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S'ha analitzat l'ADN mitocondrial de Myotis myotis, Myotis nattereri, Myotis capac­
cinii, Pleca tus austriacus i Miniopterus schreibersii per avaluar el grau de diferenciació 
genetica entre les poblacions de Balears i les continentals europees i determinar amb 
certesa les especies. Els resultats confirmen la presencia de Myotis myotis i mostren l'el­
evat grau de similitud genetica entre els individus de la mateixa especie, ja fossin de 
Balears o del continent europeu. No s'ha observat la presencia de Myotis punicus a 
Mallorca, especie present a altres illes del Mediterrani. VADN deIs Myotis nattereri de 
Mallorca s'apropa als Myotis nattereri de la península Iberica, actualment considerats 
Myotis escalerai. Vabsencia de diferencies genetiques significatives entre les poblacions 
de Miniopterus schreibersii de Mallorca, Menorca i Catalunya són especialment interes­
sants, ja que s'han observat diferencies morfológiques significatives entre elles. Les 
esmentades diferencies podrien ser degudes a factors ambientals, ja que hi ha intercanvi 
d'individus entre Mallorca i Menorca, i per tant existeix flux genic entre les poblacions 

de les dues illes. 
Parautes clau: Illes Balears, quiropters, ADN mitocondrial, Myotis myotis, Myotis 
escalerai, Myotis capaccinii, Pleca tus austriacus, Miniopterus schreibersii. 

MITOCHONDRIAL DNA ANALYSIS OF FlVE SPECIES OF BATS FROM THE 
BALEARlC ISLANDS. The mitochondrial DNA of Myotis myotis, Myotis nattereri, 
Myotis capaccinii, Plecotus austriacus, and Miniopterus schreibersii have been analy­
zed to evaluate the degree of genetic differentiation between the Balearic and continen­
tal European populations and to determine their species with certainty. The results con­
firm the presence of Myotis myotis and show a high degree of genetic similarity betwe­
en individuals of the same species, whether from the Balearic islands or the European 
continent. In Majorca no presence was observed of Myotis punicus, a species present in 
other Mediterranean islands. The DNA of the Majorcan Myotis nattereri is close to the 
of the Myotis nattereri of the Iberian peninsula, presently considered Myotis escalerai. 
The absence of significant genetic differences between the populations of Miniopterus 
schreibersii in Majorca, Menorca and Catalonia is especially interesting, as significant 
morphological differences have been observed between tbem. Tbese differences may be 
due to environmental factors, since there is an excbange ofindividuals between Majorca 
and Menorca, therefore a gen flow exists between the populations of the two islands. 
Keywords: Balearic Islands, Chiroptera, mitochondrial DNA, Myotis myotis, Myotis 
escalerai, Myotis capaccinii, Ptecotus austriacus, Miniopterus schreibersii. 
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Introducció 

Les tecniques moleculars d'analisis 
d' ADN són cada dia més utilitzades pels 
científics que realitzen estudis sistematics i 
filogenetics. Les esmentades tecniques han 
proporcionat una nova aproximació a la 
diversitat biológica i als processos evolutius. 
Les analisis d'ADN mostren la diferenciació 
genetica d' especies dificilment identificables 
morfológicament. Les analisis moleculars 
permeten observar processos d' especiació en 
fases inicial s quan encara les diferencies 
morfologiques són mínimes, peró també per­
meten diferenciar especies que han seguit 
processos evolutius convergents en els que 
s'han seleccionat morfologies molt similars. 
Un bon exemple de convergencia evolutiva 
ha estat mostrat per Stade1mann et al. (2007) 
en les especies del genere Myotis americanes 
i europees. Aquests darrers anys s'han des­
crit, a Europa, diverses especies críptiques de 
ratapinyades, com per exemple Pipistrellus 
pygmaeus, Myotis alcathoe i Myotis escale­
rai especies bessones de Pipistrellus pipistre­
llus, Myotis mystacinus i Myotis nattereri, 
respectivament (Ibáñez et al., 2006). 
r;interes en la determinació d'una especie va 
més enlla del valor estrictament taxonómico 
Així per exemple, coneixer amb certesa una 
especie té gran importancia en estudis epide­
miológics en els que s'ha de determinar quin 
és l'hoste d'un agent patogen. 

Les poblacions insulars i continentals 
d'una mateixa especie presenten major o 
menor grau de diferenciació genetica en 
funció, entre d'altres factors, del grau i 
temps d'alllament que hi ha hagut entre 
elles. Tenint present la relativa elevada 

diversitat genetica de les ratapinyades euro­
pees, el canicter insular de les Balears i els 
estudis sobre Lyssavirus que s' estan realit­
zant (Serra-Cobo et al., 2002; Amengual et 
al.,2007a), s'ha analitzat l'ADN d'algunes 
especies de quirópters per avaluar el grau de 
diferenciació genetica i determinar amb cer­
tesa les especies. 

Material i meto des 

Especies i localitats analitzades 
'- S 'ha analitzat ADN mitocondrial de cinc 

especies de ratapinyades de les Illes Balears. 
De la família deIs Vespertilionids han estat 
estudiats quatre Myotis myotis (ratapinyada 
de morro llarg), tres Myotis nattereri (rata­
pinyada de Natterer), un Myotis capaccinii 
(ratapinyada de peus gran s) i un Plecotus 
austriacus (ratapinyada orelluda meridional) 
(Figs. 1-4), totes elles capturades a 
Mallorca. De la família deIs Miniopterids, 
Miniopterus schreibersii (ratapinyada de 
cova) (Fig. 5), s'han analitzat quatre indivi­
dus procedents de Mallorca, dos de Menorca 
i tres de Catalunya (Serra-Cobo et al., 2006; 
2007). 

Extracció d'ADN 
El material biológic analitzat correspon a 

petites mostres de patagi d'individus captu­
rats. r;extracció d' ADN s'ha realitzat 
seguint el protocol de QIAGEN. 

Amplificació, seqüenciació i alineament 
A partir del material genetic extret, s 'ha 

amplificat per polymerasa chain reaction 
(PCR) el gen mitocondrial del citocrom b 



Fig. l . Excmplar de 
Myoris III.I'Ii/is proce­
dcnt d ' una co loni a 
ma ll orqui na (foto­
gra fia de 
Amcngua l). 
Fig. l . A I/ exolI/ple of 
Myotis myoti s fi'OlI1 a 
Mojorcol/ colonv 

(pilO/o hr Blal/ca 
¡/II/ (' I/g lla/). 

B. Alllellgllal el al .. ADN lIIilOcolldria l de qlliróplers de les l/les Balear" 27 1 

Fig. 2. La fotografia mostra un Myo/is 
escalerai proccdent el ' una colonia de 
Mal lorca (fotografia cedida per Xavier 
Bayer). 
Fig. 2. Tltis pltolO S IIOII 'S II Myoti s esca lera i 
fmm a colo".F il/ Majorca (pholO cOllrte.\)' 

of Xavier Bavel). 
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~~i.g . 3. Mvo!is capaccinii es una especie for~a ab undan! a Mallorca i a Menorca (folografia de Marc López-Roig). 
¡·lg.3. MyO!I S capacc lnll is (/11 abundan! species in Majorca and Menorca ÚJ/¡O!O by Mare López- Roig). 

(Bickham et a l. , 2004) en el cas deis 
Vespertilionids. Pel que fa als Miniopterids 
s' ha anali tzat el gen mitocondrial NA DH 2 

(Appleton et al., 2004) . Els gens seqüen­
ciats han estat alineats , juntament amb 
seqüencies del GenBank (Appleton el al., 
2004; Ibáñez et al., 2006; Ruedi i Mayer, 
200 1; Stadelmann et al. , 2007), amb el pro­
grama BioEdit (Ha ll , 1999). Els arbres han 
estat elaborats amb el programa MEGA 4.0 
(Tamura e l al., 2007). L'arbre deIs 
Vespert ili onid s ha estat e laborat amb 
seqüencies de 680 parells de bases i el de 
Miniopterus s' ha confecc ionat amb seqüen­
cies de 1037 parell s de bases. 

Resultats 

L' ADN deis gens seqüenciats procedents 
deis My otis myotis, My otis capaccinii, 
Plecotus auslriacus i Minioplerus schrei­
bersii de Balears s' agrupa amb I'ADN de 
les mateixes especies pero de poblacions 
continenta ls (Figs. 6-7). En canvi, I'ADN 
deIs MyOlis nattereri mallorquins no s'agru­
pa amb I' individu de Grecia i s'apropa als 
MyOlis nattereri de la península Iberica, 
ac tualment considerats MyOlis escalerai 
(Ibáiiez el al. , 2006). 

No s' ha observat la presencia de Myotis 
pUl1.láls a Mallorca, especie present al nord 
d' África i a les illes de Sardenya, Corsega i 
Malta (Dietz i Von Helversen, 2004) (Fig. 6). 
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Fig. 4. Plecollls ollslrioclIs és una ralapinyada presenl a lOles les IIles Balears (folografi a de Blanca Amengual). 
Fig.4. PICCOlUS auslriacus is o Iype ofbol preselll ill 011 Ihe Bolearic Islands (pilolo hF Blanco Amellg llo /). 

Fig. 5. Millioplerus schreihersii és una espécie mi gradora regional (folografia de Marc López- Roig). 
Fig. 5. Minioplerus schreibersii is a reg ional ll1igralory species (phOlO by Marc López- Roig). 
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Fig. 6. Relacions filogenetiques entre seqüencies parcials del gen mitocondrial citocrom b (680 bp) obtingudes per 
Neighbor-Joining (NJ) utilitzant MEGA (versió 4). Les seqüencies obtingudes durant aquest estudi han estat com­
parades amb altres seqüencies d'especies de la família Vespertilionidae (Ibáñez et al., 2006; Juste et al., 2004; 
Ruedi et al., 2001; Stadelmarm et al., 2007). Els valors de bootstrap (10.000 repliques) s'indiquen en els principals 
nOduls. 
Fig. 6. Phylogenetic relationships between partial mitochondrial cytochrome b gene (680 bp) obtained by 
Neighbor-Joining (NJ) using MEGA version 4. Sequences obtained during this study were compared with sequen­
ces of different bat species belonging to family Vespertilionidae (Ibáñez et al., 2006; Juste et al., 2004; Ruedi et al., 
2001; Stadelmann et al., 2007). Bootstrap values (10,000 replications) are indicatedfor the principal nodes. 

Discussió 

Les dades obtingudes mostren l'elevat 
grau de similitud genetica (deIs gens cito­
crom b i NADH2) existent entre els indivi­
dus de la mateixa especie que han estat ana-

litzats, ja fossin de Balears o del continent 
europeu. 

El present treball també permet confir­
mar la presencia de Myotis escalerai a 
Mallorca. Aquesta especie fins fa poc temps 
se la considerava i anomenava ratapinyada 

J 
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Miniopterus sehreibersii Mallorea4 

25 Miniopterus sehreibersii Mallorea5 

30 Miniopterus s ehreibersii M enorea9 

26 M iniopterus se hreibersii Catalunya3 

Miniopterus sehreibersii Catalunya1 
26 

Miniopterus sehreibersii Menorea6 

47 M iniopterus se hreibersii Ma lIorea2 

M iniopterus se hreibersii Ma IIorea8 

Miniopterus sehreibersii Catalunya10 

- Miniopterus sehreibersii EspanyaAY169448 

'--------------------- Miniopterus australis AY169457 

0.05 

Fig. 7. Relacions filogenetiques entre seqüencies del gen mitocondrial NADH2 (1037bp) obtingudes per Neighbor­
Joining (NJ) utilitzant MEGA (versió 4). Les seqüencies obtingudes durant aquest estudi han estat comparades amb 
altres seqüencies de Miniopterus (Appleton et al., 2004). EIs valors de bootstrap (10.000 repliques) s'indiquen en 
els principals noduls. 
Fig. 7. Phylogenetic relationships between the entire mitochondrial NADH2 gene (1037 bp) obtained by Neighbor­
Joining (NJ) using MEGA version 4. Sequences obtained during this study were compared with sequences of two 
Miniopterus species (Appleton et al., 2004). Bootstrap values (10,000 replications) are indicatedfor the principal 

de Natterer, Myotis nattereri. Ha estat a par­
tir deIs estudis moleculars realitzats per 
Ibáñez et al. (2006) que s'han pogut dife­
renciar clarament una i altra especies. 
Tanmateix, ja al 1904 el científic Ángel 
Cabrera va trobar petites diferencies entre 
les ratapinyades que hom considerava 
Myotis nattereri. Les seves observacions i 
estudis el van portar a proposar la diferen­
ciació en dues especies, que després d'apro­
fundir en els estudis morfologics eH mateix 
va descartar. Cabrera va examinar exem­
plars de la Península i va observar que el 
patagi s'inseria al turmell. Pel contrari, les 
descripcions deIs exemplars europeus indi­
caven que el patagi s'inseria en la base deIs 

dits del peu. Per aixo va arribar a parlar 
d'una especie diferent que va anomenar 
Myotis escalerai. Tornant als estudis realit­
zats els darrers anys, s'ha comprovat que 
efectivament hi ha diferenciació genetica 
entre aquestes dues especies. Myotis escale­
rai es distribueix abona part de la penínsu­
la Iberica (Ibañez et al., 2006), mentre que 
Myotis nattereri es distribueix abona part 
de la resta d'Europa. La confirmació de 
Myotis escalerai a Mallorca és interessant 
des d'un punt de vista epidemiologic ja que 
en estudis anteriors s'havia isolat Lyssavirus 
(EBLV-l) a Myotis nattereri maHorquins 
(Serra-Cobo et al., 2002). Les analisis 
d' ADN d'individus de la colonia infectada 
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per Lyssavirus mostren que en realitat es 
tracta de Myotis escalerai. Així doncs, és la 
primera citació que es coneix de Myotis 
escalerai infectat per EBLV-l. 

La presencia de Myotis punicus a les 
illes de Sardenya, Corsega, Malta i al nord 
d' África, especie relativament similar a 
Myotis myo tis , va aconsellar analitzar 
l' ADN d' alguns individus de les colonies de 
Myotis myotis de les Illes Balears. EIs resul­
tats de les analisis genetiques confirmen la 
presencia de Myotis myotis a Mallorca, 
dades especialment importants en els estu­
dis de la dinamica de Lyssavirus que es rea­
litzen a Balears (Amengual et al., 2007a). 

I.:absencia de diferencies genetiques sig­
nificatives entre les poblacions de 
Miniopterus schreibersii de Mallorca, 
Menorca i Catalunya (Fig. 7) són especial­
ment interessants, ja que s'han observat 
diferencies morfologiques significatives 
entre elles (resultats inedits). Les ratapinya­
des de la població menorquina són més peti­
tes que els individus de la resta de pobla­
cions estudiades. Les variacions de mida 
podrien ser degudes a factors ambiental s, ja 
que hi ha intercanvi d'individus entre 
Mallorca i Menorca, i per tant existeix flux 
genic entre les poblacions de les dues illes 
(Amengual et al., 2007b). Miniopterus sch­
reibersii és una especie migradora regional 
capa<; de realitzar vols relativament rapids. 
Sí bé la majoria de despla<;aments estacio­
nals són de poc més de 100 Km de recorre­
gut, també és cert que s 'ha comprovat 
alguns desplac;aments de llarga distancia. 
AixÍ per exemple, el major recorregut d'una 
ratapinyada de cova del qual se'n té constan­
cia és de 833 km (comentari de Benzal in 
Hutterer et al., 2005). A Catalunya el major 
desplac;ament comprovat ha estat de 270 km 
i a Balears de poc més de 100 km (Serra­
Cobo i Balcells, 1991; Serra-Cobo et al., 
1998; Amengual et al., 2007b). 

La similitud genetica observada en l'es­
tudi entre les mateixes especies pero de 
poblacions de Balears i poblacions de la 
Península podria ser deguda, en major o 
menor mesura, a un amament recent de les 
poblacions o a l'existencia d'un cert flux 
genic entre les poblacions insulars i les 
peninsulars. 

Agrai'ments 

EIs autors del present estudi agraeixen 
el suport economic i logístic proporcionat 
per la Conselleria de Medi Ambient i la 
Conselleria de Salut i Consum del 
Govem de les Illes Balears. Agrair la 
coHaboració de Xavier Bayer, Cisco 
Guasch i Josep Marquez en els treballs de 
prospecció. 

Bibliografia 

Amengual, B., Bourhy, H., López-Roig, M. i Serra­
Cobo, l 2007a. Temporal dynamics of 
European Bat Lyssavirus type 1 and survi­
val of Myotis myotis bats in natural colo­
nies. PLoS ONE, June, Issue 6, e566. 

Amengual, B., López-Roig, M. i Serra-Cobo, l 2007b. 
First record of seasonal over sea migration 
of Miniopterus schreibersii and Myotis 
capaccinii between Balearic Islands 
(Spain). Acta Chiropterologica, 3: 319-322. 

Appleton, B.R., McKenzie, lA. i Christidis, L. 2004. 
Molecular systematics and biogeography of 
the bent-wing bat complex Miniopterus 
schreibersii (Kuhl, 1817) (Chiroptera: 
Vespertilionidae). Molecular Phylogenetics 
and Evolution, 31 (2): 431-439. 

Bickham, lW, Patton, lC., Schlitter, D.A., 
Rautenbach, 1.L. i Honeycutt, R.L. 2004. 
Molecular phylogenetics, karyotypic diver­
sity, and partition of genus Myotis 
(Chiroptera: Vespertilionidae). Mol. 
Phylogenet. Evo/., 33: 333-338. 

Dietz, C. i Von Helversen, O. 2004. Illustrated identifi­
cation key to the bats of Europe. Electronic 
publication. 



B. Amengual et al., ADN mitocondrial de quiropters de les llles Balears 277 

Hall, T.A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological 
sequence alignment editor and analysis pro­
gram for Windows 95/98/NT. Nuc/. Acids. 
Symp. Ser., 41: 95-98. 

Hutterer, R., lvanova, T., Meyer-Cords, C. i Rodrigues, 
L. 2005. Bat migrations in Europe. A 
review of banding data and literature. 
Federal Agency for Nature Conservation., 
Bonn, 162 pp. 

lbáñez, C., García-Mudarra, JL., Ruedi, M., 
Stadelmann, B. i Juste, 1. 2006. The Iberian 
contribution to cryptic diversity in 
European bats. Acta Chiropterologica, 

82(2): 277-297. 
Juste, 1., lbáñez, C., Muñoz, D., Trujillo, P., Benda, P., 

Karata, S. i Ruedi, M., 2004. Mitochondrial 
phylogeography of the long-eared bats 
(Plecotus) in the Mediterranean Palaearctic 
and Atlantic lslands. Molecular Phyloge­
netics and Evolution, 31(3): 1114-1126. 

Ruedi, M. i Mayer, F. 2001. Molecular systematics of 
bats of the genus Myotis (Vespertilionidae) 
suggests deterministic ecomorphological 
convergences. Mol Phylogenet Evol., 21(3): 
436-448. 

Serra-Cobo, 1 i Balcells, E., 1991. Migraciones de qui­
rópteros en España. In: Los murciélagos de 
España y Portugal. Benzal, 1. et Paz, O. de 
(Eds.). Monografias del lCONA, Colección 
Técnica, 181-209, Madrid. 

Serra-Cobo, 1, Sanz, V. i Martínez-Rica, lP. 1998. 
Migratory movements of Miniopterus sch­
reibersii in the north-east of Spain. Acta 
Theriologica, 43(3): 271-283. 

Serra-Cobo, 1, Amengual, B., Abellán, C., Bourhy, H. 
2002. European Bat Lyssavirus lnfection in 
Spanish Bat Populations. Emerg Infect Dis., 

4: 413-420. 
Serra-Cobo, 1, Amengual, B., López-Roig, M., 

Márquez, 1, Torres, M., Ripoll, A., 
Sánchez, A. i Oliver, lA. 2006. Catorze 
anys d'estudis quiropterologics a les Illes 
Balears (1993-2006). Boll. Soco Nat. 

Balears, 49: 89-107. 
Serra-Cobo, 1, Amengual, B., López-Roig, M., 

Márquez, 1., Torres, M., Ripoll, A., 
Sánchez, A. i Oliver, lA. 2007. Quinze anys 
d'estudis quiropterologics a les Illes Balears 
(1993-2007). Endins, 31: 125-140. 

Stadelmann, B., Lin, L.-K., Kunz, T.H. i Ruedi, M. 
2007. Molecular phylogeny of New World 
Myotis (Chiroptera, Vespertilionidae) infe­
rred from mitochondrial and nuclear DNA 
genes. Mol Phylogenet Evol, 43: 32-48. 

Tamura, K., Dudley, 1, Nei, M. i Kumar, S. 2007. 
MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA) Software Version 4.0. 
Mol. Biol. Evol., 24(8):1596-1599. 




