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七、北方雜合檢測 

取番茄葉片 RNA 20 μg 以含 1%（w/v）agarose （含 formaldehyde）於 MOP 緩衝溶液中以 50 V 電

泳分離 1 hr 後，放入 20X SSC 緩衝液平衡 15 min 2 次，再進行轉漬之後之實驗（如南方雜合步驟），但

雜合條件為 50℃反應隔夜。 

八、供試昆蟲飼養及生物檢定 

自花蓮縣吉安鄉採集斜紋夜蛾（Spodoptera litura）幼蟲，將之飼養於 27℃，光週期為 12 hr 照明，

12 hr 黑暗之生長箱。1-2 齡幼蟲飼養於直徑 9 cm、高 5.5 cm 之塑膠容器中，並餵以人工飼料（Flowering 

bean 150g/L, Yeast powder 60g/L, Wheat germ 55g/L, L-Cysteine 0.6g/L, L-Ascorbic acid 6g/L, Sorbic acid 

1.5g/L, Methyl-p-hydroxbenzoate 1.75g/L, Formalin 24% 3ml/L, Agar 37.5g/L）。3 齡後的幼蟲因具自殘性，

故分開飼養於 30 孔盤中。成蟲則置於直徑 20 cm、高 30 cm 之透明壓克力圓柱筒中，內襯擦手紙巾，並

置糖水供成蟲吸食，約 5 天後採卵供繼代用。本試驗採用繼代後之斜紋夜蛾二齡幼蟲作為供試昆蟲。 

選擇轉殖植株、只轉殖載體的轉殖株（Vector control）及沒有轉殖的植株（Wild type）成熟度相同

的葉片，Vector control 與 Wild type 為對照組，取下前面 3 片小葉，小葉前端插入含水之 2.0 ml 平蓋離

心管中以防失水，再放入透氣透明的塑膠盒子中，每個透明盒子放入 10 隻斜紋夜蛾二齡幼蟲，每一個轉

殖株共 5 盒作為重複，定時計算幼蟲啃食過之葉面積，與取食前之總葉面積相比後，換算為取食率。另

外並於餵食試驗過程中每天記錄幼蟲死亡隻數，將其換算為死亡率。觀察未經農桿菌轉殖之對照組之取

食情形，等到對照組大部分被幼蟲取食完畢時即停止實驗，取出葉片及蟲體攝影及記錄。 

結 果 

番茄子葉經過兩種菌液濃度浸漬 30 min 後，經過共培養及篩選再生後，估算培植體的再生率，以

O.D.600＝0.3-0.4 處理者再生率（20.4 及 34.5%）較高、O.D.600＝0.6-0.8 處理者再生率（13.5 及 28.2%）

較低。轉殖 CryIC 載體再生率較高（28.2 及 34.5%）。經過第五次抗生素篩選後陽性株數目（5-8 株）較

多，轉殖 CryIC 載體再生率較高（28.2 及 34.5%），經過第五次抗生素篩選後其 PCR 檢測陽性株數目（5

及 8 株）較多，轉殖 CryAC 載體再生率較低（13.5 及 20.4%），經過第五次抗生素篩選後則無 PCR 檢測

陽性株（表一）。以再生植株數目代表轉殖效率，番茄基因轉殖時之農桿菌濃度會影響轉殖效率，如表

一之 O.D.600＝0.3-0.4 處理者再生率較高。 

表一、菌液濃度、Cry 基因種類對‘花蓮亞蔬五號’番茄以農桿菌轉殖之影響 

Table 1. Effect of bacterial concentration and Cry gene on the transformation efficiency of tomato cultivar 
‘Hualien AVRDC 5’ . 

Bacterial 
Conc.(O.D.) 

 
Gene 

Regenerated 
Explants (%) 

Bt  positivez 
2nd sel.y (%) 5th sel.y (%) 

0.3-0.4 Cry1AC 20.4±6.4 0/3 (0%) 0/0 (0%) 
0.3-0.4 Cry1IC 34.5±10.3 21/33 (63.6%) 8/25 (32.0%) 
0.6-0.8 Cry1AC 13.5±5.4 0x/2w (0%) 0/0 (0%) 
0.6-0.8 Cry1IC 28.2±8.9 16/28 (57.1%) 5/19 (26.3%) 

z positive reaction according to PCR analysis with Bt gene specific primers. 
y the explants number after the 2nd and 5th kanamycin selection. 
x the shoots number which is Bt positive for PCR analysis. 
w the shoots number for PCR analysis. 




