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�	�����������	�		������ (polyphenoloxidase; PPO) �����"!!�#��%
��"	�

-0�!���  �	�����������	�		������M%���� 03���3�������3�
�������1-�8���8��7#���"8	�"!����

����N���"	M%�-O��������!"#	��&   ��"8	�O��������,������
���� 2 ������)0�-�8��&$��

 3��-�� 6	�!"#	��& 6�
��� &"	 BPM-24 ( 3��-��) ��� RRIM600 (	6	��	) �78
N6�����

��� 03�������-O���3��������N�  �6��3$��%�	��	���	
�!"#	 P. palmivora ����6��3$� CuSO4 

��3$�O�������3$�$�)� native-PAGE ,�����_�M��	�����������	�		������ 3 ��� 4 	��

�����!0�&$�&0����!0�-�8M%���� 03�  ���O���� �����$6�  �M�-�8 3 (�M� Y)  &"	 	�����

�78
M%�!���O�,�������� 03��3$�$�)� 6�
b ���M%���� 03������)0� BPM-24 �3����$6������c$�$6�

�����)0�  RRIM600   �M�-�8 1, 2 ��� 4 (�M� basic, X ��� Z) ��5�	�����-�8��	�%6��

)���!� ��	
����
-�#
 2 ������)0�  ����M� X ��5�	�����-�8�!3���0������)0��3 ��������

�&�"8	�-�8�	
	�������
��6�$��������i��	
������)0� BPM-24 !3��$6��	
������)0�  

RRIM600  ��� �M� Z �78
��5��M�-�8��	�%6��3$��)���!� �,�������"8	�3������ ���!"#		�6�


�0���
  ���-O���3���c�	6	��	
��
������������N���3N��!6�����$���������
����  �6$���

�������$��	���
�������)0� BPM-24 ��&$��� � 6�
&"	 /�����
������ 03��3$� filtrate 

,�� P. palmivora �M��	�����������	�		������,���,�� 2 �M� (�M� Y ����M� Z) 

���"	����
 1 �M� (�M� Y) ����M� Y �	
!0�&$�&0����������1-�8�%
��� -�#
��#	�,

��"8	
��,�������M%���� 03����������#�
���&�"8	
���6� �	��$��   �����"8	�O��������$��	�

���6��3$� filtrate &$����3��3�&����5� 0.3 ��&�������� �� 6	�����������$��	� ��3$�O��

��&6�&$��$6	
$�	
�	���������	������	���������	� (phenylalanine ammonia lyase; 

PAL) ��� �	�����������	�		������ �$�-�#
�����
�&������������	����	��� (phenolic 
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compounds) ��$6�  &$��$6	
$�	
�	���������	������	���������	���!0�-��	
�%
�0�

-�8 16 !�8$��
 ���8��7#�&����5� 102.41% �	
!0�&$�&0� &$��$6	
$�	
�	�����������	�		�-

�������!0�-��	
,��%
�7#���"8	�b ��"8	�-������!0�&$�&0�&����5� 244.25% (!�8$��
-�8 96) ���

�����
�&������������	����	�������$��3�-�8�%
�7#�� 6�����$��-�8��� 03��6�������
�	,7
��


�6	�,��0�N�-�8�3 	�6�
��c �� ,��N����+7�9���c�������8��7#��	
�	�����������	�		�-

��������-�8�0� ��
��#�N%3$�,��,7
�O��������,���������$��	��-O���3����0-)�p������N6�� 

&	����� ion exchange ��� anionic �� 0.02 ������ sodium phosphate buffer pH 7  ��3$!�

&	������3$�  0.05 ������ NaCl  ��	�����  PPO1  �6$�	����� PPO2, PPO3  ���  

PPO4  M%�!�		����3$����"	 0.07, 0.08 ��� 0.09 ������ NaCl   ���O���� ��� PPO3 ��� 

PPO4 ��5��M�	���������  ��"8	�O� PPO1, PPO3 ��� PPO4 ����&$��$6	
$,O�����  

��$6�  PPO4 ��&6�&$��$6	
$,O������%
-�8�0� &"	 1,900,000 �%��  6	������������ ��  &����5�

&$������0-)�p  1,266.67  �-6� ��� PPO3  ��&6�&$��$6	
$,O����� 141,665   �%��  6	

������������ �� &����5�&$������0-)�p 94.44 �-6� �6$� PPO1 ��&6�&$��$6	
$,O����� 

6,004.55 &����5�&$������0-)�p 4 �-6� -�#
 3 	�������&$��,O������������� �- 2 !���&"	 

catechol ��� dopamine ���&6� Km �	
 PPO1 �-6���� 33 ��� 83 �����������  PPO3 

�-6���� 83 ��� 20 ����������� ��� PPO4 �-6���� 167 ��� 50 �����������  ���O����   PPO1 

-� 6	 pH 6-10 �1�-�8 PPO3 -� pH �3!6$
�$3�
-�8�0� (pH 2-9) ��� PPO4 -� 6	 pH 5-10  

�6$�	01�/%��  PPO1 -��3��-�8!6$
	01�/%�� 10-40 	
+��������� PPO3 ��� PPO4 -��3�%


�$6� &"	 10-70 	
+���������  β-me ��� DTT -�8&$����3��3� 1 �������������5� �$�����#


�_��������	
-�#
 3 	����� �6$�  citric acid, SDS ��� salicylic acid ��5� �$��� 03��_�������

-�8��-�8�0��	
 PPO1, PPO3 ��� PPO4  ���O���� 
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Abstract 

Polyphenoloxidase  (PPO) plays a key role in higher plant{s defense 

system. It was reported to be induced by wounding or variety of pathogens. After 

treating Hevea brasiliensis leaves with different degree of resistance, BPM-24 (resistant) 

and RRIM600 (susceptible), with wounding, zoospores of P. palmivora and CuSO4 the 

leaves were then extracted and assayed for PPO activity after performing native-PAGE. 

Since the 3rd isozyme (Y isozyme) was not detected in control leaves, it should be 

induced by wounding or zoospores or CuSO4. In addition, the rate and the intensity of 

this isozyme was higher in the BPM-24 than that in the RRIM600 which was correlated 

to the resistance of tested cultivars. The 1st, 2nd and 4th isozymes (basic, X and Z 

isozyme) were found in control leaves of both cultivars and the X isozyme can be used 

to distinguish these two cultivars because its mobility on native-PAGE in the BPM-24 

was slower than that detected in the RRIM600. After wounding of Hevea seed, similar 

result was obtained. Two isozymes (Y and Z) were also observed in the BPM-24 Hevea 

cell suspension however, the isozyme Z was disappeared after treating with filtrate from 

P. palmivora  Even though no treatment, the Y isozyme was detected as a major band 

which may due to continuous shaking in the culture process. Moreover, when Hevea 

cell suspension were incubated with filtrate from P. palmivora at 0.3 µg (protein 

equivalent) per gram of cell suspention, the induction of phenylalanine ammonia lyase 

(PAL), polyphenoloxidase (PPO) and phenolic compounds in Hevea cell suspension, 
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was examined. The  accumulation of PAL was increased and peaked after 16 h 

(102.41% from control). PPO activity was increased slowly and reached its highest level  

which was more than control for 244.25% (after 96 h.) while the phenolic compounds 

synthesis had a tendency to increase but period of research time was not enough to 

obtain a conclusive result. Since the PPO was induced strongly after the filtrate 

treatment, the extract from the cell suspension was further purified by ion-exchange 

(DEAE-sepharose) in 0.02 M sodium phosphate buffer pH 7. The PPO1 isozyme was 

eluted with 0.05 M NaCl while the isozyme PPO2, PPO3 and PP04 were eluted with 

0.07, 0.08 and 0.09 M NaCl, respectively and PPO3 and PPO4 are the major ones.  

Measurement of PPO specific activity showed that PPO1, PPO3 and PPO4 had specific 

activities of 6,004.55, 141,665  and 1,900,000 unit/mg protein with purification fold of 4, 

94.44 and of 1,266.67, respectively. All PPOs were specific to catechol and dopamine, 

Km values of PPO1 for catechol and dopamine were 33 and 83 mM, while those for 

PPO3 were 83 mM and 20 mM and PPO4 were 167 mM, 50 mM, respectively. pH 

stability was ranged from 6-10, 2-10 and 5-10 for PPO1, PPO3 and PPO4, respectively. 

The PPO1 was stable at temperature between 10-40 °C  while PPO3 and PPO4 were 

more tolerant to heat (10-70 °C). All PPO isozymes  were strongly inhibited by           

β-mercaptoethanol (β-me) and Dithiothreitol (DTT) at 1 mM. Whereas citric acid, 

Sodium dodecyl sulphate (SDS) and salicylic acid gave highest activation of PPO1, 

PPO3 and PPO4 activities, respectively. 
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b -0�&� -�8���3��6�$����78
��5��O���
�,

�O�&�:�����-O�$�-������)� �	���,��O���c, 

 

                  ������  �%����� 
 

 

 

 

 



(8) 

 

�����I 

 ��"8	
                      ��3� 

�����:                (8) 

������ ���
               (9) 

�������%�              (11) 

����������              (14) 

 �$�6	�����:���91�             (16) 

1. �-�O� 

 �-�O� 3���"8	
               1 

 ��� �$,�	����              4 

 $� M0����
&�               23 

2. $���0 	0���1� ���$�)����-��	
 

 $���0                24 

 	0���1�                26 

 $�)����-��	
               27 

3. N����$�,��1�N����-��	
              43 

4. ��0�N����-��	
               91 

�	����	3�
	�
                94 

/�&N�$�                108 

���$� �N%3�����                113 

 



(9) 

 

������ ���	 

 ���
-�8                                                       ��3� 

2.1   !"8	����&�� �#O����������0� ������9�-N%3N��  24 

2.2   	
&�����	��	
	�����% �������
�	
 MS                                                                             

       -�8�!3�������#�
���c�	6	���
����  33 

2.3   	
&�����	��	
	�����% �������
�	
 MS -�8�!3!���O��������$��	� 34 

2.4   �6$�����	��	
�,�	���&� ������������6���
�/�� (native PAGE) 39 

2.5   �6$�����	��	
�,�	���&� ��������������
�/��  (SDS�PAGE) 40 

2.6   �6$�����	��	
�,�	���&� ��������������
�/��  (SDS�PAGE)                                  

       �O������3	���� ���3$�����$	���� �  41 

3.1   ���
�����1��� ��-�#
����	
����
����������)0� BPM-24                                        

       ��� RRIM600 -�8M%���� 03�������-O���3��������N� 44 

3.2  ���
�����1��� ��-�#
����	
����
����������)0� BPM-24 

 -�8M%���� 03�����!3�%�	��	��-�8&$����3��3� 6�
b 48 

3.3  ���
�����1��� ��-�#
����	
����
����������)0� RRIM600 

 -�8M%���� 03�����!3�%�	��	��-�8&$����3��3� 6�
b 48 

3.4  ���
�����1��� ��-�#
����	
����
����������)0� BPM-24                                               

 -�8M%���� 03�����!3 CuSO4   53 

3.5   ���
�����1��� ��-�#
����	
����
����������)0� RRIM600                                                

 -�8M%���� 03�����!3 CuSO4   53 

 



(10) 

 

������ ���	 ( D�) 

 ���
-�8                                                                                                  ��3� 

3.6  ���
�����1��� �����&6�&$��$6	
$�	
�	�����������	�		������                                    

 ,����������3$�$�)� 6�
b 59 

3.7  ���
�����1��� �����&6�&$��$6	
$,����� � ��	��3$����"	                                  

 �	������������� -�8&$��	�8� �$ 6�
b 61 

3.8  ���
&6������1��� ���	
!0�&$�&0����!0�-�8�6��3$� filtrate 0.3                                  

 ��&�������� �� 6	�����������$��	� 66 

3.9  ���
&6�&$��$6	
$,O������	
�	���������	������	���������	�                                

 !0�&$�&0����!0�-�8�6��3$� filtrate 0.3 ��&�������� �� 6	�����������$��	� 68 

3.10  ���
&6�&$��$6	
$,O������	
�	�����������	�		������ !0�&$�&0�                              

 ���!0�-�8�6��3$� filtrate 0.3 ��&�������� �� 6	�����������$��	� 70 

3.11  ���
�����1�	
�������	����	���!0�&$�&0����!0�-�8�6��3$�                                       

 filtrate 0.3 ��&�������� �� 6	�����������$��	� 72 

3.12 ���
&6�&$������0-)�p�	
	����� PPO1, PPO3 ��� PPO4 77 

3.13  ��0�&6�&$��,O����� 6	����� �-�	
�������	�		������	����� 83 

3.14  ���
&6�&$��$6	
$�	
 PPO1, PPO3 ��� PPO4 -�8 pH  6�
b 85 

3.15  ���
&6�&$��$6	
$�	
 PPO1, PPO3 ��� PPO4 -�8 	01�/%�� 6�
b 86 

3.16  ���
&6���������#
��������� 03��_��������	
 PPO1, PPO3 ��� PPO4 89 

 



(11) 

 

�������=� 

�%�-�8                                                                                                     ��3� 

1.1  ���
�6$�����	��	
��
���� 6 

1.2  ���
$
,�!�$� �	
�!"#	�� Phytophthora infestans 7 

1.3  ���
���91����������&�	
��
���� 8 

1.4  ���
���91��	
�%�	��	���������,����3�-O���� 9 

1.5   ���
��� 	���	
�	
�"!��"8	�3��������� 03�,��/���	� 12 

1.6   ���
 �$	�6�
�&�
��3�
�	
�������	����	��� 19 

1.7   ���
	
&�����	��	
�������	����	���-�8�����"! 20 

1.8   ��#� 	�����������#O� �� 22 

2.1  ���
 ���
��N�$ Petroff Hausser counting  28 

2.2  ���
�����	
����
 30 

2.3  ���
 O����6
��� ������
 30 

2.4  ���
��#� 	����!���O���3�����&���� 32 

3.1  ���
��������	���3 �
�	���������-O���3��������N�   44                                

3.2  ���
�M�	������������	�		������	�����/�����
���-O�	���&� �������� 

 ����/��)���!� � �	
�������,������
����������)0� BPM-24 ���  

 RRIM600 45 

3.3   ���
���91��	
����
��"8	N6������6��3$��%�	��	��-�8&$����3��3� 6�
b  47 

 



(12) 

 

�������=� ( D�) 

�%�-�8                                                                                                      ��3� 

3.4  ���
�M�	������������	�		������/�����
���-O�	���&� ��������                              

 ����/��)���!� � �	
�������,������
����������)0� BPM-24                                      

 -�8M%���� 03��������6��3$��%�	��	��&$����3��3� 6�
b 49 

3.5  ���
�M�	������������	�		������/�����
���-O�	���&� ��������                                

 ����/��)���!� � �	
�������,������
����������)0� RRIM600                                              

 -�8M%���� 03��������6��3$��%�	��	��&$����3��3� 6�
b 50 

3.6  ���
���91��	
����
���)0� BPM-24 ��"8	N6������6��3$� CuSO4    52                             

3.7   ���
�M��������	�		������	�����/�����
���-O�	���&� ��������                    

 ����/��)���!� � �	
�������,������
����������)0� BPM-24                                            

 -�8M%���� 03��������6��3$� CuSO4  54 

3.8  ���
�M��������	�		������	�����/�����
���-O�	���&� ��������                                     

 ����/��)���!� � �	
�������,������
����������)0� RRIM600                                                

 -�8M%���� 03��������6��3$� CuSO4 55 

3.9  ���
���91��&���� 56 

3.10  ���
���91��������$��	� 57 

3.11  ���
�M��	�����	�����������	�		������ ,�� ��, ���c�                                             

 ����������$��	�,����
�������)0� BPM-24   62 

3.12 ���
����N���� ��,�� filtrate �	
�!"#	�� P. palmivora 64 

 



(13) 

 

�������=� ( D�) 

�%�-�8                                                                                                      ��3� 

3.13  ���
	������	
�	�����������	�		������,���������$��	�/��                     

 ���
N6��&	����� conA-agarose 76 

3.14  ���
�M�	������	
�	�����������	�		������,���������$��	�                           

 -�8�6M%���� 03�/�����
N6��&	����� ion exchange��� anionic    80 

3.15 ���
�M�	������	
�	�����������	�		������,���������$��	�                               

 -�8M%���� 03�/�����
N6��&	����� ion exchange ��� anionic 80 

3.16  ���
�M��������	�		������	������������-������$6�
���-O�                                    

 	���&� ������������6���
�/��)���!� ����������
�/��)���!� �   81 

3.17   ���
����N���� ���	
�������	�		������	��������
,��                                       

 -O�	���&� ��������������
�/������3	��3$�����$	���� �- 81 

3.18   ���
 �$	�6�
��������� Km ��� Vm 83 

 

 

 

 

 

 

 

 



(14) 

 

���������� 

����-�8                                                                                                  ��3� 

3.1  ���
&6������1��� ��-�#
����	
����
����������)0� BPM-24                                

 ��� RRIM600 -�8M%���� 03�������-O���3��������N� 45 

3.2  ���
&6������1��� ��-�#
����	
����
����������)0� BPM-24                                          

 -�8M%���� 03�����!3�%�	��	��-�8&$����3��3� 6�
b 48 

3.3  ���
&6������1��� ��-�#
����	
����
����������)0� RRIM600                                              

 -�8M%���� 03�����!3�%�	��	��-�8&$����3��3� 6�
b  49 

3.4   ���
&6������1��� ��-�#
����	
����
����������)0� BPM-24                                         

 -�8M%���� 03�����!3 CuSO4 53 

3.5  ���
&6������1��� ��-�#
����	
����
����������)0� RRIM600                                             

 -�8M%���� 03�����!3 CuSO4 54 

3.6  ���
�����1��� ��&6�&$��$6	
$�	
�	�����������	�		������                                        

 ,����������3$�$�)� 6�
b 60 

3.7  ���
�����1��� ��&6�&$��$6	
$�	
�	�����������	�		������                                      

 ,����� � ��	��3$����"	�	������������� -�8&$��	�8� �$ 6�
b 61 

3.8  ���
&6������1��� ���������-������$6�
!0�&$�&0����!0�-�8�6��3$�                                

 filtrate 0.3 ��&�������� �� 6	�����������$��	� 66 

 

 



(15) 

 

���������� ( D�) 

����-�8                                                                                                   ��3� 

3.9  ���
&6�&$��$6	
$,O������	
�	���������	������	���������	�                              

 �������-������$6�
!0�&$�&0����!0�-�8�6��3$� filtrate 0.3 ��&�������� ��                                   

  6	�����������$��	� 69 

3.10  ���
&6�&$��$6	
$�	
�	�����������	�		�������������-������$6�
                              

 !0�&$�&0����!0�-�8�6��3$� filtrate 0.3 ��&�������� �� 6	�����������$��	� 71 

3.11  ���
�����1�	
�������	����	����������-������$6�
!0�&$�&0�                                 

 ���!0�-�8�6��3$� filtrate 0.3 ��&�������� �� 6	�����������$��	� 73 

3.12  ���
�����1��� �����&6�&$��$6	
$�	
�	�����������	�		������                                 

 ���
N6��&	����� ion-exchange ,���������$��	�-�8�6M%���� 03��3$� filtrate                                  

 0.3 ��&�������� �� 6	�����������$��	� 78 

3.13  ���
�����1��� �����&6�&$��$6	
$�	
�	�����������	�		������                             

 ���
N6��&	����� ion-exchange ,���������$��	�-�8M%���� 03��3$� filtrate                                  

 0.3 ��&�������� �� 6	�����������$��	� 79 

3.14  �������-���&6�&$��$6	
$�	
 PPO1, PPO3 ��� PPO4 -�8 pH  6�
b 85 

3.15  �������-���&6�&$��$6	
$�	
 PPO1, PPO3 ��� PPO4 -�8	01�/%�� 6�
b 87 

3.16  ���
&6���������#
�_��������	
 PPO1, PPO3 ��� PPO4 89 

3.17  ���
&6������� 03��_��������	
 PPO1, PPO3 ��� PPO4 90 

 



(16) 

 

��I���HJ�Lc��D���� �@�D� 

BSA = Bovine serum albumin 
°C = Degree celsius 
DEAE = Diethylaminoethyl 
EDTA = Ethylenediaminetetra acetic acid 
fresh wt = Fresh weight 
g = Gram 
kDa = Kilodalton 
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nmole/g = Nanomole per gram 
µg = Microgram 
µl = Microliter 
µm = Micron 
µM = Micromolar 
O.D. = Optical density 
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PAL = Phenylalanine ammonia lyase  
PDA = Potato dextrose agar 
PDB = Potato dextrose broth 
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β = Beta 
% = Percent 
w/v = Weight per volume 
α = Alpha 
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2'&-���,�0�Q���'��-��
������&��2�&��'��"#!��0����������! ������"
�
�����2�&#���4!���
"��������
 �� sporangium "#&�-�����*�����&��;������������=2
�����������-3����
�,4'9$���$� (35 ����:#�:���) 1&��   .E���������G-.1&1�2

*���#��

;��\�����*� '���-

��'�� oat agar ����,4'9$�� 25-27 ����:#�:���  

2
0�����������!��3�����&��"#!���
��!��-����'��!�����'��-����B����
�
������
���*�3�� :;����!��-1&��������1 ���������9�� (physical barrier) "#!������1 ���������� 
(chemical barrier) ������1 ���������9���������$�2
0�������.1&"��  �*/;*��#,�2-"#!/# ����
'
� �������
"#!�����'
��� ��/
���:##>1&�

�� ���2'&���*�3��.�������=���!/��
� &��$�
���.1&  (0�����1�Q, 1986  ��!�����, 1991) ��������*�3��� &��$����31�������!/��
3�����&��
 ����� ����!���e�������3�&��-���� &����#�� �����*�3��������1 ;*
.1&�������1��G� (rapid 
active resistance) "#!������&�H (delayed active resistance) �e�������3�&��-������1 ;*
.1&
�������1��G� .1&"�� �����&�� cork layers ������1 abscission regions �����&�� tyloses "#! 
gum ���3�i���� ���:##> epidermis '������1�#��'��',&� (sheath) ��&
2� �����*� (.�3��
>, 
1982; ��!�����, 1991)   ������2'&�:##>������#����1���*�"#!�:##>�����$� &������������������ 
hypersensitive cell death (Dufrenoy, 1936) 31��������'G
��	
���.'�&��
*����# (necrosis)  
�����&������e����
!:;�������=��-��*������������-3� �����*�3��.1& �������� .E3���#G�:�
 
(phytoalexins) (Hahlblock, 1989) ���1��!-�
��� lignification ��������-����4���*�3��.��2'&
#,�#�����.�����:##> &������� (Friend "#!�4!, 1973) "#!���1���:���":�/
���:##> �����
2'&" G�"�� ;*
 ���
�e�������3�&��-������1 ;*
.1&������&�H ������� .1&"�� �����&��3����
 ;*
��
���#�����*�3������������� pathogenesis related-proteins (PR-proteins) .1&"�� ��
.:�>�-�&�-
1,3-�#$���
� (β-1,3-glucanase) "#!.����
� (kitinase) (Linthorst, 1991) "#! ������1�#.�
����������� Systemic Acquired Resistance (SAR) (Guest "#! Brown, 1997) ��	
�&
 

Hypersensitive cell death ����������������1��G� ���:##>�������������*�� &��$���� 
��*�
�*�����.��2'&���*������=��������-3����.�.1& hypersensitive cell  �!/#�������!��-���  
.E3���#G�:�
 (phytoalexins) ����� :;��.1&"�� �����!��-EI
�#�� (phenolic compounds) 
����'#��
�*.�������"����	
���������*�"����	
��
��������:##>���1&��  ������1 hypersensitive 
cell death "#!.E3���#G�:�
  ��	
�e�������������
�!'���������-���*�3������:##> ������!���
�������1��G� �:##>������1 hypersensitive 
�*�!��&��.E3���#G�:�
 :;���!.���-2
��������	
���� 
"��������
�*�!��&�� ;*
�G���������:##> �����=$���!�,&
'������
��31���#�:�����> (elicitor)  ��� 
pathogen  �#��������  
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.E3���#G�:�
 �!=$���&�� ;*
��*�2
��������	
 host "#! non-host ��*�2
���������
"�'���
�&�
��
������*�3���!��"#!��&����$�2
����
=;��!1�-����� &� &
����!���2'&���1�����-��*����
��������-3� �����*�3��2
���.1& "#!���
����!��	
�����������!��-EI
�#��2
���"��#!
�
�1�!�����/#��.E3���#G�:�
���"��������
 ������
��2'&�����&��.E3���#G�:�

�*
��	
/#1�2

1&�
����&�
��
3�� -�-�������� ��.E3���#G�:�
���������2'&������1�����&�
��
.1&
�*

������!�#���.1&1�����.�
�*   1. 2
���������*�� &����#��'������1-�1"/# 31�����!������!��
 �������!��-:;�����,4��-��� ��.E3���#G�:�
  2. 31�����H .� ����!��.E3���#G�:�
2

�������&�
��
�!���1��G�"#!�������4�������2
���������
"�    3. pathogen   �����=#1
��!���0�9�� ��.E3���#G�:�
2'&��	
 nontoxic product     ����B����
3�� ���������!���1
���#���4!3�����&�� ��������'����e�����������������2
�:##>"#!��=���������������� &�����
�!--�B����
 �������� phenylpropanoid  pathway     ��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� 
(phenylalanine ammonia lyase; PAL)   :;����	
��
.:�>���"�� �� pathway   ��
.:�>EI
�#�
#�
�
"��3��
��.#����;���-�-��������2
����B����
3�� ����� 31���1�#&����-���
��#���
"�#������4 ���������H ���
 ���2
�#,�� phenylpropanoid "#! pyruvic acid 

�����
�*�������� ;*
 ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��������1�#&����-���
��#���
"�#� ����
.:�>���.�
�*1&�� : ��
.:�>:$ ����>���.:1�������� (superoxide 
dismutase; SOD) ��
.:�>"�����#� (catalase; CAT) ��
.:�>:�

���# 3��� 1�.|31����
� 
(cinnamyl CoA dehydrogenase; CAD) ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� (polyphenol oxidase; 
PPO) "#! ��
.:�>����>���:��1� (peroxidase; POD) 

��������
 �� Jung "#!�4! (2004) ���;��������#���
"�#� ����
.:�>����>-
���:��1�  ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  "#! ��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� 2
���
�������-��1&�����*������3��2-.'�&2
����.��  (P. capsici) "#&�����-��-�,1��-�,� :;��-��
1&�����*��� P. capsici  ������-���*� Paenibacillus illinoisensis :;����	
 antagonist  �-��� 
��������.� ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���#1#�2
����"�� "#&��!����H  �����
'#����� 3 ��
������*���� &����#��  :;�������
 &����-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  "�����'��-
��
.:�>����>���:��1��!����� ;*
���������
����   ���2�&��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���
�����
��� &��$� -�
���  phenylpropanoid "#&����1���3�#�����>.�:>�������&��#��
�
31���
.:�>
����>���:��1�     Hanower "#!�4! (2001) .1&;���=;������!��-EI
�#��2

*����� ��
���������
0,> PR107  "#!�-�����!��-EI
�#��2
�����4 160  =;�  1100  .�3������  :;��
�����4�!"����#���
.����D1$��#  �����!��-EI
�#�����.1&���
*����� ���  vanillic, 
salicylic, syringic, gentisic, p- and m-hydroxybenzoic and protocatechuic acids; 
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scopoletin, esculetin and coumarin; ferulic, sinapic, caffeic, o- and p-coumaric acids; 
quercetin and kaempferol; tyrosine and dihydroxyphenylalanine flavans  "#!  tannins  

 ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  �-.1&2
�����*
�$�����-�,��
�1 (Hisae "#! Yukio, 
2006)  ��������
���/��
�� �� Cho "#!�4! (2003) .1&�#������ ��
.:�>3�#�EI
�#���-    
:��1�  2
�:##>���
�*
.1&���'
&������	
�����������4-��-��2'&�$&������.1&��-���*�3��'�����
-�1"/#���1 ;*
31���������e�������������:�.1�> o-diphenol .���	
 o-quinones :;����	
���
������*�3�� (Mathes, 1983)  �����.��
�
��
�* Li "#! Steffens (2002) .1&"�1�2'&�'G
���
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  ��	
��
.:�>��������������� &����-�!--�,&���
3�� �����31�
;������ /#�!� �������.1&��-���*� Pseudomonas syringae pv. �-��� /#�!� �������.1&��-
���*��!������������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  �������/#�!� �������� :;��/#���
�1#����	
.�2
����1�����- Hisae "#! Yukio (2006) ���.1&;����������� ;*
 ����
.:�>   
3�#�EI
�#���:��1� -����4 micropylar endosperm :;����	
-����4���.1&��--�1"/#��������1
"#!���"��������0������� (�
������������������-3�) �-��� -����4���2�#&��-���"��"#!
��1�!�������4��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ����������-����4���.�#���.� "#!�����
��.����
���#�3��3E��:��"--"�#��9��0������� (SDS-PAGE) "#&�
�*
�-��� -����4���2�#&��-���
"���!����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ��������-����4���.�#���.���� 1 .�3:.:�>   

2
����1#�����*�
�*/$&�����.1&�
2�����!;���=;� kinetics  ����
.:�>EI
�#�#�
�
-
"��3��
��.#���"#! ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  �����*�;���=;������!��-EI
�#��������1
����e������������-�
�� ���!--�B����
 ���������  �#�1�
;���������2'&-���,�0�Q
-�����
 ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  ������1����!--�B����
 ���������"#!�,4��-���
������! ��.�3:.:�>
�*
H    


	������
�	� 

1.1 �	��	�	 

 ���2
��,#|����� (Hevea) '�����,#�����1��$�2
�����> Euphorbiaceae ���
��,#
�*��=��
����
�12
"=-�����������2�&"#!��#���4!���1&�
��4��
��������
 &��"�����

�����="�����!�����
0,>.1&2
�!--
�����������������'#��'#���$�"-- ���2
��,#
�*��
��!��4    9  �
�1����$&�����
1� ��� Hevea benthamiana, Hevea brasiliensis, Hevea collina, 
Hevea quianensis, Hevea confuse, Hevea pauciflora, Hevea spruceana, Hevea 

microphylla   "#! Hevea nilida    -����
0,>���,4#���4!���������=����2
�9��9$��
��!��������������1 "��-����
0,>���
"�����9��"�1#&��   �����,#|������!��
*�����2
�,����
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 ���&
 2-��!��-1&�� 3 2-����  �-2-����- ���&�
2-����"#!�#���&�
2-�����!������

*��'��
 ����e2'&�'G
 1����/$&"#!�������!��$�2
���1���1�����
 ���1����	
"-- 
panicle cyme 1����!��-1&���#�-�#�*�� 5 "<�"��.�����#�-1��2'&�'G
 �������/$&�� 5-10 ��
 
�&�
�������/$&�!�����	
"��� ��1������������� 2 "<� /#����#���" G�31�0������������=
"��"�����.1&��� (�$���� 1.1) ����������
����#$�2
��!��.�� 2
����D������>.1&��1
�
,�����0�
 ���&
������� 1��
�* 

Kingdom : Plantae 

     Subkingdom : Tracheobionta 

           Division : Magnoliophyta  

                Class : Magnoliopsida 

        Subclass : Rosidae 

              Order : Euphorbiales 

                    Family : Euphorbiaceae 

            Genus : Hevea 

                  Species : Hevea brasiliensis 

  2
������������;����#.������-�
��������*�3����	
���*�"��31� Tan 
"#! Low (1975) �-���'#�����2-�����1���*� Colletotrichum gloeosporioides �!������!��
��������"����
*�����
 (����1��.������) ������G.1&�����;������������ 31�
��2-���������-��
1&�����*��� Microcyclus ulei  �-�����������"��1���#������ hydroxy coumarin "#!2'&�������     
�����#���
 (scopoletin) (Giesemann "#!�4!, 1986) :;������!�������#���
�!���1 ;*

�������1��G�"#!�����=��-��*������������-3� �����*� (Garcia "#!�4!, 1995)  "��2-������
��1���*��� Corynespora cassiicola �-�������� &� &
 �������#���
2
2-�����
0,>���
"���
�����4�$�����2
��
0,>�&�
��
 (Breton "#!�4!, 1997)  :;�������
 &����-���*����3��2

�������������
H ���
  ���*��� P. palmivora ����'
����
��2'&/#�������#���
2
2-�������     
4 ��
0,> "#&������=-���!1�-�����&�
��
3��.1& 
��
���  ��
0,> BPM-24 (��
0,>�&�
��
) "#!
��
0,> PB235 (��
0,>���
 &���&�
��
) /#�������#���
.1&�$�������
0,> RRIT251 (��
0,>���
 &��
���
"�) "#!��
0,> RRIM600 (��
0,>���
"�) (Churngchow "#! Rattarasarn., 2001)  
���
�1�����-���2�&��#�:�����> �����*���
�* (��#�:���
; elicitin) �����=��!�,&
��*� &��#&��"#!
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"�##�������#G1���
 2'&������������!'>�����#���
2
��
0,>���
 &���&�
��
 (GT1) �������
��
0,>���
"� (RRIM600) "#!�������G�2
�����&�������#���
�$����������!�,&
1&��:$3�����> 
(��
0,>���, 2004)  :;����1�#&����-���-��2-���1&�����*��� P. botryosa ������2'&���13��2-����
"#!��&
1��2
������� �-��� ����������!'>�����#���
 �������4"#!�������G�"��/�
���
�����&�
��
3�� ��2-��� ��� ��
0,> BPM-24 �$����� ��
0,> RRIM600 (
�#,-#, 2002) 

�$���� 1.1 "�1����
��!��- ��������� .1&"�� A) �&
������� B) 1���������  
   C) /#������� 

1.2 �������������	 

 ���*�.E������� ��1��$�2
  Class Oomycetes ��	
���*���2
�#,���1�����
��- 
Zygomycetes #���4!����.��#&����- Zygomycetes ����&
 asexual spores ��	
�
�1�������
*��
.1& (zoospore) "#!��&�� sexual spores ������/����
 �� oogonium "#! antheridium :;����
 
�1������
 �������� oospores (�$���� 1.2) ���*���2
 class 
�*��'#���
�1������������������
������� �����������
 3�����
�� �� (white rust)  ��/���
�1���� H ������1������*� Albugo 
spp.  3����
*���&�� (downy mildews)  3���#&��
�� (damping off) ������*� Pythium spp.  3��
.'�&2
��
M���� (potato late blight) ������*�  Phytophthora infestans  ��	
�&
  ���"����!-�1
 ��3���!"���31�
*���!��1������> �����*���.� ���*��!� &����#�����
�����	
/# ��1 �&�
2- 
"#!"/�
2-���1&�
�$2- ���#��1�- 2
��4������	
������
���.��2'&/# ���*����!� &����#����1
���
���
 "#&��;�#,�#��.�����&�
2- "#!"/�
2-2
����,1 (�$���� 1.3, 1.4)  ��!9� "#!�4! 
(1997)  ;��������&�
��
���*�.E������� �����#$�/�� ��.����
0,> KRS �,1 200 :;��
/��
�����1�#��� �*
�&
"#!��$��!'������������-����-��
0,>��� �*
�#�� 10 ��
0,> �����
0,> 
KRS250 ��� 1 ��
0,> �����-����-��-��
0,> RRIM600 "#! GT1 31�2�&��0���� �� Chee (1969) 
2
�9��'&���e�-������ /#����1��-�-���  ��
0,>���"�1������&�
��
������*�.E-
�������"��������
����=���  "#!�����="-�������&�
��
���*� ����
0,>������.1&��	
 2 
�#,�� ��� �#,��������
"� �� 5 ��
0,> �����*���
0,> RRIM600 "#!�#,������&�
��
�� 8 ��
0,> �����*�
��
0,> GT1  ��!9� "#!�4! (2000)  ;��������&�
��
3��2-����������1������*�.E�������

A B C 
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 �������
0,> RRIT 250 "#! RRIT 251 :;����	
��
0,>���"
!
����*
��� "#!�!�#���
 �*
��	
��
0,>
�����*
'
;�������2'&.1& &��$#
��.���!��-��������4���1�����
0,>���"
!
�� 31��#$����*� 
Phytophthora  botryosa   No. 2 ��-�&�
2- �������*������
0,>�����-����-��-��
0,> RRIM600 
(���
"�) "#!�� #� 36 (�&�
��
��
�#��) 31�"��3�
�&�
2-2
���" �
#�� �����*� P. 
botryosa No. 2 ��	
��#� 6 ��
 /#����1#���-�����
0,>����������&�
��
���*�"��������
 
"#!�����=��1�!1�-�����&�
��
.1&��	
 3 �!1�- ��� �!1�-�&�
��
��� ��
0,> RRIT251 �!1�-
�&�
��
��
�#�������
0,> RRIT250 "#!�� #�36 "#!�!1�-���
"���� ��
0,> RRIM600  

 31�����.�"#&����*����#,��.E������� ������#�*��2
��'���'#�����'��!���!
/#��3����
 
�1�#G���
*��'
��3��#�,#��!��4 10 ��3#1�#��
"#&� 2'&���������� ��#�:���
  
31���#�:���
������1.1&���
*���#�*�����*��� P. palmivora 2'&������� palmivorein (Churngchow "#! 
Rattarasarn, 2000) "#!�����
��3����
1���#�������!�,&
2-����-����e���������-�
�� ��2-
��������#�:���
 ��1�#&����-/#�����������.1&������-��2-���1&��:$3�����> �#������ ���1 
hypersensitive cell death 2
��
0,>�&�
��
 "#!���1 disease lesion 2
��
0,>���
"� "#!�-���
�������&�������#���
"#! PR-proteins 31�2
��
0,>�&�
��
�!=$���!�,&
2'&�������&��2

����������G��������2'&�������4�������2
��
0,>���
"�   �
���������#�:���
��	
3����
�;����2'&
��-�,������4.1&�����������
�-:$3�����> "#!�����=��!�,&
�e������������-�
�� ��2-
���.1& ��G����� �;��'��!��� �!
����2�& 2
�����!�,&
�e���������-�
��2
������� 
(Rattarasarn, 2003) 

 

 

 

 

 

 

 

�$���� 1.2 "�1���������� �����*��� Phytophthora infestans (Drenth, 1994) 
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�$���� 1.3 "�1�#���4!������13�� ��������� A) 3��2-���� B) 3��/#�
�� C) 3����&
1�� 

 

 
 
 
 
 
 
 
�$���� 1.4   "�1�#���4! ��:$3�����>"#!������!� &����#�� A) sporangium  �����*���    
     Phytophthora palmivora B) �:##>-����42-�,����
9��'#�����=$����!1&��:$3�
    ����> �����*��� P. palmivora "#&��&��31� lactophenol cotton blue (9�� ��� 
    400 ����) 
 

1.3 ���� ���� 

  ��	
���������31���� ���#,��3����
�����3��#�,# 
�1�#G��-2
������1/
��
�:##> �����*��� '���2
��'���#�*�����*� (culture filtrate)  �����*����#,��.E������� 31�/#��
"#!��������
���:##> (Huet "#! Pernollet, 1989) ��#�:���
��1��	
��#�:�����>�
�1'
;��:;����#�-
:�����>����$� 2 �
�1 ��� .-3������#�:�����> (��������������*��� �:##$3#�"#!3����
������*���) 
"#! �.-3������#�:�����> ("�� ������,#��&�.�3��#�"#!.���
���3#'!'
��) ��#�:���
�����������
�<��!����
�1 �����*��� ���
 cryptogein ��	
��#�:���
���/#����� P. cryptogea (Ricci "#!
�4!, 1989)  cinnamomin /#����� P. cinnamomi (Billard "#!�4!, 1988)  capsicien /#��

A
B

C 

A

B
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��� P. capsici (Huet "#! Pernollet, 1989) "#! palmivorein /#����� P. palmivora 
(Churngchow "#! Rattarasarn, 2000) ��	
�&
   ��������
 �� Devergne "#!�4! 
(1994) �-���'#��-�����*��� P. cryptogea -
���$-/��
.� 1 "#! 2 ��
�-�����&�� 
cryprogein  ;*
-����4#���&
"#!2- ������������11&����0� DAS-ELISA �-��� ��#�:���
�,�
�
�1��	
3����
��� 
�1�#G���!��4 10 ��3#1�#��
"#!��	
3����
������.��=$�����
*����# �����
������#1�#�����#�:���
���=$���&�� ;*
������*���2
�#,��.E������� �-��� ��#�:���
��$�2
�$� 
hydrophobic "#!������������!��-  ������# (sterol) �����$�-����41&�

�� �������',&�
�#�����
���1��	
�$�����:�-:&�
�!'������#�:���
"#!������# (Boissy "#!�4!, 1996, 
Mikes "#!�4!, 1998) ��!�,&
2'&������1 hypersensitive response  PR-proteins  .E3�-
��#G�:�
  "#! SAR (Cordelier "#!�4!, 2003) 
 

1.4 �"���#��
$��$���%����� (plant defense) 

  ������!--�B����
��� 2 "-- ��� 1. constitutive defense response (�!--
�B����
�������$�"#&�) �!--
�*�!�����
��$��#�1��#�  :;���!������������!"��������
.�2
"��#!
�
�1 ����� (species-specific)  "#!�!--�!�������G-��-������  :;�����2�&��	
 precursor 
���'��-��-�
��.1&��
����������3�������1 ;*
  '�����	
����,���9$�������	
���������*�  ���
  ���
�B����
�������9��  ���  -����4��*
��������#"#!/
���:##> �!����������� �����
 "��:> "#!   
:$�-���
 ��#��-��$�������B����
.��2'&���*����3��� &����,���
  "#! 2. induced defense 
response (�!--�B����
�����&�� ;*
'#��.1&��-���*�) ��	
�!--������1 ;*
����������-�����1���*�:;��
�������-�
�� (�$���� 1.5) "-�������	
 2 ��0�2'��H ���  

  1.4.1 Hypersensitive cell death (
	��	���8	�8���%��� ��9)  �������
����,���
 �����*�����!�������-�
��31� receptor �����-�$&=;����-,��,�  .���!�,&
2'&�����
��&�� reactive oxygen species :;��.1&"�� O2 radical  hydrogenperoxide "#! hydroxyl 
radicle �����	
�
,�$#����!:;���!"�������	
#$�3:���-������3��#�,#9��2
�:##> (Greenberg "#! 
Yao, 2004) "#!3��#�,# �����*�����,���
� &���  ���/#2'&-����4����������-�
����������
 ���:##>���1 ;*
  ����2
������#��"'#����'��  "#!��-��*����"�����!��� �����*����
1&��  �������!-�
���
�*���  programmed cell death  "����!-�
���
�*����&���������
�����4����������� NO (nitric oxide) �;��!��!�-���������G�  �����9��2
�:##>�� NO "#! 
reactive oxygen species ���1 ;*
  �!��!�,&
2'&���1����������!'>��
.:�>���� H �����!���
'
&����2
��=�����������!'>������B�� ���
 #��
�
  .E3���#G�:�
  ��1:�#�.:#�� (salicylic 
acid)  ����!�����B����
"#!���#�����*�3��  "#!��
.:�>������'
&�������#�����*�31��������#,��
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 �� hydrolytic enzyme  ������;������/��
�� �� Yoda "#!�4! (2003) ���������;���
������1 hypersensitive response 2
2-���$- 9��'#�������!�,&
1&�� polyamines :;����	

������������������ &����-�!--�����������-3� ���
���� "#!�����-�
����������!�,&
 
(Walden "#!�4!, 1997) �-��� 2 ��
9��'#�������!�,&
�!���:##>������1 ;*
���9��
��
"#&�"���� &��$��:##>1� "#!��������
 �� 
�#,-# -,�'������� (2002) .1&;���������1���.'�&
-
2-��� 2 �����
0,> �!'������
0,> BPM-24 (��
0,>�&�
��
) "#! RRIM600 (��
0,>���
"�) 
31����-��1&��:$3�����>������*��� P. botyosa �-��� -����4������:$3�����> ��2-������
��
0,>�&�
��
�!��	
�,1��1�����#���4! ��������1 hypersensitive cell death "��-
2-���
�����
0,>���
"��!��#���4!��	
����
*����# �����&�����.� :;����	
#���4! ��������13�� 

  1.4.1.1 .E3���#G�:�
   ��	
����e����
!��������&�� ;*
"#!�!����$�
��-H "/#'���-����4������*�� &����#��  :;����	
���������*���   ��0��,���>-�
 .|31���
"#!
���:���
��	
���>��!��-����-�<��!2
������.1&��-�����!�,&
������� &����#�� �����*�3��
'���=$���!�,&
�����#�:�����>�
�1����H��*� .-3���� (biotic) "#!�.-3���� (abiotic) (Snyder  
"#! Nicholson, 1990) .E3���#G�:�
���
2'�������=��&��.1&��*������	
 compatible "#! 
incompatible host-pathogen combination    �����="�������������  #���&
  2- "#!/#
������1��������1���*�  ��3�����&�����"��������
������� 350 "-- ������������� 30 �
�1 
�-��*�2
���2-�#�*���1����"#!���2-�#�*���$�  �������<��!���"��������
���.� ���
   .�3:E#�3�-

��1> (isoflavonoids) �E���3�#�
 (phaseolin) "#! ���:���
  (pisatin) 2
�����!�$#=��� ���-
��
��1>  ( terpenoids) "#!"�-:�.1��# (capsidiol) 2
�����!�$#���$- ��	
�&
                             
   1.4.1.2  Pathogenesis-Related proteins (PR-proteins) ��	
3����

 
�1�#G������ 
�13��#�,# 10-40 ��3#1�#��
 �-2
�������.� 31���������������-           
PR-proteins 
&�����'���"�-�!.���-�#� "���!=$����
��2'&��&�� ;*
���������&�
"#!��-��*�
���=$�-,��,�������*�3��'���9��2�&�9��!�11�
���
H ���
 ������1-�1"/#"#!�������-��
�
�1 ���
 |��>3�
����#�
 (ethylene hormone)  (Boller, 1985)    PR-proteins ��������&�� ;*
��
�,4��-�����	
��
.:�>�����/#31����������*��� ���
  ��
.:�>.����
�  ��
.:�>�-�&�-1,3-      
�#$���
�  ��
.:�>.�3�":
�
� (chitosanase) ��
.:�>3�����
� (proteinase) ��
.:�>3�#�-
EI
�#���:��1� "#! ��
.:�>����>���:��1�     Mauch "#!�4!, 1988  �����
��� ��
.:�>
.����
�"#!��
.:�>�-�&�-1,3-�#$���
� ���=���#�
��������1���*��� Fusarium solani "#! 
Fusarium phasioli  �����2�&������
�!�����=��-��*������������-3� �����*���.1& 15 �
�1���
��*�'�1 18 �
�1 "�������2�&��
.:�>�-�&�-1,3-�#$���
� �����������1����!�����=��-��*����*���
.1&����� 2 �
�1����
�*
 ��*�
�*�����,�.1&��� ��
.:�>.����
�"#!��
.:�>�-�&�-1,3-�#$���
� 
�����=�����
������
"--�����D�0�Q��
 (synergistic) 
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  1.4.2 Systemic Acquired Resistance (SAR)  ��	
��!-�
���������1 ;*

'#��������.1&��-��������4�������� hypersensitive response  ���1���#������ ��1:�#�.:-
#���!��������41���#���.���!�,&
2'&���1����������!'>����,���9$��'��� secondary 
metabolite  ���
 ��� anthocyanin, limonene, menthol "#! curcumin (���2
���-���
�1.1&��
���
����2�&2
�$�"-- ������,
.��)  ���/#�������������������-���������= ������'#��
�*
:;�������=���'
&������	
 free radical-scavenger '��� antioxidant  chemoresistance agent 
"#! antimutative agent �������&�� ���  �-�����!-�
���
�*���1 ;*
'#����!-�
�����1
���*� (Linconln "#! Eduaro, 2006)   :;�����/#����1#�� �� ��2�"#!�,1D1� (2004)  "�1�
2'&�'G
������*�"-����������1�
�#����"
�3
&���	
 PGPR (Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria) :;�����,4��-���2
���� &����-������������������!�,&
�����������-3� ���!
���:��"#!������������������"#!����" G�"�� ����� (Shishido "#! Chanway, 1998) 
"#!���*� PGPR ���.����
��2'&������1�����&�
��
"-- ISR (induced systemic acquired) 
'��� SAR (systemic acquired resistance) (Van "#!�4!, 1998)  :;����1�#&����-���;���
 ��  Bowen "#! Rovira (1976) �����
����#.������� �����*� PGPR ���2'&��������
��������-3�31�.�������#���
'���#1���������= ��������-������� ���,#�
����>���
 
���������*��!��!�-���������G����

�*.1&�&���������4�$�������!�&��2'&���*�2�#&��-��#G1 ��
����������,1 "#!�������-���.1&���������=;� 

   ���������
0>�!'�������*�������3����-������ ���:##>2
2-���$-
�*
 
�-�����������1������ ���:##>'#��������-�����*� Thielaviopsis basicola �!�&���������!�,&

2'&���1 SAR 1&�� 2
 4!���������
��2'&���1 SAR ��������!�,&
9��
�� ���
 ��1:�#�.:#�� 
.�������� &����-������ ���:##> ����'�,/#
�*��*2'&�'G
��������!��-�����!�,&
��=�������1 SAR 
��$�����������0�������2'&���1������ ���:##> (Hunt "#!�4!, 1996) 
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�$���� 1.5 "�1������-�
�� ����������.1&��-�����!�,&
���9��
�� 

1.5 
	���	"���������������� 

 ������!�#�*���
�*�����������	
���3
3#�����9������2'��  ��������=
����*
���

�������� 
�1�#G� ���
 �����!����H �
�*������  �:##> '��� 3��3��#���>  ���#�*��2
9��
!���
-���,��'���������!'>����#�1���*�  ��'�����2�&�#�*�������$�2
�$���'���,&
 '�����'���'#� :;��
�������#�*��31����� ����-�H -
�������� ��� ��'�����2�&�#�*�������>��!��- ��0��,��'��
'#�� 0��,��'����� 0��,�'#G� ������
 "#!�����-�,������������-3���������	
������
��������-3� �����  �9��"�1#&��2
����#�*����!��-1&��"�� �,4'9$�� "#!������*
 
"��������
 ;*
��-�
�1 �����  '����	
��������'
������!����#�*��2
�9��"�1#&�������
�,4'9$�������������������&�
  31�'&���������#�*���&����-�,��,4'9$��.1&  ������� &�"��2

�!1�-������'��!�����������2
�!�!����H ����������&����� ��� �����
0,>1&����0����
���!�#�*���
�*�����������=2'&����&
2'��.1&���
�
���2
�!�!��#���
��*
 �;�.1&
����2�&
��!3��
>���1&�
������������� �����
0,>"#!���-��,���
0,>���2'&.1&�����
0,>2'��H  ;*
��
������ 

 ��!3��
> ��������!�#�*���
�*��������� 

- ��������/#���&
��
0,>��������4���2
�!�!��#���
��1��G�              
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- ��������/#��������������3�� �+�'���������!���'
;�� �����/#�����  
��� 3�� :;����������'�,��������*��� "-������� '���.���� �&
������/#��.1&���������!�#�*��
�
�*�������!���������*�"-�������"#!����	
��
1�-"�� 

- �����������-��,���
0,>��� 31�������
��2'&���1����#����
0,> "#&���1�#������
�����
0,>1�.�& :;��������.1&31����2�&������� ���<������� �����1�����
 (DNA recombination) 
"#!����&����
 (gene transformation)   

- ��������/#�������
0,>�&�
��
 ��������=����!���
��2'&���1�����&�
��
 ;*

2
�&
��� 31�������!�#�*��2
��'������������
. ���� H ���
 �����&����
0,>�&�
��
���������
 �����*�3�� �&�
��
���"�#� �&�
��
����������1������ ��	
�&
 

- ��������/#�������
0,>�
��
 ���
 �����1�#��������
0,>����
��G�31����
���!�#�*���
�*������2
��'����������
/�� ����#�� �����1�����
0,>�
���1�
����*���������#�*��
2
��'��������9����	
��1 �����1�����
0,>����
�&�
31�������!�#�*��2
�9��������,4'9$���$� 
��	
�&
 

- ��������/#����'����������������   
- ��������;�������������"#!������������ ����� �&
�������#�*��2
'#�1

�1#����������=����!��1���������
�"#!��#���
"�#�.1&����"#!�����2�#&��1 ���
 
���;��������-�
�� ���
�*��������������\��"�#� �����-���$��� ������*�3��"#!������
���3�� '�����������-�,������������-3� ����� 
�����
�*�����-�,����"������ H 2

'#�1�1#����!���.1&��������2
"�#��1#�� 

- ����������G-�������
0,>���"#!"#���#���
���*���
0,>   

   1.5.1 ������!�#�*��"�##��  

  "�##��  '���=;�  �:##>�����$������
��	
�#,��  31�������.���������#���
"�#�
.���	
�����!'����
�*�������
�1����H  "�##����!��-1&�� �:##>����
.��������������1���  ��
 
�1����H ��
  ���$�����.��"
�
�
  9��2
�:##>������>�:G
�> ��"�����3�# (vacuole)  �$�  
"�##�����!�#,����
"
�
  �����������  compact  callus =&�"�##��������!��
'#��H �������� 
friable  callus  9��2
�:##> ��"�##�����
2'���!.����������=, (pigment) ����	
���

&�����
�-�������� ���  ����!���#�3�E�##>  ���'#�������!��"�3���
��1>  "#!E#�3�
��1>  ������
����!��"�
3�.:��
�
  :;���������4"#!�
�1 ��������=,1���#��� ;*
��$���-�
�1 �����  0��,
��'�����2�&���!�#�*��  "#!�+�����������"�1#&�� ��������!�#�*��  31��<��!�+���� ��"��    
������;��� �� Sujaree Khamparat "#!�4! (2005) ���.1&;���������
��2'&���1"�##��
 ��'������ (Scaphium macropodum Beuam.) 31�������!�#�*����#G1���
 �-��� ���
���!�#�*����#G1���
 ��'������ (Scaphium macropodum Beaum.) 2
�$����'�� Woody 
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Plant Medium (WPM) ������������ thidiazuron (TDZ) ����� &� &
 0, 0.5, 1, 2 "#! 4 
��##��������#��� "#! 6-benzyladenine (BA) ����� &� &
 0, 0.5, 1, 2 "#! 4 ��##��������#��� 
31�����,��$����'����!��-1&�� 
*����#:$3��� 30 �������#��� 2,4-dichlorophenoxyacetic 
acid (2,4-D) 0.1 ��##��������#��� polyvinylpyrolidone (PVP) 500 ��##��������#��� �����,&
 5 
�������#��� "#!�� pH 5.2 �-��� ��'���$�� WPM ����� BA 4 ��##��������#��� "��.���� TDZ 
�����=���
��2'&���1"�##��.1&1�����,1 =;� 100 ����>�:G
�> ����*
�����*
���
��� WPM ����� BA 2 
��##��������#��� "#! TDZ 0.5 ��##��������#��� 2'&"�##�� 
�12'���<#��� 1.91 �����
�:
������ "#!"�##�������=���
������#G1���
.1&������� 50 ����>�:
�>2
�,��$����'�� 
WPM ������������ BA "#! TDZ 

��*
���
 ������,����
���������������$�  �����=����!���
��2'&���1"�##��.1&  ���
�����
�-��� ���
���2'&����>�:G
�>���������G��$��,12
���2-�#�*���$�  ���  ���
 �����-��3�  2-
�#�*��  #���&
  ���
2�&2-�#�*��  "#!���  ���
2
������2-�#�*���1����  ���
 �����-��3�  2-
���
  1�����
  "#!��#G1����������������1�����,1 (��!����>, 1991) ��!3��
> ��������!�#�*��
"�##�� ��� �������� �����
0,>��� (plant propagation) �����2�&2
���/#��3��3��#���> 
(protoplast production) ��������/#���������������2
'#�1�1#�� ��������/#������
��
 
(tolerance plant) "#! ��������/#�������
0,>�&�
��
 (resistance plant) ��	
�&
 

 Rahman "#! Punja (2005) .1&�1#��-��"�##�� ��3��1&�� chitosan 
elicitor "#! mycelial fragment  �����*��� Fusarium oxysporum �-���������!�� ��
�����!��-EI
�#��"#!���������� ;*
�������1��
 ����
.:�>EI
�#�!#�
�
"��3��
��.#��� 
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� "#!��
.:�>����>���:��1�   "#!������;��� ����
0>��� 
(2004) �����-��"�##����
0,> GT1 (���
 &���&�
��
) "#!��
0,> RRIM600 (���
"�) 1&��:$3�-
����>"#!��#�:���
������*��� P. palmivora �-��� :$3�����>�����=��!�,&
"�##��2'&�����
�������!'>�����#���
2
��
0,> GT1 ���������
0,> RRIM600 31������4"#!�������G�2
���
�������!'>�����#���
"��/�
�����-�!1�-�����&�
��
3�� ��������� 
�����
�*'#��=$�
��!�,&
1&����#�:���
�-��� "�##�����������G�2
�����&�������#���
�$����������!�,&
1&��:$3�-
����> �����*����2'&���1������ ���:##>.1&��G����������!�,&
1&��:$3�����>   

1.5.2 ����#�*���:##>" �
#�� 

 ����#�*���:##>" �
#��  '���=;�  ���
���:##>�1����  (single cell)  '����#,��
�:##>�#G�H (aggregated cells)  �����������!�#�*��2
��'���'#�  �
�*����������'��!"�����

�����#�*���:##>" �
#��  ���  "�##��������!��
'#��H :;���:##>���!�����
�����'#��H ����
������"��'�����!����:##>��������
 (��!����>, 1991)  1�����
���;��� ��  ��#���
� 
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"#!�4! (2003) ������������
��2'&���1"�##��"#!�:##>" �
#��������
����H  ��-,��
�*�
���� �-��� ������!�#�*���&�
2-"#!"/�
2- ��-,��
�*�����-
��'��" G��$�� MS �������
��� 2,4-D   0, 0.1, 0.2, 0.25, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1 "#! 2 ��##��������#��� 2
�9��!.��.1&��-
"�� �,4'9$�� 25 ± 2 ����:#�:��� ��	
��#� 30 ��
 "/�
2-�������	
"�##��������!�#,����

"
�
 .1&1��������
����H  ���&�
2- "#!�$����'������'��!��2
������
��2'&"/�
2-��&��
"�##�� �����'�� MS ������!1�-����� &� &
 �� 2,4-D ������- 0.5 ��##��������#��� ���
�*
��1
"��"�##��������!�#,����
"
�
.����!�#�*��-
��'�� MS ����� 2,4-D  0.1, 0.2, 0.5, 1 "#! 2 
��##��������#��� ��	
��#� 60 ��
 �-�����'���,��$�����
��2'&"�##��������!�#,����
"
�

��#���
"�#�.���	
"�##��������!��
'#��H .1& 31���'�� MS ����� 2,4-D  2 ��##��������#��� 
�����=���
��2'&���1"�##��������!��
'#��H 2
������$�����,1��� 35 ����>�:G
�> 
�����
�* 
"�##��������!��
'#��H �����=����������4.1&1�-
��'�� MS ������� 2,4-D  0.1 ��##��������
#��� 2
�9�����.��.1&��-"�� �����
�� "�##��������!��
'#��H .����!�#�*��2
��'���'#� MS 
�������
*����#�#$3�� 20 �������#��� 2,4-D  0.1 ��##��������#�����#���
��'���,� 7 ��
 
�����=���
��2'&���1�:##>" �
#�� 
�1�#G�.1&1� 

�����;����#.������-�
��2
���31�2�&�:##>" �
#�� ���
��
����� �� 
Klaus "#!�4! (1981) ���-���:##>" �
#�� ��/����M���� 1&����#�:���
������*��� phytophthora 
megasperma var.sojae  �-����:##>" �
#��1���#���=$��'
����
��2'&������������!'>
��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#����$� ;*
2
����3���&
H  ������1#�� :;��/#����1#��
�*
��	
.�2
����1�����
��-���;��� ��   Gomez "#!�4! (2004) ���-���:##>" �
#�� ����

����!'#��1&����#�:�����> ���"��.1&���/
���:##> ������> (yeast cell wall glucan elicitor) "#!
�����=��!�,&
2'&�:##>" �
#�� ����
����!'#��������!�� ����
.:�>EI
�#�#�
�
-
"��3��
��.#���"#!��
.:�>����>���:��1������ ;*
�������
������������������-����-��-�,1
��-�,�    

��!3��
> ������#�*���:##>" �
#������'G
.1&��1��
 ��� ��������;���
��!-�
�������-�#�:;� ���:##> �����;�����������
 ����
.:�> �����;������"�1����
 ����
  ��������/#���������-���
�12
'&���1#��  (secondary metabolites) ��������/#��
���-�����1> "#! ��������/#����
0,>�
��
"#!��
0,>�&�
��
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1.6 
	��$��B�	"C9���� D9�E�����	���F�DGD��������� 

 ��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� (PAL : EC 4.3.1.5) ��	
��
.:�>���"�� 
(entry-point enzyme) 2
 -�
����������!'> phenylpropanoid �����e���������������1
"��3��
�� 31��!��#���
 L-phenylalanine ��	
 trans-cinnamate :;����	
�����*��&
2
���    
��#�����>.�:>��	
#��
�
  ��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� �-.1&2
�����*
�$� (Chen "#! 
McClure, 2000) ��"#!����> (D� Cunha "#!�4!, 1996)  ��������.� ����
.:�>EI
�#- 
�#�
�
"��3��
��.#��� �!����� ;*
2
�
�*���������������#����������-3� "#!�������-�
�����
�9��!�����1����H ���
 ���.1&��-���*���   ���"1� (Cu)   �,4'9$��  "��  ������1-�1"/#
"#!|��>3�
  

  �����
����� �� Laura  "#!�4! (2000) ���.1&;�����������-���������
0>
 ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���"#!�����!��-EI
�#��2
2-�!�� (Phyllanthus 
tenellus Roxb.) 9��'#��=$���!�,&
1&�� CuSO4 �-��� �!������!�� �������!��-EI
�-   
#��-����4"�����3�# (vacuole)  �� �:##>������ (spongy cell) �������#�/��
.� 3 ����3�� 
 4!�����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#����!������$� ;*
�������#�/��
.� 3 ����3�����
�1�����

"#!�!�$��,1��� 6 ����3�� �������� ;*

�* ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���
�*�!��$����-����4
��#���1�:##> (palisade cell) :;��.��2��-����4���������!�� �������!��-EI
�#��    
��1�#&����-���;���2
1����
�!��
 (sunflower) ���.1&��-�������>:�#�E� (CuSO4) 50   
.�3��3�#��> 9��2
 5 ��
 �!�$�����
*��2
��� ������� �������*
#� ���2'&
*��'
��#1#�   
'#����� 10 ��
 �G���/#2'&3����
#1#� 53% �
������� Cu ���2'&��"�-�#�:;� ��3����

/�1����31��!�-��
��������
 ������#,��.���#  ���2'&���1�9��! oxidative stress ���1
������ active oxygen species "#! H2O2   ����G�!��-�
��1&�������!�,&
2'&�������&��
��
.:�>2
�#,�� antioxidant .1&"�� ��
.:�>:$����>���.:1�������� ��
.:�>"�����#�  
��
.:�>����>���:��1�  ���=;���
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� ����������1����
,�$#����!
�'#��
�* (Jouili "#! Ferjani, 2003)   
  Benkeblia (2000)  ;��������G-'��'�� (onion) ��	
��#�
�
 20 ���1�'> ���
�,4'9$��������
 (4, 20 ����:#�:���) �!�'G
�����#���
"�#���������.� ����
.:�>        
EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���  ��
.:�>����>���:��1�  "#!�����#���
"�#������4 ��
�����!��-EI
�#�� "��������
 ��� 2
 2 ���1�'>"����������.� ����
.:�>EI
�#�#�
�
-
"��3��
��.#��� �!����� ;*
���  4 ����:#�:���    "#!#1#���� 20 ����:#�:���  "��'#�����

�*
 4 ���1�'> �����'��'�������"��'
��  ��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� �����G-��������
�,4'9$���$� (20 ����:#�:���) �!�������������.��$���������,4'9$������ (4 ����:#�:���)  
"#!��������.� ����
.:�>����>���:��1��!#1#�������H   ���
����!�� �������!��-   
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EI
�#���!�$� ;*
�����/��
.���	
��#� 12  ���1�'> (��*������G-����,4'9$���$�"#!�,4'9$������)    
�������1#��
�* "�1�2'&�'G
�������,4'9$�����������=��!�,&
��������.� ����
.:�>          
EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���2'&�$� ;*
�<��!2
����"������
�*
  "#!�����=�'
����
��2'&�����
��&�������!��-EI
�#��:;�������� &����-�����������-3� ���&
'��'��.1&�,������,4'9$�� 

  Campos "#!�4! (2004) ;�����������-����!�� �������!��-EI
�#��
"#!������1��
*����#��-�$�.���-����������!'>��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� 31�2�&
*��
2
�����!�,&
-����4������1-�1"/# ���&�
/����1"�&��-����!�������!��-EI
�#�� ���
���1��
*����#"#!����������!'>��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� 
�*
�!����� ;*
2
���� 16 
����3��"��"#!�!#1#�9��2
 36 ����3�� (Ke "#! Saltveit, 1989, Tomás "#!�4!, 1997)  

1.7
	��$��B�	"C9�	���"
���E����
 

  �����!��-EI
�#����	
���/#��9�4�>�����!-�
�������-�#��� ����� 
���
 ��!-�
�����
3��E���E� (pentose phosphate) ������� (shikimate) "#! EI
�#-     
3����
��1> (phenylpropanoid)  Min "#!�4!(2006) �#�����������!��-�'#��
�*��
��������������!--����! ��4��
����� �����������-3� "#!�����-��
0,> �����  Lim "#!
�4! (2004)  ����-��� �����!��-EI
�#������������������!--����B����
������*����3��
 ����� ��	
��� antioxidant ���=;���	
��� anticancer "#!�����=�&�
��
.1&1����
�9��"�1#&�����������3���9��
��.1&1�  2
1&�
��'�� Macheix "#!�4! (1990) .1&;���.�&
���2
���"��#!�
�1�!�-�����!��-EI
�#��.1&"��������
.� (�$���� 1.6, 1.7) :;���!��	
���'�,
 ��������2'&��#���
�������������	
��
*����# :;��2
/��"#!/#.�&�!��	
���'�,������ �����
��#���
�����������2'&��	
�� �.1& 

 �����!��-EI
�#�� .1&"�� E#�3�
��1> ��1EI
�#�� "#! "�
30.:��
�
  
�-.1&����.�2
2- #���&
"#!��#��� ����� �#.�2
����&�
�
,�$#����! �������!��-EI
�#��
�!��$�2
�$� ����������1�
,�$#����! ���2'&.|31���
�!��� "#!��������1���:���
��� �1
���#����
 �����*������������-3#'!   Rubin "#! Artsikhcoskays (1964) .1&�0�-��=;�����
"������ �������!��-EI
�#�� :;���!��2
��������	
3�������'
&����2'&'�����-.|31���
 2

�e������� oxidation-reduction �!��&�� lignin   ��	
 antiauxin 2
�����-��*������������-3�   
:;�������="�1��e�������������- auxin 2
�����!�,&
������1 oxidation  �� sulfhydyl group 
.1&  

  �e�������������2'&���1��	
��
*����#�!���1����e�������������1��������!��� ��
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�'�����
.:�>EI
��#� (phenolase) ��	
�&
  �e��������
�1
�* �-.1&
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2
/��/#.�&'#���
�1 ���
 �#&����,�
 �'G1 ��
M���� "�����#  �������������#��� /�� /#.�&
�*��*�
.�&�!���1��
*����# ;*
���/��
�� ��
��	
/#�������
.:�>9��2
�:##> ��/#.�&��&��
�����!��-EI
�#��  ���1��	
�����!��-�����#�
�
 (melanin) :;������
*����#  

  Mikal (2004) .1&;���=;�������1��
*����#"#!����!�� �������!��-EI-

�#��'#����������!�,&
1&������������ 1-methylcyclopropene (1-MCP) 2
�����4����H
-����4 ��2-/����1"�&� (Lactuca sativa L., iceberg) ������2'&���1-�1"/#"#!��!�,&
1&��
*�� 
�-��� �!������!�� �������!��-EI
�#���������� ;*
'#�����/��
.�"#&� 24 ����3��:;�����/#
=;�������1��
*����#������ ;*
1&��  ��������
 �� Luis Conceicao "#!�4! (2006) ���.1&
;���=;������#���
"�#� �� �����!��-EI
�#�� 2
  Hypericum perforatum  :;������e���
��������=$���!�,&
1&�����*���  Colletotrichum gloeosporioides, methyl-jasmonate (MeJ) "#! 
salicylic acid (SA) �!�������4 �������!��-EI
�#������$� ;*
"#!�!����$�2
�$� ��      
":
3�
 (xanthones) E#�3�
�# (flavonols) "#! E#�3�3

 (flavonones) �!������!��
�������,1�����/��
.�"#&� 5-7 ��
 :;��������;��� �� Hostettmann "#! Hostettmann (1989)  
�-���":
3�
�����="�1�=;� anti-fungal activity .1&��	
�����1� �����*���������=��	
��� 
antibacterial  .1&���1&�� (Beerhues "#!�4!, 2000., Braz, 1999) :;����1�#&����-
/#��
����� �� Kejayasuriya "#!�4! (2003) ���.1&�����;���=;�������1�����!��-EI
�#��
2

*��������� 2 �����
0,>��� PB86 (��
0,>���
"�) "#! RRIC100 (��
0,>�&�
��
) '#�����=$�
��!�,&
1&�����*���  Phytophthora  (Phytophthora meadii) �!�-������1�����!��-EI
�#��
2
������������
0,> RRIC100 (��
0,>�&�
��
)  ������� PB86 (��
0,>���
"�) :;��2
�������
��
0,>���
"��!�������!��-EI
�#���!����$�2
�$� �� triterpenoids '��� flavonoids "#!2

���������
0,>�&�
��
�!�������!��-EI
�#���!����$�2
�$� �� vanillin (3-methoxy-4-
hydroxybenzaldehyde) umbelliferone (7-hydroxycoumarin)  :;���!�����=��-��*� zoospore 
 �����*���  P. meadii  .1&  31���� vanillin  �!�����
2
�����-��*�.1&1�����  umbelliferone 
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                           Esculetin         2,5-Dihydroxybenzoic acid 

 

 

 

 

 

        vanillic                     syringic acid             Protocatechuic  acid 
      

 

 

                  Scopoletin                  coumarin 

 

 

 

 

 

 

�$���� 1.6 "�1���������3�����&�� �������!��-EI
�#�� 

Gallic  acid ellagic  acid urishiol 
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�$���� 1.7 "�1����>��!��- �������!��-EI
�#������-2
��� 

 1.8 
	��$��B�	"C9���� D9G����E�����
 ��J� 

  ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� (Polyphenoloxidase: 1,2-benzenediol: oxygen 
oxidoreductase; EC. 1.10.3.1) '�������$&�����
2
���� catechol oxidase, catecholase, 
diphenoloxidase,  o-diphenolase, phenolase "#! tyrosinase 31�����.���
*��'
��3��#�,# 
40,680 � 58,082 ��3#1�#��
 (Whitaker, 1995) ��	
��
.:�>����&�����3#'!���"1���� active 
site 2
�������e������� �-2
�����*
�$�����-�,��
�1 ���
  &����#� �� "����� #$�"��> ��,�
 
"�����# �!����   ��-����� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�2
�����*
�$����
2'����	
           
o-dihydroxyphenols   ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1��!���:�.1�>��� OH-groups "#!�����=
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��#���
   o-dihydroxyphenols .���	
  o-benzoquinones .1&31�2�&���:���
��	
��-��������
��� (Martinez and Whitaker, 1995) "#!�����=���:�.1�>.1&��*� monophenol "#! diphenol 
�����3����3

��� ���1 ;*
�!��#���
"�#�"#!����e����������.���-�����!��-EI
�#          
��1�!��3
"#!������
 H "#&����1��	
���������������3�����&��:�-:&�
 

  ����� "#!����# (1998) �-��� ������1����! ���#&��. ������������
0>��-
�����!��-EI
�#�� ��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� "#!��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�:;��
��	
��
.:�>�����������-������1��
*����#2
/�� /#.�& �������!�-��!����
'������1-�1"/# ;*
  
"#!��*�.�&����!�!'
;���
�*� ��/��/#.�&�!��#���
��	
��
*����#  ��������1 ;*
�
���������������

 ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�:;���!��#���
3��#�,# ��EI
�#.���	
 quinone "#&���������

��	
3��#�,#2'�� (polymerization)   ;*
 "#!����
*����# (�$���� 1.8)  �����-��*�.��2'&��
*����#
�*
���1 ;*
���.1&'#����0� ���
 ��G-�����9��2�&�9����������:���

&��'������2�&��1  ascorbic 
:;���!.���1��:>  quinone  .��2'&���1�����������	
3��#�,#2'��  /��"#!/#.�&�������-�+�'�
������1��
*����#  ��� "�����# #$�"��> ��
M���� �'G1 /����1 "#!/#.�&� ��&�
���'#���
�1  
(Sapers, 1998 "#! Whithaker, 1995) 

 2
���2�&�����&�
��	
��0�������9�����������-��*�������1��
*����#�
�������
������1�e������� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�.1& Guyer "#! Erickson (1954) ������/��
�#&��'�� 
�1�#����������#��� 31�2�&
*���&�
 100 ����:#�:���  �-����&��2�&��#� 6�8 

��� �;��!���2'&�,4'9$������,1�;���#���$�=;�  85.6 ����:#�:��� :;����	
�,4'9$����������=
���#���e������� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�.1& ���'��-��#����2�&2
���#���#&�������2'&�,1
�;���#��/#��	
 85 ����:#�:���   ;*
��$���- 
�1 ��/#�#&�� �,4'9$�� ��
*���&�
���2�&#�� 
"#!�����4 ���#&�����#��"��#!���*� '���2�&3:�1����#�.�1>:;����	
��#����������=��-��*����
�����
 ����
.:�>-����4/��������/����-���� �
���������
.:�>��	
3����
 ��������9��!���.��
�'��!����-��������
 �#������ ��#���!.�1;�
*����������
.:�> ���2'&��������
 ��
��
.:�>#1#� ������1��
*����#�G�&�#�1&�� 

 �#&����	
/#.�&��������=���1��
*����#.1&���������=$�'��
'�����1��	
��*
 :;��
���2'&���1�+�'�2
���
��.�2�&2
���-��39��1 ���
 2
�#�1 (Moline "#!�4!, 1999) ��
.:�>
3�#�EI
�#���:��1�2
�#&���!"��������
2
"��#!�����
0,> ���
 Musa (AAA group) �GROS 
MICHEL� �-�������
.:�>3�#�EI
�#���:��1������
&�� 3 .�3:.:�> �� optimum pH 7.0 ��
�������������,4'9$������$���� (Chaisakdanugull, 2000) "#!2
 Musa sapientum L. ��
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1������ 
*��'
��3��#�,#��!��4 41,000 - 42,000 �� optimum pH 
5.5 �������������� pH 5-11 ��	
��#� 48 ����3�� �� optimum temperature ��� 30 ���-
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�:#�:���  �����������"�&.1&��-�����&�
��� 70 ����:#�:��� ��	
��#� 30 
��� ��-����� 
 ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1����������2
�#&����� dopamine 31�������� ��������:��1��

�$����� catechol "#! D-chatechin 2 "#! 3 �������#��1�- (Yang "#!�4!, 2000) 

Phenylalanine 

         Brown  pigment 

Cinnamic  acid       

     

p-coumaric      Quinone 

             

    

lignin 

�$���� 1.8 "�1� �*
��
������1��
*����# (����"�&, 1991) 

 ��������
 &���&
������ ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1���	
��
.:�>���������
������ &����-�!--�B����
 �����
�*
��
��
.1&��������
 �� Mohammadi "#! Kazemi 
(2002) ���.1&;�����������-�������� ;*
 ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�2
��#G1 &����#����
��
0,>���
"�"#!�����
0,>�&�
��
���.1&��-���*� Fusarium graminearum ����e���  &����#����
��
0,>�&�
��
�������4��
.:�>3�#�EI
�#���:��1����������
0,>���
"� "#! &����#������13��
�����4��
.:�>�G�!������$� ;*
���� &����#����.����13��  �����
��������1��� &����#�.�����'�
��������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�31���0����#�3��3E��:��"--.��"�#��9�� �!�-
"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1������
&�� 7 .�3:.:�> 31� &����#������13���!�-"=-
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1����� &����� &����#����.����13��������'G
.1&��1 

  Witisuwannakul "#!�4! (2002) .1&;�����
.:�>3�#�EI
�#���:��1���� 
B-serum  ��
*���������31�������2'&-���,�0�Q-�����
 31�������!��
1&���!:�3�
 "#!
/��
��#��
> CM-Sepharose �!.1& PPO-I "#! PPO-II �����
*��'
��3��#�,#  ���.1&��������� 
SDS-PAGE ������- 32 "#! 34 ��3#1�#��
 ���#��1�- "#!����� pI ������
��� 9.3               
.�3:.:�>��*���������
.1&1�2
���� pH 5-8  31����,4'9$��2
��������
����'��!����$�2
���� 
35-40 ����:#�:���  "#!�
����,4'9$��.1&�$�=;� 60 ����:#�:���  �����2�& dopamine,      

PAL 

Polymerization 

PPO 

O2 

POD 
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L-dopa "#! catechol ��	
��-����� PPO-I 2'&��� Km ������- 2.08, 8.33 "#! 9.09 ��##�-    
3�#��> ���
 PPO-II 2'&��� Km ������- 2.12, 4.76 "#! 7.14 ��##�3�#��> ���#��1�- 

  

 

$�LM��"��B9 

1. ;���"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�9��'#�������!�,&
1&����0�����H  
2. ;����������� ;*
 ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���  ��
.:�>3�#�EI
�#���-:�

�1�"#!����!�������!��-EI
�#��  2
�:##>" �
#�� ���������'#�����=$�
��!�,&
1&��
*���#�*�����*���  P. palmivora   

3. ��������
.:�>3�#�EI
�#���:��1���������� &����-�!--�B����
����������:##>
" �
#�� ������������=$���!�,&
���
*���#�*�����*���2'&-���,�0�Q-�����
 

4. ;����,4��-��� ��3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>���������2'&-���,�0�Q-�����
1&��
��#��
> ion-exchange 
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����� 2 

$�JM �M�
�N9F�"�O�
	��J��� 

$�JM 

�������� 2.1 ����������� 
*��'
��3��#�,# "#!-�����/$&/#��  
����������� 
*��'
��3��#�,# -�����/$&/#�� 

Acetic acid  60.05 Merck 
Acetic anhydride 102.09 Merck 
Acrylamide 71.10 Merck 
Agar - ������� 
Ammonium sulfate 132.14 Merck 
Ammonium persulfate 228.70 Merck 
6-Benzyladenine (BA) 225.30 Sigma 
Bovine serum albumin 67,000 Sigma 
Bromophenol blue - Sigma 
Catechin anhydrate 290.30           Sigma  
Calcium carbonate  
Commassie brilliant blue G-250 
ConA-agarose 

100.09 
854.00 

- 

Fluka  
Sigma 
Sigma 

DEAE-Sepharose CL-6B - GE Healthcare 
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)  221.04 Sigma 
3,4-dihydroxy-L-phenylalanine 197.19 Sigma 
Di-sodium hydrogen phosphate-2-
hydrate 

177.99 Riedel-de Haen 

Dopamine hydrochloride 189.64 Sigma 
Ethanol 46.07 Merck 
EDTA 372.24 Fisher chemical 
Hydrophobic interaction column (HIC) 
Methanol 

- 
- 

GE Healthcare 
Carlo Erba 

Folin-ciocalteu�s phenol reagent 
 

- Merck 
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����������� 
*��'
��3��#�,# -�����/$&/#�� 

Murashige and Skoog basal salt mixture 
(MS) 

- Sigma 

Myo-inositol 180.16 Sigma 
Nicotinic acid 123.11 Sigma 
N, N-methylene bisacrylamide 154.20 Merck 
N, N, N, N-tetramethylenediamine 
(TEMED) 
pH buffer 

116.20 
 
- 

Merck 
 

Fluka 
Polyvinylpolypyrolidone (PVPP) 
Polyvinylpyrolidone (PVP) 

- Sigma 

Potato dextrose agar - Difco 
Phosphoric acid 98.00 Baker Analyzed 
Phytagel - Sigma 
Pyridoxine hydrochloride 205.60 Sigma 
Pyrocatechol, approx.99% 110.11 Sigma 
Sodium chloride (NaCl) 58.44 BDH 
Sodium dihydrogent phosphate 156.01 Riedel-de Haen 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) 288.40 Merck 
Sodium hydroxide (NaOH) 40.00 BDH 
Tricine 179.18 Fluka 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 121.10 Merck 
TritonX-100 - J.T.Breaker 
V8 
Glycine 

- 
960.90 

Campbell Soup 
Sigma 
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�M�
�N9 

1. �#&���,#���
> Olympus CH 40 (Japan) 
2. �#&��=����$� Sony cybershot W5 7.2 #&�
����:# digital (Japan) 
3.  �1 Duran  
�1 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, "#! 1 #��� 
4.  �1���!�#�*�� 
�1 6 ��
:> 
5. ��#��
> PD-10 (Pharmacia) 
6. �����������������"'
�� Diethelm model 12909657 (Japan) 
7. �����������������"'
��  
8. �&�
3#'!"#!�&�
�#��������'��-������ 
9. ��
�#�*�����*� (Petri dish)  
�1��&
/��$
�>�#�� 9 "#! 11 �:
������ 
10. 1&����1/����1 
11. �$&�#�1���*� Ehret (Germany) 
12. 2-��1/����1 �-��> 23 
13. �����-�#��"'#�������� 120 -150 ��##����� 
14. -������>  
�1 0.05, 0.1, 0.25, 1 "#! 2 #��� 
15. �����"�&�  
�1 1, 2, 5, 10 "#! 20 ��##�#��� 
16. �����"�&���1�#��  
�1 10 ��##�#��� 
17. .�3����3������ ��&�����  
�1 50, 100, 200 "#! 1,000 .�3��#��� 
18. '�&�
;��\�����*�1&������1�
.�
*�� (Autoclave SS-320 Tomy Japan) 
19. Orbital shaker incubator, Paton scientific model 013422 (South Australia) 
20. Centrifuge J2-21 operation, Beckamn (USA) 
21. Microcentrifuge 5804 R Eppendorf (Germany) 
22. pH meter Cyberscan 1000 (Singapore) 
23. Power supply model 1000/500, Biorad (USA) 
24. Electoporesis appartatus, ATTA Cooperation (Japan) 
25. Shimazu UV-Vis recording spectrophotometer model UV160A (Japan) 
26. Spectroofluorophotometer RF-1501 Shimadzu (Japan) 
27. UV box, Vilber Lourmat (France) 
28. Petroff Hausser counting chamber 
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�O�
	��J��� 

2.1 
	������D������	 Phytophthora palmivora (P. palmivora) 

2.1.1 
	������D������	 P. palmivora PCQ����M�O�R 

 ���*���  P. palmivora   .1&��-�����
,����!'>���$
�>���������� #�   ���
$
�>���������� #�.1&������"�����*���2'&-���,�0�Q 31������G-�����������*�������&�
2-
������������	
3��2-����  ���
�*
/$&�����.1&
�����*��� P. palmivora  1���#�����������"��2'&
-���,�0�Q (isolate) ������*�  31������!�,&
�����&��:$3�����>����� �����2'&.1&����>�1���� 
(monospore) "#&�
�����#�*��-
��'���#�*�����*��� PDA (Potato Dextrose Agar)   �&��3�3#
�
�1�������.1&#�-
��'�� PDA ������*�  '#�����
�*
�#�*�����.���� 1 ���1�'> ����,4'9$�� 25 + 2 
����:#�:��� �;��!�����=
��.�2�&��
.1& 

2.1.2 
	������D SG�����9%��������	 P. palmivora  

�������#�*�����*���2
 &� 2.1.1  (-
��'�� PDA)   ������&�����:$3�����>    
�����=��!�,&
.1&31�����&��.��#�*��-
��'���#�*�����*� V8 ��	
��#� 5 ��
 '#�����
�*

�����=������:$3�����>.1&31���
*���#��
�#�1���*�������� 15 ��##�#��� #�-
����� "#&�

��.�-������,4'9$�� 4 ����:#�:��� ��	
��#� 15 
���   ���
�*

�������.�&����,4'9$��'&����� 
30 
���  ����>"������� �����*��� P. palmivora  �!"�����  "#!�#���2'&:$3�����>:;����$�
 &��2
'#,1�����.1&  ���
�*

��:$3�����>���.1&���������1&��
*���#��
�#�1���*�2'&������
� &� &
 4x103, 1x104 "#! 2.5x104 :$3�����>�����##�#���    ��0����'������ &� &
 ��:$3�-
����>���.1&31����'�1
*���#��
�#�1���*������:$3�����>/����$�-
 Petroff Hausser counting 
chamber "#!
�-���
�
:$3�����>9��2�&�#&���,#���
> (�$���� 2.1) 
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�$���� 2.1 "�1������-
/�� Petroff Hausser counting chamber    31���� ���� A, B, C   
   "#! D ��������&�� �����������#! 1 ��##����� "#!������#;� 0.1   
   ��##����� 

��0����
�-:$3�����>   

���� A, B, C "#! D ��������&�� �����������#! 1 ��##�����"#!������#;� 0.1 ��##����� 

������� ������ A, B, C "#! D ����21����'
;�������������- ������&�� x ������� x ����
#;� :;���! ������- 1 ��. x 1 ��. x 0.1 ��. '��� 10-4 ��##�#��� 

1��
�*
 '��
�-:$3�����>���� A, B, C "#! D �!������� &� &
 ��:$3�����>������-                                                            

                                                               ����<#��� ������ A, B, C "#! D 

                                                     �������-
  Petroff Hausser counting chamber 

(������� Petroff Hausser counting chamber ���  1x10-4  ��##�#���) 
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2.1.3 
	�C	���D	NG������DJQ��O�F��J���9J 

 ���#!#�� Bradford : #!#�� Coomassie Brilliant Blue G-250 100 ��##�����
2
 ethanol 50 ��##�#��� "#! 85% phosphoric acid 100 ��##�#��� �
2'&� &���
"#&����-
�������1&��
*���#��
2'&.1&������� 1 #��� �������

��.�2�&  

  3����
������
 : #!#�� Bovine serum albumin (BSA) ���
�
 0.5 
��##����� 2

*���#��
 1 ��##�#��� �!.1&3����
 BSA ���������� &� &
 0.5 ��##����������##�#��� 
'#�����
�*

�����������1&��
*���#��
2'&.1&���#!#������������4 �� BSA ������- 10, 20 ,30, 
40, 60, 80 .�3��������� 100 .�3��#��� ���#��1�- 

  ��0���1�����43����
 : 2�&���#!#��3����
������
 BSA ����� &� &
#! 
100 .�3��#���   "#!���������������&�����'������4 ��������#! 100 .�3��#��� (����������
2'&�'��!��) ����e���������-���#!#��"-�1E��>1 1 ��##�#��� � ���2'&� &���
��*���*�.�&���
�,4'9$��'&��
�
 10 
��� ��1������1$1�#�
"�������������#��
 595 
�3
���� 
��������
1$1�#�
"�� �������������.������-����-��-���E������
 BSA 

2.1.4 
	������D filtrate �	
���	������������	 P. palmivora 

 ��1���*��� P. palmivora  �����
��'�� PDA -����4������#����������-3�1� 
(-����4 �-���1&�

�� �����*�����������, 5 ��
  2'&�� 
�1��&
/��$
�>�#�� 0.5 �:
������)  
���
�
 25  ��*
 #�2
��'���#�*�����*��$�� Henninger  �������  250 ��##�#��� :;���!��!��-
.�1&�� 0.05% KH2PO4, 0.025% MgSO4.7H2O, 0.1% asparagine, 0.0001% thiamine, 
0.05% yeast extract "#! 2.5% D-glucose ���
�*

��.�� ������ 100 ��-���
��� �,4'9$�� 25 
����:#�:���  2
�����1 ��	
��#� 15 ��
 �������-���'
1
����������&
2���� 1&�� vacuum   
��G-�<��!
*���#�*�����*� (filtrate) .�'������43����
1&����0�"-�1E��>1 �����0� &�  2.1.3  
���
�*
��G-
*���#�*�����*�.�&����,4'9$�� -20 ����:#�:��� �����2�&2
���;������.� 

2.2 
	������D�$��8	�P� 
 2.2.1 
	�
�"�MQ�P��	�GJ�
	���	PCQ�
�J�	JFT� 

 
��2-������
��
0,> BPM-24 "#! RRIM600 ���,��!��4  8-10 ��
 '������� 
stage B2-C  "#! C-stage (�$���� 2.2)  ���#���2-�����
*��'
����!��4 0.5-1.0 ���� ���
�
 30 
��*
  #���4!2-�&��.�������"�#���1  ���<�� �1 ��2-'���"�&"�����.'�&:;�������������
��1���*������
 �����*�2-�!�&���� 
�1"#!
*��'
��2�#&�������
  �����#1���"�����
 ��/#
����1#�� 
�����
�*���
2�&2-���2
����1#���,����*��&��#&��1&��
*���#��
�#�1���*� "#!:�-
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2'&"'&������#&����������������1����-2-��� ���
�*
��12-���2'&.1& 10 ��*
��� 1 2- (�$���� 2.3) 

����"��
*���#��
�#�1���*� 20 ��##�#��� ��&��� �����	
��#� 1 ����3�� "#!
�� ;*
�����-
��

�������!1����������,��
*���#��
�#�1���*�  ��G-��������2
����3����� 0, 24, 48, 72 "#! 96 

 

 

 

 

 

 

 

 

�$���� 2.2 "�1��!�! ��2-�����*�"���!�! A, B, B1, B2, C "#! D (Breton "#!�4!,  
   1997) 

 

 

 

 

 

 

 

�$���� 2.3 "�1����"'
�������12-��� 31���*
�����1������1&�
-
��*�'�1��	
�,1��-�,� 
  "#!��*
�����1������1&�
#�����*�'�1��	
�,1�1#�� 

 

0 24 48 72 96 

96 72 48 24 0 
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2.2.2 
	�
�"�MQ�P��	��	�	GJ�P�Q SG�����9���B	D�%QD%Q��8	�U 

 �#���2-���"#!��12-�����0� &���&
 2����
"�&� 
�12'��   (��&
/��$
�>�#��  
11  �:
������) "#&�
����"��:$3�����>����� &� &
  4x103, 1x104 "#! 2.5x104   :$3�����>
�����##�#��� ���������
#!  20 ��##�#���  31���������1&�
���2-2'&���/����-:$3�����>���
����� &� &
������'
1.�&  ��&��� �����	
��#� 1 ����3�� ���
�*

����#&��1&��
*���#��
�#�1���*� 
1 ���*� ���
���-
��
�������!1����������,��
*���#��
�#�1���*�  (31��,1��-�,�2'&"��2

*���#��

�#�1���*�"�
:$3�����>) ��G-��������2
����3����� 0, 24 "#! 48 
��2-������.1&.���G-���
�,4'9$�� -20 ����:#�:��� �����2�&2
������1���.� 

2.2.3 
	�
�"�MQ�P��	��	�	GJ�P�Q CuSO4 ���B	D�%QD%Q��8	�U 

 �#���2-���"#!��12-�����0� &���&
 2����
"�&� 
�12'��   (��&
/��$
�>�#��  
11   :�.) "#&�
����"��2
  CuSO4

   �������� &� &
 2, 4 "#! 8 ��##�3�#��>   ���������
#! 
20 ��##�#��� 31���������1&�
���2-2'&���/����- CuSO4

 �������� &� &
������'
1.�& ��&��
� �����	
��#� 1 ����3�� �������-���'
1��#�2'&'��-��*
2-�����#&��1&��
*���#��
�#�1���*� 1 
���*� ���
�*

�� ;*
�����-
��
�������!1����������,��
*���#��
�#�1���*� (31��,1��-�,�2'&"��
2

*���#��
�#�1���*�"�
 CuSO4) ��G-��������2
����3����� 0, 24 "#! 48   
��2-������.1&.���G-
����,4'9$�� -20 ����:#�:��� �����2�&2
������1���.� 

 2.2.4 
	������D�	��
$JP��	��	�	 

 
��2-����,1��-�,�"#!�,1�1#�������!�,&
1&����0�2
 &� 2.2.1, 2.2.2, 2.2.3   
2��2
��� 
�1�#G�  ����.
3����
�'#�������� 20 ��##�#��� -12'&#!����1���
�*
���� 0.2 3�
#��> phosphate buffer, pH 6.5 :;���� 3% PVPP "#! 0.25% TritonX-100  31�2�&�������
-�E�E��>������-
*��'
��2-����1 -12'&� &���
 �����������������-1.1&��*�'�12����!-��<�1��
 
�1 10 ��##�#��� :;��9��2
�����#�-���,��$� ��*
�<��!
*�� ���
�*

�����#!#�����.1&.��:
���
E���>1&��������G� 12,000 ��-���
��� ��� 4 ����:#�:���  
�
 20 
��� ��*����
�����	
��� 
��1����������
2� "#&�
��������1���2-���.�'������43����
31���0�"-�1E��>1 �����0� &� 
2.1.3   "#!'�.�3:.:�> ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� (PPO) 31���0����#�3��3E��:��"--
.��"�#��9�����.� ��#G1���
"#!"�##���������2�&��0�������1���
�1�����
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2.3 
	������D� ��9F%���� 
 2.3.1 
	��$
��	FB��$��	
�����
CMQD�D�XJ�8���	��	�	 

 �#���/#���������������,��!��4 6-8 ���1�'>'#�����/������"#&� (������.��
'#,1��������) ��!��4 10 /# .����
��2'&���1"�##��31� (�$���� 2.4) 

1. �#���/#������� ����������!��19��
�� /;��2'&"'&����

��� &��$&�#�*���
�*������ 
"��/#2
"�#��|�#>� &� &
 90 % "#&�#
.E ������

�* 1-2 ���*��
"
�2����/��9��
���!��1
���������*� 2�&�����-��;�/#2'&"
�
"#&����1�$ ��/#�����	
��� 
�
��
 2 "
�2
"
�1���
"#!���1���"
�:;�� �����-�����1�1��  

2. ���1��#�������!�'G
��#G1���
��������1��$���-�� 2�&��1����!��1��1"����#G1���

������/# �!�������2'&��#G1���
���/����-��� ����#��� 

3. /����#G1���
�����	
 2 ���
������"#!/����� 3 ���
��� ��� 
��
��� 1 ��#G1�!
"-�����.1&��	
 6 ���
 

4. 
����#G1���
��*� 6 ���
�����1"��"#&�.��#�*��2
��'�����
��2'&���1"�##����	
��#� 4 
���1�'> (�������� 2.2) 

 

 

 

 

�$���� 2.4 "�1� �*
��
������
��2'&���1"�##�� (A) ��#G1���
��������1��$���-�� (B) /����#G1   
  �����	
 6 ���
 (C) 
�����
�����1.��#�*��2
��'�����
��"�##�� 

 

 

 

 

 

 

A B C 
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�������� 2.2   ���>��!��- ����'���$��1�1"�#� �� MS ���2�&���!�#�*����#G1���

�������  

 

���>��!��- (��##��������#���)        ���
��"�##��   (MS-1)             ����������4 (MS-2) 
KNO3          1900    1900 
NH4NO3           1650     1650 
CaCl2                                           322.2                 322.2 
MgSO4                                         180.7                    180.7 
KH2PO4        170     170 
MnSO4.H2O       16.9    16.9 
ZnSO4.7H2O       8.6     8.6 
H3BO3          6.2      6.2 
KI              0.83     0.83 
Na2MoO4.2H2O    0.25     0.25 
CuSO4.5H2O     0.025     0.025 
CoCl2.6H2O        0.025    0.025 
Na2EDTA         37.25     37.25   
FeSO4.7H2O       27.85    27.85 
Thiamine.HCl       0.02    0.02 
Pyridoxine.HCl      0.10    0.10 
Nicotinic acid       0.10           0.10 
Glycine           0.4       0.4 
Myo-inositol        100           100 
BA               2.0    2.0 
2,4-D      2.0    2.0  
Sucrose (%)     5.0    3.0 
Phytagel agar (%)   0.23              0.23                 
pH               5.7                  5.7 

 
(����� : 1�1"�#������!����>, 2538) 
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 2.3.2 
	��$
��	� ��9F%�����	
FB��$� 
   �&��"�##��������
��2
��'���$�����
��"�##��.��#�*��2
��'���$�����
���:##>
" �
#�� (�������� 2.3) ����#�*��-
�������� ���"--'�,
��	
���#����������G� 100 ��-���

��� �,4'9$�� 26 ± 4 ����:#�:��� ��	
��#���!��4 2 ���1�'> �������&���#�*���:##>.�2

��'��2'���$���1���,� 10 ��
 2
����&���#�*�����-����'
�"
�
 ���:##>" �
#��2'&.1&
��!��4 0.3 ���� "#&��&���#�*��2
��'��2'���$���1��������� 30 ��##�#��� :;��-���,��$�2
 
E#���> 
�1 125 ��##�#��� 
��.�� ����#�*��1&����0���� &���&
  

 �������� 2.3 ���>��!��- ����'���$��1�1"�#� �� MS ���2�&���
���:##>" �
#�� 

 

���>��!��- (��##��������#���)       ���
���:##>" �
#�� 
 KNO3        1900 
 NH4NO3       1650 
 CaCl2          322.2 
 MgSO4        180.7 

 KH2PO4         170 

 MnSO4.H2O          16.9 

 ZnSO4.7H2O         8.6 

 H3BO3          6.2 

 KI         0.83 

 Na2MoO4.2H2O                       0.25 

 CuSO4.5H2O         0.025 

 CoCl2.6H2O           0.025 

 Na2EDTA        37.25 

 FeSO4.7H2O          27.85 

 Thiamine.HCl         0.02 

 Pyridoxine.HCl         0.10 

 Nicotinic acid       0.10 

 Glycine        0.4 

 Myo-inositol          100 

 2,4-D        1.0 

 TDZ        0.3 

 Sucrose (%)       3.0 

 pH        5.7 
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2.4 
	�Z[
\	�]��$D�$�O9�"C8	� filtrate 
$� � ��9F%���� 

 2.4.1 
	��
$JF�"
	��
�"
��%��� ��9F%����P��^	"����CD	"�D 

       
���:##>" �
#�� �����12
  0.2 3�#��> phosphate buffer pH 6.5 ����� 3% 
PVP, 3% PVP+0.25% TritonX-100, 3% PVPP '��� 3% PVPP+0.25% TritonX-100  2

��������
 1:1 ���
�*

��.��:
���E���>1&��������G� 12,000 ��-���
���  ��� 4 ����:#�:���  

�
 20 
��� 
�����
�����	
�����*�.���1����������
2� 
��������1���.1&.�'������43����

31���0�"-�1E��>1 �����0� &� 2.1.3  "#!'���������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� �����
.1&��0�������1����'��!��"#&�
�*

��������1���.1&�������  4  ��##�#��� .����!��
1&����#��
"��3��
���:�#�E��������������� 60%, 70%, 80% "#! 90% (�����#! 1 ��##�#���) 
��
���#!#��.��:
���E���>1&��������G� 12,000 ��-���
���  ��� 4 ����:#�:���  
�
 20 
���  
���
�*
#!#���#�-1&��
*���#��
������� 1 ��##�#��� 
��������1���.1&.�'������43����
 "#!'�
��������.� ����
.:�> PPO �����0�2
 &� 2.4.3  

2.4.2 �����������FL�G����E�����
 ��J���G � D9 �	
P� �D�XJ F�"� ��9
F%����%���	��	�	�$�OM9 BPM-24 

 
��2-, ��#G1 "#!�:##>" �
#�� �����������
0,> BPM-24 �����2'&���1
-�1"/#"#!��G-�����#� 24 ����3�� ���
�*

��.����11&�� 0.2 M phosphate buffer pH 6.5 ����� 
0.25%TritonX-100 "#! 3%PVPP 2
��������
 1:1 
��.��+N
"���!��
���������G� 12000 
��-���
��� ��	
��#� 30 
��� 
��������1���.1&������'���
.:�> PPO 31����������#�3��
3E��:�� "--�9��0������� :;��"����
.:�>1&�� 7%  polyacrylamide gel  ��!"�.EEB� 100 
volt  ��	
��#���!��4 2 ����3��  ���
�*

�����&��'���
.:�> PPO  2
 0.1 M phosphate 
buffer   pH  6.5  ������� 40 ��##�#���   /����- 0.5 M cathehol �������  10 ��##�#���   
�
��!����"=-���&�����e ;*
 

 2.4.3 
	��8D� ��9F%����P� SG�����9 CuSO4 F�" filtrate �����Z[
\	
��


	��#��
$��$���%����� 

 
���:##>" �
#�����, 14 ��
���������
 "��#!�,1����1#��2�&�:##> 0.1 
���������##�#���  2
 MES buffer �����!��-1&�� 10 ��##�3�#��> MES buffer, 5% MS "#! 3% 
sucrose  -���:##>" �
#��1&�� filtrate 17 .�3��#��� #�2
�:##>" �
#�� 0.5 ���� :;����1
��	
3����
���������- 0.3  .�3��������������:##>" �
#��  ������/#��������"�� �����
��#���
1&������#���,� 8 ����3�� 31�
��������1$9��2�&"���,#��&�.�3��#� (��������#��
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366 
�3
����) �����1$����:##>" �
#��.1&��-�����!�,&
��� filtrate "#&�'���.�� (�:##>��������
�����"��"�1����������������1���*�) 31��!��G-��*��:##>" �
#��"#! MES buffer  �����=;���#����
���'
1  ��� 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56, 64, 72, 80, 88, 96 "#! 104 ����3�� �����
��.�;���
����������!'>��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���  ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� "#! 
�����!��-EI
�#��   

2.4.4 Z[
\	
	��$��B�	"C9���� D9�E����"�	���F�DGD��������� 

�������1#��31�2�&�e���������� 3 ��##�#��� :;��-�E�E��>�������  2.850 
��##�#������2�&�!��!��-1&�� 0.1 3�#��> Tris-HCl pH 8.5  ����� 0.001 3�#��>                      
β-mercaptoethanol "#! 0.1 3�#��> L-phenylalanine  ����������������������  0.1  
��##�#��� ���
�*

��.��,�
��&��� �������,4'9$��  40 ����:#�:��� ��	
��#� 1 ����3�� "#&�
'�,1�e�������1&���������  6 
��>��# HCl ������� 0.05 ��##�#��� /��2'&� &���
 ��1������
1$1�#�
"�������������#��
  290 
�3
����  
��������.1&�����
�4��������.� ����
.:�>-   
EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���  31�2'& 1 '
��� ����������.� ����
.:�>EI
�#�#�
�
-
"��3��
��.#��� '���=;� �����4 1 .�3��3�# ����1:�

����������1 ;*
���'
;������3�� 

 2.4.5 Z[
\	
	��$��B�	"C9���� D9G����E�����
 ��J� 

  2�& 0.1 3�#��> phosphate buffer pH 6.5 ������� 2.360 ��##�#��� /����- 
0.1 3�#��> cathehol :;����	
��-����� ������� 0.6 ��##�#��� "#! ����������� 0.04 ��##�#��� 
31��������1#��2
������ (cuvette)  
�1 3 ��##�#��� ���
�*

��.���1������1$1�#�
"�����
��������#��
 420 
�3
���� 31� 1 '
�����������.� ����
.:�> PPO '���=;� ���
1$1�#�
"�������#���
"�#�.� 0.001 OD. ��� 1 
��� 

2.4.6 Z[
\	
	��$��B�	"C9�	���"
���E����
                                                                           

�!�������1#��31�'������4 �������!��-EI
�#��31���������0� �� 
Folin-Ciocalteau method (Torres "#!�4!, 1987)  ���  2�������������  ������� 0.1 
��##�#���/����-  1 
��>��#  Folin-Ciocalteau's phenol reagent  ������� 1 ��##�#��� ��*���*�
.�&  2-5 
��� ���
�*
���� 20% Na2CO3 ������� 2 ��##�#��� ��*���*�.�& 10 
�������,4'9$��'&�� 
���
�*

��.���1������1$1�#�
"�������������#��
 730 
�3
���� 31�����-��-���E
������
   gallic acid  (0-0.12 �������#���) 
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2.5 
	���	PCQ����M�O�R�	��8�%������ D9G����E�����
 ��J� 

 2.5.1 F�
G���������JQ�	
� ��9F%����GJ�T8	� B��$D�9 hydrophobic 
interaction column (HIC)  

  
���:##>" �
#�� �����������
0,> BPM-24 ���, 5-7 ��
 
*��'
��  3.5  ���� 
������11&�� 0.2 3�#��> phosphate buffer pH 6.5  ����� 3% PVPP "#! 0.25% TritonX-100 2

��������
 1:1 ������� 1 ��##�#��� 
��.�#���#��
> hydrophobic interaction column (HIC) 
���������#��
> 5 ��##�#��� :;�����-��1,#1&�� 0.02 3�#��> sodium phosphate buffer pH 7 
"#&��!��#��
>1&������-�E�E��>�������#������� &� &
  1.0 3�#��> (NH4)2SO4  "#!          
0.5 3�#��>  (NH4)2SO4  ��������.'# 5 ��##�#������ 1 ����3�� ��G- fraction #! 1 ��##�#��� 
�� 
fraction ���/��
��#��
>  HIC  ������'���
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 31����������#�3��-    
3E��:�� "--.��"�#��9�����.� 

 2.5.2 F�
G���������JQ�	
� ��9F%����GJ�T8	� B��$D�9 con-A agarose  

  
���:##>" �
#�� �����������
0,> BPM-24 ���, 5-7 ��
 
*��'
��  3.5  ���� 
������11&�� 0.2 3�#��> phosphate buffer pH 6.5  ����� 3% PVPP "#! 0.25% TritonX-100 2

��������
 1:1 ������� 1 ��##�#��� 
��.�#���#��
> con-A agarose :;����	
3����3�����EEI
"--��-������! (affinity chromatography) ���������#��
> 3 ��##�#��� 31����-��1,#1&�� TC 
-�E�E��> (0.01 3�#��> tris-HCl ����� 0.14 3�#��> NaCl "#! 0.01 3�#��> CaCl2)  TE -�E�E��> 
(0.01 3�#��> tris-HCl ����� 0.14 3�#��> NaCl "#! 0.01 3�#��> EDTA) "#!-�E�E��>�����
*����# 
(methyl-mannoside) ����� &� &
 5, 10, 20, 40, 80 "#! 100 ��##�3�#��> ��������.'# 1 
��##�#������ 1 ����3�� ��G- fraction #! 1 ��##�#��� 
�� fraction ���/��
��#��
>  con-A agarose 
������'���
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  31����������#�3��3E��:�� "--.��"�#��9�����.� 

 2.5.3 F�
G���������JQ�	
� ��9F%����GJ�T8	� B��$D�9 Ion exchange F�� 
anionic ����D8T8	�
	�
�"�MQ�F�"T8	�
	�
�"�MQ�JQ� filtrate 0.3 �DGB�
�$D�8�
�$D
� ��9F%���� 
  
��������1����:##>" �
#�� �����������
0,> BPM-24 ���, 14 ��
 

*��'
�� 43 ���� (��G-.�&2
�����4���������
�������	
�,1��-�,�) ����!�,&
1&�� filtrate 0.3  
.�3��������������:##>" �
#��  ��	
��#�  80 ����3�� ���
�*

����*�  2  �,1 �����11&�� 0.2 
3�#��>  phosphate buffer pH 6.5 �����  3% PVPP   "#! 0.25% TritonX-100  2
��������
 
1:1 "#&����!��
3����
1&����#��"��3��
���:�#�E������������ 80%   #!#���#�-1&�� 
0.02 3�#��>  phosphate buffer  pH 7.0 ������� 3 ��##�#��� 
��������1���.1& 3 ��##�#��� .�
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/��
��#��
> PD-10 (:;���!�����1��#�����.�) '#����� Pool '#�1�����3����
�$��!.1&���
��������  6  ��##�#��� 
��.�#� DEAE-sepharose CL-6B (Ion exchange) ���������#��
> 20 
��##�#��� �!1&����#������� &� &
  0.05 3�#��> NaCl - 0.09 3�#��> NaCl  2
 0.02 3�#��>  
phosphate buffer pH 7.0  ��������.'# 30 ��##�#��� ��� 1 ����3�� ��G- fraction #! 3 
��##�#��� 
�� fraction ���/��
��#��
>  DEAE-sepharose CL-6B  ������'���
.:�>3�#�-       
EI
�#���:��1�31����������#�3��3E��:�� "--.��"�#��9�����.�  

2.5.4 
	����C	G�����P� fraction 

2�&����������2
 fraction 100 .�3��#��� ����e���������-���#!#��"-�1
E��>1  1 ��##�#���  � ���2'&� &���
��*���*�.�&����,4'9$��'&��
�
 10 
��� ��1������1$1�#�
"�����
��������#��
 595 
�3
���� 
��������1$1�#�
"�� �������������.������-����-��-���E
������
 BSA 

 2.5.5 
	����C	G����E�����
 ��J���G � D9 JQ��O���BG��G��� ��F���D8
F����^	� (native PAGE) �	

	�T8	�B��$D�9 Ion exchange F�� anionic 

  �������'�3�#�EI
�#���:��1�.�3:.��>  ���.1&���"��#! �*
��
2
3�#��!���-
#�.�1>��#���#�3��3E��:�� (�������� 2.4) ���.1&31�1�1"�#���0� �� Davis (1964)  :;��2�&��# 
����� &� &
  3% 2
  0.063 3�#��> Tris-HCI, pH  6.8 ��	
��#��*
-
 (stacking gel) 2�&     
3�#��!���#�.�1>����� &� &
  7% 2
  0.075 3�#��>  Tris-HCI, pH 8.8 ��	
��#��*
#��� 
(separating gel)  ���������#!#��3����
���.1&���������1"#!3����
������
������-

*��'
��3��#�,#31�/�������������  3  ���
��--�E�E��>�����������'��- native PAGE  1 
���
  -�E�E��>����������!��-1&�� 0.2  3�#��>  Tris-HCl , pH 6.8 , 8 ��##�3�#��>  EDTA , 
40% glycerol  "#! 0.4% bromophenol  blue   ���'��--�E�E��>���2�&2
���������#�3��3E��:�� 
��� 0.025 3�#��> Tris-HCl ����� 0.2 3�#��>  glycine , pH 8.3 ��!"�.EEB� 100 3�#�>�����# 1 
"/�
  ���
�� bromophenol blue ��#���
���.��
=;� �-#��� ��"/�
��#  2�&��#���!��4  2 
����3��  ��1��!"�.EEB�  �&��"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 2
���#!#������� 0.1 3�#��> 
phosphate buffer pH 6.5  ������� 40 ��##�#��� "#! 0.1 3�#��> catechol ������� 10 
��##�#���  ��*�.�&�
"=-���&�����e ;*
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�������� 2.4 ���
��!��- ����#���#�3��3E��:��"--.��"�#��9�� (native PAGE) 1�1"�#�     
�����0� �� Laemmli (1970)  

    ���
��!��-        Stacking gel (3%)   Separating gel (7%) 
30%Acrylamide-0.8%bisacrylamide    0.50 ml   3.00 ml 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8    1.25 ml      - 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8            -   3.25 ml 
10% Ammonium persulfate      50 µl   200  µl 
TEMED           10 µl     13  µl 
Distilled water            3 ml      6  ml 
Total volume         5 ml    13  ml 

2.5.6 
	����C	G����E�����
 ��J���G � D9 JQ��O���BG��G��� ��F��
F����^	� (SDS-PAGE) �	

	�T8	�B��$D�9 Ion exchange F�� anionic 

 �������'�3�#�
�#���:��1�.�3:.��> ���.1&���"��#! �*
��
1&����0� SDS-
PAGE  (�������� 2.5) 31�2�& 3�#��!���#�.�1>��#����� &� &
  3%  2
  0.125 3�#��>  Tris-
HCl,   pH 6.8   ��	
��#��*
-
  2�&3�#��!���#!.�1>��#����� &� &
 7% 2
 0.375 3�#��>  
Tris-HCl, pH 8.8  ��	
��#��*
#���  ���������#!#��3����
���������1  31����/��
���#!#���������� 3 ���
��--�E�E��>�����������'��- SDS-PAGE 1 ���
 -�E�E��>��������
��!��-1&�� 0.2 3�#��>  Tris-HCl,  pH 6.8, 8 ��##�3�#��> EDTA, 4% glycerol, 40% SDS, 
4% β-mercaptoethanol "#! 0.4% bromophenol blue  ������#�3��3E��:��2
 0.025 3�#��>  
Tris-HCl, 0.2 3�#��>  glycine, 1% SDS, pH 8.3 '#�����
�*
�������1#�����
�1�����-2
 
native PAGE 
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�������� 2.5 ���
��!��- ����#���#�3��3E��:��"--"�#��9�� (SDS�PAGE)     1�1"�#�       
 �����0� �� Laemmli (1970) 
���
��!��-                   Stacking gel (3%)      Separating gel (7%) 
30%Acrylamide-0.8%bisacrylamide  0.50 ml   3.00 ml 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8    1.25 ml       - 
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8        -   3.25 ml 
10% Ammonium persulfate     50 µl    200 µl 
0.2 M EDTA       50 µl    200 µl 
10% SDS       50 µl    200 µl 
TEMED       10 µl      13 µl 
Distilled water         3 ml       6 ml 
Total volume         5 ml     13 ml 

2.5.7 
	����C	���D	NG����� JQ��O���BG��G��� ��F��F����^	� (SDS-
PAGE)  �	

	�T8	�B��$D�9 Ion exchange F�� anionic F�Q�Q�DJQ� �����9������
  �������'������43����
���.1&���"��#! �*
��
1&����0� SDS-PAGE (�����
��� 2.5) 31�2�&3�#��!���#�.�1>��#����� &� &
  4%  2
  3.0 3�#��>  Tris-HCl, pH 8.45 :;���� 
0.3% SDS    ��	
��#��*
-
  2�&3�#��!���#!.�1>��#����� &� &
 16.5% 2
 3.0 3�#��> Tris-
HCl, pH 8.45 :;���� 0.3% SDS ��	
��#��*
#���  ���������#!#��3����
���������1  31����
/�����#!#���������� 3 ���
��--�E�E��>�����������'��-����&��:�#����> 1 ���
 -�E�E��>
����������!��-1&�� 0.2 3�#��> Tris-HCl,  pH 6.8, 8 ��##�3�#��>  EDTA, 4% glycerol, 40% 
SDS, 4% β-mercaptoethanol "#! 0.4% bromophenol blue  31��,�H �*
��
�!�&��2�&
*�����
����������
 (DI) ����
�*
 ����!����
�!���2'&��*
'#�� ����#����� &� ������#�3��3E��:��2
 
0.1 3�#��> Tris-HCl, 0.1 3�#��> Tricine, 1% SDS, pH 8.25 ���1��!"�.E����� 60 3�#�> 2�&
�!�!��#���!��4 4 ����3�� �� �� bromophenol  blue �!��#���
���.��
=;� �-#��� ��"/�

��# ���
�*

��.��&���&��1&��:�#����>.
�������3��3���# ���,1 Kit  
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�������� 2.6 ���
��!��- ����#���#�3��3E��:��"--"�#��9�� (SDS�PAGE)  ���'��-�&��
3����
1&��:�#����>.
���� 1�1"�#������0� �� Laemmli (1970) 

���
��!��-                   Stacking gel (4%)      Separating gel (16.5%) 
48%Acrylamide-1.5%bisacrylamide  0.40 ml   4.33 ml 
3.0 M Tris-HCl, pH 8.45+0.3%SDS  1.25 ml   4.33 ml 
10% Ammonium persulfate      50 µl    200 µl 
TEMED        10 µl      13 µl 
Deionized water     3.31 ml   4.20 ml 
Total volume          5 ml     13 ml 

2.6 Z[
\	BMN�$
\N"%��G����E�����
 ��J���G � D9 C�$�T8	�B��$D�9 ion exchange 
F�� anionic 
 2.6.1 Z[
\	B	D��	��	"�8��$������ (substrate specificity) %��G���-              
�E�����
 ��J���G � D9 C�$�T8	�B��$D�9 ion exchange F�� anionic 

  
�����#!#�����.1&'#�����/��
��#��
> ion exchange "-- anionic ����!1&��
��#������� &� &
 0.05 3�#��>, 0.08 3�#��>, 0.09 3�#��> ������'�����������!���   
��-����� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  �����2�&��-��������"��������
 .1&"��  catechol 
(420 
�3
����), L-dopa (475 
�3
����), dopamine (470 
�3
����) "#! catechin (380 

�3
����)  ���'��- catechol �!2�&�e��������1�����-���'������������.�2
 &�  2.4.4  "��
��#���
����� &� &
 ��  catechol ��	
  0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 "#! 0.3 3�#��>     
���
 L-dopa, dopamine "#! catechin  �!2�& 0.1 3�#��>  phosphate buffer  pH 6.5 /����-
 ����-�����"��#!�
�12'&������� &� &
�,1�&����	
 0.0075, 0.015, 0.03, 0.05, 0.07 "#! 
0.1 3�#��>  31�����e�����������!������- 1 ��##�#��� �����
��.�'���� Km "#! Vm ���.� 

 2.6.2 Z[
\	B	D��L����8�B	D��k�
�JJ8	� (pH stability) %��G����E�����

 ��J���G � D9 C�$�T8	�B��$D�9 Ion exchange F�� anionic 

  
�����#!#�����.1&'#�����/��
��#��
> ion exchange "-- anionic ����!1&��
��#������� &� &
 0.05 3�#��>, 0.08 3�#��>, 0.09 3�#��>  ������'�������=������������	

��11��� ��3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�> 31�-�����#!#��2
 pH buffer 2-10 (���������

���-����� Fluka) 2
��������
 1:1 (3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�> 40 .�3��#��� : pH buffer 
40 .�3��#���) ����,4'9$��'&����	
��#� 1 ����3�� ���
�*

����'������������.� ����
.:�>



 

 

 

42 

 

3�#�EI
�#���:��1� 2
 0.1 3�#��>  phosphate buffer, pH 6.5 ������� 0.86  ��##�#���31�2�& 
0.5 3�#��> dopamine ������� 0.06 ��##�#��� ��	
��-�����  

2.6.3 Z[
\	B	D��L����8��MNC^SD� (temperature stability) %��G����E�����
-
 ��J���G � D9 C�$�T8	�B��$D�9 ion exchange F�� anionic 

  
�����#!#�����.1&'#�����/��
��#��
> ion exchange "-- anionic ����!1&��
��#������� &� &
 0.05 3�#��>, 0.08 3�#��>, 0.09 3�#��>  ������'�������=�������,4'9$��
 ��3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�> 31�-�����#!#������,4'9$�� 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70
"#! 80 ����:#�:��� ��	
��#� 30 
��� �������-���'
1��#�
����"��2

*��" G��������1��G� 
'#�����
�*

����'������������.� ����
.:�> PPO 2
 0.1 3�#��> phosphate buffer, pH 
6.5 ������� 0.9  ��##�#��� 31�2�& 0.5 3�#��> dopamine ������� 0.06 ��##�#��� ��	

��-�����  

2.6.4 Z[
\	
	��$��$���]�
����	%��G����E�����
 ��J���G � D9 C�$�T8	�
B��$D�9 ion exchange F�� anionic 

  
�����#!#�����.1&'#�����/��
��#��
> ion exchange "-- anionic ����!1&��
��#������� &� &
 0.05 3�#��>, 0.08 3�#��>, 0.09 3�#��>  ������'������-��*���������.�
 ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 31�2�& ascorbic acid, EDTA, β-mercaptoethanol, NaN3, 
citric acid, CuSO4, NaCl, DTT, salicylic acid "#! SDS ����� &� &
 0.001 3�#��>  ��	
���
��-��*� -�����#!#��1&�������-��*�����H2
��������
 1:1 (3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�> 40 
.�3��#��� : pH buffer 40 .�3��#���)  ��	
��#� 5  
��� �������-���'
1��#�
����'����
��������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 2
 0.1 3�#��> phosphate buffer, pH 6.5 
������� 0.086  ��##�#��� 31�2�& 0.5 3�#��>  dopamine ������� 0.06 ��##�#��� ��	
��-����� 
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����� 3 

T�
	��J���F�"��	�N9T�
	��J��� 

 3.1 T�%��
	�
�"�MQ�P��	��	�	 

3.1.1 
	�
�"�MQ�P��	��	�	GJ�
	���	PCQ�
�J�	JFT� 

'#�����
��2-�����*� 2 �����
0,>�����2'&���1-�1"/#31������12-��	
��*

�#G�H  
�1 1x1 
�*� ���
�
 30 ��*
 "#&����-
��!1��������*
 ��	
��#� 96 ����3�� 
�����-����-�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ��-�,1��-�,���� 0 ����3�� :;����1
��G-2-��� -20 ����:#�:��� ��
��  31�2-������2�&2
����1#����� 0 "#! 96 ����3�� �����
�&�
�1�����
  ��*�
�*�����#1����"�������!'����2-"#!2�&2-��������$�2
�������, B2-C ����
�*
 
(Breton "#!�4!, 1997)   ����������4�������3����
 ����*� 2 �����
0,> �-��������2�#&�����
��
 31��,1��-�,����  0 ����3�� ������- 7.613  ��##������������2-��� (2
�����
0,> BPM-24) 
"#! 7.051 ��##������������2-��� (2
�����
0,> RRIM600) ���
2
2-����,1�1#��������1
-�1"/#��������12- �����3����
����� ;*
��	
 8.134 ��##������������2-��� 2
����3����� 48 
"#!#1#���	
 6.390 ��##������������2-��� 2
����3����� 96 :;���!�������'G
��� 2-�����
#���4! �-2-�*�� �
����������1�:##>���.�-�����
"#&� (2
�����
0,> BPM-24) "#!�����
�����43����
����� ;*
��	
 8.852 ��##������������2-��� 2
����3����� 48 "#!#1#���	
 6.454 
��##������������2-��� 2
����3����� 96 (2
�����
0,> RRIM600)  (�������� 3.1, �$���� 3.1) 

�
�������2-���������2'&���1-�1"/#�!�������������.� ����
.:�>3�#�-        
EI
�#���:��1������ ;*
  ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1���'#��.�3:.:�>"#!���'
&�������
���9������H ��
  2-���"��#!��
0,>�G�����
�
3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>������
  1��
�*
 
�����;�����
.:�>3�#�EI
�#���:��1���������� &����-����&�
��
3��  �;�
��.�����'�
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 31���0����#�3��3E��:��"--�9��0������� 31��� 0.1 3�#��> 
catechol ��	
��-�����  2
 0.1 3�#��>  phosphate buffer pH 6.5 -����4�������
.:�>�!
����e"=-���&� ;*
  :;��2
2-�����*� 2 �����
0,>�!����e"=-.�3:.:�> 3 "#! 4 "=-2
�,1
��-�,�"#!�,1������2'&���1-�1"/#���#��1�- (�$���� 3.2) �-��� "=-����������#���
���
&�����
�������� basic ����!��	
"=-������.������!�, (�
�������2
���
 �� separating gel ����� pH 
������- 8.8) (Mohammadi "#! Kazemi, 2002) ��*�"=- basic  X "#! Z  ��	
.�3:.:�>�������$�
"#&�2
0�������   31�"=- X ��	
.�3:.:�>���2�&-��-�������
0,>.1&  ����!"=-1���#���2
���
��
0,> BPM-24 ��#���
���.1&�&�����2
�����
0,>  RRIM600  "#!"=- Y  ��	
.�3:.:�>:;�����1���
�����!�,&
2'&���1-�1"/# 31�2
�����
0,> BPM-24 =$���!�,&
.1&�������"#!��G�����2
���
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��
0,> RRIM600   2
���;������*�
�*/$&������;��
2�����!;���"=- Y  �������
0,> BPM-24 :;��

���!������ &����-�!--�B����
 �����  ������=$���!�,&
.1&�������"#!��G�����  "�1������
0,> 
BPM-24 �����=��-�
�������=$���!�,&
1&��-�1"/#.1&1����� ����������-����-��-��
0,> 
RRIM600   
�����
�*/$&������������
2�����!;���/# �������!�,&
�������� biotic "#! 
abiotic :;����/#�������������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  31��<��!.�3:.:�> ����
.:�>
3�#�EI
�#���:��1� ��������� &����-�!--�B����
���������"��������
'���.�������.�   1��
�*

/$&������;�;������31�����:$3�����>�������� &� &
����H��	
���"�
�����!�,&
�������� biotic 
"#! CuSO4 ��	
���"�
�����!�,&
�������� abiotic  (Corbin "#!�4!, 1987 "#! Farmer 
"#! Ryan, 1992)  

 

    

 

 

 

    0 ����3��                                  48 ����3��                               96 ����3�� 

�$���� 3.1 "�1�������1���.'�&��� �-2-31�������2'&���1-�1"/#    �������#�/��
.� 48 
   "#! 96 ����3�� ��2-������������
0,> BPM-24 

�������� 3.1 "�1������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> BPM-24 "#! RRIM600 ���
=$���!�,&
31�������2'&���1-�1"/# 

��.��� BPM-24 (mg/g) RRIM600 (mg/g) 
0 7.613±0.684 7.051±0.906 
24 7.940±0.110 7.868±0.608 
48 8.134±0.197 8.852±0.257 
72 6.978±0.656 6.845±0.714 
96 6.390±0.118 6.454±0.468 
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���E��� 3.1 "�1���������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> BPM-24 "#!   
      RRIM600 ���=$���!�,&
31�������2'&���1-�1"/# 

 

�$���� 3.2 "�1�"=-.�3:.:�>3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>9��'#�����������#�3��3E��:��
   "--�9��0������� ��������1���2-������������
0,> BPM-24 "#! RRIM600 
   ���=$���!�,&
31�������2'&���1-�1"/#��� 0, 24, 48, 72 "#!  96 ����3��  lane 1-5 ; 
   2-������������
0,> BPM-24   lane 6-10 ; 2-������������
0,> RRIM600  
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3.1.2  
	�
�"�MQ�P��	��	�	GJ�P�Q SG�����9���B	D�%QD%Q��8	�U 

  9��'#�������!�,&
31������12-�����	
��*
�#G�H 
�1 1x1 
�*�  "#&�"��2
  
:$3�����> �����*��� P. palmivora ����� &� &
  4x103, 1x104 "#! 2.5x104 :$3�����>���
��##�#��� 31���������1&�
���2-2'&���/����-:$3�����>�������� &� &
������'
1.�&  ��&��
� �����	
��#� 1 ����3�� ���
�*

����*
2-��������-
��!1��������*
 ��G-������������3����� 0, 
24 "#! 48 (�
�������2
����1#��
�* �������#�/��
.�������� 48 ����3�� ���2'&2-���������*� 
2 �����
0,>���9������'����� ����!�'�,
�*/$&������;��������1#������� 48 ����3������
�*
) 
�-��� �������#�/��
.� 24 ����3�� 2-�����
0,> BPM-24  �������� &� &
  2.5x104 :$3�����>���
��##�#��� ��������! ��:$3�����>������#G�
&������
�*
"#!�����=;���#� 48  ����3�� 2-�!������*��
"#!�'G
������! ��:$3�����>�������� ;*
�������� &� &
 ��:$3�����> (�9�� ��2-.��.1&
����'�����������-2-�����
0,> RRIM600 (�$���� 3.3))  "���-��������43����
31����
�*

.��.1&"��������
���
�� (�������� 3.2, ���E��� 3.2) ���
2
2-�����
0,> RRIM600  �������#�
/��
.� 24 ����3��  2-�!������*����*�"������� &� &
  4x103 :$3�����>�����##�#��� 2
 4!�����
0,> 
BPM-24 �!������'G
������!�������� &� &
 2.5x104 :$3�����>�����##�#���   �����=;� 48  ����3�� 
2-��� ����������#���
��	
���'#���  "#!� &� ;*
�
��	
��
*����#�������� &� &
 ��:$3�����>���
����� ;*
  "�������43����
31����
�*
.��.1&"��������
���
�� (�������� 3.3,���E��� 3.3) 

��.�����'���
.:�>3�#�EI
�#���:��1�31���0����#�3��3E��:�� "--�9��0�������  
���
�1�����- &� 3.1.1 �-"=-3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>  3 "#! 4 "=-2
�,1��-�,�"#!
�,1�����!�,&
1&��:$3�����> ���#��1�-  31�2
�,1�����!�,&
1&��:$3�����>���������� &� &
����� ;*

�!�-"=- Y :;����	
"=-:;�����1��������!�,&
��1 ;*
���#��1�- ��*� 2 �����
0,>2'&/#
���
�1�����-�����!�,&
31�������2'&���1-�1"/# "���������#�/��
.��
��- 48 ����3��  
����e���  "=- Z  :;����	
.�3:.:�>����-2
0��������������4#1#��#G�
&��2
�����
0,> 
BPM-24 "#!'��.�2
�����
0,> RRIM600 (�$���� 3.4, �$���� 3.5) 

  ������;������*�
�*�-����������#�/��
.�"#!�������� &� &
 ��:$3�����>���
��� ;*
�!���/#2'&����������!'>"=- Y   ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1��������� ;*
��*� 2 
�����
0,>   "#!"=- Z  ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�2
2-��� :;����	
.�3:.:�>����-��$�2

0�������"#!
���!������ &����-���������� ��2-��� ����!2
2-�����
0,> BPM-24 �!��
�����4#1#��#G�
&�� "��2
2-�����
0,> RRIM600 �!'��.� ��&����-������13��������,
"�� 
"#!=&�������#���4!9��
�� ��2-���������*� 2 �����
0,>1&������#��
�*
�-���2-�����
0,> 
RRIM600 �!�'G
������!�����1��
���� 2-�����
0,> BPM-24 �������� &� &
 ��:$3�����>���
������
"#!����3���1�����
 �
�������2-�����
0,> RRIM600 ��	
��
0,>������
"�����   �����������
/#'#����� 48 ����3�� �!�'G
���.'�&#����*���*
2- #���4!���.'�&����� 
�12'��"#!"/���&��



 

 

 

47 

 

���.�������H ���

�*"�1�=;�������13�� :;���e��������!'�������*����3����-�����
0,>���
"���� 
�e������� compatible  "��=&���	
2-�����
0,>�&�
��
�����=���-����4���*���.��2'&
"�����!���.�����:##> &�������.1&���2'&�'G
 
�1���.'�&�#G�"#!�� �-� ������1��
 ��������
�e������� incompatible  ������;��� ��  
��=0�1� (2003) �-��� ���;������.'�& 2
2-
���������
0,> BPM-24 (�&�
��
) �����-��1&��:$3�����> �����*��� P. palmivora �������
� &� &
������
.��G�!���2'&2-�����#���4!���.'�&����� 
�12'�� "#!"/���&�����.�������H 
���
��
 "�1�2'&�'G
=;�#���4!������13��   ���
���1�����
�����2�&����� &� &
 ��:$3�����>
����� &� &

&��H ��-2-�����
0,> RRIM600 �G�!�������'G
���.'�&����� 
�1�#G� "�1�=;�
���������=2
���������*�.��2'&#,�#��.�����:##> &�������.1&   :;����1�#&����-���;��� �� 

,�����#� (2004) ����-��� 2-���������
0,> BPM-24 �����	
���"�
 ����
0,>�&�
��
 �&��2�&
����� &� &
 ��:$3�����>������������
0,> RRIM600 �����	
���"�
 ����
0,>���
"������2'&
.1&/#����1#��2�#&�������
����������� ������1.|����>�:
:���E (hypersensitive cell death)   

  "���������1#�����*�
�*�-�������� &� &
 ��:$3�����>��� 1x104 :$3�����>���
��##�#��� �!2'&��� �������43����
"#!����������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�.1&1�����,1��*� 
2 �����
0,> 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

�$���� 3.3   "�1�#���4! ��2-��������/��
���-��1&��:$3�����>�������� &� &
����H �������#�
    /��
.� 24 "#! 48 ����3�� 
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�������� 3.2 "�1������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> BPM-24 ���=$���!�,&
31�
2�&:$3�����>�������� &� &
����H2
����3����� 0, 24 "#! 48 

����� &� &
 ��:$3�����> ����3����� 0 (mg/g) ����3����� 24 (mg/g) ����3����� 48 (mg/g) 
control 12.333 10.433 13.017 
4x103 9.117 11.383 9.883 
1x104 9.417 10.550 11.933 
2.5x104 11.867 10.117 11.512 

 

 

���E��� 3.2 "�1���������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> BPM-24 ���=$���!�,&
31�
      2�&:$3�����>�������� &� &
����H2
����3����� 0, 24 "#! 48  

�������� 3.3 "�1������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> RRIM600 ���=$���!�,&
31�
2�&:$3�����>�������� &� &
����H2
����3����� 0, 24 "#! 48 

����� &� &
 ��:$3�����> ����3����� 0 (mg/g) ����3����� 24 (mg/g) ����3����� 48 (mg/g) 
control 11.050 10.800 12.983 
4x103 10.367 11.417 9.967 
1x104 10.050 9.200 12.317 
2.5x104 11.900 11.083 11.967 
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���E��� 3.3 "�1���������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> RRIM600 ���=$���!�,&

      31�2�&:$3�����>�������� &� &
����H2
����3����� 0, 24 "#! 48  

 

�$���� 3.4 "�1�"=-.�3:.:�>3�#�EI
�#���:��1�9��'#�����������#�3��3E��:��"--�9��
   0�������  ��������1���2-������������
0,> BPM-24 ���=$���!�,&
31����-��
   1&��:$3�����>����� &� &
����H ��� 0, 24 "#! 48 ����3��     lane 1-3 ; 2-����,1
   ��-�,� lane 4-6 ; 2-������=$���!�,&
1&��:$3�����>����� &� &
 4x103 :$3�����>���
   ��##�#���  lane 7-9 ; 2-������=$���!�,&
1&��:$3�����>����� &� &
 1x104 :$3�����>
   �����##�#���   lane 10-12 ; 2-������=$���!�,&
1&��:$3�����>����� &� &
 2.5x104 :$-
   3�����>�����##�#���  
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�$���� 3.5 "�1�"=-.�3:.:�>3�#�EI
�#���:��1�9��'#�����������#�3��3E��:��"--�9��
   0�������  ��������1���2-������������
0,> RRIM600 ���=$���!�,&
31����-��
   1&��:$3�����>����� &� &
����H ��� 0, 24 "#! 48 ����3��    lane 1-3 ; 2-����,1
   ��-�,� lane 4-6 ; 2-������=$���!�,&
1&��:$3�����>����� &� &
 4x103 :$3�����>���
   ��##�#���  lane 7-9 ; 2-������=$���!�,&
1&��:$3�����>����� &� &
 1x104 :$3�����>
   �����##�#���   lane 10-12 ; 2-������=$���!�,&
1&��:$3�����>����� &� &
 2.5x104 :$-
   3�����>�����##�#���  

3.1.3 
	�
�"�MQ�P��	��	�	GJ�P�Q CuSO4
 ���B	D�%QD%Q��8	�U 

  9��'#�������!�,&
31������12-�����	
��*
�#G�H 
�1 1x1 
�*�  "#&�"��2
 
CuSO4 ����� &� &
����H��� 2, 4 "#! 8 ��##�3�#��> 31���������1&�
���2-2'&���/����- 
CuSO4 �������� &� &
������'
1.�&  ��&��� �����	
��#� 1 ����3�� ���
�*

����*
2-�����
���-
��!1��������*
 ��G-��������2
����3����� 0, 24 "#! 48  �-��� 2-�����
0,> BPM-24 
�������#�/��
.� 24 ����3�� 2-�!������*���������� &� &
  4 ��##�3�#��>  31��'G
����*��-����4
 �-2-������#G�
&��  �����=;���#� 48  ����3�� 2-��� ����������#���
��	
���'#���  "#!� &� ;*
�

��	
��
*����#2
����� &� &
 �� CuSO4  �������� ;*
 "#!�9�� ��2-.��.1&����'�����������-
2-�����
0,> RRIM600 (�$���� 3.6) ���
�����43����
31����
�*
�!#1#��������� &� &
 ��  
CuSO4 ���#��1�- (�������� 3.4, ���E��� 3.4) �����
��.�����'���
.:�>3�#�EI
�#���:��1�
31���0����#�3��3E��:�� "--�9��0������� ���
�1�����- &� 3.1.1 �-"=-.�3:.:�> ��
��
.:�> PPO  3 "#! 4 "=-2
�,1��-�,�"#!�,1�����!�,&
1&�� CuSO4

 31�2
�,1�����!�,&
1&�� 
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CuSO4
  ���������� &� &
����� ;*
�!�-"=- Y :;����	
"=-:;�����1��������!�,&
��1 ;*
 "#!"=- 

Z :;����	
"=-����-2
0�������.��.1&���'��.� (�$���� 3.7) 

  2
����3����� 24  ��2-�����
0,> RRIM600   �-2-������*���������� &� &
��*�"��      
2 ��##�3�#��>  31��'G
����*������� ;*
���#��1�-����� &� &
 �� CuSO4  �����=;� 48 ����3��  
2-��� ����������#���
��	
���'#���  "#!� &� ;*
�
��	
��
*����#�������� &� &
 �� CuSO4  ���
����� ;*
  �����43����
31�����!#1#��������� &� &
 �� CuSO4 "#!��#����/��
.� 
(�������� 3.5,���E��� 3.5) 
��.�����'���
.:�>3�#�EI
�#���:��1�31���0����#�3��3E��:�� 
"--�9��0������� ���
�1�����- &� 3.1.1 �-���"=- Y �!����� ;*
�������� &� &
 �� 
CuSO4 ���#��1�- ���
"=- Z ����H ���'��.����
�1�����-�����!�,&
1&��:$3�����> (�$���� 
3.8) 

  ��������43����
��� 0 ����3��9��'#�������!�,&
1&�� CuSO4 ����� &� &
 8 
��##�3�#��> ��2-�����*� 2 �����
0,> �-����������43����
#1#�������'G
.1&��1 �
�������2

 �*
��
 ������1#����� &� 2.2.3 /$&�����.1&��������!�,&
31�"��2-���2
 CuSO4 ����
� &� &
 8 ��##�3�#��>��	
��#� 1 ����3�����

����#&��"#!��G-2-"��" G���
�� 1��
�*
�;������,�
.1&��� �����43����
���#1#�.����
�*
���1���9��!�����!�,&
����,
"�����2'&���1�:##>���
���
�
��� �#������ �����!�,&
1&�� CuSO4 ����� &� &
 8 ��##�3�#��> ��	
�9��!����,
"��
���
.�.���'��!����-���
�����1#�� 

  ��������!�,&
��*� 3 "--��� ������2'&���1-�1"/# �����!�,&
1&��:$3�����> 
"#! CuSO4 
�*
 ��/#��� ������������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�.�2
���
���1�����
 
��� �!�����"=-.�3:.:�> ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 3 "#! 4 "=-2
�,1��-�,�"#!
�,1�����!�,&
 ���#��1�- 31�2
�,1���=$���!�,&
1&������� &� &
����� ;*
"#!��#���� ;*
�!�-
"=- Y :;����	
"=-������1��������!�,&
��1 ;*
���#��1�- 2
 4!������������� &� &
 ��:$3�
����>"#! CuSO4 ����$����
.��!���2'& "=- Z :;����	
"=-�������$�2
0������� ����
.:�>3�#�-
EI
�#���:��1� ����H '��.�  

  �
�����������1#��2
��������2-��	
�����������������"�����
�$�31�������
������3����
31�������/#�����!�,&
2-�����*� 3 "--31����3����
31���� ���,1��-�,�
��*� 3 "--�����������
��� ���  2
�����!�,&
2-������������
0,> BPM-24 31�������2'&���1
-�1"/# ����������43����
������&
������- 7.613 ��##������������  4!��������!�,&
1&��:$3�
����>
�*
  /# ����������43����
31����2
����3����� 0  ���,1��-�,������������- 12.33 
��##������������  "#!�,1����1#�������!�,&
1&�� CuSO4 �������43����
������&
������- 7.883 
��##������������  ��*�
�*��������43����
���.1&�! ;*
��$���-�+����'#������� ���
 ���,2-���
����2�&  
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������#�����1#��  :;��'���=;�#���4!����"#!�����1���*�2
0������� 31�����.�/$&������;�
�#���2�&2-���.�������<�� �1"#!��#���4!����� ��3�� 1��
�*
��������43����
����$����2

-�����������	
����!2-�����$�2
�9��! SAR ���/��
�����!�,&
��"#&� ���/#2'&�����
����� ;*
 �� PR-proteins "#!���.��#1#��$�9��!����  ���/#����1#�� &���&
�����#1����
"�����
 ����������/$&������;��
2�"'#�����
 ���������  
��
��� �:##>" �
#�����.1&���
��#���',&���#G1���
����	
��������������2
����1#�����.� /$&������;�;��������-����-"=-
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�2
 3 "'#�������-����-��
 ��� 2-, ��#G1���
 "#!�:##>" �
#��
1�����#!����12
 &� 3.2.4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

�$���� 3.6 "�1�#���4! ��2-�����
0,> BPM-24 �����/��
���-��1&�� CuSO4 �������� &� &
 2, 
   4 "#! 8 ��##�3�#��> �������#�/��
.� 24 "#! 48 ����3��   
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�������� 3.4 "�1������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> BPM-24 ���=$���!�,&
31�2�& 
CuSO4  �������� &� &
����H2
����3����� 0, 24 "#! 48 

����� &� &
 CuSO4
 ����3����� 0 (mg/g) ����3����� 24 (mg/g) ����3����� 48 (mg/g) 

Control 7.883 7.683 6.358 
2mM 7.867 7.525 7.342 
4mM 7.039 6.933 5.683 
8mM 5.967 5.617 5.033 

 

 

���E��� 3.4 "�1���������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> BPM-24 ���=$���!�,&
31�
      2�& CuSO4 �������� &� &
����H2
����3����� 0, 24 "#! 48  

��������  3.5 "�1������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> RRIM600 ���=$���!�,&
31�
2�& CuSO4 �������� &� &
����H2
����3����� 0, 24 "#! 48 

����� &� &
 CuSO4 ����3����� 0 (mg/g) ����3����� 24 (mg/g) ����3����� 48 (mg/g) 
Control 9.050 8.267 7.850 
2mM 7.983 6.283 4.342 
4mM 8.283 6.617 5.658 
8mM 5.700 5.025 4.608 
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���E��� 3.5 "�1���������43����
��*�'�1 ��2-������������
0,> RRIM600 ���=$���!�,&

      31�2�& CuSO4 �������� &� &
����H2
����3����� 0, 24 "#! 48  

 

�$���� 3.7 "�1�"=-3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>9��'#�����������#�3��3E��:��"--�9��
   0�������  ��������1���2-������������
0,> BPM-24 ���=$���!�,&
31����-��
   1&�� CuSO4 ����� &� &
����H ��� 0, 24 "#! 48 ����3��     lane 1-3 ; 2-����,1
   ��-�,�  lane 4-6 ; 2-������=$���!�,&
1&�� CuSO4 ����� &� &
 2 ��##�3�#��>  lane 
   7-9 ; 2-������=$���!�,&
1&�� CuSO4 ����� &� &
 4 ��##�3�#��>    lane 10-12 ; 2-
   ������=$���!�,&
1&�� CuSO4 ����� &� &
 8 ��##�3�#��> 
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�$���� 3.8 "�1�"=-3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>9��'#�����������#�3��3E��:��"--�9��
   0�������  ��������1���2-������������
0,> RRIM600 ���=$���!�,&
31����-��
   1&�� CuSO4 ����� &� &
����H ��� 0, 24 "#! 48 ����3��     lane 1-3 ; 2-����,1
   ��-�,�   lane 4-6 ; 2-������=$���!�,&
1&�� CuSO4 ����� &� &
 2 ��##�3�#��>  
   lane 7-9 ; 2-������=$���!�,&
1&�� CuSO4 ����� &� &
 4 ��##�3�#��> lane 10-12 ; 
   2-������=$���!�,&
1&�� CuSO4 ����� &� &
 8 ��##�3�#��> 

3.2 
	������D� ��9F%���� 

 3.2.1 
	��$
��	FB��$��	
�����
CMQD�D�XJ�8���	��	�	 

��#G1���
��������,��!��4 6�8 ���1�'> �����=���
��2'&���1"�##��.1&31�
���
��������#�*��-
��'�� MS-1 ����� 2,4-D "#! BA ����� &� &
�����#! 1 ��##��������#��� 
"#&�����:$3���2'&������� &� &
�,1�&����	
 5%  ���- pH 2
��'��������- 5.7 '#�����
�*

�����,&
 phytagel 2'&������� &� &
��	
 0.23% '#���,&
�
#!#�� ���

��.�
;��\�����*�9��2�&
����1�
�$� �����
��.�����#�*������,4'9$�� 26±2 ����:#�:��� ��	
��#� 4 ���1�'>  "�##�����
.1&2
����&���#�*�����*���� 3 ��#���4!E$ ���'#������
 ���!��
'#��H (friable callus) ��
*��'
��
�&�
#!��!��4 0.3 ���� (�$���� 3.9) ������;��� �� ��
0>��� (2003) :;�������
�����������

��"�##�������#���',&���#G1 �!.1&"�##�� 
�12'��"#!��
*��'
���������"�##��������1���
������
�������-#!������� '��� &��#&��������� ���=;��+�����������������+����'
;��:;������
2'&���������������4"�##����	
.�.1&1����������	
��1-1��� ����'������#�*�� ������	
��1-
1�����/#������"����� ��.|31���
����
"#!.|1���:�����
���#��1�- ����
��*������	

��������e�������������1��
*����# ��"�##�� ������	
��1-1����������� 5.6 "#!�$����� 5.8 ���2'&
�����4�����&��"�##��#1#�  �����.��G���/#��

�*.���������,
"��������#�*��"�##��2
�����1 
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"������#�*��"�##��2
�����"��2
�9��������	
��1-1����$����
.�.�������=����������4
"�##��.1&�#�����!�e����������"����� ������
�,
"����� (�����, 1996) ���
�1�����-
���;��� ��  ��G��� (2006) :;�������=�����=���
��"�##�������#���',&���#G1.1&31�
�-��� "�##����#���4!E$ �����'#������
"#!���!��
'#��H  2
 4!���"�##��������
����� 
endosperm �!��#���4!���!��
"
�
����"�##��������
�������#���',&���#G1  
�����
�*
|��>3�
���2�&�G��	
�+��������������+����'
;��2
�����������-3� ��"�##�� 1�����
��
����� �� 
�
���� (2002) ���.1&;���������
��2'&���1"�##�� ��-��'#����
0,>����-��� -
��'���$�� 
MS  ������� 2,4-D ����� &� &
 0, 4, 6, 8 "#! 10 .�3��3�#��> ������- kinetin ����� &� &
 
0, 1, 2 "#! 3 .�3��3�#��>
�
 16 ���1�'> �-��������=���
��2'&���
�'
��2-�#�*�����1
"�##��.1& 100 ����>�:G
�> ��������, 4 ���1�'> 31��#�*��-
��'���$�� MS ������� 2,4-D ����
� &� &
 4 .�3��3�#��> ������- kinetin ����� &� &
 2 .�3��3�#��>  31�"�##���!�����
��������-3��������1��G�#���4!���!��
�����'#��H <���
*���� ��2� "#!�� 
�12'������ 0.5 
x 0.5 �:
������   Michaux "#! Carron (1989) .1&�����
���������#� ��������!�#�*��
�
�*������2
����"��"#!�!�!��#� ������&���#�*����	
�+���������/#����������� �����-��3�
"#!������;���
�*���������!�#�*���
�*������31�������
��2'&���1"�##�������#���',&���#G1 
�-���'��
����#G1���
��������,�!'���� 45-75 ��
 '#�����/������ �����=���
��2'&���1
"�##��.1&  "��'��
����#G1���
��������,������������!�!��#�1���#��� �G�!��/#���
���������=2
����������	
"�##��'���'�������=���1��	
"�##��.1&�G�!2�&�!�!��#�2
���
���
�����
�
���� 1��
�*
�;��&����=���=�
2
�����1�#�����#G1���
����2�&2'&��$�2
�����!�!��#�
1���#��� 

 

 

 

 

�$���� 3.9 "�1�#���4!"�##�� (A) ��#G1���
���
�������
��2'&��	
"�##�� (B) "�##��������1 ;*

   '#��/��
.� 4 ���1�'> 

3.2.2   T�
	��$
��	PCQ�
�J� ��9F%�����	
FB��$�  

"�##�����/��
����&���#�*�����*���� 3 ��	
��#� 2-3 ���1�'> 
��.��������:##>
" �
#��31�
��"�##��"��#!�&�

*��'
����!��4 0.3 ���� .��#�*��2
��'���$�����
���:##>

A B 
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" �
#��������- 2,4-D ����� &� &
 1 ��##��������#���   TDZ ����� &� &
 0.1 ��##��������
#��� "#!:$3��� 3% ���- pH 2
��'��������- 5.7 ����#�*��-
�������� ���"--'�,
��	
���#�
���������G� 100 ��-���
��� ����,4'9$�� 26±2 ����:#�:��� ��	
��#� 2 ���1�'> �:##>
" �
#�����.1&��#���4!�#�"#!���!�#,����
'#��/��
����&���#�*�����*���� 3 '#�����
�*
�;����
����&���#�*���,�H 7 ��
 31������� 0.3 ����2
��'��������� 30 ��##�#��� ���/#2'&�:##>
" �
#���������������-3���	
 3 �!�!�������1��
 ��� �!�! lag phase, log phase "#! 
stationary phase 2
 4!������2�&��������!��
�:##>������&
����� ;*
���/#�����������.1&1� "��
'��2�&��������!��
�:##>������&
������
.������/#���2'&���1����!������������"#!
�
,��
0> ��
*��������2'&��'�����!�#�*�� ,�
 (��
��, 2001)  #���4!�:##>" �
#������&��
�#�*���,� 7 ��
�!�����'#������
�#�1������!�#�*��"#!��'�����!�#�*����#���4!2� .�� ,�
  (�$�
��� 3.10) ����#�> "#! ����� (1999) .1&;�������:##>" �
#��������������=���
��.1&
���"�##��������!�#�*�������*
���
����H  ���
 "�##�������-#!������� "#! �����#���',&�
��#G1���
 (Te-chato "#! Chartikul, 1993; Sushamakumari "#!�4!, 2000) ��	
�&
  
�����.��G����
�*��������������9���$�"#!��!�-/#�����G�2
������!�#�*�� ��� ��#���',&���#G1 
(�����, 1996)  
�����
�* ����#���2�&|��>3�
�����/#���#���4!"#!���"-����� ���:##>
" �
#�� ��� �������#�*���:##>" �
#��2
��'��������� BA ���2'&�:##>���.1&��#���4!���!�#,��
��
"#!���������� 
�1 ���#,���:##> �
����������:##>���"-��.���������!������ ��������!��

"
�
���2'&�'G
��	
�&�
 
�12'�� (����#�> "#!�����, 1999)  2
 4!���������#�*���:##>
" �
#��2
��'������ kinetin �!.1&�:##>���
2'�������#���4!"����	
�:##>�1����H (Santos-
Gomes "#!�4!, 2003) ���
�1�����-�������  TDZ  :;����	
|��>3�
��*
��
���������2
���
���!�#�*���
�*������ ���:##>��� ���,4��-�������2
������2'&�:##>������!�#,����
"
�
"����	

�:##>�1����H.1&1�����|��>3�
������
H (Ellis "#!�4!, 1991) 

 

 

 

 

 

�$���� 10 "�1�#���4!�:##>" �
#�� (A) "�##��������1 ;*
   (B) "�##�����
��.��#�*����	
�:##>
  " �
#�� 

A B 
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3.2.3 T�%��
	��
$JF�"
	��
�"
��G�����%��� ��9F%����P��^	"���
�CD	"�D 


	��
$J 

2
������1�������
�*�������������-�����!��-EI
�#��2
�����4�$� (S.M. 
Aljanabi "#!�4!, 1999., S.C. Carpentier "#!�4!, 2005., D.G. Peterson "#! K.S. 
Boehm, 1997) :;���-��
���'������43����
"#!�����������.� ����
.:�>����H ���
 
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�"#!��
.:�>����>���:��1� 1��
�*
 /$&������;��1#��'���0�������1
1&����0�����H�����2'&.1&�����43����
"#!��
.:�>����$� ;*
 

'#�����
���:##>" �
#�������12
  0.2 3�#��> phosphate buffer pH 6.5 ���
�� 3%PVP, 3%PVP+0.25%TritonX-100, 3%PVPP, 3%PVPP+0.25%TritonX-100  2

��������
 1:1 (extraction buffer : 
*��'
���:##>" �
#��)  �-���������1���2'&�����43����

"#!��������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1��$�����,1������2�& 0.2 3�#��> phosphate 
buffer pH 6.5  ����� 3%PVPP "#! 0.25%TritonX-100 (�������� 3.6, ���E��� 3.6)  ���
�����
 �� 
,�����#� (2004) .1&;�����������1��2
2-�������31�2�& PVP ��� 5%, 10% 
"#! 15% �-��� �����=�B����
������1��.1&�����-�����
����
�*
 "#!�������1��������.� ��
��
.:�>����>���:��1�31�2�& o-dianisidine ��	
��-����� �-��� �����������.������ ;*
���
����>�:G
�>����� &� &
 �� PVP ���/��2
-�E�E��>���2�&���1 ��� �������������.��$��,1��� 
10%PVP  ������-  193,805.3  �$
�������##�#���  �
������� PVP 2�&�����1���EI
�#��  "�������
�������	
  15% �#�-���2'&�����������.�#1#��'#�� 132,743.4 �$
�������##�#���   �
������� 
PVP ��	
������#!#��
*��1��
�*
�;�.�������=��� PVP ������������1���
��1�����������.�
 ����
.:�>����>���:��1� 1��
�*
 PVP ��� 15% ���������
.��
.���-��-��-�����         
(o-dianisidine) :;����	
���EI
�#���
�1'
;��  ���
 PVPP ��	
�����-��-�����*��&
 ������2'&���1
�����!��-EI
�#��  "#!�B����
��!-�
�����#�����>.�:> (polymerization) �!'���� �*
��

������1  1��
�*
�����
��������1����1�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� �;�2'&/#���
1��������2�& PVP  "#!�
������� PVPP ��	
������.��#!#��
*��  ������������+N
"�������*��G�!
.���-��
��������
 ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  (A.M. Mayer,1979)  
�����
�* ���
���1��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ������;��� �� E.M. GonZalez "#!�4! �-��� 2
/# 
Raspberry "#! Blackberry �����EI
�#����$���	
���
�
������/#2'&���1��
*����#.1&����  "#!
�#���2�&  4%PVPP : 
*��'
��  2
��������1��������1 ;*
���
��
 :;����1�#&����-����1#�����*�
�*
��� ���11&�� 3%PVPP  
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��
.:�>3�#�EI
�#���:��1��-��$�-����4����H .�2
�:##>��� ���
 plastid 
cytoplasm "#! membrane ��	
�&
  Marques "#!�4!(1994) �����
��� PPO ��	
3����

��!�9� hydrophilic :;���!��'����*
H �����	
 hydrophobic ���!��1��$���-�����',&��:##>  1��
�*
2

������1�����2'&.1&��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� �,��
�1�;������	
�&��2�&������#1"���;�/��:;���!
���2'&���1���"�� ��/
���:##>"#!�#����1 ���
 TritonX-100, TritonX-114 '��� SDS 
(Nicolas "#!�4!, 1994) ����2
������1�;��!�����=��������������������.� ����
.:�>.1&  
(A.M. Mayer, 1979) 2
����1#�����*�
�* �-��� TritonX-100 (��	
���#1"���;�/���
�1 
nonionic) ��/#2'&��������43����
����� ;*
���"��2'&�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#-
���:��1������ ;*
������#G�
&�� �����	
����!�����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�2
�:##>
" �
#��������������$�-����4�����',&��:##>�:##>
�*
��������#G�
&������
�*
  

31���,� /$&������;��#���2�&��0�������12
 0.2 M phosphate buffer pH 6.5 ����� 
3%PVPP "#! 0.25%TritonX-100 ���'��-����1#�� �*
���.� 

�������� 3.6 "�1������43����
"#!�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�������
���11&����0�����H (����# ���"�1���	
����<#��� 3 ����1#�� ± SD) 

condition �����43����
 (mg/g) �����������.� (u/g) 

control 1.055±0.012 14,520.55±412.43 

3%PVP 1.083±0.012 16,816.77±532.33 
3%PVP+0.25%TritonX 1.231±0.013 23,062.50±848.53 

3%PVPP 1.131±0.013 22,580.65±742.46 
3%PVPP+0.25%TritonX 1.662±0.026 23,216.56±795.49 
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���E��� 3.6 "�1������43����
�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1����������1
      1&����0�����H (-��> �������<#��� 3 ����1#�� ± SE) 


	��
�"
��G�����  

2
���;���/# ��������!��
3����
�-���  '#�����������131�2�&     
0.2 M phosphate buffer pH 6.5 ����� 3%PVPP "#! 0.25%TritonX-100 "#&�
��.����!��

3����
1&����#��"��3��
���:�#�E� �������������� 60%, 70%, 80% "#! 90% �!2'&�����4
3����
�������� ;*
���#��1�- 31�������!��
3����
��������������  80% "#! 90% �!2'&/#
���.��"��������
���
��"#!2
"�� ����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 
�*
 �-��� 
������!��
3����
�������������� 80% "#! 90% �!2'&�����������.� ����
.:�>3�#�EI-   

�#���:��1� ���  123,200 �$
��������� "#! 127,900 �$
��������� :;���$�����������1������&

��� 94,600 �$
���������  ��1��	
 30.23% "#! 35.02% ���#��1�- 31�����.�������!��

3����
�!�$����������������.�.�-�����
"��2
����1#��
�*���2'&�����������.��$� ;*

��!��4 30-35% �
������� ������!��
3����
�����-�����
������3����
2'&-���,�0�Q.�
-�����
 �#���������EI
�#�������/#��������������.����!��
.1&
&������3����
 1��
�*
2

����1#��
�*�;�.1&�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1��������� ;*
  (�������� 3.7,
���E��� 3.7) Mustafa "#!�4! (2005) .1&;�����0�������!��
3����
1&����#��"��3��
���
:�#�E�����'��!���'��-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 2
�&
�'�'���> 31����������!��
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3����
��� ����������� 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-70% "#! 70-80% �-��� ������!��

3����
�������������� 0-70% 2'&�����������.��$�����,1  

�������� 3.7 "�1������43����
"#!�����������.����������!��
1&����#��"��3��
���
:�#�E�������������������H  (����# ���"�1���	
����<#��� 3 ����1#�� ± SE) 

condition �����43����
 (mg/g) �����������.� (u/g) 
crude extract 8.507±0.075 94600±424.26 
���!��
 60% 8.534±0.059 101200±141.42 
���!��
 70% 8.919±0.007 112200±494.97 
���!��
 80% 9.469±0.049 123200±494.97 
���!��
 90% 9.653±0.033 127900±636.39 

 

 

���E��� 3.7 "�1������43����
�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�������    
      ���!��
1&����#��"��3��
���:�#�E�������������������H (-��> �������<#��� 3 
      ����1#�� ± SE) 
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3.2.4 T�
	������������FL����� D9G����E�����
 ��J� �	
P�, �D�XJ F�"
� ��9F%����%���	��	�	�$�OM9 BPM-24 

 '#�����
��2-, ��#G1 "#!�:##>" �
#�� �����������
0,> BPM-24 �����2'&
���1-�1"/#"#!��G-�����#� 24 ����3�� 
�������������.1&�����1"#!����'���
.:�>3�#�-         
EI
�#���:��1� 31����������#�3��3E��:�� "--�9��0������� 2
2-"#!��#G1���.��/��
���
��!�,&
�!�-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 3 "=- '#�������!�,&
�!�-"=-��
.:�>3�#�- 
EI
�#���:��1� ����� ;*
��	
 4 "=- :;������#���.1&���"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ���
����� ;*
'#�������!�,&
��� "=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ��������� &����-�!--����B����

 ���������  ���
2
�:##>" �
#��
�*
 �!�-����"��������� 9��'#�������!�,&
 "=-
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� �!#1���  2 "=- �'#������� 1 "=-:;�������-"=-�������$��1��"��
"=-1���#����!�������4����� ;*
 ���
"=-���'��.���	
"=-�������$�2
0������������.1&��-���
��!�,&
������,
"��"=-1���#����!'��.�1���$���� 3.11 ���/#����1#��
�*�-��� "=-���
����� ;*
9��'#�����=$���!�,&
 ("=- Y) �����*� 3 "'#�� ���������
�*
��$�2
���"'
��
�1�����
 1��
�*
�����#1����"�����
 ������1#��"#!������������������������/$&������;�
�#����:##>" �
#����	
"'#���������������
��.�;�������������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:�-
�1�9��'#�����=$���!�,&
1&����0�����H "#!��������
.:�>3�#�EI
�#���:��1�2'&-���,�0�Q
-�����
���.� 

 

�$���� 3.11 "�1�"=-��
.:�>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ��� 2-, ��#G1 "#!�:##>" �
#��
    ������������
0,> BPM-24    lane 1 ;  2-����,1��-�,�  lane 2 ;  2-����1#��  
    lane 3 ;  ��#G1���
�,1��-�,�  lane 4 ;  ��#G1���
�,1�1#��  lane 5 ;  �:##>    
    " �
#���,1��-�,�  lane 6 ;  �:##>" �
#���,1�1#�� 
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 3.3 T�%��
	��8D� ��9F%����JQ� filtrate �����Z[
\	
��

	��#��
$�
�$���%����� 

 3.3.1  T�
	������D���	����������� (filtrate) �	
������	 P. palmivora 

9��'#����������� filtrate 31���1���*��� P. palmivora  �����
��'�� PDA 
"#&�
��.��#�*��2
��'���#�*�����*��$�� Henninger  � ������ 100 ��-���
��� �,4'9$�� 25 ���
�:#�:��� 2
�����1 ��	
��#� 15 ��
 �������-���'
1
����������&
2���� ��G-�<��!
*���#�*��
���*�  (filtrate) .�'������43����
1&����0�"-�1E��>1 (Bradford, 1976) �
������� filtrate ���.1&
�������43����

&����� '#�����������#�3��3E��:��"--"�#��9���;��&��
������#�&��1&��
:�#����>.
���� �-3����
'#���� 
�1 10 ��3#1�#��
 (kDa) 31������-����-��-3����

������
��� Myosin 200 ��3#1�#��
  β-galactosidase 116.25 ��3#1�#��
  Phosphorylase 
b 97.4 ��3#1�#��
  Bovine serum albumin 66.2 ��3#1�#��
  Ovalbumin 45.0 ��3#1�#��
 
Carbonic anhydrase 31.0 ��3#1�#��
 Soybean trypsin inhibitor 21.5 ��3#1�#��
 
Lysozyme 14.4 ��3#1�#��
 "#! Aprotinin 6.5 ��3#1�#��
 (�$���� 3.12)   /#����1#�� �� 
Rattarasarn (2003) ����-�����#�:���
-���,�0�Q�����=2�&2
���-���!1�-�����&�
��
.1& 
����!��#�:���
���2'&���1�����&������#���
2
2-���������
0,> BPM-24 (��
0,>�&�
��
) .1&
�����������-2
2-�����
0,> RRIM600 (��
0,>���
"�)     ������;��� ��
��=0�1� (2003) 
:;���������#�*�����*���  P. palmivora 2
��'���$�� PDB "#&����2'&-���,�0�Q-�����
31�
���!��
1&����#��"��3��
���:�#�E�"#!���/��
��#��
> PD-10 �����
��.��1��- �-���  
��#�:���
-���,�0�Q"#!��:���
������
 &��-���,�0�Q2'&/#����1#��.�2
������1�����
 ��1�#&����-
���;��� �� ��G��� (2006) :;��.1&�#�*�����*��� P. palmivora 2
��'���$�� PDB "#!���2'&
-���,�0�Q-�����
.��1��-��-"�##�� ��������� �-��� "�##�� ����
0,> BPM-24 �����=
��!�,&
�����&�������#���
.1&�������"�##�� ����
0,> RRIM600 ���
 filtrate ���.1&������
�1#�����*�
�* ��	
����#�*�����*���2
��'���$�� Henninger '#�����������-1&����0���#���#�-
3��3E��:��"#!�&��1&��:�#����>.
���� �-��#�:���
 
�1 10 ��3#1�#��
 �#&���#;���-����#�*��
2
��'���$�� PDB "���� &�1���� 2�&��#�2
����#�*������� 15 ��
 :;��
&����������#�*��2
��'�� 
PDB "#! Henninger ������=$�����1&�� ����'�,/#1���#���/$&������;��#���2�&��#�:���
���.1&���
����#�*��2
��'���$�� Henninger 2
����1��-��-�:##>" �
#�� �����;����e����������
��-�
�����.� 
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�$���� 3.12 "�1�"--"/
3����
��� filtrate  �����*��� P. palmivora '#�����������#�3��3E-
    ��:��"--"�#��9��"#!�&��1&��:�#����>.
����  lane 1: "=-3����
������
 
    lane 2: "=-3����
��� filtrate 

 �������1#�����/��
��/$&�����.1&
���:##>" �
#�����������
0,> BPM-24 -��
1&��:$3�����>����� &� &
 1x103 "#! 1x104 :$3�����>�����##�#��� �����0� &� 2.4.3 �-��� 10 
����3��9��'#�������!�,&
 �����43����
�!����� ;*
����,1��-�,� 10.12% "#! 4.69% 
���#��1�- "#!2
����3����� 20 �����43����
�!#1#� 26.85% "#! 53.89% ���#��1�- �����
������#���4!�:##>�!�'G
���:$3�����>.1&��&����&
2����!��$���-�#,���:##> 1��
�*
�����4
3����
���.1&�������1#�����*�
�*�;���3����
�����:$3�����>�!�
��1&�� 
�����
�*�:##>
" �
#����������"#!3����
#1#���� ����������-����-��-����1#��2
2- 1��
�*
����
� &� &
 ��:$3�����>���2�&����$����
.�    /$&������;�.1&
���:##>" �
#����-��1&�� CuSO4 ����
� &� &
 20 "#! 40 .�3��3�#��> �����0� &� 2.4.3 �-��� �����43����
 ���:##>" �
#��
#1#���!��4��;��'
;����*�"������3����� 10 ��� ��� 7.867 ��##�������������:##>" �
#�� �'#��
����� 5.754 "#! 3.627 ��##�������������:##>" �
#�� ���#��1�-  "#!������#���4!�:##>�!
����1�� ;*
������'G
.1&��1 �����/��
.� 20 ����3�� �-��� �����43����
�����1.1&�'#������� 2.068 
"#! 1.725 ��##�������������:##>" �
#��#1#� 73.71% "#! 78.07% ���#��1�-  ���/#���
�1#���-������-���:##>" �
#�������*� 2 ��0� ��	
��0����.���'��!������!���2'&�:##>���1���
���������
.��
.�����2'&���1 defense response  1��
�*
/$&������;�
���:##>" �
#�����1#��
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31����-��1&�� filtrate �&��������/#���;��� �����!9�  �����> ���.1&;���=;������ &� &
���
�'��!�� �� filtrate �����/#����:##>" �
#�� �����;����#.�����B����
������ �����
�*

�-��� filtrate �������� &� &
 0.3  .�3������3����
��������:##>" �
#�� �!2'&�������
����.� ����
.:�>����>���:��1������ ;*
�$�����,1 1��
�*
/$&������;��
2�����!;���=;���
.:�>���
H
��������� &����-�!--�B����
��� ��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���  ��
.:�>3�#�EI
�#���-
:��1� ���=;�����!�������!��-EI
�#��1&�� 31��#���2�& filtrate �������� &� &
 0.3  
.�3������3����
��������:##>" �
#��  ��	
�����!�,&
   '#�����
���:##>" �
#�����, 14 
��
���������
 "#&�-���:##>" �
#��1&�� filtrate �������� &� &
 0.3  .�3������3����
���
�����:##>" �
#��  ������/#��������"��1&������#���,� 8 ����3�� 31�
��������1$9��2�&
"���,#��&�.�3��#� (��������#��
 366 
�3
����) �����1$����:##>" �
#��.1&��-�����!�,&

��� filtrate "#&�'���.�� 31��:##>�������������"��"�1�����������-�
�� :;����������"��
�*��� 
�����#���
:;����	
.E3���#G�:�
2
������� ���/#����1#�� �� ���!9�  �����>  
�*

�-�������������4������ &� &
 �� filtrate �������������!'>�����#���
2
�:##>" �
#��
�������  �����4"#!�������G�2
����������!'>�����#���
 ;*
��$���-����� &� &
 �� filtrate 
����1��- 31������ &� &
 �� filtrate ����$� ;*
 �!������������!'>�����#���
����� ;*
���
����� &� &
 2
 4!�������� &� &
 �� filtrate ����$����
.���/#2'&����������!'>�����#���
 
#1#��������1��G�  ��*�
�*�
��������������� ���:##>  ��������13��"#&��:##>.�������=/#��  
.E3���#G�:�
.1&������.�"#!
�����
�*�:##>������#1�#�����
.:�>����>���:��1������
���
�
��� :;�������=2�&�����#���
��	
��-�����  ���2'&�����4 �������#���
#1#� ���
/#����1#�����*�
�* ����e����:##>�!����������"����*�"������3����� 16  "#!�����"������,1���
����3����� 80 '#�����
�*
��������"���!����H#1#�  �����������-�����43����
�-��� 2
�,1
��-�,������43����
���
 &���!�����"#!2
�,1�1#�������43����
'#���������3����� 56 �!
#1#�������H ��� ��� 0 ����3�� �������43����
��!��4 4.09  ��##�������������:##>" �
#�� 
�������#�/��
.� 56 ����3�� #1#��'#����!��4 3.31  ��##�������������:##>" �
#�� "#! ��� 
96 ����3�� ��3����
������- 2.29  ��##�������������:##>" �
#��  (�������� 3.8, ���E��� 3.8)    
�������1#�� �� 
,�����#� (2004) �����������12-���2'&�� 
�1 1x1 �����
�*� "#&�-��
1&��:$3�����>�������� &� &
 1 x 107 ������!'>�����������.� ����
.:�>����>���:��1���� 
�!�!��#����-��1&�����*�������H ��
 ��� 24, 48, 72, 96, 120 "#! 144 ����3�� �-��������4
3����
2
�,1�1#��#1#�������H �����#�����������1#�� ��� ��� 0 ����3�� �������43����

��!��4 5.15 ��##������������2-��� �������#�/��
.� 24 ����3�� #1#��'#����!��4 5 
��##������������2-��� ��� 120 ����3�� ��3����
������- 4 ��##������������2-��� �
�,1�&����� 
144 ����3�� �����43����
#1#��'#����;��'
;��������������&
 ��*�
�*����
������������:##>���
���1 ;*
���
�
�����������!�,&
1&��:$3�����>  
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�������� 3.8 "�1���������43����
 ���,1��-�,�"#!�,1���-��1&�� filtrate 0.3 .�3������
3����
��������:##>" �
#�� (����# ���"�1���	
����<#������ 3 ����1#�� ± SD) 

����3����� �,1��-�,�(mg/g) �,1���-��1&�� filtrate (mg/g) 

0 4.34±0.13 4.09±0.15 
8 4.68±0.13 3.75±0.19 

16 4.80±0.04 3.65±0.18 
24 4.85±0.31 3.56±0.13 

32 5.00±0.12 3.59±0.12 
40 4.97±0.04 3.75±0.08 

48 4.80±0.28 3.57±0.22 
56 4.68±0.15 3.31±0.33 

64 4.70±0.16 2.72±0.01 
72 4.49±0.22 2.54±0.12 

80 4.25±0.20 2.48±0.16 
88 4.16±0.02 2.38±0.02 

96 3.66±0.21 2.29±0.22 
 

 

���E��� 3.8 "�1���������43����
�����-����-�!'�����,1��-�,�"#!�,1���-��1&�� filtrate 0.3 
      .�3������3����
��������:##>" �
#�� (-��> �������<#��� 3 ����1#�� ± SE) 
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3.3.2 T�
	�Z[
\	
	��$��B�	"C9���� D9�E����"�	���F�DGD��������� C�$�
�8D� ��9F%����JQ� filtrate ���B	D�%QD%Q� 0.3 �DGB�
�$DG������8�
�$D� ��9
F%���� 

  
���:##>" �
#�������1'#�����-��1&�� filtrate �����0�2
 &�  2.3.4  �����
��1�������������!'>��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� �-���   ����������!'> ��
��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� ���/��
���-��1&�� filtrate �!�������4��� ;*
����,1
��-�,�"#!�!�������!'>�$�����,12
����3����� 16 :;����	
����3��"��H ������1#�� ��1��	
 
102.41 % ���������-��-�,1��-�,� �
���������
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#�����	
��
.:�>
���"��2
��!-�
����������!'> phenylpropanoid  �����e���������������1"��3��
�� 31��!
��#���
 L-phenylalanine ��	
 trans-cinnamate :;����	
�����*��&
2
���3�#�����>.�:>��	
#��
�
  
��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#����-.1&2
�����*
�$� (Chen "#! McClure, 2000) ��"#!
����> (D� Cunha "#!�4!, 1996)   ��������.� ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� �!
����� ;*
2
�
�*���������������#����������-3� "#!�������-�
������9��!�����1����H  (�������� 
3.9, ���E��� 3.9) Peng-Fei "#!�4! (2005) ;�������������!'>��
.:�> 9��'#�������!�,&

1&�� salicylic acid 2
/# grape berry �-��� �������&����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� 
�������#�/��
.������ 0.5 ����3������
�*
"#!�������&���$�����,12
����3����� 1 ���
����!#1#�2

����3����� 5 :;����1�#&����-/#��
����� ��  
,�����#� (2004)  ���.1&������;�����
.:�>EI
�#-
�#�
�
"��3��
��.#��� 2
2-������������
0,> RRIM600 31������12-��	
��*
 
�1 2x2 
������:
������ -��1&��:$3�����> �����*��� P. palmivora "#&����2--
��!1��������*
 
��G-/#�,� 1 ����3��2
���� 4 ����3��"��  "#!'#�����
�*
�!��G-/#�,�H  4 ����3���
=;� 16 
����3��  
��������1 .���1��������.� ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� 31�������!'>
/#��������4 �� L-phenylalanine  ���=$����:�.1:>�������3�� :;�� trans-cinnamic acid ��	

/#��9�4�> ���e�������1��
�*                 PAL 

L-phenylalanine                             trans-cinnamic acid 

�-��� �����#���
"�#�2
 4  ����3��"�����-��2-���1&��:$3�����> �������
����.� ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���  ������- 0.017 .�3��3�# ����1:�

����
�������3��  "#!�!#1#�������H �
=;�����3����� 4 ������- 0.013  .�3��3�# ����1:�

�������
����3��  '#�����
�*
�G�!�$� ;*
"#&����
 &�������  "�1���� ��������
 ����
.:�>EI
�#�#�
�
-
"��3��
��.#���  2
2-������1��G����������.1&���    2
����1#�����
H �����������
����
���;��������#���
"�#� ����
.:�>�����#�
�
'#�����1�'> "���G�'G
�����#���
"�#����
��1��
2
����"�� ������1#�����
��
 ����!��������
 ����
.:�>EI
�#�#�
�
-
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"��3��
��.#������1 ;*
2
����"��"#!���1���
��
.:�>���
H  ��������
 �� Whetten "#! 
Sederoff (1995)  �-�����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� ���'
&������-�,�����������!'>
�����!��-EI
�#��2
 -�
���EI
�#3����
��1>   ���=;�#��
�
1&�� "#!������;��� ��  
Gomez "#!�4! (2004)  ���.1&;����������� ;*
 ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���2

�:##>" �
#�� ����
����!'#�����, 5 ��
 9��'#�������!�,&
1&����#�:�����>���.1&���/
��
�:##> ������> �-����������#�/��
.�  3 ����3�� ��
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� �!����H
����� ;*
"#!������$��,1��� 15 ����3�� "#!�!#1#��
=;� 24 ����3��/#���;�����	
.�2
���
�1�����-���;�������:##>" �
#�����.1&��� arabidopsis ���=$���!�,&
1&�����*��� 
Phytophthora infestants. (Fritzmeier "#!�4!, 1987., Davis "#! Ausubel, 1989)   

�������� 3.9 "�1������������.�������! ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#��� �,1��-�,�
"#!�,1���-��1&�� filtrate 0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#�� (����# ���"�1���	

����<#������ 3 ����1#�� ± SD)  

����3����� Control (u/mg protein) Filtrate (u/mg protein) 

0 168.93±9.02 184.17±2.86 

8 172.99±4.22 246.15±3.26 
16 156.23±4.08 316.23±6.37 

24 170.90±16.80 287.78±21.65 
32 158.10±16.41 255.42±2.11 

40 184.78±3.73 201.69±3.60 
48 166.33±7.95 208.97±13.98 

56 173.21±0.10 227.30±12.73 
64 159.68±3.50 210.97±16.03 

72 152.45±0.00 226.70±28.26 
80 153.11±23.36 239.04±13.53 

88 164.51±13.23 239.50±1.44 

96 175.32±8.89 259.53±29.95 
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���E��� 3.9 "�1������������.�������! ����
.:�>EI
�#�#�
�
"��3��
��.#���   
      �����-����-�!'�����,1��-�,�"#!�,1���-��1&�� filtrate 0.3 .�3������3����
���
      �����:##>" �
#�� (-��> �������<#��� 3 ����1#�� ± SE) 

  3.3.3  T�
	�Z[
\	
	��$��B�	"C9���� D9G����E�����
 ��J� C�$��8D� ��9
F%����JQ� filtrate ���B	D�%QD%Q� 0.3  �DGB�
�$DG������8�
�$D� ��9F%���� 

  '#�����-���:##>" �
#��1&�� filtrate �����0�2
 &�  2.3.4 
���:##>" �
#��
�����1�����'������4 ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� �-��� 2
�,1��-�,�����������!'>
��
.:�> PPO ���
 &���!��������2
����3����� 0 �!������������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 
11,100 �$
�������##�#���  ��1��	
�����������.�������!������- 7,680.56 �$
�������##�����
3����
  "#!�!#1#�������H�
/��
.� 64 ����3�� (4,058.54 �$
�������##�����3����
)  '#�����

�*
�!������������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ����� ;*
�
=;�����3����� 96 ��� 7,309.86     
�$
�������##�����3����
    ����������-����-��-�,1�����!�,&
31����-��1&�� filtrate �-��� �����
�������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ��������,1��-�,���*�"������3����� 8 ��� 10737.75      
�$
�������##�#��������##�����3����
 ��1��	
 61.92%  "#!������������!'>����� ;*
������H  
�
��!����������������!'>�������,12
����3����� 96 ��� 25158.36 �$
�������##�����3����
 ��1
��	
 244.25% (���������-��-�,1��-�,�)    �
���������
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  ��'
&����
��#���
3��#�,# ��EI
�#.���	
 quinone "#&���������
��	
3��#�,#2'�� (polymerization)  
 ;*
 "#!����
*����# (Mayer, 1982., siddiq "#!�4!, 1992)  1��
�*
�����������1&������#���-���
�:##>" �
#�����-��1&�� filtrate 
�*
�!�������� &�����2
�,1��-�,�"#!���������!��#���
��	
��

*����#���� &� ;*
������H 2
����3����� 64 ��	
�&
.�:;���!��1�#&����-��������
 ����
.:�>3�
#�EI
�#���:��1� (�������� 3.10, ���E��� 3.10)  2
���;��� �� Hisae Maki "#! �4! 
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(2005) ����9��!������#�����
�-����4 micropylar endosperm  ����#G1�!� ���� �-��� 
�����������������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1��������#�/��
.� 1 ��
"#!����� ;*
��!��4 4 
����2
��
��� 3 ��1��	
 3.96 �$
��������
�����1 �
�������-����41���#���.1&��-�1"/#���1 ;*
  
���
�1�����-��
����� �� Piyada Thipyapong (2004) :;��;�������������!'>��
.:�> PPO 
 ���!� ���������$�2
�9��!�����131����"��/#�!� ����2

*����	
��#� 10 ��
 ������/#
�-��� �����/��
.���	
��#� 3 ��
�����4��
.:�>3�#�EI
�#���:��1��!������$� ;*
"#!��������
����,12
��
��� 5  ������1#�� 

�������� 3.10 "�1������������.�������! ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� �,1��-�,�"#!�,1
���-��1&�� filtrate 0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#�� (����# ���"�1���	
����<#������ 
3 ����1#�� ± SD) 

����3����� Control (u/mg protein) Flitrate (u/mg protein) 

0 7680.56±134.22 9367.64±612.08 

8 6631.52±131.61 10737.75±202.74 
16 6312.69±49.23 12150.32±893.26 

24 5803.69±584.71 12556.98±685.21 
32 4886.00±90.14 12943.56±331.34 

40 5133.68±124.09 11969.21±874.50 
48 5566.90±325.32 14391.45±1142.01 

56 5554.08±313.93 17622.89±1158.85 
64 4058.94±270.19 21325.56±184.91 

72 4824.78±428.41 20904.64±358.69 
80 5127.47±297.22 22820.36±1089.29 

88 6420.81±242.56 22033.99±698.08 

96 7309.86±535.40 25158.36±1370.71 
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���E��� 3.10 "�1������������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1������-����-�!'�����,1   
        ��-�,�"#!�,1���-��1&�� filtrate 0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#�� 
        (-��> �������<#��� 3 ����1#�� ± SE) 

 3.3.4 T�
	�Z[
\	
	��$��B�	"C9�	���"
���E����
C�$��8D� ��9F%����
JQ� filtrate ���B	D�%QD%Q� 0.3  �DGB�
�$DG������8�
�$D� ��9F%����                                                                     

�����!��-EI
�#�� ��	
/#��9�4�>�����!-�
�������-�#��� ����� Min 
Chung "#!�4! (2006) �����
��������!��-�'#��
�*����������������!--����! ��4��

����� �����������-3� "#!�����-��
0,> �����  Lim "#!�4! (2004) ����-��� �����!��-  
EI
�#�� ����������������!--����B����
������*����3�� ����� ��	
��� antioxidant ���=;�
��	
��� anticancer "#!�����=�&�
��
����9��"�1#&�����������3���9��
��.1&1� 1��
�*
2

���;�������������!'>�����!��-EI
�#��2
�:##>" �
#��'#�����-��1&�� filtrate �����0�  
2.3.4 "#&�
���:##>" �
#�������1�����'������4 �������!��-EI
�#�� �-��� 2
�,1
��-�,��!������������!'>�����!��-EI
�#�����
&�������,1���.1&��-�����!�,&
"#!�����4 ��
�����!��-EI
�#�� ����*� 2 �,1 ���
 &���!�����   �
�����������������!'>�����!��-       
EI
�#���&�������!�!��#�������
 &��
�
2
����������!'> 2
����1#�����*�
�*/$&�����.1&;���
����� 96 ����3������
�*
:;������!���.����������������������!'>  (2
����3����� 96 ��"
�3
&�
 ������!�������!��-EI
�#������$� ;*
) (�������� 3.11, ���E��� 3.11)  �����
����� ��   
Meeta "#!�4! (2006)  ;���=;�����!�� �������!��-EI
�#��2
 ��� "#! 2-  �� 
betelvine (piper betle L.) �-��������4 �������!��-EI
�#��2
2-�������2
��� ��1��	
 
105.9 ��##������������ "#! 35 ��##������������ �!������$� ;*
�������#�/��
.� 40 ��
 "#!�-
�������,12
���� 45 ��
 ���
�1�����-���;��� �� Luis Conceicao "#!�4! (2006) .1&;���
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=;������#���
"�#� �� ���EI
�#�� 2
  Hypericum perforatum  :;������e�����������=$�
��!�,&
1&�����*���  Colletotrichum gloeosporioides, methyl-jasmonate (MeJ)  '��� salicylic 
acid (SA) �!�������4 �������!��-EI
�#������$� ;*
"#!�!�!����$�2
�$� ��  xanthones, 
flavonols "#! flavonones 31�������!���������,1�����/��
.�"#&�  5-7  ��
 "#!���
���;��� �� Kejayasuriya "#!�4! (2003) ���������;���=;�������1�����!��-EI
�#��2


*��������� 2 �����
0,>��� PB86 (��
0,>���
"�) "#! RRIC100 (��
0,>�&�
��
) '#�����=$�
��!�,&
1&�����*���  Phytophthora meadii �-�����!��-EI
�#��2
������������
0,> 
RRIC100 (��
0,>�&�
��
)  ������� PB86 (��
0,>���
"�) :;��2
���������
0,>���
"��!��
�����!��-EI
�#���!����$�2
�$� �� triterpenoids '��� flavonoids "#!2
���������
0,>
�&�
��
�!�������!��-EI
�#���!����$� 2
�$� �� vanillin (3-methoxy-4-
hydroxybenzaldehyde) "#! umbelliferone (7-hydroxycoumarin) :;���!�����=��-��*� 
zoospore  �����*��� P. meadii .1&31���� vanillin �!�����
2
�����-��*�.1&1�����  
umbelliferone 

�������� 3.11 "�1������4 �������!��-EI
�#���,1��-�,�"#!�,1���-��1&�� filtrate 0.3 
.�3������3����
��������:##>" �
#�� (����# ���"�1���	
����<#������ 3 ����1#�� ± SD) 

����3����� �,1��-�,� (mg/g) �,1���-��1&�� filtrate (mg/g) 

0 238.24±4.99 221.47±18.72 
8 168.53±6.24 275.29±0.00 

16 201.18±12.48 252.35±9.98 
24 152.65±1.25 246.18±3.74 

32 130.59±2.50 239.12±3.74 
40 190.59±4,99 217.94±8.73 

48 176.47±2.50 225.00±18.72 
56 170.29±11.23 227.65±0.00 

64 95.29±9.98 256.76±6.24 
72 148.24±2.50 224.12±9.98 

80 146.47±2.50 216.18±8.73 
88 115.59±6.24 181.76±7.49 

96 149.12±3.74 282.35±0.00 
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���E��� 3.11 "�1������4 �������!��-EI
�#�������-����-�!'�����,1��-�,�"#!�,1���-��
        1&�� filtrate 0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#�� (-��> �������<#��� 3 
        ����1#�� ± SE) 

3.4  T�
	���	PCQ����M�O�R�	��8�%������ D9G����E�����
 ��J� 

 3.4.1 F�
G���������JQ�	
� ��9F%����GJ�T8	� B��$D�9 ion exchange F�� 
anionic ����D8T8	�
	�
�"�MQ�F�"T8	�
	�
�"�MQ�JQ� filtrate 0.3 �DGB�
�$DG������8�

�$D� ��9F%���� 

������-���:##>" �
#�����������
0,> BPM-24 1&�� filtrate 0.3 .�3������
3����
��������:##>" �
#�� /$&�����.1&�'G
=;�����"������ ������������!'>��
.:�>3�#�EI

�#���:��1� �!'�����,1��-�,�"#!�,1���-��1&�� filtrate �������,1 ���
��
.:�>EI
�#�#�
�

"��3��
��.#����'G
����"������������#G�
&�� "#!�����!��-EI
�#�����.�������='�
�9��!����'��!��.1& �#������ ���.���'G
����"�����������1��
1&������� &� &
 �� filtrate ���
2�&2
���;��� �����*���#����2�&;��� 1��
�*
/$&������;��
2�����!���-���,�0�Q-�����
 ����
.:�>
3�#�EI
�#���:��1� 1&����0�����H �����;���=;�.�3:.:�>������1�������B����
������ ����� 

��
.:�>3�#�EI
�#���:��1��-.1&2
�����*
�$�����-�,��
�1 (Hisae and 
Yukio, 2006)  ��������
���/��
��
�*
.1&��������2'&-���,�0�Q�����-�����
2
�������H ���
 
��,�
 (Estrella "#!�4!, 2005), �#�� (Siddiq "#!�4!, 1996), ���
����H ���#&�� (Chang-
Peng Yang "#!�4!, 2001), ����-���� (Eva M. "#!�4!,1999), ���$- (Chunhua Shi "#!
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�4!, 2002) "#! �!� ���� (Casado J. "#!�4!, 2004) ��	
�&
    �����
����� �� 
Wititsuwannakul "#!�4! (2002) :;��.1&������;�����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� �������$�2
 
B-serum ���.1&
*��������������
0,> RRIM600 31����/��
��#��
> CM-sepharose CL-6B 
�-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1��
�1�-��� 2 "=- ��� PPO-Ι ��	
.�3:.:�>'#�� "#! 
PPO-ΙΙ ��	
.�3:.:�>��� ����!�����1&����#������� &� &
  0.1 3�#��> NaCl "#! 0.2 3�#��> 
NaCl ���#��1�-  

/$&������������
2��!;�����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ������1�������B����

������ �����31���������
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 2'&-���,�0�Q-�����
"#!;����,4��-���
 �� 3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�> ����:##>" �
#��������������
0,> BPM-24  /$&�����.1&

���:##>" �
#��������11&�� 0.2 3�#��> phosphate buffer pH 6.5  ����� 3% PVPP + 0.25% 
TritonX-100 2
��������
 1:1  ���
�*

�������!��
1&����#��"��3��
���:�#�E��������
������� 80% #!#���#�-1&��  0.02 3�#��> sodium phosphate buffer pH 7  �����2'&-���,�0�Q
'#����0�1&����
31���0�"��
����/��
��#��
> hydrophobic interaction column (HIC)  :;�����-
��1,#1&�� 0.02 3�#��> sodium phosphate buffer pH 7  �������#��  (NH4)2SO4  1.0 3�#��>
"#&��!1&��-�E�E��>�������#��   (NH4)2SO4  0.5 3�#��> �-��� '#������������'���
.:�>3�
#�EI
�#���:��1� ��� &� 3.1.1 �!�-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  ����� 2 "=-����
�*
 
(1�����
'#�����!��
3����
) :;��.�������="�� 3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�> .1&���
�&����� ( &��$#.��"�1�) 1��
�*
/$&������;���#���
��2�&��#��
> con-A agarose :;����	
3����3��
���EEI"--��-������! (affinity chromatography) ��������2'&-���,�0�Q 31����-��1,#2
��#��
>
1&��  TC -�E�E��> (0.01 3�#��> tris-HCl + 0.14 3�#��> NaCl + 0.01 3�#��> CaCl2)  "#&��!
��#��
>1&�� TE -�E�E��> (0.01 3�#��> tris-HCl + 0.14 3�#��> NaCl + 0.01 3�#��> EDTA) 
"#!-�E�E��>�����
*����# methyl-mannoside ����� &� &
 5, 10, 20, 40, 80 "#! 100 ��##�3�
#��>  ���#��1�- "#&�
��.�����'���
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 31���0����#�3��3E��:�� "--
�9��0���������� &� 3.1.1  �-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 3 "=- ��� ��� TC -�E�E��> 
(unbound) �- 1 "=- ("=- Z)  ��� 5-10 ��##�3�#��> methyl-mannoside  �-��� 1 "=- ("=- 
Y1)    "#!��� 20-100 ��##�3�#��> methyl-mannoside  �-��� 1 "=- ("=- Y2) "��"=- Y2 ��
#���4!��!���.������1"#!�����"=- Y1 �!�
��1&�� (�$���� 3.13) "�&����!���"��"=- Y1 
"#!"=- Y2 ��������
.��.1&��*�'�1 "������,�.1&��� "=- Y1 "#!"=- Y2 ��	
.�#3�
3����
 :;����
*����#"�
3
���	
���>��!��-"#!"=- Y2 ������>�:G
�> ��
*����#�$�����"=- 
Y1   ���
"=- Z  .����
*����#"�
3
���	
���>��!��-��	
.�3:.:�>����#�����.1&��G� "#!
�!�!��������#���
����#&��"=- Z ����-2
2-:;����	
.�3:.:�>���.����=������
��
 ��� �!'��.�
��������1�����!�,&
 .1&"�� ������2'&���1-�1"/#, �����!�,&
1&��:$3�����>'��� CuSO4  1��
�*




 

 

 

75 

 

/$&������;�.1&
�����������:##>" �
#�����.��/��
�����!�,&
"#!/��
�����!�,&
1&�� filtrate  0.3 
.�3������3����
��������:##>" �
#�� ��/��
��#��
> DEAE-Sepharose CL-6B :;�����-
��1,#1&�� 0.02 3�#��> sodium phosphate buffer pH 7 "#&��!��#��
>1&��-�E�E��>�������#��
����� &� &
  0.05 3�#��> NaCl - 0.09 3�#��> NaCl  '#������������'���
.:�>3�#�EI
�
#���:��1� 31���0����#�3��3E��:�� "--�9��0������� ��� &� 3.1.1 ������*� �������� 2

�,1���.��/��
�����!�,&
 �!�-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� �����
&�� 5 "=-��� unbound 
(basic), 0.05 3�#��> NaCl (PPO1), 0.07 3�#��> NaCl (PPO2), 0.08 3�#��> NaCl (PPO3) 
"#! 0.09 3�#��> NaCl (PPO4) (�$���� 3.14) 31�"=- PPO1 ��#���
��������-"=- Z ����#���
"#&� &���&
 ���
 PPO2 ��������-����!1&�� TE -�E�E��> "���������4
&������;��&��.����1  
PPO3 "#! PPO4 ��#���
���.1&2�#&�������-"=- Y1 "#!"=- Y2 ���
2
�,1���/��
�����!�,&
�!
�-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ����� 3 "=- ��� "=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ����!
1&������� &� &
��#�� 0.07 3�#��> NaCl, 0.08 3�#��> NaCl "#! 0.09 3�#��> NaCl  "#!
�-����������4�$�����2
�,1���.��/��
�����!�,&
 (�$���� 3.15)  1��
�*
"=-��
.:�>3�#�EI
�
#���:��1� 1���#��������	
"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ������1 ;*
�
��������!--�B����

 ��������� (���E��� 3.12, ���E��� 3.13)   

�
�������/$&������
2�����!;�����
.:�>3�#�EI
�#���:��1���������� &����-
�!--�B����
 ���������1��
�*
�;��#��� PPO3 "#! PPO4 :;����	
.�3:.:�>'#�� (major 
isozyme) ��;����,4��-���������!����H ���
 PPO1 ��	
 .�3:.:�>���������������� ��	

"=-�������$�2
0�������"���!�#�����.1&�������1��G� 1��
�*
/$&������;��#���"=-
�*��;���
��������������;���=;�����"�������������� .�3:.:�> PPO3 "#! PPO4 1&�� �����
����*� 3 .�3:
.:�> ��'���������.�������!�-���  �-��� PPO1 �������������.�������! 6,004.55 �$
�����
��##�����3����
 ��1��	
����-���,�0> 4 ���� ���
 PPO3 "#! PPO4 �!�������������.�
������! 141,665 �$
�������##�����3����
 "#! 1,900,000 �$
�������##�����3����
 ��1��	

����-���,�0�Q 94.44 ���� "#! 1,266.67 ���� ���#��1�- (�������� 3.12)    ��������
���/��
��
2
���
 �� B-serum ���
*��������������
0,> RRIM600  ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1����/��

������2'&-���,�0�Q-�����

�*
  �-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 2 .�3:.:�> (PPO-Ι "#! PPO-
ΙΙ)  :;�� PPO-ΙΙ �!�������������.�������! 509.10 �$
�������##����� �$����� PPO-Ι ��������
��������.�������! 233.99 �$
�������##����� '�����!��4 2.5 ���� (Wititsuwannakul "#!
�4!, 2002) ���
�1�����-�����
 �� Chunhua shi (2001) �-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 2 
.�3:.:�> 2
���$- :;�� PPO-Ι �!�������������.� 3,700 �$
�������##����� ��1��	
 72 �������
������1��*��&
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�����
�� PPO1, PPO3 "#! PPO4 .�������#�3��3E��:��"--"�#��9��
0������������0� &� 2.5.6 ����e��������#���
��� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1���*� 3 .�3:
.:�>�#�-����$�������"'
���1�����
 ��,�.1&��� PPO1, PPO3 "#! PPO4 ����!��
*��'
��
3��#�,#2�#&�������
 ���
2
���������#�3��3E��:��"--�9��0�������"#&� PPO1 ��#���
���.1&
.�#����,1
�*
 �����	
����! PPO1 ����!�,�������:;�������#���
���2
���������#�3��3E��:��
"--�9��0�������
�*
�! ;*
��$���-
*��'
��3��#�,#"#!��!�, 1��
�*
����� PPO1 ��#���
���.1&.�#
���� PPO3 "#! PPO4 �;���,�.1&��� PPO1 ����!�,������� PPO3 "#! PPO4 (�$���� 3.16) 

'#�����
�*
�;�
�� PPO1, PPO3 "#! PPO4 .�������#�3��3E��:��"--"�#�
�9��0������������0� &� 2.5.7 "#&��&��3����
1&��:�#����>.
���� �-���.�������=��,�

*��'
��3��#�,# ��3�#�EI
�#���:��1���*� 3 .�3:.:�>.1& �
������������3����
������
�
��$�"��
.�����
�� (�$���� 3.17) �����.��G��� ����-���,�0�Q ��.�3:.:�>���������.1&������$���� 
��!��4 100 "#! 1,000 ���� ���'��- PPO3 "#! PPO4 

 

�$���� 3.13 "�1�.�3:.:�> ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�����:##>" �
#��9��'#��/��

    ��#��
> conA-agarose     lane1 : "=-��
.:�>���
#���#��
> lane2 : "=-3�#�EI-
    
�#���:��1�.�3:.:�>����!1&�� TC -�E�E��>  lane3 : "=- 3�#�EI
�#���:��1�
    .�3:.:�>����!1&�� TE -�E�E��> lane 4-9 : "=- 3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>����!
    1&�� -�E�E��>�����
*����# methyl-mannoside ����� &� &
 5, 10, 20, 40, 80 "#! 
    100 ��##�3�#��> ���#��1�- 
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�������� 3.12 "�1��������-���,�0�Q ��.�3:.:�> PPO1, PPO3 "#! PPO4 

step total protein(mg) total activity (u) 
specific activity 

(u/mg) 

purification 

fold 

crude 82.00 123,000.00 1,500.00 1.00 

PD-10 39.44 255,600.00 6,480.07 4.32 

DEAE-Sepharose CL-6B     

PPO1 6.16 37,000.02 6,004.55 4.00 

PPO3 0.04 5,099.94 141,665.00 94.44 

PPO4 0.02 34,200.00 1,900,000.00 1,266.67 
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���E��� 3.12  "�1������43����
"#!�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�'#��/��
��#��
> ion-exchange ����:##>" �
#�����.��=$� 
        ��!�,&
1&�� filtrate 0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#�� 

PPO2 

PPO3 

PPO4 

PPO1 

Basic 
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���E��� 3.13  "�1������43����
"#!�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�'#��/��
��#��
> ion-exchange ����:##>" �
#�����=$���!�,&

        1&�� filtrate 0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#��

PPO2 

PPO3 

PPO4 
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�$���� 3.14 "�1�"=-.�3:.:�> ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�����:##>" �
#�����.��=$�     
    ��!�,&
9��'#��/��
��#��
> ion exchange"-- anionic   lane1 : "=-��
.:�>-   
    3�#�EI
�#���:��1����
/��
��#��
>  lane 2 : "=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1����
    �!1&�� 0.02 3�#��> phosphate buffer pH 7.0 lane 3-7 : "=-��
.:�>3�#�EI-    
    
�#���:��1�'#��/��
��#��
>����!��#��
>1&��-�E�E��>�������#������� &� &
  0.05, 
    0.06, 0.07, 0.08 "#! 0.09 3�#��> NaCl ���#��1�- 

 

 

 

 

 

 

 

�$���� 3.15 "�1�"=-.�3:.:�> ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�����:##>" �
#�����=$���!�,&

    9��'#��/��
��#��
> ion exchange "-- anionic   lane1 : "=-��
.:�>3�#�EI-   
    
�#���:��1����
/��
��#��
> lane 2 : "=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�����!1&�� 
    0.02 3�#��> phosphate buffer pH 7.0 lane 3-7 : "=-��
.:�>3�#�EI
�#���:�-
    �1�'#��/��
��#��
>����!��#��
>1&��-�E�E��>�������#������� &� &
  0.05, 0.06, 
    0.07, 0.08 "#! 0.09 3�#��> NaCl  ���#��1�- 
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�$���� 3.16 "�1�"=-3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>�����-����-�!'�������������#�3��3E��:��
    "--.��"�#��9��0�������"#!"--"�#��9��0�������  A) native-PAGE  B) 
    SDS-PAGE 

 

�$���� 3.17 "�1�"--"/
3����
 �� 3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>'#�����������#�3��3E��-
    :��"--"�#��9��"#!�&��1&��:�#����>.
���� lane1: "=-3����
������
 lane 
    2: "=-3����
���
���!��
3����
  lane3 : "=-3����
'#�����!��
3����
 
    lane 4: "=-3����
'#��/��
��#��
> PD-10 lane 5-7: "=-3����
'#��/��
��#��
> 
    ion-exchange 31���� lane 5: PPO1  lane 6: PPO3  lane 7: PPO4 

A B

kDa 
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3.5  T�
	�Z[
\	BMN�$
\N"%������ D9G����E�����
 ��J�C�$�T8	�B��$D�9 ion 
exchange F�� anionic 

 3.5.1 Z[
\	B	D��	��	"�8��$������%��G����E�����
 ��J���G � D9 C�$�
T8	�B��$D�9 ion exchange F�� anionic 

  
�����#!#�����.1&'#�����/��
��#��
> ion exchange "-- anionic ����!1&��
��#������� &� &
 0.05 3�#��> (PPO1), 0.08 3�#��> (PPO3), 0.09 3�#��> (PPO4)  ��
����'�����������!�����-����� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  �����2�&��-��������"������
��
 .1&"��  catechol, L-dopa, dopamine "#! catechin  ���'��- catechol �!2�&�e�������
�1�����-���'������������.�2
 &�  2.4.4 31���� PPO3 "#! PPO4 2�&����� &� &
 �� 
catechol ��� 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 "#! 0.3 3�#��>  ���'��- PPO1 2�&����
� &� &
 0.003, 0.006, 0.0125, 0.025, 0.05 "#! 0.1 3�#��> ���
 L-dopa, dopamine "#! 
catechin  �!2�& 0.1 M phosphate buffer,   pH 6.5 /����-����� &� &
 ����-��������
"��������
 ��� 0.0075, 0.015, 0.03, 0.05, 0.07 "#! 0.1 3�#��>  �-��� ��
.:�>3�#�EI
�
#���:��1� ��*� 3 .�3:.:�> ������������!�����-����� 2 �
�1��� catechol "#! dopamine 
���
 L-dopa "#! catechin .���-��������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  31���� PPO1 
�!������!��-��-�������*� 2 �
�1"���!������������!��- catechol ������� dopamine  :;����
��� Km ������- 33 ��##�3�#��> "#! 83 ��##�3�#��> ���#��1�-    PPO3 �!������������!��- 
catechol  :;������� Km ������- 83 ��##�3�#��>   ���
 PPO4 �!������������!��- dopamine  
:;������� Km ������- 50 ��##�3�#��> (�$���� 3.18, ��������  3.13) ��������
 �� 
Wititsuwannakul "#!�4! (2002) ���;������ Km  ����
.:�>  PPO-Ι  "#! PPO-ΙΙ 31��� 
dopamine, L-dopa "#! catechol ��	
��-����� �-��� Km  �� PPO-Ι �����������- 2.08, 
8.33 "#! 9.09 ��##�3�#��>   4!��� PPO-ΙΙ �����������- 2.12, 4.76 "#! 7.14 ��##�3�#��> 
���#��1�- ����-����� &���&
 31���� PPO-Ι "#! PPO-ΙΙ �!������������!��- dopamine 
������� catechol  ��!��4 4 ���� :;����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ���.1&������
 B-serum 
 ��
*�����
�*
�!������������!��-��-����������� diphenol  ������� monophenol  
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�$���� 3.18 "�1������������E���'� Km "#! Vm (A) �����������E  Michaelis-Menten  (B) 
�����������E Lineweaver-Burk plot (-��> �������<#��� 3 ����1#�� ± SE) 
 
�������� 3.13  ��,��������������!�����-����� ��3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�> 

Km (M) Vm (O.D./min/ml) 
Substrate 

PPO1 PPO3 PPO4 PPO1 PPO3 PPO4 

dopamine 0.083 0.2 0.05 25 2.5 10 
catechol 
L-dopa 
catechin 

0.033 
ND 
ND  

0.083 
ND  
ND  

0.167 
ND  
ND  

10 
ND  
ND  

0.5 
ND  
ND  

5 
ND  
ND  

 

 

A

B

1/V

1/K
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3.5.2 Z[
\	B	D��L����8�B	D��k�
�JJ8	�%��G����E�����
 ��J���G � D9
C�$�T8	�B��$D�9 ion exchange F�� anionic 

  
�����#!#�����.1&'#�����/��
��#��
> ion exchange "-- anionic ����!1&��
��#������� &� &
 0.05 3�#��> (PPO1), 0.08 3�#��> (PPO3), 0.09 3�#��> (PPO4) ��
����'�������=������������	
��11��� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 31�-�����#!#��
2
 pH buffer 2-10 2
��������
 1:1 ����,4'9$��'&����	
��#� 1 ����3�� ���
�*

����'����
��������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 2
 0.1 3�#��> phosphate buffer, pH 6.5 
������� 0.86  ��##�#���31�2�& 0.5 3�#��> dopamine ������� 0.06 ��##�#��� ��	
��-����� 
(�
������� dopamine ��	
��-��������������!�����*� 3 .�3:.:�> "#!��	
��0��������������
�1#��) �-��� PPO1 .�������=�
����9��!�����	
��1'������� pH 2-5 "���!�����=�
.1&
1�����9��!��	
�#��=;�1���'������� pH 6-10  PPO3  �!�������
����9��!��1"#!1��� '��� 
�,����� pH .1&.��"��������
���
�� "���!.�������=�
.1&�#�2
���� pH 9 "#! 10  ���
 
PPO4 �!�����=�
����9��!�����	
�#��=;�1���'������� pH 5-10 .1&��	
�����1� (�������� 
3.14, ���E��� 3.14) :;��/#����1#����	
.�2
����1�����
��-2

*����� (Wititsuwannakul 
"#!�4!, 2002) "#! ���
����H ���#&�� (Chang, 2001) ����
.1&1�2
���� pH 4-10  31�2�& 
10 ��##�3�#��> dopamine ��	
��-����� :;���!"�����������
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ���.1&
����!� ���� ( Casado-vela.J, 2004) "#! ���#�1 (Jinsen, 2004) ����������
������� pH 4-
6  '���2
�9��!�����	
��1����
�*
 31��� tert-butylcatechol (TBC) "#! catechol ��	

��-�����   �����.��G��� �����
����9��! pH �������H��
 ������! ;*
��$���-  �*
��
2
���
���1, ����-���,�0�Q ����
.:�>, �
�1 ��-�E�E��>���2�&, ��-��������2�&���'��-���������!'> "#! 
���"'
������- ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�2
�:##>��� (Alyward "#! Haisman, 1969) 
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�������� 3.14 "�1������������.� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4 ��� pH ����H (��� ± ���
����<#��� 3 ����1#�� ± SE) 

 

pH PPO1 (unit/ml) PPO3 (unit/ml) PPO4 (unit/ml) 

2 875±35.36 400±35.36 875±35.36 

3 1150±70.71 487.5±17.67 975±35.36 
4 925±35.36 612.5±17.67 850±70.71 

5 1125±106.07 650±35.36 3825±35.36 
6 9100±141.42 862.5±53.03 4125±106.07 

7 9650±70.71 912.5±17.67 4050±70.71 
8 9225±106.07 762.5±17.67 4125±35.36 

9 9050±70.71 300±0.00 4150±70.71 

10 9150±141.42 0 3700±70.71 
 

 

���E��� 3.14 �����-����-�����������.� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4 ��� pH ����H (-��> ���
����<#��� 3 ����1#�� ± SE) 
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3.5.3 Z[
\	B	D��L����8��MNC^SD�%��G����E�����
 ��J���G � D9 C�$�T8	�
B��$D�9 ion exchange F�� anionic 

  
��.�3:.:�> PPO1, PPO3 "#! PPO4 ��'����������=�������,4'9$��  31�
-�����#!#������,4'9$�� 0-80 ����:#�:��� ��	
��#� 30 
��� �������-���'
1��#�
����"��
2

*��" G��������1��G� '#�����
�*

����'������������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 2
 
0.1 3�#��> phosphate buffer, pH 6.5 ������� 0.9  ��##�#���31�2�& 0.5 3�#��> dopamine 
������� 0.06 ��##�#��� ��	
��-����� �-��� ����,4'9$�� 10-40 ����:#�:���  �!��	
�������  
PPO1 �
.1&���
�1�����-2
/����1 �� (Takeshi "#!�4!, 2001) "#! /#�!� ���� 
(Casado "#!�4!, 2004)     PPO3  �!�
.1&1�����,4'9$����*�"�� 10 ����:#�:��� "#!�!�

.1&1�����,1����,4'9$�� 70 ����:#�:��� :;���!"��������� PPO4 ��� PPO4 �!�����=�
.1&1�
��*�"���,4'9$�� 10 ����:#�:���"#!�����=�
.1&1�����,1����,4'9$�� 60 ����:#�:��� (�����
��� 3.15, ���E��� 3.15) /#���;�����	
.�2
����1�����
��- ��
.:�>3�#�EI
�#���:��1���*� 
2 .�3:.:�> 2
���
 ��-�-:��������
*��������� (Wititsuwannakul "#!�4!, 2002), /#��,�
 
(Estrella "#!�4!, 2007) "#!���
����H ���#&�� (Chang-Peng, 2001) 
 
�������� 3.15 "�1������������.� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4 ��� �,4'9$������H (��� ± ���
����<#��� 3 ����1#�� ± SE) 

 

Temperature(°C) PPO1 (unit/ml) PPO3 (unit/ml) PPO4 (unit/ml) 

10 8100±35.36 700±70.71 4000±141.42 

20 8175±35.36 825±70.71 4450±106.07 
30 7200±17.68 638±70.71 3950±70.71 

40 7025±35.36 1075±106.07 4625±35.36 
50 1775±35.36 1151±35.36 4325±106.07 

60 1800±53.03 1513±70.71 5950±70.71 
70 1150±35.36 2125±70.71 2750±70.71 

80 1025±35.36 575±70.71 2050±106.07 
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���E��� 3.15  �����-����-�����������.� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4 ��� �,4'9$������H 
(-��> �������<#��� 3 ����1#�� ± SE) 

3.5.4 Z[
\	
	��$��$���]�
����	%��G����E�����
 ��J���G � D9 C�$�T8	�
B��$D�9 ion exchange F�� anionic 

�������2
�����-��*��e������� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ��'#�������� 
���
 �#,�� �� reducing agent, copper-chelating compounds "#! antioxidants ��	
�&
 :;��
���'
&����2
����B����
������1��
*����# ��/#.�&"#!������
H (Vamos-Vigyazo, 1981) /$&�����
.1&
��.�3:.:�> PPO1, PPO3 "#! PPO5 ������'��e������������-��*� ����
.:�>3�#�EI
�
#���:��1�  31�2�& ascorbic acid  �������1#�� �� Augustin "#!�4! (1985),   Lee "#!
�4! (1983)    2�&  EDTA, CuSO4 "#! NaCl �������1#�� �� Chang-Peng Yang "#!
�4! (2001)     2�&  2-mercaptoethanol, NaN3 "#! citric acid �������1#�� �� Takeshi 
Nagai "#!�4! (2001), Sakiroglu "#!�4! (1996),  Nathalie "#!�4! (2006)   2�&  DTT, 
Salicylic acid "#! SDS �������1#�� �� Dogan "#!�4! (2002-2005), Wititsuwannakul 
"#!�4! (2002)  31�2�&����� &� &
2
�e���������	
  1 ��##�3�#��>  -�����#!#��1&�����
��-��*�����H2
��������
 1:1 (������� : 3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�>) ��	
��#� 5  
��� �����
��-���'
1��#�
����'������������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 2
 0.1 3�#��> 
phosphate buffer, pH 6.5 ������� 0.9  ��##�#���31�2�& 0.5 3�#��> dopamine ������� 0.06 
��##�#��� ��	
��-����� �-��� SDS, NaN3, ascorbic acid, β -me "#! DTT  �����=��-��*� 
PPO1  ��1��	
 54.59%, 84.48%, 89.08%, 90.80% "#! 93.10% ���#��1�- ���
 CuSO4, 
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EDTA, NaCl, salicylic acid "#! citric acid �����=��!�,&
�e���������1��	
 26.43%, 29.31%, 
43.67%, 48.85% "#! 51.14% ���#��1�-     ���'��- PPO3 �!�� β -me "#! DTT ��	
���
��-��*��e���������1��	
 21.43% "#! 35.71% ���#��1�- "#!�� SDS ��	
�����!�,&
�e����������1�
����,1���  528.57%  ���
 ascorbic acid �!��	
�����!�,&
�e����������
&������,1���  35.71%  "#!
�����
�� PPO4 ������'������-��*��e�������
�*
 �-��� NaN3, ascorbic acid, β -me "#! DTT 
��	
�����-��*��e���������1��	
  46.55%, 72.41%, 82.76% "#! 79.31 ���#��1�-  "#!�� SDS, 
Cu2SO4, EDTA, NaCl, salicylic acid "#! citric acid ��	
�����!�,&
�e������� :;�� salicylic acid 
�!��	
�����!�,&
�e����������1�����,1��1��	
 87.93% (�������� 3.16, ���E��� 3.16, ���E��� 3.17) 
���/#����1#�� &���&
�!�'G
.1&���  β -me "#! DTT ��	
���������'
&������	
�����-��*�.1&1�
��*� 3 .�3:.:�> :;����1�#&����-��
�������������
���   β-me "#! DTT  ��'�$� sulfhydryl :;�����
'
&����2
�����-��*���!-�
�����#�����>.�:> �� o-diphenol .���	
 o-quinones 31� ��1��:> 
quinones 2'&�#�-.���	
���EI
�#��  4!�����-���������������
���.��
'�1 (Sanada "#!
�4!, 1972., Golan-Goldhirsh "#! Whitaker, 1984)   ��*�
�*��������
 ��'�$� sulfhydryl �!
 ;*
��$���-3�����&�� ��3��#�,#"#!���"'
�� �� '�$� sulfhydryl 2
3��#�,# (Friedman, 1994)  
 4!����,4��-��� �����������!�9�3#'!'
�� (copper) �����=����������������.� ��
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  .1&�,�.�3:.:�>�
���������
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ��	

��
.:�>������������>��	
���>��!��- (copper-containing) (Matheis, 1983)  ascorbic acid 
��	
����#,�� reducing agent '������ antioxidant ���'
&������-��*���������
 ���������>  
"#!��-��*������������
 �� diphenol ���
��.��$�������1��
*����# (Valero "#!�4!, 1992)     

�����
�* �#,�� �� halide salts ��� NaCl �����=��-��*��������e������� ����
.:�>3�#�EI
�
#���:��1�  .1&����!��42
�
�*��������� (J.Casado-vela "#!�4!, 2004., Yang "#!�4!, 
2000.,  Halim "#! Montgomery, 1978)  "��2
����1#��
�* NaCl .�������=��-��*�������
�e������� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� .1&�#���*� 3 .�3:.:�>    ���
�1�����-  EDTA "#! 
citric acid :;����	
���������'
&����2
����������
"#!3#'!'
��������������1 31����1$1:�-
���EI
�#��.�& :;���������1#�� �� Nathalie "#!�4! (2006) �-��� EDTA "#! citric acid 
�����=�����*��e�������.1&2
���� pH ����H  "�����'��-����1#�����*�
�*.�������=��	
�����-��*�
�e����������1�.1& ���'��- SDS ��	
��� detergent  ������ anionic  �����=����������������.�
 ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ���������= �� SDS  ������ &����-�����#���
"�#� ��
�,4��-���������9��"#!3�����&�� ����
.:�> (Moore "#! Flurkey, 1990)   
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�������� 3.16 "�1���������-��*�"#!�����!�,&
�e������� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4  

PPO1 PPO3 PPO4 
��� 

%inhibition %activation %inhibition %activation %inhibition %activation 
SDS 54.60 - - 528.57 - 20.69 
β -me 90.80 - 21.43 - 82.76 - 
NaN3 84.48 - - 78.57 46.55 - 

Ascorbic acid 89.08 - - 35.71 72.41 - 
DTT 93.10 - 35.71 - 79.31 - 
CuSO4 - 26.44 - 371.43 - 84.48 
EDTA - 29.31 - 150.00 - 46.55 
NaCl - 43.68 - 171.43 - 60.34 

Citric acid - 51.15 - 192.86 - 82.76 
SA - 48.85 - 435.71 - 87.93 

 

 

���E��� 3.16 "�1���������-��*��e������� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4  
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���E��� 3.17 "�1���������!�,&
�e������� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4 
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����� 4 

��M�T�
	��J��� 

 4.1 ��������!�,&
��*� 3 "-- ��� ������2'&���1-�1"/# �����!�,&
1&��:$3�����> 
"#! CuSO4 
�*
 ��/#��� ������������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�.�2
���
���1�����
 
��� �!�����"=-.�3:.:�> ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  3 "#! 4 "=-2
�,1��-�,�"#!
�,1�����!�,&
 ���#��1�-  31�2
�,1���=$���!�,&
1&������� &� &
����� ;*
"#!��#���� ;*
�!�-
"=- Y :;����	
"=-������1��������!�,&
��1 ;*
 "#!�����2�&����� &� &
 ��:$3�����>"#! 
CuSO4 ����$����
.�
�*
�!���2'& "=- Z :;����	
"=-�������$�2
0������� ����
.:�>3�#�-          
EI
�#���:��1� ����H'��.�  

4.2 ��0�������1���2'&/# ����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1��$�����,1 ��� 0.2 
3�#��> phosphate buffer  pH  6.5 ����� 3%PVPP "#! 0.25%TritonX-100  "#!������!��

3����
��� 80% �!2'&�����������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1��$�����,1 

4.3 /#��������-����-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ���2-, ��#G1 "#!�:##>
" �
#�� �����������
0,> BPM-24 �-��� 2
2-"#!��#G1���
�!����e"=-.�3:.:�> 3 
"#! 4 "=- 31�"=- basic "#! "=- Z ��	
.�3:.:�>�������$�"#&�2
0�������   "=- X ��	
.�
3:.:�>���-��-�������
0,> (2
��
0,> BPM-24 ��#���
����&�����2
 RRIM600)   "=- Y ��	
.�3:
.:�>�;�����1��������!�,&
2'&���1-�1"/#  ���
2
�:##>" �
#���!�-����"����������-
"=- Y 2
�����4�$����
"#!'#�������!�,&
 ������������!�,&
������,
"��"=-��
.:�>3�#�-  
EI
�#���:��1� �!#1#����  2 "=- ("=- Y "#! Z) �'#������� 1 "=- ("=- Y) 31�"=- Y 
 ���:##>" �
#����#���
���.1&2�#&�������-"=- Y ����-2
2-��� 

4.4 /#���-���:##>" �
#��1&��:$3�����>"#! CuSO4 ��	
��0����.���'��!������!���
2'&�:##>���1������������
.� 

4.5 /#���-���:##>" �
#��1&�� filtrate �������� &� &
��1��	
 0.3 .�3������3����

��������:##>" �
#�� �-��� �:##>�!����������"������������&�������#���
��*�"������3����� 16 
"#!�����"������,1�������3����� 80 '#�����
�*
��������"���!����H#1#� �����������-
�����43����
�-��� 2
�,1��-�,������43����
���
 &���!�����"#!2
�,1�1#�������4
3����
'#���������3����� 56 �!#1#�������H  

4.6 /#���;�������������!'>��
.:�>EI
�#�!#�
�
"��3��
��.#��� '#��-���:##>
" �
#��1&�� filtrate �������� &� &
 0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#�� �����
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�������!'>�$�����,12
����3����� 16 ��1��	
 102.41 % :;����	
����3��"��H  ������1#�� "#!
����H #1#�������H �
��!���������2
����3����� 40  

4.7 /#���;�������������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� '#��-���:##>" �
#��
1&�� filtrate �������� &� &
 0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#�� �-��� 2
�,1��-�,�
����������!'>��
.:�> PPO ���
 &���!����� ����������-����-��-�,1���=$���!�,&
 �-��� �����
�������!'>��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ��������,1��-�,���*�"������3����� 8 ��� 10,737.75     
�$
�������##�#��������##�����3����
 ��1��	
 61.92%  "#!������������!'>����� ;*
������H  
�
��!����������������!'>�������,12
����3����� 96 ��� 25,158.36 �$
�������##�����3����
 ��1
��	
 244.25% (���������-��-�,1��-�,�) 

4.8 /#���;�������������!'>�����!��-EI
�#��'#��-���:##>" �
#��1&�� filtrate 
�������� &� &
 0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#�� 2
�,1��-�,��!������������!'>
�����!��-EI
�#�����
&�������,1���.1&��-�����!�,&
"#!�����4 �������!��-EI
�#�� ��
��*� 2 �,1 ���
 &���!����� �����.��G��� 2
����3����� 96 ��"
�3
&� ������!�������!��-   
EI
�#������$� ;*
 

4.9 �����
��������1����:##>" �
#����
0,> BPM-24 /��
��#��
> hydrophobic 
interaction column (HIC) 31�2�& 0.02 3�#��> sodium phosphate buffer pH 7 �-"=-
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  ����� 2 "=-�'���
��-������1������&
  /$&������;���#���
��2�&
��#��
> con-A agarose �-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� 3 "=- ��� ��� TC -�E�E��> 
(unbound) �- 1 "=- ("=- Z)  ��� 5-10 ��##�3�#��> methyl-mannoside  �-��� 1 "=- ("=- 
Y1)  "#!��� 20-100 ��##�3�#��> methyl-mannoside  �-��� 1 "=- ("=- Y2) "��"=- Y2 ��
#���4!��!���.������1"#!�����"=- Y1 �!�
��1&�� 

4.11 �����
��������1����:##>" �
#����
0,> BPM-24 ���.��/��
�����!�,&
"#!/��

�����!�,&
1&�� filtrate  0.3 .�3������3����
��������:##>" �
#�� ��/��
��#��
> ion 
exchange "-- anionic 31�2�& 0.02 M sodium phosphate buffer pH 7   2
�,1���.��/��
���
��!�,&
 �-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� �����
&�� 5 "=-��� unbound (basic), 0.05     
3�#��> NaCl (PPO1), 0.07 3�#��> NaCl (PPO2), 0.08 3�#��> NaCl (PPO3) "#! 0.09      
3�#��> NaCl (PPO4)  2
�,1���/��
�����!�,&
�!�-"=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1�#1#�
�'#������� 3 "=- ��� "=-��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ����!1&������� &� &
��#�� 0.07 3�
#��> NaCl (PPO2), 0.08 3�#��> NaCl (PPO3) "#! 0.09 3�#��> NaCl (PPO4) "#!�-2

�����4����$�����2
�,1���.��/��
�����!�,&
 �����
����'���������.�������!  �-���  PPO1 ��
�����������.�������! 6,004.55 �$
�������##�����3����
 ��1��	
����-���,�0> 4 ���� ���
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PPO3 "#! PPO4 �!�������������.�������! 141,665 �$
�������##�����3����
 "#! 
1,900,000 �$
�������##�����3����
 ��1��	
����-���,�0�Q 94.44 ���� "#! 1,266.67 ���� 
���#��1�- 

4.12 /#���;�������������!�����-����� ��3�#�EI
�#���:��1�.�3:.:�> �-��� 
��
.:�>3�#�EI
�#���:��1� ��*� 3 .�3:.:�> ������������!�����-����� 2 �
�1��� catechol 
"#! dopamine ���
 L-dopa "#! catechin .���-��������.� ����
.:�>3�#�EI
�#���:��1�  
31���� PPO1 �!������!��-��-�������*� 2 �
�1"���!������������!��- catechol ������� 
dopamine  :;������� Km ������- 33 ��##�3�#��> "#! 83 ��##�3�#��> ���#��1�-   PPO3 �!��
����������!��- catechol  :;������� Km ������- 83 ��##�3�#��>   ���
 PPO4 �!������������!
��- dopamine  :;������� Km ������- 50 ��##�3�#��> 

4.13 /#���;���������=������������	
��11��� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4 
�-��� PPO1 .�������=�
����9��!�����	
��1'������� pH 2-5 "���!�����=�
.1&1����
�9��!��	
�#��=;�1���'������� pH 6-10  PPO3  �!�������
����9��!��1"#!1��� '��� �,�
���� pH .1&.��"��������
���
�� "���!.�������=�
.1&�#�2
���� pH 9-10  ���
 PPO4 �!
�����=�
����9��!�����	
�#��=;�1���'������� pH 5-10 .1&��	
�����1� 

4.14 /#���;���������=�������,4'9$�� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4 �-��� ���
�,4'9$�� 10-40 ����:#�:��� �!��	
�������  PPO1 .���$�������������.�   PPO3  �!�
.1&
1�����,4'9$����*�"�� 10-70 ����:#�:��� :;���!"��������� PPO4 ��� PPO4 �!�����=�
.1&
1���*�"���,4'9$�� 10 ����:#�:���"#!�����=�
.1&1�����,1����,4'9$�� 60 ����:#�:��� 

4.15 /#���;��������-��*��e������� �� PPO1, PPO3 "#! PPO4 �-��� SDS, 
NaN3, ascorbic acid, β-me "#! DTT  �����=��-��*� PPO1  ���
 CuSO4, EDTA, NaCl, 
salicylic acid "#! citric acid �����=��!�,&
�e�������  ���'��- PPO3 �!�� β -me "#! DTT 
��	
�����-��*��e������� "#!�� SDS ��	
�����!�,&
�e����������1�����,1  �����
�� PPO4 ������'�
�����-��*��e�������
�*
 �-��� NaN3, ascorbic acid, β -me "#! DTT ��	
�����-��*��e�������  
"#!�� SDS, Cu2SO4, EDTA, NaCl, salicylic acid "#! citric acid ��	
�����!�,&
�e�������   
:;�� salicylic acid �!��	
�����!�,&
�e����������1�����,1 
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1.  
	������D�	C	�������������	 Potato Dextrose Agar (PDA) 

       #!#�� PDA 39 ���� 2

*���#��
������� 1 #��� "#&�
��.� autoclave ��� 121 ¦C 
9��2�&����1�
.�
*��
�
 15 
���  ��*�.�&2'&��G
#���!��4 50-60 ¦C ���
��2����
�#�*�����*�
��
#!��!��4 8 ��##�#��� 

2.  
	������D�	C	�������������	  V8 

       
�� V8 ������� 200 ��##�#��� /����-"�#�:������>-��
������43 ���� ����/��,&
 
20 ���� 2�&
*���#��
���-�������2'&.1& 1 #���  "#&�
��.� autoclave ��� 121 ¦C 9��2�&����1�

.�
*�� ��	
��#�
�
 15 
��� ��*�.�&2'&�,4'9$��#1#���!��4 50-60 ¦C "#!��2����
������
���*���&
/��$
�>�#�� 9 �:
������ ��
#! 10 ��##�#��� 

3.  
	������D�	��"�	�F��J���9J  

      #!#�� Coomassie brilliant blue G-250 ���
�
 100 ��##����� 2
 95 % ����
�# 
������� 50 ��##�#��� ���
�*
���� 85% phosphoric acid ������� 100 ��##�#��� �
2'&� &���

"#&�����������#!#��1&��
*���#��
2'&��������� 1 #��� �������

��.�2�& 

4.  
	������DG�����D	��m	� (BSA) 

      #!#�� Bovine Serum Albumin (BSA) ���
�
 1 ��##����� 2

*���#��
������� 1 
��##�#��� '#�����
�*

�����������1&��
*���#��
2'&������� &� &
 5, 10, 15, 20 "#! 25 
.�3��������� 100 .�3��#��� 

5.  
	�C	���D	NG�����GJ��O�F��J���9J  

       '������43����
 ������������������0� �� Bradford  (1976) 31�2�&�����������
������� 100 .�3��#��� ����e���������-���#!#��"-�1E��>1 ������� 3 ��##�#��� /��2'&� &�
��
��*���*�.�&����,4'9$��'&��
�
 10 
��� ���
�*

������1������1$1�#�
"�������������#��
 595 

�3
���� ���
�
'������ &� &
 ��3����
2
����������� 31�
��������1$1�#�
"�� �����
��������.������-����-��-���E������
 BSA 
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���E������
 BSA 31�2�&�����4 ��3����
 BSA ��	
 5, 10, 15, 20 "#! 25 .�3������ 
���
������1$1�#�
"����� 595 
�3
���� 

6.  
	�C	B	D8���%������ D9�E����"�	���F�DGD���������  (PAL)  �	

�	�  

    D	��m	�%�� trans-cinnamic acid  

       #!#�� trans-cinnamic acid 0.015 ���� 2

*���#��
 10 ��##�#��� �!.1& trans-cinnamic 
acid ���������� &� &
 0.01 3�#��> ���
�*

����������� 10 ���� 2'&.1&����� &� &
 1 ��##�3�
#��> "#&�������'#�1�1#��"#!�����������H 1����������.�
�* 

�����"�1�������� ���������H ����&��2�&2
�e����������������E������
 ��                  
trans-cinnamic acid 

'����# �1#�� ���������� 

(�#.) 1 2 3 4 5 6 

1mM trans-cinnamic acid 0 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 

0.1 M L-phenylalanine 2
 
0.1 M Tris-HCl, pH 8.5 

2,950 2,900 2,850 2,750 2,650 2,550 

0.6 N HCl 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 
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/��2'&� &���
"#&���1������1$1�#�
"�������������#��
 290 
�3
���� 31�2�&'#�1��� 1 ��	
 
Blank 
����� ��
���E������
�!'������������#��
 290 
�3
������-.�3��3�# ��    
trans-cinnamic acid 

 

���E������
 trans-cinnamic acid  31�2�&�����4 �� trans-cinnamic acid ��	
 20, 40, 
60, 80 "#! 100 .�3������ ���
������1$1�#�
"����� 290 
�3
���� 

7. 
	�C	�	���"
���E����
�	

�	�D	��m	� 

 2�����������
 gallic acid  (0-0.12 �������#���) /����-  1 
��>��#  Folin-
Ciocalteau's phenol reagent  ������� 1 ��##�#��� ��*���*�.�&  2-5 
��� ���
�*
���� 20% 
Na2CO3 ������� 2 ��##�#��� ��*���*�.�& 10 
�������,4'9$��'&�� ���
�*

��.���1������1$1�#�

"�������������#��
 730 
�3
���� 
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���E������
 gallic acid 31�2�&�����4 �� gallic acid ��	
 2, 4, 6, 8 "#! 10 .�3������ 
���
������1$1�#�
"����� 730 
�3
���� 
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