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1. ����������������������	������������������ !"�#$�#����%&�'�

��������	
���
�������
�	������������������������������ 6 ����� (
������� 1) ���������
����
�	������������������������"��#�$����"�%����������%� ���&'��(���	�������$�)��	*�
+�#���
��
	�� ���,-�.���%�-��#���/�
���
����������������	"��)(0����
�	������������1-�����(���	�����
���
*�#��� ���23�������(���.0"��)(���	����
�	������������$�"����*#���+ ,4�
0�+��
5��������� 

.�����3��� �.�����3��� �.������ �	���"+���7�����8�����9#�"+��#���:4	+,�9
�0���������
����
�	��������������������������%� 6 �����	���������

���
4�
�%��
�"+��#&��	�7 98o 0′0′′E @-� 
100o 0′0′′E ��� 9o 0′0′′N @-� 7o 0′0′′N (:�"��� 1) 2#

���
�����������	�#���%� 6 �������% �����	�
9��##���/������$*�$�����+�3����0����C���"� �"���,-�.�3��	�������
���"��)(���	���&���	+�
9@��:�"�����"��)(���	5������
�	������������������������ 

����
�	������������*�+#
���D���	���������
"��)(0�
4�$�&����,��
 (:�"8������ 1-18) �
4�$�
9@��:�"@4�3(�3�	�
������� ���$��	�������$�)��	*�
+�#���
��	�� ���������������*�#���
����&F�
���"+���7����
�����	�#��������%� ���$���	�9�	��@��/�
���
���2#

�����)��	*�
+�#� 
�-��#������	
���
�������
�	������������*�+#
���D���23�����"�G��#�

(�$�"����*#���+ 
�������������	����
�	����
���D (
������� 2) �"���$*�$����,-�.�3��	9�	"��)0���"��)(���	 
2#
�+)��+�3����0���#���+�3��2���#0���
�������������9 (ITS, Internal Transcribed Spacer) 

�������" 1 
���
�������
�	������������������������ Paphiopedilum exul (Ridl.) Rolfe �����
���D 

	(�)�� �*	����"��+���������� ,(������������ �*	����"�� 
1 �.�5�"�	 �.������ 7 
2 �.&�����
� �.
��� 10 
3 �.&��
"��
� �.������ 20 
4 ������� �.�	��� �.������ 4 
5 �������
 �.�����-� �.������ 8 
6 �.3����

 �.���&(# �."���� 21 

23�������(���.0"��)(���	
����
�	������������ 
$�"����*#���+ 
,4�
0�+��
5��������� 


.�����3��� �.�����3��� 
�.������ 



33

-� ��" 1 �8�����9#�
����������:4	+,�9
�05������
�	�����������������������������
���D 

�������" 2 
���
�������
�	������������������ 15 *�+# ���	���������
"��)(0�
4�$�&����,��
 
���$*�$����,-�.�3��	9�	"��)0���"��)(���	 

	(�)�� $!"�-�'���� $!"������%�/��� �*	����"�� 
1 �����������������&����� Paphiopedilum concolor ����������	 2 
2 ������������������(#� Paph. concolor ����������	 2 
3 �������������������\��0 Paph. concolor   ����������	 2 
4 �����������������
��� Paph. godefroyae ����������	 1 
5 �����������5��9
4� Paph. niveum ����������	 1 

 *6 �����������*���������� Paph.  X Ang Thong ����������	 3 
7 �����������b���
 Paph. bellatulum ����������	 1 
8 �����������3����3��#� Paph. appletonianum ����������	 1 
9 �����������3���� Paph. callosum ����������	 1 

9o 0′0′′N

8o 0′0′′N

�.&�����
� �.
��� (2)

�.&��
"��
� �.������ (3)

�.���&(# �."���� (6)

�.�5�"�	 �.������ (1)

�.�����-� �.������ (5)

�.�	��� �.������ (4)

99o 0′0′′E 100o 0′0′′E
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	(�)�� $!"�-�'���� $!"������%�/��� �*	����"�� 
10 �����������9(5��(� Paph. sukhakulii ����������	 1 
11 ��������������#c�.� Paph. parishii ����������	 2 
12 ������������+�����0 Paph. villosum ����������	 1 
13 ������������+�����0��� Paph. gratrixianum ����������	 1 
14 �����������#�

(� Paph. charlesworthii ����������	 1 

 **15 �����������
(���\��0 Paph. sp. ����������	 2 
16 ����������������������� Paph. exul �.&��
"��
� �.������ 
17 �������������������
 Paph. hirsutissimum ����������	 1 

�������" 2 (
��)

�	�
��
( :�"#������
�	������������*�+#
���D #4�#����:�38��� (:�"8������ 1-17) 
�	�
��5 1-7 �&F�9�(�
��
 Brachypetalum ����	�
��5 8-17 �&F�9�(�
��
 Paphiopedilum 

 �3������	�
 (*) �	�
@-�����
�	������������*���������� ���
������
��
��3��	9�	"��)0 
���"��)(���	:�
$��	4� Brachypetalum 

 �3������	�
 (**) �	�
@-�����
�	������������#�

(���\��0 1-���&F�*�+#$�	����
��
�	��#�������
�%�*����+�
�,�9
�0 2#
,-�.�3��	9�	"��)0���"��)(���	���*�+#����D 
����������	 1  �	�
@-�9@����������	����
�	�5��23�����"�G��#�

(�$�"����*#���+ 
����������	 2  �	�
@-�9@����������	����
�	�5��3(7���c�)+i ��,��(
 
����������	 3  �	�
@-�9@����������	����
�	�5��3(7)�� "��+*

2. ���/��))��������	�����������������

����
��
	#���/����"���$*�$�����+�3����0#��
��3�+3����C���"�
����#�#���/������	�3(7:�"
#� ����	�	����&��&jk�����9+��
���D �"���&l��������
�##���/�������	�9	��470 1-��������$�����
�+�3����08�8+#"��#�#� $�����#�����%�#�&��
(�
0$*��+)����9��#��� Doyle and Doyle (1990) 
��� Changtragoon et al. (1996) #����%
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2.1 3�#���������
�	����������������&F�$�9# 
����+��7
�#���� 2#
*���&��	�7 0.4 
���	 	��#$�2�����#
�����
+	 2X CTAB buffer (2% CTAB, 1% PVP, 1.4 M NaCl, 20 mM 
EDTA, 100 mM TrisrHCl pH 8.0, 0.2% 2-mercaptoethanol) 1,500 �	23��+
� $�������
# 

2.2 @��
$9�$����#5��# 1.5 	+��+�+
� ��������&��	$������%��3��3(	�(7�:4	+����5
�� 
����(7�:4	+ 60 ��,��1��1�
9 ��� 30 ���� 

2.3 ����&�
+	3��2�C��0	 : ��21��	+������u��0$�9�#9��� 24 :1(chloroform : 
isoamyl alcohol  24 :1) ���&&��	�7 800 �	23��+
� �"���
�
������������#2&�
�� �5
�����D 
$���&F����%��#�
���� 

2.4 ����&&'v������#��3��	��/� 10,000 rpm �(7�:4	+ 4 ��,��1��1�
9 �&F����� 10 ���� 
�����%�#4#���$99�����	�$9�$����#5��# 1.5 	+��+�+
����#$�	� 9������������+%��&���5�%�
��
��� 2.3 ��� 2.4 1%����� 2 ��� 

2.5 �
+	��212"�"���� (isopropanol) ����
/���#���& 500 �	23��+
��"���
�
���� 
#���/��� 89	���D$���5���������&�*������� r20 ��,��1��1�
9 ��� 30 ���� 

2.6 ����&&'v������#��3��	��/���� 10,000 rpm �(7�:4	+ 4 ��,��1��1�
9 �&F����� 10 ���� 
�����%�����212"�"�����+%� ������
��$��
�������������#��(#���	� ���������%��
+	
�����u��0 70% ����
/���#���&&�+	�7 800 �	23��+
� �"�������
����#���/��� 

2.7  ����&&'v������#��3��	��/���� 10,000 rpm �(7�:4	+ 4 ��,��1��1�
9 �&F����� 10 ���� 
�����������u��0 70% �+%� ���5�%�
����% 2 3��%�

2.8 &���
$��
��������2#
����&w#b��+%���� (air drying  method) ��� 20-30 ���� 
�����%����	�����
$� TE buffer (10 mM Tris rHCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) &�+	�7 50 
�	23��+
� �	�������
#�������/�9������
#���/��������� r20 ��,��1��1�
9 
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3. �����)2��-� �	
������)������� 

$*��+)���#���������9�5��#���/���������
�������)+�#�
	2���	#0 (ethidium bromide) 
��������
�5��##���/���#��
�+)��+��/�2��2C�+1�9 �����&��
����
����9������
#���/���
	�
�x�� �����#3(7:�"���&�+	�75��9������
#���/���#��
�+)���% 2	���(�5����)+�#�
	2��
�	#0 ���5���&����$�����
�34�5��#���/��� ����	�������&
���9��:�
$
��9����
����2���
��
"����9�	��@���@-�&�+	�7#���/����#�2#
&��	�7 ��������%
��9�	��@����#�@-�3(7:�" 
#���/����#�#��
 1-��	��+)����#����%

3.1  �
��
	�������2�9 0.8% 2#
*���8��(������2�9 0.4 ���	 $9���$� 1X TAE buffer 
(0.04 M Tris-acetate, 0.001 M EDTA) &�+	�
� 50 	+��+�+
� �����%�����&����
#��
�	23���C
����������(�����	����
�	# ��$������2�9����
/�����������$�@�#�
��
	������	�����9�
���� 
����&���
�+%����&��	�7 30 ���� �����������������5/�
��

3.2  �	�������5/�
������#-������� 
��
�������#���$� horizontal chamber 2#
$��#������	�*���
����
4�#���5�%��� ������ 1X TAE buffer �������	�8����� 

3.3  89	9������
#���/������2��##+%���C�C��0 (6x loading buffer : 0.25% bromophenal 
blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol) $���
��9��� 5 
�� 1 ����3��
D �
�#��$�*������#��
 
&w�&

0 

3.4  &w#8��3����������&w#����9�CCl�$������9�CCl��+��8������5�%����&���5�%���� 2#
$*�
����9�CCl� 100 2��
0 ���&w#����9�CCl��	���9�5��2��##+%���C�C��0�3���������&�#���
���� 
3 $� 4 5���8����� 

3.5  ����8������&
��	$�9������
��)+�#�
	2���	#03��	�5�	5�� 1 �	23����	
��
	+��+�+
� (µg/ml) ��� 10-15 ���� ��������&������)+�#�
	2���	#0���3����
4�$����2#
����&�*�$�
@�#���	��%�����8������ 3-5 ���� 
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3.6  ����8������&9���#4:�
$
��9����
����2���
 �������-�:�"2#
$*��3����� DNA 
photo documentation 
 
4.  ������2��
*�)��������	������������������*	!����
��"4)�#$���2��2����5��	 �

4.1 ����
��
	#���/���
����� (DNA template) 
 

4.1.1  ���
�##���/����
���9	��470#��
����1	0 2 *�+# �"���$���#�*+%�#���/���5��#��/�D 
���9�	��@�"+�	&�+	�7$�������"�1����0�#�#����	�5��#��	��9	$�����
��� non-denaturing 
polyacraylamide gel 9����������1	0���$*�$����
�#$�5�%�
����%3�� EcoRI ��� MseI 2#
��� EcoRI 
	�
��������#��� 6 34���9���	��(#
�##����%

5′ G AATTC 3′
3′ CTTAA  G 3′

9��� MseI ��%�	�
��������#��� 4 34���9���	��(#
�##����%

5′ T TAA 3′
3′ AAT  T 3′

���
�##���/����
���9	�4�70#��
����1	0 2 *�+# $�&}+�+�+
���	 25 �	23��+
� 
���2#
$9�#���/������9������
�
���*�+#$����#5��# 1.5 	+��+�+
� 1-��&�����#��

9������
#���/����5�	5�� 100 ��2����	���	
���	23��+
� (ng/µl) &�+	�7 2.50 �	23��+
� 
9������
��C�C��0�5�	5�� 5 ���� (5X reaction buffer : 10mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM 
magnesium acetate, 50 mM potassium acetate) &�+	�7 5.0 �	23��+
�, �������1	0
�#����"����%� 
2 *�+# 3�� EcoRI 3��	�5�	5�� 10 
4�+

���	23��+
� &�+	�7 0.25 �	23��+
� ��� MseI 3��	
�5�	5�� 5 
4�+

���	23��+
� &�+	�7 0.50 �	23��+
� &���&�+	�7#��
�%�����������-��~���*�������$��
�#� 25 �	23��+
� 89	$���5�������������&�	(������
�$��	23��1�
�+Cw��0&��	�7 
30 �+���� �"���&l�����9������

+#3������8���5������# �����%���	�������(7�:4	+ 37 ��,��1��1�
9
�&F����� 2 *���2	� 
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4.1.2 ����*���	
��#���/������ adapter (ligation)  �"���$*��&F�#���/���
�����9���������
�"+�	&�+	�72#
 adapter ���
���5�����&��
5��*+%�#���/����������������&F�
��������������5���"�
�	��0$�������"�1����0 1-����$*� adapter ���9�	��@
���5������#����#���/������@4�
�#2#
����1	0 
EcoRI ��� MseI 	�����3�� EcoRI adapter ��� MseI adapter 	����#����9#����%

EcoRI  adapter  5′- CTCGTAGACTGCGTACC 3′
3′- CATCTGACGCATGGTTAA- 5′

MseI adapter    5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′
3′-TACTCAGGACTCAT-5′

����*���	
��#���/������ adapter  ��%�����#�2#
���9������
#���/�������#����5�� 
4.1.1 1-��	�&�+	�
� 25 �	23��+
� 	��
+	9������
 EcoRI adapter ���	�3��	�5�	5�� 5 "+�232	�

���	23��+
� &�+	�7 1 �	23��+
� ��� MseI adapter ���	�3��	�5�	5�� 25 "+�232	�
��
�	23��+
� &�+	�7 2 �	23��+
� �����%��
+	9������
��C�C��03��	�5�	5�� 5 ���� (5X T4 ligase 
buffer : &�����#��
 1mM ATP, 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM magnesium acetate, 50 mM 
potassium acetate, 5 mM DTT ��� 50 ng/µl) &�+	�7 10 �	23��+
� �����
+	����1	0 T4 DNA 
ligase ���	�3��	�5�	5�� 1 
4�+

���	23��+
� &�+	�7 1 �	23��+
� &���&�+	�
�#��
�%�����������-��
~���*�������$���#� 50 �	23��+
� 89	$���5�����2#
����&�	(������
�$��	23��1�
�+Cw��0 0.5-1.0 
���� ��	�������(7�:4	+ 37 ��,��1��1�
9�&F����� 1 *���2	� �����	
������(7�:4	+������������(7�:4	+ 
20 ��,��1��1�
9 ��� 2 *���2	� 

4.2 ����"+�	&�+	�7#���/���2#
�+)�"�1����0 (PCR, Polymerase Chain Reaction)  
 

$�����"+�	&�+	�7*+%�#���/���2#
�+)�"�1����05����3�+3����C���"���%������ 2 3��%� 
3��%���� 1 ���
���� preamplification �&F�����"+�	&�+	�72#
���$*��"��	��0�"+�	��9�"���3�#����� 1 
��9���&��
 3′ ���5�%���� 2 �&F�������8�8�+
����#����5�%����	��"+�	&�+	�7*+%�#���/���2#
$*��"�
�	��0���	�����"+�	��9�5���&���&��
 3′ ������ 3 ��9 ���
���� selective amplification 2#
	��+)����
#����%



39

4.2.1  ����"+�	&�+	�7*+%�#���/���$�5�%�
�� preamplification (&�+	�
���	 25 
�	23��+
�) ���9������
����#����5�� 4.1 &�+	�
� 5 �	23��+
� $9�$����#"�1����05��# 0.2 
�	23��+
� 9�������������/������� -20 ��,��1��1�
9 �����
+	9������
�"��	��0 2 *�+#���	�����"+�	
��93�#������5���&���&��
 3′ �"��	��0�� 1 ��9 3���"��	��0 E+1, ����"��	��0 M+1 3��	
�5�	5�� 5 "+232	�
���	23��+
� &�+	�7�
����� 1 �	23��+
� �����%��
+	9������
��C�C��0
9���������"�1����03��	�5�	5�� 10 ���� (10X PCR buffer : 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 mM 
MgCl2, 500 mM KCl) &�+	�7 2.50 �	23��+
�, dNTP mix (&�����#��
 : dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP 3��	�5�	�
����� 200 �	23�2	���0) 3��	�5�	5����	 2 mM &�+	�7 2.50 �	23��+
� ��� 
9������
�	����1�
	 (MgCl2) 3��	�5�	5�� 50 mM &�+	�7 0.75 �	23��+
� $9�����1	0 
Taq DNA polymerase 3��	�5�	5�� 1 
4�+

���	23��+
� &�+	�7 0.1 �	23��+
� &���&�+	�
�
#��
�%�����������-��~���*�������$���#� 25 �	23��+
� 89	$���5��������D��������&�	(������
�$� 
�	23��1�
�+Cw��0 0.5-1.0 ���� ���������%����9������
��%��	#�5���3������"+�	&�+	�7*+%�#���/��� 
(Biometra T- gradient) 
�%��(7�:4	+�������5���3����������� 20 ���#����%3�� 94 ��,��1��1�
9 30 
�+���� 56 ��,��1��1�
9 60 �+���� ��� 72 ��,��1��1�
9 60 �+���� �����������9���	������� 
������� 20 ����#��
9������
 TE 9�������&F�
�����$�����"+�	&�+	�75�%���� 2 $�5�� 4.2.2 9������
�������/������� r20 ��,��1��1�
9 

4.2.2  ����"+�	&�+	�7*+%�#���/���$�5�%�
�� selective amplification (&�+	�
���	 20 
�	23��+
�) ���9������
#���/��������������������5�� 4.2.1 &�+	�7 5.0 �	23��+
�	��
+	
9������
�"��	��0 2 *�+# �"��	��0 E+3 ����"��	��0 M+3 ���	�����"+�	��9�5���&���&��
 3′
3��	�5�	5�� 5 "+232	�
���	23��+
� &�+	�7�
����� 1 �	23��+
� �����%��
+	9������

��C�C��09���������"�1����03��	�5�	5�� 10 ���� (10X PCR buffer : 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 
mM MgCl2, 500 mM KCl) &�+	�7 2.0 �	23��+
�, dNTP mix (&�����#��
 : dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP 3��	�5�	�
����� 200 �	23�2	���0) 3��	�5�	5����	 2 mM &�+	�7 2.0 �	23��+
� 
��� 9������
�	����1�
	 (MgCl2) 3��	�5�	5�� 50 mM &�+	�7 0.6 �	23��+
�, ����1	0 Taq 
DNA polymerase 3��	�5�	5�� 1 
4�+

���	23��+
� &�+	�7 0.1 �	23��+
� &���&�+	�
�#��
 
�%�����������-��~���*�������$���#� 25 �	23��+
� 89	$���5�����2#
����&�	(������
�$��	23� 
�1�
�+Cw��0 0.5-1.0 ���� �9�/��������9������
��%��	#�5���3������"+�	&�+	�7*+%�#���/��� (Biometra 
T-gradient) ���&}+�+�+
��"+�	&�+	�72#
$*�2&����	 touch down PCR #����%3�� 94 ��,��1��1�
9 
30 �+���� 65 ��,��1��1�
9 30 �+���� ��� 72 ��,��1��1�
9 60 �+���� ������ 1 ��� �#�(7�:4	+
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$�5�%� annealing (65 ��,��1��1�
9) ���
����� 0.7 ��,��1��1�
9 ������ 12 ��� ���
��#��

�%�
�(7�:4	+��� 94 ��,��1��1�
9 30 �+���� 56 ��,��1��1�
9 30 �+���� ��� 72 ��,��1��1�
9 60 �+���� 
������ 23 ��� 

4.2.3  ����
�*+%�#���/���2#
 non denaturing polyacraylamide gel  �������
�*+%� 
#���/���2#
$*��3������
�5��#��� non denaturing polyacrylamide gel (Gel-scan 3000) ���3��	
�5�	5��5��2"����3�+���	#0 (polyacraylamide) 6 �&��0�1/�
0 (&�����#��
��3�+���	#0 ����
��
	
2#
89	 ��3�+���	#0 (acrylamide) 19 ���	 : �+9��3�+���	#0 1 ���	 (bisacrylamide), 5X TBE, 
�%�������, 10%APS ��� TEMED) $� 0.6X TBE buffer ���89	#��
��)+�#�
	2���	#08���
����9�CCl� 1,000 2��
0 ��� 45 ���� 

4.3 ���3�#�����34��"��	��0�����	��9	 

���#���/���1-��9��#���
���
�������
�	������������������������ ���9(�	���
�����5��
��%� 6 �����	������� 10 
���
��� ���	��#9���������+�3����0����C���"�2#
#����+����
�	5��
��� 4.1 ��� 4.2 �"���������3�#�����34��"��	��0�����	��9	9������$*�$�5�%�
�� select-amplification  
2#
34��"��	��0���$*�$����3�#�����&������&#��
*(#�"��	��0 2 *(# �
���*(#	������� 8 �"��	��0 
(
������� 3)  1-�������$���#�������34��"��	��0���$*�$����3�#�������%�9+%� 64 34� �	������
���
������9(�		�
�#9�����34��"��	��0��%��	# �����$��9�	��@3�#�����34��"��	��0���34����9�	��@���$����+#
�4&���#���/��������	��9	 3��	��������@�#���/���������	�� 	�3��	�
�
���5���@�#���/������

��������#�
����5���
���
���
���$�9�#9������94� (polymorphism) $�57��#�
�����@�#���/������
�#���
���	�3��	3	*�# ��������$���#�5��	4����*�#��� ��	��9������������	�$*�,-�.�3��	
�������
���"��)(���	5������
�	������������������������ 



41

�������" 3 ���#���+�3��2���#05�� adapter ��� primer $�5�%�
������+�3����0#��
����C���"� 

/�6	��'�� 	(�)�����2	�4���)� 
Adapter  

EcoRI adapter  5′- CTCGTAGACTGCGTACC 3′
3′- CATCTGACGCATGGTTAA- 5′

MseI adapter  5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′
3′-TACTCAGGACTCAT-5′

Primer+1  
E-A  5′-GACTGCGTACCAATTCA-3′
M-C  5′-GATGAGTCCTGAGTAAC-3′

Primer+3  
E-AAC 5′-GACTGCGTACCAATTCAAC-3′
E-AAG  5′-GACTGCGTACCAATTCAAG-3′
E-ACA 5′-GACTGCGTACCAATTCACA-3′
E-ACT 5′-GACTGCGTACCAATTCACT-3′
E-ACC 5′-GACTGCGTACCAATTCAAC-3′
E-ACG 5′-GACTGCGTACCAATTCACG-3′
E-AGC 5′-GACTGCGTACCAATTCAGC-3′
E-AGG 5′-GACTGCGTACCAATTCAGG-3′
M-CAA 5′-GATGAGTCCTGAGTAACAA-3′
M-CAC 5′-GATGAGTCCTGAGTAACAC-3′
M-CAG 5′-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3′
M-CAT 5′-GATGAGTCCTGAGTAACAT-3′
M-CTA 5′-GATGAGTCCTGAGTAACTA-3′
M-CTC 5′-GATGAGTCCTGAGTAACTC-3′
M-CTG 5′-GATGAGTCCTGAGTAACTG-3′
M-CTT 5′-GATGAGTCCTGAGTAACTT-3′
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4.4  ����+�3����08�5������C���"� 

4.4.1  ���&���	+�9@��:�"���"��)(���	5������
�	������������������������ 
���,-�.�3��	�������
���"��)(���	���#����3�� percentage of polymorphic loci  1-��3����7
�#����94
� 

% polymorphic loci   =   number of polymorphic loci     X  100 
 number of total loci 
 

���,-�.�3��	�������
���"��)(���	5������
�	������������������
������2#
$*�3��3��	�������
���"��)(���	 (heterozygosity) 2#
$*�2&����	3�	"+��
��0 
(TFPGA program) �"���&���	+�9@��:�"���"��)(���	 (Miller, 1997) 
 

4.4.2  ���,-�.�3��	$���*+#���"��)(���	5������
�	��������������������������%� 6 
�����  2#
�&��
����
����3��	��	������3��	�
�
���5���4&���#� ��/������ ��+#5-%� 
2#

���
������"��@�#���/������
���������-��D $��9�\���.70�&F� �1� 9���
���
�������	�"��@� 
#���/��������+#5-%����
��������#�
������%� $��9�\���.70�&F� �2� ���5��	4����94\��
 (missing data) 
$��9�\���.70�&F� �0� �����%��&�5��	4�2#
$*� Nei�s genetic identities (I) ��� genetic distance (D) 
(Nei, 1978)  ���	��5��94�
���� matrix �"���$*�$������#��(�	,-�.�3��	9�	"��)0���"��)(���	#��

��3�+3 unweigthed pair group method of arithmetic average (UPGMA)  

 
5. ������2��
*�	(�)�����2	�4���)�+���	�����������������$��)����C#���
��%���

5.1 ���������34��"��	��0�����	��9	 

$*�x��5��	4� NCBI ����3���5��
$
�	�	(	�"�����5��	4����#���+�3��2���#05��

�������������9 (Internal Transcribed Spacer, ITS) 5������
�	������������9�(� Paphiopedilum
1-��	�5��#&��	�7 600 34���9 �����%����5��	4����#���+�3��2���#05������
�	������������*�+#���
	�3��	$����3�
����	��&��
����
����#���+�3��2���#02#
$*�2&����	 ClustalW (EBI) �"�����
��+��7����&F����#���+�3��2���#0��+��7���	���
��������
"��)(0
��� ��	��9	�����	�������34� 



43

�"��	��0 �����%����5��	4����#���+�3��2���#0��+��7��(���.0#�������	�$*�������34��"��	��0 
2#
$*�2&����	 Oligo nucleotide (NCBI)  �����%�������#���+�3��2���#0����#��&$*�9���3����0 
34��"��	��0
���& �"��	��0���$*�$�����#�����%9���3����0��� KU Vector 	���+�
���
��.
�,�9
�0 

5.2 ����"+�	&�+	�7
��2#
$*���3�+3"�1����0 

$*�*(#"�1����0 MasterAmpTM Tth DNA Polymerase (Epicentre, USA) 2#
���9������
 
#���/�����������������&��	�7 50 ��2����	
���	23��+
�&�+	�7 1 �	23��+
�	��
+	9������

�"��	��0 2 *�+#3�� forward primer ��� reverse primer ����#����5�� 5.1 3��	�5�	5�� 10 "+232	�

���	23��+
� &�+	�7�
����� 2 �	23��+
� �����%��
+	9������
��C�C��09���������"�1����0 
3��	�5�	5�� 20 ���� (20x Tth PCR Reaction Buffer) &�+	�7 2.5 �	23��+
� dNTP mix 
(&�����#��
 : dATP, dCTP, dGTP, dTTP 3��	�5�	5���
����� 200 �	23�2	���0) 3��	�5�	5��
��	 2.5 mM &�+	�7 2.0 �	23��+
� ��� 9������
�	����1�
	 (MgCl2) 3��	�5�	5�� 25 mM 
&�+	�7 3 �	23��+
� ����1	0 Tth DNA polymerase (MasterAmp Tth DNA Polymerase) 3��	
�5�	5�� 5 
4�+

���	23��+
� &�+	�7 0.25 �	23��+
� &���&�+	�
�#��
�%�����������-��~���*�������$��
�#� 50 �	23��+
� 89	$���5�����2#
����&�	(������
�$��	23��1�
�+Cw��0 30 �+���� �9�/��������
9������
��%��	#�5���3������"+�	&�+	�7*+%�#���/��� (Biometra T-gradient) ���&}+�+�+
��"+�	&�+	�7
2#
$*�2&����	#����%������$*��(7�:4	+ 94 ��,��1��1�
9 3 ���� 
�	#��
���
��	� 94  
��,��1��1�
9 30 �+���� 54 ��,��1��1�
9 45 �+���� ��� 72 ��,��1��1�
9 90 �+���� ������ 
30 ��� ���
��#��

�%��(7�:4	+��� 72 ��,��1��1�
9��� 7 ���� �	���9+%�9(#2&����	
�%�3��$��
�(7�:4	+�#��	��
4���� 8 ��,��1��1�
9 

5.3  ���23��
�����
������,-�.��5��94�"��9	+# 

����*���	
��*+%�#���/�������
���5�����"��9	+#$*�*(# pGEM-T Easy Vector System I 
kit (Promega, USA) 1-��	�"���	���"��9	+# pGEM-Teasy vector 2#
���*+%�#���/������8�������"+�	
&�+	�72#
��3�+3"�1����0���5�� 5.2 &�+	�7 3 �	23��+
� 	��
+	9������
��"�C��03��	�5�	5�� 
2 ���� (2x rapid buffer) &�+	�7 5 �	23��+
� �����%��
+	9������
"��9	+# pGEM-Teasy vector 
3��	�5�	5�� 50 ��2����	
���	23��+
� &�+	�7 1 �	23��+
� ����
+	����1	0 T4 DNA ligase 
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&�+	�7 1 �	23��+
� ��%��	#	�&�+	�
���	��%�9+%� 10 �	23��+
� 89	$���5�������������&��	���
�(7�:4	+ 16 ��,��1��1�
9�&F�����&��	�7 12 *���2	� (5��	3��)

5.4  ���@��

���5��94���3�����
�������� (host)�"����"+�	&�+	�7"��9	+#9�
89	 

5.4.1  ����
��
	 competent cell  2#
�+)� CaCl2 heat shock transformation (Sambrook 
et al., 1989) �&F�����
��
	���$���*�%� E .coli $��	�3��	"���	9������������"��9	+#�5��94��1��0
�"����������"+�	&�+	�7"��9	+#9�
89	 ����#�2#
����*�%� E. coli 9�
"��)(0 DH5α 	� streak $� 
plate ���	���������%
��*�%�����	��
+	��	"+1+��+� ��	�������(7�:4	+ 37 ��,��1��1�
9�&F�����&��	�7 
12 *���2	� (5��	3��) ���������	�#�����������"�������+\5���*�%��&F���� single colony   
����	��+%	C'��+%	 single colony ����#��
�����$����#���	���������%
��*�%�&�+	�7 5 	+��+�+
� ����*�%�
�&���%
�$� incubator shaker ��������#��
3��	��/���� 150 rpm �(7�:4	+ 37 ��,��1��1�
9 
�&F�����&��	�7 12 *���2	� (5��	3��) �����%�
��
�*�%� E. coli ��$�5�#�4&*	"4����	������ 
Luria-Bertani Medium (LB) 50 	+��+�+
� ��������*�%��&���%
�$� incubator shaker ���
�%�3��	��/�$�
��������
� 150 rpm ����(7�:4	+ 37 ��,��1��1�
9 �&F����� 5 *���2	� �	����#���������
��
 E. coli 
��$����# 1.5 	+��+�+
� (1-�������$���#����������#��%�9+%� 33 ���#) �����%��	#�&�*��%���5/�
�&F����� 10 ���� �9�/�����&'v�
�
������� 4,000 rpm ����(7�:4	+ 4 ��,��1��1�
9 �&F����� 15 ���� 
@-�
����%�
��
	�����$9��%���5/�����"���5�%�
������������%��	#��
������$�����
/� ��������#+	�+%�
��������
����#��
 RF1 (100 mM KCl, 50 mM MnCl2 4H2O, 30 mM K acetate, 10 mM CaCl2,
15% Glycerol pH5.8) &�+	�7 500 �	23��+
� 2#
$*�&��
�+&�5��
�*�%�$���
�������������� 
�����
+	 RF1 �������
���*�%�����
 ��������&�*��%���5/� 15 ���� �����%�#4#9������
5�������� 
����

����#��
 RF2 (10mM MOPS, 10mM KCl, 75mM CaCl2, 15% Glycerol pH6.8) &�+	�7 
60 �	23��+
� ����&��/������� -80 ��,��1��1�
9�����������	�$*� 

5.4.2 ���
��
"��9	+#9�
89	�5��94��1��0��������2#
�+)� CaCl2 heat shock 
transformation (Sambrook et al., 1989) ����#�2#
��� competent cell ���
4� -80 ��,��1��1�
9���
�
��
	������	��*��%���5/������ &��	�7 5-10 ���� �"���$������
 �	�������
����#4# competent cell 
&�+	�7 50 �	23��+
� $9���$����# reaction mix ����#����5�%�
��$�5�� 5.3 �����%�89	���D
$���5�������������&�*��%���5/�����&F����� 20-30 ���� ����������
��
	�%���(���(7�:4	+ 42  
��,��1��1�
9 ������#����*�$��%���5/�3�� 30 ��������	��*��%���(7�:4	+ 42 ��,��1��1�
9 
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����
��
	���&��	�7 45-60 �+���� ����
��
���*�$��%���5/������ 2#
�*�$��%���5/��+%�����&F����� 
5 ���� ���������%����	��
+	��������%
��*�%� LB &�+	�7 950 �	23��+
� ��������*�%��&���%
�
����� 
incubator shaker �(7�:4	+ 37 ��,��1��1�
9 ���3��	��/���� 150 rpm ��� 1 *���2	� ��������������%
������ spread plate #��
9�� X-gal �������������%
��*�%�����
+	��	"�+1+�+��������������% �	������%
��*�%�
3�� 1 *���2	����� ������	�&'v������
����3��	��/���� 6,000 rpm �&F����� 3 ���� �"���
�
�����1��0 
�����%�#4#������+%���������

�����1��0#��
��������%
��*�%� LB &�+	�7 200 �	23��+
� 
(���	���������
������% �����
�&�+	�7
�����1��0����#�) 89	$��
�����1��0�5�������������
���� spread �*�%���$������������%
��*�%�����
+	��	"+1+��+���� spread plate #��
 X-gal ���� 
&�+	�7 plate �� 100 �	23��+
� �9�/���������&��	����(7�:4	+ 37 ��,��1��1�
9 �&F����� 
16-18 *���2	� (���%
�5��	3��)

5.5 ���
���
��
��*+%�#���/�������
������
4�$�"��9	+#9�
89	 ��������"+�	&�+	�7$�
�1��0��������2#
$*��+)�232���"�1����0 (Sambrook et al., 1989) 

 
$*��	��+%	C'�����������-��~���*�%��������	��+%	 single colony ����$9���$����#����
+	�%��

������������&�+	�
� 5 �	23��+
� �����%����	��
+	9������
�"��	��0 2 *�+#3���"��	��0 T7
3��	�5�	5�� 10 "+232	�
���	23��+
� &�+	�7 1 �	23��+
� ����"��	��0 SP6 3��	�5�	5�� 
10 "+232	�
���	23��+
� &�+	�7 1 �	23��+
� �����%��
+	9������
��C�C��09���������"�1����0 
3��	�5�	5�� 10 ���� (10X PCR buffer : 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 15 mM MgCl2, 500 mM KCl) 
&�+	�7 1.5 �	23��+
� dNTP mix (&�����#��
 : dATP, dCTP, dGTP, dTTP 3��	�5�	�
����� 
200 �	23�2	���0)3��	�5�	5����	 2.5 mM &�+	�7 2.0 �	23��+
� �������1	0 Taq DNA polymerase 
3��	�5�	5�� 5 
4�+

���	23��+
� &�+	�7 0.15 �	23��+
� &���&�+	�
�#��
�%�����������-��~���*�%�
����$���#� 15 �	23��+
� 89	$���5�����2#
����&�	(������
�$��	23��1�
�+Cw��0 30 �+���� 
�9�/��������9������
��%��	#�5���3������"+�	&�+	�7*+%�#���/��� (Biometra T-gradient) ���&}+�+�+
�
�"+�	&�+	�72#
$*�2&����	#����%������$*��(7�:4	+ 94 ��,��1��1�
9 4 ���� 
�	#��
���
��	� 
94 ��,��1��1�
9 1 ���� 
�	#��
 45 ��,��1��1�
9 1 ���� ��� 72 ��,��1��1�
9 1 ���� ������
30��� ���
��#��

�%��(7�:4	+��� 72 ��,��1��1�
9��� 10 ���� �	���9+%�9(#2&����	
�%�3��$��
�(7�:4	+�#��	��
4���� 4 ��,��1��1�
9 �	����#� PCR product ���� ����&�*/38�#��
�������+��/�
2��2C�+1+92#
$*��������2�9�5�	5�� 1.2 % 
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5.6 ���9��#�
�"��9	+#$����+9(�)+i 

����� single colony ���
����*/38� PCR ���� 	����%
�$������ LB ����(7�:4	+ 37 
��,��1��1�
9 $� incubator shaker ���3��	��/���� 150 rpm �&F����� 16 *���2	� �������	�9��# 
"��9	+#9�
89	�������1��0��3�����
#��
�+)� alkaline lysis #�#�&����� Sambrook et al. (1989) 
 	�5�%�
��3����/�
�����1��02#
����������� LB ���8���������%
��1��0	�@��
��$����#5��# 
1.5 	+��+�+
� &�+	�7 1.5 	+�+�+
� ��������&&'v������
����3��	��/���� 6,000 rpm �&F����� 3 ���� 
���%��$99��������  ���1%���������/�
�����1��0����#��� %��	#  ���	��
+	  solution I  
(50 mM Glucose, 25 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) &�+	�7 100 �	23��+
� 
�����%� vortex $���5����� �����
+	 solution II (0.2 N NaOH, 1% SDS) &�+	�7 200 �	23��+
� 
("�+����#�����&	�$���5����� 10 3��%�����������������
+	 solution II ���&) 
�	#��
�
+	 solution III  
(3M potassium acetate, 0.2 M gracial acetic acid) &�+	�7 150 �	23��+
� ("�+����#�����&	�
$���5����� 10 3��%����������
+	 solution III ���&) ����&&'v������
����3��	��/���� 12,000 rpm 
�(7�:4	+ 4 ��,��1��1�
9 �&F����� 15 ���� �9�/�����#4#�%��$9��%��	#$9����#$�	�5��# 
1.5 	+��+�+
� 2#
������
��#4#
����5��
+#	�#��
 �
+	��)������+9(�)+i&�+	�7 2.5 ����5��
&�+	�
��%��$9����#� 89	$���5�����2#
���"�+����#�����&	� ��������&&'v������
����3��	��/���� 
12,000 rpm �(7�:4	+ 4 ��,��1��1�
9 �&F����� 15 ���� @-�
����%��9����
��/�
���� 
"��9	+#���������# $��#4#9����%��$9�+%��&�����
+	��)���� 70 % &�+	�7 1 	+��+�+
� ����&&'v�
�����
����3��	��/���� 12,000 rpm �(7�:4	+ 4 ��,��1��1�
9 �&F����� 5 ���� ���������%�#4#
��)���� 70 % �+%�$��	�����9(#2#
����
�����	�#������
��$��&��
�+&�&9�	8�9��+��7
���� 
�9�/�����&���
$��
������������(7�:4	+����&��	�7 1 *���2	� �	���������������

����"
��9	+##��
�%������� �
+	 RNaseA �"��������#���0��/��� �*/38����9��##��
������ 
�+��/�2��2C�+1+92#
$*��������2�9�5�	5�� 1.2 % 
 

5.7 ����+�3����0���#���+�3��2���#05��
�����,-�.� 

5.7.1 ����������5���+)� Chain termination method $*�*(# Big Dye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) 2#
���9������
"��9	+#9�
89	���9��#�#���� 
5�� 5.6 ������ 2 ���# &�+	�7���#�� 0.5 �	23��+
�	��
+	9������
�"��	��0 ���#��*�+# 
������ 2 *�+#3�� T7 ��� SP6 �"��	��0�
���
��	�3��	�5�	5�� 10 "+232	�
���	23��+
� 
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&�+	�7�
����� 0.5 �	23��+
� �����%��
+	9������
��C�C��09���������"�1����03��	�5�	5�� 
5 ���� (5x BigDye Sequencing Buffer) &�+	�7 1 �	23��+
� �����%��
+	 2x Ready Reaction 
Premix &�+	�7 2 �	23��+
� &���&�+	�
�#��
�%�����������-��~���*�������$���#� 10 �	23��+
� 
89	$���5�����2#
����&�	(������
�$��	23��1�
�+Cw��0 30 �+���� �9�/��������9������
��%��	#
$��
������#�5���3������"+�	&�+	�7*+%�#���/��� (Biometra T-gradient) 2#
�
����"��	��0��$*�
2&����	����
�
������ ���#���$9��"��	��0 T7 $*�2&����	#����%������$*��(7�:4	+ 96  
��,��1��1�
9 1 ���� 
�	#��
���
��	� 96 ��,��1��1�
9 10 �+���� 48 ��,��1��1�
9 5 �+���� 
��� 60 ��,��1��1�
9 4 ���� ������ 25 ��� �	���9+%�9(#2&����	
�%�3��$���(7�:4	+�#��	��
4���� 
8 ��,��1��1�
9 9������#���$9��"��	��0 SP6 $*�2&����	#����%������$*��(7�:4	+ 96  
��,��1��1�
9 1 ���� 
�	#��
���
��	� 96 ��,��1��1�
9 10 �+���� 41 ��,��1��1�
9 5 �+���� 
��� 60 ��,��1��1�
9 4 ���� ������ 25 ��� �	���9+%�9(#2&����	
�%�3��$���(7�:4	+�#��	��
4���� 
8 ��,��1��1�
9 

5.7.2  
��
&}+�+�+
�����#����5�� 5.7.1 ��$����#5��# 1.5 	+��+�+
� �����%��
��
	 
ethanol/sodium acetate solution (3M sodium acetate, pH4.6-5.2 &�+	�7 3 �	23��+
� ��)���� 
95% &�+	�7 62.5 �	23��+
� deionized water &�+	�7 14.5 �	23��+
� ) &�+	�
���	 80 
�	23��+
� ���9������
 ethanol/sodium acetate solution $9���$����#����
��
	��� &�+	�7 80 
�	23��+
� 
�%��+%��������(7�:4	+�����&F����� 20 ���� �����%�����&&'v������
���� 12,000 rpm ��� 20 ���� 
�9�/�����#4#9������
���2#
$*�&w�&
 �����
+	��)���� 70%  &�+	�7 250 �	23��+
� ����& 
vortex ���&'v������
����3��	��/���� 12,000 rpm �&F�������� 5 ���� �����%�#4#��)�������
#��
3��	��	�#�����2#
$*�&w�&
 �9�/���������
 ��)���������������2#
����&�������(7�:4	+ 50 
��,��1��1�
9 �&F����� 15 ���� �	�������#���������&��/���� -20 ��,��1��1�
9��������$*� 2#
�
+	 
deionized water &�+	�7 15 �	23��+
�����$*� 

5.7.3  ���9������
����#�$�5�� 5.7.2 	��+�3����0���#���+�3��2���#0 2#
$*��3�����
�+�3����0���#���+�3��2���#0 ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) 

 
5.7.4 ����+�3����08����#���+�3��2���#02#
����&��
����
�3��	�
�
���5��

���#���+�3��2���#0�
���
������� �"�����3��	9�	"��)0$���*+#���"��)(���	5������
�	��������
�������$*�,-�.� 5��	4�����#��������+�3����05���3������+�3����0���#���+�3��2���#0��@4����	�
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���9��3��	@4�
������
�#���#���+�3��2���#0����	��#�$*�$�����+�3����08�����&2#
$*�
2&����	 Bioedit �#�������
�#���#���+�3��2���#0����&F�9���5��"��9	+#����"��	��0���$*��"+�	
&�+	�7
�������2�	+�#���/������ "���	��%�
���9��3��	@4�
���5��5��	4�2#
�&��
����
�
5��	4�����#�����"��	��0 T7 ��� SP6 1-���&F� forward primer ��� reverse primer 
�	���#�� 
���#���+�3��2���#0����#�����+�3����02#
$*��"��	��0 2 *�+#��%��
����&F�
����������34�9	����(�

������� ���8����#���+�3��2���#0�	�
��������
�������$# �/��
-#������#���+�3��2���#0����#����
�"��	��0���	�3���������*���@�������&F����#���+�3��2���#0���@4�
��� �	����#����#���+�3��2���#05��
����
�	������������*�+#
���D ���"���	������&�+�3����03��	$���*+#���"��)(���	���� ����&
�+�3����0
��2#
$*�2&����	 ClustalW (version 1.82) (Chenna et al., 2003) 

 
/D����"�	
�
�
��	��(������,�� 

9@������������#����������&}+��
+���#���/��������21����1	0 ��(�	����+��
��(���.0
"��)(���	�	�&�������32�2�
�*��:�" 9������+��
�����(���.0&���	����"��7"�* ��	�(�
��
����*�
+ 9�
�0&�� ���"��)(0"�* 

9@�������/�
���
�������
�	���������������������������23�������(���.0"��)(���	����
�	�
��� �������� $�"����*#� ��+  ,4�
0�+��
5� ��������  
 . �����3���  � . �����3���  � .������ 
����
�	������������*�+#
���D���	���������
"��)(0$�&����,��
�#�������9@����������	
����
�	�5��3(7���c�)+i ��,��(
 ��
�9	�3	����
�	����������������&����,��
 ����
�	�
�����������*�����������������
�	������������"�+	4�+��	�#�������9@����������	����
�	�5�� 
3(7)�� "��+*

��
������������#�����+�	����#��������� 1 	+@(��
� ".,. 2547 9+%�9(#����#��������� 
28 �(	:�"��)0 ".,. 2549 
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