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 پژوهشي تحقيقات گياهان دارويي و معطر ايران-فصلنامة علمي

 )1387( 278-292 صفحة 3، شمارة 24جلد 

 
  در AFLP، بيوشيميايي و نشانگرهاي مولكولي مورفولوژيكيتجزيه ارتباط نشانگرهاي 

 ).Silybum marianum L(گياه دارويي ماريتيغال 
 

 5 و عزيز جوانشير4، سيد علي ضيايي3قدم، محمد م2، سيد ابوالقاسم محمدي*1مجيد شكرپور
  ،گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه محقق اردبيليستاديار،  انويسنده مسئول، -*1

 shokrpour@uma.ac.ir: پست الكترونيك      
 لاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريز گروه زراعت و اصدانشيار، -2

 استاد، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تبريز -3

 ي، دانشكده داروسازي، دانشگاه شهيد بهشتيلوژ گروه فارماكودانشيار، -4

 سازمان نظام مهندسي كشاورزي و منابع طبيعي استان آذربايجان شرقي، استاد -5
 

ــذيرش     ۱۳۸۷  مرداد:تاريخ اصلاح ايي       ۱۳۸۷ فروردين : دريافتتاريخ ــاريخ پ : ت
 ۱۳۸۷شهريور 

 چكيده
، ).Silybum marianum L (ماريتيغـال گياه ، فيتوشيميايي و مولكولي در مورفولوژيكيبه منظور بررسي رابطه بين نشانگرهاي 

تجزيـه  .  ارزيـابي شـدند  CN seedsدو رقم خارجي بوداكـالازي و  آوري شده از نواحي مختلف كشور به همراه   اكوتيپ جمع32
 تركيب فلاونوليگناني تشكيل دهنده سـيليمارين نـشان داد كـه دو متغيـر اول                7 و   مورفولوژيكي صفت   8همبستگي كانونيك بين    

اكوتيپهـاي داراي وزن    ضرايب همبستگي كانونيك نـشان داد كـه         . دار بودند  كانونيك داراي همبستگي كانونيك قابل توجه و معني       
هزاردانه بيشتر و تاريخ گلدهي، ارتفاع بوته، قطر كاپيتول و عملكرد دانه كمتر داراي سيليكريستين و سيليبين بيشتر و سـيليديانين                     

نگر  نـشا 415نتايج نشان داد كـه از     . تر، سيليبين بيشتر و سيليديانين كمتري داشتند       هاي درشت   به عبارت ديگر، دانه   . كمتري بودند 
AFLP  ،37    بيـشترين  . دار بودنـد    داراي رابطـه معنـي     مورفولـوژيكي  نشانگر مثبت با صفات      29ها و      نشانگر مثبت با فلاونوليگنان

 درصـد تغييـرات     40بـيش از    . بود%) 45(و سيليديانين   %) 54(تغييرات تبيين شده توسط نشانگرهاي مثبت مربوط به تاكسيفولين          
نتايج اين مطالعه حاكي . ع بوته و تاريخ گلدهي توسط نشانگرهاي مثبت شناسايي شده توجيه گرديد         مربوط به وزن هزاردانه، ارتفا    

هاي مولكولي به خوبي برخي از خـصوصيات كيفـي و كمـي                و نيز داده   مورفولوژيكيتوان بر اساس خصوصيات       از آنست كه مي   
 . بيني قرار داد  را در ماريتيغال مورد پيشمؤثرهمواد 

 
  .AFLP ، نشانگر، فيتوشيميايي، مورفولوژيكيهايتركيب، ).Silybum marianum L(ماريتيغال : ليدي كهاي واژه

 
 مقدمه

 Silybum marianumماريتيغال گياهيست با نام علمي 

L. Gaertner.) syn. Mariana mariana L., Carduus 

marianus L.( بندي گياهي در زير رده  كه در رده
Asteridae  و راستهAsterales و خانواده Asteraceae 
اين جنس تنها داراي دو ). Rechinger, 1979(قرار دارد 
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279 3، شماره 24هان دارويي و معطر ايران، جلد فصلنامه تحقيقات گيا

 S. eburneum( گونه به نامهاي ماريانوم و ابورنئوم

Cossa & Duriea (باشد  مي)Adzet et al, 1993 .( با
وجود اين، نتايج يك مطالعه نشان داده است كه اين دو 

 نه دوم، حالت تغييرگونه در واقع يك گونه بوده و گو
در ). Hetz et al, 1995(باشد  يافته گونه ماريانوم مي

 گياهي مورد منشأسالهاي اخير استفاده از داروهاي داراي 
 ماريتيغال كه از ستا در اين را.توجه قرار گرفته است

  استآيد توانسته گياهان مهم دارويي به حساب مي
ايع دارويي  در زراعت متابوليتي و صن راجايگاه مهمي

 سال پيش در 20طوري كه اين گياه از  ، بهپيدا كند
كشورهايي مانند مجارستان، لهستان و بلغارستان در 
مقياس وسيع كشت و ارقام اصلاح شده آن توليد شده 

هاي ماريتيغال حاوي   دانه. )1377اميدبيگي، ( است
، )silybin (هاي ارزشمندي مانند سيليبين ليگنانفلاونو
 )silydianin ( و سيليديانين)silychristin (ستينسيليكري

 است كه مجموع آنها تحت عنوان سيليمارين
)silymarin(ها ضد   اين فلاونوليگنان.شوند  شناخته مي

مسموميتهاي كبدي هستند و در مقابل عوامل مسموم 
  .)Murphy et al, 2000 (كنند كننده از كبد محافظت مي

ر اين گياه بسيار مطالعات ژنتيكي و اصلاحي د
محدود است و تنها در برخي از كشورهاي اروپايي مانند 

 ,Kazmierczak & Seidler-Lozykowska(لهستان 

با استفاده از روشهاي كلاسيك اقدام به اصلاح ) 1997
 44 )1987( و همكاران Adzet .ماريتيغال شده است

 ديگر را از منشأ جمعيت از 14جمعيت اسپانيايي و 
. ميايي و مورفولوژيكي مورد بررسي قرار دادندلحاظ شي

 فاز معكوس در HPLCتجزيه ميزان سيليمارين از طريق 
اين جوامع نشان داد كه مقادير سيليبين و ايزوسيليبين 

همچنين . نسبت عكس با ميزان سيليديانين دارد
هاي با ميزان زياد سيليبين، ميزان سيليمارين زيادي  نمونه

راين از لحاظ ارزش اصلاحي مناسب به نيز داشتند و بناب
لعه با مطا) 1995( و همكاران Hetz .رسيدند نظر 
آميخته گونه   فلاونوليگناني در سه نسل خويشياهتركيب

از لحاظ  نشان دادند كهماريانوم در سه سال مختلف 
هاي نسلهاي  تركيب فلاونوليگنان در تمام لاين

حسنلو و  .وجود داردپايداري ژنتيكي آميخته  خويش
 اكوتيپ ماريتيغال از 11با بررسي ) 1383(همكاران 

 منشأاستانهاي مختلف ايران به همراه يك رقم با 
مجارستان اظهار داشتند كه بيشترين ميزان تجمع 
 .سيليمارين مربوط به مناطق ولشت و سپس برازجان بود

Shokrpour ماريتيغال را جمعيت 34 )2008( و همكاران 
 همچنين. مورد مطالعه قراردادند لوژيكيمورفواز لحاظ 

 گرفته قرار تحقيقمورد اين گياه تركيبهاي فلاونوليگناني 
اي در درون و  دار و قابل ملاحظه و تنوع ژنتيكي معني

 و همكاران Ram .شده استبين اكوتيپها گزارش 
 جمعيت 10 نمونه ماريتيغال متشكل از 15 )2005(

ي شده از منطقه آور  جمعيت داخلي جمع5خارجي و 
و ي جاموي هند را از لحاظ صفات مورفولوژيك

بيشترين ضريب . سيليمارين مورد مطالعه قراردادند
پذيري و پيشرفت ژنتيكي  تغييرات ژنوتيپي، وراثت

مربوط به صفات عملكرد دانه در بوته و تعداد كاپيتول 
همچنين در اين مطالعه همبستگي مثبت . در بوته بود

 تعداد كاپيتول در بوته و تعداد شاخه در داري بين معني
بوته و طول برگ و نيز بين عملكرد دانه و طول برگ، 

 .قطر ساقه، قطر كاپيتول و ميزان سيليمارين بدست آمد
هاي اصلاح ماريتيغال بر اساس گـزينش         امروزه برنامه 

محـدود بـودن تعـداد      با توجـه بـه       .فنوتيپي استوار است  
  بـودن از   ثرأتم و   بيوشيميايي  و مورفولوژيكينشانگرهاي  

. اسـت  محدودگونه نشانگرها    كاربرد اين  عوامل محيطي، 
 DNAويژه نشانگرهاي مبتني بـر       هنشانگرهاي مولكولي ب  
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280 …تجزيه ارتباط نشانگرهاي مورفولوژيكي، بيوشيميايي و

هـاي    و بـا حـذف اثـر       ا ايجاد تعداد نامحدودي نـشانگر     ب
ــسته  ــي، توان ــل محيط ــسياري از  ناشــي از عوام  اســت ب

ــوژيكي     ــشانگرهاي مورفول ــه ن ــوط ب ــشكلات مرب و م
 تعيين ارتبـاط بـين      ،رو از اين  .دكنبيوشيميايي را برطرف    

نشانگرهاي مولكـولي و صـفات ظـاهري و بيوشـيميايي           
. ي باشـد جمعيت در استفاده از گزينش مؤثرتواند گامي   مي

پيوستگي ژنتيكي بين نشانگرها و مكانهاي ژنـي صـفات          
وجود رابطه بين ترين توجيه براي  محتمل )هاQTL( كمي

 Virk et(است  مولكولي و نمود صفات كمي نشانگرهاي

al.,1996 .(        امروزه استفاده از پيوستگي بـين نـشانگرهاي
ينـد  ا فر ،مولكولي و ژنهـاي كنتـرل كننـده صـفات كمـي           

كه به جاي    طوري ه ب ،اصلاح نباتات را تسريع كرده است     
مستقيم به كمك نشانگرهاي     ارزيابي صفات، گزينش غير   

نون هيچ تحقيقـي در جهـت       تاك .گيرد  پيوسته صورت مي  
در سـطح مولكـولي و ارتبـاط آنهـا بـا            ماريتيغال  مطالعه  
از  . انجام نشده اسـت    مؤثره مواد    و مورفولوژيكيصفات  

 و  جمعيـت  به منظـور تجزيـه ارتبـاط          اين تحقيق  ،رو اين
و  AFLP فنوتيـــپ از طريـــق نـــشانگرهاي مولكـــولي 

 .باشد  و بيوشيميايي ميمورفولوژيكينشانگرهاي 
 
 روشها د وموا

 مواد گياهي
 ماريتيغال مورد استفاده قرار     جمعيت 34در اين مطالعه    

آوري شــده از   اكوتيــپ جمــع32گرفــت كــه متــشكل از 
،  گلـستان  ،استانهاي آذربايجان شـرقي، اردبيـل، مازنـدران       

و دو رقـم     )1 جـدول  (لرستان، خوزستان، بوشهر و فارس    
ــي  ــاري واردات ــا تج ــام بوداك ــه ن ــت  ب ان و لازي از مجارس

CNseeds    اين دو رقم از بخش گياهان      . ندبود از انگلستان
بـه منظـور    .  كـشاورزي تهيـه شـدند       دارويي وزارت جهاد  

ها در قالب طرح بلوكهاي     جمعيتانجام ارزيابيهاي فنوتيپي،    

آزمايـشهاي  . كامل تصادفي مـورد آزمـايش قـرار گرفتنـد         
ر مزرعه تحقيقـاتي ايـستگاه تحقيقـاتي دانـشكده          زراعي د 

 كيلومتري شرق تبريز    12اورزي دانشگاه تبريز واقع در      كش
 1360محل مورد نظـر داراي      . در منطقه كركج اجرا گرديد    

 طـول   17َ  و º46 متر ارتفاع از سطح دريـا و در مختـصات         
 صـفات  .عرض شمالي قرار گرفته اسـت  5 و َ  º38شرقي و   

ارتفـاع بوتـه، قطـر      : گيـري عبـارت بودنـد از        مورد انـدازه  
لي در بوته، تعداد دانه در كاپيتول، وزن دانه در          كاپيتول اص 

 .دانه، تاريخ گلدهي و عملكرد دانههزاركاپيتول، وزن 
 
 گيري سيليمارين  اندازه

ــتخراج     ــتگاه اس ــيليمارين، از دس ــتخراج س ــراي اس ب
 پتروليوم اتر و متانول طبـق       هايسوكسله با استفاده از حلال    
 Quaglia؛ Cacho et al., 1999(دستورالعملهاي مربوطـه  

et al., 1999 ؛Carrier et al., 2002 ؛Wallace et al., 

ــتفاده شـــد )2003 ــدار كمـــي  . اسـ ــين مقـ جهـــت تعيـ
هاي سيليمارين از دستگاه كروماتوگرافي مايع        فلاونوليگنان

دسـتگاه مـورد نظـر    . اسـتفاده شـد  ) HPLC(با كارايي بالا  
ــدل Knauer شــركتســاخت  ، K1001 و داراي پمــپ م

 و K2501مــدل ) اشــعه مــاوراي بــنفش (UVآشكارســاز 
اجزاي سيليمارين در طول موج     .  بود Marathon اتوسمپلر

ترسيم و محاسبه مربـوط بـه       .  نانومتر شناسايي شدند   288
 Chromgateافزار    هاي اجزاي فلاونوليگنان توسط نرم      پيك

گيـري اجـزاي سـيليمارين از         براي انـدازه  . صورت گرفت 
ال شـامل محلولهـاي اسـتاندارد       محلول استاندارد ماريتيغ ـ  

گـرم در      ميلي 5/0 و   2/0،  02/0،  016/0غلظتهاي  (سيليبين  
طـور جداگانـه     بررسـي بـه    و محلولهـاي مـورد    ) ليتـر   ميلي

ــه  . اســتفاده شــد ــوط ب ــدام از اجــزاي مرب درصــد هــر ك
يـابي در خـط       طور جداگانـه از طريـق ميانـه        هسيليمارين ب 
 نين ميـزان كـل     همچ. محاسبه شد ) كاليبراسيون(رگرسيون  
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281 3، شماره 24هان دارويي و معطر ايران، جلد فصلنامه تحقيقات گيا

 آوري شده از ايران هاي ماريتيغال جمع  نام و موقعيت جغرافيايي نمونه-1جدول 

 طول جغرافيايي
 )شرقي(

 جغرافيايي  عرض
 )شمالي(

ارتفاع از سطح 
 )متر(دريا 

 آوري تاريخ جمع استان  شماره نمونه  برداري محل نمونه

'55 º47 '38 º39 30 1 پارس آباد 
'46 º47 '30 º38 240 2 قره قيه 
'09 º48 '26 º39 60 3 بابك
'13 º48 '21 º39 100 4 بيله سوار 
'13 º48 '24 º39 30 5 روح كندي 
'07 º48 '10 º39 150 6 انجيرلو 
'40 º47 '01 º39 600 7 قره آغاج 

 اردبيل

'58 º46 '30 º39 320 8 تاتار 
'32 º46 '52 º38 420 9 چيلرقره 

 آذربايجان شرقي

'25 º54 '50 º36 200 10 گرگان 
'28 º54 '44 º36 420 11 ناهارخوران 
'26 º54 '00 º37 110 12 آق قلا 
'10 º55 '05 º37 120 13 آزاد شهر 
'09 º55 '16 º37 120 14 گنبد 
'06 º54 '47 º36 120 15 كردكوي 

 گلستان

'32 º53 '41 º36 90 16 بهشهر 
'03 º53 '33 º36 400 17 ساري 
'51 º52 '27 º36 20 18 قائم شهر 
'57 º51 '34 º36 30 19 نور 
'14 º52 '37 º36 20 20 محمود آباد 
'31 º52 '40 º36 40 21 فريدون كنار 

 مازندران

'23 º48 '22 º32 180 22 دزفول 
'52 º48 '35 º31 20 23 ملاثاني 

 1381خرداد 

'20 º48 '27 º32 200 24 انديمشك 
'04 º51 '20 º29 20 25 آبپخش 
'26 º48 '28 º31 0 26 حميديه 
'14 º50 '35 º30 300 27 بهبهان 
'14 º48 '32 º11 85 28 شوش 
'36 º49 '16 º31 90 29 رامهرمز 

 خوزستان

'48 º47 '17 º33 780 لرستان 30 جلگه خلج 
'31 º51 '06 º30 980 31 نور آباد 
'39 º51 '36 º29 800 32 قائميه 

 فارس

 1382ارديبهشت 
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282 …تجزيه ارتباط نشانگرهاي مورفولوژيكي، بيوشيميايي و

اجزاي سيليمارين بدست   سيليمارين از طريق مجموع تمام      
 ).USP, 2003(آمد 

 
  AFLPتجزيه 

هـاي     جهـت انجـام تجزيـه      DNAبه منظور اسـتخراج     
 ـ    مولكولي، نمونه برگي از تـك بوتـه        طـور جداگانـه     ههـا ب

  از ايـن گيـاه دارويـي       DNAبراي اسـتخراج    . برداشت شد 
ــر ــه  روش تغيي ــرار گرفــت  CTABيافت ــورد اســتفاده ق  م

 غلظت بالايي   ، در اين روش   ).1383 شكرپور و همكاران،  (
مركاپتواتانول در تهيه بـافر اسـتخراج بكـار          -2 و   PVPاز  

فنلهـا   ا در حذف پلـي هطوري كه افزودن اين تركيب   به ،رفت
 متابوليتهاي ثانويه   از نمونه برگي و ممانعت از اكسيداسيون      

و همكـاران    Vos براسـاس روش     AFLP تجزيه   . بود مؤثر
 در ايـن  . با اعمال تغييـرات جزيـي انجـام گرفـت     )1995(

ايزوشـيزومر   (Tru9I و   EcoRIتكنيك، از آنزيمهاي برشي     
بـــراي تكثيـــر انتخـــابي . اســـتفاده شـــد) MseIآنـــزيم 
ــات ــدا ، AFLPقطع ــازگر داراي 64ابت ــب آغ ــاز 3 تركي  ب

 27 از بـين آنهـا       في مورد بررسـي قـرار گرفـت كـه         تصاد
شكلي و با كيفيت مناسب براي       تركيب آغازگر داراي چند   

 27در نهايــت ايــن ). 2جــدول (دهــي انتخــاب شــد  رتبــه
هـا بكـار      ي كليه نمونـه   جمعيتتركيب آغازگر براي ارزيابي     

الكترفورز قطعات حاصل از تكثير انتخابي توسط       . برده شد 
يـاب سـاخت شـركت      رز عمـودي تـوالي    دستگاه الكتروفو 

Bio-Rad مدل Sequi-Gen GT 38×50 با ابعاد شيشه ژل 
الكتروفـورز بـا اسـتفاده از        .متر مربع صورت گرفت    سانتي

 وات بـه    80 درصـد و بـا تـوان ثابـت           6آكريلاميد    ژل پلي 
 در نهايت براي مرئـي كـردن        . ساعت انجام گرديد   2مدت  

 . نقره استفاده شدترات نيآميزي شده از رنگ قطعات تكثير
 

 تركيبهاي آغازگر مورد استفاده در تجزيه -2جدول 
AFLP  
 

 تركيب آغازگر كد شماره
1 C1 EacaMcag 

2 C2 EacaMctt 

3 C3 EaccMctc 

4 C4 EacaMcaa 

5 C5 EacaMcat 

6 C6 EaccMctt 

7 C7 EaccMcag 

8 C8 EacaMcta 

9 C9 EacaMcac 

10 C10 EacaMctc 
11 C11 EacaMctg 

12 C12 EaccMcta 

13 C13 EaccMcaa 

14 C14 EaccMctg 

15 C15 EaccMcat 

16 C16 EacgMcag 

17 C17 EacgMctg 

18 C18 EacgMcat 

19 C19 EacgMcac 

20 C20 EacgMctc 

21 C21 EacgMcaa 

22 C22 EaggMcta 

23 C23 EaggMctc 

24 C24 EaggMctt 

25 C25 EactMcaa 

26 C26 EactMcac 

27 C27 EagcMcta 

E، آغازگر ECoRI و M، آغازگر MseI است. 
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283 3، شماره 24هان دارويي و معطر ايران، جلد فصلنامه تحقيقات گيا

 ها  تجزيه آماري داده
به منظور بررسي رابطـه بـين صـفات مورفولوژيـك و            
تركيبهــاي فلاونوليگنــاني ماريتيغــال از تجزيــه همبــستگي 

تعيين تعـداد متغيرهـاي كانونيـك و        . كانونيك استفاده شد  
هاي كانونيك مناسب بـر مبنـاي مقـادير          انتخاب همبستگي 

ــستگيه ــده  مب ــصحيح ش ــك ت ــاي كانوني  Adjusted (ه

canonical correlation( آزمون ،Wilks' lambda  و معيار
Redundancy ــت ــام گرف ــاري  .  انج ــبات آم ــراي محاس ب

 مـورد اسـتفاده   SAS v. 8 و SPSS v. 11.5افزارهـاي   نرم
 و  AFLPرابطـه بـين نـشانگرهاي مولكـولي          .قرار گرفت 

ز رابطــه بــين نــشانگرهاي تركيبهــاي فلاونوليگنــاني و نيــ
AFLP  ماريتيغـال در اكوتيپهـاي      مورفولوژيكيهاي     و داده 

 مورد مطالعه با استفاده از رگرسيون چندگانه گـام بـه گـام            
)Stepwise multiple regression(بــدين .  بررســي شــد

ــسته و    ــر واب ــوان متغي ــه عن ــر صــفت كمــي ب ــب، ه ترتي
ظـر   بـه عنـوان متغيرهـاي مـسقل در ن          AFLPنشانگرهاي  
براي كاهش احتمال خطاي نوع اول، ورود و        . گرفته شدند 

حذف هر متغير از مدل به ترتيب در سطح احتمال يـك و             
 .پنج درصد انجام شد

 
 نتايج 

 يتجزيه همبستگي كانونيك بر اساس صفات مورفولوژيك      
 مؤثرهو خصوصيات مواد 

مقادير ضـرايب همبـستگي كانونيـك هـشت صـفت           
 ـ  يمورفولوژيك ا هفـت فلاونوليگنـان تـشكيل        ماريتيغال ب

دهـد كـه تنهـا دو         نشان مي ) 3جدول  (دهنده سيليمارين   
متغير اول كانونيك داراي همبـستگي كانونيـك تـصحيح          

. دنباش ـ  مـي ) 69/0 و   72/0ترتيـب    بـه (شده قابـل توجـه      

هاي كانونيك تصحيح شده در واقع برآوردهاي      همبستگي
 شـند با  هـاي كانونيـك مـي       نااريب تقريبـي از همبـستگي     

)Sharma, 1996 .(  هـاي كانونيـك    تـوان دوم همبـستگي
بيانگر مقدار واريانس متغير كانونيك يك گروه است كـه          

ايـن  . شـود   توسط متغير كانونيك گروه ديگر توجيـه مـي        
ترتيـب   هاي كانونيك اول و دوم به       مقادير براي همبستگي  

 درصـد تغييـرات     69به عبارت ديگر،    .  بود 61/0 و   69/0
 كانونيك مربوط به صفات مورفولوژي توسط       اولين متغير 

اولين متغير كانونيك مربوط به صـفات شـيميايي توجيـه           
با وجود اينكـه مقـدار همبـستگي كانونيـك در           . شود  مي

 امـا   ،باشـد   متغيرهاي كانونيك اول و دوم قابل توجه مـي        
 نشان داد كه تنها اولـين ضـريب   Wilks' lambdaآزمون 

رسد بزرگ     به نظر مي   .استدار    همبستگي كانونيك معني  
بودن اندازه نمونه در اين مطالعـه باعـث ايـن امـر شـده               

 به عبارت .ثير اندازه نمونه استأ اين آزمون تحت ت.باشد
هاي بزرگ حتي مقادير كوچك همبستگي   در نمونه،ديگر

علاوه بر اين، يك همبستگي     . شوند  دار مي   كانونيك معني 
ازه نمونه كوچـك    كانونيك قوي ممكن است به علت اند      

 به عنوان يك معيـار      Redundancyمعيار  . دار نشود   معني
ــاربردي معنــي ــراي ) Practical significance (داري ك ب

متغيرهاي كانونيك اول و دوم مشخص كرد كه به ترتيب          
ده و چهارده درصد واريانس صفات مورفولوژيك توسط        

ــار . شــود صــفات شــيميايي توجيــه مــي ــر اســاس معي ب
Redundancy   بر خـلاف آزمـون Wilks' lambda  حتـي 

. متغير كانونيك دوم از اهميـت بيـشتري برخـوردار بـود           
بنابراين متغيرهاي كانونيك اول و دوم براي تفسير نتـايج          

 .بكار برده شدند
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284 …تجزيه ارتباط نشانگرهاي مورفولوژيكي، بيوشيميايي و

  و خصوصيات تركيبهاي دارويي ماريتيغالمورفولوژيكيهاي كانونيك بين صفات  ستگيبهم -3جدول
 Wilks' lambda  توان دوم همبستگي كانونيك همبستگي كانونيك تصحيح شده ونيكهمبستگي كان شماره

1 83/0 72/0 69/0 *61/1 
2 78/0 69/0 61/0 ns32/1 
3 73/0 - 53/0 ns98/0 
4 48/0 32/0 23/0 ns52/0 
5 34/0 19/0 12/0 ns34/0 
6 20/0 06/0 04/0 ns18/0 
7 07/0 03/0- 006/0 ns07/0 

ns 5دار در سطح احتمال  دار و معني رتيب غير معنيت به*  و %  
 

 Standardized (ضرايب كانونيـك اسـتاندارد شـده   

canonical coefficient ( اولين متغير كانونيك مربوط به
صفات مورفولوژي نشان داد كه وزن هزاردانـه و تعـداد           
دانه در كاپيتول با اثر مثبت و وزن دانه در كاپيتول با اثر             

م بيشتري در تشكيل اين متغير كانونيك داشتند        منفي سه 
مقادير اين ضرايب در اولين متغير كانونيـك      ). 4جدول  (

ثير زيـاد و مثبـت   أمربوط به صفات شيميايي حاكي از ت ـ   
ــيليبين   ــستين و س ــBسيليكري ــي  أ و ت ــزرگ و منف ثير ب

. باشـد    در تشكيل متغير كانونيك مربوطه مـي       Aسيليبين  
نيــك نيــز داراي ســاختاري ضــرايب دومــين متغيــر كانو

بـا ايـن تفـاوت كـه در      . مشابه متغير كانونيـك اول بـود      
ــا      ــيميايي تنه ــفات ش ــه ص ــوط ب ــك مرب ــر كانوني متغي
سيليكريستين سهم قابل توجه و مثبتي در تشكيل متغيـر          
كانونيك مربوطه داشته و نيز علامت ضرايب مربوط بـه          

در اينجــا تنهــا .  معكــوس شــده اســتB و Aســيليبين 
 كانونيك بزرگتر از يك در تفسير روابط بين دو          ضرايب

 . گروه مورد استفاده قرار گرفت
 4/0در ارتباط با بارهاي كانونيك، مقادير بزرگتـر از          

اولـين متغيـر كانونيـك      . در تفسير نتـايج بـه كـار رفـت         

صفات مورفولـوژي داراي همبـستگي بـالا و مثبـت بـا             
متغيـر  . دتاريخ گلدهي، قطر كاپيتول و عملكرد دانـه بـو         

كانونيك اول صفات بيوشيميايي تنهـا داراي همبـستگي         
 اكوتيپهـاي بـا     ،به عبارت ديگـر   .  بود Aمنفي با سيليبين    

و عملكرد دانـه زيـاد      ، قطر كاپيتول    تاريخ گلدهي ديرتر  
مقـادير بارهـاي    .  بودنـد  ي كم ـ A داراي درصد سـيليبين   

كانونيك در دومين متغيـر كانونيـك بزرگتـر از بارهـاي            
رو اهميـت    از ايـن ، به اولين متغير كانونيـك بـود       مربوط

بيشتري در تفـسير ارتبـاط بـين ايـن دو گـروه صـفات               
ساختار بارهـاي جفـت متغيـر كانونيـك         . خواهد داشت 

دوم نشان داد كه اكوتيپهاي داراي وزن هزاردانه زيـاد و           
تاريخ گلدهي، ارتفاع بوته، قطر كاپيتول و عملكرد دانـه          

 زيـاد و    B و Aريستين، سـيليبين    كم داراي درصد سيليك   
هـاي    توان نتيجه گرفت كه دانه      مي. سيليديانين كم بودند  

تر داراي سـيليبين بيـشتر و سـيليديانين كمتـري             درشت
ــد ــستگي. بودن ــين صــفات مورفولوژيــك و   همب هــاي ب

عكــس،  همتغيرهــاي كانونيــك صــفات بيوشــيميايي و بــ
 .ييد كردأتفسير حاصل از بارهاي كانونيك را ت
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 )هاي ماريتيغال همبستگي كانونيك صفات مورفولوژيك و فلاونوليگنان( ضرايب كانونيك در دو متغير كانونيك اول -4جدول 

ضرايب كانونيك استاندارد 
 شده

 بارهاي كانونيك
همبستگي صفت با متغير 

 صفات كانونيك گروه ديگر
1 2 1 2 1 2 

 58/0 11/0 74/0 13/0 22/1 59/1 وزن هزاردانه
 -40/0 53/0 -51/0 63/0 -26/0 58/0 تاريخ گلدهي
 -52/0 16/0 -66/0 19/0 -47/0 -20/0 ارتفاع بوته
 -35/0 38/0 -45/0 46/0 07/0 20/0 قطر كاپيتول
 -37/0 47/0 -47/0 57/0 -31/0 20/0 عملكرد دانه

 13/0 12/0 17/0 14/0 -21/1 -79/1 وزن دانه در كاپيتول
 -21/0 25/0 -27/0 30/0 21/1 78/1 داد دانه در كاپيتولتع

مورفولوژيكي
 

 -19/0 -11/0 -25/0 -13/0 -29/0 19/0 تعداد كاپيتول
 10/0 -01/0 13/0 -01/0 -28/0 06/0 تاكسيفولين
 65/0 0003/0 83/0 -0004/0 30/1 28/1 سيليكريستين
 -34/0 -02/0 -44/0 -03/0 13/0 -26/0 سيليديانين

 A 74/2- 06/0 47/0- 68/0 39/0- 53/0سيلبين 
 B 27/1 23/0- 27/0- 56/0 23/0- 43/0 سيليبين

 -A 09/0- 45/0- 04/0- 11/0- 03/0- 08/0 ايزوسيليبين

فلاونوليگنان
ها 

 

 -B 16/0 17/0- 31/0 28/0- 25/0 21/0 ايزوسيليبين

 
 هاي مورد مطالعه  و فلاونوليگنانAFLPهاي  رابطه بين داده

 فلاونوليگنان  7نتايج رگرسيون چندگانه براي هر يك از        
.  آمده است  5 در جدول    AFLP مكان ژني    415ماريتيغال و   

دار    نشانگر رابطـه معنـي     AFLP   ، 37 نشانگر   415در كل از    
كمترين تعداد  . هاي ماريتيغال داشتند    با تغييرات فلاونوليگنان  

بـا سـه     Aنشانگر مثبت مربوط به سيليكريـستين و سـيليبين        
 نـشانگر  11نشانگر و بيـشترين مربـوط بـه تاكـسيفولين بـا             

بيشترين ميزان تغييـرات تبيـين شـده توسـط          . مولكولي بود 
و %) 54(نـــشانگرهاي مثبـــت مربـــوط بـــه تاكـــسيفولين 

و كمتـرين ميـزان تغييـرات تبيـين شـده           %) 45(سيليديانين  
.  درصد و مربوط به سيليكريستين بـود       17توسط نشانگرها،   

دار بـا بـيش از يـك      از نشانگرها داراي رابطه معنـي    تعدادي

 داراي رابطـه    C11M8كـه نـشانگر      طـوري  هصفت بودند، ب  
.  بـود  A  و ايزوسيليبين  A هاي سيليبين   مثبت با فلاونوليگنان  

ــشانگر  ــراي  C2M20ن ــي ب ــيون منف ــريب رگرس  داراي ض
 ژنوتيپهـاي   ،بدين ترتيب .  بود B و   Aسيليكريستين، سيليبين   

نشانگر به علت داشتن مقادير كم سيليكريستين و        داراي اين   
. سيليبين از كيفيت دارويي مطلوبي برخوردار نخواهنـد بـود         

ــشانگر  ــا سيليكريــستين و C5M12ن  داراي رابطــه مثبــت ب
 داراي  C2در بـين تركيبهـاي آغـازگر،        .  بـود  Aايزوسيليبين  
طوري كه بخشي    به. دار با چهار فلاونوليگنان بود      رابطه معني 

 A، سيليكريستين، سيليبين    )C2M1(تغييرات تاكسيفولين   از  
توسط تغييرات افراد براي نشانگرهاي اين      ) B )C2M20و  

 . تركيب آغازگر تبيين شد
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286 …تجزيه ارتباط نشانگرهاي مورفولوژيكي، بيوشيميايي و

  ها  ضرايب رگرسيون و ضريب تبيين تصحيح شده در رگرسيون چندگانه بين هر يك از فلاونوليگنان-5جدول 
 )غير مستقلمت(AFLP و مكانهاي ژني ) متغير وابسته(

 ضرايب رگرسيون 
 B ايزوسيليبين A ايزوسيليبين B سيليبين A سيليبين سيليديانين سيليكريستين تاكسيفولين AFLPنشانگر 

 837/1 792/1 909/2 922/2 992/0 372/1 608/0 مبدأعرض از 
C10M23     430/0-   
C10M9 037/0-       

C11M10 051/0-       
C11M13 072/0-       
C11M8    563/0  140/0  

C12M12   078/0     
C12M5 037/0-       
C13M4   059/0-     
C13M6   078/0     
C13M7   113/0-     
C14M2   151/0     

C16M10    706/0    
C16M7       136/0 
C19M1      131/0-  

C19M11   097/0-     
C19M7  142/0      
C1M13     649/0-   
C1M16       180/0 
C1M17     406/0   

C20M12      107/0-  
C20M2 035/0-       
C21M3 070/0       

C22M10     448/0-   
C22M7 087/0       
C25M3     590/0   
C25M4 178/0-       
C27M4 069/0      293/0- 
C2M1 045/0-       
C2M20  185/0-  115/1- 994/0-   
C5M1       184/0 
C5M12  343/0    315/0  
C5M3      120/0-  
C5M8       166/0 
C6M1   064/0     
C7M3   100/0     
C8M13      129/0  
C8M2 041/0       

R225/0 29/0 34/0 22/0 45/0 17/0 54/0  تصحيح شده 
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  و صفات مورفولوژيكAFLPهاي  رابطه بين داده
 و صـفات    AFLPهـاي     س تجزيه رگرسيون داده   بر اسا 

 نشانگر مثبت بـراي صـفات       29 در مجموع    ،مورفولوژيكي
از بـين صـفات     ). 6جـدول   (مورفولوژيكي شناسايي شـد     

مورد مطالعه، فقط بـراي عملكـرد دانـه و تعـداد دانـه در               
مقـادير ضـرايب    . كاپيتول نشانگرهاي مثبت وجود نداشت    

 ـ       راي صـفات وزن هـزار      تبيين تصحيح شده نشان داد كه ب
 درصــد 40دانـه، تـاريخ گلــدهي و ارتفـاع بوتــه بـيش از     

تغييرات توسط نشانگرهاي مثبـت شناسـايي شـده توجيـه         
 داراي رابطــه C4M12 و C25M3نــشانگرهاي . گرديــد
ــي ــشانگر    معن ــدهي، ن ــاريخ گل ــه و ت ــا وزن هزاردان دار ب

C16M7 بــراي صــفات تــاريخ گلــدهي و ارتفــاع بوتــه و 
 با صفات تاريخ گلدهي و تعـداد كـاپيتول          C8M6نشانگر  

وزن دانـه در    . دار نـشان داد     به طور مـشترك رابطـه معنـي       
 4(كــاپيتول داراي كمتــرين ميــزان تغييــرات تبيــين شــده  

توسط نشانگرها بود كه داراي يك نشانگر مثبت با         ) درصد
 . دار در مدل مربوطه بود رابطه معني

 
 بحث

رفولـوژيكي و   در همبستگي كانونيـك بـين صـفات مو        
 Loadings (هاي ساختاري بيوشيميايي، بارهاي همبستگي

of structural correlations (   تفسير متفاوتي را نـسبت بـه
ايـن تفـاوت    . نده كرد ئضرايب كانونيك استاندارد شده ارا    

هـا و يـا كوچـك         خطي بـين داده    ناشي از وجود پديده هم    

وامـل باعـث   طوري كه اين ع   به. باشد  بودن اندازه نمونه مي   
قابل ذكـر اسـت كـه       . شوند  ناپايداري ضرايب كانونيك مي   

بارهاي كانونيك، رابطه دو متغيره بين يك متغيـر و متغيـر            
 در  ،باشـند   كانونيك مربوطه با حذف اثر ساير متغيرها مـي        

كه ضرايب كانونيك سهم هـر متغيـر را در تـشكيل             حالي
ن متغير كانونيك مربوطـه در حـضور سـاير متغيرهـا نـشا            

پيـشنهاد كـرد كـه      ) Sharma )1996،  رو از ايـن  . دهنـد   مي
ضرايب كانونيك براي تعيين اهميت هر متغير در تـشكيل          
متغيرهاي كانونيك و بارهاي كانونيك براي تعيـين مفهـوم          

دار برخـي از     طور كلي، ارتباط معني    به .آنها بكار برده شود   
ل صفات مورفولوژيكي مانند وزن هزاردانه با اجزاي تشكي       

هاي  توان در برنامه دهنده سيليمارين حاكي از آنست كه مي
اصلاحي از گزينش غيرمستقيم براي صفات مورفولوژيكي       
به منظور بهبود و اصلاح صفات كيفي و دارويي ماريتيغال          

اهميت اين موضوع بـا توجـه بـه پرهزينـه و            . بهره جست 
 دارويـي روشـن     مـؤثره گيـري مـواد       مشكل بـودن انـدازه    

همچنـين بـا توجـه بـه اينكـه كيفيـت دارويـي              . شـود   مي
ســيليمارين از طريــق نــسبت اجــزاي تــشكيل دهنــده آن  

له ئ بايستي در هنگام گزينش به اين مـس        ،گردد  مشخص مي 
 58بــا مطالعــه ) 1987(و همكــاران   Adzet.توجــه نمــود

جمعيت مختلف ماريتيغال اظهار داشتند كه مقادير سيليبين        
 .ميزان سيليديانين داردو ايزوسيليبين نسبت عكس با 
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متغير  (مورفولوژيكي ضرايب رگرسيون و ضريب تبيين تصحيح شده در رگرسيون چندگانه بين هر يك از صفات -6جدول 
 )متغير مستقل( AFLPو مكانهاي ژني ) وابسته

 ضرايب رگرسيون 
 تعداد كاپيتول ركاپيتولد دانه وزن قطر كاپيتول ارتفاع بوته تاريخ گلدهي هزاردانه وزن  AFLPنشانگر 

 561/16 278/1 737/4 036/136 774/107 334/1 مبدأعرض از 
C10M20      955/3 
C11M5  250/2-     
C13M3   622/9    
C14M5   441/11    
C15M6    125/0   
C16M7  921/1 033/6    
C1M13    195/0-   
C1M18  907/1     
C1M23      523/3 
C20M17   912/6    
C22M10 044/0      
C24M10   867/5-    
C24M11    191/0-   
C25M3 066/0- 465/2     
C27M9     245/0  
C2M18 043/0-      
C2M23  646/2     
C2M4    184/0-   

C3M13  941/1     
C3M3 150/0-      

C4M12 083/0 657/2-     
C4M7  509/1     
C7M3    279/0-   
C8M1 081/0      

C8M11   620/10-    
C8M5  602/1-     
C8M6  632/2-    292/4- 

C9M19    260/0   
C9M5   732/7-    

R217/0 04/0 27/0 41/0 55/0 42/0  تصحيح شده 
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مطالعــه رابطــه بــين نــشانگرهاي مولكــولي و صــفات 
ا زراعي داراي كاربردهاي متعددي است كه برخـي از آنه ـ         

عبارت است از امكان بررسي پتانسيل ژنتيكـي ژنوتيپهـاي          
هـاي صـفت     شناسايي الل ،  خاص پيش از ارزيابي فنوتيپي    

يـابي    تـسهيل مكـان   ،  پلاسـم   هـاي ژرم    مطلوب در مجموعه  
ول ئييـد ژنهـاي كانديـداي مـس       أت و   هـا QTLخيلي دقيـق    
 ). Gebhardt et al, 2004 (صفات كمي

ركيـب آن بـا يـك       تاكسيفولين فلاونوييدي است كـه ت     
ماده ليگنـاني بـه نـام كونيفريـل الكـل منجـر بـه تـشكيل                 

 ,Dewick(گـردد   تركيبهاي فلاونوليگنـاني ماريتيغـال مـي   

سـاز اصـلي      به عبـارت ديگـر، تاكـسيفولين پـيش        ). 1997
همبستگي مثبت تاكسيفولين   . ها است   بيوسنتز فلاونوليگنان 
ا توجه بـه  ب. يد اين موضوع استؤها م   با كليه فلاونوليگنان  

 AFLPتـوان از نـشانگرهاي        نتايج تجزيه رگرسـيون، مـي     
بينـي شـيميوتيپهاي     بـراي پـيش    C22M7 و   C25M4مانند  

ــه .ماريتيغــال از لحــاظ تاكــسيفولين اســتفاده نمــود   تجزي
ــوژي و   ــفات مورفولـ ــراي صـ همبـــستگي كانونيـــك بـ

ها نشان داد كه اكوتيپهاي داراي وزن هزاردانه          فلاونوليگنان
اريخ گلدهي، ارتفاع بوته، قطر كاپيتول و عملكرد بيشتر و ت  

دانــه كمتــر داراي سيليكريــستين و ســيليبين بيــشتر و     
بنابراين اكوتيپهاي زودرس يا    . باشند  سيليديانين كمتري مي  

تر و با اندازه يا وزن دانـه بيـشتر           داراي دوره رويشي كوتاه   
.  بيشتري برخوردارندمؤثرهاز ارزش دارويي و كيفيت مواد 

اين نتيجه ممكن است به علت شرايط آب و هوايي محـل            
) 2002(و همكـاران     Mohammadi. باشد) تبريز(آزمايش  

 لايـن اينبـرد ذرت، پـس از شناسـايي           8ل  ي ـدلادر تجزيه   
نشانگرهاي ريزماهواره مرتبط با عملكرد دانه، تعـداد دانـه          

 دانه بـا اسـتفاده از تجزيـه رگرسـيون          100 وزن   در بلال و  
 اثـر افزايـشي و غالبيـت را        ءگام به گـام، دو جـز      چندگانه  

براي نواحي ژنومي دخيل در كنتـرل ايـن صـفات بـرآورد         

 نشانگر مثبت براي سـه صـفت        14آنها در مجموع    . كردند
در مطالعـه   ) 2004(و همكاران    Kraakma. گزارش كردند 

، AFLP نـشانگر    236 رقم جـو بهـاره بـا اسـتفاده از            146
ولكـولي و صـفات عملكـرد و        ارتباط بـين نـشانگرهاي م     

رگرسيون چندگانـه گـام     . پايداري عملكرد را تعيين كردند    
 درصـد  58 تـا  40 نـشانگر  20 تـا   18به گام نشان داد كـه       

 . تغييرات اين دو صفت را تبيين كردند
Virk  رابطـه بـين صـفات تــاريخ    ) 1996( و همكـاران

 و  RAPD را با نشانگرهاي     )Culm (گلدهي و تعداد پنجه   
.  نمونــه بــرنج مــورد مطالعــه قــرار دادنــد47يم در ايــزوز

 39 و   RAPD نـشانگر    63رگرسيون چندگانه با استفاده از      
آلوزيم به عنوان متغير مستقل و تاريخ گلـدهي بـه عنـوان             

 99 حـدود  RAPD نـشانگر  29متغير وابسته نشان داد كـه    
 به عقيده اين محققـان، در  .درصد تغييرات را توجيه كردند 

يوسـتگي ژنتيكـي علـت اصـلي رابطـه بـين            صورتي كـه پ   
نشانگرهاي مولكولي و مكانهاي ژني كنترل كننده صـفات         
كمي باشد، يك مزيت رابطه بين نـشانگرهاي مولكـولي و           

ي والـدين بـه منظـور ايجـاد         ايصفات كمي، گـزينش كـار     
هـاي يـك صـفت      QTLيابي   جوامع مورد استفاده در مكان    

ه به دلايل وجـود     از طرف ديگر، بدون توج    . باشد  معين مي 
كـه كـم و بـيش       (اين روابط، كاربرد نشانگرهاي مولكولي      

بـه همـراه تجزيـه      ) داراي توزيع تصادفي در ژنوم هـستند      
رگرسيون چندگانه، كمك قابل توجهي در استفاده از تنوع         

تركيـب فنـون مختلـف،      . نماينـد   زيستي گياهان فراهم مـي    
 لحـاظ   بيني نمود يك گياه در يك محـيط معـين را از             پيش

اي   صفات زراعي كمي، پـيش از اجـراي آزمـايش مزرعـه           
پلاسم  علاوه بر اين، در صورتي كه ژرم. ميسر خواهد نمود  

يك گونه از لحاظ صفات كمي مهم براي شـرايط خـاص            
بـا اسـتفاده از نـشانگرهاي مولكـولي     ) مانند تحمل تـنش   (

هاي حاصل از نشانگر ابزار ارزشـمندي         ارزيابي گردد، داده  
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هاي ديگر و نيز شناسـايي        پلاسم  ژرم  بيني ارزش     يشبراي پ 
ماده ژنتيكي مطلوب حتي در شرايط آزمايشگاهي خواهـد         

پلاسـم گيـاهي را بـه         بنابراين، اين مطالعـه ارزش ژرم     . بود
درباره عنوان ذخاير ژنهاي مفيد يا به عنوان منابع اطلاعات          

 همچنين با توجه به اينكه      .كند  صفات فنوتيپي مشخص مي   
هــاي  وســنتز متابوليتهــاي ثانويــه از جملــه فلاونوليگنــانبي

ثير شـرايط اقليمـي و      أسيليمارين در گياه به شدت تحت ت      
باشــد، بنـابراين پيــشنهاد    و هـوايي محـل رويــش مـي    آب
شود بررسي خصوصيات زراعي و دارويي ماريتيغال در          مي

تركيبي از سالها و مكانهاي مختلف مورد آزمون و مطالعـه           
اسـتفاده از نـشانگرهاي مولكـولي     بـا  همچنـين . دقرار گير 

تـوان    مرتبط بـا نـشانگرهاي بيوشـيميايي يـا زراعـي، مـي            
گزينش افراد برتر را در مرحلـه گياهچـه و مـستقل از اثـر           

 .محيط انجام داد

 
 سپاسگزاري

از مـساعدت و    داننـد     نويسندگان مقاله بر خود لازم مي     
 مولكـولي    آزمايشگاه اصـلاح نباتـات     نهمكاري كارشناسا 

 در انجـام    دانشگاه تبريز آقاي كهنمـويي و خـانم شـكويي         
و از پژوهـشكده گياهـان دارويـي جهـاد           بخش مولكـولي  

ــدازه  ــراي ان ــشگاهي ب ــواد   دان ــري م ــؤثرهگي ــي م  داروي
  .نمايند سپاسگزاري 
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Abstract 
To investigate the relationships between morphological, phytochemical and molecular 

markers in milk thistle, a set of 32 ecotypes collected from Iran along with two introduced 
varieties, Budakalaszi and CN seeds, were evaluated. Canonical correlation analysis between 8 
morphological attributes and 7 flavonolignan compounds forming silymarin revealed that first 
two canonical variables showed high canonical correlations. The loadings of the canonical 
correlations indicated that ecotypes having higher values for 1000 seed weight and lower values 
for flowering time, plant height, capsule diameter and seed yield would have higher silychristin 
and silybin and lower silydianin contents. In other words, larger seeds would have higher 
silybin and lower silydianin. Out of 415 polymorphic markers, 37 and 29 markers showed 
significant association with flavonolignans markers and morphological attributes, respectively. 
The informative markers showed 54 and 45% of the variation for taxifolin and silychristin, 
respectively. In the case of morphological traits, more than 40% of 1000 seed weight, flowering 
date and plant height variation were determined by informative AFLP markers. Results of the 
study clarified that some of qualitative and quantitative properties of essential oil in milk thistle 
can be well predicted by morphological and also molecular markers. 
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