3.1
(medium concentration) (growth
requlator) (light period)
3.1.1
(1) |
2) |
3 «MI
( 2.6) VB
112 N 25+2 ' 2,000
16 « 4
«
L« 1
30 4
( )
, VB

«

«

3.1.2



Plant part Media
concentration

Leaf piece 112 Nb
VB
Epidermal layer 112 \b
VB
Stem section 112 \b
VB
1. M5 Murashige
112 M I

VB

22

v 1 1 " ifim

Survival ~ Response of explant

tissue(%) to media
0
0 -
13.4 black
0 .
48.0 brown
13.4 blackish brown
Skoog(1962)

macronutrient micronutrient
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2,4-D 0,1,2,3,4 1. I
BA 0,1,2,3 .. 2.7
(% death)
(% callusing) (average callus score)
(growth index, Gl) « 4
= « 100
= « 100
= /
( 2 6,7)
2,4- BA
24-D 1 4 )
BA BA (1
3 1) 24
2«
| |
I I
12 \B 2,4-



LW O - O

»

2

0.00-0.02
M 0.03-0.05
t 0.06-0.25

0.26

24
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| (2,4D

BA)

26



(2,4-D

BA)

27
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2,4-D BA
BA
(friable  callus)
(compact)
3.13
?
112 M 2,4-D BA
3« 8,
9 10
I
24D 1 [, RA2 .
1/2
VS 24-D 1 BA2 .
1
8 3
« 112 MS 2,4-D 1
/ BA2 ./
I
(10 8
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o
>

Fresh weight Q)
o) o
N O

o—o0 2,4-D 1| mg/l BA
o— 2,4-D 2 mg/| BA

2

2
0—o0 2,4-D 3 mg/l BA 2 mg/I
0—0 2,4-D4mg/l BA 2

mg/I
mg/|

mg/I

0.1
0 2 4 8 ) 10
Culture periods (weeks)
» 8 12MS
24-D 12,34 BA
2 2,000
16 25+2°



o
¥S

o

Fresh weight (Q)
(¢ ]

o
N

30

- o—0 2,4-D | mg/l BA
A—A 2,4-D | mg/l BA
o—io 2,4-D 2 mg/l BA
e—eo 2,4-D 3 mg/I BA
o—o 2,4-D 4 mg/I BA

mg/|
mg/I|
mg/l
mg/I|
mg/I

o0 W O O w N

Culture periods (weeks)

9 12MS
24- 1234 BA 3
2,4-D 1 BA 2
Vv 2,000 ! 16
25+2"



16 «



o—o0 Stem section

0.025 . 0.5
e—e Epidermal lagyer
A&—-A Leaf piece =0 O—o0—9
0.4
N\
O
N\’
-
S
‘D 0.3
S
e
(7]
L o.2
LL
0.005 . 0.l

e 1 L 1

0 2 4 6 8 10
Culture periods(weeks)




, 112 Mp 24-D 1 1.
BA2 /. «
3.1.4
NG 112 Vb 24D 1 | . BA 2
4
( 3)
112 B 3
3.1.5

112 Mo 24D 1 . BA2 .

(1) 2,000 16



VB 1/2MS 2,4-D

2,000 16 25+2"

MS*1 mg/]2,4-D * 2 my/IBA  1/2MS+1 mg/12,4-Df 2 mg/IBA

PLant part
Callusing ~ Average Gl Callusing  Average G
% callus score .. callus score
Leaf piece 0 , 10.04 013 087

Epidermal layer  10.02 010 032 2942 065 152
Stem section 23.36 027 051 86.10 173 189



4 # ;
1/2MS
2
25+2" 4
Light
Plant. part
Callusing ~ Average
., callus score
Leaf piece 73.36 1.30
Epidermal layer ~ 80.92 1.81
Stem section 93.40 1.37

6-10

34

2,4-D 1 BA
2,000 ~16¢#
Dark
Gl Callusing  Average G
., callus score
0.02 10.00 0.13 0.20
140 2942 0.65 0.45
1.05 86.10 1.73 1.40



« I
3.1.6 « «
«
112 Nb 2,4-D 1
2,000 16 «
10 10 «
(1)
«
«
«
«
«
|
3.2 «
3.2.1
« g
2w 24D1 .
0 4
3

(elliptrical cell)
(round cell)
(elongated cell) «
12

«(«
« |
/ BA 2
Ht?2°
«
| «
| «
mi
2 [ . BA

«
«
50x40, 80x40
30-50
120x40, 180x40
3 «

KOMI

3

«

«
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24-D 1
2,000

16



0.025 .

L)

0.005 -

0.5

o o
o >

Fre9h weight ( )
o
N

o—o Light
eo—eo Dork

A 'l A

2 4 6
Culture periods (weeks)

10



»

12

O W

(xi00)
(xi00)
(x200)

37



3.2.2 {
« » Vitex
(1
3.2.3 {
60° 12
48 (
98.04

3.3

rotary evaporator

(water content)

40
«
4
I
N = 32-34 (Moore, 1973)
{ &
fin
48 !
50
)
97.06
95.94
1.0

[ 60"



mi 13 auFa ' ' (25x100 ) X4
A:early prophase B:middle prophase C:metaphase
D,E:anaphase F,G:telophase



Plant part

Leaf piece

Stem section

Epidermal layer

No

[N

[N

[N

Wet weight

@

46.80
50.58
5241

52.68
56.89
48.17

49.19
43.70
50.22

Dry weight

<P

2.37
2.18
2.50

0.90
143
2.21

0.73
0.97
1.09

(%)

94.94
95.69
97.21

95.94
98.28
97.49
95.42
97.06
98.52
97.79
97.82

98.04

40

Water content
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HPLC 2.15
6 %%
Soxhlet apparatus 4 )
) Soxhlet
apparatus %% 100
Soxhlet apparatus heating mantle
1-8 ( 1 1)
%% Soxhlet
apparatus 4 6
2.30% 2.50% { 1
3.4 '
3.4.1 «
1 20-
%%
60« 24 0.25
254 Vanillin-H2504
110-120" 10
Rf
( 8 )
3
(3:1), - (4:1)

(65:35) (151, 152  153)



method sample weight crude weight t>eta-ecdysone

42

HPLC

beta-ecdysone

(> P (mglg) Godry wt.)
I 1.00 0.1994 0.8446 0.0845
1.00 0.1902 0.8589 0.0859
X = 0.0851
*%
1.00 0.1988 2.8684 0.2868
1.00 0.2140 2.9426 0.2943
X = 0.2916
3" 1.00 0.2140 22.4800 2.25
1.00 0.1198 28.4501 2.35
X =230
I* W 50 . « 55°
6 « « 6 «
2+* (absolute methanol) 100
« Soxhlet apparatus 4 «
Jrrk %% 100 . « Soxhlet apparatus

4 «



Time
(hr.)

1

apparatus

Sample weight Crude weight beta-ecdysone

(9)

1.00
1.00

1.00
1.00

1.00
1.00

1.00
1.00

1.00
1.00

1.00
1.00

(9)

0.1981
0.1883

0.2006
0.1905

0.1897
0.2063

0.2140
0.1198

0.2140
0.1998

0.2105
0.2004

I
%%

(mglg)

15.7366
14.6043

X =

14.7657
17.5229

X =

19.8632
22.6004

X =

22.4800
23.4501

X =

25.1200
24.9265

X=.

26.2966
24,9404

X

43

HPLC
Soxhlet

beta-ecdysone
(% dry wt)

1.67
1.45

1.61

1.48
1.76

1.62

1.98
2.26

2.12

2.26
2.35

2.30

2.51
2.49

2.60

2.63
2.49

2.61



I I i Nt

AAAMIIIIIIIIINIINNRIRNNNNN

AL

AU TN

UL

O
)

Q C
N -

(. A1pop) BUOSApo3-

Time (hours)

14

Soxhlet apparatus

%%

HPLC



8 « 1
TLC
0.1
1) uv detection 254
2) cone. H SO«
Solvent system Ratio
chloroform methanol 3:1
chloroform:methanol 4:1
chloroform methanol 20:1
chloroform:ethanol 17:3
chloroform:ethanol 65:35
methanol:water 50:50
ethanol:water 50:50
chloroform methanol:water 612:2
chloroform:methanol:water 6:3:1

dichloromethane:methanel: hexane 5:1:1
ethy lacet,ate :ethanol:water 20:80:10

45

4t

254 0.25

Rf of Beta-ecdysone

0.60
0.57
no separation
0.82
0.67
0.90
0.90
0.08
0.79
0.06
0.80



uv

0

B

» 151 TLC

0.25

20E:

2)

Spray with colic

Q purple
Q green
Rf=0.60 1/ yel&;w
% U
Rf=0.33 yellow
0
20 11 M B 20E 11
11: 1 ,20-
1) W detection 254

2 4

/Ayellow purple

0

H

(3:1)

46

254



uv Spray with cone. 112501

purple
9_> yellow purple
ORT Rf:0.3T8 ANN yeIIow0
0 0 Q brown 0
0 Dbrown
0 Q black
n 20E llc< H 20E llo< H
152 TIC
025 . : - (4:1)
M llot: 11 20-
20E:

1) W detection 254
2)
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uv Spray with cone. MStM

Q purple

RE=0.67 yellow yellow

0 0 RE=0.55 0 0 vyellow
I RE=0.50 0 brown 0 PQPIle

m 153 TLC
) o« 254
025 . ; , - (65:35) B:
M G 1 20-
20E: |
1) W detection 254
2) ’



»

reagent

D)

«

acid Vanillin-Sulfuric acid

sensitivity

«

3.4.2

»)

TC TC
02 . ;

« «
( 16) TLC
anisaldehyde-Et01!-H2504

« «

« «

(sensitivity) «

9) W

« 3 «

«

€ « | |
« ? « TLC
20-
1 | | |«
«
€« «
HPLC
»
Zorbax CI8

49
| 254

TC

«

sulfuric

anisaldeliyde-EtOH-H2S04

1

«

«

341

(1)



)

uv

0

0

0

0

I

16 TIC

11 :

0

0.25

11

nllit 20R

»,

B:

20-
1)
2)

« .

nptny with
anisaldéhyde

Q green
Q<0—0 blue

purple
0%y —Q~O~ ———— Qsreen

Oourple
Q brovn
0—OyeUo.IH"4

yo llow purple

O O Qpurp .e
§-110h"" ..

I 0 20E

(3:1)
M
20E:

W detection 254

anisaldehyde

L

50

254
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9 sensitivity »
TLC 60 254
» - (4:1) » VI
sensitivity »
++
Detection Method Amount of sample(micrograms)

1.00 0.75 0.50 0.25 0.10

uv +44 + +H++ ++ ++ 4+
Sulfuric acid spray it 4dus 4 t
Vanillin-Sulfuric acid ~ +4++  ++++ +4 +H +
spray

Anisaldéhyde acid spray — 44+ +++4 bt + n



18
» - (45:55)

«
[IPLC
«

«

«

«

2%(18.5:81.5)
22
HPLC «

«

52

17 - (15:55)
«
«
9% «
HPLC 2.15 |
19 « - (45:55)
«
| «
| -1
«
«
«
1 20
23 «

« « »



%
A 5 B D
- L] (=]
~N
= x
o
o~
Ll A S ‘ T
10 20 min 10
%
—i
—
i
C a D
53]
S x
1 s fam == 0L
10 min 10 min

17 HLC
A - (38:62) B: - (40-60)
C. - (45-55) D - (50-50)
1 llot: 11 20-
20E: - M

53

20 min
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11K

20E

poly B

L 1 |l ]
70 20~ 30 mill.
18 HPLC «
. Zorbax CI8 (4.6  x25 ) «: -
(45:55) 1 . uv_monitor
254 ;U 20-
20E: - M poly B:

E: - P:
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=]
N g |
x ~N o
TS T
I |
10 10 10 8
C D
19 Imm :
Zorbax Ci8 (4.6  x25 )
UV monitor
C. « D:
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. 20E

WL

s
=
v

| ] l_' | ] |
10 min. 10 20 min. 10 20 min
A B C
20 HPLC
! . Zorbax Ci8, «:
D0 (18.5:81.5) 1
 uv monitor 254
A
B:



20E

21 HLC

20E

57

=

T T | l— | ¥
10 20 30 min. 10 20 min
1§ | C
I
. Zorbax CI8,
Db (18.5:81.5) 1

uv monitor 254
B: C.
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l v
10 min. 10  min
A B c
m 22 HLC « « «
« . Zorbax Cl8, « . - (45:55)
1 :uv monitor 254
«
A « «
B: « m

C «



D
Lo

~

-

dJ0z 7't

g2 gPhd

-H3lly

HPLC

23.1

. Zorbax Ci8,

295(45:55)

©uv monitor

254
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iRE

98¢

GRY: 1IN
St 1z

oitpt 2
‘ecetr1tanea@d  LyvlsS

d401¢
€°9C
1762

2E°23

At et

e
i H34H
*80°+1°06°06 1¥HL5

d0l1&
<

Sotrl JHI

40T +°17

2t @bg

et

« «
. Zorbax Cl 1

HPLC

mi 23.2

« .

«
- (14.5:85.5)
* uv monitor

254

&
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—3F. 42

rows T
—oOTT

o
M
+3
N
n
-
1
Al
o
»
L\
p e B M .
™ '3 2! o 'D
g ‘D E: ~ 0 |E
gl [ DS
~N P ]
r~ tito
r-- — ™~
-+
(]
2 ~N
V2 =N
e r- o
N
K_‘ ‘ [

STNP
>
<
e

STP T

mi 233 HPLC
4 ' Zorbax CI8, «

2%(14.5:85.5)
| . UV monitor 254



3.5 ) -, )
o271
« HPLC « Zorbax CI8 «
spectrophotometer SPD-1  uv 254
« « 5 ' «
1 / «
«
(18.5:81.5) 1
«
!
«
«
« « 0.1478
3.6
« 600
19
0 . TC ( «
« o 2
TC
«
HPLC 99

3.7 «

62

0.1332

46  x25 detector:
- (45:55)
Mo
«
(  24)
« 2.15
«
2.13) «
* 8-10
« «
*«
0.58
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ARAMMMIMIIMINIRINNY

©
0

5 >
o -
(m  Aipop) oduosApos-g/

Leaf

Shoot
Plant organ

Bark

Epidermal

IQyer

«

24
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112 Mb 24D 1 . BA
2 4 6 «
early-log  mid-log stationary phase
2, 4, 6 8
HPLC
0.5 ' %%
20 ( 2.15)
HPLC
25-28 3
, HPLC
mid-log
late log
, 0.014
, (10.003
)
0.0025
3
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1'0 zYo minl 1'0 zvo min : | 1,0 z'o min - 10 20 min
2 weeks 4 weeks 6 weeks 8 weeks
25 fl HALC
I 12 24D1 /. BA
2 . 25+2 2,000

16 «
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[5]
(=]
~N
8
e N "
~N o
M
- Ll A . — T — 3 ¥ T ‘; % 1 T
10 20 min 10 20 min 10 20 min 10 20 min
2 weeks 4 weeks 6 weeks 8 weeks
26 » HPLC

m M 24D1 /. BA
2 . 25+2° 2,000
16 «



20E

o I
| N
L l T ) o L T T [ T 4 o l v T T
! 10 20 min 10 20 min ' 10 20 min 10 20 min

2 weeks 4 weeks 6 weeks 8 weeka

» 2 HPLC
12 24D 1 . BA

2 . 25+2°ft 2,000

16
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2,000

BA 2

S

16

25+2°

)
112

)
2,4D



0.025

0.005

Fresh weight ()

O-SL o—o [§ Stem section | - 0.020

Epidermal layer N
Leaf piece & H\+

04 0016
/’, ~
0.3+F ge) ~— o 01
/,A
Y - N
/o ~ .
e /ﬁx \\A___:z: ------------ 40.008
i - 0.004
= —
4 6 8 10

Culture periods (weeks)

/™ -Ecdysone (%dry wt)

6



3.8

«

26

«

69

1 m ‘
] I
Intermediates
] V
«
(29
m M 24D1 /. B — [ .
4 4.8, 14 22
I I
(0.05 )
112 Mp 24-D 1 . BA 2 /.
25+2 I 2,000
16 « V 6-7

0.4 0.005 ) Relative growth 100
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AMMMMINNNNNGN

NN

|

NN

_

NN

0016}
0012}
0.008}

)
)

0.004}

AIp %) mc0m>bom_-h.\

24-D 1

24

20

12 HS

25+2°

18

12
Time (months)

16

BA 2

2,000

29
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Relative growth(%) = wt. of callus in sample x 100
wt. of callus in std. media and condition

( )
4 (0.012 ) Relative “-ecdysone

production 100 %

Relative = wt. of p-ecdysorie in callus sample x 100
[fr-ecdysone(%) wt. of 2-ecdysone in callus at std. media and condition

391

30 4

30
12 M 24D1 . BA2 /.
(.012
) 4 Relative "-ecdysone
100%
Relative growth 100%
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« » |

70
3.9.2
39.1
112
(30, 3L)
2
?
| 6
1
| b
(Tal 1982)
3.9.3
2 4D
1 /., 4D B2 .
10 20
T



3

1 ?) |
394
) x Y
M) ¥
3.9.1 50
100 /.
( 30. 31.)
50 /. ’ ?)
100 /
3.9.5 (DL-mevalonic acid)
intermediate
« | |
\
I
DL-mevalonic acid 50 100 /.
3.9.1 : ( 30. 31. )
DL-mevalonic acid '
100 J

DL-mevalonic acid
50 A
DL-mevalonic acid I

3.9.6



74

« i URt IRR
« | |
«
39.1
( 50:50) 50 100 /.
( 30. 31.)
« 100 /. «
50
| |«
3.9.7 (Gibberellic acid) (GA3)
(GA3)
«
« «
( 30. BERY «
o3 2
« GA3
« @3« 0 /. «
« e 2

3.9.8 2.4 Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)
« 24-D
« 112 \b BA
1 « ( 3001 3101



2.4-D 1)

1 2,4-D

3.9.9 Benzyladenine (BA)

75

2,4-D b8 .
BA
| | 24D
12 M (
B 1
B4
BA 24D



30

»

m
112 \B
1

0
0|

0, 1

30
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0, 50

100

0, 50

100

18



|

0, 2

112 M5

BA 2 /.

10

24-D 2 4

8

19



BA 1

112 b

24-D 1

I

80
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(0O) @6) auosApooe-g aAle|ay

(o) o o o (o} o o (o}
o < N (@) © {7¢] <« N
©
|-
-
c
(<)
&)
N

bl 't d '

o o o (@)
O 8 6 4

) (%) yimolB aAne|aY

Culture period6 (weeks)

31

I BA 2

24-D 1

112 MB

30
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(d) ©@o) suosApoa-¢ anne|ay

g s 8 3 9 8
S g © < 00«

1 160

T

77777 i v o7 v 7 e
N ANNUANRRRRN

0—o Glucose
e —o Fructose

' —r

O O O 0
(%] ©® < N

100 F

(—) (%) Usmoub enlp|dY

30

Culture periods (weeks)

30
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(0) (9p) BuUOSApoa- oanAne|aYy

(o) O o] O o
@© © < o

4
{120
0

LT L7720 2725 L dd i T vl \\\\\\\\ |

é

S R
o O
e <
n M
o O
z 2
X X
¥ ¥
o O
N Y
R imm— e sl e s
o © oO0 (o}
s e, .5 B .8

(—) ©6) ymoub annelay

Culture periods (weeks)

»



Relative growth (%9 (

100 [

80

60

40

20

o0—o C+ Tyrosine 1.0 @/l
e—o C+Tyrosine 20 g/l

1 77\

2 4 6 8
Culture periods (weeks)

1160

1140

1120

1 100

80

1 60
1 40

41 20

84

Relative /1-ecdysone (29 (Gm)



1160

(@) ©6) suosApoassy annelay

o o
— — —

0—o0 K4 C+Cholesterol 50 mg/I
o—e [§ C+Cholesterol 100 mg/I

\us\\\\\\\\\\
I hH s

o o o
o 3 S N

) €6) ymwolb anne|ay

100 :

Culture periods (weeks)

100

50

IV
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(0O) ©6) BuosApoa-l/ oaAne|ay

o o o o} O O
< (3] (o] @© © <

{1160

o—o P C+DL-Mevalonate 50 mg/!I
—o C+DL-Mevalonate 10comg/I

-

A 1 1 ’

[o) (o] (o] fo) ()
o © © < N

(—)0@6) Ymwoib annelay

Culture periods (weeks)

/

2100

50

}



)

Relative growth (%)(

o0—o C+ A-Sitosterol & Stigmasterol 80 mg/l | 160
o—eo C+. -Sitosterol & Stigmasterol 100 mg/|

100 ' {10
80 1120
4 100

60
80
40 1 60
1 40

20
/_.&97 § 12°

100

4
Culture

6
periods (weeks)

Relative A-ecdysone (%9 (O)
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(0) @6) BuOosApoa-g oAne|aYy

o o
3 § § 8 8 8 %
L] 1 1 ) L L 1 L
< o

2E

I

.-

oM

qgq

(O O]

+ +

O 0O

A 1 ak h
(o} o o] (] o
m @© © < N

(—)0@o) Umoib aAlelay

Culture periods (weeks)

10



)

Relative growth (%) (

100

80

60

40 '

20

AN

:

0—o0 Y/ 2-'—-MS+amo/I 2.4-D+2mg/IBA
o—o N sMS+amg/i2,4-D+2mg/IBA
a—a B $MS+8mg/l 2,4-D+2 mg/IBA

-

1160

1140

1120

1100

80

{1 60

{ 40

1 20

o 2 4
Culture periods (weeks)

o | 112 MS
1. BA 2

6

1

24D 2 4

8

89

l4-ecdysone (% )(O)

Relative



Relative growth (29 (

100

80

60

40

20

o—o 4 $MS+1 mg/l 2,4-D+1 mg/IBA
o—o [N ;MS+1 mg/l 2,4-D+4mg/IBA

Culture periods (weeks)

M} 24D L .

BA L' 4 .

1160

1140

1120

1100

1 80

{1 60

{ 40

1 20

Relative /J-ecdysone (20 (O)
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