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Abstract 
 Germplasm conservation in medium and long term (in liquid nitrogen) of 

vetiver grass was carried out using various starting plant materials in combination with 
conserved methods. The results showed that conservation of embryogenic callus, 
suspension cells including somatic embryos induced from young leaf could not 
regenerate new shoots. So, shoot apices from multiple shoot (induced in vitro ) were 
used as initial explant for conservation. In medium term, conserved shoot apices on 

Murashige and Skoog (MS) medium supplemented with 0.5 mg/l ∝-naphthaleneacetic 
acid (NAA), 1 mg/l benzyladenine (BA) and 0.1 M mannitol resulted in the highest 
survival rate and regeneration of new shoots at 85% after culture for 6 months without 
subculture. It is suspected that after conservation shoot apices in this medium for 1 year 
survival rate or regeneration of new shoots will be more than 50%. In case of long term 
conservation in liquid nitrogen (LN), vitrification of the shoot apice in PVS2 for 75-120 
min gave survival rate at 80-100%. However, recovery rate or regeneration frequency of 
a new shoot was very low at 1-4%. The other methods of apex preparation or combine 
methods gave survival rate at higher than 50%. Unfortunately, recovery of new shoot 
was not obtained. Conserved shoots, both in medium and long term, proliferated in 
proliferation medium were uniform and high fidelity after analysis by isozyme and 
random amplified polymorphic (RAPD) markers. 
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�
����  ��"�7�������)����)� 50% -"/���#
� �
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5����� ��� ���/��&������/�����)������ >��0��&)�
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)������� ����-"�&5���������#�������5���2�� �>��?��& ��)� �4"�� (Takagi 

et al., 1997), -"���!
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et al., 1997), �'�'���) (Hirai and Sakai, 1999), J�	 (Martinez et 

al., 1999), �
���(�� Doritaenopsis (Tsukazaki et al., 2000), �����> 

(Pennycooke and Towill, 2000), ����	KL
 (Paul et al., 2000), ��� 

(Vandenbussche et al., 2000), 	��
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��"/�-��$!��2���3� � ���-�� ��� ������-�'�
�/� ��"/���"#��2���3� (�.'�5� ���� 4� ��)��
���-�B���
'�.� ���������2���3�, 2536; Leupin et al., 2000 

Prasertsongskun, 2003; ) �
'&��4
�5����&�� ����-�'�
�/� ��/��)����#���#������-> 
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��) �
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�
�

� ) �)�����
���������
!
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)��������������7�-	
�
��"/��	+�(	(
���  �
'����)��� (�)����� ���������5�
��'�������0���������������&��0��&������-�'�
�/� �2���3������ ��)������ compact 

callus 09# 7������� ��	�'����� ��"/���"#��&��2�)����
 (organogenic tissue) 

����)���	�'����� ���&����/4��������� ����� (
�������� ��� M���1
�
	�
5�	�'���#+�/2�
	��(��
����.���6����/
��4)�7 ����� ���
� �
)���	+��������5�����������&�����

�� �
'0��
�-���#� ����5����4
��#(
�&����� �����/ (�0�������������� ��"� embryonic tissue) ��
�����������"/�-��$!������
�)����4

���)� compact callus  

�����	�	����� -��$!�������'��)� ��������������"/�-��$!���/���&���
�9/�(
� ����)�
�����������
&'�#5� (1-5%) 
� ��/��-"#�������#��&�)�-��$!����-"���#������������)��/�(�)�����
�	
�#���	
 &5��	+�&'��� �����	�'����4
09# �����*�5�(
��
�
�
���.'�� ��.?�� ��)���	�)� 
�� �� �� �
'���
�� ���	+���� (Uma et al., 2003) ���"#� ������ ������� ((��0
(0��) (��	�  ���'�� �
'�.', 2538: � �
 �0)�
�� �
'�.', 2546) �
'
���"#� ������ ���
�!
 (
�������) �"� random amplified polymorphic DNA 

��"� RAPD (Te-chato, 2000; Te-chato, et al., 2000; Shasany et 

al., 2002; Grzebelus et al., 2002) �����*�����������&��������	�	���
�� -��$!������#��&&'���
�9/�(
� 
 


I&� ��H	�L��'(
�� 	�� 
 



I&���� 
���$/���q�1
�&.3��I!� 3 
�7��
�) ���18���������	����
����
�	�
�8�)1
�&.3 �(���)�)�

$/���q����
��(�
)�����#)
���-�-!!
� 2
�
1��
���!�
1��������M#2����-
)�����#)�(������� 
(���,'� 1) 
18�)�(������$.��$�)
����
�	���"�#��
��
$!� �)�����'� 
�"%��(��!�  )%I)�$/��
�q���
1��
!'� ���)�$�������
��(��������� )%�����)�$���I�� 
1��������M )%�(����
���#% ���
1��
!'� ���)�$��
$!���!
�	M� batch culture (���,'� 2 �) $�8)
!'� ���"�#)�'
�)-
�)�3) ������  (���,'� 2 I) ����
��
����������!�  )%�����
18�)
����
�	���"�#��
��
$!�
%�� �������������� ��)"� 
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�MH� ! 1 Somatic embryo �� ������ ,'��
��(�"%�������
1��
!'� �
2!!32
�
1��
��I)�$/���q� 
 

 
                                                        	 

 
                                                     * 

�MH� ! 2  )%I)�$/���q�,'�
1��������M��)�$��
$!���� batch culture (�) �!���"�#)�'�)-

�)�3) ������  (I) 

 


I&�I����"  
1. ���
-�','����
1��
!'� �
�8�)
 8�) ����)�%�� ���
-�','�
�7�)�-3����)�I)�����)�$�� 

MS 
2. ���
-�','����
��' ���������18� (���)�)� �!�  )%) ��)����
����
�	���

"�#��
��
$!� ����)�%�� ���
-�','������
��0�1I)���(�0� ��
2!!3 �!��
�	����%
�))�#�
��-I)�
2!!3"���$�
��%-���
�' $� )
�
�8�)���������
����
�	���"�#��
��
$!� 
��� ��(���!
2�#-�� "�!
2)�)! 
),&�!'�"�!-)! "%
�,&�!2
!u)�"2%3 

3.  ���
-�','���������)�-����'�'���I)�
2!!30� $!
����
���
�'� ���"�#��
��
$!� 
��������	��'���� fluorescein diacetate (FDA) 
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4.  ���-��-.����
���/
���#� ����)�%��  ∝-naphthaleneacetic acid (NAA) �!� 
6-benzyladenine (BA) 
 



I&�����!���	�
 
���
-�8�)��������%����� %
��'�-8) I�%
1��
!'� �I��%�$/� u!��-3I��% 125 �! ���


1��
!'� �
���4������ 3�!�� 9 2�. $!)%,%!)�I��% 25x150 ��  
 
��H	�L� 

 ).���M3����
%  �� 
!'� � ����)�%�� ���-'� %����'%�!����'%4���
% 
 ��� �� 
!'� �
�8�)
 8�) 
 5
�"�#��
��
$!�I��%����. 40 !��� 
 cryotube I��%-����. 2.5-5 �! 

 

�� 	��#O	�� 

 

1. 	���	���
	��%��(�(�
'�H��	'�� 
 
1.1 	���	���
	��� !��L�$M"�+!)� 
�(�#2����-
)�����#) �!�
)�����#)
���-
2!!32
�
1��
�� �!)%���!�  )% ��
1��
!'� ���

)�$��,'�����������-��-.����
���/
���#� $�8)
��� NAA 0.1 ��/! �����
� BA 0.5 ��/! 
����
���(�"�
����
�	�,'�).M$0��� 14-16o2  
�7�
�!� 12 
%8)� #% �����!�
%8)�$!
����
���

�(���))���
1��
!'� �,'��0�1���� ().M$0��� 26±4o2 �$���� 1,500 !
�23 14 �
��#��) ��))'�
�7�

�!� 4 �
�%�$3�����!��� �
�!����
����
�	�,(� 4 2�(�  2�(�!� 25 �������� (��$����2�(�
����)�%��  5 I�% 
1��
!'� �I�%!� 5 ��������) ����4!-��������5�����������-!!
� ���
�)� $�8)�������� )%��������!��� �
�!���
����
�	� 

 
1.2 	���	���
	��%�������+�"I���('�	��������+���+ 
�(�#2����-
)�����#) �!�
)�����#)
���-
2!!32
�
1��
�� �!)%���!�  )% ��
1��
!'� ���

)�$��,'�����������-��-.����
���/
���#� $�8)
��� NAA 0.1 ��/! �����
� BA 0.5 ��/! 
)�$��,
���)�����
��������!)���
���/
���#� 2 ���%-8) ��%�)�2�2�- (ABA) $�8)1�#-!���,
��#2! (PBZ) -���
I��I������ � �
� �(�$�
� ABA ���-���
I��I�������� 0.1-1.0 ��/! �(�$�
� 
PBZ ���-���
I��I�������� 0.025-0.1 ��/! �����!�-���
I��I��I)� ABA �!� PBZ ,(� 4 2�(� � 
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!� 25 �������� (��$����2�(�����)�%��  5 I�% 
1��
!'� �I�%!� 5 ��������) $!
����
1��
!'� �

�7�
�!� 6 
%8)� ����4!-��������5�����������-!!
� ����)� $�8)�������� )%���#% 
��� �� "�
!'� ���)�$���$������
%�����������������!)���
���/
���#�,
���)�
�7�
�!� 4 
�
�%�$3 

 
2. 	���	���
	��%��(�(��
 (%�R��+������'
) 

 
2.1 Vitrification  
�(�#2����-
)�����#) �!�
)�����#)
���-
2!!32
�
1��
� �!)%���!�  )% �������

���!�!�  PVS2 2�������)�%��  glycerol 30%  ethylene glycol 15%  dimethylsulfoxide 
(DMSO) 15%  �!� sucrose 0.4 M ������� 1.5 �! 2�������.) ����$!)% cryotube ������� 2 
�! ���,���"��,'�).M$0���$�)� 
�7�
�!� 0, 1, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 �!� 120 ��,' �!���(�
$!)% cryotube ������.������
���
!� �(�"������5
�"�#��
��
$!�I��% 40 !��� ��� 1 �� 
(I
���)���%������,'� 3)
�8�)-��
�!��(��� thawing #% �(����������������)���-��-.�).M$0��� 

,'�).M$0��� 40° 2. ��� 2 ��,' �!�������)�-����'�'���%�� ���!�!�  FDA �(���� 20  )% 
����,'�
$!8)�����)����
��% )%#% ���
1��
!'� �!���)�$���
��(�����)� (���� MS 
(Murashige and Skoog) ����������-��-.����
���/
���#� $�8)
��� NAA 0.1 ��/! �����
� 
BA 0.5 ��/!) $!
����
1��
!'� �
�7�
�!� 4 �
�%�$3 ����4����,%!)���� CRD ���!�
�!� 
,(� 4 2�(�  � !� 20 ���� 

 

   
�MH� ! 3 ���
��' ���������$/���q������!�!�  PVS2 �!��.�����!���"�#��
��
$!� 
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2.2 Encapsulation 
�(�#2����-
)�����#) 
)�����#)
���-
2!!32
�
1��
�� �!��!�  )%����!) �����4�� 

Na-alginate -���
I��I�� 1, 2, 3 �!� 4% (w/v) �����
� glycerol -���
I��I�� 2 M �!� 
sucrose -���
I��I�� 0.4 M ��)����
���(��y
��,'�4������z��
�8�)�!�� %�%��4���
����4���
�
��$���� CaCl2 -���
I��I�� 0.1 M �����
� glycerol -���
I��I�� 2 M �!���(���!2�#-�� -���

I��I�� 0.4 M ,���"�������M 30 ��,' �(�"����"�#��
��
$!���� 1 ��. 
�8�)-��
�!��(��� 
thawing �!�������)�-����'�'����!����
��% )%#% ��&'���
%' ��
� 2.1 ����4����,%!)�
��� CRD ���!�-���
I��I��I)� Na-alginate ,(� 4 2�(� � !� 20 bead 

 
 
2.3 Dehydration  
�(�#2����-
)�����#) 
)�����#)
���-
2!!32
�
1��
�� �!��!�  )%�� dehydrate ����� 

laminar flow $�8)�����#5%�%-����8�� ,'� 10 ��%
�
�!� -8) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 �!� 10 ��. 
��)����
���(����!�,�',
���3 "������"�#��
��
$!���� 1 ��. 
�8�)-��
�!��(��� thawing 
�!�������)�-����'�'��� �!����
��% )%�����&'�����I�) 2.1 ����4����,%!)���� CRD 
���!���&'�!��� �
�!� ,(� 4 2�(�  � !� 20 ���� 
  

2.4 Combintion 
#% 
��' �
,' ���������&'�����
���$���� ���
��' ���������%�� ��&'��� encapsulation, 

dehydration �!� vitrification ,'�
$�����������,%!)�I�����������	� %
��
��$��� ���
,%!)�����)�%��  dehydration  �����
� encapsulation  vitrification �����
� encapsulation 
dehydration �����
� vitrification �!� dehydration �����
� vitrification �!� encapsulation  
$!
����
��' ���������%�� ��&'���
��' ������
�I)����!���&'�!�� �(�"������"�#��
��
$!���� 
1 ��. 
�8�)-��
�!��(��� thawing  �!�������)�-����'�'��� �!����
��% )%�����&'�����I�) 
2.1 ,(����,%!)���� CRD ���!�$��� ���,%!)�,(� 4 2�(� � !� 20 ���� 

 
3. 	��#O	���
�"�H�H�
�����
���	��"�'
�	���	���
	�� 

 
3.1 	��+�
�I��&�
�����!���"��� 
��"  

����
�) ������)�)�$�8)��)�)�������$/���q�,'�1
6��$!
����
����
�	��$��'��(�$�
�

������ 0.1-0.5 ��. �(����%�����!�!� ��
%2�������)�%��  ������� 5 
,��I)���(�$�
���18� 
��#����
 ����!�
)' % �!������(�I)�
$!�,'�"%�
,���$!)%
)u
1�%)�3u�{|�
$�'� �%�� "�#-�
2�
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���uy��3,'� 12,000 �)�/��,' ��� 15 ��,' ,'�).M$0��� 4°C %�%���!�!� ���������$!)%
)u

1�%)�3u,'���)�% �!��� �
)��"2�3%�� 
-�8�)�)�
!��#��#u��2������
�� ����
��!��
�7�
�!#1
!')�-��!�"�%3���"����)
�8�)� 0� ��������"uut�-�,'� 100 #�!�3 
�7�
�!� 90 ��,'   �����)�

)��"2�3�������)!u�
)�
�)
��  (α-esterase;EST)   �)��'��,'��8% ��
-�8�)�
I ��,'�-���
��� 
80 �)�/��,'  ��
$���5�"2#������
%
�� "��
�!'� ���!� �!�����!���%�� ��(��!
�� 2-3 -�
�� 
�
�,��4!,(����
��' �
,' �-����������I)�"2#����� 

 
3.2 	��+�
�I���&�����!���"���"�'	�' 
�(�$�
���������)�%�� 
-�8�)�$�� #�
!�.!���
,-��- RAPD (random amplify 

polymorphic DNA) 
������������
%%'
)��
)%�� 
,-��- mini-prep �����&'���,'��� ���#%  
Te-chato (2000) 2����'��&'���#% ��.�-8)
����
�) �����������$/���q� (��)�)�/���)�)�) $!
����

����
�	� 20 �� ���$!)%
)u
1�%)�3u �(�"���
%%'
)��
)%�� ���!�!� �
u
u)�3 TE (Tris-
EDTA) �(��
%����
�8)��,'�
�7�#1!'�2--�"�%3))�%�� �)�#�
�' �)�2'
�, �{|������)�� �����
,'�
�7�%'
)��
)))����!�������)�%�� ")#�#��1��)! ����
���{|����)�%'
)��
) !��� �!�
���
�
�	�"�������!�!� �

u)�3 TE ��I
���)���)����
�7����
1��������M%'
)��
)����.��%�� 
������� � PCR (polymerase chain reaction) �(�$�
�"1�
�)�3,'����-8) 10-mer primer I)� 
Operon Technology (Inc. Alameda, California) �����&'���I)� Te-chato (2000) ���
1���

�����M%'
)��
),(� 26 �)�%
��'�-8) 3 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 41°C, 1 min at 72°

C ���%��  22 cycles, each of 30 sec at 94°C, 1 min at 41°C, 2 min at 72°C �!���%��  

1 cycle of 10 min at 72°C � �4!!
1,3%'
)��
),'�
1��������M"%�%�� 
,-��-)�
!-#��u)��2��#% 
���
�!)���#��
I��I�� 2% �����!�!� �
u
u)�3 TBE (0.5X Tris-Boric-EDTA)  �)��'
�!%�� 

),&�
%' �#��"�%3 
 

 
Y'	��#O	�� 

 

1. 	���	���
	��%��(�(�
'�H��	'�� 

 

 ��������	��'� 1���� 
)�����#)
���-�-!!
� 
2!!32
�
1��
� �!)%�����)�)�,'��
��(�
������
1��
!'� � )%)�)�,'�
����
�	�#% �����!)���
���/
���#�������)�$��,'�!%
)�-3����)�I)�)�$��,'����
1��
!'� �"�������5,'�����!)���
���/
���#�  �������
!'� �,'�
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).M$0�����(� $�8)����$������!)���
���/
���#�
�7���������5��!)���
���/
���#�"%�0� ��

�!� 12 
%8)� (1��) #% )
�������)%�'����!����1
6���$� )%�$��%
��'�-8) 
 

 1.1 ���	�5%���6��'(�. �����
()� 
 �
� �����������#�!.�7��� 14-16 � >��0
�0����	+��'�'��
��)�  % ����������
�����
����)� ������)�  6-40% �
���
���������������#����9/��������������
�����


  (���� ��# 
1) ������������	
����
��#�!.�7���
� �
)����� ����	+���
� 4 �
"�� ����������
�������
"�
�-��  6% �
'�����������*�����-�B���	+�������) 80% (��	��# 4) 
� ��/��������������
�/� 
�!� 3 �
"�� 
 


�����'( 1 4
�� �������!.�7��� 14-16 � >��0
�0����	+���
��)� % �)��������
������
'
������� ��
���)�
� ����(	�
�/� ����������)���� MS ��#	��>&�����
� �
)��
���� NAA 0.5 ��

�����/
��� �
' BA 1 ��

�����/
��� 

��
��������!.�7����#5� 
(�
"��) 

����������
����� (%) ������������ ��
���  

(%�� �������
�����) 

0 100 100 

1 33.33 92.3 

2 40.00 91.6 

3 26.67 85.5 

4 6.67 83.3 

 

 

����'( 4 ����&��2���)�� ��
�2���3���#�����������#�!.�7��� 14 � >��0
�0����	+�
��
� 1 �
"�� �
� &������(	�
�/� ���7�-�!.�7���	�������������� MS 

���� NAA ������� 0.5 ��

�����/
��� �
' BA ������� 1��

�����/
��� 
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1.2 	���	���
	��%�������+�"I���('�	��������+���+ 

 &������-�'�
�/� 	
����
�2���3������������ MS ���� NAA ������� 0.1 

��

������)�
��� BA 0.5 ��

������)�
��� �)��
����/5���
�������
 �
'���-���
������
�0
 (PBZ) ������������)� % �-�'�
�/� �	+���
� 6 �
"��-��)� �����������������
� ���
�����������������
 85% �� ��)� PBZ 09# ����������
����� 30% (���� ��# 2)  

 


�����'( 2 4
�� ����'
�����&��2�������)��������
������
'������� ��
����2���3�
��"#�����������	+���
� 6 �
"�� �
������(	�
�/� ����������)���� MS ��#	��>&��
���
� �
)������ NAA 0.5 ��

�����/
��� �
' BA 1 ��

�����/
��� 

����'
�����&��2������ ����������� ����������� (%) &5������
�@
�#� 

�!
����!� 0 100 >50 

    

Mannitol (M) 0.1 85 6.5 

 0.3 15 3.5 

    

PBZ (��/
) 1 30 2.5 

 3 0 0 

 

 

�����'( 3 4
�� ����'
�����&��2�������)��������
������
'������� ��
����2���3���"#�

����������	+���
��)� % �
������(	�
�/� ����������)���� MS ��#	��>&�����

� �
)������ NAA 0.5 ��

�����/
��� �
' BA 1 ��

�����/
��� 

����'
�����&��2������  �����������(%) �
� ����������	+���
�   

 1 2 3 4 �
"�� 

�!
����!� 100 100 100 100 

     

Mannitol (M)     

       0.1 95 95 85 85 

       0.3 55 55 20 15 

     

PBZ (��/
)     

       1.0 55 55 15 30 
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       3.0 20 20 0 0 
 

 ��)� (������������������� ����'
�����&��2��������#�� �9/� �
'�'�'��
��������
�������#����9/��) 4
��������������


 �
��@-�'����������� PBZ ����������� 3 

��

�����/
�����#����������	+���
���/ ��) 3 �
"���9/�(	(�)�����*��#&'����������
������� 
	
����
(
� (���� ��# 3 ��	��# 5) 

 
 
 

 

������ 5 �����������	
��� (%) ������
�������������������������
 ��!������"#���$��% ��������
��
 ���&'����� 1, 2, 3 ��, 4  ����� 

 

	
��	�
��	�
���
��	���
�
�������
��

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

70.00

80.00

90.00

100.00

1 week 2 week 3 week 4 week

���
��
��
��
��

	
�
��

MS+NAA0.1 mg/l +BA 0.5 mg/l +PBZ 1 mg/l 
MS+NAA0.1 mg/l +BA 0.5 mg/l +PBZ 3 mg/l 
MS+NAA 0.1 mg/l +BA 0.5 mg/l +Manitol 0.1 M
MS+NAA 0.1 mg/l +BA 0.5 mg/l +Manitol 0.3 M

1 2 3 4 
%8)� 
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2. ���	�5%���6�������� 
 
�7����
����
�	����0�1
 �� ��� �%��"�#��
��
$!�,'�).M$0��� �196 )���
2!
2' � 
2������0�1%
��!���
�7����$ .%�������I)�
2!!3) ��������M3 ����,'��(�-
/��������
���%�� 
��&'�'�-8)���
��%4!����(��I����I
���)�������!���"�#��
��
$!� 4!��%
��!���,(�-���
�' $� 
�
�
2!!318�$!
��������(���
1��
!'� ��$�� ,(��$�)
����)%�'���I)�18�$!
�
����
�	�!%!� ���

��' �
2!!3��)����
����
�	��
�����'-����(�-
/ 
18�)��
������M��(�/-����8��0� ��
2!!3�$�
) ������%
�,'�
$�����,'���"����)�$�
��%4!����(��I�� ��&'���,
��"�,'�%(�
�������' 3 ��&'-8) 
vitrification dehydration �!� encapsulation ��&'���%
��!���)�����
%'� �� 
1' �!(�1
� $�8)���
�����
� ���������
,-��-���
��' ����)�)� �!�  )%$/���q�������
1��
!'� �%�� ��&'���
����� �$�4!%
��'�-8) 
 
 2.1 Vitrification 

��������	��'��(����)�)� �!�  )% (2-3 ��) ,'�
1��
!'� ���)�$��
$!��������
���!�!�  PVS2 2�������)�%��  glycerol 30%  ethylene glycol 15%  DMSO 15%  �!� 
sucrose 0.4 M ������� 1.5 �!.,'�).M$0���$�)� 
�7�
�!����� � (0-120 ��,') $!
�����
������
��������18�
�7� 2 �!.�� �!.��,'� 1 �(�"�,%�)�)
�������)%�'��� �!��������� )%��� )'��!.��
$�����(�"������$!)% cryotube $!)%!� 20 ����,'��'���!�!�  PVS2 ������� 1 �!. �.�������

"�#��
��
$!�,
�,' 
�7�
�!� 1 ��. �!���(���!�!� ,
�,'� ,'�).M$0��� 40±1 )���
2!
2' � 
�7�

�!� 2 ��,' 
,���!�!�  PVS2 ))� ����
���(��������)�-����'�'����!��������� )%���

���
%' ��
���&'���I������ �(�$�
��������� )%����
�����#2����-
)�����#) �!��!�  )%�(���� 
20 ����/$��� ���,%!)� ��
1��
!'� ���)�$������ MS 
��� NAA 0.1 ��/! �����
� BA 0.5 ��/
! 
�7�
�!� 2 �
�%�$3 ���������	�1���� ��� vitrification 
�7�
�!��
�� (0-1 ��,') ���4!�$�

2!!3
�' $� �!��� $!
����,'�
�����"�#��
��
$!� �� �
�!�,'����I����$�)
����)%�'������I��� 
�� �,'�
$����������,(� vitrification -8) 75-120 ��,' �$�)
����)%�'���I)�
2!!3$!
����
���
�
�	� 80-100% (�����,'� 4) ) ���"������
�8�)�(�"��
��(� )%�����)�$������)�$��I������ 
1���� �����5����� )%���"%� 1-4% (���,'� 6) 
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+����� ! 4 4!I)��� �
�!��������������!�!�  vitrification ��))
����)%�'����!���� 
regrowth I)����������!�  )%��)��!�$!
���������"�#��
��
$!� 

�� �
�!� (��,') )
����)%�'��� (%)* ���1
6��
�7� )%�$�� (regrowth) (%)** 

 - LN + LN - LN + LN 

0 100 0 100 0 
1 100 0 100 0 
15 40 45.45 90 0 
30 70 66.67 70 0 
45 80 55.56 70 0 
60 70 70 30 0 
75 80 90 30 1.05 
90 100 80 30 3.20 
105 100 90 10 3.02 
120 100 100 10 4.25 

* �����)�-����'�'����(���� 15 ����/$��� ���,%!)� 
** 
1��
!'� ���)�$������ MS 
��� NAA 0.1 ��/! �!� BA 0.5 ��/! 
�7�
�!� 4 �
�%�$3 
 

    	     * 
�MH� ! 6 ���
��' �#2����-
)�����#)/ )%)�)�%�� ��&' vitrification �!���(�"������)���������

 )%��� (�) $�8)�(�"�
����
�	���"�#��
��
$!�
�7�
�!� 1 �
��#����)��!���
��(����
����� )%�����)�$������ MS 
��� NAA 0.1 ��!!���
���)!����!� BA 0.5 ��!!���
�
��)!��� (I) 

 



 20

 ���%
%��!���&' vitrification 
 ��������	��'��(��!�  )% (2-3 ��) ,'�
1��
!'� ���)�$��
$!��� preculture ��

)�$������ ½ MS 
���2�#-�� 0.3 M 
�7�
�!� 16 ��. ��)�����������!�!�  LS (glycerol 2 
M �����
� sucrose 0.4 M) $ %�����!�!�  CaCl2.2H2O ,'�����)�%�� ���!�!�  LS 
�7�
�� �
�!����� � -8) 0, 10, 20, 30 �!� 40 ��,' �!����������!�!�  PVS2 ,'�).M$0���$�)� 
�7�

�!� 75 ��,' �!������(� )%�����$!)% cryo vial $!)%!� 20 ����,'��'���!�!�  PVS2 ������� 

1 �!. �.�������"�#��
��
$!� 
�7�
�!� 1 ��. �!���(���!�!� ,
�,'� ,'�).M$0��� 40±1 )���

2!
2' � 
�7�
�!� 2 ��,' 
,���!�!�  PVS2 ))��!��
���)�$��
$!����� MS ,'�
��� sucrose 
1.2 M 
�7�
�!� 20 ��,' ����(��� �)�-����'�'���%�� ���!�!�  FDA �(���� 20  )% ����,'�

$!8)
1��
!'� ���)�$���I������
1��������M )% �(���� 20  )% �
�,���������� )%��� 
$!
����
1��
!'� �
�7�
�!� 4 �
�%�$3 1���� ��&'���%
��!���"�������5,'�����
���.� $�8)
1���
�����,&�0�1���
����
�	���"�#��
��
$!��$����������&'���
%��,'�"��"%�%
%��!����) ����% 
)
����)%�'���I)���������,'����
�7�
�!� 10 ��,' �'
1' � 7.5% (�����,'� 5) �������� )%�����"��
�����4!�(�
��� 
 
+����� ! 5 4!I)����
��' �����������)���� vitrification �����!�!�  LS 
�7�
�!����� � ��)

)
������)%�'��� �!��������� )%��� 


�!�����.����� (��,') )
����)%�'��� (%) �������� )%��� (%) 

0 5 0 
10 7.5 0 
20 2.5 0 
30 0 0 
 
 2.2 Dehydration 

�
%�!�  )%$/���q��!�� dehydrate #% ������4���!�"������� �� 
!'� ����0�1�!)%

�8�),'��'-���
���!���)
��� 80-90 u.���)����,' 
�7�
�!������ �����)���(�$�
�I)���������,'�
!%!� �(��!�  )%,'�4��������
�-����8����%
������ �����$!)% cryotube $!)%!� 20 ���� 

�.��!���"�#��
��
$!�
�7�
�!� 1 �
��#�� �!���(���!�!� ,
�,'� ,'�).M$0��� 40±1 )���
2!
2' � 

�7�
�!� 2 ��,' ����(��� �)�-����'�'���%�� ���!�!�  FDA �(���� 15  )% ����,'�
$!8)

1��
!'� ���)�$���I������
1��������M )% �(���� 15  )% �
�,���������� )%��� $!
����

1��
!'� �
�7�
�!� 4 �
�%�$3 �!�)
����)%�'���I)���������$!
���������"�#��
��
$!�  
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��&'��� dehydration �
����� 30 ��,'
�7����"� ���4!�$�)
�������)%�'���I)�
2!!3��
�������� )%,'�
����
�	��')
����)%�'��� 100% 
,���
� (�����,'� 6) "��������������� )%���
$!
�������
����
�	� 

 
+����� ! 6 4!I)��� �
�!������ dehydrate ��)��(�$�
�,'�!%!�I)����������!�  )% �!�

)
����)%�'���I)���������$!
���������"�#��
��
$!� 

�� �
�!� (��) �.�.,'�!%!� (��) )
����)%�'��� (%) �������� )%��� (%)* 

0.5 20 100 0 
1 60 100 0 
2 50 100 0 
3 50 100 0 
4 50 100 0 
5 70 100 0 

*
1��
!'� ���)�$������ MS 
��� NAA 0.1 ��/! �!� BA 0.5 ��/! 
�7�
�!� 4 �
�%�$3 
 
 2.3 Encasulation 
 ������$.�����������!�  )%%�� �.��)
!��
�� 3  '�$�) -8) Sigma, Fluka �!� Wako ���
!����%�' 4 ��%
�-���
I��I�� -8) 1, 2, 3 �!� 4% 1���� ,.����%�!�-���
I��I�� �$�)
����)%
�'��� $!
���� �)�%�� ���!�!�  FDA 100% ) ���"������ 
�8�)
��' �
,' �-������!�-���
�I�� 1���� Wako �'-������!��I�����,'��.% �)�!���-8) Sigma �!� Fluka ���!(�%
� �!�

���
%' ��
���-��� ����� I)��������
�� 1���� Wako �!� Sigma "%�
��% bead ,'��!��� 
������� Fluka (���,'� 7) 
�8�)�(� bead "�
1��
!'� ���)�$������ MS 
��� NAA 0.1 ��/! 
�����
� BA 0.5 ��/! 
�7�
�!� 4 �
�%�$3 1���� �.��)
!��
��-���
I��I�� 3 �!� 4 % �$�)
������
����� )%������,'��.% 80 % (�����,'� 7) ) ���"�������(���� )%,'��'���1
6��$�8)��� 8% ��

�7� )%������(� ��IM�,'�)
!��
��I)����	
, Sigma $�8) Fluka -���
I��I�� 2 % �$��(���� )%
,'� 8% ������
�!'�  ����.% 0.8 �!� 0.75  )%���!(�%
� (���,'� 8) ���
!8)�����.�� Fluka �� 
encapsulate  )%$/���q�
18�)���
����
�	���"�#��
��
$!� $!
����$.��%�� �.��)
!��
����� 
Fluka 3-4% �!�
����
�	���"�#��
��
�7�
�!� 1 �
��#��1�������������!�  )%�')
����)%�'���
���5�� 80% (�����,'� 8) 
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�����,'� 7 4!I)����%�!�-���
I��I���.����))
����)%�'����!���� 8% ��I)� )%�����������

�!�  )%$/���q�       

)
����)%�'��� (%) -���
I��I�� (%) 

Sigma Wako Fluka 

1 60 (0.5) 40 (0.25) 50 (0.6) 
2 50 (0.8) 40 (0.00) 40 (0.75) 
3 70 (0.57) 30 (0.33) 40 (0.5) 
4 60 (0.5) 80 (0.13) 30 (0.33) 

�
�
!I����
!��
�7� )%,'� 8% �� 0.5-2 2.�. 
�!'� �����������,'�
����1
6��
�7��� )%$�8) )% 
 
 
 
 

  	    *    � 
�MH� ! 7 ��� encapsulate �!� )%%�� �.���)!�'
�,
I��I�� 2% ������	
,����� 
 �. Sigma   I. Wako -. Fluka 
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 	    *    � 
 
�MH� ! 8 ���,%�)�����)�I)��!�  )%,'�4������$.��%�� �.�����%����� 
I��I�� 2% ��$!)%

,%!)���)�$���.��,'�����������-��-.����
���/
���#� 
 �. Sigma/Fluka I �!� - Wako 
 
 
�����,'� 8 4!I)�-���
I��I���.��)
!��
����))
����)%�'����!��������� )%���I)���������

�!�  )% 

-���
I��I��)
!��
�� (%)* )
����)%�'��� (%)* 

1 20 
2 60 
3 80 
4 80 

"��$.�� 0 

* )
!��
�� (Fluka) 
 
 �!�
�8�)
1��
!'� � (�(���� 15 ����/$��� ���,%!)�) ��)�$������ MS 
��� NAA 0.1 
��/! �����
� BA 0.5 ��/! 
�7�
�!� 2 �
�%�$3 1���� ���������'�'2'%�!�"�������5,'���
1���
�����M"%���,.�-���
I��I��I)��.�� Fluka 
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 2.4 Combination 

2.4.1 Encapsulation-Vitrification  
 ��������	��'��(��!�  )% (2-3 ��) ,'�
1��
!'� ���)�$��
$!��� preculture ��

)�$������ ½ MS 
���2�#-�� 0.3 M 
�7�
�!� 16 ��. ��)�
��' �
,' ��
����"�� preculture 
�!���(���$.��%�� �.��)
!��
�� (Fluka 3%) ,'�����)�%�� ���!�!�  LS (glycerol 2 M �����
� 
sucrose 0.4 M) $ %�����!�!�  CaCl2.2H2O ,'�����)�%�� ���!�!�  LS 
�7�
�!� 30 
��,' �!��,�'�%�� ���!�!�  LS #% �����
-�8�)�
I ��,'�-���
����)� 100 �)���)��,' 
�7�

�!� 1 ��. �!����������!�!�  PVS2 ,'�).M$0���$�)� 
�7�
�!� 30 ��,' �!������(� bead �����
$!)% cryo vial $!)%!� 20 bead ,'��'���!�!�  PVS2 ������� 4 �!. �.�������"�#��
��
$!� 


�7�
�!� 1 ��. �!�� warming ,'�).M$0��� 40±1 )���
2!
2' � 
�7�
�!� 2 ��,' 
,���!�!�  
PVS2 ))��!��
���)�$��
$!����� MS ,'�
��� sucrose 1.2 M 
�7�
�!� 10 ��,' ����(������
)�
�.��))��!� �)�-����'�'���%�� ���!�!�  FDA 1���� )
����)%�'������5�� 95% ��IM�,'����
"��
��' ����I
���)�I��������������"���'�'����)%
!  ) ���"������
�8�)
1��
!'� ���)�$���I��
����
1��������M )%
�7�
�!� 4 �
�%�$3 "��1��������� )%�$��
��%I��� (�����,'� 9) 
 
 
+����� ! 9 4!���
��' ���������$/���q���)����
���%�� ��&' 2 I
���)� Encapsulation-

Vitrification ��))
�������)%�'����!��������� )%�$�� 

Treatment Viability (%) Regrowth (%) 

No preculture 0 0 
Preculture  95 0 

 
 

2.4.2 Encapsulation-dehydration  
 ��������	��'��(��!�  )% (2-3 ��) ,'�
1��
!'� ���)�$��
$!��� preculture ��

)�$������ ½ MS 
���2�#-�� 0.3 M 
�7�
�!� 16 ��. �!���(���$.��%�� �.��)
!��
�� (Fluka 3%) 
,'�����)�%�� ���!�!�  LS (glycerol 2 M �����
� sucrose 0.4 M) $ %�����!�!�  
CaCl2.2H2O ,'�����)�%�� ���!�!�  LS 
�7�
�!� 30 ��,' 2
�%�� ���%�	��)�,'��������

�8�) �!����������
1��
!'� �0� ����� laminar flow 
�7��� �
�!����� � -8) 1, 2, 3, 4 �!� 5 
��. �!������(� bead �����$!)% cryo vial $!)%!� 20  bead �.�������"�#��
��
$!� 
�7�
�!� 
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1 ��. �!�� warming ,'�).M$0��� 40±1 )���
2!
2' � 
�7�
�!� 2 ��,' ����(������
)��.��))�
�!� �)�-����'�'���%�� ���!�!�  FDA 1���� ���4����$�����)�)�/ )%,'�$.��%�� �.���)!��
��
,.�
�!��$�)
����)%�'��� #% 
�1���� �
�!�,'�������� 1 ��,' ���4!�$�)
����)%�'��� 100% 
) ���"������$!
����
1��
!'� �
�7�
�!� 4 �
�%�$3 ��)�$���
��(� )%���"�������5�
��(�
���
���/�$��"%� (�����,'� 10) 
 
+����� ! 10 4!I)����4����$�����)�)�/ )%,'�$.��%�� �.���)!��
��
�7��� �
�!������ ��))
���

�)%�'��� �!����
���/�$����)�$���
��(� )%���$!
����
1��
!'� �
�7�
�!� 4 
�
�%�$3 

Time (min) Viability (%) Regrowth (%) 

1 61.11 0 
2 95 0 
3 100 0 
4 100 0 
5 100 0 

 
 
3. 	��+�
�I���
�"�H�H�
���		�����(�' ����'(	���	���
	��������
���� 
   3.1 ��������)�,���'�
-�' 
 �������(���I)�$/���q���$!)%,%!)�)� . 2 
%8)� �������)�-����������
#% 
,-��-")#2"2�3 2 ����-8) 
)�
�)
���!�
�)�3))�2�
%� 1���� ,
���)����������5 �)�
��%�'"%��
%
�� (���,'� 9� �!� I) #% ����
�)�3))�2�
%��$�������I)�")#2"2�3,'��
%
�� �!��'
�(�����5�I)�"2#�����,'���������
� (�����,'� 11)  

���������	�������
�)�3))�2�
%�")#2"2�3 #% ���	�����(�����5��'�!��(��$���
I)��5��' 1����
)�
,)
���$��5�
)�"2�3���,'��.%,
��$�% 3 �(��$��� (���,'� 9�) 
���
%' ��
��
�
))�2�
%��$��5�
)�"2�3
,���
� 3 �(��$��� (���,'� 9I)  
 



 26

+����� ! 11 4!I)�)
�������I)���������18���) Extraction buffer ��)�(����#2�I)�")#2"2�3,'�
 �)�%�� ����
)�"2�3 2 ���� 

 

����
)�"2�3 
�
%�����
�) ���18� : 
extraction buffer 

�(�����5��' 
(�(��$���) 

�����%�' 

EST 1:5 1 +++ 
PER 1:5 3 +++ 

 
�"����+� : PER : 
�)�3))�2�
%�   EST : 
)�
�)
�� 

+++ : ��%�' �!�� ��5��'"%��
%
�� ++ : ��%�' �!�� ��5��'"%�����!�� 
+ : ��%�' �
%
����)  $�8)
�7�����  - : "����%�'        

 

 
 
 
  
 
          	 
 
 
 
 
 
          * 
 
�MH� ! 9 ������")#2"2�3�����)�)�I)�$/���q� �) 
)�
�)
�� �!� I) 
�)�3))�2�
%� 
            I)���)�)�$/���q���$!)%,%!)� 

1      2      3     4     5     6 1      2      3     4     5      6 
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3.2 ������&����� ������
�!
 
 &��������

�������&�������)� 	
����
 �
'����)����#4)�����������������	+�
�'�'��
���9#  (2 �
"��) �5�(	�-�#�	����. �
'���&�����	����� 
�������
� �
)�� -��)���
��/����
���(-��������#�
��������	�����#���"�������)�
����#(�)4)����'��������������� (��	��# 
10) 
 

     �      � 
 
����'( 10 ��	���
��������� ����2���3���#�����������"/�-��$!����'�'	���
�  (�) �-�#�

	����.
���(-������ OPB08 �
'�'�'�����(�����&���
� (�) �-�#�	����.

���(-������ OPB01 

 
  ��"#� &�������)� ��#�����������/���&��/��-��  2 �
"�� ���.'��/�� �����-�B����$����
��������/��)���-"#��) �������������������(�����&��	+���
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