTAAAATTCTAAGGGATGTTCCTACTATTCCTGCTCAGGCTCCGAAGATA
AAATATAAAGTTCCAATATCTTTATGTTT

fo8nfl 9 BDO9

ACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACA
GCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAG
CTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAG
TAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATCTAGCT
ATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGA
ATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGG
GCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGACCCTATTCTTTACCAACAT
TTATTTTGATTTTTTGGTCA

foghsfl 10 BD10

AGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGT
AACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGNAATTGACTTGTTCCTTTAATATTA
GGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGT
ATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCGCACGGAGGAGCTTCAGTTGATCT
AGCTATTTTTTCACTTCACTTAGCAGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGAC
AGGAATTACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTAGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCA
GGGGCTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGACCCTATTCTTTACCAA
CATTTATTTTGA

DNA Barcode 984 B. carambolae 3742 10 fpea
fagedl 1 BCO1

TACATACCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAA
CAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGG
AGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTAT
AGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAG
CTATTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAG
GAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAG
GGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAAC
ATTTATTTTGATTTTTTGGT

fegnafl 2 BCO2

ACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACA
GCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAG
CTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAG
TAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCT
ATTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGA
ATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGG
GCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACAT
TTATTTTGATTTTTTGG
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fagedl 3 BCO3
CATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAG
CTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGC
TCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGT
AGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTA
TTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAA
TCACCTTTGATCGAATACCCTTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGG
CTATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGATCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACATT
TATTTTGATTTTTTGGTC

fetadl 4 BCO4
TGAGCAGGAATAGTAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAAT
TTATAATGTAATCGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTT
GTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTA
CTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGG
AGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTCCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAAT
TAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATC
ATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGA
TCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTATTTTTTGATCA

foghefl 5 BCOS

TGAGCAGGAATAGTAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAAT
TTATCaATGTAATCGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACT
TGTTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATT
ACTATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAG
GAGCTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTCCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAA
TTAATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTAT
CATTACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAG
ATCCTATTCTTTACCAACATTTATTTTA

et 6 BCO6
ACATACCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAAC
AGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGA
GCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATA
GTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGC
TATTTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGG
AATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGG
GGCTATTACTATANTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACA
TTTATTTTGATTTTTTGG

fe8nafl 7 BCO7

ATCCCTTAGAA AGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGAGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGC
TCATGCTTTCGTAATAA CTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCT
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CCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTA
GAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTAT
TTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAAT
CACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGC
TATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACATTT
ATTTTGA

fognsfl 8 BCO8

ATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGC
TCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGTTCCTTTAATATTAGGAGCT
CCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACTATTAGTAAGAAGTATAGTA
GAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAGCTTCAGTTGACCTAGCTAT
TTTTTCACTTCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTAATATACGATCGACAGGAAT
CACCTTTGATCGAATACCCTTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCATTACCAGTTTTAGCAGGGGC
TATTACTATATTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGATCCTGCCGGAGGAGGAGATCCTATTCTTTACCAACATTT
ATTTTGATTTTTTGG

fo8nefl 9 BCO9

AGCAGGAATAGTAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTT
ATAATGTAATCGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTGT
TCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACT
ATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAG
CTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTCCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTA
ATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCAT
TACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGATC
CTATTCTTTACCAACATTTATTTTA

gl 10 BC10

AGCAGGAATAGTAGGAACATCCCTTAGAATTTTAGTCCGAGCTGAACTCGGTCACCCAGGAGCTTTAATCGGTGACGATCAAATTT
ATCaATGTAATCGTAACAGCTCATGCTTTCGTAATAATTTTCTTTATAGTTATACCAATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGACTTG
TTCCTTTAATATTAGGAGCTCCCGATATAGCATTTCCACGAATGAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCCCTTACATTACT
ATTAGTAAGAAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGTTGAACAGTTTACCCACCCCTATCATCTGTTATTGCACACGGAGGAG
CTTCAGTTGACCTAGCTATTTTTTCACTCCACTTAGCGGGTATTTCCTCAATTTTAGGAGCAGTAAATTTCATTACAACAGTAATTA
ATATACGATCGACAGGAATCACCTTTGATCGAATACCTCTATTCGTTTGAGCAGTTGTATTAACAGCTTTATTACTTTTATTATCAT
TACCAGTTTTAGCAGGGGCTATTACTATACTACTAACAGACCGAAACTTAAATACTTCCTTTTTTGACCCTGCCGGAGGAGGAGATC
CTATTCTTTACCAACATTTATTTTA
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Bactrocera dorsalis complex
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Table 1 Scientific name, number of samples, host plants, distribution and type of

attractants.

Scientific name  Number of Host Distribution Type of
samples plants attractants
1 B dorsalis 50 guava Bangkok Methyl
rose apple Pathumthani eugenol
Kanchanaburi
mango
Pitsanulok
Suratthani
2 B carambolae 22 star fruit Bangkok Methyl
rose apple Suratthani eugenol
mango
3 Bactrocera sp. 325 guava Bangkok Methyl
rose apple Pathumthani eugenol
Kanchanaburi and Cue lure
mango
Pitsanulok
melon
Suratthani
orange
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(@) D)

Figure 2 Morphological character of Bactrocera dorsalis complex
(A Head (B)  Thorax

(@) Wing (D) Abdomen
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Figure 3 Bactrocera dorsalis complex

(A) B. dorsalis Hendel (B) B. carambolae Drew & Hancock

Figure 4 PCR product from COX1 (600 basepair) of Bactrocera carambolae and

B. dorsalis.
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