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1. �����

1.1 ��������

1.1.1 
���������� !"��

!#��$�#�%!��&
�'��(�

�����������	
���
����������������������������������
��������������
� MS free (�������
� MS �
&��
'�
��(�)*���+��+�� 3 �-��.�(/�
. -���*���
�-0�����1�� 5.7 �
&�5��6���7
���� 0.17 �-��.�(/�
.) �����	
�����	;�	<�� 14 ��;�)��
1���� *���

�+��<�� 1,900-2,000 ���(. �	;�6B�C��& 26±4 �����(��(	�� +�
�
������
�	��<�����C�E�	; 2 �'�
��<�F����	;�	���6 4 ��-���. ���'����<��<�F�E�F��	
��)-�)
E���
. �1���������'�
)-�)
*��.�����&
��1��-���������E�F��	
�����������
� MS �1����� 2,4-D �+��+�� 1 �&��&����

1��&
� <�F TDZ �+��+�� 2 �&��&����
1��&
� �����	
�����	;�	<�� 14 ��;�)��
1���� *����+��<��

1,900-2,000 ���(. �	;�6B�C��& 26±4 �����(��(	�� �-0��F�F���� 5 ����� ����'���������	
����
�������
���&� �-0��F�F���� 3 ����� ����'����'����<��)-�)
E���
. +�
�
������
�	��<���
��C�E�	; 3

1.1.2 
���������#'���(� Nicotiana bentamiana

��������	;���<��)-�)
E���
.�E�;��'��-0��(��.E	;��	
�� ������

����E�F���/����������
� MS free (�������
� MS �
&��
'�
��(�)*�� �+��+�� 3 �-��.�(/�
.
-���*����-0�����1�� 5.7 �
&�5��6�� Agar 0.75 �-��.�(/�
.) ����������/�������������	
���������
��
���&� �'����
��+��������	
���6� 2 ��-���. +�
�
������
�	��<�����C�E�	; 4 �������&
��1������
�'����<��)-�)
E���
.

   9
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���������������������������
    ������	
��

MS + 3% sucrose + pH 5.7 + 0.17% phytagel
                    <��  14 ��;�)��
1����   �6B�C��& 26±4 oC

 1,900-2,000 ���(.

��<�F��������������6 4 ��-���.

)����� 2 +�
�
������
�	���&
��1����<�F�������������������������E�;�<��)-�)
E���
.
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���������������������������
  ������	
��    -������

MS + 3% sucrose + 1.0 mg/l 2,4-D + 2.0 mg/l TDZ + pH 5.7 + 0.17% phytagel

                 <��  14 ��;�)��
1����    �6B�C��& 26±4 oC
            1,900-2,000 ���(.

                     �-0��F�F���� 3 �����

)-�)
*��.������������6 4 ��-���.

)����� 3 +�
�
������
�	���&
��1��)-�)
*��.�����������������������E�;�<��)-�)
E���
.

   1 �����
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�E�F���/������

 <�� 14 ��;�)��
1����   �6B�C��& 28±0.5 oC

MS free (MS + 3% sucrose + pH 5.7 + 0.75% Agar)
        
��+��������	
��     �6� 2 ��-���.

MS free (MS + 3% sucrose + pH 5.7 + 0.75% Agar)

        <��   14 ��;�)��
1����   �6B�C��& 28±0.5 oC

����������6 2 ��-���.

)����� 4 +�
�
������
�	���&
��1����������E�;�<��)-�)
E���
.
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1.1.3 
��������,��,��!�������(�

)-�)
E���
.���������������&�*� �����������F���
����(�.�(������)�)�(��F���.-10 �+��+�� 2 �-��.�(/�
. �1��������(�)��(�.���.-10 �+��+�� 1
�-��.�(/�
. �F�����<���&��� �+��+�� 0.45 )����. -����F���*����-0�����1��+������F���
����(�.�-0� 5.7 �&�*�����-0��F�F���� 5 ��;�)�� ���*��;���+�1�<���-���	;*�����/� 50 ���
1�
���	 �'���<��)-�)
E���
.<�F-���*������<�1�+��)-�)
E���
.�-0� 5x105 )-�)
E���
.

1��&��&�&
� �1���'����-0��(��.E	;��	
��

1.1.4 
���������-!!�-����'���'���(�

�'�<*����������	;����������E�F��	
��)-�)
E���
.����*���
���<�1� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� ���������
� MS �
&��
'�
��(�)*���+��+�� 3
�-��.�(/�
. �1��������*��*6�������&^�
&�)
 NAA �+��+�� 3 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1
�&��&����
1��&
� <���&��� 0.45 )����. -���*����-0�����1�� 5.7 �-0��F�F���� 3 ����� �-��	
��
�������������
� MS free ������	
���6������ �-0��F�F���� 3 ����� ����'�<*����������'��(��.
(���E���;��������������
� MS �1����� NAA �+��+�� 3 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1
�&��&����
1��&
� �+�1���	
������*�����/� 50 ���
1����	������	
���6���-���. �-0��F�F���� 3
��-���. +�
�
������
�	��<�����C�E�	; 5 �������������	
�� 3 ��� ��������5���&��*���+��� 77
��)*���
� �'��(��.+�����/������1�����'��-0��(��.E	;��	
��

1.1.5 
���������-!!�-����'���'
�%!����/ Rosa damascene  Mill.

�'�<*�����6������^�	;�E�F��	
���������<+/���
� LS
[(Linsmaier & Skoog) �1����� dicamba �+��+�� 1 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 0.5  �&��&����

1��&
� �	;�
&��
'�
��(�)*�� �+��+�� 3 �-��.�(/�
. -���*����-0�����1�� 5.2 �
&�5��6�� Agar 0.75
�-��.�(/�
. (��^���, 2547) �-0��F�F���� 2 ��-���.] �'�������'��(��.(���E���;������������
��
� LS �1����� dicamba �+��+�� 1 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 0.4  �&��&����
1��&
� �����
�����1���
&��
'�
��(�)*�� �+��+�� 3 �-��.�(/�
. -���*����-0�����1�� 5.7 <�F�'����������	
���6�
��-���.�-0��F�F���� 3 ��-���. +�
�
������
�	��<�����C�E�	; 6 �������������	
�� 3 ��� ����
�(��.����5���&��*���+��� 77 ��)*���
� �'��(��.+�����/������1�����'��-0��(��.E	;��	
��
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)-�)
E���
. (5x105  
1��&��&�&
�)

       <��   14 ��;�)��
1����     �6B�C��& 28±0.5 oC
MS + 3% sucrose + 3.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BA + pH 5.7

3 �����     ������	
��

MS free (MS + 3% sucrose + pH 5.7 + 0.75% Agar)
3 �����

MS + 3% sucrose + 3.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BA + pH 5.7
                  �-0��F�F���� 3 ��-���.

�(��.(���E���;�+����������6 3 ���

)����� 5 +�
�
������
�	���(��.(���E���;�+��������E�;�<��)-�)
E���
.

1 ��-���.
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<*�����6������^
       <��   14 ��;�)��
1����      �6B�C��& 28±0.5 oC

LS + 3% sucrose + 1.0 mg/l dicamba +0.4 mg/l BA + pH 5.7
�-0��F�F���� 3 ��-���.

�(��.(���E���;����6 3 ���

)����� 6 +�
�
������
�	���(��.(���E���;�+���6������^�E�;�<��)-�)
E���
.

   1 �	
���
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1.1.6 
��������,��,��!����
�%!����/

)-�)
E���
.�6������^�	;����'��-0��(��.E	;��	
�� )��<��
)-�)
E���
.����(��.(���E���;��6������^�	;����'���+�� 1.1.5 �&�*�����(��.������F���
����(�.�(������ �+��+�� 1 �-��.�(/�
. �1������(������)�)�(��F���.-10 �+��+�� 1 �-��.�(/�
.   
���(�)��(�.���.-10 �+��+�� 2 �-��.�(/�
. <�F�-*)
��������-23 �+��+�� 0.5 �-��.�(/�
. �F���
��<���&��� �+��+�� 0.65 )����. -����F���*����-0�����1��+������F�������(�.�-0� 5.7
�&�*����+���*���	;*�����/���� 50 ���
1����	 ���*��;���+�1�<���-���'���<��)-�)
E���
.
<�F-���*������<�1�+��)-�)
E���
.�-0� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� �1���'��-0��(��.
E	;��	
��

1.2 ����4�������#�'
����!�&

-      ����*�	�	;����
�	��j�
6��������� <�Fj�
6��������+�������
           ��
�  MS, VW <�F  LS (����F��	��+����
������<�����
����
           C�*5���)
-      �
'�
��(�)*�� ���)*� 7�6*)
� �6���7
���� ����)��  <�F Agar
-      ���*��*6�������&^�
&�)
 NAA,  BA, 2,4-D, dicamba,  TDZ <�F
        KN
- ����(�.�	;���<��)-�)
E���
. *�� �(������)�)�(��F���.-10       
���(�)��(�.���.-10 (Yakult Honsha Co. Ltd.) �(������ (������
�
Trichoderma  viride ; Sigma) �(������)�)�(��F���.��� (Yakult
Honsha Co. Ltd.)  <�F�-*)
��������- 23

-      <���&���  <�F(��.�&���
   -      ���j���� 70 <�F 95 �-��.�(/�
.
   -      ����*�	��7�7��. 2 (N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES)
   -      ����*�	
������*����	�	�&
 *�� fluorescein diacetate (FDA)

2. ���
���
����!�&

- �*��;��<���-�F������� -r�-
 7����. ��F���
�� +��-���
             -�&��
� �	�����. ����E�F��	
��<���+��� 6 <�F 14 �(�
&��
�
- �6-��B.�����������	
��-�F������� -��*	� �����	� <�F���	�
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             51�
��  ��F����'��F E���7r�.�  <�F
��������	
��
- �6-��B.�����<��)-�)
E���
. -�F�������������E�������	�
)���*��;���+�1�<���-�� 5�������&��*��� +��� 77 ��)*���
�
�&��&E��.  E������.-r�-
 �������'�������� �����(�
�&7r��.+���
15 �&��&�&
� �*��;���(�
�&7r��. ����.��6�<�F��F��-r�����. s	��
�()
�&�
��. ������6������.�&�����.�
/� <�F7��������(��. E����
�6�������C�E

- �6-��B.������
�	�������-�F������� �*��;����;� 2 <�F 4    

'�<��1� �*��;������F���*����-0����-�1�� ��)*��-�-
 
����
��)*���7 ������;�t1����
� 
����/� 
����<��� <�F��t1����
� 
��<�1<+/�
�6B�C��& -30 �����(��(	��

  -      �*��;���+�1���	
��
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��	�
��67
8�

1. ��	�
�� �
,��,��!����

1.1 
��67
8�9!:�&�'��!"4����:#�:#':�&��'$-���;�
<�'�' !"4�����

                    �����:�&,��,��!����
�
��
!#��$�#�%!��&
�'��(�

�����������	
�����������������������������6 4 ��-���. )�������*�1�	; 2
<�F 3  ��������� ���������������C�E-������
� �'����������������������������;�u��
�'���� 1 ���� �61�<�1������F�������(�.�(������)�)�(��F���.-10 �+��+�� 1 <�F 2 �-��.�(/�
.
<
1�F*����+��+������1���������(�.���(�)��(�.���.-10 �+��+�� 1 <�F 2 �-��.�(/�
. �1�����
MES �+��+�� 3 �&��&)����. (�;��F�����<���&��� �+��+�� 0.45 )����. -���*����-0�����1���-0�
5.7 -�&��
� 10 �&��&�&
� ����������F��������&��&E��.+����1�� 0.22 ��)*���
� (�;�51�����
��;�t1����
�<��� �&�*�����&
��1����������E�F��	
��+��� 15x60 �&��&��
� E������E���7r�.�      
�&�*�������*��;���+�1�<���-���	;*����/���� 50 ���
1����	 �	;�6B�C��& 26±4 �����(��(	��
�-0��F�F���� 5 ��;�)�� ����'��-��������5�������&��*���t1����
�+����1�� 77 ��)*���
� (�;�
���������E���
&�+�������51������.���� 4 �(�
&��
� 51���-�������-vw�+��� 15 �&��&�&
�
�'��--vw��	;*�����/���� 800 ���
1����	 ��� 3 ���	 �����/�����(�. <�F����
F���
)-�)
E���
.��������F������� (����F���<���&��� �+��+�� 0.45 )����. �
&�j�
6���������
<�Fj�
6����������
� MS -���*����-0�����1�� 5.7) -�&��
� 10 �&��&�&
� 2 *��
� �����
����
E������.-r�-
����-x�����+����� <������������F���(�)*�� �+��+�� 21 �-��.�(/�
. -�&��
� 5
�&��&�&
� �E�;�<��)-�)
E���
.���
F����(��.�'��--vw��	;*�����/���� 1000 ���
1����	 ���
5 ���	 ���E������.-r�-
�����/�)-�)
E���
.���
�������F��1������F�������<�F(�)*��
<���������������F������� 2 *��
� 
�������'����)-�)
E���
. )������(��.(���E���;�+��
)-�)
E���
.��s	���()
�&�
��.����(��.C���
�������6������. <�F
������*����	�	�&
)��
�������F�������)-�)
E���
. 100 ��)*��&
� ���� FDA �+��+�� 0.1  �-��.�(/�
. -�&��
���1����
100 ��)*��&
� ����-x�����+�����������.��6��&
����-�F��B 10-15 ���	 -r�������F��-r�����.��
��������<��C���
�������6������.�F��7��������(��.�	;�1��*������*��;� 300-400 ��)���
�

�������'����)-�)
E���
.�	;�����<���	�+	��-������
1��'����)-�)
E���
.��
���� *'���B
�-0��-��.�(/�
.*����	�	�&
+��)-�)
E���
. �-�	����	�������<
1�F*����+��+��+������(�.�	;
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����� )�����<5���������<�� Completely ramdomized design (CRD) <�F�-�	����	��*1�
�{�	;�)���&j	 Duncan|s mutiple range test  (DMRT)

1.1.1    ���'����)-�)
E���
.
1��&��&�&
� )���������F���)-�)
E���
.
�����*��;��
������ (hemacytometer) �&
���� 2-3 ���	 ����'�������'����)-�)
E���
.C���
�
������6������. <����'���*'���B�-0��'����)-�)
E���
.
1��&��&�&
�<�F�'����)-�)
E���
.

1������
'������� ����	


�'����)-�)
E���
./�&��&�&
�  = µ x 104

µ  =  �'����)-�)
E���
.�	;��������s	���()
�&�
��.

   1.1.2 ���-��.�(/�
.*����	�	�&
+��)-�)
E���
.  )���������F���
)-�)
E���
.5���������F��� FDA ����
���1���	;��1�����&
���� 15 ���	 ���
������
�'����)-�)
E���
.�	;�����<���	�+	��-������ C���
�������6������.�F��7��������(/�
.
<����'���*'���B�-0��-��.�(/�
.����	


�-��.�(/�
.*����	�	�&
+��)-�)
E���
. = �'����)-�)
E���
.�	;�����<�� x 100
        �'����)-�)
E���
.��
����

1.2 
��67
8�9!:�& %!;&��='�;�'����;�
<�'�' !"4����������:�&

                     ,��,������

�����������	
����&
��1����&;�
�������<��)-�)
E���
.��� 3 <��1�
*�� �� ��� <�F)-�)
*��.� ����	
*��

��  :  ��������6 4 ��-���. )�������*�1�	; 2 <�F 3 ��������������
�C�E-������
� �61�<�1���	;��;�u���'���� 1 ���� ������F�������(�.�(������)�)�(��F���.-
10 �+��+�� 2 �-��.�(/�
. �1��������(�)��(�.���.-10 �+��+�� 1 �-��.�(/�
. <�F MES �+��+�� 3 �&�
�&)����. �F�����<���&��� �+��+�� 0.45 )����. -���*����-0�����1��+������(�.�-0� 5.7
-�&��
� 10 �&��&�&
� �&�*�����-0��F�F���� 5 ��;�)�� ���*��;���+�1�<���-���	;*�����/���� 50

���
1����	 �	;�6B�C��& 26±4  �����(��(	��
���  :  ���������
�������������C�E-������
��	;��������������	
����

�������
� MS �	;-���������*��*6�������&^�
&�)
���6 4 ��-���. �61�<�1����	;��;�u���'���� 1
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���� <�1������F�������(�.�(������)�)�(��F���.-10 �+��+�� 2 �-��.�(/�
. �1�����
���(�)��(�.���.-10 �+��+�� 1 �-��.�(/�
. <�F MES �+��+�� 3 �&��&)����. �F�����<���&���
�+��+�� 0.45  )����. -���*����-0�����1��+������(�.�-0� 5.7 -�&��
� 10 �&��&�&
� �&�*����

�-0��F�F���� 5 ��;�)�� ���*��;���+�1�<���-���	;*�����/���� 50 ���
1����	 �	;�6B�C��& 26±4
�����(��(	��

)-�)
*��.� : ����&
��1��)-�)
*��.��������E�F��	
���&
��1��-���
������������
� MS �
&� 2,4-D �+��+�� 1 �&��&����
1��&
�  �1����� TDZ �+��+�� 2 �&��&����
1�

�&
� �����	
�����	;�	<�� 14 ��;�)��
1���� *����+��<�� 1,900-2,000 ���(. �	;�6B�C��& 26±4 ����
�(���(	�� ������	
���6�������-0��F�F���� 3 ����� ����'�)-�)
*��.��	;�	���6 4 ��-���. �61�<�1�&
�
�1��)-�)
*��.��	;��;�u��<������	+�����/��'���� 1 ���� <�1������F�������(�.�(������)�
)�(��F���.-10 �+��+�� 2 �-��.�(/�
. �1��������(�)��(�.���.-10 �+��+�� 1 �-��.�(/�
. <�F MES
�+��+�� 3 �&��&)����. �F�����<���&��� �+��+�� 0.45 )����. -���*����-0�����1��+������(�.
�-0� 5.7 -�&��
� 10 �&��&�&
� �&�*�����-0��F�F���� 5 ��;�)�� ���*��;���+�1�<���-���	;*�����/�
��� 50 ���
1����	 �	;�6B�C��& 26±4 �����(��(	��

���;��&�*����*��
�������	;�'���� �'����<��)-�)E���
.�����&j	���
��+���	; 1 
�������'����<�F*����	�	�&
+��)-�)
E���
.�	;<������� ��� <�F)-�)
*��.�
�-�	����	�������<
1�F�&
��1���	;�'����<��)-�)
E���
. )�����<5���������<�� CRD <�F
�-�	�� ��	��*1��{�	;�)���&j	 DMRT

1.3 
��67
8�9!:�&�������;�
<�'�'  !"4����������:�&,��,��!����

�����������	
�����������������������������6 1, 2, 3, 4 <�F 5 ��-���.
)�������*�1�	; 2 <�F 3 ���������������C�E-������
� �61�<�1���	;��;�u���'���� 1 ���� ��
����F�������(�.�(������)�)�(��F���. -10 �+��+�� 2 �-��.�(/�
. �1��������(�)��(�.���.-10
�+��+�� 1 �-��.�(/�
. <�F MES �+��+�� 3 �&��&)����. �F�����<���&��� �+��+�� 0.45 )����.
-���*����-0�����1��+������(�.�-0� 5.7 -�&��
� 10 �&��&�&
� �&�*�����-0��F�F���� 5 ��;�)��

���*��;���+�1�<���-���	;*�����/���� 50 ���
1����	 �	;�6B�C��& 26±4 �����(��(	�� �'��-<��
)-�)
E���
.�����&j	�����+���	; 1 
�������'����<�F*����	�	�&
+��)-�)
E���
. �-�	��
��	���&
��1������<
1�F��-���.�	;�'����<��)-�)
E���
. )�����<5���������<�� CRD
<�F�-�	����	��*1��{�	;�)���&j	 DMRT
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1.4 
��67
8�9!:�&��!�
����'4(����;�
<�'�' !"4����������:�&

              ,��,��!����

�����������	
����F�F����������&�*���� 4, 5 <�F 6 ��;�)�� �����
������������������������6 4 ��-���. )�������*�1�	; 2 <�F 3 ���������������C�E-������
�
�61�<�1���	;��;�u���'���� 1 ���� ������F�������(�.�(������)�)�(��F���.-10 �+��+�� 2
�-��.�(/�
. �1��������(�)��(�.���.-10 �+��+�� 1 �-��.�(/�
. <�F MES �+��+�� 3 �&��&)����.
�F�����<���&��� �+��+�� 0.45 )����. -���*����-0�����1��+������(�.�-0� 5.7 -�&��
� 10
�&��&�&
� �&�*�����-0��F�F���� 5 ��;�)�� ���*��;���+�1�<���-���	;*�����/���� 50 ���
1����	
�	;�6B�C��& 26±4 �����(��(	�� �'��-<��)-�)
E���
.�����&j	�����+���	; 1 
�������'����
<�F*����	�	�&
+��)-�)
E���
. �-�	����	�������<
1�F��������&�*�����	;��������<��
)-�)
E���
. )�����<5���������<�� CRD <�F�-�	����	��*1��{�	;�)���&j	 DMRT

1.5        
��67
8�9!:�&�"���4�����>'
��-�;�&�;�
<�'�'  !"4����������

                    :�&,��,��!����

�����������	
����&
��1����������������������������6 4 ��-���. )�����
��*�1�	; 2 <�F 3 ���������������C�E-������
� �61�<�1���	;��;�u���'���� 1 ���� �����
�F�������(�.�(������)�)�(��F���.-10 �+��+�� 2 �-��.�(/�
. �1��������(�)��(�.���.-10 �+��
+�� 1 �-��.�(/�
. <�F MES �+��+�� 3 �&��&)����. �F�����<���&��� �+��+�� 0.45 )����. -���
*����-0����-�1���-0� 5.5, 5.6, 5.7, 5.8 <�F 5.9 -�&��
� 10 �&��&�&
� �&�*�����-0��F�F���� 5

��;�)�� ���*��;���+�1�<���-���	;*�����/���� 50 ���
1����	 �	;�6B�C��& 26±4 �����(��(	��
�'��-<��)-�)
E���
.�����&j	�����+���	; 1 
�������'����<�F*����	�	�&
+��)-�)
E���
.
�-�	����	�������<
1�F�F���*����-0����-�1��+������F�������(�. �	;��������<��
)-�)
E���
. )�����<5���������<�� CRD <�F�-�	����	��*1��{�	;�)���&j	 DMRT

1.6      
��67
8�9!:�&���,���4���;�
<�'�' !"4����������:�&,��,��!����

              �����������	
����&
��1����������������������������6 4 ��-���. )�����
��*�1�	; 2 <�F 3 ���������������C�E-������
� �61�<�1���	;��;�u���'���� 1 ���� �����
�F�������(�.�(������)�)�(��F���.-10 �+��+�� 2 �-��.�(/�
. �1��������(�)��(�.���.-10 �+��
+�� 1 �-��.�(/�
. <�F MES �+��+�� 3 �&��&)����. -���*���������)�
&�+������F�������(�.
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)�����<���&��� (��.�&��� �+��+�� 0.45 )����. <�F(��.�&����1�����<���&��� �+��+����&�
�F 0.225 )����. -���*����-0�����1��+������F�������(�.�-0� 5.5 -�&��
� 10 �&��&�&
� �&�*�
����-0��F�F���� 5 ��;�)�� ���*��;���+�1�<���-���	;*�����/���� 50 ���
1����	 �	;�6B�C��&

26±4 �����(��(	�� �'��-<��)-�)
E���
.�����&j	�����+���	; 1 
�������'����<�F*����	
�	�&
+��)-�)
E���
. �-�	����	�����)�
&*���	;��������<��)-�)
E���
. )�����<5����
�����<�� CRD <�F�-�	����	��*1��{�	;�)���&j	 DMRT

2. ��	�
�����"�!�=�&,��,��!����

2.1 
��67
8�9!:�&4���%'� ';'�'
�����"�!�=�&,��,��!�����;�
��

                      �;&�-!!� !"��@'�
��:�&,��,��!����

�����������	
�E�F��	
��)-�)
E���
.�	;<����������������	;�	���6 4
��-���. -���*������<�1��	;����������	
���-0� 5 �F��� *��  5x104, 1 x105, 5 x105, 1 x106 <�F     
5 x106 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� <����E�F��	
���������������
� MS �
&��
'�
��(�)*�� �+��+��
3 �-��.�(/�
. <���&��� �+��+�� 0.45 )����. <�F���*��*6�������&^�
&�)
 NAA �+��+�� 3
�&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1 �&��&����
1��&
� -r�����E���7r�.� �����	
�����	;��� �6B�C��&

28±0.5 �����(��(	�� 
���������<�1��(��.��������E�F��	
���-0����� 2 ��-���. ������
�-��.�(/�
.���<�1��(��.<�F���<
���1� �-�	����	�������<
1�F*������<�1��	;�'�����E�F
��	
�� )�����<5���������<�� CRD <�F�-�	����	��*1��{�	;�)���&j	 DMRT

2.2 
��67
8�9!:�&���4��4��
���
��/����,��;�
�� �;&�-!!�

                      !"��@'�
��:�&,��,��!����

�����������	
�E�F��	
��)-�)
E���
.�	;<����������������	;�	���6 4
��-���. -���*������<�1���&;�
���-0� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� ��	
���������������
�
MS �
&��
'�
��(�)*�� �+��+�� 3 �-��.�(/�
. <���&��� �+��+�� 0.45 )����. <�F���*��*6����
���&^�
&�)
 NAA �+��+�� 1, 2, 3, 4 <�F 5 �&��&����
1��&
�  <
1�F*����+��+������1����� BA �+��
+�� 1 �&��&����
1��&
� -r�����E���7r�.� �����	
�����	;��� �6B�C��& 28±0.5 �����(��(	�� 
���
������<�1��(��.��������E�F��	
���-0����� 1 <�F 2 ��-���. �������-��.�(/�
.���<�1��(��. <�F
���<
���1��-�	����	�������<
1�F*����+��+��+�����*��*6�������&^�
&�)
 <�F�'����
�����5�+�����*��*6�������&^�
&�)
 BA, KN <�F TDZ *����+��+����&��F 1 �&��&����
1�
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�&
� �6���&�����1����� NAA *����+��+�� 3 �&��&����
1��&
� �������������
� MS �
&��
'�
��
(�)*�� 3 �-��.�(/�
. -����F���*����-0�����1�� 5.7 -r�����E���7r�.� �����	
�����	;��� �6B�C��&

28±0.5 �����(��(	�� �����������E�F��	
���-0��F�F���� 1 <�F 2 ��-���. 
������E�������
�����<�1��(��. )���'����������<�1��(��.���1�� 2-50 �(��. �-0�            ��)*�)*)��	 <�F
�'����������<�1��(��.�	;�����1� 50 �(��. �-0���)*�)*)��	 )�����<5���������<�� CRD
<�F�-�	����	��*1��{�	;�)���&j	 DMRT

2.3 
��67
8�9!:�&�'��:�&'=<���!�;�
�� �;&�-!!� !"��@'�
��:�&

                    ,��,��!����

�����������	
�E�F��	
��)-�)
E���
.�	;<����������������	;�	���6 4
��-���. -���*������<�1���&;�
���-0� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� ��	
���������������
�
MS �
&��
'�
��(�)*��  ���)*� <�F7�6*)
� *����+��+�� 3 �-��.�(/�
. <�F���)*��1�����
7�6*)
� *����+��+����&��F 1.5 �-��.�(/�
. <���&�������(��.�&��� �+��+�� 0.45 )����. �
&�
���*��*6�������&^�
&�)
 NAA �+��+�� 3 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1 �&��&����
1��&
�

-r�����E���7r�.� �����	
�����	;��� �6B�C��& 28±0.5 �����(��(	�� 
���������<�1��(��.����
����E�F��	
���-0����� 1 <�F 2 ��-���. �������-��.�(/�
.���<�1��(��.<�F���<
���1� �-�	��
��	�������<
1��&�+���
'�
�� )�����<5���������<�� CRD <�F�-�	����	��*1��{�	;�)���&j	
DMRT

2.4 
��67
8�9!:�&�(����%���;�
�� �;&�-!!� !"��@'�
��:�&

                    ,��,��!����

�����������	
�E�F��	
��)-�)
E���
.�	;<����������������	;�	���6 4
��-���. -���*������<�1���&;�
���-0� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� ��	
���������������
�
MS, VW <�F VW �	;�
&�j�
6��������+����
� MS �	;��*����+��+��+����*.-�F�����*��;�
���;� (VW+1/2MS) �
&��
'�
��(�)*��  *����+��+�� 3 �-��.�(/�
. <���&��� �+��+�� 0.45      )�
���. <�F���*��*6�������&^�
&�)
 NAA �+��+�� 3 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1 �&��&����


1��&
� ��
��	;�
&�<�F��1�
&��
'��FE���� -r�����E���7r�.� �����	
�����	;��� �6B�C��& 28±0.5 ����
�(��(	�� 
���������<�1��(��.��������E�F��	
���-0����� 1 <�F 2 ��-���. �������-��.�(/�
.
���<�1��(��.<�F���<
���1� �-�	����	�������<
1��
��������
��	;�
&�<�F��1�
&��
'��FE����
)�����<5���������<�� CRD <�F�-�	����	��*1��{�	;�)���&j	 DMRT
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2.5 
��67
8���	�
���!�=�&�;�
�� �;&�-!!� !"��@'�
��:�&,��,��!����

             �����������	
<�1��&j	�����	
���-0� 5 �&j	��� ����	
*��
�.  ����E�F��	
������������� (culturing in liquid media ) 
+.  ����E�F��	
���������<+/� (culturing in solid media)
*.  ����E�F��	
�����������;�<+/���;����� (culturing in semisolid media )
�.  ����E�F��	
��<���	������&�*. (bead or disc culture) 
�.  ����E�F��	
��<����*�&*7������. (feeder layer technique)


.    
�����"�!�=�&�'��%���%!�  )��<��)-�)
E���
.�������������
�	;�	���6 4 ��-���. -���*������<�1���&;�
���-0� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� ��	
���������
������
� MS �
&��
'�
��(�)*��  �+��+�� 3 �-��.�(/�
. <���&��� �+��+�� 0.45 )����.  <�F���
*��*6�������&^�
&�)
 NAA �+��+�� 3 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1 �&��&����
1��&
� (C�E
�	; 7�) -r�����E���7r�.�

:.    
�����"�!�=�&�'��%�� :A& )��<��)-�)
E���
.��������������	;
�	���6 4 ��-���. -���*������<�1���&;�
���-0� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� ��	
���������
��
� MS �
&��
'�
��(�)*��  �+��+�� 3 �-��.�(/�
. <���&��� �+��+�� 0.45 )����.  <�F���*��*6�
������&^�
&�)
 NAA �+��+�� 3 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1 �&��&����
1��&
� �
&��6��
����)�� �+��+�� 0.65 �-��.�(/�
. (C�E�	; 7+)  -r�����E���7r�.�

4.   
�����"�!�=�&�'��%��
7�& :A&
7�&�%!�  )��<��)-�)
E���
.���
�����������	;�	���6 4 ��-���. -���*������<�1���&;�
���-0� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
�
��	
�����������
� MS �
&��
'�
��(�)*��  �+��+�� 3 �-��.�(/�
. <���&��� �+��+�� 0.45 )����.
<�F���*��*6�������&^�
&�)
 NAA �+��+�� 3 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1 �&��&����
1�
�&
� �
&��6���7
���� �+��+�� 0.17 �-��.�(/�
. (C�E�	; 7*) -r�����E���7r�.�

  &.   
�����"�!�=�& �����%������4� )��<��)-�)
E���
.�������������
�	;�	���6 4 ��-���. -���*������<�1���&;�
���-0� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� ��	
���������
��
� MS �
&��
'�
��(�)*��  �+��+�� 3 �-��.�(/�
. <���&��� �+��+�� 0.45 )����.  <�F���*��*6�
������&^�
&�)
 NAA �+��+�� 3 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1 �&��&����
1��&
� �
&��6��
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����)�� �+��+�� 0.65 �-��.�(/�
. <�F�7
���� �+��+�� 0.17 �-��.�(/�
. �����	
�������� �F 10
��/� <�������
&�<�F��1�
&������������
� MS free (�������
� MS �
&��
'�
��(�)*�� �+��+�� 3
�-��.�(/�
. -���*����-0�����1�� 5.7) (C�E�	; 7�) -�&��
� 2 �&��&�&
� -r�����E���7r�.�

  
. 
�����"�!�=�& ����4'�4BC������ )��<��)-�)
E���
.�����
���������	;�	���6 4 ��-���. -���*������<�1���&;�
���-0� 5x105 )-�)
E���
.
1��&��&�&
� ���
��	
����)-�)
E���
.<�F�(��.(���E���;�+�������<�F�6������^�-�	����	����� �����	
����
�������
� MS �
&��
'�
��(�)*�� �+��+�� 3 �-��.�(/�
. <���&��� �+��+�� 0.45 )����. <�F���
*��*6�������&^�
&�)
 NAA �+��+�� 3 �&��&����
1��&
� <�F BA �+��+�� 1 �&��&����
1��&
� �
&�
�6������)�� �+��+�� 0.65 �-��.�(/�
. <�F�7
���� �+��+�� 0.17 �-��.�(/�
. (C�E�	; 7�) -r�����
E���7r�.�

                

�. ����E�F��	
�������������      +/*. ����E�F��	
���������<+/�<�F��;�<+/���;�����

            
�. ����E�F��	
��<���	������	�*.                   �. ����E�F��	
��<����*�&*7������.

)����� 7 ��*�&*����E�F��	
��)-�)
E���
.�����&j	���<��
1���

Liquid medium

Nures cells

Millipore membrane

Protoplasts
Solidified

alginate/protoplasts

Liquid medium

Protoplasts Solid/semi-solid

medium
Protoplasts
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<
1�F�&j	�E�F��	
�����	;��� �6B�C��& 28±0.5 �����(��(	��  
���5����<�1��(��.�������
�E�F��	
���-0����� 1 <�F 2 ��-���. �������-��.�(/�
.���<�1��(��.<�F���<
���1� �-�	����	��
�����<
1�F�&j	����E�F��	
�� )�����<5���������<�� CRD <�F�-�	����	��*1��{�	;�)���&j	
DMRT


