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  ���	
����������	��� (protease inhibitors, PIs) 4��K*��7�ก�#)+���	
�0
9+


���%��Lก  ��+�ก4���K6���K9�"+ �*)� )��������4	$%����"�+�L%  ��"�����4�)���K9�M

����K*N%$�
ก%$�� ก���ก�%��%�O� ก����+	
%$���+�� ��K��*K6�ก)���&	)��M (pathogens)  

ก�"	#$�4�$+
ก��O��	 PIs ���9++�ก�86�4��K*  �%�ก�#)+��� PIs 0
9+
ก��/8ก2�ก����)��+�ก4��K*  

�"��7�ก�#)+�89������6�����
����	
�� (serine protease) 0
9N%$��ก�	��  �+K9�/8ก2�O���� PIs 0
9

ก�%��ก)��	)�� M ���������� N%$�ก) 4����4��"�"�)���ก)	)��ก�� �+�L%�)�� ��"�����

�������	)�ก�������6�ก��0Q����������N�+����	
�� ���)���ก�%��ก4�4�$O������6�ก��

0Q����������N�+����	
��!�#% �����+�&K���ก�%��ก������������  �	)��ก�%��ก

�+�L%N+)��O�ก�������6�ก��0Q����������N�+����	
�� �%���ก�%+
&��+�Q����"4�ก��

��K�ก���ก�����N�+���	�������� (subtilisin A) �	)N+)���ก�����N�+�0������ (trypsin)  ��"    

N&�+0������ (chymotrypsin) �+K9�4*$�����&�
� (azocasein) ��7����	�0 ��ก��ก�
6�+K9�

/8ก2�O�ก�����)��������������������4� MES ��'�'��� ���)�)�O�	)�ก�����
9������

ก��ก��+������N�+���	$�-1,3-ก�!&��� ��" PIs 4���������������
����Lก�$���8�4*$ MES 

��7���'�'���Q�����0%��ก��ก�"	#$��������������������%$��&�����������'	 �89�ก��

ก�"	#$��������������������%$��&�����������'	&��+��$+�$� 20 N+�&��+������7����� 

48 *�9��+� ��7�1��"0
9��+�"+	)�ก��/8ก2�ก�����
9������ก��ก��+������	
�	)��M

��+0�6� PIs ��K9����ก4�$O�ก�������6���	��������N%$%
0
9#% ��9�&K�)�O�4�$ก��ก��+��� PIs ���9+

!��86� ��"��7�&��+��$+�$����&�����������'	0
9N+)0Q�4�$�ก�%ก��	����������  �+K9�

���
���0
�� PIs ��ก��ก�%������������������� ��"0
9)���ก+���ก����� (MES 

��'�'���) ����ก��ก�"	#$�  ���)���&	���	
6��� PIs ��ก)��0
9)���ก+���ก�����4�$�������L�	�



(4) 
 

ก�������6�!�ก�)���ก�%��ก������������ ��"+
���	
���+0
9��%��)����ก+�1����ก

�����4����+�(	9Q� �%��)� PIs +
�0��04�ก��O��	��K9�)���ก+�1����ก�����+�กก�)�0
9�"

�กL�"+1��4������ %����6�	����)����ก)��0
9��)����ก+���ก������8�+
&��+��+�"+4�

ก��/8ก2�ก��0Q����#0.�`  �%������Q�	����)����ก)��0
9��)����ก+���ก�����O)��&���+�� ion 

exchange (DEAE-sepharose CL-6B) ��"*"%$�� 0.06 M NaCl 4� 20 mM Tris-HCl 

��'�'��� pH 7.0 ��$��Q�N�O)�� preparative gel electrophoresis ���N+)����1��	�+%$��

�������1�� �"4�$� ����	
���
��� ��%
����� PIs �89�+
���%�+��ก#� 25.12 kDa ��"

&�%��7����+�(���	
� 3.14 x 10-3 mg/g ������������ ��กก��/8ก2�&#(+��	���� PIs 0
9

�	�
�+N%$���)� �+�� 0��#(�1!+�N%$!� 8� 80 °C  � 
��0�6�4�1��"0
9��7�ก�%��"��7��� 

(&�0�	)� pH 4�*)�� 2-10)  ���+�(���	
�0
94�$O������6���	��������N%$&�89���89� (IC50) &K� 167 

ng ��K�&�%��7� 6.6 pmole ��" PIs ���+�( 250 ng ��K� 100 nM �+�� �����6�ก����ก

����!����������*K6� Phytophthora palmivora �89���7��*K6�ก)���&4�������� 
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Abstract 

Plant Protease inhibitors (PIs) are generally small proteins that have mainly 

been occurred in storage tissues such as tubers and seeds, and also in the aerial parts 

of plants. They are induced by plants in response to injury or attack by insects or 

pathogens. The most studied group of PIs in plants is the inhibitor of animal serine 

protease. Studying of PIs activity from different parts of rubber plant (Hevea 

brasiliensis), including leaf at different stages, seeds and cell suspension, showed that 

PIs activity was highest in the crude extract from leaves followed by that from the cell 

suspension whereas no PIs activity could be detected in the rubber seeds. The PIs in 

rubber leaf and cell suspension extract exhibited a strong inhibitory activity against 

subtilisin A whereas trypsin and chymotrysin were not inhibited by these PIs when 

azocasein was used as substrate. The enzyme activity of β-1,3-glucanase and PIs 

level were not significantly enhanced during shaking in MES buffer. Therefore, this 

buffer was appropriate for studying the effect of copper sulfate (CuSO4), an abiotic 

elicitor, on Hevea cell suspension. We found that the inhibitory effect on subtilisin A 

activity was very strong, without cell death, in Hevea cells treated with 20 µM of CuSO4  

for 48 h, hence, CuSO4 could induce Hevea defense responses including PIs 

production. Comparison of intracellular and extracellular PIs in MES buffer from cell 

suspension induced by CuSO4 showed that PIs from MES buffer exhibited higher 

activity but lower total protein level than the extract from cell suspension. This result 

suggesting that PIs could be produced and delivered out of tissue more than be stored 
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inside thus the sample from MES buffer was used for further purification. PIs was 

purified by anion exchange chromatography on a DEAE-Sepharose CL-6B and eluted 

with 0.06 M NaCl in 20 mM Tris-HCl, pH 7.0. The active fraction was submitted to 

native and SDS preparative gel electrophoresis, respectively. After Eelectrophoresis and 

staining with silver nitrate, a single band of PIs with molecular weight 25.12 kDa was 

revealed under Tricine-SDSuPAGE. The yield of purified protein was 3.14 x 10-3 mg/g 

cell suspension. These PIs were stable up to 80 °C and in a broad pH range (2-10). 

The half maximal (50%) inhibitory concentration (IC50) of PIs on subtilisin A activity was 

determined and found that its IC50 was 167 ng or 6.6 pmole. In addition, the 

concentration of PIs 250 ng or 100 nM also inhibited the germination of zoospore of 

rubber tree pathogen, Phytophthora palmivora.  
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3.15  ���+�(���	
���"�������L�	�ก�������6���	����������� PIs ����O)��&���+��                 

ion-exchange ��ก	����)��)��0
9��%��)����ก��ก����� 86 

3.18  �������L�	������6���	����������ก	����)��4��	)�"���%0
9O)��ก��0Q�                 

���#0.�`��� Preparative gel electrophoresis 89 

3.20  �������L�	�ก�������6���	����������ก	����)��0
9 pool ��+ก�� 91 

3.22  �������L�	�ก�������6���	����������� PIs 0
9���#0.�`��$� 0
9�#(�1!+� 10,20,                

30, 40, 50, 60, 70, 80 ��" 90 °C   93 

3.23  �������L�	�ก�������6���	����������� PIs 0
9���#0.�`��$� 0
9�
��* 2-10  93 

3.24  ���+�( PIs 	)�ก�������6���	��������0
94�$O�ก�������6���7�&�89���89�                        
���ก�������6�0�6��+%  94 
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���ก��ก��# (�=�) 

ก��'0
9                                                                                                   ��$� 

3.25 �������L�	�ก���)�������&�
������ก�%���	
���ก'���	�0 �$�4��*K6�                  
P. palmivora ��"��	��������   95 
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	�J��กH<�"`��=��������=� 

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)  
  hydrochloride 
UV = Ultraviolet 
 



(16) 
 

	�J��กH<�"`��=��������=� (�=�) 

β = Beta 
% = Percent 
w/v = Weight per volume 
α = Alpha 
h                            =                        hour 

 



����� 1 

����	 

����	
������� 

������� (Hevea  brasiliensis) 	
�������ก��  Euphobiaceae 	
���� ��� � 
�!"#$�ก%�	�#&'�
(�	)�� *� +,$��!-��ก�.ก/"0*	��#ก�'�  �������"�ก�%�	) ���
��ก'�
��	12
�1�
����3
4�.2. 2442 8&�������9:;��.
��&#:<=�>#2�?9ก&! (@*+#�0!A 3 ���*�) 
��ก1!$
*%�	?*ก9��9� B9�>C9&��9�	
��@�9A�/�ก �D*���& �%��

��ก	
��EC����������ก),A�/���& �!ก��
)����A�1!$
��ก����
'�B9�>C9&?�@'� �C� 14 B9�>C9& �9A�/�D�.������
",�B9�>C9&1!$�#&
���/&�
��	12��	�	+!� 
GBB.09�
��	12�1��!�A�1!$
��ก���19A�
��	12
����3 12 � ����D 
/���!@C��E�'B
��ก���������ก),A�  *!ก19A�	�$*��@��A%��������	�#$�E��),A�  1%�'> �!ก��
)����A�1!$�
�9�0�#	C31!$��D	@�
��ก���������กD*� 
GBB.09�
��	12�1�E����"ED�**ก
�������	
��*9�&90>�,$�)*�8�ก  B,�"*�& CD��������	
����	2�:<ก#B>�9ก)*�
��	12  
ED�H�'> �!ก��2,ก:�	�$*�9I��/��	�D�'> � ���������!ก��	�#08�	�JC ก��1!$��������!
@C��E%�@9K�D*ก���9I��
��	12/��	ก!$�C) *�ก90*.�E�>ก���>�����#& &9��9A�	�$*
@C��ก �C>� �'�*.�E�>ก���B,��& �!ก��C#B9�& ���D��L 	�D� & ���9�M.=������� 8�@/��29���
������� ก��&�/��9ก:�EC�������� ก��ก%�B9&C9��� ก��
��ก��@�.� ก��
��ก��/+�	�$*
	�#$��������& '> /กD��CEC�������� /���!ก���9I���������8&�	� �ก���9I��EC�
�������)��&	�Jก 	�D� ก��ก�!&���>� �E�� ก��'� ��	�D��A%���� ก��ED�	E�#�ก��	���/
��/��
)����9�M.=��� 	�$*'> �& H�H�#�'�������C  ก��
��ก�������� *��#B��3��9�M.=�������1!$�!
�9ก:3�	>���E�ก90E?��?��#*�ก�2/��?��#
��	12 /��	�*กE���9�M.=1!$� ��1���D*	�A*8�@
�& &!'�E?��/C&� *�1!$
��ก�9A�L 	�$*�B�ก�������	B�#K	�#08��& &!'�	)�� *�1!$�!@C���A�'�
*�ก�2@D*�) ��E��/���!-��ก  B�ก�9ก:3�/��E?��*�ก�2&9�ก�D�C B,�1%�'> 	ก:��ก�
��E0

GK>�B�ก	�A*8�@�D��L�&   	�$*�!ก��ก�!&	*��A%������'� 
��8���=>� ����B�"�กก�!&	
��
�D*�1��'> 	�A*8�@�D��L  	) �E�D��001D*�%�	�!��?��'��%�� �1%�'> 	ก#&8�@ ED�H�'> H�H�#�
�&�� >�**�B1%�'> �����������&   

�N1J*
1*�D� (Phytophthora) �!010�1E%�@9K1��& ��8�@����ก1!$E.& 
�*กB�ก�!��*�29�1!$E%�@9K1��	2�:<ก#BB%��C���ก/� C �9�	) �1%�������& 19A�EDC���ก �%�� �  
ก#$� '0/��H�)*��� 8&�	�A*&9�ก�D�C/��Dก��B���
19$C8�ก /���!��*�29�1!$E����"1%�����& 
��กกCD� 138 ��#& (Chee, 1968) �9C*�D��	�D� 8ก8ก  ก� C���  1.	�!�� ������� ��#ก�1�   
�9�E%�
�>�9� ��	)*	12/����E�0 '��������*�ก��)*�8�@ @* '0B��DC�19A�1!$�!E!	)!�CE&

1 



 
 

2 

 

>�*E!	>�*� 8&��!�9ก:3�	&D�1!$E����"E9�	ก�	>J��& *�D���9&	B� @* �!�*��A%�E!&%����0�#	C3
ก ��'0 /��1!$B.&ก,$�ก���)*��*��A%�B��!>�&�A%����E!)�C	ก���#&*��D 	�$*�%�'0�������1!$�DC�
),A���E�9&	0� L  '0�D*�B�>�.&**ก19�1! � ��������1!$	ก#&8�@'0�DC��!A/� C B���DH�#'0
�������**ก��'>�D'�
4�9A� L (+,$�	
���9ก:3�*�ก��1!$/�ก�D��B�ก� ��������1!$	
��8�@'0
�DC�+,$�	ก#&B�กE�	>�.*$�) /�DB�H�#'0'>�D���
ก�#	�$*",�U&�H�#'0)*�
4"9&�
 " �	
��H�
�������1!$"�ก1%����B�	�D�&%�@ ���#&*��D0�� �	
��	C����� ��D/�ก/���DC�>�D����M������#  
Phytophthora spp. 1!$1%�'> 	ก#&8�@ก90��������!>�����#& �& /กD P. palmivora  P. botryosa  
P. heveae  P. medii  /�� P. parasitica  '�
��	12�1��0E���9�M.=1!$1%�'> 	ก#&8�@'�
�������  3 ��#&  @*  P. palmivora,  P. botryosa  /��  P. nicotianae  	�A* Phytophthora  
palmivora  	
��	�A*1!$กD*'> 	ก#&8�@'0�DC� (leaf fall)  /��	E �&%� (black stripe)  '��������+,$�
8�@&9�ก�D�C�9A�	
��
GK>�1!$E%�@9K)*�	ก:��ก���CEC����	
��*�D����ก 	����	�$*	ก#&8�@
/� CH�	E!�1!$�����@*'0�DC�กD*�	C��*9�E�@C� >� ����	E!�1%�'> ก��ก�!&���1%��& ��ก
>�*��DE����"ก�!&�&    

��8&�19$C�
�!ก��กก��
\*�ก9�8�@ 8&��D*� ��	�A*8�@1%�'> ���& �90@C��
	E!�>��B�ก8�@��� *���  E����"	B�#K	�#08��& &!/��'> H�H�#�E��  +,$��������	*�กJ�!
ก��กก���*0E�*��D*	�A*8�@	�D�	&!�Cก90��19$C�
  @* E����"
�90�9C	�$*�D*� ��ก��0.ก�.ก
)*�	�A*8�@& C�C#M!�D��L ก9�&9��!A 1%�'> 	+��=1!$ก%��9��#&	�A*/��	+��=1!$*��D) ��	@!�����	�!�กCD�
�]	
*�=	+�E#1!N	+��=	&1 (hypersensitive cell death) 8&�E9�	ก�	>J�	
���*��>� E!�A%����
(Friend et al., 1973), E� ��E��
d#�!C��+,$�E����"�90�9A�ก��	B�#K	�#08�)*�	�A*8�@�& 
	�!�กCD� �N8�*	�Jก+#� (phytoalexins), E� ��8
��!�),A���1%����	�A*8�@	�!�กCD���81�	B	�-
+#E�!	�1	�J&8
��!� (pathogenesis related-proteins, PR-proteins) �& /กD	*��+�=�@�#	�E 
(chitinase), 	*��+�=	0� �-1,3-ก��@�	�E (β-1,3-glucanase), 8
��!	*E*#�]#0#	�*�= 
(proteinase inhibitors, PIs)  /��	ก#&ก��0C�ก���#ก�#Nk	@�9$� (lignification) 	�$*ก9ก0�#	C3
	�A*8�@��D'> �.ก����D*�
�9�	+��=) ��	@!�� (Guest and Brown, 1997)   

PIs 	
�� PR- proteins ��#&>�,$�+,$��0�& '���>������ก��  PIs '���	
��
ก�.D�8
��!�1!$�!)��&	�Jก  �0��ก'�	�A*	�$*E�E� 	�D� EDC�)*�>9C'� &#�/��	��J&  /���9��0
'�EDC�*$�L)*����& *!ก& C�  ��B�H�#� PIs 	�#$���ก),A�	�$*	ก#&0�&/H� "�ก8B��!& C�/��� 
>�*& C�	�A*กD*8�@�D��L (De Leo et al., 2002)  PIs '�ก�.D�	+*�!�8
��!	*E (serine 
protease) 	
��ก�.D�)*� PIs 1!$�!ก��2,ก:�ก9�*�D����ก'��� 8&�	
��ก�.D�1!$�90�9A�	+*�!�8
��!-
	*E1!$H�#���B�กE9�C=0����#&  	+*�!�8
��!	*E&9�ก�D�C�& /กD 1�#
+#� (trypsin) �@8�1�#
+#�
(chymotrypsin)  /��E90�#�#+#� (subtilisin) +,$��*กB�ก	
��ก�.D�8
��!�1!$�!@.3E�09�#'�ก��
�90�9A � 	�A * ��  (antifungal activity)  /� C�9 ��!@.3E�09�# '�ก���90�9A �/*�N� *���	�E             
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(α-amylase) 1!$H�#�8&�/����& *!ก& C� *�D����กJ��� PIs '�ก�.D��!A��D�90�9A�8
��!	*E1!$��B�ก
/0@1!	�!�/��E9�C=	�!A����ก& C��� /�DE����"�90�9A�	*��+�=8
��!	*E1!$H�#�B�ก/���>�*�90�9A�
ก��8B��!B�ก/��� /���9��9A0�9A�	�A*���& *!ก& C� (Selitrennikoff, 2001) PIs 1!$�0'�M������#
8&�19$C�
B�H�#�),A�	�$*�*0E�*��D*ก��ก���. �)*�	*��+�=8
��!	*E1!$H�#���B�ก	�A*กD*8�@
�D��L (Ryan, 1990) �*กB�ก�!A  PIs �9��!010�1E%�@9K�D*ก��0C�ก���D��L1���!C	@�!  
E%�>�90 PIs 0����#&�*กB�กB��90�9A�ก��1%����)*�	*��+�=8
��!	*E/� C �9�1%�>� �1!$*�D��
*$�*!ก 	�D� 	
��
GBB9�*�D��>�,$��D*ก��0C�ก��	�#08�)*���  (Lawrence and Koundal, 
2002)  

@*
	
*�=+9�	N� (CuSO4) 	
��*�08*�#ก*#�#+#	�*�= (abiotic elicitor) 1!$
E����"ก���. �'> 	ก#&
d#ก#�#���*0E�*��D��L'��� 8&�ก��	>�!$�C�%�'> ���!ก��
	
�!$��/
��/*@�#C#�!A (activity) )*�	*��+�=�D��L (Savitha et al., 2006)  8&�B�กก��2,ก:�
H�)*�ก��ก���. �� �1����C9�& C�@*
	
*�=+9�	N�@C��	) �) � 50 µM �0CD�ED�H�'> ��&90
	*��+�=+�	
*�=**ก�+&=&#E�#C	�E (superoxide dismutase) /��
�#��38
��!��&�� )3�1!$
	*��+�=@���	�E (catalase) 	
*�=**ก+#	&E (peroxidase) /��N4�#�*����!�/*�8�	�!���	*E 
(phenylalanine ammonia lyase, PAL) +,$�	
�� antioxidant enzyme �!
�#��3	�#$�),A� 
	�D�	&!�Cก9�ก90��8&�19$C�
	�$*�������"�กก���. �& C�@*
	
*�=+9�	N�'�@C��	) �) �1!$
	>���E�8&���D1%�'> 	ก#&ก�����)*�	+��=B�ED�H��D*��00ก��ก�D��L ?��'�	+��=  �9�H�'> 
�!ก��E� ��8
��!�1!$�!@C��B%�	��� /��	*��+�=�D��L**ก���C�19A� PIs 	�$*
\*�ก9���	*�B�ก
ก���0กC�& C�8�>�>�9ก (Jouili and Ferjani, 2003) 

'�ก��2,ก:�@�9A��!AH� C#B9�  E�'B�%�	+��=/)C��*�1!$�& B�ก	
�*ก>. �	��J&*D*�
)*��������  ��2,ก:�H�)*�ก��ก���. �	+��=/)C��*�& C�@*
	
*�=+9�	N��D*ก��H�#� 
PR-proteins 1!$	ก!$�C) *�ก90ก��
\*�ก9��9C	*� �& /กD 	*��+�=	0� �-1,3-ก��@�	�E/��8
��!	*E
*#�]#0#	�*�= 8&�ก��0D�	+��=/)C��*��������& C�@*
	
*�=+9�	N�'�@C��	) �) �/��	C��
1!$	>���E� �%�8
��!�1!$Eก9&�& B�ก	+��=/)C��*� ��1&E*0/*@�#C#�!A	*��+�=	0� �-1,3-    
ก��@�	�E/��8
��!	*E*#�]#0#	�*�= /��1%�8
��!	*E*#�]#0#	�*�='> 0�#E.1M#} /� C2,ก:�@.3E�09�#
�D��L )*�8
��!	*E*#�]#0#	�*�=�C�19A�@C��E����"'�ก���90�9A�ก��	B�#K	�#08�)*�	�A*       
Phytophthora palmivora   
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ก	
����ก�	 

1.1 �	��		  

��'�Eก.�]!	C!� (Hevea) >�*Eก.����B9&*��D'���C�2= Euphorbiaceae 
��Eก.��!A�!"#$�ก%�	�#&'�/"01C!
*	��#ก�'� /���!�9ก:3�1��& ��E93<��C#1��@D*�) ��
/
�
�C�E����"/��Dก��B���9�M.=�& '���00�#	C2C#1��1!$�!@C��>��ก>���  ��'�Eก.��!A�!

����3 9 ��#&1!$�� B9กก9�&! @* Hevea benthamiana, Hevea brasiliensis, Hevea collina, 
Hevea quianensis, Hevea confuse, Hevea pauciflora, Hevea spruceana, Hevea 

microphylla   /�� Hevea nilida    0���9�M.=�!@.3�9ก:3��#	2:E����"*�29�'�E?��?��#

��	12?��'�	)�B%�ก9& 0���9�M.=*D*�/*�D*E?��/C&� *�  ��Eก.�]!	C!�B��!�A%����'�1.ก
EDC�)*�� � '0
��ก*0& C� 3 '0�D*� )*0'0	�!�0 �!ก ��'0�D*�/��
���ก ��'0�D*�B��!�D*�
�A%�>C��
��กd'> 	>J� &*ก	�2H� /��	�2	�!�B�*��D'��D*&*ก	&!�Cก9� �D*&*ก	
��/00 panicle 
cyme &*ก
��ก*0& C�ก�!0	�!A�� 5 /~ก/�D��D�!ก�!0&*ก'> 	>J� 	กE��9CH� �! 5-10 *9� ก ��
	กE��9CH� B��C�	
��/1D� �*&	กE��9C	�!��! 2 /~ก H��!	
�*ก/)J�8&�M������#E����"
/�ก/�ก**ก�& 	*� (��
1!$ 1.1) '�1���Uก:2�E��=�& B9&*�.ก��C#M��)*�� �������� &9��!A 

Kingdom: Plantae 
 Subkingdom: Tracheobionta 
  Division : Magnoliophyta  
   Class : Magnoliopsida 
    Subclass : Rosidae 
     Order : Euphorbiales 
      Family : Euphorbiaceae 
       Genus : Hevea 
        Species :  brasiliensis 

(1!$�� : http://www.kanchanapisek.or.th/kpc/BOOK/chapter4/t3-4-l1.htm#sect1) 

�������	
����	2�:<ก#B1!$
��กก9������ (��
1!$ 1.1) '�)3��!A�& �!@C��
E�'B
��ก���������ก),A�	�$*��@��A%����	�#$�E��),A�	
��
��C9�#ก��3= 8&��!ก��)����A�1!$�

0�#	C31!$��D	@�
��ก���������กD*� �!ก��2,ก:�	�$*�9I��/��	�D�'> � ���������!ก��	�#08�
	�JC B�กก��1!$��������!@C��E%�@9K�D*ก���9I��
��	12 1%�����& 
����3 1 /E�� ��0�1 
/��	ก!$�C�9�M=ก90@C��	
��*��D)*�	ก:��ก���CEC������กกCD� 6 � ��@� '�*��@�ก��H�#�
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�������B��!ก��/)D�)9�1!$�.�/��	�#$�),A� @3��9<����!�& *�.�9�#'> �!8@��ก��
��ก��� 1 � ����D 
'�
4 2547-2549 1%�'> 	ก:��ก�19$C
��	12�!ก��)����A�1!$
��ก���ก9�*�D����ก   

 

��
1!$ 1.1 EDC�
��ก*0)*�������� (A) @*� �������� (B) @*&*ก������� /�� (C) @*H�
�������  

1��?�@'�  ?�@��C9�**ก/��0��EDC�)*�?�@��C9�**ก	~!��	>�*)*�

��	12�1�	>���1!$B�
��ก������� 	�$*���B�ก� ���������*0&#��DC�1!$�!ก����0���A%�'� 
H#C&#�&!  �!@C��	
��ก�& (pH '��DC� 4.0-5.5) -��กE�$%�	E�*��*&
4�!@C���A�E��/���0CD�
��D@C�
��ก'�1!$E��กCD���&90�A%�1�	� 1,000 N.�  	����� �����!��ก/ก C@D*�) ���A� �,ก��&#�
��D	ก#�   1.5-2.0  	��� �!��ก/HD'�H#C&#�B,��9ก� ��D��	�$*8&���/��  � ��������E����"
ก�!&'> �A%�����& 	�$**��.
����3 5-6 
4  " �ก�!&& C�@C�����9&��C9�กJE����"ก�!&	*��A%����
�& ���กCD� 30 
4  &9��9A�'�ก��
��ก�������B,�� *��#B��3��9�M.=�������1!$�!�9ก:3�
	>���E�ก90E?��?��#*�ก�2/��?��#
��	12  8&�'�
4 �.2.2546 E"�09�C#B9����  ก��
C#��ก��	ก:���& '> @%�/���%�/กD	ก:��ก�",�
GBB9�1!$� *��#B��3�'�ก��'� �9�M.=���  	�$*'> 
	ก:��ก��& �90H��*0/1�1!$E��B�กH�H�#�1!$E��),A�  +,$�B��%��
E�Dก���9I��
��	12�D*�
 

'�@%�/���%��9�M.=���
4 2546 E"�09�C#B9����ก��C#��ก��	ก:���& /���%�
�9�M.=���	
�� 3 ก�.D� @* ก�.D� 1 �9�M.=���	�$*H�H�#��A%���� ก�.D� 2 �9�M.=���	�$*H�H�#��A%����
/��	�A*��  /��ก�.D� 3 �9�M.=���	�$*H�H�#�	�A*��  8&�ก�.D��9�M.=����9A� 1 /���%�	ก:��ก�

��ก�& 8&���DB%�ก9&	�A*1!$
��ก /���& 	�#$�ก��/���%��9�M.=���'>�D)*��1�'�ก�.D��9�M.=����9A� 
2 1!$�9�� *�2,ก:�ก��
�90�9C'�E?��/C&� *��D��L  8&��9�M.=���/�D���9�M.= �!�9ก:3�	&D�'�
	�$*�H�H�#� @C��� ��1��8�@ /��) *B%�ก9&1!$/�ก�D��ก9� 	�$*'> 	ก:��ก��#B��3�	�*ก
��ก
�& ���@C��	>���E�)*�/>�D�
��ก���/��C9�".
��E�@=�D*�
 

 
 
 
 

A                                      B                                        C 
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  ก���� 1 �������	���������� 
�!�	�	�  

-�9�M.=����9A� 1 : E"�09�C#B9���� 251, E"�09�C#B9���� 226, BPM-24 /�� RRIM 600  
-�9�M.=����9A� 2 : E"�09�C#B9���� 209, E"�09�C#B9���� 214*, E"�09�C#B9���� 218*,
E"�09�C#B9���� 225, E"�09�C#B9���� 250, E"�09�C#B9���� 319, E"�09�C#B9���� 405, 
E"�09�C#B9���� 406, E"�09�C#B9���� 410, E"�09�C#B9���� 411, E"�09�C#B9���� 416, 
Haiken 2, PR 302*, PR 305, RRIC 100* /�� RRIC 101 

  ก���� 2 : �������	���������� 
�!�	�	�$�%���!�&�� 

-�9�M.=����9A� 1 : PB 235, PB 255*, PB 260* /�� RRIC 110  
-�9�M.=����9A�2 : E"�09�C#B9���� 312, E"�09�C#B9���� 325, E"�09�C#B9���� 403, E"�09�C#B9�
��� 404, E"�09�C#B9���� 407, E"�09�C#B9���� 408, E"�09�C#B9���� 409, E"�09�C#B9���� 
412, E"�09�C#B9���� 413 /�� RRIC 121 

  ก���� 3 : �������	���������� 
���!�&�� 

-�9�M.=����9A� 1 : ~�	�#�	1�� 50, AVROS 2037 /�� BPM 1 
-�9�M.=����9A�2 : E"�09�C#B9���� 401, E"�09�C#B9���� 414, E"�09�C#B9���� 415, RRII 118 
/�� RRII 203 
* ��D/���%�'> 
��ก'��A�1!$
��ก���'>�D 
�9�M.=���1!$/���%�'> 
��ก'�/>�D�
��ก���	&#� (?�@'� /��?�@��C9�**ก) 

    - �9�M.=����9A� 1 BPM -24, E�)�� 362, RRIM 600, GT 1, PR 255, PR 261           
       - �9�M.=����9A� 2 PB 217, RRIC 110, RRIC 100, PB 260, PB 255, PB 235   
       - �9�M.=����9A� 3 KRS 251, PR 305, PR 302, RRIC 101, BPM 1, RRIM 712, 

KRS 250 
�9�M.=���1!$/���%�'> 
��ก'�/>�D�
��ก���'>�D (?�@��C9�**ก/��?�@��C9�**ก	~!��	>�*) 

- �9�M.=����9A� 1 RRIM 600, GT1, E�)�� 36, BPM-24, PR 255    
- �9�M.=����9A� 2 PB 235, PB 255 

��������9�M.= BPM-24 �!�9ก:3�
��B%��9�M.=@* '0�!E!	)!�C ��
�D��
\*�ก���
'0 ~9��'0�!�9ก:3�@� ����
ก�C� �9ก:3��%�� ���� 	�$**��.� *�ก#$��!)��&
��ก��� /�กก#$�
��ก �DC�*��.��กB�1#A�ก#$���ก �.D�'0@D*�) ��1,0 1���.D��!)��&
��ก��� 	�#$�H�9&'0	�JC/��
1�*�H�9&'0 	
�*ก	&#�>����ก 	
�*ก�*ก'>�D>��
��ก��� @D*�) ��� ��1��8�@'0�DC�1!$
	ก#&B�ก	�A*�N1J*
1*��/��8�@	E �&%� � ��1��8�@��/
\� 8�@'0B.&��� /��8�@��E!����
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��&90
��ก��� �!B%��C�� �1!$	
�*ก/> �
��ก��� � ��1������&90
��ก��� '> H�H�#�	�A*
���E����ก'�����/�ก)*�ก��	
k&ก�!& /���!@C��� ��1��8�@@D*�) ��E�� 
 

'���������!ก��2,ก:�ก��กก���*0E�*��D*	�A*8�@	
��@�9A�/�ก8&� Tan 
/�� Low �0CD�>�9�B�ก'0����#&	�A* Colletotrichum gloeosporioides B��!ก��E�E�E��	�*�
/E�E!�A%�	�#�?��'� /E� UV (Tan and Low, 1975)  �D*���& �!ก��2,ก:�	�#$�	�#� 8&��%�'0
���������0D�& C�	�A*�� Microcyclus ulei  �0CD�E��	�*�/E�&9�ก�D�C@* hydroxycoumarin 
/��'> �$*CD� E@*�*�#�#� (scopoletin) (Giesemann et al., 1986) +,$�ก��E�E�E@*�*�#�#�B�
	ก#&),A�*�D���C&	�JC/��E����"�90�9A�ก��	B�#K	�#08�)*�	�A*�� (Garcia et al., 1995)  /�D'0
���1!$�#&	�A*�� Corynespora cassiicola �0CD�@C��	) �) �)*�E@*�*�#�#�'�'0����9�M.=
*D*�/*�!
�#��3E��กCD�'��9�M.=� ��1�� (Breton et al., 1997)  +,$����ก9�) ��ก90	�A*กD*8�@'�
��������9C*$�L 	�D�  	�A*�� P. palmivora 1!$	>�!$�C�%�'> H�#�E@*�*�#�#�'�'0������� 4 
�9�M.= /� CE����"0*ก��&90@C��� ��1��8�@�&  �9$�@* �9�M.= BPM-24 (�9�M.=� ��1��) /��
�9�M.= PB235 (�9�M.=@D*�) ��� ��1��) H�#�E@*�*�#�#��& E��กCD��9�M.= RRIT251 (�9�M.=@D*�) ��
*D*�/*) /���9�M.= RRIM600 (�9�M.=*D*�/*) (Churngchow and Rattarasarn, 2001)  
	�D�	&!�Cก90ก��'� *#�#+#	�*�=)*�	�A*���!A (*#�#+#�#�; elicitin) E����"ก���. �19A�) *
� *�/��
/@��9EB�ก	��J&*D*� '> �!ก��E9�	@���>=E@*�*�#�#�'��9�M.=@D*�) ��� ��1�� (GT1) ��กกCD�
�9�M.=*D*�/* (RRIM600) /��*9���	�JC'�ก��E� ��E@*�*�#�#�E��กCD�ก��ก���. �& C�+�8*E
*�= 
(�9�M.=C2�! /E�E.C��3 2004)  +,$�E*&@� *�ก90ก��0D�'0���& C�	�A*�� P. botryosa 1!$
กD*'> 	ก#&8�@'0�DC�/��	E �&%�'�������� �0CD� ก��E9�	@���>=E@*�*�#�#� �!
�#��3/��
*9���	�JC/
�H9����@C��� ��1��8�@)*�'0��� @* �9�M.= BPM-24 E��กCD� �9�M.= RRIM600 
(�#�.0� 0.K>C9��DC� 2002) 

  1.2  Phytophthora spp. 

	�A*�N1J*
1*�D�B9&*��D'� Class Oomycetes 	
��	�A*'�ก�.D�	&!�Cก9�ก90 
Zygomycetes �9ก:3�19$C�
@� ��ก90 Zygomycetes �ก	C � asexual spores (zoospore) 	
��
��#&1!$CD���A%��&  	�A*�N1J*
1*�D�B�H�#�19A� sexual /�� asexual spores 8&�E
*�=/��	B!�� 
(sporangia), +�8*E
*�= (zoospores) /��@���#&8*E
*�= (chlamydospores) 	
�� asexual 
EDC�8*8*E
*�= (oospores) 	
�� sexual +,$�	ก#&B�กก��HE�ก9�)*�8*8*8ก	�!$�� (oogonium) 
/��/*�	1*�#	&!�� (antheridium) +,$��!)��&�D��ก9� (��
1!$ 1.2) 
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��
1!$ 1.2 �����D��L)*�	�A*�N1J*
1*�D� (A) sporangium (B) zoospore (C) chlamydospore 
(D) oospore (1!$�� http://en.wikipedia.org/wiki/Phytophthora) 

'�
4 @.2.1876  Anton De Bary 	
��@�/�ก1!$1%�ก��2,ก:�	�A*�N1J*
1*�D�  
/� C�0CD�	�A*��#&�!A	
��E�	>�.)*�8�@'0�>�  (late blight) '��9�-�9$� �D*��'�
4 @.2.1995 
Hawksworth /��@3��& B%�/�ก*�.ก��C#M��)*�	�A*�N1J*
1*�D� &9��!A 

Domain : Eukaryota 
 Kingdom : Chromista 
  Phylum : Heterokontophyta 
   Class : Oomycetes 
    Order : Peronosporales 
     Family : Pythiaceae 
      Genus : Phytophthora 

�N1J*
1*�D�'�?�:�ก�!ก/
�CD�H� 1%������ B�กก��2,ก:�/��C#B9��0CD�  
Phytophthora  �!",� 63 E
4�!E=  (Erwin and Ribeiro, 1996)  �!19A�1!$*�29�*��D'��A%�/��'�&#� 
	
��	E �'�1!$��D�!H�9�ก9A����)C�� H�9�	+��=
��ก*0& C� cellulose-β-glucans B,�B9&*��D'�
*�3�B9ก�8@��#E�� (Chromista)  	
���Cก1!$�!�9ก:3���
�D��/��	B�#K@� ���� (true fungi) 
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*��D'�ก�.D�8*8*��+!E (Oomycetes) 8&�	E �'�	&!$�CL (hypha) B�/�กก#$�ก ��	
��ก�.D�	E �'� 
(mycelium) E!)�CB�	
��8@8��! (��
1!$ 1.3) �!ก��E� ��E
*�=/��	B!�� (sporangium) 0�E
*�=
/��B!8*N*�= (sporangiophore)  ?��>�9�1!$	B�#K	
��E
*�=/��	B!��/� CE
*�=/��B!8*N*�=B�
	B�#K'> E
*�=/��B!8*N*�='>�DB�ก
���*9�	&#� /��&9�E
*�=/��	B!���
& ��) ��)*�E
*�=/��
B!8*N*�=  8&�EDC�1!$	
��E
*�=/��B!8*N*�=�9A�B��!�9ก:3��*�กCD�	E �'�
ก�#  E
*�=/��	B!��
�!��
�D��@� ���)D�กD���0�#	C3<���!@C��กC ��กCD�EDC�0� ���
����!
.(�+,$�	
��EDC�1!$	
k&

�D*�'> +�8*E
*�=**กE�D?���*ก1��& ��1!$�!�9ก:3�	
��
.(� (papilla) E����"'> ก%�	�#&+�8*
E
*�=1!$*.3>?��#��>CD�� 12-15 °C /���*ก�9ก:3�	
��1D* (germ tube) 	) �1%�������& 8&�
���1!$*.3>?��#E��กCD� 15 °C  E%�>�908@��E� ��)*�+�8*E
*�=  	ก#&B�กก��/0D��9C)*�8
�8� 
���E+,� (protoplasm) ?��'�E
*�=/��	B!�� 	�$*E?��/C&� *�	>���E�  +�8*E
*�=�! 2 
>�� >��>�,$�	
���9ก:3� tinsel +,$��!)�*D*�	
��B%��C���ก  1!$1%�>� �1!$80ก'> 	@�$*�1!$�

) ��>� �  *!ก>��>�,$�	
��/E >�* whiplash 1%�>� �1!$80ก"*�>�9� (Desjardin et al., 1969)  
	�$*+�8*E
*�="�ก
�D*�**กB�กE
*�=/��	B!��/��CD���A%��& ����>�,$�กJB�>�.&ก��	@�$*��>C 

�&>��/� C	) �	ก��� (encystment) +,$�	ก#&),A�8&�ก��ก���. �& C�@��=0*��&**ก�+&=/��
ก��E9$�E�	1*�  >�9�B�ก�!AกJB��*ก	
�� germ tube �9I��	
��	E �'�/��E� ��+�8*E
*�=),A��& 
*!ก  ก���*ก)*�+�8*E
*�= E����"ก���. �& C�ก��	�#$�**ก+#	B�'> ��ก),A� 

 

��
1!$ 1.3 C�B��!C#�)*�	�A*�N1J*
1*�D�                                               

(1!$�� : http://www.gebhardt.com.au/durian/phytophthora.html) 

�N1J*
1*�D�E����"*��D) ��U&�8&�*��D'���
)*�8*8*E
*�=ก90'���
)*�	E �'�
1!$*��D'���1!$	
��8�@  	�$*E?��@C���A�	>���E�กJB�	ก#&E
*�=/��	B!��/� C
�D*�+�8*E
*�=1!$
	@�$*�1!$'��A%�>�*ก��	&J��
ก90-�/� C�
�*ก	) �1%������ (��
1!$  1.4) (
��E�1��          
E�#����� 2534) E?��*�ก�21!$	>���E��D*ก��	ก#&8�@��0�&*�D���.�/���9A� ),A�*��Dก90
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�#��3�A%�-�/��B%��C�C9�-��ก	
��
GBB9�E%�@9K 8&�
ก�#8�@B�	ก#&),A�*�D��กC ��)C��/��
�.�/��'�����1!$�!-��ก>�9ก�#&�D*ก9�	
��	C��>���LC9� '�0�#	C31!$�!	�A*�N1J*
1*�D�
��0�&*��D +,$��9กB�	ก#&),A�'���>CD��	&*��#".����",��U2B#ก���)*�1.กL 
4  

 

��
1!$ 1.4 �9ก:3�)*�	�A* Phytophthora palmivora  (A) �9ก:3�)*�+�8*E
*�=/��	B!��กD*�

�&
�D*�+�8*E
*�= (B) E
*�=/��	B!��)*�	�A* P. palmivora 1!$
�&
�D*�          
+�8*E
*�=**ก��1�� papilla  (C) +�8*E
*�=/��	B!��)*�	�A* P. palmivora 2       
+�8*E
*�=1!$ก%��9�CD��*��D0�#	C3& ��0�  

(1!$��: www.botany.hawaii.edu/�/Bot201/Oomyceta/Phytophthora.jpg) 

Phytophthora spp. 	
��E�	>�.1%�'> 	ก#&8�@ก90ก� ���>�����#& 	�D� H9ก �� 
&*ก �� 
��&90 ��� ��.ก�D��L �C�19A��� ��� � EDC�'>KD1%�'> 	ก#&*�ก��	�D�1!$��ก �%�� �/��
>9C 	�D� P. palmivora 1%�'> 	ก#&8�@��ก	�D� 8@�	�D�)*�1.	�!��  P. parasitica 1%�'> 	ก#&8�@
��ก	�D�)*�E �/���*&	�D�)*�E90
��&   P. botryosa 1%�'> 	ก#&8�@'0�DC�)*��������       
P. infestans 1%�'> 	ก#&8�@'0�>� )*��9�-�9$�/����	)*	12  P. fragariae 1%�'> 	ก#&8�@��ก
/��8@�	�D�)*�E��*	0*�!$ 

	�A*�N1J*
1*�D�E���9�M.=1!$1%�'> 	ก#&8�@'���������!*��D>�����#& �& /กD        
P. palmivora,  P. botryosa,   P. Heveae,  P. medicaginis  /�� P. parasitica  '�
��	12�1�
�0E���9�M.=1!$1%�'> 	ก#&8�@'�������� 3 ��#& @* P. palmivora, P. botryosa /��               
P. nicotianae  8&� P. palmivora  �!ก��/��Dก��B���
19$C8�ก �!��*�29�1!$E����"1%�����& 
��กกCD� 138 ��#& (Chee, 1968)  	
��	�A*8�@1!$E����"�!�!C#�*��D�& 19A�0�&#� '��A%�/��
*�ก�2  1%�������& 19A�EDC���ก  �%�� �  ก#$� '0/��H�)*�8ก8ก  ก� C���  1.	�!�� ������� 
��#ก�1� �9�E%�
�>�9� ��	)*	12/����E�0 	
��� � 8&�	�A*��#&�!AB�*�29�*��D) ��U&�
��ก0�
	2:+�ก��1!$	@�	
��8�@  	2:*#�1�!�C9�".'�&#�>�*0���*�29�0����#& 	�A*�N1J*
1*�D�
E����"1%����� ���������& 1.กEDC���DCD�B�	
��'0*D*� '08�	�J�1!$ '0/กD ก ��'0 H�*D*� 
H�1!$8�	�J�1!$ /��>� �ก�!&)*���� 8&�กD*'> 	ก#&*�ก��1!$/�ก�D��ก9��
���EDC��D��L )*�
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������� 	�$*	�A*��	) �1%����'0 B�กD*'> 	ก#&B.&E!	1�	) � @D*�) ��ก�� �D*��/H�B�)���
'>KD),A� �!�9ก:3���D/�D�*� )*0��D	�!�0 	�$*/H�����ก9�กD*'> 	ก#&�*�/H�E!&%�)��&'>KD
1%�'> '0	>!$�C/���DC� B�ก�9A�*�ก��B��.ก����
�9�ก ��'0 	ก#&�*�/H�	
��1��&%�1!$EDC��D��
)*�ก ��'0/���!@��0�A%����0�#	C3ก���/H�  1%�'> ก ��'0�DC�>�.&B�ก� � (��
1!$ 1.5 A, B)   
" �*�ก���.�/��	�A*B�	) �1%�����*&*D*�1%�'> �*&	�D�	
��E!�A%����/��	ก#&*�ก��	�D����
������
 /��	�A*�9�E����"	) �1%����H���������& 19A�H�*D*�/��H�/กD  8&�กD*'> 	ก#&H�
	�D�E!&%��.D��A%� /� C1%�'> H�>�.&�DC�B�ก�%�� � (��
1!$ 1.5 C) �C�19A�กD*'> 	ก#&8�@	E �&%�+,$�	
��
8�@1!$�!ก��/��D��0�&*�D��กC ��)C��'��A�1!$
��ก���19$C�
8&�	~���*�D���#$�'�1 *�1!$1!$	ก#&
8�@'0�DC�/��H�	�D���0�&	
��
��B%�1.ก
4   �9ก:3�*�ก��)*�8�@'�����/�กB�E9�	ก�	>J�
�*��A%�	>�*�*�ก�!&8&��!E!H#&
ก�#  �����D*��B�ก���	
���*�0.��E!&%�>�*�A%����&%� 	
��
	E �)���),A������/�C)���ก90�%�� � 	�$*	~*�	
�*ก**กB�	>J��*�0.��E!&%�	
�����	E �&%�
0�	�A*��   *�ก��)9A��.�/��	
�*ก>� �ก�!&0�#	C31!$	
��8�@
�#	�D�  �!�A%�����>� /��	
�*ก
B�	�D�>�.&**ก�� 	
�*ก1!$�*ก'>�DB�	E!�>��B�1%�ก��ก�!&���+A%�0�>� �1!$	
��	
�*ก�*ก
'>�D��D�&   (��
1!$ 1.5 D) 1%�'> � �����!����	C��1!$'> H�H�#�E9A���	
��	C�� 8-16 
4 B,�B9&�& CD�
	
��8�@1!$�!@C��E%�@9K1��	2�:<ก#B)*�*.�E�>ก������M������#/��	
��*9�����/กD� ����
��ก1!$E.&8�@>�,$�'�
��	12�1� (��
1!$ 1.5) 
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��
1!$ 1.5 8�@'��������1!$	ก#&B�ก	�A* Phytophthora palmivora /�� Phytophthora botryosa 

A. EC����1!$	ก#&8�@'0�DC�B�ก	�A*'�ก�.D� Phytophthora spp. 

B. 	�A* Phytophthora spp. 1!$	ก#&0�#	C3ก ��'0   

C. -Gก���1!$"�ก	�A* Phytophthora spp. 1%���� 

D. 8�@	E �&%� (black stripe) 

(1!$�� : www.rubberthai.com/information/sick-rubber) 

1.3 ก	�,�	�-���.,���.�!�	 

8&�EDC�'>KD��B��#&	�A*กJ�D*	�$*	�A*E����"	) �E�D���&  >�9�B�ก�9A�B,�
	�#$�
�#��3/��1%�@C��	E!�>��'> /กD�� C#M!ก��	) �E�D��)*�	�A*�!�& >�����
/00@*  

1.3.1 ก��	) �E�D��8&���� 	�A*��0����#&E����"/1�HD��H�9�	+��=)*���
�& 8&����& C�/��ก� 	�D� E
*�=)*� Oidium >�* Pythium 	�$*�*กE����"/1�	E �'�HD��
H�9�	+��=	) �1%�������& 8&����  

1.3.2 ก��	) �E�D��8&�HD��1���D*�	
k&M������# E
*�=)*�	�A*��0����#&	�$*
�ก��0�H#C��/� CB��*ก	E �'�	) �1%������8&�HD��1���D*�	
k&M������#	�D� 
�ก'0, �D*�
@���A%� +,$�B��!>�&�A%�	
��Nk�=�0��L 1%�'> 	>���E��D*ก���*ก)*�E
*�=/�� lenticels (�D*�
	
k&1%�>� �1!$/�ก	
�!$��ก��+)  

A 

C 

B 

D 
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1.3.3 ก��	) �E�D��8&�HD��1��0�&/H� 0�&/H�1!$	ก#&ก90��	
��*!ก�D*�1��
>�,$�1!$	�A*8�@E����"	) �1%�����&  +,$�0�&/H�*�B	ก#&B�ก>���E�	>�.�& /กD  

-  E?��M������# 	�D� ก��	ก#&���.>�*��/��1%�'> ��	ก#&ก��	E!�&E!ก9�B�
	ก#&0�&/H� ก��	ก#&���.��ก	>J0 >�*E?��*�ก�21!$>��CB9&1%�'> 	+��=��/�ก 	
��� � 

-  E#$��!�!C#���#&�D��L 	�D� ก��ก9&ก#�)*�E9�C=/��/��� ก���9&/�D�ก#$�>�*ก��
	กJ0H�H�#�)*���.:�= ก��	) �1%����)*��E 	&*�-*�1%�'> ��ก��	ก#&/H� 	
��� �  

-  ก��	ก#&��ก/)��1%�'> 	ก#&ก��~!ก)�&0�#	C3��ก  
-  	�A*8�@
�D*�E��	@�!0����#&	�D� toxin >�* enzyme **ก���D*�H�9�

	+��=1%�'> ��	ก#&0�&/H�กD*�	) �1%������  
	�A*��/�D����#&E����"	) �E�D���& /�ก�D��ก9� 0����#&*�B	) �E�D���& 1��

0�&/H�>�*�D*�	
k&M������#	1D��9A���DE����"/1�	E �'�	) �E�D	+��=��8&�����&  /�D	�A*��
0����#&*�B'� 19A� 3 ��
/00'�ก��	) �E�D��  

1.4 ก�&กก	��	�	���.,���.�!�	 

	�$*	�A*��	) �E�D���& /� C�D*��	
��ก��0C�ก��1!$	�A*1%�'> ��/E&�*�ก��
)*�8�@ +,$�8&�EDC���กB�	
��ก��1%����	�A*	�$*��'> ���>�*	E!�>�� ก��กก��1%������
)*�	�A*���& /กD  

1.4.1 ก	�� 
���&0��  

ก) 	*��+�=�D*�H�9�	+��=�� H�9�	+��=)*���/0D�**ก�& 	
�� 3 �9A� @* 
middle lamella, primary cell wall /�� secondary cell wall +,$�/�D���9A��!*�@=
��ก*01��
	@�!1!$/�ก�D��ก9� E��
��ก*0)*�H�9�	+��=�!*��D 3 
��	?1@* pectin, cellulose /�� 
hemicellulose �*กB�ก�!AH�9�	+��=�9�"�ก	@�*0& C� cutin '�	�A*��0����#&E����"H�#�
	*��+�=**ก���D*�E���E��
��ก*0)*�H�9�	+��=	>�D��!A�&  

)) 	*��+�=�D*�E��
��ก*0?��'�	+��=  	�A*��>�����#&E����"E� ��
	*��+�=**ก���D*�E��
��ก*01!$*��D'�	+��=��	�D� proteases, proteinases, peptidases 
�D*��Cก8
��!�  amylase �D*�/
\� /�� lipase, phospholipase �D*��)�9�  

1.4.2 ก	�� 
�	� 1  

C#M!ก��>�,$�1!$	�A*��1%�@C��	E!�>��'> /กD��@*ก��E� ��E���#:1!$�!H�
�D*	�A*	�$*�� E���#:1!$	�A*E� ��E����"/0D�**ก�& 	
�� 2 ��#&�& /กD  
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ก) E���#:1!$	B��B��D*��*�29� 	�A*��E�	>�.8�@��>�����#&�!
@C��B%�	����D*��*�29�8&�E����"1%�������& 0����#&	1D��9A� 19A��!A*�B	�$*���B�ก
E���#:1!$	�A*H�#�),A��!H�	~����D*	�A*	�$*����#&�9A�/�D��D�!H��D*����#&*$� E���#:1!$
	B��B��D*��*�29�	�D� Victorin >�* HV toxin H�#�8&�	�A* Cochilobulus vitoriae E�	>�.8�@
'0�>� )*�� �8*�@ AM-toxin H�#�8&� Alternaria mali E�	>�.8�@'0B.&)*� apple /�� 
Alternaria alternata  E�	>�.8�@'0B.&)*���	)*	12 H�#�E���#:  AL-toxin  	
��� �  

)) E���#:1!$��D	B��B��D*��*�29� E���#:��#&�!A�!@C��	
���#:�D*19A���
*�29�/������#&*$� /�D��D1%�'> ��/E&�*�ก��	ก#&8�@ 010�1)*�E���#:��#&�!A'�	�A*0��
��#&B�	
���9C	E�#�@C���.�/��)*�8�@ก�D�C@*1%�'> ��	ก#&@C��	E!�>����ก�#$�),A� E���#:
'�ก�.D��!A	�D� oxalic acid H�#�B�ก	�A* Sclerotium /�� Sclerotina spp. E���#: alternaric 
acid /�� alternariol H�#�B�ก	�A* Alternaria spp., fusaric acid /�� lycomarasmin H�#�B�ก 
Fusarium oxysporum /�� cercosporin H�#�B�ก Cercospora spp. 	
��� �  

1.4.3 ก	�� 
2��3��4���	5��5��ก	�� 6�
 �3
  

	�A*��E�	>�.8�@��0����#&�!ก��H�#�E��	�D�ก��	B�#K	�#08�)*��� 
1%�'> ���!��
�D�� E�!�� 1!$H#&
ก�#�
B�ก	&#� E��@C0@.�ก��	B�#K	�#08�1!$	�A*��H�#�),A�	�D�  

ก) auxins H�#�B�ก	�A* Plasmodiophora brassicae /�� Ustilago 

maydis +,$�]*�=8��**ก+#�	
��ก�.D�)*�E��1!$�!>� �1!$	ก!$�C) *�ก90ก��)���)��&)*�	+��= 
(cell enlargement) 

)) gibberellins H�#�B�ก	�A* Gibberella fujikoroi  8&�]*�=8��B#0	0*-
	���#� 	
��E��1!$	ก!$�C) *�ก90ก���&�9C)*�	+��= (cell elongation) 

@) ethylene H�#�B�ก	�A* Fusarium oxysporum  +,$�	*1#�!�	
��ก��+��#&
>�,$�/��B9&	
��]*�=8����8&��!H�@C0@.�ก��/กD��� ก��E.ก �C�19A�ก��**ก&*ก)*���0��
��#& /��	ก!$�C) *�ก90ก��>�.&�DC�)*�'0 &*ก H� ก��	>�*�)*�'0 ก���*ก)*�>9C�� /��
	��J&��0����#& 

1.5 %��89��ก��
�����,����. (plant defense)  

���!�!�1!$ก%�>�&@C��� ��1�� (resistant) 	
���!�	&D� (dominant) /��
�!�1!$ก%�>�&@C��*D*�/* (susceptible) 	
���!�& *� (recessive) '�)3�1!$	�A*�!�!�1!$ก%�>�&
@C����D�.�/�� (avirulent) 	
���!�	&D� /���!�1!$ก%�>�&@C���.�/�� (virulent) 	
���!�& *� 
@C��E9��9�M=)*��!���>CD����ก90	�A*'��9ก:3�1!$��D1%�'> ��	ก#&8�@ �!*��Dก�3!	&!�C@* ��
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� *��!�!�� ��1��/��	�A*�!�!�1!$ก%�>�&@C����D�.�/��/E&�**ก (�����1!$ 1.1) &9��9A�",�/� CD�
	�A*B��!�!�1!$/E&�@C����D�.�/��/�D" ����!�!�*D*�/* 	�A*�9A�กJ1%�'> ��/E&�*�ก��)*�8�@
�&   

�����1!$ 1.1 @C��E9��9�M=��>CD���!��D*�!�)*���/��	�A*�� 

 


d#ก#�#��)*�8
��!� (protein reaction) 0�#	C3H#C)*���/��	�A*B��!8
��!�
+,$�	ก#&B�กก��/E&�**ก)*��!� 8
��!�	>�D��!AB��!H��D*@C��E9��9�M='�ก���#&	�A*)*��� 
ก�D�C@* 8
��!�)*�H#C��B��!0�#	C31!$	
�� recognition site >�*0�#	C3B&B%�)*�	�A* " �
8
��!�)*���/��	�A*E����"	) �ก9��&  ��B���D/E&�
d#ก#�#���D*� ��1%�'> ���9A�	ก#&ก���#&
	�A* /�D" �'�ก�3!1!$8
��!�)*���/��	�A*��DE����"	) �ก9��&  ��B�/E&�
d#ก#�#���D*� ��'�
��
/00�D��L  

��8&�19$C�
�!ก��กก��
\*�ก9�8�@  8&��D*� ��	�A*8�@1%�'> ���& �90@C��
	E!�>��B�ก8�@� *���  E����"	B�#K	�#08��& &!/��'> H�H�#�E��   ก��
\*�ก9�8�@)*���
*�B	ก#&B�ก�9ก:3�8@��E� ��)*���	*�  1%�'> 	ก#&ก��ก!&)C��/���90�9A�ก��	B�#K�.ก���)*�
	�A*	) �E�D��   >�**�B	ก#&B�ก
d#ก#�#��1���!C	@�!'�	+��=/��	�A*	�$*��  8&�ก��E� ��E��1!$
	
���#:�D*	�A*8�@>�*�
�90�9A�ก��	B�#K)*�	�A*8�@ ���!��00
\*�ก9��9C 2 /00 @*          
1. constitutive defense response (��00
\*�ก9�1!$�!*��D/� C) ��00�!AB�1%����*��D
��*&	C��  +,$�B��!@C��B%�	���/�ก�D��ก9��
'�/�D����#&)*��� (species-specific)  /��
��00B��!ก��	กJ0�C0�C�E��  +,$�*�B'� 	
�� precursor E%�>�90�*0E�*��& 19�1!1!$�!ก��8B��!
	ก#&),A� ก��
\*�ก9�	�#�ก��?��  @*  0�#	C3�9A�@#C�#	@#�/��H�9�	+��= B��!E��B%��Cก @#C�#� 
/Cก+= /�� +�	0*�#� 	@�*0*��D	�$*
\*�ก9���D'> 	�A*กD*8�@	) ����.ก���  /�� 2. induced 
defense response (��00
\*�ก9�1!$E� ��),A�>�9��& �90	�A*) 	
����001!$	ก#&),A�	�$*��CB�0ก��
�#&	�A*+,$��!ก���*0E�*��& >����9ก:3�&9���
1!$ 1.6 

Gene in Plant 
Gene in Pathogen 

R (resistant) dominant r (susceptible) recessive 

A (avirulent) dominant 
AR  

No infection 
Ar  

Infection 

a (virulent) recessive 
aR  

Infection 
ar  

Infection 
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��
1!$ 1.6 ก���*0E�*�)*���	�$*�& �90ก��ก���. �B�ก?���*ก 
(1!$�� : http://cell.ccrc.uga.edu/~mao/plapath/elicitor.gif) 
 

1.5.1 35���	�89��ก���.�!�35 (structural defense before infection)  

   ก��กก��
\*�ก9���	*�)*����!8@��E� ���D��L >����9A� 8&��9A�/�ก
1!$	�A*B�	) �E�D�� @* 1��H#C)*��� 	�$*	�A*	) ��
/� CB�	B�#K	�#08�1%������  8&�*�BB�
1%����1!$'&1!$>�,$�	~���0�#	C31!$�9�	) ��
 (localized infection) >�*�
	B�#K'�1D*�A%�1D*
*�>�� (vascular bundle) /� C1%�'> *�ก��)*����
/E&�1!$*$�& C� (systemic infection)  
8&�8@��E� ��EDC�/�ก)*���1!$	
��	ก���
\*�ก9�ก��	B��HD��)*�	�A* @* H#C +,$�
��ก*0& C� 
�) (wax) 1!$@�.�H#C��  )�)*���  @C��>��)*� cuticle +,$�19A�>�&�!A�DC�'�ก��
\*�ก9�ก��
	) �1%����)*�	�A*8�@  �*กB�ก�!A@C��>��/��@C��	>�!�C)*�	+��=H#C)*��� (epidermis) 
กJ	
��
GBB9�'�ก��1%�'> ��� ��1��8�@  �D*�	
k&M������# 	�D� 
�ก'0 +,$�	
���D*�1!$��'� 
@���A%� 	�A*8�@กJE����"HD��	) ��
�&   ��0����#&1!$� ��1��8�@กJ	�����!
�ก'0/@0/���!
)*0�กE��>�� �*กB�ก�!A����	C��
k&	
k&)*�
�ก'0กJ�!EDC�'�ก��1%�'> ��� ��1��8�@�&  
	�D� ) �CE��!�9�M.=� ��1��0���9�M.= 
�ก'0B�	
k&E����ก 1%�'> E
*�=1!$*��D'�>�&�A%�'ก� 
�ก
'0+,$��*ก�9A�/�D	� �"�ก/&&	H����กD*�
�ก'0B�	
k& 1%�'> 	�A*1!$/)C��*�*��D'��A%���DE����"
	) ��
�&   
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1.5.2 35���	�89��ก��354����.�!��,�	�-���. (structural defense after 

infection) 

  	�A*8�@	�$*	) �E�D��/� C8&�	B��HD��8@��E� ��
\*�ก9�)*���1!$*��DH#C
�*ก>�*?��'���กJ���  ��B�/E&�
d#ก#�#��8� �*01��8@��E� ���9ก:3��D��L **ก��	
��
��&90@*  

1.5.2.1 	�A*	�$*
��ก*0& C�	+��=	B�#K	
���9A� (cork layers) �9A�1!$	ก#&),A�
�!AB��DC��90�9A���D'> 	�A*/��E���#:1!$	�A*)90"D��**ก��)���C�กC ��**ก�
*!ก/���9����90ก��
�>� 	C!��)*��A%�/��*�>��B�ก	�A*	�$*
ก�#�
�9�	�A*	�$*1!$	
��8�@ 1%�'> 	�A*/��	�A*	�$*��1!$
���/� C*��D'�)*0	)�)*�/H�1!$	>J�	
��B.&>�*�*����/�กEDC�**ก��B�ก	�A*	�$*
ก�# 

1.5.2.2 ก��	ก#&ก��/�ก
�#)*�	�A*	�$* (abscission region) +,$�	
��
�D*�CD����>CD��	+��=1!$	
���9A�19A�E*�) ���*00�#	C3�#&	�A*)*�	�A*	�$*�� (protective layers)  
	ก#&ก90'0*D*�)*��� H�0����#& 8&� middle lamella )*�	+��=1!$*��D��>CD���9A�19A�E*��9A�"�ก
�D*���*&���@C��>��)*�'01%�'> 	�A*	�$*EDC�&!"�ก�9&)�&**กB�ก0�#	C3�9C	�A*>�*/H�
)*���1!$	
��8�@ 
\*�ก9�8�@��D'> 	�A*8�@/��E���#:1!$	�A*8�@E� ��),A��.ก����
�9�	�A*	�$*

ก�#     

1.5.2.3 ก��	ก#& tylosis '�1D*�+	�� ก��	ก#& tylose 	
��ก��	B�#K)*�          
8
�8����E+,�)*�	+��=��	���@�� (parenchyma) 1!$*��D�#&ก901D*�+	�� �!)��&'>KD/���!
B%��C���ก B�1%�'> 1D**.&�9� 8&�	ก#&'���>CD��1!$	�A*8�@	) �1%����1��ก�.D�1D*�%�	�!�� ��
�9�M.=� ��1���D*8�@B�	ก#& tylose �& ��ก/���C&	�JCกD*�1!$	�A*B��.ก����
",� 8&�	�A*�9�
	B�#K*��D/@DEDC���ก >�ก	
���9�M.=1!$*D*�/*�D*8�@  	�A*B�	B�#K�
",�กD*�/� CB,�	ก#& tylose 
?��>�9�  1%�'> ��DE����"ก!&ก9A�ก���.ก���)*�	�A*�&  

1.5.2.4 ก��E�E����	>�!�C (gum) 	�A*	�$*��E� �����	>�!�C),A��*0
0�#	C3/H�1!$	ก#&B�ก	�A*8�@>�*B�กE�	>�.*$�L 8&����B�"�กE�E�*��D'��D*�CD����>CD��
	+��=>�*?��'�	+��=  8&�ก��E�E�)*����B�	ก#&*�D���C&	�JC  1%�'> 	�A*0����#&���9กก��
	B�#K	�#08�  ��DE����")���)*0	)�**ก�
�& *!ก 	�A*B�"�กB%�ก9&*��D	~���'�/H�  +,$�*9���
ก��E�E�)*�����!/�ก�D��ก9�**ก�
/� C/�D��#&/���9�M.=�� 

1.5.3 ก	�ก O Hypersensitive cell death 

Hypersensitive cell death 	
��
d#ก#�#��ก���*0E�*�'�ก��
\*�ก9�8�@
)*���1!$E%�@9K (��
1!$ 1.5) /E&�",�@C��� ��1��8�@)*��� '���>CD��0.ก�.ก)*�	�A*8�@>�*
"�ก0.ก�.ก8&�E���#:�D��L 1!$0�#	C3H#C	+��= 	�$*���#&	�A*/� C��+,$�	
���9�M.=� ��1��B�	ก#&
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�*��>� E!�A%���� +,$�	
���9ก:3�1!$	ก#&B�กก�����*�D���C&	�JC>�9�B�ก	�A*	) �1%���� 1%�'> 
	�A*8�@��D�& �90E��*�>��B�ก	+��=1!$�9��!�!C#�*��D 	�A*B,����9กก��	B�#K	�#08�/�����'�1!$E.& 
*�ก���*��>� �0�& 8&�19$C�
���0�#	C3EDC�)*���1!$	
��8�@ �& /กD '0 � � 8@�� � ��ก >9C 
-Gก H� 	
��� � )��&)*�8�@),A�*��Dก90EDC�)*��� ��#&)*��� 	�A*1!$0.ก�.ก E?��*�ก�2/��
E#$�/C&� *��D��L 

 

��
1!$ 1.7 ก��	ก#& hypersensitive cell death '���	�$*
\*�ก9��9C	*�B�ก	�A*กD*8�@  

(1!$��: www.padil.gov.au/viewPestLargeImage.aspx?id=3...) 

Breton /��@3� (1997) �& 0D�'0�������& C�	�A*�� Corynespora 
cassiicola  +,$�กD*'> 	ก#&8�@'0B.&ก ��
�� (fish bone disease)  �0CD�>�9� 24 �9$C8�� 	�A*���!A
1%�'> 	ก#&�*��>� E!�A%����0�'0��� +,$��!@C��/�ก�D��ก9�*�D���9&	B���>CD��'0����9�M.=
� ��1�� (GT1) ก90�9�M.=*D*�/* (PB260) 8&�)��&�*��>� 0�'0����9�M.=� ��1���!�9ก:3�
	
��B.& /E&�",�ก��	ก#& hypersensitive cell death +,$����ก9�) ��ก90)��&�*��>� '�'0�9�M.=
*D*�/* 1!$�0/H�E!�A%����)��&'>KD /��	�$*	C��HD���
 48 �9$C8�� )��&�*��>� กJ/HD)���
�.ก���**ก�
 B�	ก#&	
���*�&D�� (discolor) 0�#	C3	E �'01!$*��D�*00�&/H� +,$�/E&�",�ก��
	ก#&8�@ก ��
�� '0����9�M.=� ��1��E����"ก9ก0�#	C3	�A*����D'> /��Dก��B���
�9�	+��=
) ��	@!�� EDC��9�M.=*D*�/*�0)��&�*��>� '>KD/��/HDกC �� /E&�",�ก��	ก#&8�@ @* 
	ก#&
d#ก#�#�� compatible +,$�	
��
d#ก#�#����>CD��	�A*กD*8�@ก90���9�M.=*D*�/*  EDC�
d#ก#�#��
��>CD��	�A*กD*8�@ก90���9�M.=� ��1�� 	�!�กCD� 
d#ก#�#�� incompatible  /�D" ��!ก��	�#$�

�#��3)*�	�A*กD*8�@  
d#ก#�#���!AกJE����"	
�!$��	
��  compatible �& 	�D�ก9� &9��9A��9ก:3�
)*��*��>� 1!$	ก#&B�กก���*0E�*�)*�'0����D*	�A*กD*8�@E����"0*ก��&90@C��� ��1��
8�@�&  	�D� ก��1&�*�)*����"M#&� �*&8�M#}1*� (2546)  1!$/E&�'> 	>J�CD� )��&�*��>� 1!$
	ก#&B�กก��ก���. �& C�+�8*E
*�=)*�	�A*�� P. palmivora  0�'0�������19A� 17 �9�M.= �0CD� 
)��&�*��>�  +,$�	ก#&),A�B�กก��	B��'0���& C�	�A*���!A �!@C��/�ก�D��ก9�*�D���9&	B� 
E����"@9&/�ก�&  3 ก�.D� @* ก�.D��9�M.=� ��1��1!$	>J�)��&�*��>� 	�Jก  0�&/H��!)*0	)�
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�9&	B� /E&�CD�	+��=)*�'0�������'�ก�.D��!A�!@C��E����"'�ก��ก9ก0�#	C3)*�	�A*8�@
��D'> �.ก����
�9�	+��=) ��	@!���&   ก�.D��9�M.=� ��1��
��ก����!)��&�*��>� '>KDกCD�'�
ก�.D��9�M.=� ��1�� /�D�!)��&	�JกกCD�'�ก�.D��9�M.=*D*�/*1!$�!)��&�*��>� /HDกC ��**ก�

*�D���C&	�JC /E&�",�@C��� �	>�C)*�'0'�ก��ก9ก	�A*8�@�C  

1.5.4 ก	89��ก������ก O�	ก8R ก  �	,��&03
��	�0S�,���0��� 
(cytoplasmic defense   reaction)  

�+8����E+,��

ก@�.�ก�.D�)*�	E �'�  8&��#C	@�!�E)*���B�	@�$*�
����
& C� /� C8
�8����E+,�)*�	+��=B�	�#$�>���
'�)3�1!$	E �'�)*�	�A*	B�#K	�#$�),A� 
0��@�9A�	+��=��1!$	�A*	) �1%����B�E9�	ก�	>J��+8����E+,�/���#C	@�!�E)���'>KD),A�       
�+8����E+,�B�ก���	
��	�J&	&D��9& 	E �'�)*�	�A*E����9C	>J�	
��EDC�L /� Cก��	) �
1%����กJ>�.&��'�1!$E.& (��8�B�= B�C����#� 2525) 

1.5.5 ก	��	��	&T3
���Uก0 � (phytoalexin) 

��0����#&�!ก��0C�ก��	
�!$��/
��?��'�	+��=��  	�$*�D*� ��ก��
	) �1%����)*�	�A* 8&�ก��H�#�E��
��	?1�N8�*	�Jก+#�+,$�	
��E��
d#�!C��1!$��E� ��),A�
>�9�B�ก	�A*	) �1%����/� C /���!�#:�D*	�A*8�@ B,�E����"�90�9A�ก��	B�#K)*�	�A*�&  �!�C�
8�	�ก.��$%� �!M��.@��=0*� �]8&�	B�/��**ก+#	B�	
��*�@=
��ก*0 �0'���1!$�& �90ก��
ก���. �B�ก	�A*8�@>�*"�กก���. �B�ก*#�#+#	�*�=�D��L 19A� biotic /�� abiotic �N8�*	�Jก+#�	
��
E��1!$�!@.3E�09�#	~��� ),A�*��Dก90��#&)*��� /�D��D	B��B�ก90	�A*8�@��#&'&��#&>�,$� 

d#ก#�#���!A	ก#&'�	�A*	�$*1!$"�ก0.ก�.ก8&�	�A*8�@ /��	�A*	�$*)*�	+��=) ��	@!�� *9���ก��	ก#&�N
8�*	�Jก+#�),A�*��Dก90�9�M.ก���)*��� /��	ก#&'�	+��=��1!$�!�!C#�	1D��9A� (��8�B�= B�C����#� 
2525) C#"!ก��E9�	@���>=�N8�*	�Jก+#� (biosynthesis pathway) '���1.ก��#&*�29�C#"!)*� 
shikimate, acetate-malonate /�� acetate-mevalonate +,$�	
��C#"!	�/10*�#+,�/001.�#�?��#
0����#&� *�'� C#"!'�ก��E9�	@���>=�DC�ก9�E*�",�E��C#"! (Kuc�, 1995) /�D'���
1!$ 1.8 /E&�                 
�N8�*	�Jก+#�0����#&+,$�E9�	@���>=8&�'� 	�!��C#"!	&!�C @*C#"! acetate-malonate 
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��
1!$ 1.8 C#"!ก��E9�	@���>=E��
��ก*0�N8�*	�Jก+#�'�1����C9�  
(1!$��: Gutirrez et al., 1994) 

�N8�*	�Jก+#��!>�����#& (��
1!$ 1.9)  0����#&*�B�!H�1%�'> ��	ก#&
d#ก#�#�� 
hypersensitive /��0����#&�!H��D*ก��	B�#K	�#08�)*�	�A*E�	>�.8�@�� E��	>�D��!A8&�
ก�#
B��!
�#��3	�!��	�Jก� *�'�	+��=�� /�D	�$*	�A*	) �1%������B��!ก��H�#�E��	>�D��!A	�#$���ก
),A�  
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��
1!$ 1.9 8@��E� ��)*��N8�*	�Jก+#���#&�D��L 

1.5.6 ก	����5	%4�� ก� �  

H�9�	+��=��8&�19$C�
 �! 2 ��#& @* H�9�	+��=
<�?��# 	ก#&),A�@�9A�/�ก
)3�1!$	+��=�!ก��	B�#K	�#08� 	�D� ��	���@�� /��@*�	���@��
��ก*0& C�E��	@�!�Cก
	+���8�E 	]�#	+���8�E  	�@�#� /��8
��!� ��#&1!$E*�@*H�9�	+��=1.�#�?��# (secondary wall) 
	ก#&),A�?��>�9�H�9�	+��=
<�?��#>�9�B�ก1!$	+��=>�.&ก��	B�#K/� C 8&�B��*ก190H�9�	+��=

<�?��#'> H�9�	+��=�!@C��/)J�/����ก),A� 
��ก*0& C�E��	@�!�Cก	+���8�E  	]�#	+���8�E
/���#ก�#� (C9�	�JK  ?��#B9�1�= 2540)  

�#ก�#�	
��E��
��ก*0	�#�+ *�N4�*�#ก	]1	1*�=8��*�#	�*�=1!$	�$*�& C��9�M�
8@C�	��1=ก��B��*��D?��'�8��!/+@@���+= (��
1!$ 1.8) /��	
��*�@=
��ก*0)*�	�@�#�1!$H�9�
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	+��=)*��� �#ก�#�	
��8@��E� ��1!$/)J�/��1!$@*�@A%�B.�'> ก901D*�%�	�!���A%�)*��� �C�19A��DC�
@A%�B.�	�A*	�$**$�L 	
��8@��E� ��1!$�&>&�& )3��%�	�!���A%��
�9�	�A*	�$*�D��L �#ก�#�	ก#&B�ก
ก��0C�ก��**ก+#	&1!08��!	�*�=��&=	+�9�)*�8�8��#ก�*� (cinnamyl alcohol) 3 ��#&  �& /กD 
p-coumaryl, coniferyl /�� sinapyl (/E&�'���
1!$ 1.10) 	�D�
d#ก#�#��8&� xylem oxidase 19A�1!$
	
��	*��+�=	
*�=**ก+#	&E /��1!$��D'�D	*��+�=	
*�=**ก+#	&E 
�D*�E��**ก��@* 	]1	1*�=
8��*�#	�*�= (/E&�'���
1!$ 1.10) (Ros-Barcelo et al., 2002) '��9�-�9$�ก��E� ���#ก�#�E����"
�90�9A�ก��	B�#K	�#08�)*�E���� P. infestans �&  (Friend et al., 1973) /��'��������ก��
ก9ก0�#	C3��D'> 	�A* Microcyclus ulei �.ก����
�9�	+��=) ��	@!��8&��#ก�#�	
��ก��กE%�@9K
*9�>�,$�'�ก��� ��	�A*���!A (Garcia et al., 1995) �*กB�ก�!A'�M������#��กJ�!ก��E� ��
	*��+�=	
*�=**ก+#	&E	�$*'� '�ก��8��#	�*�=��+=8�8��#ก�*��
	
���#ก�#�   

 

��
1!$ 1.10 8@��E� ��)*��#ก�#� 

(1!$��: http://genomics.energy.gov/gallery/b2b/gallery-02.html) 

�#ก�#�	
��E��1!$��D������A%� 	ก#&B�กก���C��9Cก9�)*�E��
��ก*0	�#�+ *� 
	�#$�� �B�กก��E9�	@���>=E��
��ก*0N4�*�#ก @* ก�&*��#8�N4�#�*����!� "�ก	
�!$��	
�� 
trans-cinnamic acid 8&�	*��+�=N4�#�*����!�/*�8�	�!���	*E (phenylalanine ammonia 
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lyase : PAL)  >�*B�กก�&*��#8��18�+!� & C�	*��+�=�18�+!� /*�8�	�!���	*E (tyrosine 
ammonia lyase : TAL) �D*B�ก�9A�กJB�"�ก	
�!$��	
��E��
��ก*0/*�ก*]*�= 3 ��#& �& /กD           
p -coumaryl alcohol  coniferyl alcohol /�� sinapyl alcohol /� CB,�	ก#&ก��0C�ก��8��#	�*�=
��+=8&�	*��+�=	
*�=**ก+#	&E�
	
���#ก�#� 1!$�!*�@=
��ก*0)*�/*�ก*]*�= �& /กD coumaryl  
guaiacyl /�� syringyl ����%�&90 (��
1!$ 1.11) (Ramos et al., 2001) 

 

 
 
>���	>�. : PAL phenylalanine ammonia-lyase; TAL tyrosine ammonia-lyase; C4H 
cinnamate 4-hydroxylase; C3H 4-hydroxycinnamate 3-hydroxylase; COMT caffeic acid 
3-O-methyltransferase; F5H ferulate 5-hydroxylase; 4CL 4-coumarate: CoA ligase; 
CCoA-3H coumaroyl-coenzyme A 3-hydroxylase; CCoA-OMT caffeoyl-coenzyme A O-
methyltransferase; CCR cinnamoyl-CoA reductase; and CAD cinnamyl alcohol 
dehydrogenase 
 

��
1!$ 1.11 
d#ก#�#��ก��E9�	@���>=�#ก�#�8&�E9�	)
 (1!$�� : Ramos et al., 2001) 

1.5.7  ก	����5	%4� Pathogenesis Y related proteins (PR-proteins) 

PR�proteins 	
��8
��!�1!$��E� ��),A�	�$*
\*�ก9�*9�����'> ก90��	*� 
B�กก���.ก���)*�	�A*8�@>�*B�กก��ก&&9� (stress condition) & C�E��	@�! (chemical 
treatments) /��]*�=8����0����#& �C�",�ก��"�กก&&9�B�กก��	ก#&0�&/H�/��*#�#+#	�*�=
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�D��L 8&�19$C�
'����9A�E���!ก��E�E� PR� proteins 	�$*1%�>� �1!$�D*� ��/���90�9A�ก��
	B�#K	�#08�)*�	�A*8�@>�*�C�9E (Kitajima and Sato, 1999) ��
1!$ 1.12 

 

��
1!$ 1.12 ก���*0E�*�)*���8&�ก��E9�	@���>= PR�proteins  

(1!$�� : http://dmd.nihs.go.jp/latex/defense-e.html) 

PR�proteins 1!$��E� ��),A�EDC�'>KD�!@.3E�09�#	
��	*��+�= 8&�ก��E� ��
	*��+�=E%�>�901%�>� �1!$	
�� PR�proteins �9A�	
��/00��DB%�	���	B��B�/�DB�	ก#&),A�	�$*�!ก��
�#&	�A*>�*"�กก&&9�	1D��9A���D'�D��B�กก��@C0@.�
ก�#)*��!� EDC�'>KD
\*�ก9�	�A*1!$�!U1M#}

��ก���",��$%�/���9ก��DB%�	���	B��B��D*	�A*8�@'& (Legrand et al., 1987) PR-proteins 
�& /กD �@�#	�E (chitinase), 	*��+�=	0� �-1,3-ก��@�	�E (β-1,3-Glucanase), 8
��!	*E*#�]#0#-
	�*�= (Proteinase inhibitor,PIs)  8&�ก�.D�)*� PR-proteins E����"/0D�**ก	
��ก�.D��D��L 
&9�/E&�'���
 1.13     
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��
1!$ 1.13 PR-proteins ก�.D��D��L 

(1!$�� : http://www.bio.uu.nl/~fytopath/PR-families.htm)  

	*��+�=	0� �-1,3-ก��@�	�E/���@�#	�E 	
�� PR�proteins  1!$�!010�1E%�@9K
'�ก��� ��1��8�@'��� E����"�90�9A�ก���.ก���)*�	�A*���D��L 8&�ก���D*�E���H�9�
	+��='�EDC�1!$	
��	0� �-1,3-ก��/@�/���@�#�����%�&90 	*��+�=19A�E*���#&�!A�0�& 19A�'���
'0	�!A��@�D/����'0	�!A��	&!$�C1!$�!ก���#&	�A*	�D� '0��E�0, ) �C0��=	��=/���9�-�9$� 	
��� � 
	*��+�=�@�#	�E +,$�	��!���& B�ก) �C0��=	��=E����"�90�9A�ก��	B�#K	�#08�)*�	�A*�� 
Trichoderma reesei, Alternaria alternaria, Phycomyces blakesleesasus /�� Neurospora 
crassa (Robert and Selitrennikoff, 1986) 

*�?�3= E9���8� /��@3� (2537) 2,ก:�ก��1%�'> 0�#E.1M#}/��@.3E�09�#)*�
	*��+�=	0� �-1, 3- ก��@�	�EB�ก��������9�M.= RRIM 600 �0CD�	*��+�=	0� �-1,3-ก��@�	�E
��CB�0'�	ก*01.กEDC�)*�� �����& /กD '0, 	
�*ก, ��ก, +!-+!�9�/��0!-+!�9$� /�D�!
�#��3��D
	1D�ก9�/���0CD�	*��+�=��#&�!A�!
�#��3E����ก	�$*�B�ก?�C�ก&&9�B�กก��ก�!&'> 	ก#&
0�&/H�)*�	
�*ก0�#	C3�%�� �	�$*	กJ0H�H�#��A%����E& >�*"�กก��1%�& C�E��	@�!	�D��A%�
���*#	1�� +,$���CEC�'�  E%�>�90	�#$�H�H�#� 8&�'� C#M!8@���8�ก��NN4/00/�ก	
�!$��
��B.
ก90 CM-cellulose /��/00B%�	��� 	B��B�ก90 Con A agarose '�ก��1%�	*��+�='> 0�#E.1M#} 
�0CD��!	*��+�=	0� �-1, 3-ก��@�	�E 2 �*8+�+�= @* GI /�� GII 	�$*2,ก:�@.3E�09�#)*�
	*��+�=1!$1%�'> 0�#E.1M#}/� C�0CD�19A�E*��*8+�+�=	
��8
��!�E��	&!�C/�� 	
��8
��!���#&
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	0E#ก 8&��!�A%�>�9ก8�	�ก.�	1D�ก90 29.5 /�� 33.1 kDa 	�$*2,ก:�8&�C#M!	B�Nk�	���9$�  /��
	1D�ก90 31.6 /�� 34.7  kDa 	�$*2,ก:�8&� C#M! SDS-PAGE  

Mohammadi /�� Karr (2002) 2,ก:�	*��+�=	0� �-1,3- ก��@�	�E /��
	*��+�=�@�#	�EB�ก
���ก"9$C �0CD�	*��+�=	0� �-1,3- ก��@�	�E1%�����& &!1!$E.&1!$ pH 5.3 
/��1!$*.3>?��# 37 °C  /��B�กก����CBE*0& C�C#M! Thin Layer Chromatography (TLC) 
�0CD�	*��+�=	0� �-1,3-ก��@�	�E
��ก*0& C�>�DC��D*�*�D���$%� 7 >�DC��D*� /��B�กH�
)*� Western immunoblot  �0CD�	*��+�=	0� �-1,3-ก��@�	�E	ก#& cross-reacting ก90 virus-
inducible tobacco (Nicotiana tabacum L.) protein PR-1 (17 kDa), tobacco basic protein 
PR-2 (21 kDa), lima bean (Phaseolus vulgaris L.) acidic protein PL1 (18 kDa), pinto 
bean basic protein PR-4d (21 kDa) �C�19A� tobacco (36 kDa) /�� cowpea (Vigna 
unguiculata L.) (36 kDa) PR-proteins  EDC�	*��+�=�@�#	�E��D1��D**.3>?��#/���!@C��
CD*��C�D*	�*�=@#C�!$ (mercury) /�D�!@.3E�09�#1��D*ก���D*�)*�	*��+�=8
��!	*E H�B�กก��
1&E*0& C�C#M! Western immunoblot �0CD�	ก#& cross-reacting ก90 anti-vacuolar bean leaf 
chitinase 

PR-proteins �*กB�ก"�กก���. �'> ��E� ����ก),A�	�$*	�A*8�@0.ก�.ก/� C PR-
proteins �9�"�กก���. �'> E� ��	�#$�),A�'�E?�C�ก&&9�0��*�D�� 	�D� � ���	ก#&0�&/H� >�*
"�กก���. �& C�E��	@�!0����#& �& /กD	*1#�!� (Mauch, 1992) , salicylic acid, polyacrylic acid 
/�� mercuric chloride (Hen et al., 1991) PR-proteins *!ก��#&>�,$� @* 	*��+�=	
*�=**ก+#
	&E 8&�����#&>�,$�L B��!ก��E� ��	
*�=**ก+#	&E),A���>����*8+�+�=	�$*
��8���=1!$
/�ก�D��ก9� �& /กD 0���*8+�+�=)*�	
*�=**ก+#	&E	ก!$�C) *�ก90ก��@C0@.�ก��	B�#K	�#08� 
/��ก��)����9C)*�	+��=  	�/10*�#+,�)*�**ก+#�  	�/10*�#+,�)*�*9�@��*�&=  Pomar 
/��@3� (1997)  �0CD�*�+#&#ก/��	0E#ก	
*�=**ก+#	&E  �!010�1	ก!$�C) *�ก90	�/10*�#+,�
)*�*9�@��*�&= +,$�	
��E��*#�1�!�=1!$�!��8��	B�	
��*�@=
��ก*0/��	ก!$�C) *�ก90ก��	
�!$��E!
H#C)*�H���    	�A*	�$*��B�	>�!$�C�%�ก��E� ��	*��+�=	
*�=**ก+#	&E	�#$�),A� 	�$*�*0E�*�
�D*E?�C�	@�!�&�D��L �& /กD ก���& �90	�A*8�@�D��L 	�D� 	�A*�� 	�A*�C�9E /0@1!	�!� ก��	ก#&
0�&/H� ก��	
�!$��/
��*.3>?��#1!$�.�/�� @C��	@J�/���9�E!*.��� ��C8*	��  �!H�1%�'> 	ก#&
ก��	
�!$��/
��)*���
/00)*��*8+	
*�=**ก+#	&E +,$�	ก!$�C) *�ก90ก��กก��
\*�ก9��9C	*�
)*���  

Proteinase inhibitor (PIs) 	
�� PR- proteins >�* polypeptide +,$��0�& '�
��>���L��#&8&�ก�.D�)*� PIs 1!$�!ก��2,ก:�ก9�*�D����ก'��� B�	
��ก�.D�1!$�90�9A�	+*�!�
8
��!	*E (serine protease) +,$�	��!���& B�กE9�C= 	�D� 1�#
+#� (trypsin) >�* �@8�1�#
+#� 
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(chymotrypsin) �0CD� PIs  �!@.3E�09�#'�ก��1�@C��� *��& &!'���&90>�,$� /���!010�1
>���*�D�� 	�D� 1%�>� �1!$	กJ0E�E�8
��!� @C0@.� mechanism )*� endogenous 
proteinases  
\*�ก9�ก��0.ก�.ก8&�/���  /���9�1%�>� �1!$	
�� anti-microbial pathogen *!ก
& C� (Rickauer, et al., 1989) 

 

1.5.8 Protease inhibitor (PIs) ]���.ก��%��89��ก��
����,����. 
 

Proteolytic enzyme >�*	�!�ก*!ก*�D��>�,$�CD�	*��+�=8
��!	*E (protease 
enzyme) 	
��	*��+�=1!$	�D�
d#ก#�#��ก���9&�9�M�	

�1&= (hydrolytic cleavage) 1!$�!
@C��B%�	����D*8
��!�	
\�>��� 	*��+�=8
��!	*E�0ก��B��*��D19$C�
19A�'��� E9�C= /��     
B.�#�1�!�= �0CD�'�E#$��!�!C#��9A�E��
����3  2 % B�ก�>9E�!�19A�>�&1!$"�ก/
��>9E**ก�
B�
/
��>9E��	
��	*��+�=8
��!	*E +,$��!@C��E%�@9K�D*ก���9��!�/��ก��*��D�*&)*�E#$��!�!C#�	B �
0 ��  /��	*��+�=8
��!	*E�9��!010�1E%�@9K�D*ก��0C�ก��1���!CC#1��*!ก>���
ก��0C�ก��  	�D� ก��0C�ก�� proteolytic 1!$	ก#&),A�8&��!	*��+�=8
��!	*E	
���9Cก���'�ก��
ED�E9KK��)9A�� � (initiation) )9A�ก��ED�HD��E9KK�� (transmission) /��)9A�>�.&
d#ก#�#�� 
(termination) '�>���L	>�.ก��3=	ก!$�Cก90	+��= 	�D� ก��*9ก	E0 (inflammation) ก�����)*�
	+��= (apoptosis) ก��/)J��9C)*�	�*& (blood clotting) ก��E9�	@���>=]*�=8�� (hormone 
processing pathways)  *�D����กJ���	*��+�=�!AE����"ED�H�'> 	ก#&*9������D*	+��=/��
*C9�C�)*�E#$��!�!C#�	B �0 �� 	�$*	*��+�=8
��!	*EH�#�**ก����ก	ก#��
 (overexpressed) 
>�*'�E?�C�1!$�!@C��	) �) �E����กL B,�	
��	>�.H�1!$	*��+�=8
��!	*EB%�	
��� *�"�ก@C0@.�
��&90ก��H�#� 	*��+�=8
��!	*EB�"�กE9�	@���>=**ก��'���
 inactive pre-protein (��
1!$ 
1.14 ) /���!@C��B%�	����D*E90E	��1 (��
1!$ 1.15) 8&�	
���9C@C0@.�ก#Bก���)*�	*��+�= 
/�D��D�!H��D*ก��@C0@.���&90ก��H�#�	*��+�= 
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��
1!$ 1.14 ก��@C0@.�ก#Bก���)*�	*��+�='���&90ก��E� �� 8&�	*��+�=*�B"�กE� ��*��D'���
 

inactive pre-proteins /� CB,�HD��ก��0C�ก���D*�
	�$*'> *��D'���
1!$�� *�1!$B�
1%���� 	�$*  E : enzyme, S :  substrate /�� P : products. 

 
��
1!$ 1.15 0�#	C3@C0@.�ก��	�D� ก��	) �B90)*�E90E	��1�D*	*��+�= 
 

ก��กก��@C0@.�1!$E%�@9K*!ก*�D��>�,$�	ก!$�C) *�ก90@C��E9��9�M=��>CD��
	*��+�=8
��!	*Eก908
��!�1!$�90�9A�ก#Bก���)*�	*��+�=8
��!	*E (��
1!$ 1.16) +,$��9C�90�9A�
	>�D��!AB�	) ��
B90ก90	*��+�=/� C1%�'> �!ก#Bก���1��	*��+�=� *��� >�*1%�'> ��D	ก#&ก#Bก���
1��	*��+�=	�� �9C�90�9A�	>�D��!A	�!�กCD� Protease inhibitor  
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��
1!$ 1.16 NG�ก=�9�ก��1%����/00�D��L)*� protease inhibition (A) ก���90�9A�8&���� 3 

0�#	C3 active site (B) ก���90�9A�/001��* *� (C) ก��	) �B90/00 Adjacent (D) 
	
�� allosteric interaction. 

B�กก��Eก9& /��2,ก:�@.3E�09�#)*� PIs '�**/ก�#+,��D��L19A� �� E9�C= 
/��B.�#�1�!�= +,$�8&�EDC�'>KD/� C PIs B�H�#�),A�	�$*�*0E�*��D*	*��+�=8
��!	*E *!ก19A��9��!
010�1E%�@9K�D*ก��0C�ก��1���!C	@�! +,$� PIs 0����#&�!NG�ก=�9�ก��1%������กกCD�ก��
�90�9A�ก��1%����)*�	*��+�=8
��!	*E /�D	
��
GBB9�'�ก��@C0@.�ก��	B�#K	�#08� 8�ก� ��
ก���90-ED�E9KK��  PIs '���	
��ก�.D�8
��!�1!$�!)��&	�Jก  �0��ก'�	�A*	�$*E�E� 	�D� EDC�
)*�>9C'� &#�/��	��J&  /���9��0'�EDC�*$�L)*����& *!ก& C�  PIs '���"�กก���. �	�$*
�*0E�*��D*ก��	ก#&0�&/H�)*��� ก��8B��!& C�/��� >�*B�ก	�A*กD*8�@�D��L 8&� PIs 1!$
��H�#�),A�B��!�9ก:3�	
��  anti-metabolic protein +,$�B��
�0กC�ก��0C�ก���D*�)*�/��� 
+,$�010�1)*� PIs  '���00ก��
\*�ก9�)*���1!$E%�@9K @*�D*� ��ก��0.ก�.ก)*�/���/��	�A*
กD*8�@�D��L (De Leo, et al., 2002) ก�.D�)*� PIs 1!$�!ก��2,ก:�ก9�*�D����ก'��� B�	
��ก�.D�
1!$�90�9A�	+*�!�8
��!	*E1!$�& B�กE9�C=  +,$��& /กD 1�#
+#� �@8�1�#
+#� /��E90�#�#+#� (subtilisin)  
PIs '�ก�.D��!A�*กB�ก�!@.3E�09�#'�ก���90�9A�	�A*�� (antifungal activity) /� C�9��!@.3E�09�#'�
ก���90�9A�/*�N�*���	�E (α-amylase) 1!$H�#�8&�/����& *!ก& C� (Selitrennikoff, C., 2001)  
PIs 1!$�0'�M������#8&�19$C�
B�H�#�),A�	�$*�*08� 	*��+�=8
��!	*E1!$H�#���B�ก	�A*กD*8�@
�D��L  (Ryan, 1990)  

PIs E����"B%�/�ก�&  3 
��	?1 ����9ก:3�)*�0�#	C31!$	) �1%�
d#ก#�#��0�
8�	�ก.��D*ก���90�9A�	*��+�=  
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1) The single-headed inhibitor 

PIs ��#&�!AE����"	ก#&�& 	�!�� 1 
d#ก#�#�� /���90�9A�	*��+�=�&  1 ��#&
	1D��9A� +,$�trypsin inhibitor กJB9&CD�	
��E���#ก1!$E%�@9K'�
��	?1�!A �9C*�D��	�D� trypsin 
inhibitor B�ก	��J&"9$C	>�*� (soybean trypsin inhibitor or Kunitz inhibitor) +,$��!ก�&*��#8�1!$
E%�@9K'�0�#	C3	�D� �& /กD Arg-63 /�� IIe-64 8&��!010�1'�ก���90�9A�ก��1%����)*�1�#
+#� 
(Kunitz, 1947) PIs B�ก	��J&M9K�� 	�D�0��=	��= ) �CE��! ) �C8�&  /��) �C���=1!$E����"
�90�9A�ก��1%����)*�1�#
+#�B�กC9C (bovine trypsin) �& 	�!���9C	&!�C 8&���DE����"�90�9A�
8
��!	*E*$�L1!$�*ก	>�*B�ก�!A�&  (Maki et al., 1980 ; Mitsunaga, 1979; swartz et al., 
1977; Tashiro & Maki, 1978) �*กB�ก�!A�9��0 trypsin inhibitor B�ก/>�D�*$�L*!ก �& /กD 
��	)*�DC� (eggplant) �9�-�9$� (sweet potato) 	��J&>9C��	1 �K!$
.(� (Japanese radish seeds) 
/�� squash seeds +,$� trypsin inhibitor B�ก/>�D�&9�ก�D�C� C�	
�� single-headed inhibitor 
19A�E#A� (Ibuki et al., 1980; Nowak, 1981; Odani et al., 1979; Sugiuru et al., 1973)    

2) The double-headed inhibitor  

PIs 
��	?1 double-headed B�
��ก*0& C� 2 domains 8&�/�D�� 
domain B��!0�#	C3	) �1%�
d#ก#�#��	
��)*��9C	*� /��/�D��0�#	C3E����"�90�9A�	*��+�=�& 
�D����#&ก9� PIs 
��	?1�!A�0CD�ก��B��*��D19$C�
'������ก��-Gก19A�>��� 	�D� lima bean, 
mung bean /�� garden bean +,$� PIs 
��	?1�!AB9&*��D'�ก�.D� Bowman-Birk inhibitors 
(Odani and Ikenaka, 1978) �9$�@*�!0�#	C3>�,$�1!$E����"�90�9A�1�#
+#� /��*!ก0�#	C3B�
�90�9A��@8�1�#
+#� 

3) The multiple reactive sites 

Multiple reactive sites 	
�� PIs 1!$�!0�#	C3	) �1%�
d#ก#�#��ก90	*��+�=�& 
��กกCD� 2 />D� +,$�'�/�D��/>D�*�B�90�9A�	*��+�=��#&	&!�Cก9��&   0�#	C31!$	) �1%�
d#ก#�#��ก90
	*��+�=*�B	
���
'��9ก:3�/)D�)9�ก9� >�*	
��*#E���D*ก9�กJ�&  ก�3!1!$	
��/00/)D�)9��0CD�
0�#	C31!$E����"�90�9A�	*��+�=��#&	&!�Cก9�B�	ก#&�& 	�!��
d#ก#�#��	&!�C	1D��9A� B���D	ก#&19A�
E*�0�#	C3�� *�ก9� 19A��!A*�B	
���
�& CD�19A�E*�0�#	C3�9A��!0��EDC�1!$ 	>�$*�ก9�*��D 
(overlapping) 1%�'> 	�$*
d#ก#�#��>�,$�	ก#& *!ก
d#ก#�#��B���D	ก#&	����8�	�ก.�	*��+�=1!$	) ���
?��>�9 �B�"�ก0&09 �*9� 	�$ * ���B�ก@C��	ก�ก�)*�	*��+�= 8� 	�ก.�/�ก�9$ � 	*� 
(Laskowski,1980) 
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B�กก��2,ก:� PIs '����0CD��!��
����3 351 ��#&1!$�! PIs /��8&�EDC�
'>KD PIs B�H�#�),A�	�$*�D*� ��8
��!	*E	*��+�='�E!$ก�.D�>�9ก �& /กD serine, cysteine, 
metallocarboxy /�� aspartic proteases  +,$� PIs '�E��ก�.D�/�กB��0�& 	ก*01.กEDC�)*�
�� )3�1!$ก�.D�>�9�E.&��DH�#�'�	��J& ก��/0D�ก�.D�)*� PIs B�B9&/0D�����9ก:3�ก��	) �B90, 
ก���90�9A�, ก��	
�!$��/
��0�#	C3 active site 	�D�1%�'> 	ก#&ก��H#&��
)*�	*��+�=8
��!	*E 
�����1!$ 1.2 	
��ก��B9&	�!�����@C��E9��9�M=B�กก��B90ก9���>CD��8
��!�ก90�9C�90�9A�     
(De Leo et al., 2002)  

�����1!$ 1.2 /E&�ก�.D�)*� PIs '������@C��E9��9�M=B�กก��B90ก9���>CD��8
��!�ก90�9C
�90�9A� 

 
/��ก��B9&/0D�ก�.D�)*� PIs B�ก�A�<���%�&90ก�&*��#8�)*� PIs �0CD� PIs 

/0D�**ก	
�� 48 ก�.D� &9������1!$ 1.3 (Rawlings et al., 2004) E%�>�908
��!� PIs 1!$

��ก*0& C�>�,$�>�DC��D*� (single inhibitor unit) B9&*��D'�ก�.D� simple inhibitors /��8
��!� 
PIs 1!$�!>�DC��D*�>���L>�DC�
��ก*0ก9�B9&*��D'�ก�.D� complex inhibitors   
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�����1!$ 1.3 /E&�ก�.D�)*� PIs '�������A�<���%�&90ก�&*��#8� 
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�����1!$ 1.3 /E&�ก�.D�)*� PIs '�������A�<���%�&90ก�&*��#8� (�D*)
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Serpin (serine PIs) family 

�9C�90�9A�'�ก�.D� serpin 	
���9C�90�9A�ก�.D�1!$�!)��&'>KDE.& �0�& 19$C�
'�
�C�9E /0@1!	�!�E9�C= /����	ก*01.ก��#& PIs '���ก�.D� serpins B��!)��&8�	�ก.�
����3 
39 - 43 kDa /��	
���9C�90�9A�1!$1%�'> 	*��+�=8
��!	*E	
\�>���E�K	E!�E?��*�D��?�C�>�*
	
�� �suicide� inhibitors +,$��9C�90�9A�B�	) ��
B900�#	C3 reactive center loop /� C1%�'> 
8@��E� ��0�#	C3�!A	
�!$��/
��B���DE����"1%�ก���D*��& *!ก�D*�
 (Huntington et al., 2000)  

Bowman Birk inhibitors (BBIs) family 

B�ก�%�&90ก�&*��#8�)*��9C�90�9A�ก�.D��!A�0CD��%�&90ก�&*��#8�B9&*��D'�
ก�.D� serine 8&��$* family �!A�9A�),A���� Bowman /�� Birk  H� +,$�@ ��0/����0.E�09�#)*��9C
�90�9A��9C/�ก1!$Eก9&B�ก"9$C	>�*� (soybean, Glycine max) (Bowman 1946; Birk et al., 
1963) �9C�90�9A���#&�!A�0�& 19$C�
'�	��J& /��B�กก��	ก#&0�&/H�)*�'0�� (Eckelkamp, 
1993) �9C�90�9A�'���
��	?11!$	��J&�!'0	�!A��@�D (dicotyledonous plants) 
��ก*0& C�E��
	

�1&=��#&E��	&!$�CL (single polypeptide) �!)��&8�	�ก.� 8  kDa EDC��9C�90�9A�'����!
&*ก1!$�!'0	�!A��	&!$�C (monocotyledonous plants) /0D�**ก	
��E*���#& ��#&/�ก	
��8
��!�
1!$�!E��	

�1&=/00E��	&!$�C1!$�!)��&8�	�ก.� 8 kDa /���! reactive site 	�!��1!$	&!�C *!ก
��#&	
��8
��!�1!$�!)��&8�	�ก.� 16 kDa /���!�%�/>�D� reactive site E*��%�/>�D� (Tashiro  
et al., 1987, 1990; Prakash et al., 1996) �9C�90�9A�'�ก�.D� BBI �!ก��	�$*�)*��9�M��&
+9��N&=1!$�!�9ก:3�	~��� (unique disulfide-linked) /���! loop 	ก �>�DC� 	�$*'� 	
���9C0*ก
@.3E�09�#	���)*��9C�90�9A�'�ก�.D��!A (Bode and Hubr, 1992) +,$� loop &9�ก�D�C	�!�กCD�  
protease-binding loop (Lee and Lin, 1995). 

Kunitz family 

�9C�90�9A���#&�!A�0�& 19$C�
'���>���L��#& �& /กD ��1!$�!-Gก (legumes),  
M9K�� (cereals) /����'�ก�.D� solanaceous (Ishikawa et al., 1994; Laskowski and Kato, 
1980) �*กB�ก�!A PIs '�ก�.D� Kunitz 1!$�0'�>9C�9�-�9$� (potato tubers) "�กH�#�),A�	�$*��*��D
'�?�C�ก&&9� (Park et al., 2005; Ledoigt et al., 2006; Plunkett et al.,  1982) �9C�90�9A�'�
ก�.D��!A�!)��&8�	�ก.�
����3 18-22 kDa �!�%�/>�D�	�$*�)*��9�M��&+9��N&= 1 �%�/>�D�/��
�!�%�/>�D� reactive site 1 �%�/>�D� �9C�90�9A�'�ก�.D��!AEDC�'>KD1%�>� �1!$�90�9A�8
��!	*E'�ก�.D� 

serine proteases +,$��90�9A��& 19A�1�#
+#�, �@8�1�#
+#� /��E90�#�#+#� (Laing and McManus, 
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2002; Park et al., 2005)  /���9�E����"�90�9A�8
��!	*E��#&*$�L�& *!ก& C� 	�D� aspartic  
protease, cathepsin D /�� cysteine  proteinase 8&��9C�90�9A���#&�!AB�B90ก90	*��+�=8
��!-
	*E 	
\�>���*�D��	>�!�C/�D� /��/�ก**กB�กก9��& ��ก (Ritonja et al., 1990) 

Squash inhibitors 

�9C�90�9A�'�ก�.D� Squash-family inhibitors �0'���	�!��*�D��	&!�C 	
��
E��	

�1&=E9A�L +,$��!ก�&*��#8�
����3 28- 30 >�DC� �A%�>�9ก8�	�ก.� 3.0 - 3.5 kDa 
(Heitz et al., 2001; Le Nguyen et al., 1990) �9C�90�9A�ก�.D��!A�!�%�/>�D�	�$*�)*��9�M�       
�&+9��N&= 3 �%�/>�D�+,$�� C��9C���/00�9ก:3� novel knottin structure (Hara et al., 1989) 

Cysteine PIs (CYS), the cystatin superfamily 

�9C�90�9A�'�ก�.D� cystatin superfamily 	
��ก�.D�1!$
��ก*0& C��9C�90�9A�
B�ก>���Lก�.D� �C�19A�8
��!�1!$�!8@��E� ��/��1%�>� �1!$�90�9A� cysteine  proteases +,$�*�B
	�!�ก�9C�90�9A�'�ก�.D��!ACD� cysteine PIs >�* cystatins. cysteine PIs �0�& 19$C�
'��� E9�C= 
/��B.�#�1�!�= (Oliveira  et al., 2003). 

Mustard (Sinapis) trypsin inhibitor (MSI) 

�9C�90�9A�'�ก�.D��!A	
��E��	

�1&=E9A�L)��&	�Jก /���!)��&8�	�ก.�

����3 7  kDa (Laing and McManus, 2002) �9C�90�9A�'�ก�.D��!AB�H�#�),A�'�)3�1!$	��J&
ก%��9�	
�!$��E?���
	
��� �*D*� /���9��0�& 	�$*��	ก#&0�&/H� (Ceci et al., 1995;  De 
Leo et al., 2001) 8&� �9C�90�9A�B�	) ��
B90	
��E��
��ก*0	�#�+ *�ก901�#
+#� 1%�'> E�K	E!�
NG�ก=�9�ก��1%���� (Ceciliani et al., 1994). 

Potato type I PIs (PI 1) 

�9C�90�9A�'�ก�.D��!A�019$C�
'��� +,$�B�กก��2,ก:�1!$HD����E����"��CB
�0'���>���LE
4�!E=�C�19A� >9C�9�-�9$� (Ryan and Balls, 1962), ��	)*	12 (Margossian 
et al., 1988, Wingate et al., 1989), 1D*ED�*�>��NGก1*� (Murray and Christeller, 1995) 
/��'�'0��	)*	121!$�*0E�*��D*ก��
\*�ก9���	*�)*���	�$*	ก#&ก��/H� (Lee et al., 
1986) �9C�90�9A�'�ก�.D��!A�!)��&8�	�ก.�
����3  8  kDa  /��8&�19$C�!	�!��8�8�	�*�=	&!�C 
(monomeric) 
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Potato type II PIs (PI 2) 

B�กก��2,ก:��9C�90�9A�'�ก�.D��!A�0�& B�ก>9C�9�-�9$� (Christeller and 
Liang, 2005) '�'0 &*ก H� /��1D*ED�*�>��)*������ก�� solanaceaous (Iwasaki et al., 
1971; Pearce et al., 1993) �9C�90�9A�'�ก�.D��!AE����"�90�9A�	*��+�=8
��!	*E�D��L@* 1�#
+#�
, �@8�1�#
+#�, *#��E	�E (elastase), **�#+#� (oryzin),8
�	�E*! (pronase E) /��E90�#�#+#� 
(Antcheva et al., 1996). 

Cereal trypsin/αααα-amylase inhibitors 

E���#ก)*��9C�90�9A � '�ก�.D ��!A�! @.3E�09�# '�ก���90�9A �19A �  serine 
proteinase  /��/>�*	
�� α-amylase-inhibitor (Gourinath et al., 2000) �9C�90�9A� trypsin/α-
amylase  inhibitors 1!$�& B�กM9K�� B�
��ก*0& C�E��	

�1&=	�!��E��	&!�C+,$��!�9�M��&
+9��N&= 5 �%�/>�D� /���!)��&8�	�ก.�
����3 13  kDa (Christeller and Liang, 2005) 

1.6 � � 0 �
�� (elicitor) 

*#�#+#	�*�= (elicitor) @* E��+,$�E����"ก���. �'> 	ก#&
d#ก#�#���*0E�*�'�
�� �& /กD ก��E�E��N8�*	�Jก+#� ก��E9�	@���>= PR-proteins /��ก�����)*�	+��=>�*     
�!8@�+!E 	
��� �        

 *#�#+#	�*�=/0D�	
��E*���#&@* �08*�#ก*#�#+#	�*�= (biotic elicitor) /�� *�08*
�#ก*#�#+#	�*�= (abiotic elicitor) E��1!$��B�ก	�A*8�@>�*��B�กก��1%�
d#ก#�#����>CD����*�29�
ก90	�A*กD*8�@B9&	
���08*�#ก*#�#+#	�*�=  EDC�*�08*�#ก*#�#+#	�*�=�& /กD /E� �9�E!*.��� ��C8*	�J� 
/���***�)*�8�>�>�9ก 	�D� @*
	
*�=+9�	N� (CuSO4 ) 	�*@#C�#ก@�*��&= 	
��� � �& �!ก��
Eก9&�08*�#ก*#�#+#	�*�=B�ก	�A*8�@�D��L/��B%�/�ก�08*�#ก*#�#+#	�*�=	>�D��9A����E���
8@��E� �� �0CD��!19A�1!$	
��8��!	

�1&= (polypeptide) 8��!/+@@���&= (polysaccharide)   
�ก�8@8
��!� (glycoprotein) �@8�/+� (chitosan)  /��ก�&�)�9� (fatty acid) (Darvill and 
Albersheim, 1984) 

Jabs /��@3� (1997) 2,ก:�H�)*�ก��ก���. ���00
\*�ก9���	*�)*���
8&�'� *#�#+#	�*�=�0CD�*#�#+#	�*�=	) ��
B90�9Cก����90ED�E9KK�� (receptor-mediated) /� C1%�
'> 	ก#&ก���>�)*��***� (ion fluxs) HD�����E��	��	0�� (plasma membrane) ED�H�'> 
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	ก#& reactive oxygen species (ROS) 	>�!$�C�%�'> 	ก#&ก��ก���. ��!�1!$	ก!$�C) *�ก90ก��
� ��1��8�@ /��E� ���N8�*	�Jก+#�	�#$�),A� &9�/E&�'���
 1.14 

 

��
1!$ 1.17 /E&�ก��	>�!$�C�%�E9KK��'���00ก��
\*�ก9���	*�)*���& C�*#�#+#	�*�= 
(1!$�� : Jabs  et al.,1997) 

@*
	
*�=+9�	N�	
��*�08*�#ก*#�#+#	�*�= �!�9ก:3�	
��H�)*�/)J�E!N\� �!�$*
1�� IUPAC 	
�� Copper (II) sulfate pentahydrate /���!�$*	�!�ก*$�L*!ก 	�D� 
copper(II)sulfate, cupric sulfate, blue vitriol, bluestone, chalcanthite 

  

��
1!$ 1.18 /E&��9ก:3�)*� A) H�@*
	
*�=+9�	N� B) 8@��E� ��@*
	
*�=+9�	N� 

��กB�ก� �ก� �1����C9� (sunflower seedling roots) *��. 10 C9�1!$�& �90 
@*
	
*�=+9�	N� 50 µM ?��'� 5 C9� B�E�K	E!��A%�'���ก @C����C)*���กE9A��� 1%�'> 
�A%�>�9ก�&��   >�9�B�ก 10 C9� �0CD�8
��!��&�� 53% 	�$*�B�ก Cu 1%�'> 	�/10*�#+,�)*�
8
��!�H#&
ก�#8&�B��0กC�ก��1%����)*�E��ก�.D��1**�  1%�'> 	ก#&E?�C� oxidative stress 
	ก#&E���Cก active oxygen species /�� H2O2   ��B,��*0E�*�& C�ก��ก���. �'> �!ก��E� ��
	*��+�='�ก�.D� antioxidant �& /กD	*��+�=+�	
*�=**ก�+&=&#E�#C	�E (superoxide dismutase, 

A           B 
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SOD) @���	�E (catalase, CAT) 	
*�=**ก+#	&E (peroxidase, POD) �C�",�N4�#�*����!�
/*�8�	�!���	*E (phenylalanine ammonialyase, PAL) 	�$*ก%�B9&E��*�.���*#E��	>�D��!A 
(Jouili and Ferjani, 2003) 

Aziz /��@3� 2,ก:�ก��	>�!$�C�%���00
\*�ก9���	*�'�'0 grapevine 	�$*
�D*� ��	�A* Gray mold /�� Downy mildew 	�$*ก���. �& C� chitosan oligomers @*
	
*�=
+9�	N��0CD�	�$*ก���. �& C��@8�+�� (chitosan, CHN) @C��	) �) � 200 µg/ml ()��&
8�	�ก.� 1,500 Da /�� DA 20% ,CHN1.5/20) 	
��	C�� 48 �9$C8�� B�ED�H��D*��00
\*�ก9�
��	*�)*���8&���CB�0��&90ก��H�#��N8�*	�Jก+#� 	*��+�=�@�#	�E /��	*��+�=	0� �-
1,3-ก��@�	�E	�#$�),A�  	�$*ก���. �'0 grapevine & C� CHN 1.5/20 /��@*
	
*�=+9�	N� ED�H�
'> ��&90ก��H�#��N8�*	�Jก+#�	�#$�),A�B�ก	&#�@D*�) ��E��  )3�1!$ก��ก���. �'0 grapevine  
& C�@*
	
*�=+9�	N�1!$@C��	) �) ��$%�L	�!��*�D��	&!�CกJED�H��D*ก��H�#��N8�*	�Jก+#�1!$
	�#$�),A� B�กH�ก��2,ก:��9��0CD�ก��ก���. �'0 grapevine & C� CHN1.5/20 ED�H�'> '0 
grapevine 	ก#&ก���#&	�A* Botrytis  cinerea  /��  Plasmopara  viticola � *��� )3�1!$ก��
ก���. ��DC�ก9���>CD��@*
	
*�=+9�	N�/�� CHN1.5/20  E����"
\*�ก9�ก���#&	�A*19A�E*�
��#&�&  (Aziz et al., 2006) 

1.7   ก	�
������&0��]4�� ���� j  

ก��	��!��	*��+�='> 0�#E.1M#}E����"1%��& 8&�*�29�>�9กก��/�ก���
@.3�9ก:3�1��ก��?��/���!C?��)*�	*��+�=1!$� *�ก��/�ก �!>���C#M!&9��!A 

1.7.1 ก��/�ก/��1%�	*��+�='> 0�#E.1M#} 8&�*�29�@.3E�09�#& ��ก������� 
	�D� ก��	
�!$��/
��@D� pH (isoeletric precipitation), ก��	
�!$��/
��@D�@C��/��*#**� 
(change in ionic strength), ก���&@D�@�1!$�&*#	�ก��#@ (decrease in dielectric constant) 

1.7.2 ก��/�ก/��1%�	*��+�='> 0�#E.1M#} 8&�*�29�@.3E�09�#& ��)��&>�*
�C� 	�D� 	B�Nk�	���9� (gel filtration), *.����Nk�	���9� (ultrafiltration), �&*���+#E (dialysis) 

1.7.3 ก��/�ก/��1%�	*��+�='> 0�#E.1M#} 8&�*�29�@.3E�09�#& ��
��B. 	�D� 
8@���8��ก��N4/�ก	
�!$��
��B. (ion-exchange chromatography), �*8+*#	�@��#@8Nก9E+#� 
(isoelectric focusing) 

1.7.4 ก��/�ก/��1%�	*��+�='> 0�#E.1M= 8&�*�29�@.3E�09�#& ��@C��B%�	��� 
	�D� 8@���8�ก��N4B%�	��� (affinity chromatography) 
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Sritanyarat /��@3� 2,ก:�ก��Eก9& /�ก /��1&E*0@.3E�09�#)*� 
protease inhibitor  1!$�& B�ก C-serum )*��A%���������9�M.= RRIM 600 �0CD�E����"Eก9&
/�ก PIs �& E����#&B�ก C-serum )*��A%��������@* HPI-1, HPI-2a /�� HPI-2b +,$� PIs 
19A�E����#&�!ก�&*��#8�1!$	>�*�ก9� 69 >�DC� /�D����#&�!�A%�>�9ก8�	�ก.� 14,893 ± 10, 
7757 ± 5 /�� 7565 ± 5 kDa ����%�&90. �%�&90ก�&*��#8�1!$�& �!@C��/�ก�D��B�ก cDNA '� 
GenBank *��DE*��%�/>�D� B�ก�>9E)*��!��0CD�	
�� PIs 1!$	ก#&B�กก��ก���. �& C�ก��1%�'> 
	ก#&0�&/H� +,$�	
�� protease inhibitors '�ก�.D� potato inhibitor I family 8&�H�)*� PIs �D*
ก���90�9A�8
��!	*E�0CD�'> H�ก���90�9A�E90�#�#+#�	*E��1!$E.& �*�����@*1�#
+#� /�D��D�90�9A�
�@8�1�#
+#��%�/>�D� reactive site )*� PIs  3 �%�/>�D��%�&90ก�&*��#8� 45 /��46 @* Gln 
/�� Asp ����%�&90  8&��0CD� PIs B�ก�A%�����!010�1�D*ก���*0E�*�)*���	�$*�D*� �� 
pathogens >�* herbivores (Sritanyarat et al., 2006)  

Mallikarjuna Rao /��@3� (1983) 2,ก:� protease   inhibitor  B�ก>9C)*�
� � arrowroot (Maranta  arundinaceae) �0CD� PIs 1!$/�ก�& �!)��&8�	�ก.� 11,000-12,000 
kDa /���90�9A�8
��!	*E 1�#
+#�, 	*�	1*8��@	�E, 	*�N��@8�1�#
+#�, /��8
��!	*E1!$Eก9&
B�ก�90E9�C=/��B�ก�90��.:�= B�กก��2,ก:�@.3E�09�#������CD� PIs E����"1�*.3>?��#�& 
E��",� 100 °C 	
��	C��  60 ��1! /���9�1� pH �& 	
���DC�กC ���9$�@*1� pH '��DC� pH 1.0-
12.5 �& ���",�  72  �9$C8��1!$*.3>?��#  4 °C 8&���DE�K	E!�/*@�#C#�!A 

1.8 ก	��	%���!�����!������ 

ก��	���	�!A��	�A*	�$*��	
��	1@8�8��!�!C?��E�9�'>�D  1!$E����"�%�
�#A�EDC���1!$�!)��&	�Jก 	�D� *C9�C��D��L 	�A*	�$*  	+��= >�* 8
�8����E�=  ��	�!A��'�
?����1!$0��B.*�>��E9�	@���>=1!$
�*&	�A*  *�>��1!$'� 	�!A��*�B*��D'���
*�>��C. � >�**�>��
	>�C +,$�1%�ก��	�!A��8&�ก��	)�D�	0�L 0�	@�$*�	)�D� *�>��1!$'� 	�!A���!*�@=
��ก*0)*�M��.
*�>��>�9ก M��.*�>���*� M��.	>�Jก C#���#� /��E��@C0@.�ก��	B�#K	�#08�1!$B%�	
���D*ก��
	B�#K	�#08�)*���  E?�� /C&� *�'�ก��	�!A��
��ก*0& C�/E� *.3>?��# /��@C���A� 
/�ก�D��ก9�),A�ก90��#&)*���  >�ก	
����	�*�>��C@C�B�C��	�!A��'�E?��/C&� *�1!$�!
*.3>?��#�$%�กCD���	�*�� *�  8&�> *�1!$C��	�!A��� *�@C0@.�*.3>?��#�&   �!@C��	) �/E�'�
��&901!$�*	>����D*ก��	B�#K'������D��L ���1!$��� *�ก�� ก��)����9�M.=& C�C#M!ก��
	���	�!A��	�A*	�$*E����"'> ��� �'>�D�& B%��C���ก'�����	C��*9�E9A� B,��& �%���'� 

��8���=1��& ��ก��	ก:��	�$*)����9�M.=/��
�90
�.��9�M.=��'> �& ���9�M.='>�DL ),A���
��ก��� ก��	���	�!A��	�A*	�$*��B��%�	*�EDC�'&EDC�>�,$�)*��� 	�D� '0 ���*& ��) �� 
	�A*	�$* >�*	+��= ��	���	�!A��'�*�>��E9�	@���>=+,$�
��ก*0& C� /�DM��. �A%���� C#���#� 
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/��E��@C0@.�ก��	B�#K	�#08� �*กB�ก�!A�9�� *�1%�ก��	���	�!A��'�E?��1!$
��2B�ก
	�A*B.�#�1�!�=/��'�E?�C�1!$@C0@.�E#$�/C&� *��& /กD *.3>?��# /E� /��@C���A� +,$��#A�EDC�
)*���&9�ก�D�CB��!ก��	B�#K	�#08�/���9I���
'���
/00�D��L 	�D� 	ก#&	
���*& 	ก#&	
��
��ก 	ก#&	
��	*J�0�#8* >�*	ก#&	
��ก�.D�	+��=1!$	�!�กCD� �/@��9E� 1!$E����"�9ก�%�'> 	ก#&	
����
� �'>�D1!$E�0��3=B%��C���ก�&  

>�9กก��E%�@9K)*�ก��	���	�!A��	�A*	�$*��@*� *�1%�'�E?��1!$
��2B�ก
	�A*B.�#�1�!�=ก�D�C@*1.ก)9A��*�� *�
��2B�กก��
�	
��*�)*�B.�#�1�!�= 8&�)9A��*�'�ก��1%� 
���B�	�#$�B�กก��N*ก�D�	�A*1!$�#A�EDC���  /� C�9&	*�	~���EDC�1!$� *�ก���%���C��
	���	�!A��'�>�*&1&�*�>�*)C&/ก C1!$0��B.*�>��E9�	@���>=+,$��& HD��ก���D�	�A*��/� C
	�D�ก9� )C&	���	�!A���!AB�"�ก�%���C��	�!A��'�> *�1!$�!ก��@C0@.�E?�C��D��L 	�D� /E� 
*.3>?��# '> 	
���
���1!$� ���� *�ก�� �#A�EDC�)*���B��& �90/�DM��./��E��*�>��B�ก
*�>��E9�	@���>=/��	B�#K	�#08��D*�
 +,$�ก��	B�#K	�#08�)*��#A�EDC����!AE����"@C0@.��& 
8&�ก��	�*ก'� E���*�>��/��E��@C0@.�ก��	B�#K	�#08�1!$	>���E� 	�D� ]*�=8���� 19A��!A
),A�*��Dก90C9�".
��E�@=)*�ก��	���	�!A��CD�� *�ก��'> �#A�EDC��9A�	B�#K�
	
��EDC�'& 	�D� " �
� *�ก��'> 	B�#K�
	
��EDC��%�� �กJE����"1%�ก���9ก�%�8&�'� ]*�=8����ก�.D��+8��@�#� 
(cytokinin) >�ก� *�ก��'> 	ก#&��ก*�B'� ]*�=8��ก�.D�**ก+#� (auxin) >�**�BB�'� ]*�=8��
>���L ��#&�C�ก9� 

ก��	���	�!A��	�A*	�$*��	�#$��!ก��2,ก:������/� C /��'� )����9�M.=����#&
�D��L ��ก��� �������	
����	2�:<ก#B1!$E%�@9K)*��1� 	
������� �1!$�!������
��E0
@C��E%�	�JBB�กก��	���	�!A��	�A*	�$* (Leconte and Carron,1988 ; Chen, 1989 ; Carron    
et al., 1989 ; Carron et al., 1990)  8&�19$C�
	�$*�%��#A�EDC�����1%�ก��	���	�!A��'�>�*&
1&�*� E����"�9ก�%�'> 	ก#&	
����� �'>�DB�ก�#A�EDC�1!$ 	�!A��8&� 2 ก��0C�ก�� @* 
ก��0C�ก��	*J�0�#8*	B�	�+#E (embryogenesis) /��ก��0C�ก��**/ก�8�	B�	�+#E 
(organogenesis) ก��0C�ก��19A�E*�) ��� �
��ก*0& C� ก��0C�ก��1!$�9ก�%�'> 	ก#&	
����
� �'>�D8&����	�!�กCD� direct organogenesis/embryogenesis /��ก��0C�ก��	ก#&	
����� �
'>�D8&�HD��ก��E� ��/@��9E	�!�กCD� indirect organogenesis /embryogenesis (E�
*�      
	���8� 2532)   ก���9ก�%���� �'>�D8&�C#M!ก��>�9��!A'> � ���1!$�!@C��/
�
�C�E��กCD�
	�$*�B�ก	
��ก���9ก�%�'> �#A�EDC����!ก��/0D�	+��=H#&
ก�#'�*9���E��  �9C*�D����'> �A%����1!$
E����"�9ก�%�'> 	ก#&	
����� �'>�D  8&�HD��ก��0C�ก��E� ��/@��9E @* guayule (Finie et 
al., 1989) +,$�	
����� ��.ก'> �A%����1!$E%�@9K'�/"0*	��#ก�'�  �A%����1!$�& �!@.3?��'ก� 	@!��
ก90�������  B�กก��2,ก:�ก��	���	�!A��	�A*	�$*EDC�
����*&/��EDC��%�� �)*� guayule 
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0�*�>��E9�	@���>='�>�*&1&E*0�0CD��#A�EDC�&9�ก�D�CB�ก/
��
��ก�!
GK>�ก��
�	
��*�
��ก  B,��& 	�*ก�#A�EDC�1!$	��!��'�E?��
�*&	�A*8&�ก��	���	��J&'�>�*&1&E*019A��!A
	����E����"1%�'> 
�*&	�A*�& �D��  8&�ก��B.D�/�D	��J&'�/*�ก*]*�=	) �) � 70% /� C��
�NกD*��%���C��	�!A��'�*�>��E9�	@���>=E����A�<�� MS (Murashige and Skoog, 1962)  
�DC�& C�E��@C0@.�ก��	B�#K	�#08�	0�+#�*�&!�#� (benzyladenine, BA) @C��	) �) � 1 mg/L 
B�กC#M!ก���!A�0CD�E����"�9ก�%�'> 	��J&�*ก'�E?��
�*&	�A*�&   B�ก� �1!$
�*&	�A*�!A�!ก��
�9I��B�ก	�A*	�$*'> 	
��ก�.D�	+��=1!$	�!�กCD� /@��9E  	�$*1%�ก��� ��/@��9E�
	�!A��'�*�>��
'>�DE���	&#� E����"�9ก�%�'> 	ก#&�*&�C� (multiple shoots) �&   	�$*�B�กก���9ก�%�ก��	ก#&
��� �'>�D& C�C#M!ก��&9�ก�D�CHD��ก��0C�ก��E� ��/@��9E B,��!) *	E!�1%�'> ��� �'>�D1!$�& �!
@C��/
�
�C�1���9�M.ก���E��&9��& ก�D�C/� C) ��� �  &9��9A�'�ก���9I��	1@�#@ก��	�!A��
	�$*�9ก�%���� �'>�D8&������DHD��ก��0C�ก��E� ��/@��9E1%�'> �& ��1!$�!�9ก:3�������
�9�M.=  �90	
��C#M!ก��)����9�M.=1!$&!  ก���9I��C#M!ก��&9�ก�D�C
��ก*0& C�ก��	�*ก�#A�EDC���
1!$	>���E�   

1.8.1 8k�����������]�ก	��	%���!�����!��������. 


GBB9�E%�@9K1!$�!H��D*@C��E%�	�JB)*�ก��	���	�!A��	�A*	�$*�� @* *�>��
	���	�!A�� �#A�EDC�)*���1!$�%���	���	�!A�� /��E?�C�1!$'� '�ก��	���	�!A�� 8&�*�>��
	���	�!A���9A�	
��
GBB9�1!$E%�@9K*�D���#$��D*@C��E%�	�JB'�ก��	���	�!A�� *�>��	���	�!A���!
��ก���>���E���'> 	�*ก'�  	�D� E��� Murashige and Skoog (MS) 	
��E����A�<��1!$�#��'� 
ก90��19$CL �
 E��� Vacin and Went (VW) 	>���E%�>�90ก��	���	�!A��ก� C��� Eก.��D��L 
E��� Woody Plant Medium (WPM) 	>���E%�>�90ก��	���	�!A�����Cก�� 	�A*/)J�  8&�19$C�

E���*�>��	>�D��!AB�
��ก*0�
& C�M��.*�>��>�9ก1!$��� *�ก��'�
�#��3��ก �& /กD 
��8��	B� (N) N*EN*�9E (P)8�/�E	+!�� (K) M��.*�>���*�1!$��� *�ก��'�
�#��3	�!��
	�Jก� *�	�D� 80�*� (B) 8��#0&#�9� (Mo) /��ก��!E (Mn) 8@0*��= (Co) E9�ก�E! (Zn) 1*�/&� 
(Cu) �*8*&!� (I) /��M��.*�>��*$�L 	�D� C#���#� ก�&*��#8�/���%A���� �*กB�ก�!A*�BB��!
EDC�
��ก*0*$�L 	�D� E��@C0@.�ก��	B�#K	�#08�)*��� >�*1!$	�!�กCD�]*�=8���� >�*E��
B�กM������#*$�L 	�D� �%A����� �C �9�-�9$� ก� C�>*� E��Eก9&B�ก�!E�= +,$�B��!E���DC�	�D�
ก��	B�#K	�#08�)*����C�*��D& C� 

1.8.2 8%3�.��,��ก	��	%���!�����!��������. 

1.8.2.1 ก��)����9�M.=�� ก��	���	�!A��	�A*	�$*E����")����9�M.=��1!$
)����9�M.=& C�C#M!*$��& ��ก >�*)����& � � 	1@�#@ก��	���	�!A��	�A*	�$*��E����"	�#$�
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B%��C�� ��& B%��C���ก*�D���C&	�JC E����"H�#�� ��9�M.=�& ��*&
4 +,$�� ��9�M.=1!$�& B��!
�9ก:3�	>�*�	&#�1.ก
��ก��/��'> H�H�#�@.3?��&! ��>�����#&1!$�!
GK>�'�ก��
)����9�M.=/00
ก�#/�D
GBB.09�
��E0@C��E%�	�JB'�ก��)����9�M.=8&�C#M!ก��	���	�!A��	�A*	�$*
�� 	�D� ก� C���  >� �C9C /��>�D*�� -�9$� 

1.8.2.2 ก��H�#�� ��9�M.=1!$
��2B�ก8�@ ��>�����#&B��!	�A*�C�9E/-��9C*��D
'�1D*�%�	�!�� B,�	
��ก����ก�D*ก��H�#��9�M.=��1!$
��2B�ก8�@ &9��9A�ก��	���	�!A��EDC�)*�

����*&1!$�9���D�!1D*�%�	�!��B�E����")B9&ก��
�	
��*�)*��C�9E	>�D��9A��&  �!��>�����#&
1!$'� 	1@�#@�!A�& E%�	�JB 	�D� �9�-�9$� E��*	0*�!$ /�� )#� ��� 

1.8.2.3 ก��H�#�E��E%�@9K ��>�����#&E����"H�#�E��E%�@9K�&  +,$�
E��E%�@9K	>�D��!A 	�D� E���9C���9ก:�8�@ E!1!$'� '�*.�E�>ก��� +,$�ก���%���	>�D��!A��
	���	�!A��'�E?�C�1!$@C0@.��& B�E����"�9ก�%�'> 	+��=)*���H�#�E��'�
�#��31!$	�#$���ก
),A� 

1.8.2.4 ก��*�.�9ก:=�9�M.ก���/��ก��/�ก	
�!$���9�M.=�� 	
��ก��	กJ0
�C0�C��9�M.=��8&�ก��	���	�!A���C '�)C&/��09�@90'> 	�#08�*�D��� �L +,$�1%�'> E����"	กJ0
�9ก:��9�M.=���C �& ��� 
��>�9&�A�1!$/��/����� �*กB�ก�!A�9�E�&Cก�D*ก��/�ก	
�!$���9�M.=
��ก90�D��
��	12	����*��D'�)C&/��
��2B�ก	�A*8�@ 

1.8.2.5 ก��
�90
�.��9�M.=�� 	
��ก���%�	1@�#@ก��	���	�!A��	�A*	�$*����

���.ก�='�  	�D� ก��E� ����8@�8�8+��.&	&!�C ก���9ก�%�'> 	ก#&ก��ก����9�M.= ก���C�	+��=
�� (protoplast fusion) /���9�M.C#2Cก���)*��� 

1.8.3 ก	��	%���!��$5���� 

 /@��9E (callus) >���",� 	+��=1!$*��D�C�ก9�	
��ก�.D� /���9���D�!ก��
	
�!$��/
���9I���
	
��	�A*	�$*>�**C9�C���#&�D��L 
��ก*0& C�	+��=��	���@�� 
(parenchyma) /�D	�!��*�D��	&!�C �!)��&��D/�D�*� ?��'�	+��=�!/C@#C8*�B%��C���ก  EDC�
'>KD��D�!��@C9�". /�D*�B�!E!	)!�C	�$*�B�ก�!@�*8�Nk��= (chlorophylls) E!	>�*�B�ก/@8�1!-
�*�&= (carotenoids) /��N��8C�*�&= (flavonoids) >�*E!�DC�B�ก/*�81�+���#� 
(anthocyanins) 
�#��3/����#&)*���@C9�".	>�D��!A),A�ก90��#&)*��� M��.*�>�� /��
GBB9�
E?��/C&� *�)*�ก��	���	�!A��8&�	~���*�D���#$�/E�  /@��9E1!$�!ก�.D�	+��=	ก��ก9�/�D�
	�!�กCD� compact callus /�D" �	ก��ก9�*�D��>�C�L 	�!�กCD� friable callus 
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�#A�EDC�)*���1.กEDC�1!$�9��!�!C#�*��D  E����"1!$B��9ก�%�'> 	ก#&/@��9E�&   B�ก
�������0CD�EDC�1!$'> 	
*�=	+J��=@C��E%�	�JBE��E.&'���'0	�!A��@�D  @* EDC�)*�	*�0�#8* '0
	�!A�� �%�� � EDC�'� '0	�!A�� /����ก EDC�'����Cก'0	�!A��	&!$�C @* EDC�)*�	*�0�#8* '0*D*�  
&*ก*D*�  /��	��J&1!$	�#$�	�#$��*ก&!1!$E.& 

	�A*	�$**$�L )*���1!$E����"�9ก�%�'> 	ก#&/@��9E�& กJ@* /@�	0!�� @*�=	1@ 
�E   1D*�%�	�!��*�>��  /���+	����	���@�� 

  1.8.3.1 8k������������	�
��ก	���!��$5���� 

ก) E��@C0@.�ก��	B�#K	�#08�8&�	~���]*�=8���� 	�D� **ก+#�  /��
�+8��@�#�  +,$�ก���9I��)*���),A�*��Dก90E9&EDC�)*�]*�=8��E*�ก�.D��!A @* " �E9&EDC�)*�
**ก+#��D*�+8��@�#�E��  ��B��9I���
	
����ก  " �E9&EDC�)*�**ก+#��D*�+8��@�#��$%�B�
�9I��	
��� �  /��>�ก*��D'�E9&EDC�1!$
��ก���>�*E�&.� กJB��9I���
	
��/@��9E B�ก
ก��2,ก:�'�>���L ��  �0CD�**ก+#�1!$*��D'��DC�  0.01-10.0 mg/L /���@	��#� (�+8��@�#�
��#&>�,$�) 0.1-10.0 mg/L 	
���DC�@C��	) �) �1!$	>���E��D*ก���9I��/@��9E 

)) M��.*�>�� �*กB�กM��.*�>��1!$	
��EDC�
��ก*019$CL �
)*�E���
*�>��/� C�0CD� *�>��	E�#�B%��Cกก�&*��#8� (ก�����!� /*E
���B!� *��=B#�!� 	�!�C�#�  
/�����#�#&!�) 	@+!��]8&���	+1 �*��=Eก9&  E��Eก9&B�ก�!E�=/���A%����� �C  �!EDC�E%�@9K'�
ก��ก���. �'> 	ก#&/@��9E 

@) />�D�)*�@��=0*� />�D�@��=0*�1!$E%�@9K @*  �A%����ก��8@E  /��
�A%����/+@@�8�E  @C��	) �) �  2-4 	
*�=	+J��= 

�) 
GBB9�1��E#$�/C&� *� 	�D�  /E�  ก��	���	�!A��/@��9E� *�ก��@C��
	) �/E��$%�>�*��D'� /E�	��  *.3>?��#1!$	>���E�
����3  25 °C  �*กB�ก�!A�9�� *�ก��ก��+
**ก+#	B�	�$*ก��>��'B)*�	+��=& C� 

1.8.3.2 8%3�.��,��ก	��	%���!��$5���� 

ก) 	�$*ก��)����9�M.=�� 	��E����"1!$B��9ก�%�'> 	ก#&� ���1!$�& B�ก
	�A*	�$*)*�/@��9E 

)) 	�$*'� '�ก��H�#�8
�8����E�= /@��9E	>���/กDก���%��
H�#�	
��
8
�8����E�=  	�����D���D*ก���D*�H�9�	+��=  /���!E?��
�*&	�A**��D/� C 
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@) 	�$*ก��H�#�E��	@�!B�ก��'�>�*&1&�*�  ��0����#&E����"
H�#�E���!C	@�! 0����#&1!$E����"Eก9&�%�	*��
'� '�1��ก��/�1�=>�*1��*.�E�>ก����&  

�) 	�$*ก��H�#���1�1�� 	�D�  1��D*E?��&#�	@J�  &#�	
�!A�C  1��D*
*�ก�2� *�/��>��C  	
��� � 

B) 	�$*ก��H�#����9�M.=� ��1���D*E?��/C&� *�1!$	>���E� 	�D�  
�9�M.=� ��1���D*���D�/���  ��
��0C9���  /���9�M.=� ��1���D*8�@1!$	ก#&B�ก	�A*��  
/0@1!	�!�   /���C�9E  	
��� � 

~) 	�$*H�#���1!$�!8@�8�8+�>����.& 8&�ก��'� E��	@�!8@��#+#� �9ก
�%�'> 	ก#&ก��	�#$��.&)*�8@�8�8+� 

�) 	�$*	กJ0�9ก:��9�M.=�� 

1.8.4 ก	���!���0���$,�����  

ก��	�!A��	+��=/)C��*�  >���",�ก���%�/@��9E'���
)*� fiable /@��9E  
��1%�ก��	���	�!A��'�*�>��	>�C  	�A*	�$*1!$	>���/กDก���%���	�!A��	+��=/)C��*�  @*  
/@��9E  (friable callus)  +,$�	+��=	ก���9Cก9�*�D��>�C�L �D���D*ก��/�ก>�*ก��B��	+��=
**กB�กก9� �*กB�ก�!A*�B'� EDC�)*�'0กJ�&  /�D� *�1%�ก���D*�	�A*	�$*	E!�กD*�  8&�'� 
	*��+�=	�@�#	�E 0.25 	
*�=	+J��= >�*'� E�������8�/1E	+!��	&ก/���+9�	N� 
(potassium dextran sulfate)  @C��	) �) � 1 % 


��8���=)*�ก��	�!A��	+��=/)C��*� 

1) 	�$*ก��2,ก:�ก��0C�ก��	���0*�#+,�)*�	+��= 
2) 	�$*2,ก:�ก��1%����)*�	*��+�= 
3) 	�$*2,ก:�ก��/E&�**ก)*��!� 
4) 	�$*ก��H�#�E���!C	@�!0����#&'�> *�1&�*� 
5) 	�$*ก��H�#�	*J�0�#**�&= 
6) 	�$*ก��H�#��9�M.=� ��1�� 

Wang /��@3� (2008) �%� oligochitosan ��ก���. �	+��=/)C��*�)*���E�0 
	�$*2,ก:�ก��
\*�ก9��9C	*�)*��� H�ก��1&�*��0CD�  	�$*ก���. �& C� oligochitosan 1!$�!

�#��3E��L 1%�'> 	+��=/)C��*�)*���E�0��� oligochitosan 1!$@C��	) �) � 500 µg/ml
E����"ก���. �'> 	+��=/)C��*����'��9$C8��1!$ 72 ",� 40.6 % )*�	+��=/)C��*� �9ก:3�
ก�����)*�	+��=/)C��*�'���B�@� ��ก90ก��	ก#& apoptosis '�	+��=E9�C=+,$��%��
E�Dก��>&
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�9C)*��+8����E+,�/��	ก#&ก���C��9Cก9�/�D�)*�8@����#� oligochitosan ก���. �'> 	+��=
/)C��*�E� �� H2O2 	
��E9KK�3�
E�Dก�����)*�	+��= 	�$*� *�ก���90�9A�ก�����)*�	+��=
/)C��*�1!$�!H�	�$*���B�ก H2O2 B,�1%�ก��ก���. �	+��=/)C��*�8&�'� �9Cก���. � 2 ��#&
�DC�ก9�@* oligochitosan /���9C�90�9A�ก��E�E�)*� H2O2 �0CD�	+��=/)C��*��9�"�ก
	>�!$�C�%�'> 	ก#&ก�����	�D�	&#� B,�E9��#:<���& CD�ก�����)*�	+��=/)C��*�1!$	ก#&B�กก��
ก���. �& C� oligochitosan ��D	ก!$�C) *�ก90ก��ED�E93K�3)*� H2O2  

Simmons /�� Ryan (1986) 2,ก:�H�)*�ก��ก���. �	+��=/)C��*���	)*
	12& C�ก�&��8��#@ (uronic acid) �D*ก��H�#� protease inhibitor I �0CD�	�$*EDC�
��ก*0)*�
*�>���!ก�&��8��#@ (uronic acid-rich) 	�#$�),A�ED�H�'> 	+��=ก���. �ก��E� �� protease 
inhibitor I 	�#$�),A�	�D�	&!�Cก9� 
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��
l�8%��5� 

1. 2,ก:�@C��	) �) � /��	C��1!$	>���E�B�กก��'� @*
	
*�=+9�	N� (CuSO4) 
	>�!$�C�%�ก��E� �� PR-proteins  '�	+��=/)C��*�������� 

2. 1&E*0>� PR-proteins  1!$�& B�กก��ก���. �& C�@*
	
*�=+9�	N� (	0� �-1,3-ก��
@�	�E /�� proteinase inhibitor) 

3. 2,ก:�/>�D�)*� PIs B�กEDC��D��L)*�������� �& /กD 	��J&*D*�, 	+��=/)C��*� 
/��'01!$��&90*D*�/กD/�ก�D��ก9� 

4. 2!ก:�@C��B%�	���)*�  PIs B�กE��Eก9&�������  �D*ก��B90ก90	*��+�=8
��!	*E
�D��L �& /กD 1�#
+#�, �@8�1�#
+#� /��E90�#�#+#�	*  	�$*'� 	*8+	@+!� (azocasein) 
	
��E90E	��1 

5. Eก9& /��1%�0�#E.1M#} PIs B�กE��Eก9&	+��=/)C��*��������1!$HD��ก��ก���. �& C�
@*
	
*�=+9�	N�  

6. 2,ก:�@.3E�09�#0��
��ก��)*� PIs 1!$	��!���& /��H�)*� PIs �D*ก��	�#08�)*�	�A* 
P. palmivora   

 

 



����� 2 

��	
� ��ก����������ก���
��� 

��	
� 

�������� 2.1 ���������� �������ก����ก�� ������ ��!"#!���  

����	������ �� �!��ก"���ก�� ���#��$%&$��' 
Acetic acid  60.05 Merck 
Acetone 58.08 J.T.Baker 
Acrylamide 71.1 Merck 
Agar - =��>�?�� 
Ammonium sulfate 132.14 Merck 
Ammonium persulfate 228.7 Merck 
Azocasein - Sigma 
6-Benzyladenine (BA) 225.3 Sigma 
Bovine serum albumin 67,000 Sigma 
Bromophenol blue - Sigma 
Calcium carbonate 100.09 Fluka 
α-Chymotrypsin, Type I-S  - Sigma 
Citric acid  210.14 Carlo erba 
Commassie brilliant blue G250 854.0 Sigma 
Commassie brilliant blue R250 826.0 Sigma 
Cupric sulphate-5-hydrate 249.68 Baker 
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 221.04 Sigma 
3,5-dinitrosalicylic acid 228.19 Fluka chemical 
3,3V-Dimetoxybenzidine dichloride (o-dianisidine) 317.2 Sigma 
D-Glucose 180.16 Univar 
Diethylaminoethyl cellulose - Whatman 
Dithiothreitol  (DTT) 98.15 Merck 
Ethanol 46.07 Merck 
Evans blue 960.82 Sigma 

 

47 



 
 

48 

����	������ �� �!��ก"���ก�� ���#��$%&$��' 

Ethylenediaminetetracetic (EDTA) 249.68 Baker 
Glycine 960.9 Sigma 

Potassiumdihydrogenphotphate 136.09 Merck 

L-Asparagine monohydrate  150.14 Merck 

Laminarin - Sigma 

MES hydrate 195.2 Sigma 

Magnesium sulphate  246.48 Carlo Erba 

Methanol 32.04 Carlo Erba 

Murashige and Skoog basal salt mixture (MS) - Sigma 

Myo-inositol 180.16 Sigma 

Nicotinic acid 123.11 Sigma 
N,N-methylene bisacrylamide 154.2 Merck 
N,N,N,N-tetramethylenediamine (TEMED) 116.2 Merck 
N-p-Tosyl-L-arginine methyl ester hydrochloride 378.88 Sigma 
Polyvinylpoly-pyrrolidone - Sigma 
Potatsium acetate 98.15 Merck 
Potato dextrose agar - Difco 
Phosphoric acid 98.0 Baker Analyzed 
Phytagel - Sigma 
Scopoletin 192.2 Sigma 
Sephadex G-75 - Sigma 
Sodium acetate 136.08 Carlo erba 
Sodium chloride (NaCl) 58.44 BDH 
Sodium dodecyl sulfate (SDS) 288.4 Merck 
Sodium dihydrogen phosphate 157.90 Carlo erba 
Sodium hydroxide (NaOH) 40.0 BDH 
Subtilisin A, Type VIII - Sigma 
Sucrose 342.30 Carlo erba 
Thidiazuron (TDZ) 220.3 Sigma 
Trichloroacetic acid  163.39 Carlo erba 
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����	������ �� �!��ก"���ก�� ���#��$%&$��' 
Tricine 179.18 USB 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 121.1 Merck 
Thiamine hydrochloride 337.27 Sigma 
Trypsin, Type II-S  - Sigma 
Trypsin inhibitor, Type I-S - Sigma 
Urea (NH2.CO.NH2) 60.06 Unilab 
V8 - Campbell Soup 
Yeast extract -  
   

��ก��� 

1. ก�#��b�����?�c Olympus CH 40 (Japan) 
2. ก�#��de�>�"f Sony cybershot 7.1 �#��g�ก�h� digital (Japan) 
3. i=j Duran i��j 0.1, 0.25, 0.5, ��� 1 ���� 
4. i=j�g������>�i��j 6 ���hc 
5. ������c PD-10 (Pharmacia) 
6. �������������������e�  model 12909657 (Japan) 
7. �������������������e�  
8. b������>����� (Petri dish) i��j��#�!e�?"�>cก��� 5, 9 ��� 11 �h������� 
9. �#����������#��g�����ก���������ก��� 
10. j#����j!e���j 
11. �"#f��j���� Ehret (Germany) 
12. k���j!e���j ����c 23 
13. f�ก���f��>�����=��>�= 120 -150 ��������� 
14. ��ก�ก��c i��j 0.1, 0.25, 1 ��� 2 ���� 
15. fl�f��ก#= i��j 2, 5 ��� 10 ��������� 
16. fl�f��ก#=��jf��> i��j 10 ��������� 
17. m��������fl�f� g�#����f i��j 50, 100, 200 ��� 1,000 m�������� 
18. ��#��n��oe�����j#=>�=��j��m����� (Autoclave SS-320 Tomy Japan) 
19. ���j eppendorf i��j 1.5 ml 
20. Cork border 
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��ก��� (')�) 

21. Electrophoresis appartatus, ATTA Cooperation (Japan) 
22. Fraction collector, 2110 Bio-Rad (USA) 
23. Freeze dryer ���  Deep-freeze refrigerator, Sanyo (Japan) 
24. Hot air oven, Memmert  
25. Microcentrifuge 5804 R Eppendorf (Germany) 
26. Microtube pump, Eyela (Tokyo) 
27. Orbital shaker, Orabital incubator refrigerated ,Gallenkamp (UK) 
28. Petroff Hausser counting chamber 
29. pH meter Cyberscan 1000 (Singapore) 
30. Power supply model 1000/500, Biorad (USA) 
31. Preparative gel electrophoresis, Prep-cell 491 (U.S.) 
32. Shimazu UV-Vis recording spectrophotometer model UV160A (Japan) 
33. Spectrofluorophotometer RF-1501 Shimadzu (Japan) 
34. Super speed centrifuge, Beckman, Coulter, Avanti J-30I (USA) 
35. Syringe filter sterile-EO, non-pyrogenic Hydrophilic, Minisart (Germany) 
36. UV box, Vilber Lourmat (France) 
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����ก���
��� 

2.1 ก����ก� ��-����.����/0�ก���1
�)��/��2��� 

2.1.1 ก����
����ก$������ก� ������	0�ก����ก!�&����1
�)��
/��2��� 

k�#���sj�e��i��>��g���g��t�c  BPM-24 (g��t�c�#������e�            
P. palmivora ) ��>�f����u 6-8 ��fj��c ����b�ก!���ก�� (j����j�k��"f��� 2.1) �#�����
�=������j!�j#=>����f��f��������i#��"#f��j���� v�กoe���������=u!�=��กj#=>ก��b�e�k�
���ก�w��c 95 % ��#=��mv �����e���� 1y2 �����b���ekb=e�!�=z�>��ก����jf��?b�ก���� 
b�ก����ก��jg"i��!���ก�f{���>i���ก�� 2 ��=k���=j��� ��#=ก��j��ก��=j#����hn��i=��
ก����>��j�j�� �flj�f��ก!���กb���s����sj�e���"f�e��ก��i��j��sก��j�>"eก���ก k�#��j!e���j
���oe�������#=��j�>ก���sj��กb�ก!�  !e���n�����sj�e�����>�=�g����e����sj��ก�f{�  2 �e=�
��e� | ก�� ��#=!e����sj��ก��������i=���g����e����sj��ก�f{� 3 �e=� j������ 1 ���sj�����d
��e���กmj#�f{� 6 �e=� ������sj�����j��e��f{��e=� | mf����>�k��������ก��������� MS-1 
(�������� 2.1) =������>�k�����j �����u�z"�� 25 + 2 °C (i������ก���g������>���j�k��"f��� 2.2) 
�f��ก��#����sjb�k�#�=��g�~���f{�������z�>k� 3-4 ��fj��c ����mj#��������#=bn����ก��
>#�>����>�k����������g���f����u������ MS-2 (�������� 2.1) ��ก 4 ��fj��c  

 

�"f��� 2.1 ��j�!��e��>��g�����>�f����u  6-8 ��fj��c z�>����ก��!���ก��  

       

�"f��� 2.2 ��j�i������ก���g������>������>��b�ก�f��ก��#����sj�e��>��g��� ���>�������j��
�� ก��jg"i��!���ก (a), ��e����sj�e����ก�f{� 6 �e=� (b), =������>���������"�� 
MS-1 (c) 

a                                       b                                   c 
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�������� 2.2 ���cf��ก��i��������"�� MS hn��j�j�f���g��k�#�g������>����sj�e��>��g���  

����� (mg/l) 
������ก�� 

��ก� ������	   (MS-1)           �2�������������	 (MS-2) 
KNO3        1900 1900 
NH4NO3       1650              1650 
CaCl2.2H2O    322.2                          322.2 
MgSO4.7H2O                       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               1.0                 1.0 
2,4-D      1.0                1.0  
Sucrose (%)      5                    3 
Phytagel agar (%)   0.23                0.23                 
pH               5.7                                5.7 
(�����: j�j�f��b�กf��?����c �ก���u� 2538) 
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2.1.2 ก����ก� ��-����.����/0�ก�����	 

����b�ก���ก��>#�>����>�b���=� 3 ����� >#�>�������������ก u��e=�mf
����>�k���������=�"����ก����h��c�i=���> =������>����������i>e���������f{�=�ก�����
�=����s= 100 ����e����� �����u�z"�� 26 ± 4 °C �f{��=��f����u  2 ��fj��c  ���ก��>#�>mf
����>�k������k��e�"���j����ก 14 =�� k�ก��>#�>����>��h��c�i=���>k�#�h��c������#��������ก
f����u 0.3 g ����>�k������f������ 30 ml hn�����b��>"ek�v���กci��j 125 ml (�"f��� 2.3) 
����b�ก>#�>����>���� 14 =��  ���ก��=�jf��������ก���h��c (packed cell volume: PCV) 
=�t�ก��=�j���mj#�j>ก��f�e�>k�#�h��c�ก��ก��k����j�h����vl=bc�f{��=�� 2 ���� �����h��c
�ก��ก����j��#= �e���e�f��������ก���h��cb�ก����=�ji#�����j ����nก!�ก��
�b��������������ก u��h��c�i=���> ����e����mj#mf�i�>�ก��v�"f���ก���b���������  

            

�"f��� 2.3  ��j�i������ก��>#�>����>� �����ก����������ก��ก����=�| (a), >#�>��k������
�"����ก����h��c�i=���> (b) ����h��c�i=���>����b�กก��>#�>����>����
�b���������k������k��e�f{��=�� 14 =�� (c) 

�������� 2.3 ���cf��ก��i��������"��j�j�f��i�� MS ���k�#��ก����h��c�i=���> 

����� (mg/l) 
������ก��  

��ก� ��-����.����/ 
KNO3   1900 
NH4NO3 1650 
CaCl2.2H2O 322.2 
MgSO4.7H2O 180.7 
KH2PO4    170 
MnSO4.H2O    16.9 
ZnSO4.7H2O     8.6 

 

  
a                                              b                                                c 
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������ก�� ����� (mg/l) 
 ��ก� ��-����.����/ 
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 0.1 
Sucrose (%) 3 
pH 5.7 
(����� : j�j�f��b�ก��o� �����f��, 2536) 

2.2 ก��?@ก#� PR-proteins K�/��2��� 

2.2.1 ก��'��0!����'���'��.�����L-�� β-1,3-glucanase  

k�#�����=�>e������#��ก����f����u�j>k�#f����������=���������    
!��ก��������������������=���i#�i#�  2.0  mg/ml b���=� 0.2 ml ��k�#�i#�ก���������e���
�i>e����|k��e�������=������u�z"�� 35 °C �f{��=�� 10 ���� ������#�k������j�j�f{��=�� 2 
���� ����b�ก���������������> DNS (3,5-Dinitrosalicylic acid) b���=� 0.2 ml  �=�ก�� 0.1 
M sodium acetate ��v�v��c pH 5.0 b���=� 0.2 ml  ���mf�#�k��e�������j�j��ก������f{��=�� 
5 ���� ����k�#�>s���#=f���f������j#=>����ก����k�#��f��������j�#�>�f{� 1.5 ml  �e���e�ก��
j"jก���������=��>�=����  540  nm ����e����mj#���e��=��=e��m=�f{��e�>"��� (unit) �j>
�f��>����>�ก��ก��v��������������ก�"���  ก����jk�#�����=����i�����mh�c  1 >"��� ��e�ก��
��n��m�������i���������ก�"��� ������mh�c�����d>e�>���>���������mj#k��=�� 1 ���� 
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2.2.2 ?@ก#�����0 ��2��.�� PIs K�ก������ก0��ก�����L-�� "�'�
��	')��P 

?nก ��j>j"�����=����ก��>��>���i�� PIs b�ก����ก�j�h��c�i=���>
>��g����e��f�������e��|mj#�กe ���mh�c�������h����, ���fh�� ��� m������fh�� �j>��
i�������e��| j����� fl�f�����ก�j����� PIs f������ 50 µl !����k��������>���mh�c�e��| 
���������h���� (30 µg/ml , 20 mM Tris-HCl pH 8.3), ���fh�� (10 µg/ml , 1 mM HCl) ���
m������fh��  (10 µg/ml , 1 mM HCl) f������ 30 µl, 20 µl ��� 20 µl ������j�� f���
f������j#=>  20 mM Tris-HCl pH  7.5, 0.1 M CaCl2 k�#��f��������j�#�>�f{� 600 µl =������
m=#��� ��u�z"���#�� 15 ���� �����������> 1%  ���h��h�� (w/v) hn���f{���������f������ 
100 µl �e������u�z"�� 37 °C  �f{��=�� 30 ���� ����b�ก�����>�jf��ก���>��j>ก������
�������> 10% trichloroacetic acid  (TCA) k�#��f��������j�#�>�f{� 1 ml �i>e�k�#�������>
�i#�ก��  �h����vl=bcj#=>�=����s=  12,000  ���/����  �f{��=�� 10 ���� b�ก����fl�f�
�������>�e=�k�f������ 400  µl !��ก���������> 0.5 M �h�j�>�mwj��กmhjc (NaOH)  
f������ 600 µl �i>e�k�#�������>�i#�ก�� ���mf=�j�e�ก��j"jก���������=��>�=���� 440 nm  
�f��>����>��e�ก��j"jก��������mj#�������ก���j����j>m�e��������ก�j PIs (Hermosa, et 
al., 2006) 

2.2.3 ก���
	�����'���'��.�� PIs  

 !������ก�j PIs f���������������� �j>k�#�������h���� (30 µg/ml, 
20 mM Tris-HCl pH 8.3) f������ 30 µl �f{����mh�c�f������ ���k�#���h��h���f{�
�������� ���f��ก���>���e��j�>=ก����=i#� 2.2.2 ����=u�f��c�hs��cก��>��>��� �j>k�#�"�� 

                            % Inhibition = 100 (Ac-Ai) 
                                                             Ac 
 Ac = ก��>e�>��������i���������h���j>m�e�� PIs  
 Ai = ก��>e�>��������i���������h���������� PIs 

2.2.4 ก��?@ก#� PIs 0�ก	)��')��P.��/��2��� 

k�ก���j�����������b�k�#>��g���g��t�c BPM-24 (g��t�c�#�����)     
(���dt�j� ��j�gt����� 2546) �j>����e=��e��|i��>��g��� (j���"f��� 2.4) mj#�กe k�>�������
��>��e���กe��ก�e��ก�� �� k���>� B1 , B2-C ��� D ���sj�e�� ����h��c�i=���>  �������
�jk�#�����>jj#=> 0.5 M Tris-HCl pH 7.0, 0.5% Triton X-100  ��� 3% PVPP �j>��
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������e=������=�>e�� : ��v�v��c�f{�  1:2  ��=�>e������j�����>j��#=ก���!e��!#�i�=��� ���
���mf  �h����vl=bc�=����s=  12,000  ���/����  �����u�z"�� 4 °C  ��� 15 ����  �����e=����
�f{�ก�ก  ����������>�e=�k����ก��ก���f����j#=>�ก����������>�h���v�������= 90 % 
������mf�h����vl=bc�=����s=  12,000  ���/����  �����u�z"�� 4 °C  ��� 20 ���� ����>
��ก���f����ก���j#=>����ก������#=���mf�h����vl=bc��ก������g��ก��b�j��ก���e��| �กs�
�������>�e=�k�m=#�����u�z"�� -20 °C  ����������mf�j����e�mf  

 

 

�"f��� 2.4 �!e�z�g��j�k�>��g����e=���>��e��| A, B, B1, B2, C ��� D 

(�����: Breton et al., 1997) 

2.3 ก��?@ก#�R�	��2������!�)��������-���S' (�L�"�'�ก����-��'���) 
ก���-����.����//��2��� 

2.3.1 ?@ก#������.&�.&�����!���	�.��	������/������-���S'
K�ก��ก��'�&��-����.����//��2��� 

����h��c�i=���>��>� 14 =�� ��ก����#�j#=>�������>��f�f��c
h���v� �j>k�#�h��c 2.5 g k� 5 ml i�� MES ��v�v��c (MES) hn��f��ก��j#=> MES 10 mM,  
MS   5 % ��� �������h"���� 3 %  ���e�j#=>�������>��f�f��ch���v��=���i#�i#��e��| 
0, 10, 20, 40 ��� 80  µM �f{��=��  1 ���=��� b�ก����>#�>�h��c�i=���>������>�k� MES 
��v�v��chn��m�e����f�f��ch���v� =�����������i>e���������f{�=�ก������=����s= 100 ���
�e����� �กs��h��c�i=���> u �=�� 24 ��� 48 ���=���  ����ก��!�ก���������i�����g���
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���j#=>���f�e� �j>ก��������e��j"z�>k�#��������#�m=����� (�=��>�=���� 366 nm) �>ก
�h��c�i=���>��กb�ก MES ��v�v��c �j>ก��ก���!e��ก��j� ก�������c 4 ��#=�กs�����
����e=��>กก���� ��v�v��c �����ก���h��c��=�>e�������u�z"�� -20 °C  �g����ก���ก�j
�e�mf ����=����=���i#�i#�����������i����f�f��ch���v���������d��ก���k�#�h��c
�i=���>��ก�����������c PR-protein (PIs) �g�����กin�� �������k�#k�ก���j����e�mf 

2.3.2 ก��	ก�
������/����-����.����/ 

����h��c�i=���>���!e��ก���e�k�i#� 2.3.1 ���ก�j���=�t�k���=i#� 

2.2.4 �กs��������>m=#�����u�z"�� -20 °C ����������mf�j����e�mf    
 

2.3.3 ก��ก �0�
	��"���ก����1ก (�ก���) ��ก0�ก'���/)��
&�/������� 

PD-10 

�#��������c PD-10 j#=>����ก�����n��oe������j>�#��������cj#=>����ก����
f�������#���e�i��f������������c (80-100 ml) f����z�g������cj#=>��v�v��cf���������
��e�i��f������������c (40-60 ml) f�e�>k�#��v�v��cm����กb�ก������cb���#��b���#� fl
�f������=�>e��������ก��f��>"ef������ 1 ml ��mf ����=�>e��j#=>��v�v��c������� 1 ml 
������jf����u 10 ml �กs���=�>e��b�กก������k����j�j��� ���mf��f����u�f�����j>
=�t����jv��cj ��=�>e��������f��������� pool �=�ก���g����ก���j���k�i����e�mf 

 

2.3.4 ก��!������"�'�����0�ก	��	ก�
 

�������> Bradford : Coomassie Blue G-250 100 mg k� ethanol 
50 ml  ���  85% Phosphoric acid 100 ml ��k�#�i#�ก����#=f���f������j#=>����ก����k�#mj#
f������ 1 L ก���กe�����mfk�# 

�f����������� : ����> Bovine serine albumin (BSA) b���=� 1 
mg k�����ก���� 1 ml b�mj#�f���� BSA ������=���i#�i#� 1 mg/ml ����b�ก����������b�b��j#=>
����ก����k�#mj#�������>�����f����u BSA ��e�ก�� 5, 10, 15, 20, 25 ��� 30 µg/100 µl 
������j�� 

=�t�=�jf����u�f���� : k�#�������>�f����������� BSA �=��
�i#�i#��� 100 µl ��������=�>e������#��ก����f����u�j>k�#f����������=��������� ��#=
f���f������j#=>����ก����k�#��f�������f{� 500 µl กe�����mf���f��ก���>�ก���������> 
Bradford 1 ml �i>e�k�#�i#�ก����������m=#�����u�z"���#����� 10 ���� =�j�e�ก��j"jก��������
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�=��>�=���� 595 nm ����e�ก��j"jก�����i�������=�>e��mf�f��>����>�ก��ก��v
�������  BSA  

2.3.5 ก��?@ก#�ก��	�������!�	��2���'��  

��� MES ��v�v��c b�กก���j����h��c�i=���>���h����vl=bcj#=>
�=����s= 8,000 ����e����� �f{��=�� 5 ���� ��#=������j��ก�e�=��=�j�e�ก���������j#=>
������ spectrofluorometer ����=��>�=����ก����#� (λ excitation) 340 nm ����=��>�=����
f�jf�e�> (λ emission) 440 nm �f��>����>�f����u����=��k�ก�����������c���g������ 
�j>�f��>����>�ก��ก��v������� scopoletin (7-Hydroxy-6-methoxy-2H-1-benzopyran-2-
one) �=���i#�i#��e��| �� 0, 0.5, 1, 1.5, 2 ��� 2.5 µM 

2.3.6 ?@ก#���������!���	�K�ก��ก��'�&��-����.����//��2���

&�/	������/������-���S' 

���!�ก��?nก ��=���i#�i#�����������i���������>��f�f��c
h���v�k�ก��ก����#��h��c�i=���>>��g���k���=i#� 2.3.1 ��ก����#��h��c�i=���>j#=>
��f�f��ch���v� u �=���e��| �j>����h��c�i=���>��>� 14 =�� b���=� 2.5 g k� 5 ml i�� 
MES ��v�v��c (MES) ���e�j#=>�������>��f�f��ch���v��f{��=�� 1 ���=��� b�ก����>#�>
�h��c�i=���>��ก��m=#k� MES ��v�v��chn��m�e����f�f��ch���v� =�����������i>e����
�����f{�=�ก������=����s= 100 ����e����� �กs��h��c�i=���> u �=�� 0, 8, 16, 24, 32, 
40, 48, 56, 64, 72, 80, 88 ��� 96 ���=��� �j>ก���!e��ก��j� ก�������c 4 �กs���=�>e������
����e=��>กก���� ��v�v��c �����ก���h��c��=�>e�������u�z"�� -20 °C  �g����ก���ก�j
�e�mf  

2.3.7 ?@ก#�ก��'�/.���-����.����/!���X%กก��'�&�
&�/��
����-���S' 

?nก �ก����>i���h��c�i=���>�����j���ก��ก����#��h��cj#=>
�������>��f�f��ch���v��j>�����h��c�i=���>�������ก 1 g k�e��k� Petri dish i��j
��#�!e�?"�>cก��� 5 �h�������� ��#=fl�f��������> 0.05% Evan blue  ��k� Petri dish b�
�e=��h��c  ����m=# 20 ����  ����h��c�i=���>������������> 0.05% Evan blue ���#��j#=>����
ก����b�ก��������������#��k�  �j�h��c���mj#  0.1 g k����j eppendorf  k�#�����>jj#=> micro 
pistil  b�ก���������������> 1% (w/v) SDS f������ 500  µl  ���mf�e�g�#��ก���i>e��f{�
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�=�� 10 ���� ��������ก����f������ 500 µl ����b�ก�h����vl=bc�f{��=�� 10 ���� =�j�e�ก��
j"jก�����i���������>�e=�k�����=��>�=���� 600 nm 

2.4 ก��� ����	����Y PIs  

2.4.1 ก��� � PIs K!&���	����Y"
/$)��������� ion exchange ��� 
anionic 

�������ก�j�e=�i������ (MES buffer) ���mj#b�กก��ก����>ก�e=����
�f{������h��c�i=���>��กmf hn��!e��ก��ก����#��h��c�i=���>j#=>��f�f��ch���v��=��
�i#�i#����������� (b�ก��=i#� 2.3.1) u �=�����?nก �b�ก��=i#� 2.3.4 f������ 400 ml ���mf
!e��������c DEAE-sepharose CL-6B (anion exchange) f������������c 25 ml ��������c
j#=>�������>�ก�� NaCl �=���i#�i#� 0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09 ��� 0.1 M  k�
�������>��v�v��c 20 mM tris-HCl pH 7.0 �j>�������ก��m�� 0.5 ml/min �กs���=�>e��
���j�� 3 ml �����u�z"�� -4 °C  �g����ก���j����e�mf 

2.4.2 ก����
�����"�'��!���$)��������� DEAE-sepharose 

����b�ก!e��������c DEAE-sepharose ����������>���mj#��ก| 2 
���j��=�jf����u�f���� �j>��������=�>e�� 100 µl f���f������j#=>����ก����k�#��f������
�f{� 500 µl ���f��ก���>�ก���������>���jv��cj 1 ml �i>e�k�#�i#�ก����������m=#�����u�z"���#��
��� 10 ���� =�j�e�ก��j"jก���������=��>�=���� 595 �������� ����e�ก��j"jก�����i��
�����=�>e��mf�f��>����>�ก��ก��v������� BSA 

2.4.3 ก���
	��!��X�"�'��
&�/���� Tricine-SDS-PAGE 

�g���������m��c�b����k�#k�ก��?nก ��f{��b�����!e� (slab gel) 
i��j 7x8  �h������� ��� 0.75 ��������� f��ก��j#=>�b� 2 �e=� �� �b��e=��� 
(stacking gel) ���=���"�f����u 2.5 �h������� ����b��e=��e�� (separating gel)  ���=��
�"�f����u 5.5 �h������� hn�����e=�f��ก��i���b�j���������� 2.4 
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�������� 2.4 �e=�f��ก��i���b����������v��h������f���z�g (Tricine-SDS-PAGE)  

	)����ก�� Stacking gel (4%%%%) Separating gel (16.5%%%%) 
49.5% Acrylamide-bisacrylamide 0.40 ml 4.33 ml 
3.0 M Tris-HCl,pH 8.45+0.3% SDS 1.2 ml 4.33 ml 
10% Ammonium persulfate 50 µl 200 µl 
TEMED 10 µl 13 µl 
Deionized water 3.34 ml 4.00 ml 
Total volume 5.0 ml 13.0 ml 
(�����: j�j�f��b�ก=�t�i�� Laemmli, 1970) 

����������>��=�>e�� ����������>�f�����������������=�����ก��
���� (f��ก��j#=> Phosphorylase b 97.0 kDa, Albumin 66.0 kDa, Ovalbumin  45.0 kDa, 
Carbonic anhydrase 30.0 kDa, Trypsin inhibitor 21.0 kDa, α-Lactalbumin 14.4 kDa) load 
��=�>e����k���e���e���b� �����������v���h��k���v�v��c Tris-HCl 0.1 M, Tricine 0.1 M 
��� SDS 0.1 %, pH 8.25 �fljก����mv����� 25 ���������f�c ����m=#b�ก��������i�� 
bromophenol blue ���������mfb���ji���e��i���!e��b� b�ก�������������������ก��b�ก�!e�
�b�b���j fljก����mv�������b���>#��j#=>h���=��cm�����  

2.4.4 ก��� ����	����Y PIs "
/���� Preparative gel electrophoresis 

2.4.4.1) ก��� ����	����Y"
/�����0������"'�"S��-�	���L�)���
	b�2 (Native-Preparative gel electrophoresis) 

�g���������m��c�b����k�#k�ก��?nก �f��ก��j#=>�b� 2 �e=� 
�� �b��e=��� (stacking gel) ���=���"�f����u 2.5 �h������� ����b��e=��e�� 
(separating gel) ���=���"�f����u 6 �h������� hn�����e=�f��ก��i���b�j���������� 2.5 
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�������� 2.5 �e=�f��ก��i���b����������v��h�����m�e�f���z�g (Native-PAGE)  

	)����ก�� Stacking gel (4%%%%) Separating gel (12%%%%) 
30% Acrylamide-bisacrylamide 2.68 ml 20 ml 
1.5 M Tris-HCl,pH 8.8 -  12.5 ml 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 5 ml - 
10% Ammonium persulfate 100 µl 250 µl 
TEMED 20 µl 25 µl 
Deionized water 12.2 ml 17.225 ml 
Total volume 20 ml 50 ml 

����������>��=�>e�� load ��k�������c�������>�m=# �j>k�#��v�v��c 
Tris-HCl 0.025 M, Glycine 0.2 M , pH 8.3 �f{� running buffer ���k�# 50 mM Tris-HCl, pH 
7.0 �f{���v�v��c�����������=�>e�� �fljก����mv����� 25 ���������f�c ����m=#b�ก��������i�� 
bromophenol blue �����������ก��b�ก������cb���j��#=bn�������กs���=�>e�� �j>�������ก��
m�� 1  ml/min ����กs���=�>e�����j�� 3 ml  

2.4.4.2) ก��� ����	����Y "
/����  SDS-preparative gel 
electrophoresis 

�g���������m��c�b����k�#k�ก��?nก �f��ก��j#=>�b� 2 �e=� 
�� �b��e=��� (stacking gel) ���=���"�f����u 2.5 �h������� ����b��e=��e�� 
(separating gel) ���=���"�f����u 6 �h������� hn�����e=�f��ก��i���b�j���������� 2.6 
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�������� 2.6 �e=�f��ก��i���b����������v��h������f���z�g (SDS-PAGE)  

	)����ก�� Stacking gel (4%%%%) Separating gel (12%%%%) 
30% Acrylamide-bisacrylamide 2.68 ml 20 ml 
1.5 M Tris-HCl,pH 8.8 -  12.5 ml 
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 5 ml - 
10% Ammonium persulfate 100 µl 250 µl 
10% SDS 100 µl 250 µl 
TEMED 20 µl 25 µl 
Deionized water 12.1 ml 17.125 ml 
Total volume 20 ml 50 ml 

����������>��=�>e�� load ��k�������c�������>�m=# �j>k�#��v�v��c 
Tris-HCl 0.025 M, Glycine 0.2 M, pH 8.3, 1% SDS  �f{� running buffer ���k�# 50 mM 
Tris-HCl,  pH 7.0 �f{���v�v��c�����������=�>e�� �fljก����mv����� 25 ���������f�c ����m=#
b�ก��������i�� bromophenol blue �����������ก��b�ก������cb���j��#=bn�������กs���=�>e�� 
�j>k�#�����ก��m�� 1 ml/min ����กs���=�>e�����j�� 3 ml  

2.4.5 ก��ก �0�
 SDS ���� �K!&"�'���.&�.&�.@��  

��=�>e�����mj#b�กก��!e�� SDS-preparative gel electrophoresis ���
���d��f��������� pool �=�ก�� �����������h"���� 4% ��#=���mf�ก��ก���f����ก��        
��h���� j#=>f�����������e�i��f�����������=�>e�� ���mf�h����vl=bcj#=>�=����s= 12,000 
���/���� �����u�z"�� 4 °C ��� 25 ���� b�ก����=��k��"#�����ก��m��i����ก�? 30 ���� �g��
����>��h�������������ก ����>��ก���f����ก���j#=>����ก������#=���mf�h����vl=bc��ก�����
�g��ก��b�j��ก���e��| �กs��������>�e=�k������u�z"�� -20 °C ����������mf�j����e�mf  

2.5 ก��?@ก#����	���'�.�� PIs 

2.5.1 ?@ก#�������'��������!b%��')��P.�� PIs 

��� PIs ���!e��i������ก�����������t�� �e������u�z"���e��| ����u�z"�� 
0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ��� 90 °C ��� pH 7.0 �f{��=�� 30 ���� ��#=�����f���
��u�z"���j>ก����ek�ก���������is�กe�����mf=�j�����=���� PIs �j>k�#���h��h���f{��������� 
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2.5.2 ?@ก#�������'����� pH ')��P 

?nก ��e� pH ���������� �j>��� PIs ���������t����#=�e���� pH 2-10 ���
��u�z"���#�� �f{��=�� 1 ���=��� ����b�ก����f��� pH k�#�f{� 7.0 ��#=bn���� PIs ��=�j�����=����
�j>k�#���h��h���f{���������  

2.5.3 ก��?@ก#�$�.��	��	ก�
 PIs ')�ก����ก.��-%"�	���.��
����� P. palmivora 

�������ก�j PIs hn���b�b������=���i#�i#��e��| !��ก��h"���f��ci��
����  P. palmivora �=���i#�i#� 5 x 104 spore/ml �j>�f��>����>�ก����j�=����hn���f{�����
ก���� fl�f��������>!�� 10 µl �� Petroff Hausser counting chamber �g�����b���=�      
h"���f��c �������ก�ก����กi�� mycelium k�#ก�#��b�����?�c k��=�� 1 ���=��� ����e=�!��
��ก�e=�f������ 20 µl spread ��������� PDA ����m=#f����u���=������ก�ก��������i��
���� 

2.6 ก���'��/������ Phytophthora palmivora (P. palmivora) 

2.6.1 ก���'��/������ P. palmivora K!&���	����Y 

 ����  P. palmivora   mj#����=�����������cb�ก?"�>c=�b�>>����i��   
���?"�>c=�b�>>����i��mj#���ก���>ก����k�#������t�� �j>ก���กs���=�>e������b�กก#��k�
>��g�������f{����k��e=�  b�ก����!"#=�b�>mj#�������  P. palmivora  j��ก�e�=�����ก���>กk�#
������t�� (isolate) ��ก�����  �j>ก��ก����#�ก����#��h"���f��c��ก�� �g��k�#mj#�f��c�j��>= 
(monospore) ��#=���������>������������>����� PDA (Potato Dextrose Agar) hn�����e=�!��
i��>�f����=�� (antibiotic) ������j �� mycostatin (50 units/ml), vancomycin (0.04 mg) 
��� ampicilin (10 µM)  >#�>�������j��>=���mj#��������� PDA ������e=�!��i��>� antibiotic 
��ก��������  ����b�ก����>#�>������� PDA �"��fก�� �������>��e�mf��ก 1 ��fj��c �����u�z"�� 
25 + 2 °C bn�b������d���mfk�#���mj# 

2.6.2 ก���'��/�-%"�	���.������� P. palmivora  

b�กก������>�����k�i#� 2.5.1 (������� PDA) �����#��ก��h"���f��c    
�����dก����#�mj#�j>ก��>#�>mf����>������������>����� V8 �f{��=�� 5 =�� ����b�ก����
�����d����>�h"���f��cmj#�j>������ก����f��j����f������ 15 ml ������>�� ��#=���mf�e�
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�����u�z"�� 4 °C �f{��=�� 15 ���� b�ก���������=��m=#�����u�z"���#����ก 30 ���� �f��c���-
�b�>�i������ P. palmivora  b���ก��ก  ���f�e�>k�#h"���f��chn���>"ei#��k����j��ก��mj#  
b�ก�������h"���f��c���mj#���b�b��j#=>����ก����f��j�����������=����=���i#�i#�i��        
h"���f��c =�t�ก�����=���i#�i#�i��h"���f��c���mj#�j>ก���>j����ก����f��j���������          
h"���f��c!���>"e�� Petroff Hausser counting chamber ������b���=�h"���f��cz�>k�#
ก�#��b�����?�c (�"f��� 2.5) 

 

 
 
�"f��� 2.5 ��j��������!�= Petroff Hausser counting chamber �j>��� �e�� A, B, C ���D ��
�=��ก=#�� �=��>�=�e���� 1 ��������� ������=���nก 0.1 ��������� 
=�t�ก�����h"���f��c   
�e�� A, B, C ��� D ���=��ก=#�� �=��>�=�e���� 1 ���������������=���nก 0.1 ��������� 
f������i���e�� A, B, C ��� D �e��kj�e����n�����e���e�ก�� �=��ก=#�� x �=��>�= x �=��
�nก hn��b� ��e�ก�� 1 ��. x 1 ��. x 0.1 ��. ��� 10-4 ��������� 
j������ ��ก���h"���f��c�e�� A, B, C ��� D b����=���i#�i#�i��h"���f��c��e�ก��                                                            
                                                                  �e������>i���e�� A, B, C ��� D 
                                                     f��������  Petroff Hausser counting chamber 
 
(f������ Petroff Hausser counting chamber ��  1x10-4  ���������) 
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2.6.3 ก���'��/�"�'���	���L-��0�ก filtrate .��  P. palmivora   

��j�������������� P. palmivora  (Ø = 0.6 �h�������) b���=� 1 ����
�e� 10 ml ��k�������"�� Henninger hn��f��ก��mfj#=> KH2PO4 0.05 %, MgSO4.7H2O 
0.025 %, Asparagine 0.1 %, Thiamine 0.0001 %, Yeast extract 0.05 % ��� D-Glucose 
2.5 % b�ก�������mf�i>e�k�����j��� 100 ���/���� ��u�z"�� 25 °C �f{��=�� 15 =��            
P. palmivora b��e�>| !�������h��������f�����e�� | ��ก��k� filtrate (�"f��� 2.7) �������
ก����j�����ก�����#�k>��กj#=> vacuum ��� filtrate mf�ก��ก���f����j#=>�ก��
��������>�h���v�������= 90 % ��f����u�f����j#=>=�t����jv��cj (Bradford, 1976) �กs�
m=#�����u�z"�� -20 °C �g��k�#k�ก��?nก �ก��>e�>���h��h��hn���f{���������i���f������
���mh�c�e�mf 

 

�"f���  2.6 ��j� P. palmivora �b���k�������"�� Henninger �����u�z"�� 25 °C �f{��=�� 15 
=�� 

2.6.4 ก���'��/�"�'���	���L-��0�ก�	&�K/.��  P. palmivora 

�e=�i����#�k>���!e��ก��ก����>ก filtrate ��ก ������ก�j�f������
���mh�cj����� ����e=�i����#�k>����m�����b����=��mf����jk�#�����>jk���ก�j  ����
�������>��v�v��c 0.5 M Tris-HCl, pH 7.0 ก���!e��!#�i�=��� ���mf�h����vl=bc
�=����s= 12,000 ���/���� �����u�z"�� 4 °C ��� 15 ���� �����e=���� �f{�ก�ก ���
�������>�e=�k����ก��ก���f����j#=>�ก����������>�h���v� ������mf�h����vl=bc
�=����s=  12,000  ���/����  �����u�z"�� 4 °C ��� 20 ��������>��ก���f����ก���
j#=>����ก������#=���mf�h����vl=bc��ก������g��ก��b�j��ก���e��| �กs��������>�e=�k�m=#���
��u�z"�� -20 °C ����������mf�j���ก��>e�>���h��h���e�mf 
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2.6.5 ก��'��0	�������"�'��K� filtrate 

��� filtrate f������ 100 µl ���f��ก���>�ก���������>!�����jv��cj      
1 ml  ��������ก���� 400 µl �i>e�k�#�i#�ก����������m=#�����u�z"���#����� 10 ���� =�j�e�ก��j"jก��
�������=��>�=���� 595 �������� ����e�ก��j"jก�����i�������=�>e��mf�f��>����>�ก��
ก��v������� Bovine serum albumin (BSA)  

2.6.6 ?@ก#�ก��/)�/.��"�'���	���L-�����	ก�
0�ก����� P. palmivora 

fl�f�����ก�j�f������b�ก����f������ 200 µl !����k��������> 
1%  ���h��h�� (w/v)  hn���f{���������f������ 100 µl f���f������j#=>  20 mM Tris-HCl 
pH  7.5, 0.1 M CaCl2 k�#��f������ 700 µl =������m=#�����u�z"�� 37 °C �f{��=�� 30 ���� 
����b�ก�����>�jf��ก���>��j>ก�������������> 10% trichloroacetic acid  (TCA) k�#��
f��������j�#�>�f{�  1 ml �i>e�k�#�������>�i#�ก��  �h����vl=bcj#=>�=����s=  12,000  ���/
����  �f{��=�� 10 ���� b�ก����fl�f��������>�e=�k�f������ 400  µl !��ก���������> 
0.5 M �h�j�>�mwj��กmhjc (NaOH)  f������ 600 µl  �i>e�k�#�������>�i#�ก�� ���mf=�j�e�
ก��j"jก���������=��>�=���� 440 ��������  
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3.1 ��ก
���ก�
 PIs ��� ��!�"#����
�$
�
  

3.1.1 ��ก�
%#
&'(
�$
�"� PIs ��ก
���)ก'*�ก*���+ &!        
,��-��.��/
0&
� 

�������	�
����������	��	�	������ BPM-24 (��������	� 	�) "#ก%	
&����'�	�(�	��	)*�ก	�����ก(�+ก�+���,
��-.��/��01�23�4	�5 '��0�+�2�2
2��� (0.9 µg), 
 �2.
2� (0.4 µg) �),'-� �2.
2� (0.4 µg) 
#��'�	������������4�)���,
���/'�	�0	�	�<
*�ก	��4��0�+0���  1% ��-
�'
/� (w/v) ,3�,ก���'/��ก�� �)*B�'4	ก	�3C3ก���0���C4*�14�� 
O.D. ก�	F�	��G	� &�(	กก	�"#ก%	�+�4	0	�0ก�3(	ก�
����������	��	�	 *B�&���+��H�
ก	� �	�	�������,
��0�+�2�2
2��� �4,�4�/&���+��H�ก	� �	�	�������,
�� �2.
2� �)      
,'-� �2.
2������*1���-
�'
/��.I�0�+0���  (�C. /� 3.1) 03��4	0	�0ก�3�	��	�	(	ก�
���
������ �/'�	�(�	��	)�4����,
��-.��/��01�230�+�2�2
2����	ก /�0�3 
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subtilicin A (0.9 µg) trypsin (0.4 µg) chymotrypsin (0.4 µg)
 

�C. /� 3.1 �.����
[���ก	���+��H����0	�0ก�3 PIs (	ก�
����������	��	�	������ BPM-24 �4�
���,
��-.��/��01�23�4	�5 (03��.I�'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3��� ± SD �4�)ก	�
 3��� �	 2 
H�	) 

�`) /�(��2� �/�� B����1�H�ก4�-�'�4	�5&�2����,
��-.��/��0 B���
���,
��1�23����5��ก�	�����(C4-(���1�.a	B�	� 
#�����,
��-.��/��0ก��4��
��/� /��1�H�&�2��#H�
+4���ก�.I�0	�ก��4�*Bb45 '�� trypsin-like, chymotrypsin-like �) subtilisin-like *�04��
�����1ก[&�2� PIs ��ก�	������4���	�ก	�-(��/�4����,
��ก��4�3��ก�4	� -3����	,.(�+ก�+
���,
��-.��/��0�.a	B�	��)��+��H�ก	� �	�	�������,
����H�5 
#��1�23��� PIs  /�&�2�ก[
�#H���C4ก�+���,
��-.��/��0�.a	B�	� /�()���	,.(�+ (Valueva and Mosolov, 2004) �)(	ก&�

�.
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ก	� 30�+���&C��2(���+�4	���,
��-.��/��0�.a	B�	� /�0	�0ก�3 PIs (	ก�
���������
�	��	�	���	,.(�+'��0�+�2�2
2� 03��4	 PIs 3��ก�4	��/���,
��-.��/��0�.a	B�	�1�23 
subtilisin-like 

Hermosa �)'`) (2006) "#ก%	&����0	�0ก�3 PIs (	กB�����l����
�4�ก	�����ก(�+ก�+���,
��-.��/��0�.a	B�	� �+�4	0	�0ก�3 PIs �/'�	�(�	��	)ก�+���,
��  
 �2.
2��),'-� �2.
2� �����*1���-
�'
/��.I�0�+0���  Sritanyarat �)'`) (2006) "#ก%	
&���� PIs (	ก�H�	�	��	�	�4�ก	���+��H����,
��-.��/��0�+�4	*B�&�ก	���+��H�0�+�2�2
2���0C�
 /�0�3 ������	'�� �2.
2� �4,�4��+��H�,'-� �2.
2� 
#�� PIs 3��ก�4	��	(�/+ +	 �4�ก	�
��+0�������	��	�	������4���	� pathogens �) herbivores ���	) PIs 3��ก�4	��/.�2�	`
0C��#H�������	��	�	<Cกก�/3�	ก�#H��`) /� Mónica �)'`) (1999) 0ก�3�ก cystatin (cystein  
proteases inhibitor) (	ก���[3�ก	��3 (chestnut) �+�4	0	�0ก�33��ก�4	�*B�&�ก	���+��H� 
cystein  proteases �)����/'�`0�+��2*�ก	���+��H�-.��/��0 /��	(	ก�1�H� B. cinerea '4����	�
0C� 

3.1.2 ��ก
���ก�
 PIs '
ก.2#�-2
�3"��
�$
�
-2ก
���)ก'*�
ก*���+ &!,��-��.��/
0&
� 

�����"#ก%	�.�/�+� /�+ก	���+��H�ก	� �	�	����-.��/��0-3� PIs (	ก
04���4	�5����	��	�	,3�ก4�
���������, ���[3�4�� �)*+ /��)3�+�4��ก4�4	�ก�� (*+�)�) 
B1 , B2-C �) D) ����	��	�	������ BPM-24 �+�4	0	�0ก�3(	ก�
���������  �)0	�
0ก�3(	ก*+�4��*B�&�ก	���+��H����,
��0�+�2�2
2�����/����4	��3/��  -3�0	�0ก�3(	ก*+�4��
*B�&�ก	���+��H�0C�ก�4	0	�0ก�3(	ก�
���������  �)*+ /��/�	���4��ก�4	�/�.����
[���ก	�
��+��H�0C�ก�4	*+ /��/�	����2���	ก�#H� 04��0	�0ก�3(	ก���[3�4��,�4�/&�*�ก	���+��H�ก	� �	�	�
������,
��-.��/��0 (�C. /� 3.2) 0��.,3��4	 PIs (	ก�
��������� *+�)�) B1 , B2-C �) D 
�/'�	�(�	��	)�4����,
��0�+�2�2
2��� ก	���/H���
���������
#���/ก	����4	��C4���3���	  ()
04�&�*B��/ก	�ก�)����ก	�0��	�0	��4	�5��� �H� PIs ��ก�	*��)3�+B�#��  0�	B��+*�*+
#��*B�&�
ก	���+��H�'4����	�0C�������(	ก*�����1	�2*+�	��	�	�/ก	��23�1�H��.I��)�)5 04�&�*B��ก23
�)++ก	�.a��ก������� �)&�2� PIs ��ก�	*�.�2�	`'4����	�0C�  �)*+ /��/�	���4������
.a��ก�������(	กก	�+�ก��ก�	กก�4	*+ /��/�	��'4����	�ก4 ������(	ก�/'�	�B�	���'2��2�����
ก�4	(#�&�2�0	��4	�5��� �H� PIs ��ก�	*�.�2�	` /�0C�ก�4	  04��*����[3�4���+�4	,�4�/&�ก	�
��+��H�  �H��/H������(	ก���[3�4������	��	�	�/�.���กB��� /�'4����	�B�	�)�[�  ,�4<Cก��ก�	�
(	ก02���4	�5(#�,�4(�	�.I�����0��	�0	��4	�5��� �H� PIs ��ก�	.�2�	`�	ก�4�/ก	�0��	��#H��	
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�)3�+B�#�������*1�*�ก�)+��ก	��4	�5 	�1/��'�/� 4	��H� �)�.I�,.,3��4	 PIs *����[3�	(
��+��H�-.��/��01�23����5  /���ก�B���(	ก���,
��-.��/��0 /�&C��2(��"#ก%	 
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chymotrypsin (0.4 µg)

 

�C. /� 3.2 �.����
[���ก	���+��H����0	�0ก�3 PIs (	ก04���4	�5����	��	�	������ BPM-24 :
�
���������, ���[3�4��, *+�)�) B1 , B2-C �)  D �4����,
��-.��/��0 (03�
�.I�'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3��� ± SD �4�)ก	� 3��� �	 2 
H�	) 

�20	�� �CB)��3 (2551) "#ก%	�.�/�+� /�+<+���,
��-��/Fp-       
�����ก
2�30(	ก*+, ���[3 �)�
�������������	��	�	������ BPM-24 -3�ก	� �	�2��'
-��-F�2
20++0q	�����1	�2 �+�4	����������4	�3��ก�4	�<Cกก�)����04�&�*B��/ก	�
�.�/���.���)3�+������,
��-��/Fp�����ก
2�30 
#���	(ก�4	�,3��4	<+���,
��-��/Fp-     
�����ก
2�30 /���2���#H�B���ก	�ก�)����'�� <+���,
��-��/Fp�����ก
2�30 /��ก/�������ก�+
�)++ก	�.a��ก������	��	�	 �)(	กก	�"#ก%	��� (/�)q	 1����"� (2551)  /�"#ก%	ก	�1�ก
��	�
���������(	ก�.���กB������[3�4���	��	�	������ BPM-24  �+�4	0	�	�<1�ก��	�
���
������(	ก�.���กB������[3�	��	�	,3��
���0/�B�����4�� ก�)(	�����)�ก��ก�.I��
���
�3/���5 �
����������/ก	��(�2b��2+-��.I� 3 �)�) '�� �)�) lag phase, log phase �) 
stationary phase (�)�) /� 1 lag phase ��C4*�14�� 1-2 ��� B���ก	���	���/H�� �)�) /� 2 log 
phase ��C4*�14�� 2-10 ��� �)�)�) /� 3 stationary phase ��C4*�14����� /� 10-14 B���ก	���	�
��/H��) 
#���
��������� /�,3��/ก	��(�2b��2+-�++0�+C�`� �����"#ก%	ก	�ก�)�����
���
������ /�,3�3��� filtrate (	ก�1�H�  P. palmivora �+�4	 filtrate '�	�������� /��B�	)0� 
('�	�������� 0.300 µg -.��/��4� 1 g �
���������) 0	�	�<ก�)����ก	��ก230'����2�2�
,3�0C��)��[� ����'���
���������3��ก�4	�0	�	�<��+0����4��2�2
2�����,3�3/ �)(	ก
ก	�"#ก%	���,
���.�����ก
2�30*�*+�	�3����2�/ native PAGE �)�����'�2�2�/H������,
��
�.�����ก
2�30 -3�*1�0'����2�2��) guaiacol �.I�0�+0���  ��ก(	ก�/H����+ก	�
�.�/���.�����<+���,
���.�����ก
2�30 /��ก23(	กก	��23�1�H�*�����1	�2���*+�	�  �	*B�

�.
��

��

[��

�ก	
��

�+�
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�+�
2�2


2��
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ก	� 3����/'�	�.�.����������C�0C�  �H��/H������(	ก+	�14��*+�	���C4*�0q	�) SAR '��
&4	�ก	�ก�)�����	��� 04�&�*B��/ก	��.�/���.���)3�+��� PR-proteins  

������(	ก*+�	��	�	
#����2+-�*�����1	�2,�40	�	�<'�+'��.v((���3����
�4	�5,3� ������3'�	�.�.�����������4	�(#�*1��
����������.I������4	�*�ก	�"#ก%	 
3����H�*�ก	�"#ก%	'��H��4�5,.&C��2(��()*1��
����������	��	�	������ BPM-24 �.I������4	�
*�ก	�"#ก%	�)*�ก	� 30�+ก	���+��H���� PIs ()*1�0�+�2�2
2����.I����,
��-.��/��0-3��/
��-
�'
/��.I�0�+0���  

3.2 ��ก
���ก�
 PR-proteins ������-,��� ��!�"#����
�$
�
 ������
.2�ก�ก� ��! (.2#�"� MES �*A�A�!)  

3.2.1  ��"�ก
���������������&
C,��-������ ��!�"#���
�
�$
�
.�D
�"�E��&)�+�D�*�ก
�ก��-FD�  

(/�)q	 1����"� (2551) "#ก%	ก	��.�/���.��.�2�	`-.��/��)
���,
���.�����ก
2�30*��)B�4	�ก	��(�2b��2+-�����
��������������� BPM-24 *��	B	� 
MS 0C��1�ก��	ก	��ก23�
��������� �+�4	�/ก	��.�/���.�����.�2�	`-.��/���2���#H�
'4����	��	ก*�14�� 2 ����ก �).�2�	`���,
���.�����ก
2�30 �H� 3 ,�-
,
�� '�� S-POD, 
O-POD �) Z-POD �/'�	��.�/���.��'4����	��	ก��������4	*��	B	�0C�� MS �4 G-POD 
�/ก	��.�/���.�� /���2���#H���[ก���� (����� O-POD, G-POD, S-POD �) Z-POD ���,
��
�.�����ก
2�30���������3���0�+0���  o-dianisidine, guaiacol, 0'����2�2� �) 
syringaldazine)  �`) /�ก	����4	�
���������*� MES +�F�F��� �/ก	��.�/���.�����
.�2�	`-.��/� �)���,
���.�����ก
2�30��/����[ก���� 

������(	ก&C��2(��,3� �	ก	���	���/H���
���������(	ก MS media �	
.��+0q	�*� MES +�F�F��� ก4�� 30�+ก	�ก�)����3���'�.�.���
���F� (#�,3�"#ก%	&����
ก	����4	�
���������*� MES +�F�F����.I����	 24 �) 48 1���-�� ������.�/�+� /�+ก�+
���	��2����� �+�4	.�2�	`-.��/� �H�*�04�����0	�0ก�3�
��������� �) /��
���������
04���ก�	��ก�
����/.�2�	`��2��0C��#H���[ก���� 
#���)3�+ก	��.�/���.��.�2�	`-.��/�(	ก
 �H�0�������4	�,�4�/'�	��ก�4	���4	��/���0�	'�b (�C. /� 3.3) 03��4	�2�/ก	����4	�
���04�&�
�4�ก	��.�/���.��ก2(ก���������,
��B���-.��/�*��
�����������/����[ก����3����H�(#�
0	�	�<*1� MES �.I�+�F�F���*�1�3'�+'��,3�  
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�C. /� 3.3 .�2�	`-.��/�*��
����������	��	�	 �).�2�	`-.��/� /��
���������
.�3.�4����ก�	 ` ���	 0, 24 �) 48 1���-���	���	3�+ �������	���/H��*� MES 
+�F�F��� (03��.I�'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3��� ± SD �4�)ก	� 3��� �	 2 
H�	) 

�20	�� �CB)��3 (2551) 
#�����(0�+.�2�	`-.��/�*��
���������
 /�<Cกก�)����3���ก	����4	*� MES +�F�F����.I����	0	���� �+�4	.�2�	`-.��/�'4����	�'� /� 
�/ก	��.�/���.����/����[ก���� 

3.2.2 ��ก
���ก�
�%-�#�-�E"���+ &!��-D
-1,3-ก�H%
��. 

������.�/�+� /�+���,
���+��	-1,3-ก�C'	��0(	ก0	�0ก�3�
���
�������	��	�	 �)���,
���+��	-1,3-ก�C'	��0 /��
���������.�3.�4����ก��ก�
���
-3�ก	����4	�
���������*� MES +�F�F��� /����	 0, 24 �) 48 1���-�� �+�4	0	�0ก�3(	ก
�
����������	��	�	�/.�2�	`���,
���+��	-1,3-ก�C'	��0 /����	 24 �) 48 1���-�� ��2��
0C��#H�(	ก���	��2�����.�)�	`0�� �)0/�� 4	 �`) /�.�2�	`���,
���+��	-1,3-ก�C'	��0 /��
���
������.�3.�4����ก��ก�
���,�4�/'�	��ก�4	���4	��/���0�	'�b �H�0��14�����	 (�C. /� 
3.4)  03��4	ก	�ก�)�����
���������3����2�/���4	04�&��4��)++ก	�.a��ก�������-3�ก	�
&�2�-.��/��)���,
��+	�1�23��2���#H���� �H����,
���+��	-1,3-ก�C'	��0  
#�����,
��1�23�/H
()&�2���C4q	�*��
����������	กก�4	ก	�04���ก�	��ก�
��� 

.�
2�	

`
-.

��
/� 

 (m
g/g

) 
X 10-3 
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�C. /�  3.4  .�2�	`���,
���+��	-1,3-ก�C'	��0*��
����������	��	�	 �) /��
���
������.�3.�4����ก�	 ` ���	 0, 24 �) 48  1���-���	���	3�+ (03��.I�
'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3��� ± SD �4�)ก	� 3��� �	 2 
H�	) 

(	กก	�"#ก%	ก	�0���'�	)B����,
���.�����ก
2�30*��
���������
�	��	�	������ BPM-24  /�<Cกก�)����3���ก	����4	*� MES .vF�F������	�4	�5ก�� �+�4	'4	
'�	��4��,�������,
���.�����ก
2�30��2���#H���[ก���������� /�+ก�+���	��2����� �)�3�������
*1����	*�ก	�ก�)�����	��#H� ((/�)q	 1����"� 2551) �14��3/��ก�+ก	�"#ก%	ก	�0���'�	)B�
���,
��Fp�2���	�/���-���/�,���0 �)ก	�0���'�	)B����,
��-��/Fp�����ก
2�30*��
���
�������	��	�	
#��<Cกก�)����3���ก	����4	*� MES +�F�F��� ` ���	�4	�5 �+�4	.�2�	`
ก	�0���'�	)B����,
��3��ก�4	���2���#H���[ก����(	ก���	��2������)()�3�������*1����	*�ก	�
ก�)�����	��	ก�#H� (�20	�� �CB)��3 2551)  

Eugenia �)'`) (2002) "#ก%	ก	�03���ก������,
���+��	-1,3-
ก�C'	��0*�*+�)�	���������	� 	� (PMR-6) �)�������4��� (Rochet)  /���+0����4��1�H� 
Sphaerotheca fusca  �+�4	�'�2�2�/H������,
���+��	-1,3-ก�C'	��0*���������	� 	���2���#H�
��4	���3��[�B���ก�)����3����1�H� �)�/.�2�	`0C�ก�4	�������4��� ก	�"#ก%	3����2�/ Western 
blot 03�*B��B[�0	�-��/�.., 3� /��/��	3 33 kDa �)&�(	กก	��2�'�	)B�++ two-
dimensional �+<+-.��/�1�23 acidic 0��<+*��)�	� �H�0��0	������� 
#��<+-.��/�
<+�ก�.I�<+-.��/� /��+ ���,.*�����1	�2 �`) /��/ก<+-.��/��.I�<+ /�+4�+�ก
��ก%`)0	������� 04��&�(	กก	� 30�+3����2�/ Northtern blot �+�4	*�0	���������	� 	�ก	�
03���ก����/����,
���+��	-1,3-ก�C'	��0()<Cกก�)����*B�03���กก4��0	��������4��� 

Felipe �)'`) (2006) "#ก%	ก	� �	+�20� �2}�)'�`0�+��2���
���,
���+��	-1,3-ก�C'	��0 /�.�3.�4��(	ก+�2��`.�	���3�4�������� White Cheeswood 
(Simira glaziovii, Rubiaceae) �+�4	���,
�� /��ก,3��/��	3 35 kDa �) �	�	�,3�3/ /� pH 
5.2   
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3.2.3 ��ก
���ก�
�%-�#�-�E"� PIs '
ก� ��!�"#����
�$
�
 

&���� PIs (	ก0	�0ก�3�
����������	��	�	 �) /�04���ก�	
��ก�
��� ` ���	 0, 24 �) 48  1���-�� �4�ก	���+��H����,
��-.��/��0 (0�+�2�2
2���) �����*1�
��-
�'
/��.I�0�+0���  �+�4	�����*1����	*�ก	����4	�
�����������2���#H�04�&�*B��'�2�2�/H
��� PIs ��2���#H�  �H�*�04������
��������� �) /�04���ก�	��ก�
��� -3��'�2�2�/H��� 
PIs (	ก04�� /�04���ก�	��ก�
���*B��.����
[���ก	���+��H�0C�ก�4	0	�0ก�3(	ก�
��������� 
(�C. /� 3.5) ����'�� PIs �.I�B�#��*�-.��/� /�&�2���2���#H�*��)++.a��ก������������1�����<Cก
ก�)����3���ก	����4	  �)*�ก�`/����
����������	��	�	�+�4	 PIs �/+ +	 *�ก	�&�2�
�����04���ก�	q	���ก�
����	กก�4	 /�()�ก[+0)0�q	�*��
���  
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�C. /� 3.5  �.����
[���ก	���+��H���� PIs (	ก�
����������	��	�	 �) /�04���ก�	��ก
�
��� ` ���	 0, 24 �) 48  1���-���	���	3�+ (03��.I�'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3��� 
± SD �4�)ก	� 3��� �	 2 
H�	) 

Rickauer �)'`) (1989) "#ก%	ก	��B�/�����	 PIs *��
���
�������	0C+-3�*1��1�H� Phytophthora parasitica var. nicotianae �.I����ก�)���� �+�4	�����
+4��
���������3����1�H��.I����	 12 1���-�� 04�&�*B��ก23ก	�ก�)���� �H� PIs �)ก	�
0���'�	)B� ethylene 
#��(	กก	� �	+�20� �2} PIs �+�4	�/��	3 10,500 Da �)0	�	�<��+��H�
���,
��-.��/��01�23 �2.
2��4,�4��+��H�,'-� �2.
2� ,��2� �C
� �)'`) (2551) ,3��+�/�
�0����[���������+��H����,
��-.��/��0 (Hb-PI) 
#���/��	3 210 �+0 (	ก�H�	�	��	�	 �)���
��+��H�3��ก�4	��/'�`0�+��2*�ก	���+��H����,
�� �2.
2� -3������+��H�.�2�	` 0.25 mg 0	�	�<
��+��H����,
��  �2.
2�'�	�������� 0.2 mg/ml ,3� 9.5 % 

Kim �)'`) (2004) ���(��3ก	��.�/���.��������,
�� /�
�ก/�������ก�+ก�)+��ก	����/H��ก
23� ,3�ก4 superoxide dismutase (SOD), glutathione 
peroxidase (GPX) �) guaiacol-type peroxidase (G-POD) *��
���������������� "*�

�.
��

��

[��

�ก	
��

�+�
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�+�
2�2


2��
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�)B�4	�ก	��(�2b��2+-�q	�*��'�	��'�/�3(	กก�)+��ก	���ก
2�3 /.�+�4	 SOD, GPX �) 
G-POD q	�*��
�����������2���#H�B���(	ก �	ก	���	���/H���.I����	 30 ��� ���(�+
���,
��3��ก�4	�*��H�	��/H���
��� (��ก�
���) �	กก�4	q	�*��
���  

������(	ก���,
���+��	-1,3-ก�C'	��0�+,3��	ก*�04������
���
������ �)&�2������04���ก�	�����	ก �`) /� PIs ()<Cก04���ก�	q	���ก�
����	กก�4	
ก�ก�ก[+q	�*��
��� �)�/-.��/���� /�.�3.�4����ก�	q	���ก�
���*�.�2�	`���	 PIs (#�
�.I� PR-proteins  /�&C��2(������ก,."#ก%	ก	� �	+�20� �2} �����"#ก%	'�`��ก%`)�4�,. 

3.3 ��ก
���ก�
�I�.*&$*�J!��0#2
�%����! *��A- (+�,-�ก��� �
�-�!) ก*�� ��!�"#����
�$
�
-2 PIs 

3.3.1 ��ก
���ก�
%#
&�"D&"D�����0&
�.&"�.
����
�%����!
 *��A-��ก
�ก��-FD�� ��!�"#����
�$
�
 

����� 30�+ก�)�����
����������	��	�	3����,+-��2ก�2�2
2����� 
('�.�.���
���F�) '�	���������4	�5ก��  /����	 48 1���-�� (	ก��H��ก04�����H��
���
��������ก(	ก04����� MES +�F�F��� �������	�����4	�(	ก �H�0��04��,.0ก�3�)
�ก�)ก��-.��/�3����ก�����-���/��
���F��2����� 90 % �����	0	�0ก�3-.��/� /�&4	�ก	�
ก�	(�3�ก�������	 30�+B	�'�2�2�/H��� PIs �+�4	'�.�.���
���F� /�'�	�������� 20 µM 
 �H������4	�(	ก�
����������	��	�	 �) /�04���ก�	��ก�
��� *B�&�ก	���+��H�0C� /�0�3�����
� /�+ก�+'�	������������5 (�C. /� 3.6) -3� PIs (	ก�����4	� /�04���ก�	��ก�
��� *B�&�ก	�
��+��H�0C�ก�4	 PIs (	ก04�����H�����
��������� 03��4	'�.�.���
���F�'�	��������     
20 µM �.I�'�	�������� /��B�	)0�*�ก	�ก�)�����
���������*B�&�2� PIs ��2���	ก�#H� 
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�C. /� 3.6  �.����
[���ก	���+��H���� PIs (	ก0	�0ก�3�
����������	��	�	 �) /�04���ก�	
��ก�
��� ` ���	 48  1���-�� �����ก�)����3���'�.�.���
���F�'�	���������4	�5 
(03��.I�'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3��� ± SD �4�)ก	� 3��� �	 2 
H�	) 

������2(	�`	0'����2�2�, .�2�	`-.��/� �)&�����.����
[���ก	�
�	�����
���������*��4�)'�	�����������'�.�.���
���F� �+�4	.�2�	`0'����2�2� /�
04���ก�	��ก�
�����2���#H������ก�)����3���'�.�.���
���F�'�	��������0C��#H� -3�.�2�	` 
0'����2�2��/'4	0C�0�3 /�'�.�.���
���F�������� 40 µM (�C. /� 3.7) �`) /�ก	�ก�)�����
���
������3���'�.�.���
���F�'�	�������� 20 µM *B�.�2�	`-.��/�0C� /�0�3�)�����'�	�
����������'�.�.���
���F���2��0C��#H�.�2�	`-.��/� /�,3�ก��+�3�� (�C. /� 3.8) 04��ก	��	�
����
���ก��+��2��0C��#H������'�	��������'�.�.���
���F���2���	ก�#H� (�C. /� 3.9)  �H��/H�	(
�������	(	ก'�.�.���
���F� /�'�	��������0C�504�&��4�ก	����� /�&�������
���������  �	*B�
ก	�&4	����	��ก���0	��/'�	�&23.ก�2 �`) /�'�	�������� 20 µM �.I�'�	�������� /�
�B�	)0�'�� ,�4 �	*B��ก23ก	��	�����
��������� /�+ก�+1�3'�+'�� /����	 0 1���-�� �4,.
ก�)����ก	� �	�	�����
���04�&�*B��
���������0��	�-.��/�+	�1�23��ก�	��2���#H�
#��
���<#� PIs  �H��/H�����*1�ก�	(�302��.�ก.��� /����	�	q	�*��
���  

 

 

�.
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�ก	
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�+�
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�+�
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2��
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'�.�.���
���F� (µM) 
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�C. /� 3.7  .�2�	`'�	��������0'����2�2� /�04���ก�	��ก�
��������� ` ���	 48  
1���-�� �����ก�)����3���'�.�.���
���F�'�	���������4	�5 (03��.I�'4	�]�/��(	ก 2 
ก	� 3��� ± SD �4�)ก	� 3��� �	 2 
H�	)  

(	ก�	��	���� Li �)'`) (1997) ,3��	��	��4	�����<Cกก�)����3��� 
�2�2
2�����,F-����[ก
2�()&�2��)�ก[+0)0�*� vascuolar parenchyma cell 
#�������().�4��
��ก�	��+��H��1�H��4	�5 3����H��������1<Cกก�)����3����2�2
2�����B����1�H�-�'�4	�5 (#��/ก	�
�B�/�����	*B�0	���H���� '�� coumarin (	ก�2</Fp�2�-���	���3� (phenylpropanoid pathway) 
�.�/����.I�,F-����[ก
2�,3�ก4 0'����2�2� �)�)�	�2��.I���� ���.�4����ก�	��ก�
��� 
 �	����3/��ก�+�	��2(����� Vasquez �)'`) (2004) ����� 30�+*+�)�
������������
���0�	.)B���3���&����
�������/0�� (cell wall glucan elicitor) �+�4	�/ก	�0���'�	)B�0'����2-
�2��)���,
���.�����ก
2�30��2���#H� �H�*��)��ก�
��� ��[b�	" �	'��3� (2548) �	��	�
�4	ก	���	�2�2
2�2�
#���.I��2�2
2�����(	ก�H�	��/H�� P. palmivora  /� �	*B�+�20� �2}��/��+	�04�� �	
 30�+ก�+���[3�4���)'���0�	��	�	 �+�4	�/ก	��B�/�����	*B��/ก	�0���'�	)B�0'����2�2�
*��
����).�4��0'����2�2���ก�	��ก�
���*�.�2�	` /�*ก���'/��ก�� 
�	�	� /� 3.1 03�.�2�	`-.��/�(	ก0	�0ก�3�
����������	��	�	 �) /�04���ก�	��ก
�
��� ` ���	 48  1���-�� �����ก�)����3���'�.�.���
���F�'�	���������4	�5 

CuSO4 
(µM) 

.�2�	`-.��/�*��H�	 
(mg/g) x10-3 

.�2�	`-.��/�*����H�
�
��������� (mg/g) 

0 0.532 ± 0.047 1.979 ± 0.021 

20 0.625 ± 0.042 3.745 ± 0.035 

40 0.677 ± 0.021 2.480 ±0.014 

80 0.956 ± 0.037 2.396 ± 0.049 

160 0.923 ± 0.021 2.267 ± 0.147 

'�
	�

��
���

�� 
0'

�
��

�2�
2� 

(µ
M)

 

'�.�.���
���F� (µM) 
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�C. /� 3.8  .�2�	`-.��/�(	ก0	�0ก�3�
����������	��	�	 �) /�04���ก�	��ก�
��� ` 
���	 48  1���-�� �����ก�)����3���'�.�.���
���F�'�	���������4	�5 (03��.I�
'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3��� ± SD �4�)ก	� 3��� �	 2 
H�	) 
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�C. /� 3.9 �.����
[���ก	��	�����
����������	��	�	 ` ���	 48  1���-�� �����ก�)����3���
'�.�.���
���F�'�	���������4	�5 (03��.I�'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3��� ± SD �4
�)ก	� 3��� �	 2 
H�	) 

(/�)q	 1����"� (2551) "#ก%	'�	�������� /��B�	)0���� filtrate (	ก 
P. palmivora �4�ก	�0���'�	)B�0'����2�2�*��
����������	��	�	 -3�*1� filtrate  /�'�	�
��������4	�5 '�� 0.033, 0.075, 0.150 �) 0.300 µg -.��/��4� 1 g �
��������� �.I����	 
0, 24, 48, 72 �) 96 1���-�� �+�4	 �H�����	��[��).�2�	`*�ก	�0���'�	)B�0'����2�2����
�
��������� �����<Cกก�)����3��� filtrate  /�'�	�������� 0.300 µg -.��/��4� 1 g �
���
������ �/'4	0C�0�3'�� 9.13 nmole/g �
���������  /� 72 1���-�� �)�/��-����3�� /� 96 
1���-�� *��`) /� filtrate '�	�������� 0.150 µg �4� 1 g �
��������� ก�)����ก	�
0��	�0'����2�2�,3�0C�0�3� 4	ก�+ 8.55 nmole/g �
��������� *�1���-�� /� 96 3����H� �H�

�.
��

��

[��

�ก	
��

	�
��

��

��

� 

'�.�.���
���F� (µM) 

.�
2�	

`
-.

��
/� 

(m
g/g

) 

'�.�.���
���F� (µM) 

 x 10-3 
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.�2�	`�)����	��[�*�ก	�0���'�	)B�0'����2�2��#H���C4ก�+'�	����������� filtrate  /� 30�+ 
-3�'�	����������� filtrate  /�0C��#H� ()�/ก	�0���'�	)B�0'����2�2���2���#H� *��`) /�'�	�
���������� filtrate  /�0C��ก2�,. �	*B�ก	�0���'�	)B�0'����2�2��3����4	���3��[� ก	�ก�)����
�
��������13����2�2
2����� /�'�	��������0C��	ก ()04�&�*B��
����	�,�4�/ก	���+0����4�ก	�
.a��ก�������������1 �14�ก	�0��	�0	�,F-����[ก
2�, 0	�ก��4� ROS �) PR-proteins �.I�
���  0�3'����ก�+ ����	�	�/ 3/�	�� (2547) 
#���	��	��4	�����+4�*+�	��	�	3���
C-�0.���
��� P. palmivora   /�'�	�����������
C-�0.���0C��ก2�,.() �	*B��B[�ก	���ก�	�1�3�(� �	*B�
*+�	��	�	,�40	�	�<0���'�	)B�0'����2�2��	��+��H�  P. palmivora ,3� �4B	ก*1�'�	�
����������
C-�0.��� /��B�	)0�0	�	�<�B�/�����	*B��/ก	�0��	�0'����2�2�*�.�2�	`0C� 
��ก(	ก�/H ��[b�	" �	'��3� (2549) ��	�2�2
2�2�(	ก�1�H��	  P. palmivola 
#��&4	�ก	� �	*B�
+�20� �2}+	�04�� �	 30�+*�'���0�	��	�	 �+�4	�����*1��2�2
2�2� /�'�	��������0C��ก2�,.�/
&�*B�ก	�0���'�	)B�0'����2�2��3����4	���3��[�  Gutirrez �)'`) (1994) ��	*+ 	��)���
�	ก�)����3��� CuCl2 �����"#ก%	0'����2�2�  �+�4	B���(	กก�)����*+ 	��)���3��� CuCl2 
0	�	�<�B�/�����	ก	�0��	�0'����2�2�,3� �)���(�+ก2(ก���������,
���.�����ก
2�30 /�
��4�ก	�0�	�0'����2�2�*B��.I�0	�.�)ก�+ /�,�4�)�	��H�	 0'����2�2�0	�	�<<Cก��ก
2,30�
,3�3������,
���.�����ก
2�30�)��/�ก���,
��1�23�/H�4	0'����2�2��.�����ก
2�30 (S-POD) 
 �H��/H������(	ก0'����2�2� /��/ก	�0���'�	)B��#H�*�.�2�	`0C��ก2�,.ก[()�.I��2%�4��
�����13��� 
(Cooper and William, 2004) 3����H�*�ก	�"#ก%	 PIs '��H��4�,.&C��2(��(#�*1�'�.�.���
���F�
'�	�������� 20 µM 0�	B��+ก	�ก�)�����
��������� �) �	ก	�+4� /����	�4	�5 

3.3.2 ��ก
���ก�
�#�
����0&
�.&��ก
�ก��-FD�� ��!�"#���
�
�$
�
�D#�.
����
�%����! *��A- 

(	ก&�ก	�"#ก%	'�	�������� /��B�	)0�*�ก	�ก�)�����
��������� 
��	'�	�������� /�,3�'�� 20 µM �	"#ก%	&�������	3���ก	�ก�)���� /����	�4	�5ก�� '�� 0, 8, 
16, 24, 32, 40, 48, 56, 64, 72, 80, 88 �) 96 1���-������.�/�+� /�+�)B�4	�1�3'�+'��   
(0 µM) �)1�3 30�+ (20 µM) ������2(	�`	&�������	�4�ก	�ก�)�����
���������
�	��	�	q	�*����H��
��������� �+�4	*�1�3 30�+*B�&�ก	���+��H�0C�0�3 /����	 48 1���-�� 

#�����	�3/��ก���/H*B�&�ก	���+��H�0C�ก�4	1�3'�+'��.�)�	` 3 � 4	 �`) /�1�3'�+'��*B�&�ก	�
��+��H�0C�0�3 /����	 64 1���-�� (�C. /� 3.10)  
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�C. /� 3.10 �.����
[���ก	���+��H���� PIs (	ก04�����H�����
����������	��	�	 ` ���	
�4	�5ก�� �)B�4	�1�3 30�+�)1�3'�+'�� (03��.I�'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3��� 
± SD �4�)ก	� 3��� �	 2 
H�	) 

������2(	�`	.�2�	`ก	�04� PIs ��ก�	��ก�
��� �4�&����ก	�
ก�)���� /����	�4	�5ก�� �+�4	*�1�3 30�+*B�&�ก	���+��H�0C�0�3 /����	 48 1���-�� 
#�����	
�3/��ก���/H*B�&�ก	���+��H�0C�ก�4	1�3'�+'��.�)�	` 2.5 � 4	 �`) /�1�3'�+'��*B�&�ก	���+��H�
0C�0�3 /����	 64 1���-�� (�C. /� 3.11) ��2+	�,3��4	ก	����4	�
���������04�&��4�ก	�.a��ก��
����������1�14��3/��ก�� �4*1��)�)���	'4����	��	�*�ก	�04�0�`b	��),�4����� �4ก	�
ก�)����-3�'�.�.���
���F�04�&��4��)++*B�04�0�`b	�ก�)����ก	�0��	�-.��/��4	�5��ก�	
��3��[��).�2�	`�	ก 
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�C. /� 3.11  �.����
[���ก	���+��H���� PIs (	ก04�� /�<Cก04���ก�	��ก�
��� ` ���	�4	�5ก�� 
�)B�4	�1�3 30�+�)1�3'�+'�� (03��.I�'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3���  ± SD �4�)
ก	� 3��� �	 2 
H�	) 

���	 (1���-��) 

�.
��

��

[��

�ก	
��

�+�
�H�0

�+�
2�2


2��
 

�.
��

��

[��

�ก	
��

�+�
�H�0

�+�
2�2


2��
 

���	 (1���-��) 



 
 

80 

(	กก	��2(	�`	�.����
[���ก	���+��H�0�+�2�2
2���(	ก�����4	� �H�0��
04��'��04�� /�04���ก��ก�
��� �)04�� /��	(	ก���H��
��� �+�4	�����4	�(	ก �H�0��B�4�
*B�&�ก	���+��H� ` 14�����	�3/��ก�� '��1�3 30�+*B�&�ก	���+��H�0C�0�3 /����	 48 1���-�� 
�`) /�1�3'�+'��*B�&�ก	���+��H�0C�0�3 /����	 64 1���-�� 
#���.I�,.,3��4	14�����	 /����(�+ 
PIs 0C� /�0�3 �.I�14�����	 /��)++ก	�04�&4	�����C�����/� PIs <Cก04�&4	�����C����	,.���q	�*�
�
����).��B�0�����0��	�-.��/�1�23�/H��ก�	,3��	ก0�3 (#��.I����	 /��B�	)0�*�ก	�
ก�)���� PIs �)������.�/�+� /�+����	04����� PIs q	���ก�)q	�*��
��� �+�4	*�1�3
'�+'�� PIs (	ก �H�0�������4	��ก�4	�ก����/����[ก���� �`) /�*�1�3 3��������4	�04�� /�
.�3.�4����ก��ก�
���*B�&�ก	���+��H�0C�ก�4	�����4	�(	ก���H��
���������.�)�	` 2 � 4	 
��2+	�,3��4	����1	�2����
���������
#��<Cก���4	��C4���3���	04�&�*B��
���<Cกก�)����,3�
04��B�#��(#� �	*B�*�1�3'�+'���'�2�2�/H��� PIs ���(�+,3�*��)3�+B�#�� �)*1����	'4����	�
�	�*�ก	�ก�)����(#�(),3�(�30C�0�3���ก	���+��H� �`) /�ก	�ก�)����'�.�.���
���F� �	*B����	
 /�*1�*�ก	�ก�)�����3���)���*B�&�ก	���+��H� /�0C�ก�4	  �H��/H�	(�������	(	ก'�.�.���
���F�
,. ก�)����ก	� �	�	�����
���������-3�,.(�+ก�+���ก�	���+04�0�bb	�  �	*B��ก23ก	�,B�
���,����&4	���	0�	����+�� 04�&�*B��ก23 reactive oxygen species (ROS) �B�/�����	*B�
�ก23ก	�ก�)�����/� /��ก/�������ก�+ก	���	� 	�-�' (Jabs et al.,1997) ��� �H� PIs 
#���	(<Cก
ก�)����-3�&4	�ก�)+��ก	��3/��ก���/H 

�20	�� �CB)��3 (2551) "#ก%	ก	�0���'�	)B����,
��Fp�2���	�/�
��-���/�,���0  /�&4	�ก	�+4�3��� filtrate ��� P. palmivora   �ก5 8 1���-�� �+�4	ก	�
0���'�	)B����,
��Fp�2���	�/���-���/�,���0�/.�2�	`�	ก�#H�(	ก1�3'�+'���)()
0���'�	)B�0C� /�0�3*�1���-�� /� 16 
#���.I�1���-���ก5���ก	� 3��� '23�.I� 102.41 % �����
� /�+ก�+1�3'�+'�� �`) /�(/�)q	 1����"� (2551) "#ก%	ก	�0���'�	)B����,
���.�����ก
2-    
�30
#���ก23(	กก	�ก�)�����
���������3��� filtrate ��� P. palmivora  '�	�������� 0.300 
,�-'�ก����4� 1 ก�������
��������� �ก5 8 1���-�� �+�4	 filtrate 0	�	�<�B�/�����	ก	�
0���'�	)B����,
���.�����ก
2�30,3�0C� /�0��14�����	'�� 56 �) 80 1���-�� -3�*�14�����	 
56 1���-��  /� S-POD 0C��#H� �	(0��	��#H��	������3'�	��������� H2O2  /��ก23(	ก
ก�)+��ก	� oxidative burst 04��*�14�����	 /� S-POD 0C��#H� ` ���	 80 1���-���.I�14�����	
 /�0�3'����ก�+ก	�.�4��0'����2�2���ก�	��ก�
��������� ` ���	�3/��ก���/H (#��.I�,.
,3� /��
����������	��	�	0���'�	)B� S-POD ��ก�	�����*1�*�ก	�0�	�0'����2�2� 
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3.3.3 ��ก
������������ก
�ก��-FD�� ��!�"#����D#� 20 µM 
%����! *��A- ���MF�%#�%F& '
ก� ��!�"#����
�$
�
 �����������2�ก
�ก� ��! C �#�
 48 M*�#,&� 

(	ก&�ก	�"#ก%	*�B����� 3.3.1 �) 3.3.2 �����"#ก%	'�	�������� 
�)���	 /��B�	)0� ('�.�.���
���F�'�	�������� 20 µM -3�*1����	*�ก	�ก�)���� 48 
1���-��) *�ก	�ก�)�����
������������ ��	0q	�)3��ก�4	��	"#ก%	�4� -3���	0	�0ก�3(	ก
�
����������	��	�	�)(	ก04�� /�.�3.�4����ก��ก�
��� B���ก�)����3���'�.�.���

���F�'�	�������� 0 �) 20 µM �)�ก[+�����4	�B���ก�)�����.I����	 48 1���-�� ���
�.�/�+� /�+&�ก	���+��H��)B�4	�1�3 30�+ /�<Cกก�)����3��� 20 µM '�.�.���
���F� �)1�3
'�+'��
#��,�4�/'�.�.���
���F� �+�4	0	�0ก�3(	ก�
���1�3 30�+�/�.����
[�����+��H�ก	�
 �	�	�������,
��0�+�2�2
2���0C�ก�4	0	�0ก�3(	ก�
���1�3'�+'�� �)������.�/�+� /�+&����
ก	���+��H��)B�4	�0	�0ก�3(	ก�
����������	��	�	�)(	ก04�� /�.�3.�4����ก��ก�
���
�+�4	 PIs (	ก04�� /�.�3.�4����ก��ก�
���*B�&�ก	���+��H�0C�ก�4	(	ก0	�0ก�3�
���
������ (�C. /� 3.12) 03��4	 PIs �/+ +	 *�ก	�&�2������04���ก�	��ก�
��� �	กก�4	 /�()
�ก[+,��q	�*��
��������� �)0	�0ก�3(	ก1�3 30�+,3���+ก	�ก�)����(	ก�,+-��2ก�2�2
2-
����� 04�&�*B��
����ก23ก�)+��ก	�0��	�0	��4	�5��� �H�  PIs  �����*1�ก�	(�302���+ก��*�
.�2�	` /�0C��#H������� /�+ก�+1�3'�+'��
#���ก23(	ก&����ก	����4	�
���  ����'��'�.�.���

���F��.I��,+-��2ก�2�2
2����� /�04�&�*B��ก23ก	�ก�)�����
����������	��	�	*B�0��	�0	�
�4	�5��� �H� PIs *�.�2�	` /���2���#H� 3����H�*�ก	����/��0	�0ก�3��������/�� PIs *B�+�20� �2}
&C��2(��()*1��2�/ก�)�����
���������3���'�.�.���
���F�'�	�������� 20 µM �.I����	 48 
1���-�� 
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�C. /� 3.12 �.����
[���ก	���+��H�0�+�2�2
2������ PIs �)B�4	�1�3'�+'���)1�3 30�+ (	ก
�����4	�*��
��������� �)(	ก04�� /�04���ก��ก�
��� �����ก�)����3���'�.�.���

���F�'�	�������� 20 µM  /����	 48 1�. (03��.I�'4	�]�/��(	ก 2 ก	� 3���  ± 
SD �4�)ก	� 3��� �	 2 
H�	) 

�.
��

��

[��

�ก	
��

�+�
�H�0

�+�
2�2


2��
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Thomas  � ) ' ` )  (1982) 0 ก� 3  � )  � 	 + �2 0�  �2}  PIs ( 	 ก * + �� �l ��� � 
(Lycopersicon esculentum Mill)  /�ก�)����3���ก	� �	*B��ก23+	3&� �.I����	 48 1���-�� �����
 �	+�20� �2}3����2�/ affinity chromatography �)�2�/ isoelectric focusing �+�4	 PIs *B�&�ก	�
��+��H� �2.
2� �),'-� �2.
2� �4*B�&�ก	���+��H� �2.
2�0C�ก�4	 �)������.�/�+� /�+&�ก	�
��+��H���� PIs �)B�4	�1�3 3��� (*+ /�<Cกก�)����*B��ก23+	3&�) �)1�3'�+'�� (*+ /�,�4<Cก
ก�)����) �+�4	 PIs (	ก1�3 3���*B�&�ก	���+��H�0C�ก�4	1�3'�+'�� ����'���������1,3���+ก	�
ก�)����-3�ก	� �	*B��ก23+	3&�04�&�*B���1&�2�-.��/��4	�5 ��� �H� PIs ��2���#H������*1�ก�	(�3
02��.�ก.���  Jouili �) Ferjani (2003) "#ก%	&����ก	�ก�)������� 	��)���3��� 50 µM 
'�.�.���
���F��.I����	 5 ��� �+�4	'�.�.���
���F�04�&�*B��)3�+���,
��
C�.�����ก,
3�
320�2���0 (superoxide dismutase) �).�2�	`-.��/��3�� 
#��ก	��3�����-.��/���H��	(
�������	(	ก'�.�.���,�������	,.�+ก��B�C4, ���������,
���4	�5 
#��04�&��4��)++ก	�
&�2�-.��/� (protein metabolism) �	กก�4	��H� cupric ion ���04�&�*B��ก23'�	��.I��2%�4� 
oxygen species 
#��04�&�*B�-.��/��ก23ก	�0�	���� (protein degradation) �)�+�4	
���,
��Fp�2��)�	�/���-���/�,���0�/.�2�	`��2���#H� ���	)�.I����,
������ก��� 
phenylpropanoid pathway ��ก(	ก�/Hก	���2���#H�������,
��Fp�2���	�/���-���/�,���0���
0�3'����ก�+ก	��.�/���.��������,
���4�,.�/H3���'�� ���,
��
C�.�����ก,
320�2���0     
')�)��0 
2��	�2� -'�� 3/,�-3�(/��0 (cinnamyl CoA dehydrogenase; CAD) -��/Fp-      
�����ก
2�30 �)�.�����ก
2�30  

3.3.4 ��ก
���ก PIs '
ก� ��!�"#����$)��0D&�%#
&���.F�J�P��
���*�0���� 

B���+4��
��������������� BPM-24  3��� 20 µM '�.�.���
���F� 
�.I����	 48 1���-�� �)0ก�3�
���������3��� 0.5 M Tris-HCl, pH 7.0  /��/ 0.5% Triton X-
100  �) 3% PVPP *�����	04���
��������� : +�F�F��� ; 1 : 2  ����.�/�+� /�+ก	�
�ก�)ก��-.��/�3����ก�����-���/��
���F� �)�)
/-�� *�14��'�	���������4	�5 '��    
0-40%, 40-60%, 60-70% �) 70-90% �)��	,. 30�+&�ก	���+��H���� PIs �+�4	ก	�
�ก�)ก��-.��/�3����)
/-�� ()*B�&���+��H�ก	� �	�	����0�+�2�2
2���0C� /�0�3*�14��'�	�
������� 60-70% �) 70-90% �`) /�ก	��ก�)ก��-.��/�3����ก�����-���/��
���F�'�	�
�2����� 40-60% *B�&���+��H�ก	� �	�	����0�+�2�2
2���0C� /�0�3 (*B��.����
[���ก	���+��H�0C�ก�4	 /�
'�	�������� 60-70%) 3��03�*��C. /� 3.13  �������	-.��/�(	ก�4�)14��'�	���������	����
-.��/�3��� Coomassie brilliant blue R  ()*B�<+-.��/�3���C. /� 3.14 
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�C. /� 3.13 �.����
[���ก	���+��H�0�+�2�2
2��������*1�0	�0ก�3(	ก�
����������	��	�	 /�
ก�)����3��� 20 µM '�.�.���
���F� ����ก�)ก��3����ก�����-���/��
���F� 
�)�)
/-�� ����� 0-40 = �ก�)ก��*�14��'�	�������� 0-40%, 40-60 = �ก�)ก��
*�14��'�	�������� 40-60%, 60-70 = �ก�)ก��*�14��'�	�������� 60-70% �) 
70-90 = �ก�)ก��*�14��'�	�������� 70-90%  

(	ก�C. /� 3.14 (A) �+�4	14�� /�  4 �)14�� /�  5 
#���ก�)ก��3���   
�)
/-��*�14��'�	�������� 60-70% �) 70-90% �	���	3�+ *B�&���+��H�ก	� �	�	����    
0�+�2�2
2���0C� /�0�3 �)������2(	�`	<+-.��/�����+�4	�/<+-.��/��3�� ������ /�+ก�+14��
'�	������������5 ����'���/ก	�B	�,.���-.��/�+	�1�23 �`) /� PIs �/'�	�+�20� �2}��2���#H� 
�) �C. /� 3.14 (B)  �+�4	14�� /� 4 �)14�� /�  5 
#���ก�)ก��3����ก�����-���/��
���F��2��
��� 40-60% �) 60-70% *B�&���+��H�0C�ก�4	14��'�	������������  �4�+�4	����/<+-.��/��/ก
�	ก(#�,�4�B�	) /�()��	�	*1��ก PIs 03��4	�2�/ก	� /��B�	)0�0�	B��+ก	��ก  PIs ��ก�	
,3�*��)3�+B�#�� '��ก	��ก�)ก��3����)
/-��*�14��'�	��������  60-90% 
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  A            B 

 

 

 

   1 2      3     4       5            1       2       3      4      5 

�C. /� 3.14 <+-.��/� /� 30�+3����2�/�2��'-��-F�2
20++.��0q	� (SDS-PAGE) �)
����3���0/ Coomassie brilliant blue R (A) �ก�)ก��3����)
/-�� (B) �ก�)ก��
3����ก�����-���/��
���F� 

Lane 1 = low molecular weight marker ���+�2%�  Amersham (14.4 - 97 KDa) 

Lane 2 = �ก�)ก��*�14��'�	��������  0-40% 

Lane 3 = �ก�)ก��*�14��'�	�������� 40-60%  

Lane 4 = �ก�)ก��*�14��'�	�������� 60-70%   

Lane 5 = �ก�)ก��*�14��'�	�������� 70-90%   

Sritanyarat �)'`) (2006) 0ก�3�ก PIs (	ก�H�	�	��	�	������ 
RRIM-600 �+�4	�����4	� /�&4	�ก	��ก�)ก��3����)
/-�� 80-95% �)&4	�ก	��ก-3��2�/
 	�-'��	-�ก�	Fp++�ก��	3 (size-exclusion chromatography, Sephadex G-75) *B�&�
ก	���+��H�0�+�2�2
2��� �) �2.
2� (	กก	�"#ก%	'�`0�+��2�)&4	�ก	� �	+�20� �2}�+ PIs 0	�
F���� '�� HPI-1, HPI-2a �) HPI-2b 
#�� HPI-1 �/0��-�-�������4�ก��3�������),3
��,F3�
�)B�4	�ก�3�)�2-�
20���/� -3�&����ก	��ก3���-'��	-�ก�	Fp03���	3��� HPI-1 �.I� 
14 kDa 
#���/��	3�.I�0��� 4	������2�'�	)B�3����2�/ Tricine-SDS�PAGE q	�*��0q	�)���
-���ก�� /��ก23ก	��/32�
� (reducing) 03�*B��B[��4	 HPI-1 �/-���ก��B�4���4����	3 7 kDa  /�
�1����ก��3�������),3
��,F3� �)(	ก&�(	กก	� 30�+3����2�/ mass spectrum �+�4	 HPI-1 
�/��	3-���ก�� 14,893 ± 10 04�� HPI-2a �) HPI-2b �/��	3-���ก�� 7757 ± 5 �) 7565 
± 5 �	���	3�+ -3�-���ก�� HPI-2a ()�ก23����),3
��,F3��)B�4	�
20���/� �)ก�C�	, -�� 
(glutathione) B��� unknown  /��/��	3��[ก (116 ± 1) �`) /� HPI-2b *1�ก	�(�+�)B�4	�-���ก��
ก�+ก�C�	, -��B��� unknown 3�������)-'�	��� � (covalent bond) 
#��,�4�ก23ก	��ก��ก
�������)*�0q	�) /�<Cก�/32�
�  

97.0 
66.0 
45.0
30.0 
20.1 
14.4 
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&C��2(������ก /�()*1������4	�(	ก04�� /�.�3.�4����ก��ก�
����	*1�*�
ก	� �	+�20� �2} PIs  �H��/H������(	ก�����4	�*�04�����H�����
�������������/-.��/��/ก
B�	กB�	�1�23.�ก����C4 �)ก	��ก�)ก��-.��/�3����)
/-�����04�&�*B�-.��/�0Cb�0/�
0q	�'4����	��	ก 3����H������B�/ก��/���.vbB	3��ก�4	� &C��2(��(#�*1������4	�(	ก04�� /���ก�	
��ก�
������	)�/.�2�	`-.��/�������	 �4�/�'�2�2�/H��� PIs '4����	�0C� (#��B�	) /�()��	�	
 �	+�20� �2}�4�,. -3�,�4����&4	�ก	��ก�)ก��3����)
/-�� 

3.4 ก
��(
���.F�J�P PIs  

3.4.1 ��'
กก
��2
�%�*&�! ion exchange ��� anionic 

�������	�
��������� /�<Cกก�)����3��� 20 µM '�.�.���
���F� �.I�
���	  48 1���-�� �	ก����������	��	04�� /�04���ก�	��ก�
���,.*1�*�ก�)+��ก	� �	+�20� �2}  
-3���	�����4	� /�ก������.�2�	�� 400 ml &4	�'������ DEAE-sepharose CL-6B .�2�	��
'������ 25 ml 1)'������3���0	��)�	��ก��� NaCl  0.05, 0.06, 0.07, 0.08, 0.09, 0.1 �) 
0.2 M  *�0	��)�	�+�F�F��� 20 mM Tris-HCl pH 7.0 ����	ก	�,B� 0.5 ml/min �ก[+�����4	�
B��3�) 3 ml �����	,. 30�+B	.�2�	`-.��/��)�'�2�2�/H PIs �+�4	 /�'�	���������ก��� 
0.05, 0.06, 0.07, 0.08 �) 0.2 M  ���(�+.�2�	`-.��/� -3� /�'�	���������ก��� 0.05 M 
�/.�2�	`-.��/�0C� /�0�3 ����'�� /�'�	���������ก����/H�/-.��/�B�	�1�23 /��/.�)(�,ก���'/��ก��  
�)����� 30�+�'�2�2�/H��� PIs �+�4	�����4	� /�1)3���'�	���������ก��� 0.06 M (�����4	�
(	กB��3 /� 45-60) *B�&����ก	���+��H�0C� (�C. /� 3.15) 03��4	 /�'�	���������ก����/H�.I�'�	�
������� /�1) PIs ��ก�	,3� �)�B�	)0�*�ก	���	�	*1� �	+�20� �2}�4�,.  ������(	ก0	�	�<
�ก-.��/�1�23����5��ก,.,3�04��B�#�� 
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�C. /� 3.15  .�2�	`-.��/��)�.����
[���ก	���+��H�0�+�2�2
2������ PIs B���&4	�'������ ion-
exchange (	ก�����4	�04�� /�.�3.�4����ก��ก�
��� 

�������	-.��/������4	� /�1)3���'�	���������ก��� 0.06 M 
#��*B�&��4�
ก	���+��H�0�+�2�2
2����	 �	�2��'-��-F�2
20++.��0q	� (Tricine-SDS-PAGE) �)����
3���
2������,����  ()*B�<+-.��/�3���C. /� 3.16    

Bhat �) Pattabiraman (1989) "#ก%	 PIs (	ก���[3���� (jackfruit 
seed, Artocarpus integrifolia) �+�4	&�(	กก	��ก3����2�/-'��	-�ก�	Fp++�ก�.�/���
.�)(��+ (DEAE-cellulose) 0	�	�<�ก PIs ,3� 5 1�23 1�23�ก�.I� minor PIs 
#��,�4(�+ก�+
'�������)*B�&�ก	���+��H��4����,
�� �2.
2� ,'-� �2.
2� �)�/�	0��0 (elastase) 1�23 /�
0��(�+ก�+'������3�������4	��4�� 1)��ก�	,3�3���'�	���������ก��� 0.05 M NaCl �)
*B�&�ก	���+��H��4����,
�� �2.
2� ,'-� �2.
2� �)�/�	0��0 1�23 /�0	��)0/�1)��ก3���
�ก��� 0.1 M �) 0.15 M NaCl *B�&�ก	���+��H��4����,
�� �2.
2� ,'-� �2.
2� �)�/�	0��0 
04�� PIs 1�230�3 �	�(�+ก�+'��������4	��[���
#��1)��ก3���'�	���������ก��� 0.3 M NaCl 
�)*B�&�ก	���+��H��]�	) �2.
2��),'-� �2.
2�  

Seidl �)'`) (1978) "#ก%	ก	� �	+�20� �2} Subtilisin inhibitor (SI) 
(	ก���[3<���3�	 �+�4	0	�	�<�ก SI ,3�+�20� �2}�#H�.�)�	` 800 � 4	 -3�ก	��ก�)ก��
-.��/�3����)
/-�� 92 % ��	-.��/� /�,3��	&4	�ก	��ก3��� DEAE-Sephadex 
chromatography �)1)3���'�	���������ก��� 0.13 M NaCl (	ก��H���	�	&4	�'������     
-'��	-�ก�	Fp++�ก��	3 (Sephadex G-75) �����B	��	3��� SI 
#�� SI  /��ก,3��/��	3
-���ก�� 10 kDa �) �	�	�,3�3/*�14�� pH 7-11  

 
 
 

.�
2�	

`
-.

��
/� 

(µ
g/g

) 

�.
��

��

[��

�ก	
��

�+�
�H�0

�+�
2�2


2�
��

 

unbound 0.05 M 0.06 M 0.07 M 0.08 M 0.09 M 0.1 M 0.2 M 
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�C. /� 3.16  ++&�-.��/�(	ก�����4	� /�&4	�'������ ion-exchange �)1)3����ก���      
0.06 M (�����4	�(	กB��3 /� 45-60) B���(	ก �	�2��'-��-F�2
20++.��0q	�
�)����3���
2������,����   lane 1: <+-.��/�(	กก	�1)3����ก��� 0.06 M   
lane 2: <+-.��/��	��G	����+�2%�  Amersham (14.4 - 97 kDa) 

3����H�&C��2(��(#���	�����4	� /�&4	�'������ ion-exchange �)1)3���
�ก��� 0.06 M (�����4	�(	กB��3 /� 45-60) ,.*1�*�ก	���	,. �	+�20� �2}*���H�����4�,. 

3.4.2 ก
��(
���.F�J�P,��#�J��'����%,-�,A�� �.���+&2����.�
$ 

��	�����4	� /�&4	���H����ก	� �	+�20� �2}-3��2�/ ion-exchange �)
*B�&�ก	���+��H�0�+�2�2
2��� 
#��1)3����ก��� 0.06 M (�����4	�(	กB��3 /� 45-60) �	 pool 
���ก���)&4	�'������ preparative gel electrophoresis ++,�4.��0q	� 
#���/'�	�0C����
�(�04��+� (stacking gel) .�)�	` 2.5 �
��2���� �)�(�04���4	� (separating gel) 
.�)�	` 6 �
��2���� �ก[+�����4	�-3�*1�����	ก	�,B� 1 ml/min �)�ก[+�����4	�B��3�)   
3 ml (	ก��H���	�����4	�(	ก�4�)B��35�) 30 µl &0�ก�+ dye 10 µl ��� load ���(��2��'
-��-F�2
/0++.��0q	� (Tricine-SDS-PAGE) �)����3���
2������,����  �+�4	*B�<+
-.��/�3��03�*��C. /� 3.17 
#��-.��/��4	�5�ก��ก�	 /�.�2�	��B�	กB�	��ก�4	�ก��  �H��/H
���<#� PIs  /��ก��ก(	ก-.��/�1�23����5  

14.4 kDa 
20.1 kDa 

30.0 kDa 

45.0 kDa 

97.0 kDa 

66.0 kDa 

  1      2 
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�C. /� 3.17 ++&�-.��/�(	ก�����4	� /�&4	�ก	� �	+�20� �2}-3��2�/ Preparative gel 
electrophoresis ++,�4.��0q	� B���(	ก �	�2��'-��-F�2
20++.��0q	�
�)����3���
2������,����  ����� LM : low molecular weight ���+�2%�  
Amersham (14.4 - 97 KDa), F. : fraction number, 0.06 M : �����4	� /�&4	�
'������ ion-exchange �)1)3����ก��� 0.06 M (�����4	�(	กB��3 /� 45-60) 

����� 30�+&����ก	���+��H�0�+�2�2
2���(	ก�����4	�*��4�)B��3 
�+�4	��H��4B��3 /� 91 <#�B��3 111 *B�&�ก	���+��H�0�+�2�2
2��� (�C. /� 3.18) �`) /�<+
-.��/���	B�4�ก4��B��	,�4�/&�ก	���+��H� 3����H�B��3 /� 91 � 111 (#��.I������4	� /��/ PIs 
.�)ก�+��C4 
#��������2(	�`	<+-.��/�*�14��3��ก�4	�����+�4	����/<+-.��/�����5�4����C4
3��� 
#��B�	�<#� PIs  /�,3����,�4+�20� �2}�)���������	,.&4	�ก�)+��ก	������ �	+�20� �2}*�
��H�����4�,.  
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�C. /� 3.18  �.����
[�����+��H�0�+�2�2
2���(	ก�����4	�*��4�)B��3 /�&4	�ก	� �	+�20� �2}++ 
Preparative gel electrophoresis 

3.4.3 ก
��(
���.F�J�P,��#�J� SDS-preparative gel electrophoresis 

(	ก�����4	� /�"#ก%	ก4��B��	��	�����4	�B��3 /� 95 � 111 
#��*B�&�
�4�ก	���+��H�0�+�2�2
2���0C��	 pool ���ก�� �����	�	&4	���H����ก	� �	+�20� �2}��H��4�,.-3�
�2�/ SDS-preparative gel electrophoresis ������(	ก������2(	�`	<+-.��/�*�14�������4	� /�
��	�	 pool ���ก������/<+-.��/� /�.�ก����C4�/ก.�)�	` 2 <+ �)�/�)�)B4	�ก��
��.�)�	` 
#��'���ก��ก(	กก��,3�*��)++ /��/ SDS 
#��*��)++�/H()�.I�ก	��ก-.��/�
�	���	3 -.��/������4	� /� pool ���ก�������	�	&4	�'������ preparative gel 
electrophoresis ++.��0q	� 
#���/'�	�0C�����(�04��+� (stacking gel) .�)�	` 2.5 
�
��2���� �)�(�04���4	� (separating gel) .�)�	` 6 �
��2���� �)�ก[+�����4	�
�14��3/��ก��ก�+�2�/ก	���	���� ��	�����4	�(	ก�4�)B��35�) 30 µl &0�ก�+ dye 10 µl ��� 
load ���(��2��'-��-F�2
/0++.��0q	� (Tricine-SDS-PAGE) �)����3���
2������,�-  
���  �+�4	*B�<+-.��/�3��03�*��C. /� 3.19  
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�C. /� 3.19  ++&�-.��/�(	ก�����4	� /�&4	�ก	� �	+�20� �2}-3��2�/ preparative gel 
electrophoresis ++.��0q	� B���(	ก �	�2��'-��-F�2
20++.��0q	��)
����3���
2������,����  ����� LM : low molecular weight ���+�2%�  Amersham 
(14.4 - 97 KDa) F. : fraction number 

�����4	� /�,3��/H()�/ SDS �.I�04��&0���C4(#�,�40	�	�< 30�+        
�'�2�2�/H��� PIs ,3�  (#�����ก�	(�3 SDS ��ก,.ก4��-3��2�/ก	��ก�)ก��3����)
/-�� 
#������ 
pool ��������4	�(	ก�4�)<+-.��/� '��B��3 /� 1-5, 7-11, 13-17, 31-35, 45-49 �) 95-
105 ��	�����4	� /� pool ���ก��(	ก�4�)B��3�	��2�
C-'�0 4% ���(#���	,.�ก�)ก��
-.��/�3����)
/-�� B���(	ก�)�B��)
/-��*B��B��(#���	�)ก��-.��/� /�,3��	�)�	�ก��+3���
�H�	ก�����) 30�+ก	���+��H��4�0�+�2�2
2��� �+�4	�����4	� /� pool ���ก��(	กB��3 /� 95-105 
*B�&�ก	���+��H�'4����	�0C� (�C. /� 3.20) ����'�������4	� /� pool ���ก�� *�14��3��ก�4	��.I�<+
-.��/���� PIs  
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�C. /� 3.20  �.����
[���ก	���+��H�0�+�2�2
2���(	ก�����4	� /� pool ���ก�� ����� 1-5 : �����4	�
B��3 /� 1 <#�B��3 /� 5, 7-11 : �����4	�B��3 /� 7 <#�B��3 /� 11, 13-17 : �����4	�
B��3 /� 13 <#�B��3 /� 17, 31-35 : �����4	�B��3 /� 31 <#�B��3 /� 35, 45-49 : 
�����4	�B��3 /� 45 <#�B��3 /� 49 �) 95-105 : �����4	�B��3 /� 95 <#�B��3 /� 
105 

 

�������	-.��/�(	ก�4�)��H�ก	� �	+�20� �2}�	 30�+++&�-.��/�
(	ก�4�)��H� �+�4	*B�&�ก	� 30�+3���C. /� 3.21 
#��03�*B��B[��4	<+-.��/��3��,.*��4
�)��H�ก	� �	+�20� �2} (��B���<+-.��/���/��<+�3/���/��	3-���ก�� 25.12 kDa '23�.I�
.�2�	`-.��/� 3.14 x 10-3 mg/g 
#���.I�<+-.��/���� PIs  /��	(	ก�
���������
�	��	�	������ BPM-24 �)�/'�`0�+��2*�ก	���+��H�0�+�2�2
2��� �4,�4��+��H� �2.
2��)      
,'-� �2.
2�  

Kanokwiroon �)'`) (2007) 0ก�3�ก-.��/�(	ก B-serum ����H�	
�	��	�	������ RRIM-600 �+�4	-.��/� /�,3��/��	3��[ก 4.7 kDa �)�.I�-.��/�1�23 hevein 

#��.�)ก�+3���ก�3�)�2-�1�23
20���/�0C� (cysteine-rich protein) �`) /� Sritanyarat �)
'`) (2006) 0ก�3�ก PIs (	ก C-serum ����H�	�	��������3/��ก��,3�0	�,�-
F���� '��   
HPI-1, HPI-2a �) HPI-2b -3��/��	3-���ก�� 14,893 ± 10, 7757 ± 5, �) 7565 ± 5 Da 
�	���	3�+ 
#�� HPI-1  /��/��	3 14,893 ± 10 Da ����� 30�+3����2�/�2��'-��-F�2
203����)++ 
Tricine-SDS�PAGE *�0q	�) /�<Cก�/3/�
�()�/B�4���4�� /��/��	3 7 kDa  /��1�����4�ก��3���
����),3
��,F3� -3� PIs  /��ก,3��/'�`0�+��2*�ก	���+��H� �H����,
�� �2.
2� �)0�+�2�2
2� 
�4*B�&�ก	���+��H�0�+�2�2
2�0C�ก�4	 �4,�4�/'�`0�+��2*�ก	���+��H����,
��,'-� �2.
2� 
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LM    Crde  DEAE   NT  SDS Acet 
 
 

 

 

 

 

 

 
         1   2   3   4   5   6  

�C. /� 3.21  ++&�-.��/�(	ก�����4	��4�)��H����ก	� �	+�20� �2} B���(	ก �	�2��'-��-F�2-

20++.��0q	��)����3���
2������,���� ����� lane 1 : Low molecular 
weight ���+�2%�  Amersham (14.4 - 97 kDa),  lane 2 : crude,  lane 3 : �����4	�
(	ก'������ ion-exchange  /�1)3����ก��� 0.06 M,  lane 4 : �����4	�&4	�'������ 
Native-preparative gel electrophoresis (�����4	�(	กB��3 91 � 111),  lane 5 : 
�����4	�
#��&4	� SDS-preparative gel electrophoresis (�����4	�(	กB��3 95-105) 
�) lane 6 : �����4	�(	กB��3 95-105 
#�� pool ����)�ก�)ก��3����)
/-�� 

3.5 ก
���ก�
%FC.&�*-�"� PIs  

3.5.1 ��ก�
%#
&%�-*#���FC0�H&�-2
�3"� PIs 

��	 PIs  /�&4	�ก	� �	+�20� �2}(��B���<+-.��/���/��<+�3/�� �	
 30�+'�	�'���� /���`BqC�2�4	�5  '�� 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 �) 90 °C -3���	 
PIs  /��ก,3�.�2�	` 0.314 µg �	+4� /���`BqC�2�4	�5�.I����	 30 �	 / �����	�	.��+
��`BqC�2-3�ก	�14*�ก�)+)�H�	�[�ก4����	,.��3�'�2�2�/H PIs �+�4	 PIs  /�,3�(	ก04�� /�
04���ก�	��ก�
�������
����������	��	�	0	�	�< ���`BqC�2,3�0C�<#� 80 °C (�C. /� 
3.22) 
#�� ` ��`BqC�2(�3�/H PIs ���'��/.�)02 �2q	�*�ก	���+��H�,3�.�)�	` 50 % ����03��4	 
PIs  /�,3�(	ก04�� /�.�3.�4����ก��ก�
�������
����������	��	�	�/'�	� ���`BqC�2
'4����	�0C� 

14.4 kDa 

20.1 kDa 

30.0 kDa 

45.0 kDa 
66.0 kDa 
97. 0 kDa 
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�C. /� 3.22  �.����
[���ก	���+��H�0�+�2�2
2������ PIs  /�+�20� �2}���  /���`BqC�2 10, 20, 30, 40, 
50, 60, 70, 80 �) 90 °C   

3.5.2 ��ก�
%#
&%�-*#��� pH -2
�3 

�����"#ก%	'�	�'������� PIs  /�+�20� �2}��� /��/��13���4�,.�/H 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9 �) 10 -3�*1� PIs .�2�	` 0.314 µg  30�+&�ก	���+��H�0�+�2�2
2��� �+�4	 
PIs '4����	��0</�� �H�*�0q	�) /��.I�ก�3�)�.I��+0 ('� ��4� pH 2-10) �4() �	�	�,3�
3/ก�4	*�0q	�) /��.I��+0 �) �	�	�,3�0C�0�3 /� pH 9 (�C. /� 3.23) 03��4	 PIs  /�,3�(	ก04�� /�
.�3.�4����ก��ก�
�������
����������	��	�	�/'�	�'� ��4� pH �)() �	�	�,3�3/
*�0q	�) /��.I��+0 
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�C. /� 3.23  �.����
[���ก	���+��H�0�+�2�2
2������ PIs  /�+�20� �2}���  /� pH 2-10 
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Seidl �)'`) (1978) "#ก%	'�	�'������� Subtilisin inhibitor (SI) 
 /� �	+�20� �2}���(	ก���[3<���3�	 �+�4	 SI  /�,3��/��	3-���ก�� 10 kDa  ���`BqC�2,3�0C�<#�  
90 °C �) �	�	�,3�3/*�14�� pH 7-11 �14��3/��ก�+ Mallokarjuna Rao. �)'`) (1983) 0ก�3
�ก PIs (	กB�� arrow root (Maranta arundinaceae) �+�4	 PIs  /��ก,3��/��	3 12,000 Da 
�)�/'�`0�+��2*�ก	���+��H� �2.
2�, ,'-� �2.
2�, ���� �-�,'��0 (enterokinase) �)
���,
��-.��/��0 /����/��(	ก��+�4�� 
#��&�(	กก	�"#ก%	'�	�'� ��4���`BqC�2��� PIs 
�+�4	0	�	�< ���`BqC�2,3�<#� 100 °C �.I����	 60 �	 / �)'� ��4� pH *�14��ก��	�   
(pH 1.0-12.5) -3�,�40Cb�0/��'�2�2�/H 

3.5.3 ก
���ก�
 PIs ������.F�J�P��D#'
ก� ��!�"#����
�$
�
����0D

���!� ]�-!ก
��*��*E�.*�-��� �����̂�%����0����"�ก
��*��*E��*E�0&� ( IC50) 

&����ก	�"#ก%	B	'4	 PIs  /�&4	�ก	��ก(�+�20� �2}��� ��	�	
 30�+B	.�2�	`-.��/� /�*B�&�ก	���+��H�0�+�2�2
2����.I�'�#��B�#�����ก	���+��H� �H�B�3 (IC50) 
-3�*1� PIs .�2�	`�4	�5 '�� 0.0157, 0.0785, 0.157 �) 0.314 µg �4�ก	���+��H�0�+�2�2
2��� 
�+�4	'4	 IC50 '�� 0.167 µg '23�.I�'�	�������� /�*B�&���+��H�0�+�2�2
2���'�#��B�#�� '�� 6.6 
pmole  (�C. /� 3.24) 

 

 

y = 300.27x + 5.6491

R2 = 0.9906
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�C. /� 3.24 .�2�	` PIs �4�ก	���+��H�0�+�2�2
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3.5.4 ��ก
��*��*E�,��-��.'
ก�M)E P. palmivora ,�� PIs '
ก

�
�$
�
 

(	กก	���	0	�0ก�3-.��/�(	ก�H�	��/H���1�H� (filtrate) �)�0��*��1�H�   
P. palmivora   /��ก�)ก��3����ก�����-���/��
���F��2����� 90 % �)&4	�ก	�ก�	(�3�ก���
3���'������ PD-10  30�+ก	��4����-
�'
/� -3��.�/�+� /�+ก�+ก	��4��3���0�+�2�2
2��� 
�+�4	0	�0ก�3-.��/�(	ก�1�H� �H�*�04����� filtrate �) �0��*�,�4�4��0�+0���  /��.I���-
�'-

/� (�C. /� 3.25)  �H��/H�	(�������	(	ก0	�0ก�3-.��/����,�4&4	�ก	� �	+�20� �2} 
#��.�)ก�+3���
-.��/�����5�/กB�	�1�23 �)-.��/�+	�1�230	�	�<(�+ก�+���,
��-.��/��0,3� 04�&�*B�-.�-
�/��0(	ก�1�H�,�4�4��0�+0��� 3��ก�4	� 3����H�&C��2(��(#�,�40	�	�<"#ก%	&�ก	���+��H���� PIs 
�4�-.��/��0(	ก�1�H� P. palmivora  
#���.I��1�H�ก4�-�'*��	��	�	  
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�;*���<)ก filtrate �;*���<)ก
.��@	
A�,� subtilisin A  

�C. /� 3.25 03��.����
[���ก	��4����-
�'
/����0	�0ก�3-.��/�(	กF�����  �0��*��1�H� P. 
palmivora �)0�+�2�2
2��� 

Hermosa �)'`) (2006) ,3�"#ก%	���,
���.a	B�	���� pathogen 
 /� PIs ()���	,.��+��H� -3�"#ก%	&�ก	��4��0�+�0�� �4	�5��� filtrate (	ก�1�H� B. cinerea 
������.�/�+� /�+ก�+���,
��-.��/��0�	��G	�'��  �2.
2��) ,'-� �2.
2� 0�+�0��  /�*1�
,3�ก4 ��-
�'
/�, TEE (L-Tyrosine ethyl ester), BTEE (N-a-Benzoyl-L-Arg ethyl ester), 
TAME (N-a-p-Tosyl-L-Arg-methyl ester),  p-NGB (p-Nitrophenyl-p0-guanidine benzoate) 
B��� pNA (N-Succinyl�Ala�Ala�Pro�Phe p-nitroanilide) �+�4	-.��/��0(	ก�1�H��4�� 

azocasein �)  pNA 
#��*B�&�ก	��4���14��3/��ก�+,'-� �2.
2� 3����H� filtrate (	ก�1�H�(#��/
'�`0�+��2������,
��-.��/��0++,'-� �2.
2� 

0�	B��+&�ก	�"#ก%	���&C��2(����H����,�40	�	�<�)+�,3��4	0	�0ก�3
-.��/�(	ก�1�H��.I����,
��-.��/��01�23*3 ������(	ก-.��/� /���	�	 30�+�.I� crude -.��/�

�.
��

��

[��

�ก	
��

4��
��
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�'
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#�����,�4�+�'�2�2�/H���-.��/��0 �/ก �H�0�+0���  /�*1�*�ก	�"#ก%	ก[�/��/��1�23�3/��'��      
��-
�'
/� (#�,�40	�	�<"#ก%	 �)+���ก%`)'�	�(�	��	)���-.��/��0(	ก�1�H� /�0�*(,3�  
3����H�*�ก	�"#ก%	�4�,.(#�'�� �	+�20� �2}-.��/��0(	ก�1�H�+	�04��ก4����	�	"#ก%	  �)'��
*1�0�+0��� ����5*�ก	�"#ก%	��2���#H�3��� 

3.5.5 ก
���ก�
��"�.
�.ก*� PIs -2ก
��ก"� H,.��!"�
�M)E P. palmivora 

ก	�"#ก%	&����0	�0ก�3 PIs �4�ก	���ก���
C-�0.��� B���ก	���ก
����0��*� (mycelium) ����1�H� P. palmivora  -3���	0	�0ก�3 PIs  /�+�20� �2}���'23�.I�
.�2�	`-.��/� 250 ng &0�ก�+
C-�0.�������1�H� P. palmivora '�	�������� 5 x 104 

spore/ml *�����	04��  4:1 '�	����.I�'�	�����������0	�0ก�3 PIs 100 nM ���+4� 2H�,��
�.I����	 2 1���-�� (#���	�	04��*��ก����(�� ��"�� �����0���ก�ก	���ก������
C-�0.���  /����	
�4	�5 ก�� ��+(�	����1�H���ก%`)�4	�5�.�/�+� /�+ก�+1�3'�+'��
#���.I��H�	ก���� �+�4	*�1�3
 30�+
#���/0	�0ก�3 PIs *B�&���+��H�ก	���ก���
C-�0.��� 
#��
C-�0.���04��*Bb4*�1�3
 30�+,�4�ก23ก	���ก���
C-�0.��� (66%) �)�/(�	���
C-�0.�����/����[ก����� 4	��H� /�ก	�
��ก���
C-�0.����ก23�#H���4	�0�+C�`� (3%) �`) /�*�1�3'�+'��*B�&�ก	���ก���
C-�0.���
'4����	�0C� (73%) 3��03�*��	�	� /� 3.2  
�	�	� /� 3.2  �.�/�+� /�+��ก%`)ก	���ก���
C-�0.�������1�H� P. palmivora  �)B�4	�1�3

 30�+�)1�3'�+'�� �����04��3Cq	�*��ก����(�� ��"��B���(	ก+4�3��� PIs �.I�
���	 2 1���-�� 

 
.�2�	`�1�H� ('�	���������1�H� 5 x 104 spore/ml) ��ก%`)��� mycelium  
%ก	���ก1�3'�+'�� %ก	���ก1�3 30�+ 

,�4�/ก	���ก��� mycelium 27% 66% 

Mycelium ��ก��[ก���� 19% 19% 

Mycelium ��ก.	�ก�	� 37% 12% 
�/ก	���2+-� mycelium ��[� /� 17% 3% 

(������ /�03��.I�'4	�]�/��(	ก 3 ก	� 3��� '23(	ก(�	���
C-�0.��� �H�B�3 
76 
C-�0.���) 

��ก%`)ก	���ก��� mycelium ���
C-�0.��� /����	�4	�5ก�� �)B�4	�
1�3'�+'���)1�3 30�+03�3���	�	� /� 3.3 
#���+�4	*�1�3'�+'�� 
C-�0.����/ก	���ก
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���
C-�0.���'4����	�0�+C�`� -3���ก%`)���
C-�0.��� /���ก'4����	��	�ก�4	1�3 30�+
#��
�/ PIs &0���C4 �)(�	����1�H� /���ก,3�*�1�3'�+'��0C�ก�4	1�3 30�+'4����	��	ก �����0���ก�
��ก%`)���
C-�0.���B���(	ก+4� PIs &4	�,. 2 1���-��()�+�"%�
��� /��ก23(	กก	��ก��� 

C-�0.���'4����	��	ก (����C�,�4,3�03�)  �H��/H�	(�������	(	ก PIs ���	,.(�+ก�+&����
���
���
C-�0.������04�&�*B�ก	� �	�	� B���ก	�&4	����	��ก���0	�<Cก�+ก�� �������	B�4� /�
���	,.(�+ก�+&����
�����2���#H�04�&�*B�
C-�0.���0Cb�0/�B��	 /�ก	� �	�	��4	�5 04�&�*B��ก23ก	�
�������&����
��� �ก23�
����ก,3� �)0�	B��+
C-�0.��� /����,�40Cb�0/�Fv�ก�1��ก	� �	�	���[�
�C.++ก[04�&�*B��ก23ก	���ก���
C-�0.���,3� �4�.I�ก	���ก /��/��ก%`),�40�+C�`�++  

Wang, S. �)'`) (2006) "#ก%	 PIs  /�0ก�3(	ก<�����ก �+�4	�/
'�`0�+��2*�ก	���	� �H��1�H��	 �)�1�H�+' /��/� -3�0	�	�<��+��H�ก	��(�2b��2+-�����1�H��	
,3�<#� 6 1�23,3�ก4  Physalospora piricola, Mycosphaerella arachidicola, Botrytis cinerea, 
Pythium  aphanidermatum, Sclerotium rolfsii �) Fusarium  oxysporum �`) /��1�H�
+' /��/� /�0	�0ก�3 PIs ��+��H�'�� Staphylococcus aureus  -3��/.�2�	`-.��/����0	�0ก�3 
PIs (	ก<�����ก /�*B�&���+��H�ก	���2+-�����1�H� S. rolfsii �.I�'�#��B�#�� (IC50) '�� 6.2 µM 04��
'�	����������� PIs  /�*B�&�ก	���+��H��4�+' /��/�ก��+�ก S. aureus '�� 0.23 µM �)
(	กก	�"#ก%	��2����2�����+�4	0	�0ก�3 PIs  /�,3� 0	�	�<��+��H�ก	���2+-�����
����)��[�,3�
�/ก3��� &�(	กก	�"#ก%	ก	��.�/���.���)3�+-'��0��	�����1�H��	3����2�/ Light microscopic 
-3��.�/�+� /�+�)B�4	�1�3 30�+ (&0� PIs ��*��1�H�) ก�+1�3'�+'�� (ก	���2+-�����1�H�
-3�.ก�2) �+�4	*�1�3 30�+q	�*��ก	�04��3���ก����03�*B��B[�<#�ก	��������&����
������
�1�H��	 /� 30�+ 04�&�*B��ก23ก	�,B����,
-���	0
#� Wang, S. �)'`) (2006)  

 Kanokwiroon, K. �)'`) (2007) "#ก%	0	�0ก�3-.��/�(	ก�H�	
�	��	�	 �4�ก	���+��H��1�H�(��2� �/�� �+�4	0	�0ก�3-.��/�(	ก B-serum ����H�	�	� '�� 
hevein �/��	3-���ก�� 4.7 kDa �)�.I�-.��/� /��/ก�3�)�2-�
20���/�q	�*�-���ก����C40C� 
(cysteine-rich protein) -.��/�3��ก�4	�0	�	�<��+��H��1�H�(��2� �/��3���4�,.�/H Candida 
albicans, Candida tropicalis �) Candida krusei -3��/'4	 MIC (microbial inhibition 
concentration) ��� hevein 0�	B��+ก	���+��H��1�H� C. tropicalis 0	������� ATCC 750, C. 
albicans 0	������� ATCC 10231 �) C. krusei  0	������� ATCC 6258 � 4	ก�+ 12 µg ml-1, 
95 µg ml-1 �) 190 µg ml-1  �)����+�4	 hevein '�	�������� 30 µg ml-1 04�&�*B� Ca2+ 
,B��	���ก� �   �H � �/H � ��� � � (	ก -'��0 �� 	 �&�� � � 
��� �� � �1�H �. �)ก�+3� ��  chitin,                    
(1, 3)β-D-glucan, (1,6)β-D-glucans, lipids �) peptides �`) /� hevein �.I�-.��/���	3
��[ก
#��(�+ก�+,'�2� (chitin-binding  protein) (#��/�.a	B�	�*�ก	�(�+ก�+,'�2� /�&����
����1�H� 
�)&����
�������1�H�����+�4	-.��/�*35ก[�	� /��/ pore  size ��	3*Bb4ก�4	 15�20 kDa ,�4
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0	�	�<&4	����	��ก,3� �4 hevein 
#���/��	3 4.7 kDa 0	�	�<&4	����	��ก,3� 
#��0���ก�,3�
(	กก	�,B��	���ก����� Ca2+  
 
�	�	� /� 3.3 q	�03�ก	���ก���
C-�0.�������1�H� P. palmivora �.�/�+� /�+�)B�4	�1�3
 30�+�)1�3'�+'�� /����	�4	�5ก�� �����04��q	�*��ก����(��� ��"��ก�	�����	� 40 � 4	 
 

���	 (1�.) 1�3'�+'�� 1�3 30�+ 
0    

0.5  

 

 

 

 

1  

 

 

 

 

 
2   

 

 

 

 

 

 

 
 



����� 4 
 

��	
��ก������� 
 

1.   ก����ก�� PIs �������� !���""��#��� (H. brasiliensis) 

-  ����ก�� PIs ��ก������������������������ BPM-24 � !"���#��$�ก��
%&���������'�(���#)*�*�*�� �)+'(+(,"���#��$�ก��%&���������'�(�%�*-�*���. '/0(    
%�*-�*�(12��3!�0�/�,�-4���#�)�% �����+� PIs (,/��(�&���.)+���'�(���#)*�*�*�� 
��.(,��'�(�0-�),��-5� (��3�*� subtilisin-like 

-  (12�>?ก@� PIs ��ก�+��)+��A����������/1� �����������, (�C��+�� 
��.�#%,2�.��#�+���ก+)+��ก�� (�#�.�. B1 , B2-C ��. D) ���������������� BPM-24 "�ก��
%���#�#�+�����ก����ก�����������  ��.����ก����ก�#�+��� !"�ก����#��$�I��.
��'�(���#)*�*�*�� 0��'(+(,"���#��$���'�(�%�*-�*�  �1�'/0(%�*-�*� ��.)����+����ก�#
�������(,ก���.�(��� PIs �J�%,2��� 0��-�*(�K PIs ���#�./+��A����(12��#(,�����*2(
(�ก�?$� �1�(,/��( �����/*�)*�(�ก�?$� �+��������������������(,ก���.�(��� PIs 
�����(� ��.��(�C��+��'(+�#ก���.�(��� PIs  

2.  ก����ก�� PR-proteins �����012�"������ !���""��#��� ��3����4���ก5�
��ก����� (�4!� �� MES �9:�:���) 

-  (12�>?ก@�"����ก����+�������������� MES #�NN��� -4���� 24 
��. 48 3�2�0(� �12�-�,�#%,�#ก�#����*2()!� �#�+�-�*(�K0-�),�%�$����+���������ก��
����������� ��.%,2������������+���ก(���ก����(,-�*(�K�*2(�J��?$��Cก�!�� �?2��.��#
ก��-�,2���-��-�*(�K0-�),���ก%�$����)����+��'(+(,/��(�)ก)+����+��(,����&�/�P �����+�
�*�,ก����+������+�"�)+�ก��-�,2���-��ก*�ก��(�����'�(� �1�0-�),��������������
�,���Cก�!�������$��?���(��Q�3! MES -4�#�NN�����3��/�#/�('�! 

-  -�*(�K��'�(�#)!�-1,3-ก�J/���������ก����ก������������������
%,2��� 24 ��. 48 3�2�0(� ��ก"����ก����+��� MES #�NN��� �*2(�J��?$���ก����*2()!�
-�.(�K��� ��.�,2%+�)�(�&���# �K.%,2��.-�*(�K��'�(�#)!�-1,3-ก�J/���%,2�+���ก(�
��ก������%�$����3+����� (,/��(�)ก)+��ก���,���Cก�!�� �����+���'�(�#)!�-1,3-    
ก�J/���(,#%#�%ก��%&������J+S��������(�กก�+��+���ก(���ก���� 
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-  (12���+�������������� MES #�NN���%*$�'�!����?$� �+�"�� !��/)*�*),$
��� PIs �*2(�?$� %�$����+���������������� ��.%,2�+���ก(���ก���� 0����/)*�*),$��� 
PIs ��ก�+��%,2�+���ก(���ก����� !-����C�)�ก����#��$��J�ก�+���ก�1$������������ ����
�+� PIs "�*)�*2(�?$��12��3!���.##-5��ก��)�������13(12�QJกก�.)�!���กก����+� 

3.  ก����ก��
<0�95#9�=��3>!4��?�
�
����9��:1 (�@�2�10ก�0�0�0�1���) ก9�
������ !���""��#���14� PIs 

-  ก��ก�.)�!��������������������!��/�--������N)/��(�!(�!�)+��A 
/1� 0, 20, 40, 80 ��. 160 µM �#�+�/�--������N)%,2/��(�!(�!� 20 µM %�$�)����+����ก
������������������ ��.%,2�+���ก(���ก���� � !"�ก����#��$���'�(���#)*�*�*���J�%,2��� 
0��'(+%&�� !ก*�ก��)��������� �����$�/�--������N)/��(�!(�!� 20 µM -4�/��(
�!(�!�%,2 (�.�(��ก��ก�.)�!�������������12��3!��ก��>?ก@� PIs ��ก�����������
������� 

-  (12��&�/��(�!(�!�%,2'�!/1� 20 µM (�>?ก@�"������� 0��ก��ก�.)�!�%,2
���)+��Aก�� /1� 0, 8, 16, 24, 32, 40, 48, 56, 64, 72, 80, 88 ��. 96 3�2�0(���!�
-�,�#%,�#�. �+��3��/�#/�( (0 µM) ��.3��%���# (20 µM ) �#�+���3��%���#� !"�ก��
��#��$��J����(12�#+(%*$�'�!  48 3�2�0(� �K.%,23��/�#/�(� !"�ก����#��$��J����%,2��� 64 3�2�0(� 
�?2�)����+����ก%�$����� �+�/1���ก������������������ ��.%,2�+���ก(���ก����%�$����
3��ก��%����� !"�ก����#��$� K 3+������,��ก�� /1� 3��%���#%,2  48 3�2�0(� ��.3��
/�#/�(%,2��� 64 3�2�0(� �����$�ก��ก�.)�!�������������!��/�--������N)/��(�!(�!� 
20 µM -4���� 48 3�2�0(� �?�-4��S��.%,2�3!��ก��>?ก@� PIs  

-  "�ก��%���#�12� ��*�,ก��%,2 (�.�(��ก���ก������������������� 
�12�� !(,-�.�*%�*S����ก����#��$���#)*�*�*��'�!�,�?$� 0��ก��)ก).ก��0-�),��!��ก�1�
��(0(�,�(���N) ��.�.�,0)� ��3+��/��(�!(�!�)+��A /1� 0-40%, 40-60%, 60-70% ��. 
70-90% �#�+�ก��)ก).ก��0-�),��!���.�,0)� �.� !"���#��$�ก��%&���������#)*�*�*���J�
%,2�����3+��/��(�!(�!� 60-70% ��. 70-90% �K.%,2ก��)ก).ก��0-�),��!��ก�1�
��(0(�,�(���N)/��(�*2()�� 40-60% � !"���#��$�ก��%&���������#)*�*�*���J�%,2��� ��.
(12��*���K��Q#0-�),���!��#�+�ก��)ก).ก���!���.�,0)�� !�Q#0-�),�������ก�*(
/+���!��(�ก �K.%,2ก��)ก).ก���!��ก�1���(0(�,�(���N)���(,�Q#0-�),��,ก(�ก �)+
ก��)ก).ก��0-�),��!���.�,0)�����+�"�� !0-�),��JP�,��S��/+���!��(�ก �12� �,ก�,2��
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-[P ����ก�+�� "J!�*����?��3!)����+����ก�+��%,2-��-�+����ก��ก�������.(,-�*(�K0-�),�
��()2&� �)+(,��/)*�*),$��� PIs /+���!���J� (�>?ก@�ก��%&�#�*��%�*\)+�'- 

4.  ก���A���0�	�=0B PIs 

 -  )����+���+��%,2�+���ก(���ก���� ���ก�.)�!��!�� 20 µM /�--������N) 
-4���� 48 3�2�0(� ��."+��/���(�� DEAE-sepharose CL-6B �?2��3!��)��ก��' � 0.5 
ml/min กC#)����+�� ����. 3 ml ��.3./���(���!������.���ก�1� NaCl  0.05, 0.06, 0.07, 
0.08, 0.09, 0.1 ��. 0.2 M �� 20 mM Tris-HCl pH 7.0 )����#-�*(�K0-�),�%,2/��(
�!(�!�ก�1� 0.05, 0.06, 0.07, 0.08 ��. 0.2 M �)+)����#��/)*�*),$��� PIs (12�3.�!��
/��(�!(�!�ก�1� 0.06 M ()����+����ก ���%,2 45-60)  

-   �����ก�&�)����+��%,2 pool ��(��ก ���%,2 45-60 (�"+��ก����ก)+�0��
"+���*�, preparative gel electrophoresis �##'(+�-���S�� �#�+�)����+��)�$��)+ ���%,2 91 
Q?� ��� 111 � !"�ก����#��$���#)*�*�*�� ��.(12��*���K��Q#0-�),���3+�����ก�+����!�
�#�+����(,�Q#0-�),��,ก����Q# �?2�(,�.�. +��ก�����(/�� 

-  (12��&�)����+����ก ���%,2 91 m 111 (�"+����$�)��ก��%&�#�*��%�*\��$�
)+�'-0���*�, Preparative gel electrophoresis �##�-���S�� �#�+�)����+��%,2'�!��กก��
"+��%&�#�*��%�*\���ก�+���.(, SDS -4��+��"�(��J+�?�'(+��(��Q%���#��/)*�*),$��� PIs '�! �?�
)!��ก&���� SDS ��ก'-ก+��0���*�,ก��)ก).ก���!���.�,0)� ��.ก&�����.�,0)���ก�!��ก��
�. � �?2�)!�� pool ��()����+����ก�)+�.�Q#0-�),� /1� ���%,2 1-5, 7-11, 13-17, 31-35, 
45-49 ��. 95-105 ��!��?�)ก).ก�� ��.%���#ก����#��$�)+���#)*�*�*���#�+�)����+��%,2 
pool ��(ก����ก ���%,2 95-105 � !"�ก����#��$�/+���!���J� (12��*���K��Q#0-�),���กก��
%&��*�/0)�0N�*�*��##�-���S�����S��.%,2QJก�,�*�����.�!�(�!���*�����'�)�% �#�Q#
0-�),��,���Q#�,���?2�(,����0(�ก�� 25.12 kDa /*�-4�-�*(�K0-�),� 3.14 x 10-3 mg/g 
ก��(����������� 

5. ก����ก��?	D�5�910 �� PIs 

-   ���ก��%���#/��(/�)����� PIs %,2��K SJ(*)+��A /1� 10, 20, 30, 40, 
50, 60, 70, 80 ��. 90 °C �#�+� PIs %,2'�!��ก�+��%,2�+���ก(���ก������������������
���������(��Q%���K SJ(*'�!�J�Q?� 80 °C 
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-  (12�>?ก@�/��(/�)����� PIs %,2#�*��%�*\��!�%,2 pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ��. 
10 �#�+� PIs /+���!���Q,��%�$����S��.%,2-4�ก����.-4�#� (/�%�)+� pH 2-10) �)+�.
%&����'�!�,ก�+����S��.%,2-4�#� ��.%&����'�!�J����%,2 pH 9 

-  "�ก��%���# �-�*(�K0-�),���� PIs %,2� !"�ก����#��$���#)*�*�*��-4�
/�?2� �?2����ก����#��$�%�$� (� ( IC50 ) 0���3! PIs -�*(�K)+��A /1� 15.7, 78.5, 157 ��. 314 
ng )+�ก����#��$���#)*�*�*�� �#�+�/+� IC50 /1� 0.167 µg  �1�/&����-4�/��(�!(�!�%,2� !"�
��#��$���#)*�*�*��/�?2� �?2� /1� 6.6 pmole   

-  "��������ก�� PIs )+�ก����ก����J0��-���  �1�ก����ก����!��� 
(mycelium) ���31$� P. palmivora  0���&�����ก�� PIs %,2#�*��%�*\��!�/*�-4�-�*(�K0-�),� 
250 ng "�(ก�#�J0��-������31$� P. palmivora /��(�!(�!� 5 x 104 spore/ml ����)���+�� 4 
: 1 /*�-4�/��(�!(�!� 100 nM -�,�#%,�#ก�#3��/�#/�(�?2�-4��$&�ก��2� �#�+���3��%���#
�?2�(,����ก�� PIs � !"���#��$�ก����ก����J0��-���  �?2��J0��-����+��� P+��3��%���#'(+ก*�
ก����ก����J0��-��� (66%) ��.(,�&�����J0��-����,���Cก�!��%+���$�%,2ก����ก����J0�
�-���ก*��?$���+���(#J�K� (3%) �K.%,2��3��/�#/�(� !"�ก����ก����J0��-���/+���!���J� 
(73%)   

-  ��ก/�K�(#�)*��� PIs %,2�1�ก��#��'�(�0-�),��-5� (��3�*� subtilisin-
like (,����0(�ก�� 25.12 kDa ��.(,/��(/�%�)+� pH ��.��K SJ(* ��(%�$�(,/�K�(#�)*��
ก����#��$�ก����*P)*#0)���31$� P. palmivora ��ก��ก@K.���ก�+���?2�-4�/�K�(#�)*%,2'ก�!
/,��ก�# PIs ��ก��+( Kunitz ��. Potato type I �?�(,/��(-4�'-'�!/+���!���J�%,2 PIs �.�����J+
��ก��+(��ก��+( �?2������ก��+(�,$ %�$��,$�12�ก���.#�"�%,2��+��� /���&� PIs %,2'�!'-%���# �
�&���#ก���.(*0���!�%,�#ก�#s���!�(J� �12�ก���.#�3�*�%,2��+���)+�'- 
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1. ก����������������������� Potato Dextrose Agar  (PDA) 
��� PDA 
���� 39 g �����������ก����
����� 1 ���� ��������
 autoclave 

'(�)*�+,-� 121 /C 1
2�1��� 15 ��'( '��3����+�)*�+,-��4�3
���� 50-60 /C ���1'�89:��
�ก��
��;:�ก1<=�)18��>9�;-��?ก��3 9 1@���1�� :���� 10 ml 
 
2. ก�����������������������  V8 

��� V8 
����� 200 ml >8ก�D�E�1@(�E��?D)1��
���� 3 g 1��>3�*�� 
20 g �<�����ก����
��D
������+��4� 1 ����  ��������
 autoclave '(� 121 /C ,�����E��4���)
���� 1
2�1������ 15 ��'( '��3����+�)*�+,-��4�3
���� 50-60 /C ���1'�89:��
��;:�ก
1<=�)18��>9�;-��?ก��3 9 1@���1�� :���� 10 ml 

 
3. ก�����������������������)**���������+,� Henninger 

���89��
��ก)D4�3�9)�
�(� KH2PO4 0.05 %, MgSO4.7H2O 0.025 %, 
Asparagine 0.1 %, Thiamine 0.0001 %, Yeast extract 0.05 % ��� D-Glucose 2.5 % >8
ก��������+�1Z��ก��4( ��������
 autoclave '(� 121 /C ,�����E��4���)���� 1
2�1������ 15 
��'( '��3����+�1�[�:\3���1<=�)��3 

 
4. ก�������*12�2��31���4��+5���1* Tris-Tricine (Tris-Tricine sample buffer) 

1��(�D�]1])�?���)�9�3^4�ก���<� Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8 >8 Glycerol 2.4 
ml, 10% SDS 1 ml, 2-mercaptoethanol 0.2 ml ��� Coomassie brilliant blue G-250 0.5 % 

����� 0.4 ml 8*4'���
��D
������+��4� 10 ml ^4�ก���<�����ก����
�)4�)))� (deionized 
water) 4 ml 
 
5. ก�������+��1���4�� Tricine-SDS-PAGE 

^4�ก�����8�����)�9�3 3 89��>8ก�DD�]1])�?���)�9�3 (sample buffer) 1 
89��'(��4�:�กก��1��(���Z�)  2  :��4�8�������'(�(E��1Z�Z��Z)3^
��(���'(���)3ก�� 
ก9)�'��)�1�[ก^'�])�(@�8��)3���8�����)�9�3�
��������14=)4��� 5 ��'( 

 
6. ก�������DE������F��G�H�����D���กI�H5� (low molecular weight) 

���^
��(����g��'(�(��^1�ก*������1:=):�3ก�D  Tris-Tricine sample 
buffer ��)����89�� 1 : 20  �9)�����
��'(�)*�+,-� 95 /C 1
2�1��� 5 ��'( '��3����+�1�[� ���
����
�<�E���3�� 10 µl �9) 1 <9)31:� 
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7.  ก�������+���M���)*�N2��3N  
      ����� Coomassie brilliant blue G-250 :����� 100 mg ��1)'��)� 95 % 

����� 50 ml :�ก����1�� phosphoric acid 85 % 
����� 100 ml E��+�1Z��ก������1:=):�3
8�������4�������ก�����+�(
����� 1 ���� ก�)3ก9)�����
�<� 
 
8.  ก�������DE������F��  
       ����� BSA :����� 1 mg ������ก����
����� 1 ml +��3:�ก��������1:=):�3
4�������ก�����+�(E��1Z�Z�� 5, 10, 15, 20 ��� 25 µg �9) 100 µl 
 
9.  ก����E�P��QDE���DN��PR�)*�N2��3N  
       +�
����^
��(�Z)38�����)�9�3����k(Z)3 Bradford (1976) ^4��<�8��
���)�9�3
����� 100 µl '��
l�ก�����ก�D8��������D�4])�?4 
����� 3 ml >8�+�1Z��ก�����3
'��3���'(�)*�+,-�+�)3��� 10 ��'( :�ก����������4E9�ก��4-4ก�=��83'(�E�����E�=�� 595 ��
^�1�� E�����+�E��1Z�Z��Z)3^
��(���8�����)�9�3 ^4����E9�ก��4-4ก�=��83Z)38��
���)�9�3�
1
�(�D1'(�Dก�Dก��]���g�� BSA 
 

y = 0.0347x - 0.0202

R2 = 0.9846
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ความเขมขนของ BSA (mg/ml)  
 

ก��]���g��^
��(� (BSA) ^4��<�
����Z)3^
��(� BSA 1
2� 5, 10, 15, 
20 ��� 25 µg )9��E9�ก��4-4ก�=��83'(� 595 ��^�1��1=�) R2  E=)8�
��8�'k?ก����48���: 
(Coefficient of determination) +�=)8�489��+�=)��)���'(�����
�)�8�� (X) 8���o)k�D��ก��
1
�(����
�3Z)3����
��� (Y) �4� ��ก����1E���+?o4o)�)�9�339�� (simple regression)�<�
8�p��กq�? R2 @\�3(E9�)�-9��+�9�3 0 o\3 1 o��E9�1Z���ก�� 1 �843�9� X 8���o)k�D��ก��

O.
D.

 59
5 
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1
�(����
�3Z)3 Y �4��ก o��E9�1Z���ก�� 0 �843�9� X 8���o)k�D��ก��1
�(����
�3Z)3 Y 
�4���)� 

10. ก�������ก��2���F��G�PEUP��V�H���E�P��QDE���G�H O.D. 280 

1��(�'��
@��E��1Z�Z�� 0.25, 0.50, 0.1 ��� 1.5 mg/ml ^4������������
ก���� :�ก����������4E9�ก��4-4ก�=��83'(�E�����E�=�� 280 ��^�1�� ����:\3���E9�ก��
4-4ก�=��83'(��4�:�ก��9��E��1Z�Z���1Z(��ก��]���g�� 

 

y = 0.043x + 0.0022

R2 = 0.9881

0

0.005

0.01

0.015
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0.025
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0.035
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11.  ก�������+��V��PP����F�� 

�����8E)s)����� :����� 96.1 mg�� 1)'��)� 95 % 10 ml :��4�8E)s)-
�����'(�(E��1Z�Z�� 50 mM :�ก����'��ก��1:=):�38������� 8E)s)������DD serial dilution 
�+��4�8�������'(�(E��1Z�Z��Z)38E)s)�����1'9�ก�D 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 ��� 0.05 µM 
�����4�D ����:\3���8��������
��4E9�ก��1�=)3�834���1E�=�)3 spectrofruorometer '(�E��
���E�=��ก���*�� (λ excitation) 340 ��^�1�����E�����E�=��
�4
�9)� (λ emission) 
440 ��^�1�� @\�31
2�E�����E�=��1ts�����Z)3 8E)s)����� ก��]���g��8E)s)�����
^4��<�E��1Z�Z��Z)38E)s)�����1
2� 0.01, 0.02, 0.03, 0.04 ��� 0.05 µM )9��E9�ก��1�=)3
�83'(�E�����E�=��ก���*�� 340 ��^�1�� (λ excitation) ���E�����
�4
�9)� 440      
��^�1�� (λ emission) @\�31
2�E�����E�=��1ts�����Z)38E)s)����� 
 

O.
D.

 28
0 

 E��1Z�Z��'��
@�� (mg/ml) 
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y = 121.32x

R2 = 0.9991

0
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ก��]���g��8E)s)����� ^4��<�E��1Z�Z��Z)38E)s)�����1
2� 0, 0.5, 

1.0, 1.5, 2.0 ��� 2.5 �^E�^���? )9��E9�ก��1�=)3�83'(�E�����E�=��ก���*�� 340 ��^�
1�� (λ excitation) ���E�����E�=��
�4
�9)� (λ emission) @\�31
2�E�����E�=��
1ts�����Z)38E)s)����� 
 
12.  ก����������P���P� 

�������������:����� 0.1 g �� 0.1 M ^@14(�)�@�1��D�]1])�? pH 5.0 

����� 25 ml  1ก[D'(�)*�+,-� 4 /C :��4�8��@�D81���'(�(E��1Z�Z�� 4 mg/ml 
 
13.  ก�������+���M��� dinitrosalicylic acid (DNS)   

����� DNS 5 g �� 2 M ^@14(��v4�)ก�@4?
����� 100 ml '(�)*�+,-� 
80-90 /C ����1��8�������^@14(�^
��81@(�'��?1��� (:����� 150 g @\�3�����������ก����

����� 250 ml) �3�
��Z��'(���3��)�)�-9E��+�1Z��ก������1�������+�E�D 500 ml 1ก[D'(�
)*�+,-�+�)3 (Burner, R. L. 1964 ) 
 
14. ก�������ก��2���F����5���ก�,D�+ 

������������ก�-^E8:����� 1.94 g �� 0.1 M ^@14(�)�@�1��D�]1])�? pH 
5.0 
�����100 ml :��4� 0.1 M Z)3�������ก�-^E8 +��3:�ก��������1:=):�3�+��4�E��
1Z�Z�� 2, 4, 6, 8 ��� 10 µmole �����4�D ��� 100 µl Z)3��9��E��1Z�Z���
1��
8������� DNS 0.2 ml ��� 0.1 M ^@14(�)�@�1�� pH 5.0 
����� 0.2 ml ��������
����
)9�3����14=)4 5 ��'( 1������ก����)(ก 1 ml ก9)�����
��4ก��4-4ก�=��83'(�E�����E�=�� 540   
��^�1�� 

In
te

ns
ity
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y = 0.0752x

R2 = 0.9931
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ก��]���g���������ก�-^E8 ^4��<�E��1Z�Z��Z)3�������ก�-^E81
2� 2, 4, 
6, 8 ��� 10 µmole )9��E9�ก��1�=)3�83'(�E�����E�=�� 540 ��^�1�� 
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E�M�1P�,[�\���       
                       

��H� +กI�       ��38��)�����  D*�����93 
��1+E�M]5�1��1ก^_ก`� 4910220096 
�IaPก��^_ก`� 
      �IaP           ��H�+b�*1�              EcG�H+5���d]ก��^_ก`� 
       ��'��;�8��D��x��           +���'�����'�กq��                       2548 
        (��'��;�8��?1E() 
 
GI�ก��^_ก`� (G�HeN[�1*f��M��4��ก��^_ก`�) 
  '*�ก��;\กq���4�DD��x��;\กq� 
��1,''*�)*4+�*�^E�3ก��8���3E��1Z��Z[38-9
E��1
2�1��;'�3��<�ก�� 8�Z���<�<(�1E( +���'�����83Z���E���'�? 
��:��
y 2549 
 
ก���VP�V3���)V�4����� 
)�����  D*�����93  ��� ���'�  1<�31<��?. 2551. ก��8�8 PIs ��1@��?�Z���)���3s���

+��3o-กก���*��4���E)
1
)�?@��1]�. ก��
��<*18�)>�3����:����4�DD��x��;\กq�
�+93<��� E���3'(� 10 +���'�����8*^Z'��k���k���<. 

 




