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هاي اخير كشت آن در ايران توسعه زيادي پيدا  مهم روغني است كه در سال گياهانكلزا يكي از 
يكي از مشكلات كلزا ريزش دانه قبل و در حين برداشت است كه بسته به شرايط آب . كرده است

توليد گياهان متحمل به ريزش دانه  .درصد باعث كاهش محصول شود 50تا  تواند و هوايي مي
روي اين صفت اثر  عوامل ژنتيك و محيطي متعددي بر. تواند موجب افزايش عملكرد شود مي

واند ت   ميدر اين گياهان است كه افزايش بيان آن  FULاز جمله عوامل ژنتيك وجود ژن . دارند
به  جداسازي و Quantumم كه از كلزا رق FULژن . شدن غلاف و ريزش دانه شود مانع از باز

. تراريخته كلزا انتقال داده شده بود در اين پژوهش استفاده شد گياهانسه رقم مختلف 
آر،  سي هاي پي با استفاده از آزمون T2هاي مولكولي روي گياهان تراريخته در نسل  بررسي

لاوه بر ژن نشان داد كه ع آر سي پيآزمون . انجام گرفت Real Time-PCRسادرن و  گذاري لكه
گذاري سادرن  آزمون لكه. نيز در گياهان تراريخته وجود دارد BnFULداخلي گياه، تراژن 

 آزمون . داردنشان داد كه در گياهان تراريخته حداقل يك نسخه از تراژن وجود 
Real Time-PCR داد كه بيان ژن  نشانBnFUL  در گياهان تراريخته در مقايسه با گياهان

هاي مختلف نيز اختلاف نشان  همچنين سطح بيان اين ژن در لاين. فته استشاهد افزايش يا
هاي مختلف تراژن و يا اثرهاي  تواند ناشي از تعداد نسخه بخشي از اين تفاوت در بيان مي. دادند

 .محل ورود تراژن در ژنوم باشد
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

. روغن گياهي يكي از كالاهاي مصرفي در سبد غذايي مردم اسـت 
كلزا يك گياه مهم روغني است و در ميان گياهان روغني مقام دوم 

). MacLeod and Ogilvy, 1982(را به خود اختصاص داده است 
0Fكلزا

1Fگياهي متعلق به خانواده براسيكاسـه  1

، يكسـاله و خودگشـن   2
گياهـان خـانواده براسيكاسـه    . گشني است ردرصد دگ 30با حدود 

وسيله سازوكار شكسـتن غـلاف    خود را به هاي دانهطور معمول  به
چه باز شدن غلاف يك سازوكار مفيـد بـراي    اگر. كنند پراكنده مي

ها در طبيعـت اسـت، امـا يكـي از مشـكلات مهـم        پراكندگي دانه
ريـزش  كه برداشت به تاخير بيافتـد   در صورتي. زراعت كلزا است

 درصـد عملكـرد محصـول را كـاهش دهـد       50توانـد تـا    دانه مي
)Child and Evans, 1989; Prince et al., 1996 .( ايـن،   بـر  عـلاوه

ماننـد و در   روي زمـين بـاقي مـي    هاي كلزاي ريخته شـده، بـر   دانه
عنوان علف هـرز باعـث ايجـاد مشـكلاتي      تناوب با گياه بعدي به

نظــر بــاز شــدن غــلاف از ). Gulden et al., 2003(شــوند  مــي
2Fشناسي ريخت

منطقـه  . شكل منطقـه شـكوفايي وابسـته اسـت     به 3
3Fي چند سلولي است كه ديواره ميـاني  شكوفايي شامل يك لايه

را  4
4Fاز مــرز پريكــارپ

 )1شــكل (ســازد،  پوشــش غــلاف جــدا مــي 5
(Wang et al., 2007) . در گياه آرابيدوپسيس تعدادي ژن شناسايي

يري و تنظيم منطقه باز شدن غـلاف شـركت   گ اند كه در شكل شده
 Gu et al., 1998; Lilgegren et al., 2000; Dinneny and(دارند 

Yanofsky, 2005 .(هاي مشابه به احتمال زياد در نمو غلاف و  ژن
مقاومــت بــه ريــزش دانــه در كلــزا نيــز شــركت دارنــد زيــرا كــه 

ــباهت ــزا و    ش ــلاف در كل ــاختار غ ــو و س ــين نم ــادي ب ــاي زي ه
 ,.Spence et al., 1996; Roberts et al(ابيدوپسيس وجود دارد آر

ــن ژن). 2002 ــامل   اي ــا ش و  FUL ،SHP1 ،SHP2 ،ALC ،INDه
RPL روي منطقـه شـكوفايي    ها با اثـر بـر   بعضي از اين ژن. هستند

، SHP1 ،SHP2هـاي   كـه ژن . شـوند  باعث تشديد ريزش دانه مـي 
IND  وALC هاي  ندر مقابل ژ. از اين جمله هستندFUL  وRPL 

هاي منطقه شكوفايي باعث كاهش ريزش دانـه   روي سلول با اثر بر

                                                           
1- Brassica napus L. 
2- Brassicaceae  
3- morphology 
4- replum 
5- valve margin 

متعلـق بـه    FULژن ). Dinneny and Yanofsky, 2005(شوند  مي
اسـت كـه بـراي انبسـاط و تمـايز       MADS-boxخانواده ژنـي  

افزايش بيان تراژن . هاي ميوه پس از باروري مورد نياز است پوسته
FUL  در گياهBrassica juncea  باعث كاهش توسعه ناحيه حاشيه

تواند براي كـاهش ريـزش دانـه اسـتفاده      پوسته غلاف شده كه مي
ــان ژن  ). Ostergaard et al., 2006(شــود  ــژوهش بي ــن پ در اي

BnFUL  گياهان كلزا مـورد ارزيـابي قـرار گرفتـه      بهپس از انتقال
 .است

 
  ها روش و مواد

 و توليد گياهان تراريخته ژن انتقال

 Seifi and(جداسـازي   Quantumكلزا رقـم   ازقبلا  BnFULژن 

Shakib, 2005 ( و به روش انتقال توسط اگروباكتريوم و با استفاده
بـه گياهـان    BnFULژن  حـاوي  pABAS204از ناقل پلاسميدي 

 ,Asadi(منتقل شـد   RGS003و  Okapi ،Licordكلزا از سه رقم 

2008.( 
 

 تراريخته گياهان كشت
ــژوه ايــن ــوژي  1389-90در ســال  شپ در پژوهشــكده بيوتكنول

5Fكشاورزي ايران

كلزا  T2بذور گياهان تراريخته نسل . انجام گرفت 6
ــم  ــراژن   RGS003و  Okapi ،Licordاز رقـ ــاوي تـ  BnFULحـ

در . تراريختـه در گلخانـه كشـت شـدند     همراه گياهان شاهد غير به
بـراي   (Okapi , Licord)مرحله پنج برگي گياهـان ارقـام پـاييزه    

گـراد   درجه سانتي 4مدت دو ماه به فيتوترون با دماي  سرمادهي به
منتقل و پس از آن براي ادامه رشد در شرايط كنتـرل شـده داخـل    

 .گلخانه قرار گرفتند
 

 ژنومي) اي.ان. دي(اسيد  نوكلئيك اوكسيدي استخراج
) غيرتراريختـه (از بـرگ گياهـان تراريختـه و شـاهد      برداري نمونه

ها بلافاصله پس از جدا كردن از گيـاه در ازت   نمونه. فتانجام گر
ها در هاون استريل با استفاده از ازت  سپس برگ. مايع قرار گرفتند
اي به روش دلاپورتا و همكاران . ان .استخراج دي. مايع پودر شدند

 هـاي اسـتخراج   اي.ان.و كميـت دي  كيفيـت . انجام گرفت) 1998(
                                                           

6- Agricultural Biotechnology Institute of Iran (ABRII) 
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ســيله بارگــذاري در ژل آگــارز و بــا اســتفاده از دســتگاه شـده، بو 
 . تعيين شدند (Nanodrop 2000)دراپ  نانو

 
 )آر.سي.آزمون پي(اي پليمراز  واكنش زنجيره

هـاي اسـتخراج شـده و     اي.ان.آر بـا اسـتفاده از دي   .سي .پي آزمون
كه كمترين اختصاصيت را بـا   BnFULآغازگرهاي اختصاصي ژن 

تـــوالي   بـــا(دارا هســـتند  MADS-boxهـــاي خـــانواده   ژن
F:AAGATAGAGAGATGGGAAG  و

R:CGCGAGGTAACCCAATCAACGACGATGTAC (
 .انجام گرفت

 
 سادرن گذاري لكه آزمون

به مدت يـك   Hind III ها توسط آنزيم اي.ان.دي منظوراين  براي
شب مورد هضم قرار گرفتند و سـپس در ژل آگـارز يـك درصـد     

آميـزي بـا    به غشا، شستشو و رنـگ  مراحل انتقال. بارگذاري شدند
 .انجام گرفت) 2001(العمل سمبروك و راسل  استفاده از دستور

 
  اي.ان.و سـاخت دي ) اي.ان.آر(ريبونوكلئيك اسـيد   استخراج

  (cDNA)مكمل 
. افشاني انجـام گرفـت   هفته پس از گرده 4از غلاف،  برداري نمونه
مـايع قـرار    ازتدر ها بلافاصله پس از جـدا كـردن از گيـاه     نمونه

. گرفتند، سپس در هاون استريل با استفاده از ازت مايع پودر شدند
 RNasy Miniاي كل از گياهان فوق با اسـتفاده از  .ان.استخراج آر

Kit  شركتQIAGEN به منظور اطمينان از كيفيـت  . انجام گرفت
 هاي موجها در طول  اي استخراج شده، جذب نمونه.ان.و كميت آر

 Nanodrop(دراپ  نانومتر با استفاده از دسـتگاه نـانو   280و  260

هاي استخراج شده بوسيله بارگـذاري   اي.ان.آر. خوانده شد )2000
 DNase Iها با آنزيم  اي.ان.آر. در ژل آگارز نيز تعيين كيفيت شدند

 ,BIO-RAD(بـا اسـتفاده از كيـت     cDNAسـاخت  . تيمار شدند

iScript cDNA synthesis kit ( گرفتانجام . 
 

  Real Time-PCR آزمون
در سه تكرار آزمايشي  Real Time-PCRژن مورد نظر توسط  بيان

و ) BIO-RAD, iQ Syber Green Supermix(با استفاده از كيـت  
. بررسـي شـد   (iCycler iQ realtime-PCR, Bio-Rad)دسـتگاه  

ميكروليتر از محلـول   5/12اي،  خانه 96درون هر چاهك از پليت 
به همراه يـك ميكروليتـر از هـر آغـازگر و يـك ميكروليتـر       كيت 

cDNA  ابتدا جهت آزمـون  . ميكروليتر آب مقطر ريخته شد 5/9و
Real Time-PCR بر اين اساس و . هاي استاندارد رسم شد منحني

ــازگر   ــتفاده از آغ ــا اس ــاي ژن  ب ــازگر BnFULه ــاي ژن  و آغ  ه
ــرول  ــدروژناز  -3گليسـ ــفات دهيـ 6Fفسـ

7GAPDH )ــوالي ــا تـ  بـ

                                                           
7- Glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 

C 

 هاي مختلف آن  شماتيك غلاف و قسمت -1شكل 

A- ساختار بيروني غلاف .B- ضي غلافبرش عر .C- برش عرضي غلاف بالغ (Dinneny and Yanofsky, 2004). 
Figure 1- Schematic view of pod.  
A-Exterior structure of pod. B- Transverse cross section of pod. C- Transverse cross section of mature pod (Dinneny and 
Yanofsky, 2004).. 
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F:AGAGCCGCTTCCTTCTTCAACATCAT  و
R:TGGGCACACGGAAGGACATACC (ــه ــوان ژن  بــ عنــ

7Fدار خانه

نمودارهاي تكثير و ذوب رسم شدند و آزمون سطح بيان  8
C∆∆-2ميــزان بيــان ژن بــا اســتفاده از روش . ژن انجــام گرفــت

T 
)Livak et al., 2001 (هـا بـا    در اين روش، همه داده. محاسبه شد

ميزان تغييرات بيان  سپسنرمال شده و  GAPDHحدود آستانه ژن 
سـنجيده  ) غيرتراريختـه (ژن در گياهان تراريخته نسبت به شـاهد  

 . شد
 

  بحث و جينتا

آر، .سـي .تراريخته فرضي با اسـتفاده از آزمـون پـي    گياهانبررسي 
بـا  . سه رقم را تاييد كـرد  هرحضور تراژن در گياهان تراريخته از 

يكسري بانـد كـه   شود،  اند مشاهده ميدو سري ب 2توجه به شكل 
شود مربوط  مشاهده مي) اعم از تراريخته و شاهد(در تمام گياهان 

هـا   داخلي گياه است كه به دليـل حضـور اينتـرون    BnFULبه ژن 
وارد شـده بـه گياهـان     BnFULتري را نسبت بـه ژن   قطعه بزرگ

تراريخته دارد و سري دوم كه كوچكتر اسـت قطعـه تكثيـري ژن    
قطعـه تكثيـري اول   . اسـت ) تراژن(د شده به گياهان تراريخته وار

مربوط بـه ژن داخلـي گيـاه در گياهـان تراريختـه و شـاهد قابـل        
قطعـه  . شـود  كه در پلاسميد مشاهده نمي مشاهده است در صورتي

تكثيري دوم مربوط به ژن وارد شده به گياهان تراريخته است كـه  
قابل ذكر است . شاهده استدر گياهان تراريخته و پلاسميد قابل م

كه اندازه قطعه تكثيري ژن داخلي در گياهـان شـاهد و تراريختـه    
 گياهـان يكسان اسـت و انـدازه قطعـه تكثيـري ژن وارد شـده در      

ايـن نتـايج نشـان    . )2شـكل  (تراريخته و پلاسميد يكسـان اسـت   
داخلـي داراي   BnFULبـر ژن   دهند كه گياهان تراريخته علاوه مي

كه گياهان شاهد تنها داراي ژن  نيز هستند در حالي BnFULتراژن 
BnFUL اين آزمون اولـين گـام در اثبـات حضـور    . داخلي هستند 

 . تراژن در گياهان تراريخته است

ي رقم  داد كه گياهان تراريخته نشانسادرن  گذاري نتايج آزمون لكه
Okapi   داراي حداقل سه نسخه از تراژن، گياهان تراريخته از رقـم

RGS003   يك نسخه از تراژن و گياهان تراريخته از رقـمLicord 
كــه در  يياز آنجــا. )3شــكل (دو نســخه از تــراژن را دارا هســتند 

                                                           
8- housekeeping gene 

هـاي حـاوي تـك نسـخه      هاي ايجاد گياهان تراريخته لايـن  پروژه
هاي بعدي از ثبات ژنتيكي بهتري  تراژن مطلوب هستند تا در نسل

ادامه ايـن بررسـي مـورد    تواند در  باشند اين موضوع مي برخوردار
 .   توجه قرار گيرد

ــاي ــون  نموداره ــه   Real Time-PCRذوب آزم ــد ك ــان دادن نش
صـورت اختصاصـي    بـه  GAPDHو  BnFULهاي  آغازگرهاي ژن

اند زيراكه در نمودارهاي ذوب براي هر ژن يـك نقطـه    عمل كرده
شود و نمودارهاي تكثير نشـان دادنـد    اوج اختصاصي مشاهده مي

طـور كلـي    بـه . يان در نمونه هاي مختلف متفاوت استكه ميزان ب
در  BnFULنشان داد كـه بيـان ژن    Real Time-PCRنتايج آزمون 

 افـزايش گياهان تراريخته از هر سه رقم نسبت بـه گياهـان شـاهد    
بيشترين افزايش بيان  Licordدر گياهان تراريخته رقم . يافته است

 RGS003و  Okapiي هـا  شود و گياهان تراريخته رقـم  مشاهده مي
. )9شكل (هاي دوم و سوم را دارند  مقام Licordبه ترتيب پس از 

هاي جديـدي   ي يا نسخه دهد كه حضور نسخه اين نتايج نشان مي
در گياه كلزا باعث افزايش بيان اين ژن شـده و بـا    BnFULاز ژن 

توانـد در   مي 2006توجه به گزارش استرگارد و همكاران در سال 
 . دانه موثر باشدكاهش ريزش 

 چنـد  هـر . ژن بر سطح بيـان ژن پيچيـده اسـت    اثر تعداد نسخه ترا
رود كه افزايش تعداد نسخه ژن باعث افزايش بيان شود،  انتظار مي

هـاي زيـاد باعـث     شود كه گاهي تعداد نسخه اما به تجربه ديده مي
8Fفرونشـاني  هـم 

9Fو خاموشـي ژن  9

 ,.Vaucheret et al(شـود   مـي  10

طور مثبت يا منفي با ميـزان   تواند به نسخه تراژن ميتعداد ). 1998
در برخـي  ). Hobbs et al., 1993(بيان تراژن ارتباط داشـته باشـد   

توانــد خــاموش شــود  مــوارد، يــك نســخه منفــرد از تــراژن مــي 
)Elmayan et al., 1996 .(شود كه انتخـاب   طور كلي، فرض مي به

ژن را كـاهش   يفرونشـان  هـم گياهان با تعداد نسخه كمتـر پديـده   
 2001دايـي و همكـاران در سـال    ). Dai et al., 2001(خواهد داد 

 هـاي  نسـخه اي كـه تعـداد    بيان كردند كه گياهان بـرنج تراريختـه  
10Fزيادتري از تراژن را داشـتند سـطح فعاليـت ژن گـاس    

كمتـري   11
ــه    ــان كــم ژن ممكــن اســت ب ــد كــه بي  داشــتند و پيشــنهاد كردن

 ). Dai et al., 2001(خــاطر مكانيســم خاموشــي ژن باشــد    
                                                           

9- co-suppression 
10- gene silencing 
11- GUS activity 
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بازي مربوط  جفت 1500باند 
 داخلي BnFULبه ژن 

 

بازي مربوط  جفت 300باند 
  BnFULبه تراژن 

 

 آر.سي.ه با استفاده از آزمون پيتراريخت يردر گياهان تراريخته و غ BnFULتكثير ژن  -2 شكل
پلاسميد و  14گياهان شاهد ؛ چاهك  13تا  11هاي  گياهان تراريخته ؛ چاهك 10تا  2هاي  ؛ چاهك kb plus ladder 1 16و  1هاي  چاهك(

 )كنترل منفي با آب 15چاهك 
 Figure 2- Amplification of BnFUL gene in transgenic and nontransgenic plants using PCR. 

(wells 1 and 16 1 kb plus ladder; wells 2 to 10 transgenic plants; wells 11 to 13 wild type plants; well 14 plasmid and 
well 15 negative control of water) 
 

 .سادرن گذاري نتيجه آزمون لكه -3 شكل
گياه تراريخته اي .ان.دي 4؛ چاهك Okapiگياه تراريخته از رقم اي .ان.هضم آنزيمي دي 3و  2هاي  ؛ چاهكkb plus ladder 1 14و  1هاي  چاهك(

، RGS003گياه تراريخته از رقم اي .ان.دي 7، چاهك RGS003تراريخته از رقم  گياهاي .ان.دي يهضم آنزيم 6و  5هاي  ؛ چاهكOkapiاز رقم 
هضم آنزيمي گياه شاهد،  11، چاهك Licordگياه تراريخته از رقم اي .ان.دي 10، چاهك Licordهضم آنزيمي گياه تراريخته از رقم  9و  8چاهك 
 )يمي پلاسميدهضم آنز 13گياه شاهد و چاهك اي .ان.دي 12چاهك 

 Figure 3- Southern blot analysis results. 
(1 and 14 wells: 1 kb plus ladder; 2 and 3: digested DNA from transgenic plants of Okapi cultivar; 4: DNA from 
transgenic plant of Okapi cultivar; 5 and 6: digested DNA from transgenic plants of RGS003 cultivar; 7: DNA from 
transgenic plant of RGS003 cultivar; 8 and 9: digested DNA from transgenic plants of Licord cultivar; 10: DNA from 
transgenic plant of Licord cultivar; 11: digested DNA from ctr. Plant; 12: DNA of ctr. Plant and 13:digested DNA from 
Plasmid) 
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 BnFULبراي ژن  realtime-PCRسازي آزمون  نمودار استاندارد -4 شكل

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي متفـاوتي در ژنـوم گيـاه     مستقل، تراژن در محل هاي انتقالدر 
شود كه سطوح بيان تـراژن در   اين موضوع باعث مي. شود وارد مي

در . ، متفاوت باشدهاي منفرد با تعداد نسخه يكسان از تراژن انتقال
اي .ان.هاي كمي در بيان تراژن به تفاوت اثرهاي دي نتيجه، تفاوت

هـاي   ايـن تفـاوت  . شـود  كروموزومي مجاور تراژن نسبت داده مي
كمي كه به محل ورود تراژن در ژنوم بستگي دارند بـا عنـوان اثـر    

11Fمحل

 ,.Blundy et al., 1991; Dean et al(شـوند   شـناخته مـي   12

1988; Melynarova et al., 1994; Peach and Veltern, 1991 .(
12Fساختار كروماتين در اطراف هر محـل تـراژن  

متفـاوت اسـت و    13
ممكن است باعث تفـاوت در دسترسـي عوامـل رونويسـي شـود      

)Dean et al., 1998 .( 
گـذاري سـادرن    به نتايج آزمـون لكـه   توجهحاضر، با  پژوهشدر 

                                                           
12- position effect 
13- transgene locus 

هـاي   ياهـان تراريختـه رقـم   تعداد نسـخه متفـاوتي از تـراژن در گ   
تعداد  RGS003در گياهان تراريخته رقم . شود مختلف مشاهده مي

-Real Timeيك نسخه تراژن وارد شده است و در نتـايج آزمـون   

PCR هـاي   به گياهان تراريخته رقـم  نسبتبينيم كه اين گياهان  مي
كـه بيـان ژن را در گياهـان دو     در صورتي. ديگر بيان كمتري دارند

ديگر مقايسه كنيم خـواهيم ديـد كـه گياهـان تراريختـه رقـم       رقم 
Okapi تر نسبت به گياهان تراريخته رقم  با تعداد نسخه تراژن بيش
Licord اين موضوع به احتمال زيـاد بـا اثـر    . بيان كمتري را دارند

 .محل ورود تراژن در ژنوم گياهان تراريخته ارتباط داد
هـاي تراريختـه    رود لايـن  مـي  نتايج اين پژوهش انتظار بهبا توجه 

توليد شده قادر باشند در شرايط نامناسب محيطي تحمل بهتري به 
براي ارزيـابي   فنوتيپيهاي  در اين زمينه بررسي. دهند نشانريزش 

  .تحمل آنها به ريزش دانه در شرايط تنش ضروري است
 

Figure 4- Standard Curves in realtime_PCR for BnFUL gene. 

 GAPDHبراي ژن  realtime-PCRسازي آزمون  نمودار استاندارد -5 شكل

Figure 5- Standard Curves in realtime-PCR for GAPDH gene 
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A B 

C D 

Non-Transgenic 

Transgenic 

Transgenic 

Non-Transgenic 

 .Licordنمودارهاي تكثير و ذوب مربوط به گياهان تراريحته و شاهد رقم  -6 شكل
A- نمودار تكثير ژنGAPDH .B- نمودار تكثير ژنBnFUL .C- نمودار ذوب ژنGAPDH .D- نمودار ذوب ژنBnFUL. 

Figure 6- Amplification Curves and Melt Curves of transgenic and non-transgenic plants of Licord cultivar. 
A-Amplification Curve of GAPDH gene. B-Melt Curve of BnFUL gene. C- Amplification Curve of GAPDH gene. 
D-Melt Curve of BnFUL gene. 

A B 

C D 

Transgenic  

Non-Transgenic  

Transgenic  

Non-Transgenic  

 .RGSنمودارهاي تكثير و ذوب مربوط به گياهان تراريحته و شاهد رقم  -7 شكل
A- نمودار تكثير ژنGAPDH .B- نمودار تكثير ژنBnFUL .C- نمودار ذوب ژنGAPDH .D- نمودار ذوب ژنBnFUL. 

Figure 7- Amplification Curves and Melt Curves of transgenic and non-transgenic plants of RGS cultivar. 
A-Amplification Curve of GAPDH gene. B-Melt Curve of BnFUL gene. C- Amplification Curve of GAPDH gene. 
D-Melt Curve of BnFUL gene. 
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