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การศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อประสิทธิภาพการถ่ายยนีเขา้สู่แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกร

แบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ท่ีมีพลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ซ่ึงมียนี gus เป็นยนีรายงานผล 
โดยศึกษาผลของสารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 100-400 มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการเจริญ 
เติบโตของเช้ืออะโกรแบคทีเรียม และแคลลสัสบู่ด า การทดสอบความเขม้ขน้ของเช้ือ (OD600=1) 
จากการเจือจางเซลลแ์ขวนลอยเช้ือในสัดส่วนต่างๆ ไดแ้ก่ 1:0  1:1  1:10  1:20  1:50 และ 1:100 
ระยะเวลาการปลูกเช้ือท่ี 10  20  30 และ 40 นาที และระยะเวลาเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 1  2  3 และ 4 
วนั พบวา่ สารปฏิชีวนะ cefotaxime ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะ
ส าหรับการก าจดัเช้ืออะโกรแบคทีเรียมภายหลงัจากการถ่ายยนี และวธีิการท่ีเหมาะสมส าหรับการ
ถ่ายยนีเขา้สู่สบู่ด า คือการใชส้ัดส่วนการเจือจางของสารแขวนลอยเช้ือท่ี 1:20 ระยะเวลาปลูกเช้ือ 30 
นาที และเล้ียงร่วมกบัเช้ือนาน 2 วนั โดยใหผ้ลการแสดงออกของยีน gus แบบชัว่คราวสูงท่ีสุด   
และมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบัวธีิการอ่ืนท่ีทดสอบ 

 
การถ่ายยนี EPSPs เขา้สู่แคลลสัสบู่ด าโดยใชอ้ะโกรแบคทีเรียมสายพนัธ์ุ EHA105 ซ่ึงมี 

พลาสมิด pCAM-EPSPs 1304 ท่ีมียนี EPSPs เป็นยนีคดัเลือก โดยน าปัจจยัท่ีเหมาะสมจากการศึกษา
เบ้ืองตน้มาใชส้ าหรับการถ่ายยนี พบวา่ มีแคลลสัท่ีสามารถเจริญเติบโตบนอาหารคดัเลือกท่ีมีสาร
ไกลโฟเสทความเขม้ขน้ 1 มิลลิโมลาร์ จ  านวน 9 โคลน จากนั้นน าแคลลสัท่ีรอดชีวติมาตรวจสอบ
ผลการถ่ายยนีดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ พบแคลลสัท่ีมียนี EPSPs จ านวน 3 โคลน ซ่ึงเม่ือน ามายนืยนัผล
การมีอยูข่องยนี EPSPs ท่ีถูกถ่ายเขา้ไปในแคลลสัดว้ยเทคนิค Southern PCR hybridization พบวา่ 
เป็นยนี EPSPs จริง 
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