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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��
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��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 
mg = Milligram 
ml = Milliliter 
nmole/g = Nanomole per gram 
µg = Microgram 
µl = Microliter 
µm = Micron 
µM = Micromolar 
O.D. = Optical density 
pH = -log hydrogen ion concentration 
PAL = Phenylalanine ammonia lyase  
PDA = Potato dextrose agar 
PDB = Potato dextrose broth 
POD = Peroxidase (o-dianisidine as substrate) 
PPO = Polyphenoloxidase 
SDS = Sodium dodecyl sulphate 
SDS-PAGE = Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel  

electrophoresis 
sp/ml =                Spore per milliliter 
TEMED = N,N,N,N,-tetramethylenediamine 
Tris-HCl =       Tris(hydroxymethylaminomethane)  
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UV = Ultraviolet 
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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&



 

 

 

18 

 

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�"C
8	� 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�� ���
�*

����'������������.� ����
.:�>
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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'��"#!"/���&��
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���.�������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&
;���



 

 

 

72 

 

=;������#���
"�#� �� ���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&��:$3�����>'��� CuSO4  1��
�*
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/$&������;�.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 

 

 

 



 

 

 

94 

 

��
�	��Q	���� 

����"�& 
�����
��. 1995. ����!�����"#!���3
3#��'#�������G-������/��"#!/#.�&.  
$
�>
 ��������"#!M���-����������"'������, ��,�����. 396 '
&�. 

����� ��!�$#
��������2� "#! ����# ���,��. 1998.  /# ���,4'9$������������! ��/#     
 �#&��. �.  ���!.�&/#3, 5-6. 

��
��
 
��!���. 2001. ���"��"#!���!�#�*��3��3��#���> ���������"#!����#$�=���
 ��
. �����
��
0>�����
�����'�-�4��� �� ��������
����> �'������#���� #� 
 
���
��>. 

0���
��1�Q ������>. 1986. 3����� : �#.�"#!��
0,����������13��. 9������3����� �4!
 �����
����> �'������#��0���
����>. ��,�����. 186 '
&�. 


��=0�1�  ��13�0�Q���. 2003. �����1�#��������
0,>�&�
��
������*���
0,>  (germplasm) 
 31�2�&:$3�����>"#!�G��:�
 �����*���  Phytophthora  palmivora.    �����
��
0>
 �����
�����'�-�4��� �� ������������  �'������#���� #�
���
��>. 


�
�� ��������>  0������> 
��-������>  
�#���� 9���������. 1995. �,4��-���"#!'
&���� ��
 �-�&�-1,3-�#$���
�.�3:.:�> ���-�-:����� ��
*���������. �����
��������9������
 �������  �'������#���� #�
���
��>. 

 
,�����#�  1�
���. 2005. .�3:.:�> ������>���:��1���������� &����-����&�
��
3�� ��
 �������.�����
��
0>�����
�����'�-�4��� �� ������������  
 �'������#���� #�
���
��>. 


�#,-# -,�'�������. 2002. /# ����#�:���
"#!:$3�����> �����*��� Phytophthora botryosa 
 ���2-���������
0,>�&�
��
 (BPM-24) "#!��
0,>���
"� (RRIM600). �����
��
0>
 �����
�����'�-�4��� �� ������������  �'������#���� #�
���
��>. 

�-G����
 -�����1��!1���>. 2542. �����1�#��������
0,>�,����
��*
�����9��2�& ����!��

 .������&�
��
������*��� Phytophthora palmivora(Bolt)Bult. 1&������1��-3��"#!
 .�3:.:�> .  �����
��
0> �����
�����'�-�4���  �� �����3 �����
����>
 �'������#���� #�
���
��>. 



 

 

 

95 

 

��!9� ���
�,#  -������ ���0�/# �,.� ��
����!��
 "#! 
���� ��
��>�����. 1997. ����1��-
 �����&�
��
���*�.E���3��� �����. �����
����������������G�, �'�� 38 17300 
 011. 

��!9� ���
�,#  �,.� ��
����!��
 -������ ���0�/# "#! 
���� ��
��>�����. 2000. ����
 �&�
��
3��2-����������1������*� Phytophthora  �������
0,> RRIT 250 "#! RRIT 
 251 2
 �9��'&���e�-������. �����
����������������G�, �������2
�!�-��
�# ��� 42 
 17300  019. 

��!
����>  ���*��4�. 1995. ���
��������!�#�*���
�*���������, 158 '
&�. ��,����� : 9������
 ��������  �4!�����
����> �'������#�������
����>.  

��!�����  ����!��
. 1991.  3���������� .  9������3������4!�����
����> 
 �'������#�������2'��. ��,�����. 337 '
&�. 

����#�> �,�
�#��
> "#!����� ���!3�. 1999. /# ��.:3�.�
�
�������#�*���:##>:����

 ��
���"��"#!����#�*��3��3��#���> ���������. �. �� #�
���
��> ���. 21: 
 169-177. 

��
0>�
�� "���,���4. 2004. �e���������-�
�� ��"�##���������������*��� Phytophthora 
 palmivora. �� � � � 
� � 
 0> �� � � � 
 � � � � � ' � -� 4 �� �  � �  � �� � � �� � � � ��  
 �'������#���� #�
���
��>. 

��G���
  
���,1�. 2006. �e������
0>�!'������#G1���
 "�##��  "#!�:##>" �
#��
 �������   ��-:$3�����>"#!��#�:���
 �����*��� Phytophthora palmivora. �����
��
0>
 �����
�����'�-�4��� �� ������������  �'������#���� #�
���
��>. 

.�3��
>   �� ����
�� .  1982.  '#������3�����.  9������3������4!�����
����> 
 �'������#�������
����>. ��,�����. 386 '
&�. 

�
���� .���!���$�. 2002. ������
��2'&���1"�##��"#!3:��������-��3���
�:�� ��-��'#��
 ��
0,>����-���. �����
��
0>�����
�����'�-�4���. �4!���3
3#���������� 
 �=�-�
���3
3#����!�����#&���&��,4�'��#�1��!-��. 

�# � ��3
�. 1989. ��������!��-�����
�������
�����
;������3�����. �4!�����.  
 �'������#�������
����>. ��,�����. 79 '
&�. 



 

 

 

96 

 

��#���
� ������0����,#  �,�� ���#�,   ���#���4> ����>"1�  �
�1� ���>"'�
 "#!����� ���>
 ��'�. 2003. ������
��2'&���1"�##��"#!������!�#�*���:##>" �
#�� ��-,��
�*�
 ����. Mi�����3
3#�����9��������,���'���� �=�-�
�&
��&�"#!���
�/#��/#���
 ��������"#!�,���'��������� �'������#�������
����>. 

��2� �����!��!��0
> "#!�,1D1� ��!�������
>.  2545. Effect of Termite Mound Bacteria 
 on Disease Suppression and Growth of Acacia. �����
��
0>�����
����
 �'�-�4���. 9������3����� �4!������'������#�������
����>.  

����� ���!3�. 1996. ������!�#�*���
�*���������, '#�����"#!����
���������������, 
 9���������
����> �4!��������0������� �'������#���� #�
���
��>. 126 '
&�. 

Augustin, M. A., Ghazali, H. M. and Hashim, H. 1985. Polyphenol oxidase from Guava 
 (Psidium guajava L.). J. Agric. Food Chem. 36: 1259-1265. 

Beena, P. and Lalitha, R. G. 2000. Purification and Characterization of a  Polyphenol 
 Oxidase from the Seeds of Field Bean (Dolichos lablab). J. Agric. Food Chem.  
 48(9): 3839 -3846. 

Beerhues, L., Werner, S. and Stefan, P. 2000. Xanthone 6-hydroxylase  from cell 
 cultures of Centaurium erythraea RAFN and Hypericum androsaemum L.  
 Phytochemistry 2: 427-431. 

Benkeblia, N. 2000. Phenylalanine ammonia lyase, peroxidase, pyruvic acid and total 
 phenolics variations in onion bulbs during long-term storage. Lebensmittel 
 Wissenschaft und-Technologie  Acadamic  Press. 33: 112-116. 

Boller, T. 1985. Induction of hydrolases as a defense reaction against pathogens. In 
 cellular and Molecular Biology of plant stress. J.L. and kosuge. 247-262. 

Bonnet, P., Bourdon, E., Ponchet, M., Blein, J. P., Ricci, P. 1996.  Acquired resistance 
 triggered by elicitins in tobacco and other plants. J. Plant Pathol. 102: 181�192. 

Bowen, G.D. and Rovira, A.D. 1976. Microbial colonization of plant roots. J. 
 Phytopathol. 14: 121-144. 



 

 

 

97 

 

Bradford, M. M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram 
 quantities of proteins utilising the principle of protein-dye binding. Anal. 
 Biochem. 72: 248�254. 

Braz-Filho, R. 1999. Brazilian phytochemical diversity: bioorganiccompounds 
 produced by secondary metabolism as a source of new scientic development, 
 varied industrial applications and to enhance human health and the quality of 
 life. Pure Appl. Chem. 71(9): 1663-1672. 

Breton, F., Gacia, D., Sanier, C., Eschbach, J.M. and d� Auzac, J. 1997. The 
 interaction between Corynespora cassiicola  and  Hevea brasiliensis. Plantation, 
 Research, Development. 4: 322-335.  

Brillard, V., Bruneteau, M., Bonnet, P., Ricci, P., Pernollet, J.C., Huet, J.C., Vergne, A., 
 Richard, G. and Michel, G. 1988. Chromatographic purification and 
 characterization or elicitors of necrosis on tobacco produced by incompatible 
 Phytophthora species. J. Chromatogr. 44: 87-94.  

Campos, V.R., Nonogaki, H., Suslow, T. and Saltveit, M.E. 2004. Isolation and 
 characterization of a wound inducible phenylalanine ammonia-lyase gene 
 (LsPAL1) from Romaine lettuce leaves. Physiol Plant. 121: 429-438. 

Casado, V. J., Susana, S. and Roque, B. M. 2004. Proteomic analysis of  tobacco 
 mosaic virus-infected tomato (Lycopersicon esculentum M.) fruits and detection 
 of viral coat protein. Food Chem. 6: 196�206. 

Chang, P. Y., Shuji, F., Koei, K., Akiko, K., Ashrafuzzaman, M.D. and Nobuyuki, H. 
 2001. Partial Purification and Characterization of Polyphenol Oxidase from 
 Banana (Musa sapientum L.) Peel. J. Agric. Food Chem. 49(3): 1446 -1449. 

Chee, K. H. 1969. Variability of Phytophthora species from Hevea brasiliensis. J. 
 Mycological Society of America. 52: 425-236. 

Chen, M., McClure, J. W. 2000. Altered lignin composition in phenylalanine ammonia-
lyase inhibited radish seedlings: Implication for seed-derived sinapoyl esters as 
lignin precursors. Phytochemistry 53: 365-370. 



 

 

 

98 

 

Chitsuda, C. 2000. Enzymatic Browning Inhibition of  Banana [~iMUSA~i (AAA 
 GROUP) Gros Michel] By Pineapple Juice. Kasetsart University, Bangkok, 
 Thailand.  

Cho, M. H., Syed, G. A. M., Gregory, L. H., Shojiro, H., Dietmar, E., Laurence B. D., 
 and Norman, G. L. 2003. (+)-Larreatricin hydroxylase, an enantio-specific 
 polyphenol oxidase from the creosote bush (Larrea tridentata). National 
 Acadamic Science. 100(19): 10641�10646. 

Chunhua, S., Ya, Dai., Xiaolong, X., Yongshu, X. and Qingliang, L. 2002.  The 
 purification of polyphenol oxidase from  tobacco. Protein Expr. Purif. 24: 51-55. 

Churngchow, N. and Rattarasarn, M. 2000. The elicitin secreted by  phytophthora 
 palmivora, a rubber tree pathogen. Phytochemistry 54: 33-38.  

Churngchow, N. and Rattarasarn, M. 2001. Biosynthesis or scopoletin in Hevea 
 brasiliensis leaves inoculated with phytophthora palmivora. J. Plant Physiol.  158: 
 875-882. 

Corbin, D. R., Sauer, N. and Lamb, C. J. 1987. Differential regulation of a 
 hydroxyproline rich glycoprotein gene family in wounded and infected plants. 
 Mol. Cell. Biol. 7(12): 4337�4344. 

Cordelier, S., Ruffray, P., Fritig, B. and Kauffmann, S. 2003. Biological and molecular 
 comparison between localized and systemic acquired resistance induced in 
 tobacco by a Phytophthora megasperma glycoprotein elicitin. Plant Mol. Biol. 
 51: 109�118. 

Davis, B.J. 1964. Disc electrophoresis ΙΙ: method and application to human serum  
protein. Ann. N. Y. Acad. Sci. 121: 404-427. 

Davis, K.R. and Ausubel, F. 1989. Characterization of elicitor-induced defense 
 responses in suspension-cultured cells of Arabidopsis. Mol. Plant Microbe 
 Interact. 2: 363�368. 



 

 

 

99 

 

D�Cunha, G.B.,  Satyanaraan, V. and Nair, P.M. 1996. Stabilization of phenylalanine 
ammonia-lyase containing Rhodotorula glutinis cells for the continuous synthesis 
of phenylalanine methyl ester. Enzyme Microb. Technol. 19: 421-427. 

Dean, P.D.G., W.S. Johnson and F.A. Middle. 1991. Affinity Chromatography ; A 
 practical approach. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 26:  1056�1057. 

Devergne, J.C., Fort, M.A., Bonnet, P., Ricci, P., Vergnet C., Delaunay T. and 
Grosclaude, J. 1994. Immunudetection elicitins from Phytophthora spp. Using 
monoclonal antibodie. Plant Pathol. 43: 885-896. 

Dhingra, O.D. and J.b. Sinclair. 1985. Basic Plant Pathology Methods 3 rd ed. CRC. 
 Press lnc. Florida, USA. 355 pp. 

Drenth, A. 1994. Molecular genetic evidence for a new sexually reproducing population 
 of Phytophthora infestans in Europe. PhD thesis, Wageningen University, The 
 Netherlands. 

Dufrenoy, J. 1936. Cellular immunity. Am. J. Bot. 23: 70-79. 

Ellis, D. D. , Barczynska, H. , McCown, B. H. and Nelson, N.  1991. A comparison of 
 BA, zeatin and thidiazuron for adventitious bud formation from Picea glauca 
 embryos and epicotyl explants. Plant Cell Tissue Organ Cult. 27(3): 281-287. 

Estrella, N. D., Marta, S. M., Antonio, J. P. L., Jose, M. L. N. 2006. Characterization of 
 polyphenol oxidase from Napoleon grape. Food Chem 100: 108�114. 

Eva, M. G., Begoña, d. A., and Pilar, C. M. 1999. Partial Characterization  of 
 Polyphenol Oxidase Activity in Raspberry Fruits. J. Agric. Food Chem. 47 
 (10): 4068-4072. 

Farmer, E. E. and Ryan, C.A. 1992. Octadecanoid precursors of jasmonic acid activate 
 the synthesis of wound-inducible proteinase inhibitors. Plant Cell 4: 129�134. 

Friedman, M. 1994. Improvement in the Safety of Foods by SH-Containing Amino 
 Acids and Peptides. A Review. J. Agric. Food Chem. 1084(42): 3-20. 



 

 

 

100 

 

Friend, J., Reynolds, S. B. and Aveyard, M. A. 1973.  Phenylalanine ammonialyase, 
 cholorogenic acid and lignin in potato tuber tissue inoculated with Phytophthora  
 infestans. Physiol Plant Pathol 3: 495-507. 

Fritzmeier, K. H., Cretin, C., Kombrink, E., Rohwer, F., Taylor, J., Schel, D. and 
 Hahlbrook, K. 1987. Transient induction of phenylanine ammonia lyase and 4-
 coumarate: CoA ligase mRNAs in potato leaves infected with virulent or avirulent 
 races of Phytophthora infestans. Plant Physiol. 8: 34-41. 

Garcia, D., Sanier, C., Machiex, J.J. and d�Auzac, J. 1995. Accumulation of scopoletin 
 in Hevea brasiliensis infected by Microcyclus ulei (P. Henn.) V. ARX and 
 evaluation of its fungitoxicity for three leaf pathogens of rubber tree.  Physiol. 
 Mol. Plant Pathol. 47: 213-223. 

Giesemann, A., Biehland, B. and Lieberei, R. 1986. Identification of scopoletin  as a 
 phytoalexin  of the rubber tree Hevea brasiliensis. Phytopathology 117: 373- 376. 

Golan, G. A., Whitaker, J.R. and Kahn, V. 1984. Relation between structure of 
 polyphenol oxidase and prevention of browning. Adv. Exp. Med. Biol. 177: 437-
 456. 

Gómez-Vásquez, R., Day, R., Buschmann, H., Randles, S., Beeching, J.R. and Cooper, 
 R.M. 2004. Phenylpropanoids, phenylalanine ammonia lyase and peroxidases 
 in elicitor-challenged cassava (Manihot esculenta) suspension cells and leaves. 
 Ann. Bot. 94: 87-97. 

González, E.M., de Ancos, B., Cano, M.P. 1999. Partial characterization of polyphenol 
 oxidase activity  in  raspberry fruits, J. Agric. Food Chem. 47: 4068�4072. 

Greenberg, J.T. and Yao, N. 2004. The role and regulation of programmed cell 
 death in plant-pathogen interactions. Cell. Microbiol. 6(3): 201-211. 

Guest, D. and Brown, J. 1997. Infection processes, epidemiology and crop loss 
 assessment. Plant Pathogens and Plant Diseases, 246-286.  

Guyer, R. B., and Erickson, F. B. 1954. Canniiing of acidified banana puroe. Food 
 Technol 8: 165-167.  



 

 

 

101 

 

Halim, D. H. and Montogomery, M. W. 1978. Polyphenoloxidase of d'Anjou  Pears 
 (Pyrus communis L.). J. Food Sci. 43(2): 603�608. 

Hahlbrock, K. and Scheel, D. 1989. Physiology and molecular biology of 
 phenylpropanoid metabolism. Physiol Mol Biol Plants 40: 347-369. 

Hanower, P., Brzozowska-Hanower, J., Cretin, H. and Chezeau, R. 2001. Composes 
 phenoliques du latex d' Hevea brasiliensis: aglycones. Phytochemistry 18: 
 686-687. 

Haris, E.L.V. and Angal, S. 1990. Protein Purification; Application a practical 
 approach. Oxford University Press, USA; New Ed edition. 196. 

Hiroshi, Y., Yube, Y., and Hiroshi, S. 2003. Induction of Hypersensitive Cell Death by 
 Hydrogen Peroxide Produced through Polyamine Degradation in Tobacco 
 Plants. Plant Physiol 132: 1973�1981. 

Hisae, M. and Yukio, M. 2006. Development of polyphenol oxidase activity in the 
 micropylar endosperm of tomato seeds. Plant Physiology 163(1): 1-10 . 

Hostettmann, K., Hostettmann, M. 1989. Xanthones. In: Harborne, J.B.(Ed.), Methods 
 in Plant Biochemistry, Plant Phenolics, 1: 493�508. 

Huet, J. C., and Pernollet, J. C. 1989. Amino acid sequence of cinnamomin, a new 
 member of the elicitin family, and its comparison to cryptogein and capsicein. 
 Elsevier Science B.V., FEBS Lett, 257: 302-306. 

Hunt, M.D., Neuenschwander, U.H., Delaney, T.P., Weymann, K.B., Friedrich, L.B., 
 Lawton, K.A., Steiner, H.-Y., and Ryals, J.A. 1996. Recent advance in systemic 
 acquired resistance research-a review. Gene 179: 89-95. 

Jinsen, X., Tianling, Z., Sadatoshi, M. and Shinsaku, K. 2004. Purification and 
 characterization of polyphenol oxidase from Henry chestnuts ( Castanea henryi). 
 Wood Sci. Technol. 50(3): 260-265. 



 

 

 

102 

 

Jose´-Ramo´n, M., Maria-Paz, R., Toma´s Ramo, Maria-Jose´, M. 2005, Evaluation of  
 L-phenylalanine ammonia-lyase activity and phenolic profile in olive drupe (Olea 
 europaea L.) from fruit setting period to harvesting time. Plant Sci 168: 65�72. 

Jouili, H. and Ferjani, E.E. 2003. Change in antioxidant and signifying enzyme activities 
in sunflower roots (Helianthus annuus L.) stressed with copper express. Plant 
Biology and Pathology, 326: 639-644. 

Jung, W. J., Jin, Y. L., Kim, Y. C., Kim, K. Y., Park, R. D. and Kim, T. H. 2004. 
Inoculation of Paenibacillus illinoisensis alleviates root mortality, activates of 
lignification-related enzymes, and induction of the isozymes in pepper plants 
infected by Phytophthora capsici. Biol. Control 30: 645-652. 

Ke, D. and Saltveit, M. E. 1989. Wound-induced ethylene production, phenolic 
 metabolism and susceptibility to russet spotting in iceberg lettuce. Physiol Plant 
 76: 412�418. 

Ke, j., Wijesundera, R. l. C. and Deraniyagala, S. A. 2003, Isolation of anti-fungal  
 phenolic compounds from petioles of  two Hevea  brasiliensis (rubber) genotypes 
 and their effect on Phytophthora meadii. Ann. Appl. Biol. 142: 63-69. 

Laemmli, U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head 
 of bacteriophage T4. Nature 227: 680-685. 

Laura, J. S. M., Ricardo, L. P. and Dulce, E. de O.  2000. Compartmentation of 
 Phenolic Compounds and Phenylalanine Ammonia- Lyase  in Leaves of 
 Phyllanthus tenellus Roxb. and their Induction by Copper Sulphate. Ann. Bot. 86: 
 1023-1032 

Lee, C. Y., Smith, N. L. and Pennesi, A. P. 1983. Polyphenol oxidase from  DeChaunac 
 grapes. J. Agric. Food Chem. 34: 987-991. 
 
Li, L., and John C. S. 2002. Overexpression of polyphenol oxidase in transgenic 
 tomato plants results in enhanced bacterial disease resistance. Planta 215: 
 239-247. 



 

 

 

103 

 

Lim, J. D., Yu, C. Y., Kim, M. J., Yun, S. J., Lee, S. J., Kim, N. Y. and Chung, L. M. 
 2004. Comparison of SOD activity and Phenolic compounds contents in various 
 Korean medicinal plant. Kor. Medical Crop Science 12: 191-202. 

Linconln, T. and Eduaro, Z. 2006. Plant Physiology Fourth Edition.  

Linthorst, H. I. M. 1991. Pathogenesis related - proteins  of   plant.  Plant diseases; 
Plant physiology and biochemistry, Critical reviews in plant sciences 10: 123-
150.  

Luis, F.R., Conceica˜o, A., Federico, F. B., Rui, M., Tavares, A. and  Alberto, C.P. Dias, 
 A. 2006. Induction of  phenolic compounds in Hypericum perforatum L. cells by 
 Colletotrichum gloeosporioides elicitation. Phytochemistry 67: 149�155. 

Macheix, J.J., Fleuriet, A., Billot, J. and Lerner, A.B., 1990. Metabolism of 
 phenylalanine  and tyrosine. J. Advance of Enzymolecule 14: 73-128. 

Marques, L., Fraignier, M. P., Fleuriet, A. and Macheix, J. J. 1994. Biochemical and 
 immunochemical characteristics of polyphenol oxidases from different fruits of 
 Prunus. J. Agric. Food Chem. 43: 2375�2380. 

 Matheis G. 1983. Enzymatic browning of foods Quantitative relationships  between 
 browning and food constituents. J. Zeitschrift für Lebensmitteluntersuchung und -
 Forschung A 176: 454-462. 

Martinez, M.V. and Whitaker, J.R. 1995. The biochemistry and control of enzymatic 
 browning. Trends of Food Science and Technology 6: 195-200,  

Mauch, F., Hadwiger, L. A. and Boller, T. 1988. Antifungal hydrolases in pea tissue II. 
 Purification and characterization of two chitinases and two β-1,3-glucanase.  
 Plant Physiol 87: 325-333. 

Mayer, A.M. and Harel, E. 1979. Polyphenol oxidases in plants. Phytochemistry 18: 
 193�215. 
Meeta, L., Puneet, S. C., Chauhan, S.V.S., Harikesh, B. S. and Chandra, S. N. 2006. 
 Induction of Plant Defense Enzymes  and Phenolics by Treatment With Plant 



 

 

 

104 

 

 Growth�Promoting Rhizobacteria Serratia marcescens NBRI1213. Curr. 
 Microbiol. 5: 363-368. 

Michaux, F. N. and Carron, M. P. 1989. Histology of early somatic embryogenesis in 
Hevea brasiliensis: the importance of the timing of subculturing. Plant Cell 
Tissue Organ Cult. 19: 243-256. 

Mikal, E. S. 2004. Effect of 1-methylcyclopropene on phenylpropanoid metabolism, the 
 accumulation of phenolic compounds, and browning of whole and fresh-cut 
 £iceberg� lettuce. Postharvest Biol. Technol. 34: 75�80. 

Mikes, V., Milat, M. L., Ponchet, M., Panabie`res, F., Ricci, P. and Blein, J. P. 1998.  
 Elicitins, proteinaceous elicitors of plant defense, are a new class of sterol 
 carrier  proteins. Biochem Biophys Res Commun 245: 133�139. 

Min, C., Jong, J. K., Jung, D. L., Chang, Y. Y., Seung, H. K. and  Sang, J. H. 2006.  
 Comparision of resveratrol, SOD activity, Phenolic compounds, and free amino 
 acid in Rehmannia glutinosa under temperature and water stress, Environ. Exp. 
 Bot. 56: 44-53. 

Mohammadi, M. and Kazemi, H. 2002. Changes in peroxidase and polyphenol oxidase 
 activities in susceptible and resistant wheat heads inoculated with Fusarium 
 graminearum and induced resistance. J. Plant Sci. 162(4): 491-498. 

Moline, H. E., Buta, J. G. and Newman, I. M. 1999. Prevention of browning of banana 
 slices using natural products and their derivatives. J Food Qual 22: 499-511. 

Moore, B. M. and Flurkey, W. H. 1990. Sodium dodecyl sulfate activation of a plant 
 polyphenoloxidase. Effect of sodium dodecyl sulfate on enzymatic and physical 
 characteristics of purified broad bean polyphenoloxidase. Biol. Chem. 
 265(9): 4982-4988. 

Mustafa, E., Halis, S. and Irfan, K. O. 2006. Purification and characterization of 
 polyphenol oxidase from Ferula sp. Food Chem. 95: 503�508. 



 

 

 

105 

 

Nathalie, W., Dirk, de W. and Rony, S. 2006. Extraction and partial  characterization of 
 polyphenoloxidase  from  banana  (Musa  acuminata  Grande naine) roots.  
 Plant Physiol. Biochem. 44: 308-316. 

Nicolas, J., Richard-Forget, F. C., Goupy, P. M., Amiot, M. J. and Aubert, S. Y. 1994. 
 Enzymatic browning reactions in apple and apple products. Crit Rev Food Sci 
 Nutr 34: 109�157. 

Peng-Fei,  W., Jian-Ye, C., Wei-Fu, K., Qiu-Hong, P., Si-Bao, W. and Wei-Dong, H.  
 2005. Salicylic acid induced the expression of phenylalanine ammonia-lyase 
 gene in grape berry. Plant Sci 169(5): 928-934.  

Rahman, M. and Punja, Z.K. 2005. Biochemistry of ginseng root tissues affected 
by rusty root symptoms.  Plant Physiol. Biochem. 43: 1103-1114. 

Rattarasarn, M. 2003. Defense response of Hevea brasiliensis leaves againt zoospores 
 and elicitin from phytophthora palmivora. Ph. D. of Science Thesis. Prince of 
 Songkla University, Songkhla, Thailand. 

Ricci, P., Bonnet, P., Huet J. C., Sallantin, M., Beauvais-Cante, F., Brneteau, M., Billard, 
 V., Michel. G. and Pernollet, J. C. 1989. Structure and activity of proteins from 
 pathogenic fungi Phytophthora eliciting necrosis and acquired resistance in 
 tobacco. Eur. Biochemistry 183: 555-563. 

Rubin, B.A. and Artsikhovaskaya, Y.V., 1964. Biochemistry of pathological  darkening 
 of plant tissues. Annu Rev Phytopathol 2: 157-178. 

Sakiroglu, H., Kufrevioglu, I. O., Kocacaliskan, I., Oktay, M., & Onganer, Y. 1996. 
 Purification and characterization of Dog-rose (Rosa dumalis Rechst.) polyphenol 
 oxidase. J. Agric. Food Chem. 44: 2982-2986. 

Sanada, H., Suzue, R., Nakashima, Y. and Kawada, S. 1972. Effect of thiol  compounds 
 on melanin formation by tyrosinase. Biochim. Biophys. Acta 261(1):  258-66. 

Santos-Gomes, P. C., Seabra, R. M., Andrade, P. B. and Fernandes-Ferreira, M. 2003. 
 Determination of phenolic antioxidant compounds produce by calli and cell 
 suspensions of sage (Salvia officinalis L.). Plant Physiol 160: 1025-1032. 



 

 

 

106 

 

Sapers, G. M. and Miller, R. L. 1998. Browning inhibition in fresh-cut pears. Food Sci. 
 63: 342-346. 

Serap D. A., Oktay, A. B. and Fazil, O. A. 2005. Polyphenol oxidase activity of 
 oregano at di.erent stages. Food Chem. 91: 341�345. 

Shishido, M. and C. P. Chanway. 1998. Forest soil community responses to plant 
 growth-promoting rhizobacteria and spruce seedlings. Biol. Fertil. Soils 26: 179-
 186. 

Siddiq, M., Sinha, N. K., and Cash, J. N. 1992. Characterization of polyphenoloxidase 
 from stanley plums. Food Sci 57: 1177�1179. 

Snyder,  B.A. and Nicholson, R.L. 1990. Synthesis of phytoalexins in sorghum as a  site-
 specific response to fungal ingress. J. Sci. 248: 1637-1638. 

Sujaree, K., Nicharat, S., Warinee, P., Pannanee, R. and Aranya, P. 2005. Department 
 of Biological Science, Faculty of Science, Ubonratchathani University. 
 Warinchamrab, Ubon Ratchathani 34190, Thailand. 31st Congress on Science 
 and Technology of Thailand at Suranaree University of Technology. 

Sushamakumari, S., Asokan, M. P., Anthony, P., Lowe, J. B. and Davey, M. R. 2000. 
 Plant regeneration from embryogenic cell suspension-derived protoplasts of 
 rubber. Plant Cell Tissue Organ Cult. 2: 253-261. 

Takeshi, N. and Nobutaka, S. 2001. Partial Purification of Polyphenol Oxidase 
 from Chinese cabbage Brassica rapa L. J. Agric. Food Chem. 49: 3922-3926. 

Tan, A. M. and Low, F. C. 1975. Phytoalexin production by Hevea brasiliensis in 
 respose to infection by Colletotrichum gloeosporioides and its effect on other 
 fungi. In : Proceeding International Rubber Conference. Kuala Lumpur, Malaysia: 
 217-227.  

Te-chato, S. and Chartikul, M., 1993. Tissue culture of rubber: somatic embryogenesis 
 induction from integument subsequent to plantlet regeneration. Warasan 
 Songkhla Nakharin 15: 235-241. 



 

 

 

107 

 

Thipyapong, P., Jeffrey, M., David, W. W. and John, C. S. 2004. Suppression of 
 polyphenol oxidases increases stress tolerance in tomato. Plant Sci. 167(4): 
693- 703. 

Torres, A.M., Mau-Lastovicka, T., Rezaaiyan, R. 1987. Total  phenolics and high-
 performance liquid chromatography of phenolic acids of avocado. J. Agric. Food 
 Chem. 35: 921-925. 

Valero, E., Ramon, V., and Garcia-Carmona'J,  F. 1992. Kinetic Study of the Effect of 
 Metabisulfite on Polyphenol Oxidase. J. Agric. Food Chem. 40: 904-908. 

Van Loon, L. C., Bakker, P. A .H. M. and Pieterse, C. M. J. 1998. Systemic resistance 
 induced by rhizosphere bacteria. Annu Rev Phytopathol 36: 453-83. 
Walden, R., Cordeiro, A., Tiburcio, A. F. 1997. Polyamines: small molecules triggering 
 pathways in plant growth and development. Plant Physiol 113: 1009�
 1013. 

Webb, F. C. 1964. Biochemical Engineering. J.W. Arrowsmith Ltd., Bristol. Pp. 441-456. 

Whetten, R. and Sederoff, R. 1995. Lignin biosynthesis. Plant Cell 7: 1001-1013. 

Whitaker, J. O. Jr. 1995.  Food of the big brown bat Eptesicus fuscus from maternity 
 colonies in Indiana and Illinois. Am. Midl. Nat. 134: 346�360. 

Witisuwannakul, D., Chareonthipakorn, N., Pace, M. and Wititsuwannakul, R. 2002. 
 Polyphenol Oxidase from latex of Hevea brasiliensis: purification and 
 characterization. Phytochemistry 61: 115-121. 

Yang,  C. P., Shuji, F., Koei, K., Akiko, K., Ashrafuzzaman, M.D. and Nobuyuki, H. 
 2000. Partial Purification and Characterization of Polyphenol Oxidase from 
 Banana (Musa sapientum L.) Peel.  J. Agric. Food Chem. 49(3): 1446-1449. 

Yang, Y. M., Li, Y., Zhu, D., Hurd, J. N., Mitchell, T. N., Silva, E. D., Maumenee, I.H. 
 and Sudin, O. H. 2000. Genetic bases of total colour blindness among the 
 Pingelapese islanders. Am. J. Ophthalmol. 130(6): 865. 

 
, 

 



 

 

 

108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

^	BT�

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

109 

 

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
	D
8���
%������ 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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