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1. ���	
��
����
������	�
�	�� ���������
���
������������ 

1.1 �� !
�"��#�� 

1.2  Ethanol C2H5OH (Merck, Germany) 
 

1.3 Chloroform CHCl3 (Merck, Germany) 
 

1.4   Isoamyl alchohol CH3COOH (Merck, Germany) 
 

1.5   CTAB (Cetyl trimethyl ammonium bromide; Sigma, USA.) 
 

1.6  Tris base (Sigma, USA) 
 

1.7  Sodium chloride (NaCl; Merck, Germany) 
 

1.8  EDTA  C10H14N2O8Na2.2H2O (Ethylenediamine tetraacetate acid; Sigma, USA.) 
 

1.9  2-Mercaptoethanol (Bio basic Inc.) 
 

1.10  PVP (Polyvinyl pyrrolidone; Sigma, USA) 
 

1.11  #���U���VW��� 1.5 �������!
 (ml) 
 

1.12  X��
Y	W����������� (gel electrophoresis) 
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1.13  1xTAE buffer (40 mM Tris HCl pH 8.0, 20 mM Acetate , 1 mM EDTA  
pH 8.0) 

 
1.14   ��
[\�V�]^��#��\YV (Sigma 
�_� 2K15; USA) 

 
1.15   X��a�Y
�VYb��
��c_�Y����������� (DNA photodocumentation) 

 
1.16   ����������!
d��W��� 1 kb (Biolab, England) 

 
1.17   6X loading dye (0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol) 

 
1.18   gV agarose (Genemate, Spain)  

 
1.19  Propanol C5H12O (Merck, Germany) 

 
1.20   1XTE (10 mM Tris–HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0) 

 
1.21   ��
[\�V�WY_�
hh��h������#�b�� (water bath incubator; Taiyo, Japan) 

 
2.  ���	
��
����
������	�
����
��#� �Y�U��������k
���� 

2.1  EcoRI kit (Biola , England) 
 

2.2   MseI kit (Biola , England) 
 

2.3  T4 DNA ligase kit (Biolab, England) 
 

2.4  EcoRI adapter (KU vector, Thailand) 
 

2.5  MseI adpter (KU vector, Thailand) 
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2.6  EcoRI primer +1 (KU vector, Thailand) 
 

2.7  EcoRI primer +3(KU vector, Thailand) 
 

2.8  MseI primer +1(KU vector, Thailand) 
 

2.9  MseI primer +3 (KU vector, Thailand) 
 

2.10  dNTP kit (dATP, dCTP, dTTP, dGTP; Fermentus, USA) 
 

2.11  ��
[\�Vh_�
�����\��
����X�o�����������p�#��Y (Biometa 
�_� T-Gradient, Germany) 
 

2.12   X�� Taq DNA polymerase (250 Unit; Qiagen, Germany) 
 
3.  ��
����
�����	
���r�#
�h
Y	W����������� �Y��s������ !
 k
�t�� 

3.1  5X TBE buffer (Tris base 54 	
�� Boric acid 27.5 	
��
�� EDTA pH 8.0 20 ml) 
 

3.2  ��
����Y ������
������� (polyacrylamide) �����Wu�Wu� 6 ���
��t��!� 
��!
��_�� 19 !_� 1 (�
�	�h�u�Y acrylamide 28.5 	
�� 
�� bis-methyl 
acrylamide 1.5 	
��)

3.3  X�� Taq DNA polymerase (250 Unit; Qiagen, Germany) 
 

3.4  ��
[\�V���\��
����X�o�����������p�#��Y (Biometa 
�_� T-Gradient, Germany) 
 

3.5  2X loading dye (25 mM EDTA pH 8.0 
�� Deionized formamide/bromophenol blue) 
 

3.6  Ammonium persulfate (APS; Merck, Germany) 
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3.7  Bind silane (Pharmacia, USA) 
 

3.8  Ethidium bromide (Sigma, USA) 
 

3.9  N,N,N’,N’-tetramethylehtylenediamine (TEMED;  Pharmacia, USA) 
 

3.10  ����������!
d��W��� 50 bp (Invitrogen, Brazil) 
 

3.11  ��
[\�V Real time DNA fragment analysis (Corbett research 
�_� Gelscan 3000; 
Australia) 

 
4.   �

	
���	�
����
��#�Wu��b� 

4.1  �

	
� TFPGA (Miller, 1997) �r�#
�h����
��#�Wu��b�"�	g�	�
����
��#���
��k
���� ��	�
xy	z�����#��	#��YU�V���s�	

�W�V	�u�Y��u
�V�Uu���
�
�#�[�V	
�h�\ 

4.2  �

	
� Bioedit �r�#
�h!
�"��h����cb	!u�VW�V�r���h������ ��U��	_��
�r�������
��#�g� �Y �

	
� ClustalW 

 
4.3  �

	
� ClustalW �r�#
�h����
��#�g������	�uX��U�V���s�	

�W�V	�u�Y��u


�V�Uu���
�X���!_�V|U�\��	�
	
�"�Y���s���Yb_���
��Ux�UY 

����	���� ������������������������������ 

LB (Luria-Bertani Medium) �r�#
�h���oYV�X[o�
h�U��
�Y Escherichia coli 
Bacto-tryptone                   10  	
��
Bacto yeast extract       5  	
��
NaCl       10  	
��
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�
�h pH 7.5 �u�Y 5 M NaOH 
�!���or��#u��u�
���!
 1 ��!
 
�u� autoclave 

 
LA (LBA) medium 

LB       1,000  �������!
 
Agar       15       	
��

2% X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D galactoside) 
 ����Y X-gal 20 �����	
�� �� dimethylformamide 
 �
�h�
���!
�#u��u 1 �������!
 

�	�h��uU�\���#�b�� 4°C (��_��
�	�h����	�� 1 ��[��)

2% IPTG (Isopropyl-b-D Thiogalactopyranoside) 
 ����Y�#u��u�����Wu�Wu� 100 ����� ���
� #
[� 20 �����	
��!_��������!
 


����t���� 
����Y
����t���� 0.1 	
�� ���or�U�\~_��X[o�
�u� �
���!
 1 �������!
 
�	�h��u���� stock  U�\���#�b�� -20°C

LB+ 
����t����+X-gal+IPTG agar plate 
- #�����#�
 LB U�\�
�x"�	�X[o�
- �!��
����t����"�	 stock  U�\�Wu�Wu� 0.1 	
��!_��������!
 �V����!
��_�� 


����t���� 1 �� �
��!
 !_���#�
 1 �������!
 
- �U��#�
�V��"�����oYV�X[o� "�����
���� 15-20  �������!
 
- ��[\���#�

W�V
�u��!����
��V��o

2% X-gal  40  �� �
��!
 
2% IPTG  10 �� �
��!
 

- �Xu
U_V
	u� spread ��
�#uU�\�g��#�u���#�
��"�����oYV�X[o�
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��!���� 

��!������� 1 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
��#�[�V�
�"�� (Paph. concolor)
#��Y�#!� 	�u�Y��u
�V�Uu���
������g��	U�\ (1) (2) 
�� (3) ����	z��U�V 

���d����UY�
!	!_�V	�����YV���	�u�Y ty\V��_��u	�_��cyVU�\��o
Paph. concolor  P #��YcyV!u�U�\�hh
�������!������	�
�Y	�_�
	�u�Y��u
�V�Uu���
��#�[�V�
�"��

��!������� 2 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
��#�[�V���
 (Paph. concolor)
#��Y�#!� Paph. concolor  A #��YcyV!u�U�\�hh
�������!������	�a�YV�#�[�

�
�Y	�_�	�u�Y��u
�V�Uu���
��#�[�V���
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��!������� 3 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
��#�[�V	��"��(Paph. concolor)
#��Y�#!� Paph. concolor  K #��YcyV!u�U�\�hh
�������!����!	�
�Y	�_�

	�u�Y��u
�V�Uu���
��#�[�V	��"�� 

��!������� 4 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
��#�[�V!
�V (Paph. godefroyae)

��!������� 5 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
�W���!b� (Paph. niveum)
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��!������� 6 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
�X_�V�_�VU�V (Paph. x Ang Thong) 

��!������� 7 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
���#�Y (Paph. bellatulum)

��!������� 8 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
���V	h��
�V (Paph. appletonianum)
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��!������� 9 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
���V	h (Paph. callosum)

��!������� 10 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
���W�	�� (Paph. sukhakulii)

��!������� 11 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
���[�V	��"�� (Paph. parishii)
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��!������� 12 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
����U��U� (Paph.  villosum)

��!������� 13 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
����U��U���� (Paph. gratrixianum)

��!������� 14 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
���Y!�V (Paph. charlesworthii)
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��!������� 15 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
�!�V	��"�� (Paph. sp.) 
 

��!������� 16 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
��#�[�V	
�h�\ (Paph. exul)

��!������� 17 �����		�u�Y��u
�V�Uu���
��#�[�V��Y (Paph. hirsutissimum)
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