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 )Myotis blythii( خفاش گوش موشي كوچك يتهايجمع بين ارتباط ژنتيكيبررسي 
  شمال دشت بين النهرين و كوههاي زاگرس مياني در غرب ايران 

  3يمظفر شريف و 2يمطلب ي، مصطف2*ي، محمد رضا زمان3و1جعفر وطن دوست
 گروه زيست شناسي ،، دانشكده علومتربيت معلم، دانشگاه سبزوار 1

  زيست فناوريژنتيك و  يمهندس يپژوهشگاه مل ،تهران 2

  مركز مطالعات محيط زيست، دانشگاه رازي، دانشكده علوم، كرمانشاه 3

  20/3/86:تاريخ پذيرش   24/4/85تاريخ دريافت 

  چكيده

در ايران محسوب مي  Myotisبزرگترين گونه جنس ) Vespertionidaeخانواده ( Myotis blythiiخفاش گوش موشي كوچك 
ل توجهي را نشان هاي قابخفاش در مناطق مختلف ايران تفاوتمطالعات صورت گرفته در مورد ويژگيهاي ريختي اين . ودش
اين  بنظر مي رسدو  شتهي وجود داهاي روشني در شرايط اكولوژيك شمال دشت بين النهرين و زاگرس ميانتفاوت. دهد مي

صفت  29تعداد  ن مطالعهيدر ا .دواي ريختي خفاش گوش موشي كوچك شها باعث ايجاد تغييرات قابل توجهي در ويژگيهتفاوت
 Myotis يهاتيجمعموجود در  جهت مطالعه و بررسي تفاوت ييايتوكندريم bتوكروم يس DNA يهايتوال نيز ك ويمورفولوژ

blythii توكروم ياز ژن س يقسمت .مورد استفاده قرار گرفتط يدو محن يا ايرانيb DNA پرده بين  يمونه هان ييايتوكندريم
ارتباط و  يكيژنت يمرزهاشد تا  ين توالييتع سپس ر ويتكث ،با استفاده از دو آغازگر طراحي شده انگشتي خفاشهاي زنده

ن اندازه جمجه يسه بيمقا .مشخص شودن دو منطقه يا Myotis blythii خفاش گوش موشي كوچك يهاتيجمعدرون ك يلوژنتيف
در جمعيتهاي  دار ياختلاف معنداراي مورفولوژيك  صفاتبرخي از ن دو منطقه نشان داد كه ياشده در  يجمع آور ينمونه ها
بدست آمده مشخص شد  )Coefficient of Variation,CD( ضريب تغييرات براساس ميانگين با اين وجود. مي باشندمتفاوت 

  DNA يهايتوال يز ملكوليآنال .جدا نمي شوندهمپوشاني خوبي داشته و در سطح زيرگونه از هم  منطقهكه جمعيتهاي اين دو 
و  يانيزاگرس م يكوهها ينشان داد كه نمونه ها PHYLIPك در برنامه يلوژنتيف يهايبررسو  bآمده از ژن سيتوكروم  بدست

ن دو يا يتهاينشان داد كه جمع يكيژنت يزهايفت آناليدر حق. كند يك را مشخص نميك مقام تاكسونومين ين النهريشمال دشت ب
  . ستنديص نيگر قابل تشخيكدياز  يك،ژتفاوت در شرايط اكولووجود عليرغم  ،از نظر ژنتيكي منطقه

  Myotis blythii  و  b ،PHYLIP، سيتوكروم PCR :كليدي واژه هاي
  geb.ac.irzamani@ni:، پست الكترونيك44580363  :نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
 ،براي مطالعه و دسته بندي موجودات از جمله خفاشها

، 16، 15( ختلفي مانند ماركرهاي مورفولوژيكماركرهاي م
و ماركرهاي مبتني بر ) 26(، ماركرهاي پروتئيني )23 و 17

DNA )2 ،19 استفاده از . قرار مي گيرداستفاده مورد  )20 و
بندي  طبقهول در ماركرهاي مورفولوژيك يك روش متدا

مطالعات مورفولوژيك در خصوص . خفاشها مي باشد
در ) Myotis blythii(خفاش گوش موشي كوچك 

 8، 6( انجام شده استكشورهاي مختلف و از جمله ايران 
اخيراً از مطالعات ملكولي در كنار مطالعات  ).22 و

عيين وضعيت تاكسونوميك دقيق مورفولوژيك براي ت
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در اكثر اين ). 20 و 18، 14( ي شودها استفاده مخفاش
و  استفاده مي گردد DNAمطالعات از ماركرهاي مبتني بر 

ها متداولترين روش در اين بررسي bاستفاده از سيتوكروم 
 ).20و  19، 18، 14، 10، 7(شد مي با

 هدر پال) Myotis blythii(خفاش گوش موشي كوچك 
شده است اركتيك غربي و جنوبي تا شبه قاره هند گزارش 

وسيعي از شمال  داراي گسترش جغرافيايياين خفاش  .)6(
خفاش گوش موشي . ستا آفريقا، اروپا تا شرق آسيا

خفاشي است با اندازه متوسط كه ) Myotis blythii( كوچك
گزارشهاي . در ايران است Myotisبزرگترين گونه جنس 

Myotis blythii ايران موقعيتهاي زيادي از اين  در مورد
.  )6(اش را در شمال و غرب مشخص كرده است خف

اولين نمونه خفاش گوش موشي كوچك در ايران از دربند 
جمع آوري بوسيله توماس ) كيلومتري غرب اصفهان 75(

 Myotis myotisبعنوان يك زيرگونه آنرا بغلط و  )24(شده 

omari  خفاش گوش ( اين گونه. )6( رده استكتوصيف
و در غرب و  اساً اروپايي داردپراكنشي اس)  موشي بزرگ

 خفاش گوش موشي بزرگ  .شرق تركيه گزارش شده است
Myotis myotis همزاد خفاش گونه blythii  Myotis بوده 

در شمال آفريقا و اروپا وجود دارد و در ايران هرگز  و
   .)3( گزارش نشده است

  Cheesman نمونه جمع آوري  4برپايه ) 5( 1921در سال
 Myotis risorius  راز، يك زيرگونه جديدشده از شي

myotis را معرفي كرد .Harison و Lewis  1961در سال 

به  متعلق risoriusو  omariنشان دادند كه دو زيرگونه ) 8(
Myotis myotis و جزء نبوده Myotis blythii هستند .

DeBlase  نمونه  169با بررسي  1980در سالMyotis 

blythii  لف ايران نشان داد كه  مخت مناطقازMyotis 

risorius blythii  مترادف باomari Myotis blythii   مي
ايراني اين خفاش  انواعباشد و همچنين مشخص كرد كه 

اين ). 6(تعلق دارد  Myotis blythii omari به زيرگونه 
يد شده أيت) 25 و 23(توسط چندين نويسنده  موضوع
د تفاوتهاي مطالعات صورت گرفته در مور. است

مورفولوژيك خفاش گوش موشي كوچك در زاگرس 
غربي مي تواند از طريق انجام مطالعات مشابه در زمينه 

اين خفاش كامل  هاي ژنتيكي در جمعيتهاي مجزاي
پاسخي روشن به وضعيت تاكسونوميك  گرديده و احتمالاً

   .داشجمعيتهاي اين گونه در ايران ب

  مواد و روشها

براي مطالعه  Myotis blythiiاي خفاشه: يمورفولوژ
شمالي  40′،34° (مورفولوژي از دو غار كيله سفيد

، 47°شمالي و  23′، 33°(و ماهيدشت ) شرقي 52′،45°و
مطالعه براي در اين  .ستادر استان كرمانشاه ) شرقي ′30

خفاش  41 در صفت جمجمه اي 29 بررسيهاي مورفومتري
M. blythii ازه گيري اين صفات براي اند. اندازه گيري شد

 )1جدول ( ن صفاتيا .از كوليس ديجيتال استفاده گرديد
ف شده يتوص )6( DeBlaseو  )Benda )1در مقالات 

  . است
  صفات مورفولوژيكي مورد استفاده در اين تحقيق -1جدول 

نام صفت          
Attribute       

 تعريف صفت معادل انگليسي

GL Greatest length of 
skull 

از حاشيه جلويي دندان پيش تا برجستگي عقبي: بيشترين طول جمجمه
 استخوان پس سري

CBL Condylobasal length 
از حاشيه جلويي دنـدان پـيش تـا برجسـتگي عقبـي: طول كنديلوبازال

 كنديل هاي پس سري

CCL Condylocanine length 
 ـ : كنديلوكناين ي كنـديلاز حاشيه جلويي دندان نيش تا برجسـتگي عقب

 هاي پس سري

ONL Occipitonasal length فاصله بين پايه بيني تا پشت سر 
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WC1-C1 Anterior width of 
rostrum 

 فاصله مابين دو دندان نيش در فك بالا

WM3-M3 Posterior width of 
rostrum 

 فاصله مابين دو دندان آسياي سوم در فك بالا

ZB Zygomatic breadth پهن ترين بخش لبه خارجي كمانهاي زيگوماتيك: اتيكپهناي زيگوم 

IW Interorbital width كمترين فاصله مابين دو حدقه چشم: پهناي بين حدقه اي 

MB Mastoid breadth 
بيشـترين پهنـاي جمجمـه در محـل برجسـتگيهاي: پهناي ماسـتوئيدي 

 ماستوئيدي

HBS Height of the skull 
over the bullae 

بلندترين ارتفاع جمجمه از بالاترين قسمت جمجمه تا: مهارتفاع جمج
 پائين ترين بخش صندوق صماخ

LC1-M3 Length of C1-M3 
از حاشيه جلويي دندان نيش تا حاشيه عقبـي آخـرين: C1-M3 طول 

 دندان آسيا در فك بالا

LM1-M3 Length of M1-M3 
ه عقبـياز حاشيه جلويي اولين دندان آسيا تـا حاشـي  :  M1-M3طول 

 آخرين دندان آسيا در فك بالا

LC1-P4 length of C1-P4 
از حاشيه جلويي دندان نيش تـا حاشـيه عقبـي آخـرين: C1-P4طول 

 در فك بالا) پري مولار(دندان پيش آسيا 

LP3 Length of P3 در فك بالا)پري مولار(طول آخرين دندان پيش آسيا 

WP3 Width of P3  در فك بالا)پري مولار(آسياعرض آخرين دندان پيش 

INFO Infraorbital Breadth فاصله مابين دو سوراخ اينفرا اوربيتال: پهناي اينفرا اوربيتال 

LI1-M3 Length of I1-M3 
از حاشيه جلويي  دندان پيش تا حاشيه عقبـي آخـرين:  I1-M3طول 

 دندان آسيا در فك بالا

LMD Length of mandible ك پائينبيشترين طول ف 

LI1_M3 Length of I1–M3 
فاصله مابين قدامي ترين بخش دندان پـيش تـا خلفـي:  I1-M3طول 

 ترين قسمت دندان آسياي سوم در فك پائين

WP4_P4 Width of P4-P4 
در فـك)پري مـولار(عرض آخرين دندان پيش آسيا: P4-P4عرض 

 بالا

LM1_M3 Length of M1-M3 
قدامي ترين بخش اولين دندان آسـيا تـافاصله مابين:  M1-M3طول 

 خلفي ترين قسمت دندان آسياي سوم در فك پائين

LC1_M3  Length of C1-M3 
فاصله مابين قدامي ترين بخش دندان نيش تـا خلفـي: C1-M3 طول 

 ترين قسمت دندان آسياي سوم در فك پائين

LP4_M3 Length of P4-M3 
تـا )پري مـولار(ن پيش آسيافاصله مابين آخرين دندا: P4-M3 طول 

 خلفي ترين قسمت دندان آسياي سوم در فك پائين

HPC Height of processus 
coronoideus 

 ارتفاع زوائد كرو نوئيد

LC1_P4 Length of C1-P4 
از حاشيه جلويي دندان نيش تـا حاشـيه عقبـي آخـرين: C1-P4طول 

 در فك پائين) پري مولار(آسيا  دندان پيش

LP2_P4 Length of P2-P4 
تـا)پري مولار(از حاشيه جلويي اولين دندان پيش آسيا: P2-P4طول 

 در فك پائين) پري مولار(حاشيه عقبي آخرين دندان پيش آسيا 

LM1_M2 Length of M1 –M2  طولM1-M2  : ازلبه اولين دندان آسـيا تـا خلفـي تـرين لبـه دومـين
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  دندان آسيا در فك پائين

LC1_M1 Length of C1 –M1 
از قدامي ترين حاشيه دندان نيش تا خلفي تـرين لبـه: C1-M1 طول 

 اولين  دندان آسيا در فك پائين

BBC Breadth of braincase 
مغـزي درسـت در پشـت محـلپهناي صـندوق: پهناي صندوق مغزي

 هاي زيگوماتيكاتصال كمان

   
 Excel (versionبرنامه هاي آماري  اب ي انجام شدهآناليزها

XP)  وSPSS (version 11.5) منظور ب .صورت گرفته است
ارزيابي ميزان دقت اندازه گيريهاي صورت گرفته و صحت 

 ,Coefficient of variation(اطلاعات، ضريب تغييرات 

CV(  محاسبه ن يانگيهر م يبراصفات اندازه گيري شده
هاي مشاهده شده در معني دار بودن تفاوت .شده است
 .Mتي و جمجمه اي در جمعيتهاي مختلف صفات ريخ

blythii هر يك از گروههاي مقايسه آماري  با همچنين
هاي مختلف با استفاده از اطلاعات آناليز تي متعلق به مكان

. بررسي شد درصد 95اطمينان در سطح ) T-test(تست 
مقايسه ميزان ارزيابي تفاوتها در صفات جمجمه اي و 

 C.D با اندازه گيريات تغييرپذيري و همپوشاني صف
)Coefficient of difference (نجام شدا.   

 دوخفاش گوش موشي كوچك از  هاي نمونه: يملكول
و مورد مطالعه قرار جمع آوري  ماهيدشت و كيله سفيد غار

تكنيك  از DNAدر اين تحقيق جهت استخراج . گرفت
محل پانچها از مناطق با . پانچ بال خفاش استفاده شد

يك بيوپسي از هر بال با و  ،م يا فاقد رگ انتخابهاي كرگ
هاي بيوپسي در تيوپهاي شامل بافر پانچ. نجام شدخفاش ا

  ). 27(حفاظت كننده بافت يا اتانول قرار داده شد 

روش ق يبال از طر يهااز پانچ DNA Totalاستخراج 
از  يقطعه ا PCRواكنش  ، و)Sambrook )21تغييريافته 

 و  L15162مر يستفاده از دو پرابا ا bتوكروم يژن س

H15915 )12( شدانجام هر نمونه  يبرا. PCR اختصاصي 
در مخلوط واكنشي به حجم  DNA Totalاز  با استفاده

µl50 20 شامل ng DNA  پانچ بالژنومي استخراج شده از، 
µl5 10بافر X PCR ،  µl5/1 MgCl2  mM 50،  µl1 

dNTP  mM 10،  µl2 محلول mM 2/0  5/2 ،رايمرپهر 
شرايط دمايي  .انجام شد Taq polymeraseآنزيم  واحد
درجه  denaturation ،94شامل دماي  PCRواكنش بهينه 

درجه  annealing ،52ثانيه، دماي  90بمدت سانتي گراد 
درجه  extension  ،72ثانيه و دماي  30بمدت   سانتي گراد
  . استسيكل  30در ثانيه  60بمدت سانتي گراد 

با  يميهضم آنز با استفاده ازتكثير شده  DNAد قطعه ئيأت
و  Restriction enzymes(  EcoRV(آنزيمهاي برش دهنده 

Nde I سپس خالص سازي . صورت گرفتDNA  محصول
PCR   با استفاده از كيت تخليصHigh Pure DNA 

Purification  به  ين توالييتع ينمونه ها برا د ويگردانجام
اين تواليها  Alignment .فرستاده شدآلمان  M.W.Gشركت 

براي تعيين درصد و صورت گرفت  ClustalWبرنامه  با
 NCBI ،BLAST همولوژي، تك تك تواليها در بانك ژني

Search جهت تجزيه و تحليل نمونه هاي بدست . گرديدند
 PHYLIPرسم دندوگرام از برنامه نرم افزاري آمده و 

(version 3.6)   ر برنامه نرم افزاري د. ديگرداستفاده
PHYLIP حداكثر [ بسته به اينكه از چه روش آناليزي
 همسايگي ،Maximum Parsimony)( پارسيموني

(Neighbor-Joining) حداكثر شباهت و Likelihood) 
Maximum([  اطلاعات متفاوت استفاده شود منطق آناليز

  . هاي مختلفي حاصل مي شودبوده و دندروگرام

   و بحث جينتا
راي مطالعه و دسته بندي موجودات از جمله خفاشها از ب

استفاده  ماركرهاي مختلفي مانند ماركرهاي مورفولوژيكي
 تفاوتهاي با توجه به اينكه .)23و  17، 16، 15( شده است

جغرافيايي در جمعيتهاي جدا افتاده بطور عام انجام مي 
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گوش موشي  هايوضعيت دقيق جمعيت خفاش ، لذاشود
ناطق مختلف موضوع بررسي تاكسونوميستهاي كوچك در م

تفاوتهاي ديده شده در جمعيتهاي اين . متعددي بوده است
خفاش در  پال اركتيك غربي تا مناطق ماوراء قفقاز شناخته 

 Horacek و   Bendaبراساس يافته هاي   .)1(شده است 
، در اين جنس  گرايشي در افزايش جثه از )1()1995(

تنوع جغرافيايي . ي ميانه ديده مي شودغرب اروپا تا آسيا
تيك ه اركدر پال Myotis blythiiدر جمعيتهاي مختلف 

اين مطالعات نشان داده است . غربي نيز مطالعه شده است
در  Myotis blythiiكه الگوي كلي افزايش اندازه در 

نيز ) اروپاي غربي تا مديترانه شرقي(مقياسهاي خيلي بالا 
ت افزايش كلي در اندازه را از غرب وجود دارد و در حقيق

مطالعات مورفولوژيكي در  .به شرق را نشان مي دهند
) Myotis blythii(خصوص خفاش گوش موشي كوچك 

و  8، 6( رددر كشورهاي مختلف از جمله ايران وجود دا
22.(  

اين مطالعه ارزيابي الگوهاي اصلي تنوع از  هدف
در  Myotis blythii جغرافيايي در جمعيتهاي ايراني خفاش 

و زاگرس مياني ) غار كيله سفيد(شمال دشت بين النهرين 
اين تحقيق برپايه يك نمونه  هرچند .مي باشد) ماهيدشت(

 ،نيستاستوار  Myotis blythiiبرداري گسترده از خفاش 
اما ممكن است راهنماي مفيدي براي مطالعات بعدي 

. دجمعيتهاي حاشيه اي اين خفاش در غرب ايران باش
بين النهرين  دو منطقه از اين خفاش در يانتخاب جمعيتهاي

شمالي و زاگرس مياني از ميان حوضه پراكنش گسترده اين 
خفاش در طول زاگرس با هدف كمترين تعداد نمونه 

صورت  ،بيشترين تفاوت هاي ممكن بابرداري از جمعيتها 
غار كيله (منطقه سرپل ذهاب  از آنجا كه. گرفته است

در دو سوي يك شيب ) غار ماهيدشت(كرمانشاه  و) سفيد
 از جملهشرايط اكولوژيك متفاوت  بامحيط زيستي كلان 

انتظار مي ) 9( واقع شده استآب و هواي كاملاً متفاوت 
تفاوتهاي فيلوژنتيكي در سطح زيرگونه بين اين دو  رود كه

لذا در اين تحقيق با استفاده از . مشاهده شودجمعيت 

يك و خصوصيات ملكولي نمونه هاي صفات مورفولوژ
مورد تجزيه و اين مسئله جمع آوري شده از اين دو منطقه 

  . فتتحليل قرار گر

به  نمونه هاي جمع آوري شدهبررسي : يمورفولوژمطلعه 
ز دو غار ا مورد مطالعهتعداد نمونه هاي  .شرح زير است

 .نمونه مي باشد 18و  23ترتيب كيله سفيد و ماهيدشت ب
مقدار  بدليل كوچك بودن صفات ضريب تغييرات محاسبه

حاكي از يكساني اطلاعات  )2جدول (ها  CVعددي اكثر 
و  T-testدر اين مطالعه از آناليز  .استو پراكندگي كم آنها 

P< 0.05 هاي جام مقايسه جفت داده هاي ميانگينبراي ان
تك تك صفات در نمونه هاي دو غار ماهيدشت و كيله 

اكثر صفات بيشتر از  Pشاخص  .ده استسفيد استفاده ش
. است و اختلاف معني داري را نشان نمي دهد 05/0

بنابراين مقدار عددي ميانگين بدست آمده براي اين صفات 
) CD(مقادير مربوط به ضريب اختلاف  .صحيح است

بمنظور نشان دادن ميزان تغييرات جغرافيايي در جمعيتهاي 
در يك توزيع نرمال از لحاظ تئوري، . نيز محاسبه شد مجزا

1=CD  درصد عدم همپوشاني بين جمعيتهاي  84بيانگر
پيشنهاد ) Mayer )17 1971در و از طرفي  مختلف است

 28/1ميانگين آنها از  CDنمود در دو جمعيت متفاوت كه 
بگذرد تمايز نمونه ها در سطح زيرگونه موجه بنظر مي 

راي همه صفات بدست ب CDچون ميانگين بنابراين . رسد
مي باشد و ازطرفي اين مقدار  173/0آمده از اين مطالعه 

CD  از كمترين مقدارCD  جدولMayer )675/0 ( نيز
بنابراين مؤيد همپوشاني قابل توجه  )3جدول ( كمتر است

  .آنها مي باشد

از مطالعات ملكولي در كنار اً اخير: ملكوليمطالعه 
ين وضعيت تاكسونوميك مطالعات مورفولوژيكي براي تعي
در اكثر اين مطالعات از . دقيق خفاشها استفاده مي شود

 b )DNAسيتوكروم  از جمله DNAماركرهاي مبتني بر 
متداولترين روش در اين بررسيها بعنوان ) ميتوكندريايي

  )20و  18، 14، 10، 7(مورد استفاده قرار مي گيرد
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  مجمه اي در جمعيتهاي كيله سفيد و ماهيدشتصفت ج 29براي )  C.D(ضريب اختلاف  ) 2 جدول
Cranial charecters C.D Cranial charecters C.D 

GL 
CBL 
CCL 
ONL 
WC1-C1 

WM3-M3 
ZB 
IW 
MB 
HBS 
LC1-M3 

BBC 
LM1-M3 

LC1-P4 
LMD 

0.07 
0.22 
0.01 
0.04 
0.15 
0.16 
0.24 
0.34 
0.41 
0.28 
0.18 
0.09 
0.38 
0.13 
0.02 

HPC 
LP3 
WP3 
INFO 
LI1-M3 
WP4-P4 
LM1-M3 
LC1-M3 
LP4-M3 
LI1-M3 
LC1-P4 
LP2-P4 
LM1-M2 
LC1-M1 

 

0.34 
0.25 
0.29 
0.25 
0.23 
0.04 
0.13 
0.08 
0.02 
0.06 
0.07 
0.03 
0.25 
0.26 
 

                                    CD : 0.17 
  

  

 

 

  
  
  
  
  
  

  در Myotis blythiiاز ده خفاش  Rو F2با استفاده از دو پرايمر  bژن سيتوكروم  PCRمحصول  -1شكل 
 cave   M= Marker   K= Kilasefid cave  T= Tange radدو غار كيله سفيد و تنگه رعد 

 
 نمونهاز پانچ بال  DNA Totalاستخراج در اين مطالعه 

صورت گرفت و  گوش موشي كوچكزنده خفاش  هاي
PCR جهت تكثير بخشي از ژن سيتوكروم  نهيط بهيدر شرا

b سيتوكروم  براي تكثير و بررسي ژن. م شدانجاb، 
تكثير   DNAطول . آغازگرهاي اختصاصي طراحي گرديد

شده توسط اين آغازگرها براساس توالي مربوط به اين ژن 
بررسي قطعه .  مورد انتظار مي باشد  bp 808در بانك ژني 

تكثير شده فوق در شرايط بسيار اختصاصي، نشان مي دهد 

با طول مورد انتظار را تكثير   DNA كه اين آغازگرها،
  ).1شكل (نمايد مي

اختصاصي، احتمال  PCRبا توجه به اينكه حتي در شرايط 
دارد پرايمرها قطعاتي خارج از محدوده ژن مورد نظر را 

، الگوي هضم PCRتكثير كنند، بمنظور تأييد محصول 
تكثير شده از يكي از نمونه هاي جمع آوري  DNAآنزيمي 

مناسب   Restriction Endonucleaseنزيمهاي شده با آ
(EcoRV, NdeI)بررسي الگوي .  ، مورد مطالعه قرار گرفت

به دست آمده نشان مي دهد كه مطابق پيش بيني، در نتيجه 

   M    K1    K2   K3    K4   K5    M1    M2   M3    M4   M5 
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دو بدست آمده،  PCRبر روي محصول  NdeIعمل آنزيم  
و توسط آنزيم  bp 158 و  bp 650 بطولهاي   قطعه

EcoRV اي دو قطعه به طولهbp 512  وbp 296  حاصل
 DNAنتايج بدست آمده از الگوي هضم آنزيمي .  شود مي

، صحت قطعات مذكور را مورد تاييد PCRتكثير شده با 
  ).2شكل (قرار ميدهد 
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هاي   Restriction enzymeنتايج حاصل از عمل  -2شكل 
EcoRV ) 3رديف ( ، Nde I ) بروي قطعه تكثير شده از  )2رديف

  ماركر= M، )1رديف ( bژن سيتوكروم 
ميزان همولوژي آن با  ،PCRمحصول  ين توالييپس از تع

 BLASTبا استفاده از (تواليهاي موجود در بانك ژني 

search (نتايج بدست آمده نشان . مورد بررسي قرار گرفت
ژن  داد كه قطعه تكثير شده داراي همولوژي بسيار بالايي با

و  13، 11، 4( مي باشد M. blythiiاز خفاش b سيتوكروم 
تمام  bتوكروم يژن ستكثير شده از  قطعه آناليز توالي ).20

با روشهاي  ي مورد مطالعه در اين تحقيقنمونه ها

Maximum Parsimony ،Neighbor-Joining  و
Likelihood Maximum  با استفاده از برنامه نرم

  . شدانجام   PHYLIP (Version 3.6)افزاري

ز آناليز حاصل ا) MP( حداكثر پارسيموني وگرامردند
غار  دومورد مطالعه از  هاي نمونهتواليهاي بدست آمده از 
تغييرات  كمترين .است ارائه شده 3مورد بررسي در شكل 

نمونه  يبرخو  )M(بين تمام نمونه هاي ماهيدشت  ،تكاملي
كه مويد  ه مي شودمشاهد) K2 ،K3 ،K4(د يله سفيك  هاي

تغييرات  .استاين نمونه ها در يك شاخه  قرار گرفتن
مشخصي بين نمونه هاي جمعيت غار كيله  تكاملي كاملاً

و اين نمونه ها همانند نمونه هاي  ردداوجود ) K(سفيد 
  . در يك رديف قرار نمي گيرند) M(جمعيت ماهيدشت 

اليهاي حاصل از آناليز تو) ML( حداكثر شباهت وگرامردند
كمترين احتمال  هاي فوق الذكر بدست آمده از نمونه

 يبرخو ) M(تغييرات بين تمام نمونه هاي ماهيدشت 
را نشان مي دهد  ) K2 ،K3 ،K4(كيله سفيد  نمونه هاي

تغييرات  كمترين بعبارت ديگر اين نمونه ها).  4شكل (
   .از خود نشان مي دهندتكاملي را 

  

  
  )K(كيله سفيد  و )M(غار ماهيدشت  دونمونه از   10حاصل از آناليز تواليهاي بدست آمده از  MPوگرام  ردند  -3شكل 
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  ) K(كيله سفيد  و )M(غار ماهيدشت  دونمونه از  10حاصل از آناليز تواليهاي بدست آمده از  MLدندروگرام    -4شكل 

  
  )K(كيله سفيد  و )M(غار ماهيدشت  دونمونه از  10از حاصل از آناليز تواليهاي بدست آمده  NJدندروگرام    -5شكل 

 

حاصل از آناليز  )NJ( همسايگي وگرامردند 5در شكل 
ذكر شده  غار دواز  ها نمونه اينتواليهاي بدست آمده از 

وگرام كمترين فاصله تكاملي ردر اين دند .مي شودارائه 
 K2 ،K3 ،K4بين نمونه هاي ماهيدشت و نمونه هاي 

كه از نظر تغييرات تكاملي، بيشترين مشابهت را در باشد  مي
وگرام رو كمترين احتمال تغييرات را در دند MPدندوگرام 

ML به جز نمونه هاي غار ماهيدشت كه از همديگر  .دارند
 واگرايي ندارند، نمونه هاي غار كيله سفيد واگرايي داشته و

مشابهت نشان  غار ماهيدشت با نمونه هاي برخي از آنها
ها گروهبندي كلي در اين دندوگرامبطور. مي دهند

وجود ندارد به اين معني كه ها مشخصي بين جمعيت
غارها از هم منشعب نمي شوند و همپوشاني و هاي جمعيت

تشابه و  هر چند .ها به وضوح ديده مي شوداختلاط جمعيت
 افراد امانمونه هاي ماهيدشت وجود دارد  عدم واگرايي بين

  . زايي را تشكيل نمي دهندجهاي ميتغار جمع اين دو
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ارزيابي الگوهاي اصلي تنوع بطور كلي در اين تحقيق 
 Myotis blythii جغرافيايي در جمعيتهاي ايراني خفاش 

و زاگرس ) غار كيله سفيد(در شمال دشت بين النهرين 
كيلومتر از  200كه به فاصله حدود  )ماهيدشت(مياني 

ط زيستي كلان قرار در دو سوي يك شيب محييكديگر و 
تا حد ايجاد  ،بوده شرايط اكولوژيك متفاوت و دارايگرفته 

، با استفاده از صفات ي كاملاً متفاوتيمنطقه آب و هوادو 
مورفولوژيكي و خصوصيات ملكولي مورد مطالعه قرار 

جمعيتهاي اين دو غار در سطح  اين مطالعه براساس. گرفت

نمي توان اين دو  ودارند  نسبتاً زياديگونه همپوشاني 
عليرغم . نمودجدا  يكديگرجمعيت را درسطح زيرگونه از 

بنظر  ،متفاوت اين دو غار كاملاً وجود شرايط الولوژيكي
 200مي رسد بعلت قدرت پرواز بالاي خفاشها، فاصله 

دن جمعيتهاي ركيلوكتر بين اين دو منطقه قادر به ايزوله ك
ين امر باعث بوجود بعبارت ديگر ا.  باشد مياين دو غار ن

آمدن اختلاط جمعيتي بين آنها و ايجاد يك تاكسون واحد 
  .است شده

  منابع
1- Benda, P., and Horacek, I. (1995). Geographic 

variation in three species of Myotis (Mammalia: 
Chiroptera) in south of the Western Palearctics. 
Acta Soc. Zool. Bohem., 59, 17-39 

2- Bickham, J. W., Patton J. C., Schlitter, D. A., 
Rautenbach, I. L. Honeycutt, R. L. (2004). 
Molecular phylogenetics, Karyotypic diversity, 
and partition of the genus Myotis (Chiroptera: 
Vespertilionidae). Molecular phylogenetics and 
evolution. 33: 333-338. 

3- Borkhausen, M.B., (1797). Biertes Befchlecht. 
Die Fledermaus Nat. Hist., London, 165–168 

4- Castella V., Ruedi M., Excoffier L., Ibanez C., 
Arlettaz R., and Hausser J. (2000). Is the 
Gibraltar strait  a brrier to gene flow for the bat 
Myotis myotis (Chiroptera: Vespertilionidae)?. 
Mol. Ecol. 9(11): 1761-1772. 

 5- Cheesman, R.E., (1921). Report on a collection 
of mammals made by Col. J. E. B. Hotson in 
Shiraz, Persia. Jour. Bombay Nat. Hist.Soc, 
27:573-581 

6- DeBlase (1980). The Bats of Iran: Systematic, 
Distribution, Ecology. Fidldiana Zoology, New 
Senries.4: 1-424 

7- Farias, I. P., Orti, G., Sampaio, I., Schneider, H. 
and Meyer, A., (2001). The cytochrome b gene 
as a phylogenetic marker: the limits of resolution 
for analyzing relationships among cichlid fishes. 
Journal of Molecular Evolution. 53: 89-103. 

8- Harrison, and Lewis (1961). The large Mouse-
eared bats of the Middle East, with description of 
a new subspecies. J. Mammal., 42:372-380 

9- Hemmatti, Z., (2002). Geographic variation in the 

Mouse-eared bat Myotis blythii (Chiroptera; 

Vespertilionidae) in Western Zagross Mts. MSc 

Dissertation, Razi University. 

10- Hodgkinson, H. V., Birungi, J., Quintan, M., 
Dettze, R. and Munstermann, L. E., (2003). 
Mitochondrial cytochrome b varation in 
populations of the visceral leishmaniasis vector 
lutzomyia longipalpis across eastern brazil. The 
American Sodety of Tropical Medicine and 
Hygiene. 69(4): 386-392. 

11- Ibanez C., Garcia-Mudarra J.L., Ruedi M., 
Stadelman B., and Juste J. (2006). The Iberian 
contribution to cryptic diversity in european bats. 
Acta Chirot. 8(2): 277-297. 

 12- Irwin, D. M., Kocher, T. D. And Wilson, A. C., 
(1991). Evolution of the cytochrome b gene of 
mammals. Journal of molecular evolution. 32: 
128-144. 

13- Jones G., Parsons S., Zhang S., Stadelmann B., 
Benda P., and Ruedi M. 2006. Echolocation 
calls, wingshape, diet and phylogenetic diagnosis 
of the endemic chinese bat Myotis pequinius. 
Direct submission to NCBI. 

 14- Kawai, K. Nikaido, M. Harada, M. Matsumura, 
S. Lin, K. Wu, Y. Hasegawa, M. and Okada, N., 
(2003). The status of the Japanese and East 
Asian bats of the genus Myotis 
(Vespertilionidae) based on mitochondrial 
sequences. Molecular Phylogenetics and 
Evolution. 28: 297–307 

15- Koopman, K.F., (1994). Chiroptera: systematics. 
In: Niethammer, J., Schliemann, H., Starck, D. 
(Eds.), Handbook of Zoology, vol. 8, pt. 60, 
Mammalia. Walter de Gruyter Press, Berlin, 
pp.1–217. 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1386 مستان، ز4، شماره 20د جل                                                     مجله زيست شناسي ايران                                                 

416 

 

16- Lay, D. M., (1967). A study of the mammals of 
Iran, resulting from the street Expedition of 
1962-63. Fieldiana Zool. 54: , 1-182 

17- Mayer, E., (1971). Principles of systematic 
Zoology. Oxford University Press. Tata 
McGRAW-HILL publishing company ltd. New 
delhi 

18- Pestano, J., Brown, RP., Suarez, NM., Benzal, J. 
and Fajardo, S., (2003). Intraspecific evolution of 
canary island plecotine bats, based on mtDNA 
sequences. Heredity. 90: 302-307.  

19- Piaggio, A. J., Valdez, E. W., Bogan, M. A. and 
Spicer, G. S., (2002). Systematic of Myotis 
occultus (Chiroptera: Vespertionidae) inferred 
from sequences of two mitochondial genes. 
Journal of mammalogy. 83(2): 386-395. 

20- Ruedi M. & Mayer F., (2001). Molecular 
systematics of bats of the genus Myotis 
(Vespertilionidae) suggests deterministic 
ecomorphological convergences. Mol. Phylogen. 
Evol. 21: 436–448. 

21- Sambrook J., Fritsch E. F. , Manniatis T., 
(1989). Molecular Cloning; A laboratory 
mannual, 2nd edition Edition: Cold Spring 
Harbor Laboratory Press). 

22- Sharifi, M., (2004). Postnatal growth in the 
Lesser Mouse-eared bat (Myotis blythii). 
Mammalia, 68(4) 283-289.  

23- Strelkov, p. p., (1972). Myotis blythii (Tomes, 
1857): Distribution, Geographical Variability 
and Differences from Myotis myotis 
(Borkhausen, 1797). Acta THERIOL., 17: 355-
380 

24- Thomas, O., (1906). On a collection of 
mammals from Persia and Armenia presented to 
the British Museum by Col. A.C. Balilward. 
Proc. Soc. London, 1905, II(35) : 519-527 

25- Topal, G., (1971) Morphological studies on the 
os penis of bats in the Carpathian Basin. Ann. 
Hist. Nat. Mus. Hungary 50 (New Series 9): 
331–342, 1958. 

26- McCracken G. F., and Vege S., (2001). 
Microsatellite genotypes of big brown bats 
(Eptesicus fuscus: Vespertilionidae, Chiroptera) 
obtained from their feces. Acta Chiropterologica, 
3(2): 237-244. 

27- Worthington-Wilmer, J., & Barratt, E., (1996). 
A non lethal method of tissue sampling for 
genetic studies of chiropterans. Bat Res. News. 
37(1), 1-3. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1386 مستان، ز4، شماره 20د جل                                                     مجله زيست شناسي ايران                                                 

417 

 

 
The status of the lesser mouse-eared bat (Myotis blythii) 

populations occurring in northern mesopotamian plain and mid-
zagros mountains in western of iran based on mitochondrial 
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Abstract 
Morphological features and mitochondrial cytocrhome-b DNA sequences were analyzed 
to study geographic variation in two populations of the less mouse-eared bat Myotis 
blythii (Thomes, 1906) occurring in two contrasting environments in northern 
Mesopotamian plain and mid-zagros. Mitochondrial cytochrome-b fragments were 
amplified from wing samples to examine population boundaries and phylogenetic 
relationships with other such populations. DNA sequences for phylogenetic survey were 
used in PHYLIP software including maximum-parsimony, maximum-likelihood and 
neighbor-joining method. Comparison between cranial measurements from all 
specimens collected in these two areas indicates that some attributes have significant 
differences. Molecular analysis demonstrate that specimens from mid-zagros mountains 
show a greater genetic cohesiveness. However, phylogenetic analyses of cytochrome-b 
don’t reveal a clade of haplotypes from western populations in the northern 
mesopotamian plain.  
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