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  به برنج اكسيداز كولينژن  استفاده از روش تراريزش توأم براي انتقال
  4سكينه مهراني ،3ياضي ، بهزاد قره2، سيدالياس مرتضوي1*سعيده كي ارسلان

  
  نباتات بيوتكنولوژي و اصلاحارشد  ترتيب كارشناس به - 4و  1

  پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايراندانشيار  ترتيب استاديار و به - 3و  2
 saeideh.keyarsalan@gmail.com :نيكيالكترو پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )10/2/91 :پذيرش تاريخ - 20/5/90 :دريافت تاريخ(

  
  
  
  
  

با قابليت حذف ژن  كولين اكسيدازبه منظور توليد گياه برنج تراريخته با ژن  پژوهشدر اين 
حاوي پپتيد  كولين اكسيداز ژن( pABRII-Chlنشانگر انتخابي، دو پلاسميد بياني موسوم به 

بدون پپتيد راهنما براي تظاهر در ( pABRII-Cytو ) نما براي تظاهر ژن در كلروپلاستراه
 pTRA132 به همراه پلاسميد ،1ساخته شد و سپس با استفاده از روش تراريزش توأم) سيتوپلاست

زايي كه از ناحيه اسكوتلوم بذور  هاي جنين ، به كالوس)hph(حامل ژن مقاومت به هيگرومايسين 
هاي تراريخته  سلول. منتقل شدند بيهاشمي منشا گرفته بودند، به روش ريزپرتا م رسيده رق

حاوي  N6زاي دوره گزينش در محيط كالوس 3شده پس از  هاي بمباران احتمالي از بافت
 80گرم در ليتر به  ميلي 60به صورتي كه غلظت آنتي بيوتيك از . هيگرومايسين ب گزينش شدند

هاي مقاوم به هيگرومايسين، در محيط باززايي  در نهايت كالوس. ش يافتميلي گرم در ليتر افزاي
MS گرم در ليتر به  ميلي 80صورتي كه غلظت آنتي بيوتيك از . حاوي هيگرومايسين باززا شدند

اي  ي احتمالي به روش آناليز زنجيره گياهان برنج تراريخته. ميلي گرم در ليتر كاهش يافت 60
مورد بررسي قرار گرفتند و حضور ژن و بروز آن مورد تأييد  RT-PCRو  پليمراز، آناليز سادرن

فراواني قابل قبول گياهان تراريخته حاصل از روش تراريزش همزمان در اين . قرار گرفت
نشان داد كه روش مورد استفاده يك روش تكرار پذير و نسبتاً كارا براي انتقال پايدار  پژوهش

انتقال ژن . استتراريخته عاري از ژن انتخابگر در مقياس وسيع هاي مفيد و توليد گياهان  ژن
مقاومت به آنتي بيوتيك در ساختار جداگانه امكان جداسازي اين ژن از محصول نهايي را در 

  .ايمني زيستي حائز اهميت است آورد كه از جنبه نتيجه تفرق فراهم مي

  
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

 .دهـد  مـي  تشـكيل  را جهان مردم از نيمي از بيش اصلي غذاي برنج
 از ناشـي  خسـارت  كـاهش  بـرنج،  توليـد  افـزايش  هاي راه از يكي

 خسـارت  ميـان،  ايـن  در .اسـت  زنده غير و زنده محيطي هاي تنش

 در گرما و سرما خشكي، شوري، مانند اي زنده غير هاي تنش ناشي

 .Roozitalab, M( است زنده هاي تنش اثر از بيشتر بسيار برنج گياه

H. 1987 .(از كل هكتار مليون 23 تا 16 بين كه شود مي زده تخمين 

عـلاوه بـر ايـن    . باشـد   مواجـه  شـوري  مشـكل  با كشور هاي زمين
مشكل شوري آب ناشـي   بابسياري از شاليزارها در مناطق جنوبي 

شـمالي كشـور،   از آبياري يا زمين روبرو هستند و حتي در مناطق 
سطح وسيعي از شاليزارها بر اثـر پيشـروي آب دريـا در معـرض     

 مقاوم ارقام توليد بنابراين .)Kovad, V. 1970( شورشدگي هستند

 ي محصولات كشاورزي و ازجمله برنج بسيار براي همه شوري به

  .رسد مي نظر به ضروري و مهم

تجمـع   هاي احتمالي افزايش تحمل شوري در گياهـان  يكي از راه
 تجربـي  شواهد. بتايين است مواد اسموليت سازگار نظير گلايسين

 چند تـنش  قابليت تحمل تواند بتايين مي گلايسين كه دهد مي نشان

. ببخشـد  بهبـود  را گرمـا  و سـرما  خشـكي،  شـوري،  غيرزنده مثـل 
گلايسين بتائين يك تركيب آمونيومي قطبي چهارواحدي است كه 

و مي تواند از طريـق پايدارسـازي   فيزيولوژيك خنثي بوده  pHدر 
ها و ساختمان منظم غشاء در برابـر آثـار    ساختمان چهارم پروتئين

مضر شوري زياد و دماهاي بسـيار زيـاد و بسـيار كـم بـه عنـوان       
سنتز گلايسين بتـائين در گياهـان توسـط    . كننده عمل كند حفاظت

 واسـط  حـد  ماده طريق يك از "كولين"اي  اكسيداسيون دو مرحله

 .Ikuta, et al( گيـرد  مـي  صـورت  "آلدهيـد  بتـائين " ي به نـام سم

تر براي سنتز اين ماده در گياه، اسـتفاده   ساده  اما يك روش). 1977
. باشـد  مـي  "اكسـيداز  كـولين " ژن باكتريايي موسوم بـه  از يك تك

 توليـد  بـه  منجـر  گيـاه،  بـه  )cod A( "كولين اكسـيداز "ژن  انتقال

 حد ماده يا "كولين" بيروني كاربرد به نياز بدون "بتائين گلايسين"

، پـژوهش هـدف ايـن   . شـود  مـي  "آلدهيد بتائين گلايسين" واسط
انتقال ژن كولين اكسيداز به يك رقم بومي برنج، به منظور بررسي 

  .اثر آن بر روي توان تحمل تنش اسمزي بود
  
  

 ها روشومواد

 كولين اكسيدازساخت پلاسميدهاي نوتركيب حاوي ژن 

 و pChl، دو پلاسـميد  ) cod A( كولين اكسيدازظور تهيه ژن به من
pCyt   جداگانه با سه آنـزيمHinDIII ،BamHI  وEcoRI  و ناقـل ،

pTRA132  نيز با دو آنزيمHinDIII  وEcoRI  هضم شد و سپس
؛  Cod A)pChl: kb 1.9+ kb 2.9 قطعـات تشـكيل دهنـده ژن    

pCyt :kb 1.75+ kb 2.9( يـاني  و يك قطعه از ناقل ب)kb 7/2( از ،
سـازي   روي ژل آگارز جداسازي شده و با استفاده از كيت خالص

پـس از انجـام دو واكـنش    . سـازي شـدند   خالص ،Rocheشركت 
بـا اسـتفاده از كيـت الحـاق سـريع،      (اتصال به صـورت جداگانـه   

  هـاي مسـتعد   مخلـوط اتصـال بـه درون بـاكتري    ) Rocheشركت 
E. coli ) نژادDH5α ( ز روش شـوك حرارتـي انتقـال    با اسـتفاده ا

  در پلاســـميدهاي نوتركيـــب حاصـــل موســـوم بـــه. داده شـــد
pABRII-Chl ) داراي پپتيــد راهنمــا در ژنcod A بــراي تجمــع ،

بـدون پپتيـد   ( pABRII-Cyt و) گلايسين بتـائين در كلروپلاسـت  
، cod A، ژن )راهنما، براي تجمـع گلايسـين بتـائين در سـيتوزول    

روس موزائيــك كلــم موجــود در ويــ 35Sتوســط پيشــبر دائمــي 
ــن. شــود هــدايت مــي pTRA132پلاســميد   صــحت ســاخت اي

هاي پلاسميدي نوتركيب با استفاده از آنـاليز هضـم سـاده و     حامل
 XbaIو  EcoRIوBamHI و HinDIIIهـاي   ا با آنزيم.ان.دوگانه دي

بـا آغازگرهـاي   (آر .سي.پي آزمونو  HinDIII- EcoRIو  SacIو 
سـپس وكتورهـاي   . مورد تأييد قرار گرفـت  cod Aاختصاصي ژن 

  . مذكور تعين توالي شدند
 

  زا براي بمباران القا كالوس وگزينش كالوس جنين مواد گياهي،
نمونه  هاشمي برنج به عنوان ريز در اين بررسي از بذور رسيده رقم

زايـي نيـز    بـراي كـالوس  . ويترو استفاده شد -در محيط كشت اين
گرم  ميلي 2به همراه) 1976همكاران،  چو و( N6زاي  كالوس محيط

. كننـده رشـد بكارگرفتـه شـد     دي به عنوان تنظيم -در ليتر تو، فور
عفـوني در ظـروف پتـري حـاوي      گيري و ضد بذور بعد از پوست

كشت شدند و در اتاق رشـد تاريـك    N6زاي  كشت كالوس محيط
هـاي   هفته يا تا زماني كه كالوس 5 -6درجه به مدت  25در دماي 

 Mortazavi(ها توليد شود، قرار داده شدند  زاي فراوان در آن ينجن

etal, 2006 .(     ،به منظور آماده سازي بافـت هـدف بـراي بمبـاران
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 N6كشـت   زا در مركز ظروف پتري حاوي محيط  جنين هاي  كالوس
آوري  متر به صورت كـاملا متـراكم جمـع    سانتي5/1به قطر تقريبي 

  .شدند
  

  تراريزش با تفنگ ژني
هركدام بـه   pABRII-Cytو  pABRII-Chlلاسميدهاي نوتركيب پ

ــميد   ــراه پلاس ــه هم ــه ب ــور جداگان ــل ژن ( pTRA132  ط حام
ــفراز  ــين فسفوترانسـ ــه  ) hph(هيگرومايسـ ــت بـ ــل مقاومـ عامـ

در روش تراريــزش تــوام   1:1بــه نســبت  ) هيگرومايســين ب
ژني مورد اسـتفاده قـرار     زاي برنج با استفاده از تفنگ جنين كالوس

  . رفتگ
در هر بمباران جهت تراريزش همزمان و امكان حذف ژن نشانگر 
انتخابي پس از يك نسل تفرق صفات و توليـد گياهـان تراريختـه    

ميكروگرم از پلاسميد حاوي ژن كولين  10عاري از ژن انتخابگر، 
 10بـــه همـــراه ) pABRII-Cytو يـــا  pABRII-Chl(اكســـيداز 

 ــ ــه هيگرومايســين ميكروگــرم از پلاســميد حــاوي ژن مقاوم ت ب
)pTRA132 (   بر روي ذرات طلا رسوب داده شد و بـا اسـتفاده از

 20دو بار با خـلا معـادل    PDS-1000/Heتفنگ ژني بايوراد مدل 
متري، به سمت  سانتي 9و  6و در فواصل  psi 1100بار و با فشار 

هـا بـراي    بلافاصله پس از بمباران، پتري. بافت هدف پرتاب شدند
 125ة استراحت، به محيط كـاملاً تاريـك و دمـاي    دور كردهطي 

هـاي   سـاعت، كـالوس   24پـس از  . شدند گراد منتقل  درجة سانتي
گـرم در   ميلـي  50حاوي  N6بمباران شده به محيط كشت انتخابي 

هـاي موجـود در ايـن     كـالوس . ليتر هيگرومايسين، منتقـل شـدند  
محيط كشت اي و جمعاً سه بار در  هفته 3تا  2ها در فواصل  پتري

هـايي كـه    در انتهاي دوره گزينش، كالوس. انتخابي واكشت شدند
اي و سياه شده و يا آبكي و لزج بودنـد حـذف شـده و تنهـا      قهوه

زاي كاملاً سفيد، تـرد و تـازه بـه محـيط كشـت       هاي جنين كالوس
  . باززايي منتقل شدند

  
 ها به محـيط  هاي تراريخته احتمالي و انتقال آن باززايي گياهچه

  كشت آبي يوشيدا
تغييريافتـه   MSمحيط باززايي مورد استفاده، محيط كشت انتخابي 

گــرم در ليتــر   ميلــي 50حــاوي ) 1987وانــگ و همكــاران،  (
گـرم    ميلـي  3گرم در ليتر كاينتين و  ميلي 2هيگرومايسين به همراه 

 100گرم در ليتر مالتوز و  NAA ،20)(درليتر نفتالين استيك اسيد 
هـاي تراريختـه    كـالوس . اينوزيتـول بـود   -ليتـر ميـو   گـرم در  ميلي

روز يكبـار در محـيط كشـت انتخـابي واكشـت       30احتمالي هـر  
هـاي تراريختـه احتمـالي در     پس از آنكه طول گياهچـه . ندشد مي

متـر   سـانتي  15تـا   10بيوتيك به حدود  محيط باززايي حاوي آنتي
يوشـيدا  هاي آزمايش حاوي محـيط آبـي    ها به لوله رسيد، گياهچه

    .منتقل شدند) 1976يوشيدا و همكاران، (
  

  گياهان تراريختة احتماليآر .سي.پي آزمونآغازگرهاي مورد استفاده در : 1جدول 
Table 1- Primers used  for PCR analysis of possible transgenic plants 

    Forward توالي .hygآغازگرهاي 
   Reverse توالي

5’- AGA ATC TCG TGC TTT CAG CTT CGA -3’ 
5’- TCA AGA CCA ATG CGG AGC ATA TAC –3’ 

   Forward توالي codA5آغازگرهاي 
   Reverse توالي

5’- GCC ACA ACT CCT GCA TCG CCT TCT -3’ 
5’- CGG TTA GCA GGG TGA AGT TCT CCT -3’ 

   Forward توالي  codA4آغازگرهاي 
  Reverseتوالي 

5’- GAT ACG CCG AAG CTG TTG ATG C -3’ 
5’- TGC GTC TTG CGG ATG TAG TCC T -3’ 

   Forward توالي 18sآغازگرهاي 
  Reverseتوالي 

5’- GTA ACC CGT TGA ACC CCA TT -3’ 
5’- CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG –3’ 
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ا از بافـت گيـاهي وآنـاليز گياهـان تراريختـه      .نا.استخراج دي
 احتمالي

اي ژنـومي گياهـان   .ان.مـراز، دي  اي پلي نجيرهبراي انجام واكنش ز
اسـتخراج  ) 1983(تراريخته احتمالي به روش دلاپورتا و همكاران 

 ،CodA4مراز با استفاده از آغازگرهاي  اي پلي واكنش زنجيره. شد

CodA5  ،hyg 18وs ) و در سه دمـاي اتصـال متفـاوت    ) 1جدول
اي .ان.در دي ها بـه طـور كامـل    جهت اثبات اين كه ژن. انجام شد

گـذاري سـادرن مـورد     انـد، روش اسـتاندارد لكـه    گياه ادغام شـده 
براي اثبـات بيـان   ). 2001سمبروك و راسل، (استفاده قرار گرفت 

اي گيــــاهي از گياهــــان  .ان.ژن در گياهــــان تراريختــــه، آر 
اي قـرار   دومرحلـه  RT-PCRاستخراج شد و مورد آنـاليز   تراريخته
  .گرفت

  
 بحثوجينتا

مـراز بـا اسـتفاده از     اي پلي نتايج حاصل از واكنش زنجيره 1 شكل
در ايـن شـكل محصـولات    . دهـد  چهار جفت آغازگر را نشان مي

گيـاه تراريختـة احتمـالي كـه      24مراز براي  اي پلي واكنش زنجيره
براي وجود يا عدم وجود ژن انتقالي مورد تجزيـه و تحليـل قـرار    

ختـه، تراريختـة مصـنوعي،    گرفته بودند بـه همـراه گيـاه غيرتراري   
داراي كلية مواد مورد نيـاز  (و نيز كنترل منفي  pChlپلاسميد اوليه 

 . اند اري شدهذبر روي ژل آگارز بارگ) الگواي .ان.ديبه جز 

 CodA5بـاز، آغـازگر    650اي به طـول حـدود    قطعه hygآغازگر 
 393اي بـه طـول    قطعه cod A4باز، آغازگر  560اي به طول  قطعه
  .باز، را تكثير كردند 100 حدوداي به طول  قطعه18s و آغازگر باز

اي از  نشانگري است كه بـه طـور اختصاصـي قطعـه     18Sآغازگر 
در پلاسـميد فاقـد ناحيـة     آغـازگر اين . كند ژنوم برنج را تكثير مي

ولـي در  ) 1شـكل  (كنـد   مكمل است و بنابراين باندي توليد نمـي 
) اي گياه غيرتراريخته.ان.و دياختلاط پلاسميد (ترايختة مصنوعي 

به دليل وجود ژنوم برنج در آن داراي ناحية مكمل بـوده و همـان   
  .كند باند را توليد مي

ــازگر  ــة    hygآغـ ــالي، تراريختـ ــة احتمـ ــان تراريختهـ در گياهـ
ايجاد باند كرد كه اين نتيجه ) P(و نيز در پلاسميد) C+P(مصنوعي

هـا ژن مقاومـت بـه     نمونه نيز مورد انتظار است زيرا در تمامي اين
نيـز در   CodA5 و CodA4آغازگرهـاي . هيگرومايسين وجود دارد

اند كه به دليل  ها باند مخصوص به خود را توليد كرده همين نمونه
هاي يادشده كاملاً قابـل   و جود ژن كولين اكسيداز در تمامي نمونه

كنتـرل    رفـت، نمونـه   همانگونـه كـه انتظـار مـي    . است انتظار بوده
اسـت و ايـن مؤيـد آن اسـت كـه       باندي توليـد نكـرده   ) W(منفي

مراز بدون آلودگي بوده و به درسـتي انجـام    ياي پل واكنش زنجيره
  .است شده

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
    

 W(Master Mix(: 18sو  hph؛ )codA5و  codA )codA4راز حاصل از آغازگرهاي اختصاصي ژن اي پليم هاي واكنش زنجيره فرآورده - 1شكل 
 .گياهان تراريختة احتمالي )24تا 1(تراريختة مصنوعي؛)C+P(پلاسميد؛)P(گياه غيرتراريخته؛ )-C( اي الگو؛.ان.بدون دي

Figure 1- Polymerase chain reaction products derived from codA, hph and 18s gene-specific primers: W: Master Mix 
without DNA template,  C: Control plant (non-transgenic),  P: Plasmid,  C+P: Artificial transgenic, 1-24: Eventual 
transgenic plants. 
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نتايج آناليز سادرن براي چهار لاين تراريخته به همراه گياه  2شكل 
را ) كنتـرل مثبـت  (و سـازه نوتركيـب   ) كنترل منفـي (غيرتراريخته 

 ـ codAمطـابق انتظـار، كاوشـگر اختصاصـي ژن     . دهد نشان مي ا ب
اي گياه غيرتراريخته به عنوان شاهد منفـي، دورگ نشـده و   .ان.دي

باندي ايجاد نكرد و اين به دليل عدم حضور قطعه مكمل كاوشگر 
 . است در ژنوم گياه غيرتراريخته

گيــري ســادرن و كاوشــگر اختصاصــي و  اســتفاده از روش دورگ
هـاي تراريختـه بـا آنـزيم      اي استخراج شده از لايـن .ان.هضم دي
HinDIII تفـاوت  . در هر چهار گياه تراريخته، يك باند ايجاد كرد

 codAدهد كه ژن  ها نشان مي سازي در همه لاين در الگوي دورگ
در . اسـت  هاي مختلفي از ژنوم اين گياهـان الحـاق شـده    در مكĤن
هاي مستقل از هم در نظـر گرفتـه    ها به عنوان لاين اين لاين نتيجه، 

ها، نشـان دهنـده تعـداد     در هركدام از لاينتعداد نوارها . شوند مي
  .ها است نسخه الحاق شده از ژن انتقالي در ژنوم آن

اي بـراي شـش گيـاه     دومرحلـه  RT-PCR آزمـون نتيجـه   3شكل 
و نيز دو  pChlتراريخته به همراه گياه غيرتراريخته، پلاسميد اوليه 

داراي كليـة مـواد مـورد نيـاز بـه جـز       (نوع كنترل مخلـوط اوليـه   
روي ژل آگارز آر .سي.پيبراي مرحله اول و دوم ) اي الگو.ان.يد

  .دهد آميزي شده با اتيديوم برومايد را نشان مي رنگ
اسـت، آغـازگر    در مرحله دوم آناليز كه نتـايج آن در شـكل آمـده   

codA4 كند، براي تشخيص  باز تكثير مي 393اي به طول  كه قطعه
بـه كـار بـرده     اكسـيداز  كوليناي ژن .ان.دي.وجود ژن، نسخه سي

ها باند مخصوص به خود را توليـد   اين آغازگر در تمام نمونه. شد

اي ژن كـولين  .ان.آر.ي وجود ام دهنده است كه اين امر، نشانكرده 
اوليه و در واقع مؤيد انجام رونويسي از اين ژن   اكسيداز در نمونه

ي  اه ـ رفـت، نمونـه   همانگونه كه انتظـار مـي  . در اين گياهان است
باندي توليد نكردند و اين مؤيد آن است ) W2و  W1 (كنترل منفي

بدون آلـودگي بـوده و    RT-PCR آزمونكه هر دو مرحله واكنش 
 . است به درستي انجام شده

فراواني قابل قبول گياهان تراريخته حاوي هـر دو ژن انتقـال داده   
نشـان داد كـه    پـژوهش شده به روش تراريزش همزمـان در ايـن   

ورد استفاده يك روش تكرار پذير و نسبتاً كارا براي انتقال روش م
هاي مفيد و توليد گياهان تراريخته عاري از ژن انتخابگر  پايدار ژن

هاي بكار رفته، پيشبر مناسـب،   اندازه سازه. در مقياس وسيع است
هاي كشت كالوس  ها در محيط نوع تركيبات هورموني و غلظت آن

زا،  ن واكشت جهت گرفتن كالوس جنـين زايي و باززايي، طول زما
و راهبرد گزينشي مناسب از نكات قابل توجه و مؤثر در موفقيـت  

از روش غيـر مسـتقيم    اسـتفاده  تراريزش همزمان با. اين روش بود
است و بـراي توليـد    بررسي  و  پژوهشژني، همچنان نيازمند  تفنگ
  .است هاي زائد بسيار مستعد هاي تراريخته عاري از توالي نسل

آناليزهاي ملكولي مختلف تلفيق تراژن در ژنـوم بـرنج و عملكـرد    
به طور كلي گياهـان تراريختـه بدسـت    . درست آن را تاييد كردند

آمده، هيچ مشخصه غير عادي مورفولوژيك نشان ندادنـد و رونـد   
اگرچه خصوصـيات  . رشدي كاملاً مشابهي با گياهان شاهد داشتند

با گياه والد غيرتراريخته بايد مـورد   ها آن 1زراعي و مشابهت عمده
                                                           

1 ‐Substantial Equivalence 

؛  HinDIIIاي ژنومي گياهان تراريخته، هضم شده با آنزيم .ان.دي: 1-4: تقل از هملاين برنج تراريخته مس 4سازي سادرن براي  آناليز دورگ - 2شكل 
 .HinDIIIبا آنزيم  pABRII-Chlپلاسميد نوتركيب :6؛HinDIIIاي ژنومي گياه شاهد غيرتراريخته هضم شده با آنزيم.ان.دي:5

Figure 2- Southern analysis for 4 independent transgenic rice lines: 1-4: Genome DNA of transgenic plants, digested wwiitthh  
HindIII enzyme, 5: Genome DNA of non-transgenic plant, digested wwiitthh  HindIII enzyme, 6: pABRII-Chl digested wwiitthh  
HindIII enzyme. 
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     .هاي بيشتر قرار گيرد بررسي
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؛ )غيرتراريخته(گياه شاهد : Cگياهان تراريخته؛ : 1-6:  اكسيداز كولينشش گياه تراريخته با ژن  اي دومرحله RT-PCRهاي واكنش  فرآورده  -3شكل 
P : پلاسميد؛W1 : ي الگو.ان.بدون آر(كنترل منفي مرحله اولا( ؛W2 : كنترل منفي مرحله دوم)ي الگو.ان.دي.بدون سيا.( 

Figure 3- Two-phase RT-PCR products for six transgenic plants contains choline oxidase:  1-6: Transgenic plants, C: 
Control plant (non-transgenic),  P: Plasmid, W1: Phase one negative control (without RNA template), W2: Phase two 
negative control (without cDNA template). 
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