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Résumé 
 
Le programme d’étude visant à améliorer les connaissances sur l’écologie et la génétique de 
deux espèces de chauves-souris en Corse, Myotis nattereri et Myotis mystacinus, a permis 
d’apporter des informations essentielles en terme de conservation.  
D’une part, leur statut taxonomique se précise peu à peu et confirme leur caractère génétique 
particulier en Corse. Ce travail démontre ainsi clairement un isolement des populations Corses 
de M. mystacinus et M. nattereri. Alors que l'isolement de M. mystacinus est récent, celui de la 
population de M. nattereri est bien plus ancien. Ces données démontrent qu'un changement du 
statut taxonomique de la population Corse de M. nattereri est nécessaire alors que la 
population Corse de M. mystacinus devrait être considérée comme une unité évolutionnaire 
significative. La révision taxonomique de la population corse de Myotis nattereri lui confère un 
caractère d’endémicité unique à l’île. Il s’agirait de la seule espèce de mammifères endémique 
de France métropolitaine. La responsabilité de la Corse semble prépondérante en terme d’enjeu 
de conservation pour cette espèce.  
D’autre part, la recherche de gîtes par suivi télémétrique de Myotis nattereri « corse » a confirmé 
le caractère très rupicole de l’espèce en période de reproduction. Il apparaît également que la 
rareté de l’espèce sur l’île ne peut s’expliquer par un manque de disponibilité de ces gîtes à cette 
période biologique du moins. D’autres facteurs devront être recherchés afin de veiller dans la 
mesure du possible à la conservation de cette nouvelle espèce endémique de Corse. 
 
 
Etude réalisée et coordonnée par le Groupe Chiroptères Corse  
 
Analyses génétiques et rédaction du volet « génétique » : Sébastien J Puechmaille de Institut de 
Zoologie de l'Université de Greifswald 
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Contexte 
 

De récents travaux d’analyses moléculaires et génétiques menées sur différentes espèces 
de chauves-souris présentes en Europe ont permis de révéler des différenciations taxonomiques 
étonnantes et souvent subtiles pour certaines d’entre elles (Puechmaille et al., 2012 ; Evin et al., 
2008).  
Plus particulièrement, pour la Corse, ces analyses, réalisées jusqu’à lors à partir d’un 
échantillonnage réduit et expérimental, ont permis de confirmer certaines suspicions 
phénotypiques et comportementales. Deux espèces, le Murin de Natterer (Myotis nattereri) et le 
Murin à moustaches (Myotis mystacinus), seraient de bonnes candidates à ce remaniement 
spécifique, à l’instar du Murin du Maghreb élevé au rang d’espèce en 2000 en Corse (Castella et 
al., 2000).  
L’état actuel des connaissances sur ces deux espèces demeure relativement faible et insuffisant ; 
Respectivement très rare et peu courant en Corse, le Murin de Natterer et le Murin à moustaches 
n’ont jamais fait à ce jour l’objet d’études spécifiques sur l’île.  
 
En partenariat avec l’Office de l’Environnement de la Corse, le Groupe Chiroptères Corse a 
initié la présente étude ayant pour objet d’une part de préciser le statut taxonomique de ces deux 
espèces en Corse et d’autre part d’améliorer l’état des connaissances sur leur écologie insulaire. 
 
Cette action s'inscrit dans le prochain Plan National d’Actions Chiroptères en cours de 
rédaction : fiche action n°4 - Améliorer les connaissances des espèces classées en « Données 
insuffisantes » dans la liste rouge nationale (UICN, 2009) et dans le rapportage N2000 (2013).    
 
Objectif du programme :  
L’objectif principal de ce programme consiste en une meilleure prise en compte dans les mesures 
de conservation de deux espèces de chiroptères menacées en Corse, le Murin de Natterer et le 
Murin à moustaches.  
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Présentation des deux espèces étudiées, le Murin de Natterer et le Murin à moustaches  
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Protocole d’étude 
Afin de répondre au mieux à l’objectif de ce programme, le GCC a mis en place un protocole 
adapté à savoir : 
- afin de préciser le statut taxonomique de ces 2 espèces. La collecte de matériel génétique a été 
nécessaire et a consisté à prélever de petites membranes de peau (de 2 à 3 mm) au niveau du 
patagium (aile). Chaque prélèvement a été conditionné individuellement dans un tube de type 
Eppendorf étiqueté et rempli de silica-gel puis conservé au frais.  
Un échantillonnage sur 6 secteurs géographiques distincts a été réalisé  (cf tab. 1) soit sur les 
rares colonies connues (Letia pour le Murin à Moustaches et Ghisoni pour le Murin de Natterer) 
soit sur site de chasse/transit.  
L’ensemble des prélèvements a été transmis au laboratoire universitaire de Ernst-Moritz-
Arndt/Greifswald en Allemagne (sous la direction de S. Puechmaille), spécialisé dans ce type 
d’analyses. Le protocole d’analyse est détaillé en annexe 1 : « analyses génétiques sur Myotis 
nattereri en Corse ».  
Le protocole d’analyses et de traitement des données figure à l’annexe I du présent rapport. 
 
- afin d’améliorer les connaissances sur l’écologie des deux espèces. Un suivi télémétrique sur 2 
sites d’études (Aitone et Bavella) a permis de localiser des gîtes.   
La mise en œuvre de cette action nécessite de capturer des individus femelles (susceptibles de 
nous indiquer des colonies de reproduction) puis de les équiper d’un émetteur et de localiser en 
journée le lieu de leur repli diurne. Une équipe d’au minimum 3 personnes (salariés et 
bénévoles) est nécessaire.  
 
 
Résultats 
 
Statut taxonomique des 2 espèces M. nattereri et M. mystacinus  
 
Au cours de cette étude, 77 individus des 2 espèces ont fait l’objet de prélèvements à des fins 
d’analyses génétiques (tab. 1). Les deux colonies régulières connues sur l’île ont été étudiées 
(Ghisoni et Letia) et les autres prélèvements ont été collectés au gré des prospections réalisées 
sur l’île durant l’été (Zonza, Evisa, Corte et Vivario).   
 

 Site Nbre 
d’échantillon sexe Total 

Zonza 8 5F / 3M 
Evisa 3 3M Myotis nattereri 
Ghisoni 27 27F 

38 Mna 

Letia 22 22F 
Evisa 15 7F/8M 
Corte 1 1F Myotis mystacinus 

Vivario  1 1F 

39 Mmys 

Tableau 1 : bilan des prélèvements génétiques réalisés pour Mna et Mmys en Corse en 2015 
 
D’autres prélèvements ont été réalisés par ailleurs au cours de prospections passées, et transmis 
au laboratoire pour analyse ; ce qui permet de comptabiliser au total, 45 Myotis nattereri sur 5 
sites distincts (Albertacce, Zonza, Evisa, Ghisoni et Asco) et 47 Myotis mystacinus sur 5 sites 
distincts (Letia, Evisa, Corte, Vivario et Asco).  
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Microsatellites de M. nattereri s.l. 
 
Les résultats de l'ACP montrent une très nette différentiation entre la population Corse et les 
autres populations du continent ou d'Irlande (Figure 1). Cette différentiation est telle qu'il est 
possible de prédire avec 100% de réussite la provenance d'un individu (Corse versus le reste) 
seulement sur la base des données microsatellites (DAPC, Figure 2).  

 
Figure 1. Analyse en Composantes Principales (ACP) montrant la différentiation entre les 
individus Corses (rouge) et ceux du continent (autres couleurs) en se basant sur l'analyse des 
microsatellites. L'axe des abscisses explique 22 % de la variance alors que l'axe des ordonnées 
explique 6%.  

 
Figure 2. Résultats de la DAPC (analyse discriminante en composantes principales) montrant 
que les microsatellites permettent d'attribuer avec 100% de réussite les échantillons (chaque 
barre verticale) à leur origine insulaire ou continentale (+Irlande). L'axe des coordonnées 
représente la probabilité d'assignation à la population (bleu clair: Continent+Irlande; bleu foncé: 
Corse).  
Si l'on regarde uniquement les échantillons Corses, on observe une différentiation entre les 
différents sites échantillonnés (Figure 3). Cette importante différentiation est confirmée par le 
calcul d'un indice de différentiation génétique, le Fst, qui varie entre 5 et 10% entre les sites 
(Table 3). 
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Figure 3. Analyse en Composantes Principales (ACP) montrant la différentiation entre les 
individus des différents sites de capture en Corses. L'axe des abscisses explique 15 % de la 
variance alors que l'axe des ordonnées explique 12%.  
 
Table 3. Différentiation génétique (Fst) entre les différents sites de capture en Corse. Etant donné 
que le nombre d'échantillons en provenance d'Asco (1), Albertacce (2) et Evisa (3) était faible, 
les échantillons de ces trois sites ont été regroupés ensemble (sous le nom AAE) pour le calcul 
de la différentiation génétique. 
 

!! ""#! $%&'(! )*+,%&+!
""#! -.---! -./-0! -.-12!
$%&'(! -./-0! -.---! -.-03!
)*+,%&+! -.-12! -.-03! -.---!
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Microsatellites de M. mystacinus 
 
Les résultats de l'ACP montrent une très nette différentiation entre la population Corse et les 
autres populations du continent ou d'Irlande (Figure 4). Cette différentiation est telle qu'il est 
possible de prédire avec 100% de réussite la provenance d'un individu (Corse versus le reste) 
seulement sur la base des données microsatellites (DAPC, Figure 5).  

 
 Figure 4. Analyse en Composantes Principales (ACP) montrant la différentiation entre les 
individus Corses (orange) et ceux du continent (autres couleurs) en se basant sur l'analyse des 
microsatellites. L'axe des abscisses explique 19 % de la variance alors que l'axe des ordonnées 
explique 7 %. COR=Corse, BGL=Bulgarie, GRE=Grèce, DEU=Allemagne, FRA=France. 
 

 
Figure 5. Résultats de la DAPC (analyse discriminante en composantes principales) montrant 
que les microsatellites permettent d'attribuer avec 100% de réussite les échantillons (chaque 
barre verticale) à leur origine Corse ou continentale (+Irlande). L'axe des coordonnées représente 
la probabilité d'assignation à la population (bleu clair: Continent+Irlande; bleu foncé: Corse). 
 
Si l'on regarde uniquement les échantillons Corses, on observe une différentiation entre les 
différents sites échantillonnés (Figure 8). Cette différentiation est relativement faible comme 
l'indique l'indice de différentiation génétique, le Fst, qui varie de 1.7 à 2.6 % entre les sites 
(Table 4). La diversité génétique et la richesse allélique de la population Corse sont les plus 
faibles des populations échantillonnées, y compris quand la comparaison est effectuée avec une 
autre population insulaire, la population Irlandaise (Table 5). 
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Figure 7. Analyse en Composantes Principales (ACP) montrant la différentiation entre les 
individus des différents sites de capture en Corses. L'axe des abscisses explique 16 % de la 
variance alors que l'axe des ordonnées explique 12%.  
 
Table 4. Différentiation génétique (Fst) entre les différents sites de capture en Corses. Etant 
donne que le nombre d'échantillons en provenance d'Asco (1), et Corte (1) était faible, les 
échantillons de ces deux sites ne sont pas pris en compte pour le calcul de la différentiation 
génétique. 

!! #4+,(! 567+(! 8+4(9+%!
#4+,(! -.---! -.-/:! -.-;3!
567+(! -.-/:! -.---! -.-;3!
8+4(9+%! -.-;3! -.-;3! -.---!

 
Table 5. Diversité génétique et Richesse allélique par population (sur la base de 3 individus 
diploïdes) 
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Introns de M. nattereri et M. mystacinus 
 
Les reconstructions phylogénétiques à partir des 5 introns nucléaires démontrent que, quelque 
soit la méthode de reconstruction, les individus M. nattereri de Corse forment un clade 
monophylétique très bien supporté et différencié (Figure 8 et Appendices 1-2). La position de ce 
clade Corse n'est pas complètement congruente entre les méthodes; les résultats de MRBAYES 
(Figure 8) et RAXMLv (Appendice 2) placent ce clade basal au groupe M. nattereri s.l. alors que 
BEAST (Appendice 1) place le clade Corse comme groupe frère de M. nattereri s.s. Les analyses 
avec *BEAST (Appendice 3) proposent une autre topologie avec le clade Corse basal de M. 
nattereri s.s. + M. spA. Sur l'ensemble des analyses, bien que la position exacte du clade M. 
nattereri de Corse ne soit pas clairement établie, ce clade est très bien supporté et sans aucun 
doute différencié de tous les autres membres du groupe M. nattereri s.l. inclus dans la présente 
analyse. 
Pour M. mystacinus, la situation est relativement différente car bien que les individus Corses 
forment dans la plupart des analyses un clade monophylétique, ce clade est assez mal supporté et 
est imbriqué à l'intérieur du clade représentant l'espèce (Figure 8 et Appendices 1-2). Il apparait 
donc que les analyses des 5 introns nucléaires permettent de démontrer que les individus Corses 
ne sont pas clairement différenciés des individus de la même espèce présents sur le continent.  

 
Figure 8. Arbre phylogénétique de MRBAYES montrant les relations telles que reconstruites à 
partir des 5 introns. Les échantillons issus de cette étude sont nommés par les préfixes "MNA" et 
"MMAB" pour le groupe M. nattereri s.l. et M. mystacinus respectivement. Ces préfixes sont 
suivis d'une abréviation de l'origine géographique de l'échantillon puis du site d'origine. 
CO=Corse, IT=Italie, FR=France, BU=Bulgarie. Les séquences déjà publiées sont référencées 
grâce au nom d'échantillon d'origine (cf. Salicini et al. 2011).Les différentes couleurs 
représentent les grand clades déjà reconnus au sein de M. nattereri s.l.; vert= Myotis sp. A, bleu 
foncé= Myotis sp. B, rouge= Myotis. escalerai ainsi que le clade Myotis sp. C de Corse (bleu 
clair) décrit par Puechmaille et al. (2012). Les valeurs indiquées au dessus des branches 
correspondent aux probabilités Bayesiennes à posteriori indiquant le support de ces branches.
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Discussion 
Cette étude a utilisé divers marqueurs génétiques afin de décrire la structure des populations de 
M. nattereri et M. mystacinus et mieux comprendre les différences/similarités entre les 
populations Corses et leurs congénères continentaux. Cette étude a mis en évidence des 
similarités entre les deux espèces étudiées mais également des différences importantes.  
Nous allons d'abord aborder les deux premières questions posées, "existe-t-il des échanges 
actuels entre les populations Corses et les populations du continent" et "dans quelle mesure les 
populations Corses sont différentes de leurs congénères continentaux" ? 
 
Les données génétiques sont très claires pour M. nattereri, espèce pour laquelle on peut affirmer 
qu'il n'existe pas d'échanges. Ceci est appuyé par les microsatellites et en particulier le marqueur 
Mnatt8 pour lequel la population Corse ne partage aucun allèle avec les populations 
continentales et les données des introns montrant d'importantes différences qui ne pourraient être 
maintenues en présence d'échanges génétiques avec le continent. Ceci est d'autant plus vrai que 
l'ensemble des régions où l'espèce est connue a été échantillonné dans la cadre du projet. Au vu 
de ces différences, l'absence d'échange entre les populations Corses et le continent date de bien 
avant la dernière glaciation il y a 20 000 ans et remonte sans aucun doute à plusieurs centaines 
de milliers d'années voir quelque million. 
Les données génétiques sont également très claires pour M. mystacinus, espèce pour laquelle on 
peut affirmer qu'il n'existe pas d'échanges actuels. Ceci est appuyé par les microsatellites et en 
particulier le marqueur G25 pour lequel la population Corse ne partage aucun allèle avec les 
populations continentales échantillonnées. Cependant, à l'inverse de M. nattereri, les données 
des introns montrent que l'absence d'échanges n'est pas très ancienne; il est donc probable que les 
populations Corses aient eu des échanges avec les populations continentales au cours ou depuis 
les dernières glaciations. A noter qu'aucune donnée génétique des populations Sardes ou 
Italiennes n'était disponible pour cette étude et qu'il serait utile d'en obtenir afin de savoir si 
celles-ci ont pu avoir des échanges plus récents avec la population Corse. L'étude des 
microsatellites montre que la différentiation de la population Corse est importante mais cette 
différence semble en grande partie due à la dérive génétique plutôt qu'à une longue histoire 
évolutive comme le montrent les données des 5 introns. 
 
Pour résumer, les populations Corses des deux espèces sont clairement différenciées des 
populations continentales mais les causes de cette différentiation ne sont pas les mêmes pour les 
deux espèces, ce qui a d'importantes implications en termes de taxonomie (troisième question). 
Pour M. nattereri, la population Corses est isolée et différenciée des populations 
continentales. De telles différences génétiques ne laissent que peu de doute sur le fait que la 
population Corse de M. nattereri nécessite une révision taxonomique formellement 
décrivant l'espèce qui avait été suspectée par des travaux sur l'ADN mitochondrial 
(Puechmaille et al. 2012). Par ailleurs, les distances génétiques observées entre les sites 
échantillonnés en Corse sont relativement importantes, démontrant que les échanges entre ces 
sites sont également restreints. Il serait alors maintenant important de mieux identifier et 
comprendre les facteurs qui influencent la structure de la population Corse de M. nattereri afin 
de s'assurer que les différentes zones où l'espèce est présente soient connectées, ce qui semble 
important pour la préservation de cette espèce rare présentant de faibles effectifs (Courtois et al. 
2011).  
 
Pour M. mystacinus, la population Corse est isolée des populations continentales depuis bien 
moins longtemps que pour M. nattereri, ce qui rend l'interprétation des données mois évidente. 
Alors que certains attribuent un statut d'espèce aux populations insulaires isolées (même pour 
des populations récemment isolées [ex. Nycatlus leisleri azoreum considérée par certains comme 
une espèce à part entière; (Salgueiro et al. 2004; Salgueiro et al. 2007)]), ceci ne semble 
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biologiquement pas justifié. Dans d'autres cas relativement similaires, les populations insulaires 
sont parfois considérées comme une sous-espèce, comme c'est la cas avec Lasiurus cinereus 
semotus à Hawaï (Russell et al. 2015). Une autre espèce Corse a fait l'objet d'une étude génétique 
approfondie, Myotis punicus et comme nous l'avons montré pour M. mystacinus, la population 
Corse de M. punicus est isolée des populations continentales (en Afrique du Nord dans ce cas là) 
(Biollaz et al. 2010). Ainsi, comme dans le cas de M. punicus, la population Corse de M. 
mystacinus devrait être traitée comme une unité évolutionnaire significative (ESU) et ses 
liens avec les populations Sardes et Italiennes méritent d'être éclaircis. 
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Recherche de colonies pour M. nattereri 
 
Au total, 2 individus de Myotis nattereri ont fait l’objet d’un suivi télémétrique sur 2 sites 
distincts – Bavella et Aitone. Dans les 2 cas, les individus équipés nous ont permis de localiser le 
secteur de leur gîte. Situés en pleine paroi rocheuse, les gîtes correspondaient à des écailles ou à 
des fissures en falaise. Leur localisation précise n’était pas possible en raison de l’inaccessibilité 
du site nécessitant des moyens techniques importants (installation d’une ligne de rappel, descente 
en rappels multiples, acheminements aléatoires…).  
Cependant, même si cette frustration évidente de ne pas avoir pu observer précisément les gîtes 
existe, les caractéristiques des secteurs localisés garantissent sur le long terme des conditions de 
conservation de ces colonies hautement favorables. Seules des modifications importantes de 
l’environnement proche (incendies par exemple, nuisances sonores majeures) pourraient 
occasionner des préjudices notables sur les colonies. 
Par ailleurs, ce travail renforce l’intérêt de l’utilisation de la télémétrie pour la recherche de tels 
gîtes pour ces espèces, technique qui à l’heure actuelle demeure la seule à permettre leur 
localisation dans le contexte insulaire. Par ailleurs, le développement de technologies telles que 
les caméras thermiques donne des résultats prometteurs qui pourront être exploités lorsque le 
matériel deviendra plus performant et moins onéreux. 
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 Nom du gîte Type Statut Effectif 
Myotis nattereri 
Corte Coup de Sabra Antia Paroi rocheuse Reproduction indéterminé 
Evisa Barre Scalella Paroi rocheuse Reproduction indéterminé 
Ghisoni Galerie Barrage de 

Sampolo 
Galerie EDF 
artificielle 

Reproduction 70 individus 

Conca Ecaille Compuleddu Paroi rocheuse Reproduction indéterminé 
Conca Calanca Murata Paroi rocheuse Reproduction indéterminé 
Myotis mystacinus 
Letia Mairie San Martinu Volets/plaque 

de mairie 
Reproduction 300 individus 

Albertacce Barre 1001 Ecaille 
rocheuse 

Reproduction 23 individus 

Vivario Vecchio Fumaccie Paroi rocheuse Reproduction indéterminé 
 

 
Paroi rocheuse de la « Barre Scalella » à Evisa (flèche : localisation approximative du gîte) 
 

 
Gîte du « Coup de Sabra Antia » à Corté 
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Conclusion 
Les deux volets du programme d’étude mené cette année ont permis d’améliorer notablement 
l’état des connaissances sur ces 2 espèces en Corse.  
Le statut taxonomique se précise peu à peu et confirme leur caractère génétique particulier en 
Corse. Ce travail démontre ainsi clairement un isolement des populations Corses de M. 
mystacinus et M. nattereri.  
Alors que l'isolement de M. mystacinus est récent, celui de la population de M. nattereri est bien 
plus ancien. Ces données démontrent qu'un changement du statut taxonomique de la 
population Corse de M. nattereri est nécessaire alors que la population Corse de M. 
mystacinus devrait être considérée comme une unité évolutionnaire significative. 
 
Par ailleurs, la découverte cette année de 2 nouveaux gîtes pour Myotis nattereri, de part leur 
nature (faille/fissure dans parois rocheuses) et leur isolement, permet de s’assurer que le gîte ne 
semble pas constituer un facteur limitant pour sa conservation en Corse. L’extrême rareté de 
l’espèce en Corse pourrait s’expliquer par d’autres facteurs comme par exemple : 
- l’isolement géographique des populations insulaires qui ne permet aucun échange avec les 
populations continentales, corroboré par l’isolement génétique étudié dans le cadre de cette 
étude ; cette situation pourrait être l’héritage d’une population initiale faible quantitativement, 
aujourd’hui isolée géographiquement et génétiquement, 
- une stratégie démographique basée sur une faible fécondité et une croissance lente des 
populations (cycle de vie long et petite capacité de dispersion), 
- une écologie spécialisée qui mobilise les populations sur une ressource (alimentaire par 
exemple) ou une niche écologique faible et/ou perturbée, 
- la difficulté technique de contacter l’espèce induisant une sous-évaluation des effectifs réels de 
la population présente sur l’île. 
- l'isolement des populations locales les unes par rapport aux autres, difficilement explicable à 
l'heure actuelle 
 
Toutes ces hypothèses peuvent expliquer en partie ce phénomène mais ne peuvent l’élucider à 
eux seuls. Il conviendrait de mener aussi des efforts sur la connaissance des exigences trophiques 
de l’espèce afin de s’assurer que ces  facteurs n’entravent pas sa conservation. 
 
La situation pour Myotis mystacinus semble moins pré-occupante ; sa répartition en Corse 
demeure plus homogène et son état de conservation plus assuré. Le petit nombre de gîte connu à 
ce jour n’est que le reflet du faible effort de recherche mené sur cette espèce dans l’île. 
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ANNEXE 1 :  
 

Analyses génétiques sur Myotis nattereri et Myotis mystacinus de Corse 
Rapport rédigé par Sébastien J Puechmaille, Institut de Zoologie de l'Université de Greifswald 

  
Contexte 

L’utilisation des données génétiques pour séparer les espèces de chauves-souris a 
réellement pris de l’ampleur à la fin des années 1990. En Europe, le premier cas où des données 
génétiques ont été utilisées pour démontrer la présence d’espèces cryptiques est celui des 
pipistrelles (Pipistrellus pipistrellus et P. pygmaeus). Depuis cela, plus de 10 nouvelles espèces 
cryptiques ont été découvertes et décrites grâce aux données génétiques (Kiefer & Veith 2001; 
Mayer & Von Helversen 2001; von Helversen et al. 2001; Kiefer et al. 2002; Ibañez et al. 2006; 
Mayer et al. 2007). Ce phénomène s’est avéré particulièrement vrai pour les chauves-souris 
présentes sur les îles comme la Sardaigne (Mucedda et al. 2002), les Açores (Salgueiro et al. 
2004; Salgueiro et al. 2007) et la Corse (Beuneux 2004), mais a également été démontré ces 
dernières années sur le continent (Ibañez et al. 2006; Mayer et al. 2007; Garcia-Mudarra et al. 
2009).  

Deux récentes études génétiques ont montré qu’un nombre non négligeable d’espèces de 
chauves-souris en Europe représentaient vraisemblablement encore deux espèces ‘cryptiques’ ou 
plus (Ibañez et al. 2006; Mayer et al. 2007). Le cas de Myotis nattereri est un bon exemple 
montrant l’utilité des données génétiques. Dans leur étude, Ibañez et al. (2006) ont montré que 
cette espèce était divisée en trois groupes génétiquement très distincts qui se sont séparés il y a 
plusieurs millions d’années. Ces groupes représentent des espèces potentielles mais l’analyse 
d’un nombre plus important d’échantillons de différentes provenances et notamment du sud de la 
France et de la Corse est nécessaire pour conclure. Par ailleurs, l’étude de Mayer et al. (2007) 
montre deux Myotis sp. (identifiés comme Myotis nattereri selon les critères morphologiques) en 
provenance d’Autriche et d’Italie du nord qui sont génétiquement très divergents des M. 
nattereri d’Europe centrale. Ces individus sont potentiellement une nouvelle espèce cryptique au 
sein du ‘complexe’ M. nattereri. Des analyses génétiques effectuées sur des un faible nombre de 
prélèvements de Myotis nattereri dans le sud de la France et en Corse montrent qu’au moins trois 
espèces cryptiques sont présentes en France et qu’il existe peut-être une quatrième encore non 
décrite (Puechmaille et al. 2012). Le groupe de Myotis mystacinus nécessite également une 
attention particulière car il regroupe bon nombre d'espèces cryptiques aux aires de distribution 
relativement mal connues. Les travaux morphologiques de Benda illustrent particulièrement bien 
ces difficultés et incertitudes (Benda & Tsytsulina 2000; Benda et al. 2004; Benda & Karatas 
2005; Benda et al. 2016). Clairement, ces espèces méritent une attention toute particulière. 
D’autres espèces comme Eptesicus serotinus, Plecotus auritus, Pipistrellus kuhlii ou Hypsugo 
savii sont également suspectées de cacher des espèces cryptiques (Mayer & Von Helversen 
2001; Benda & Karatas 2005; Ibañez et al. 2006). Ces espèces cryptiques sont cependant parfois 
impossibles à identifier grâce aux caractères morphologiques sur le terrain (Dietz & Von 
Helversen 2004). C’est bien pour cette raison que ces espèces sont passées inaperçues jusqu’à 
maintenant où l’utilisation de données génétiques a permis de les découvrir. Dans ce cas, 
l’utilisation de la génétique pour assigner les individus à une espèce est directe et très efficace 
(Clare et al. 2007; Mayer et al. 2007).  
 Jusqu'à récemment, Myotis nattereri était une espèce présente dans la majorité du 
Paléarctique et l'ensemble de la population Européenne appartenait a la forme nominale, M. 
nattereri nattereri (Kuhl 1817). Au sein du groupe M. nattereri, deux espèces avaient été 
décrites au cours du 19ème et 20ème siècles, en provenance du sud de la France, sous le nom de 
Myotis latipennis (Crespon 1844) et plus tard en Espagne sous le nom de Myotis escalerai 
(Cabrera 1904) mais ces deux espèces avaient été rapidement invalidées ou non retenues 
(Cabrera 1914; Rode 1947; Ellerman & Morrison-Scott 1951). Cependant, de récentes études 
génétiques associées à des données écologiques ont montré que ces deux espèces étaient des 
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espèces à part entière (Ibañez et al. 2006; Salicini et al. 2011; Puechmaille et al. 2012; Allegrini 
& Puechmaille 2013).  
 La situation au sein du groupe M. mystacinus a fait l'objet de diverses études mais 
relativement peu ont utilise des outils génétiques et la taxonomie au sein du groupe reste difficile 
établir (Horá!ek et al. 2000). L'espèce Myotis brandtii a été décrite au cours du 19ème siècles 
mais a longtemps été considérée comme une sous-espèce de M. mystacinus (Ellerman & 
Morrison-Scott 1951) et ne fut que tardivement reconnue en tant qu'espèce a part entière 
(Horá!ek et al. 2000). Plus récemment, M. alcathoe a été décrite comme une nouvelle espèce 
cryptique au sein du groupe mystacinus (von Helversen et al. 2001). Le statu taxonomique des 
populations Ibériques, de nombreuses iles méditerranéennes (dont la Corse) et d'Afrique du Nord 
reste incertain.  
 
La présente étude génétique vise à clarifier l'identité des populations corses de Myotis nattereri 
et M. mystacinus et en particulier de répondre aux questions suivantes: 
1-Existe-t-il des échanges actuels entre les populations corses et les populations du continent ? 
2-Dans quelle mesure les populations corses sont différentes de leurs congénères continentaux ? 
3-Quel statut taxonomique devrait-on donner aux populations corses ? 
 
Méthodologie. 
Nous combinons ainsi les deux types de marqueurs afin de mieux répondre aux questions posées 
(cf. ci-dessus). Des marqueurs hérités des deux parents (c.à.d. nucléaires), sont nécessaires pour 
évaluer si la population Corse est séparée de celles-du continent ou non. Les analyses portent 
ainsi sur 27 marqueurs nucléaires (22 microsatellites et 5 introns). Les microsatellites ont un taux 
de mutation très élevé et ont donc offrent une bonne résolution pour étudier les évènements 
récents. Leur inconvénient est la saturation de l'information sur de longues échelles de temps. A 
l'inverse, les introns ayant un taux de mutation plus faible, offrent une moins bonne résolution 
mais permettent de mieux définir les échanges génétiques sur des échelles de temps plus longues. 
 
Collecte des échantillons et extraction de l'ADN 
Les punch d'ailes ont été stockés dans du gel de silice jusqu'a extraction. L'extraction de l'ADN 
génomique entier a été réalisé en utilisant le kit " KingFisher cell and tissue kit " sur le système 
Flex (Thermo Fisher Scientific). Les échantillons d'ADN extraits ont été quantifiés sur un 
spectrophotomètre NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific). 
Pour M. mystacinus, un total de 311 échantillons a été inclus dans l'étude; ceux-ci étaient en 
provenance d'Irlande (n=156), Angleterre (n=10), France (n=34), Suisse (n=10), Allemagne 
(n=21), Grèce (n=21), Bulgarie (n=2) et Corse (n=47). 
Pour M. nattereri s.l., un total de 93 échantillons ont été inclus dans l'étude; ceux-ci étaient en 
provenance d'Irlande (n=1), France (n=41), Suisse (n=2), Allemagne (n=3), Grèce (n=1), et 
Corse (n=45). En termes taxonomique, selon Puechmaille et al. (2012), cela correspond à M. 
nattereri s.s. (n=14), M. spA (n=30), M. escalerai (n=4) and M. spC (n=45; Corse). 
 
PCR et séquençage des introns nucléaires 
Cinq paires d'amorces informatives spécifiquement développées pour les mammifères ont été 
sélectionnées pour offrir une représentation indépendante du génome nucléaire des deux espèces 
: AAT ABHD11, ACOX2, COPS7A et ROGDI (Igea et al. 2010; Salicini et al. 2011). Ces loci 
ont été choisis en fonction de leur variabilité connue chez les Vespertilionidae et parce que il 
existe déjà des séquences disponibles pour comparaison pour le complexe d'espèce Myotis 
nattereri (Salicini et al. 2011). Le détail des amorces est donné dans la Table 1, ainsi que la 
longueur des alignements, le nombre de sites informatifs en parcimonie pour chaque locus, tel 
que calculé dans le MEGA. 6.0 (Tamura et al. 2011). Nous avons séquencé un total de 11 
individus pour M. mystacinus et 15 pour M. nattereri s.l.. La sélection des individus s'est 
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effectuée afin d'obtenir une bonne couverture géographique des populations suspectées d'être 
proches génétiquement.  
 
Table 1 – Informations sur les amorces utilisées pour amplifier les régions introniques chez 
Myotis nattereri s.l. et M. mystacinus. pb, longueur de l'alignement en paires de bases; pi, 
nombre de sites informatifs en parcimonie. Le modèle GTRGAMMA a été utilisé pour chaque 
partition dans RAxML. 

Primer pb pi Séquence des amorces Résultats de 
jModelTest  

Modèle 
utilisé dans 
MrBayes  

Référence  

  AAT-F1 327 33 RGGCCTRGCYGSCTGCTTCATCTT TVM+G GTR+G 
  AAT-R1   TCVGASAGYTTGGCTTGRATGAGGCA   

(Salicini et 
al. 2011) 

ABHD11-F1   223 17 CTGCTCACCAACCTGGTGGAGGT TIM3+I GTR+I 
ABHD11-R1     TTVGGCACRGTCTGCATCTGGGC   

(Salicini et 
al. 2011) 

ACOX2-F1   387 35 CCTSGGCTCDGAGGAGCAGAT HKY+I HKY+I 
ACOX2-R1      GGGCTGTGHAYCACAAACTCCT     

(Salicini et 
al. 2011) 

COPS-F1   440 25 TACAGCATYGGRCGRGACATCCA TrN+I GTR+I 
  COPS-R1    TCACYTGCTCCTCRATGCCKGACA   

(Igea et al. 
2010) 

ROGDI-F1   354 21 CTGATGGAYGCYGTGATGCTGCA TVM GTR 
ROGDI-R1     CACGGTGAGGCASAGCTTGTTGA   

(Salicini et 
al. 2011) 

 
Les réactions de polymérisation en chaine (PCR) ont été menées dans des réactions de 10 µL 
contenant 1 µL d'ADN (10 ng / µL), 1 x Platinum Taq Green Hot Start polymerase (Invitrogen, 
USA), 1 x tampon de PCR vert sans Magnesium, 1.5 mM MgCl2, 0.4 µM de chaque amorce et 
0,2 µM de dNTP. Les PCRs ont été réalisées à l'aide d'un thermocycleur AB 2720 (Applied 
Biosystems, CA, USA) en utilisant un programme 'Touchdown' de 65 à 55 ° C: 95 ° C pendant 2 
minutes; 2 cycles à 95 ° C pendant 15 secondes, 65 ° C pendant 30 secondes, 72 ° C pendant 1 
minute; suivi de 2 cycles à chacune des températures par décrément de 2 ° C en commençant à 
65 ° C (ex. 63 ° C-57 ° C); 30 cycles à 95 ° C pendant 15 secondes, 55 ° C pendant 30 secondes, 
72 ° C pendant 1 minute; 72 ° C pendant 5 minutes. Les produits PCR ont été purifiés à l'aide 
d'une exonucléase I et Fastap thermosensibles phosphatase alcaline (Thermo Fisher Scientific) 
selon le protocole du fabricant. Les amplicons ont été séquencés en utilisant le séquençage 
Sanger fournit par Macrogen Inc. (Séoul, Corée du Sud). Les séquences ont été éditées et 
alignées en utilisant le logiciel CODONCODE ALIGNER v. 4.2.7 (CodonCode Corporation). 
 
PCR et génotypage de microsatellites 
Un total de 22 microsatellites a été amplifié pour M. nattereri s.l. en deux multiplexes. Le détail 
des amorces, des concentrations ainsi que des références est donné dans la Table 2. Le volume 
total de réaction était de 9 µL par multiplex, plus précisément, 1 x Type-It Master Mix (Qiagen, 
Hilden, Allemagne), 1 µl d'ADN (10 ng / µl) et des concentrations d'amorces tel qu'indiquées 
dans la Table 2. Les conditions d'amplification étaient les suivantes: 95 ° C pendant 5 min; 30 
cycles de 95 ° C pendant 30 secondes, 60 ° C pendant 90 secondes, 72 ° C pendant 30 secondes; 
60 ° C pendant 30 min. Un total de 12 loci microsatellites ont été amplifiés pour M. mystacinus 
avec toutes les conditions exactement comme décrit par Boston et al. (2012b). Les produits de 
PCR ont été analysés sur un appareil ABI Prism 3130xl Genetic Analyser (Applied Biosystems, 
CA, USA). La taille des fragments a été évaluée à l'aide du marqueur de taille LIZ 600 via le 
logiciel GeneMapper. 5.0 (Applied Biosystems, CA, USA). 
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Table 2 – Information des amorces utilisées pour amplifier les microsatellites pour M. nattereri s.l.. M: numéro de la multiplex. * Ces amorces ont 
été modifiées par rapport à la publication originale par ajout d'une séquence dite 'pigtail' pour améliorer la spécificité d'amplification. 

 
 
 
 

Locus primer 
(µM) 

M primer publication forward primer sequence reverse primer sequence 

Mnatt-1 0.1 1 Boston et al. (2012a) FAM-CAATGGCTGGAAGGTGAAA GTCATTTTGTGGCTGGCTTA 
D15 0.22 1 Castella and Ruedi (2000) FAM-GCTCTCTGAAGAGGCCCTG ATTCCAAGAGTGACAGCATCC 
G30-Mluc 0.22 1 Jan et al. (2012) FAM-GCTAGAAGTTATGGTCAATGTTCCTG *GTTT-GCTAGAAGTTATGGTCAATGTTCCTG 
H23-Mluc 0.16 1 Jan et al. (2012) FAM-GCTAGAAGTTATGGTCAATGTTCCTG ATAGCTATGTTGCCTAAC 
G6-Mluc 0.18 1 Jan et al. (2012) PET-GGCTTTTTGAAAAGACTGAGG ACATCAGCCAGTTCCTGTTC 
A2-Mluc 0.22 1 Jan et al. (2012) NED-TTTGTTGAGTAAATGAGTGGATGAATG GTCTCCCTCTCCCCTGGAAC 
EF15-Mluc 0.4 1 Jan et al. (2012) NED-GATCGCAGTCCCTTCC GCTTATGGGGAGAAATGAG 
Mnatt-8 0.64 1 Scott et al. (2013) VIC-ATCGCGAAAGTAAGGACAA CTTTACCTCCAGTAGAATGTA 
Mnatt-11 0.64 1 Scott et al. (2013) PET-ATAATATCCCAAGCCTCAAT CCTTTCTTCTATAGTGGATGC 
H29 0.64 1 Castella and Ruedi (2000) FAM-TCAGGTGAGGATTGAAAACAC GCTTTATTTAGCATTGGAGAGC 
FV5AP 0.14 2 O’ Donnell et al. (2016) FAM-AACAGAGTTTGATGGGCTGTTAG *GTTTT-TGAGGGTGCATGTGTAAGATTC 
Mnatt-2 0.14 2 Boston et al. (2012a) FAM-ATTTATGAGGCCCCTGGTTT GCATGAGTGTTTATGTGGAGGA 
G31-Mluc 0.12 2 Jan et al. (2012) VIC-GATCACCAATCATGTAAGGTTCAC *GTTTT-AAGTCAAGGCCAAGCAAGTC 
GZBYR 0.3 2 Halczok et al. (soumis) FAM-TCCTTGTCACTATAAGCTCAGTGG CCAGGCAATAGTCTCCTAGCAC 
Mschreib3-Mluc 0.2 2 Jan et al. (2012) NED-AGCCAGGCACAGCTCAC *GTTTCT-GTTTTCTTTGGCATCTGAAGG 
H19 0.3 2 Castella and Ruedi (2000) FAM-GGAATCCGAATCCCTGGC *GTTTCT-GACATCCCCTCACCCCAAC 
Paur06 0.48 2 Burland et al. (1998) FAM-GATCAGATTTCCAAACAGAG *GTTTCT-AGGTTCTTTCCTTCAGCTATG 
A13-Mluc 0.42 2 Jan et al. (2012) FAM-GCCACACTCTGAGCCTAGAAGG *GTTTCT-TTTCCCACCAGCCTTGCTC 
E5-Mluc 1.06 2 Jan et al. (2012) NED-GTGGTACTTTTACTCTCAGTAGTTTC AAATTATCTTGTTCCAATAATCTTC 
D9 0.12 2 Castella and Ruedi (2000) VIC-TCTTTCCTCCCCTGTGCTC *GTT-TCTGGACCCAAAATGCAGG 
B8-Mluc 0.48 2 Jan et al. (2012) VIC-AAATACCTGAGTGAGAACATTTAGTGGAG *GTTT-CTCATTAACTTCATTGGTAAGTGTTGTACC 
b22 0.2 2 Kerth et al. (2002) PET-CTGATGCAAGACCCCTTACAAC *GTTTCT-ACGGCAGCAGTGAAATCAGA 
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Reconstruction phylogénétique (intron nucléaire des données de séquence) 
Les séquences obtenues dans la présente étude ont été combinées aux 34 séquences déjà publiées pour 
le groupe nattereri, à savoir M. schaubi, M. escalerai, M. nattereri s.s., M. spA, M. spB (Salicini et al. 
2011). Ces séquences déjà publiées comprennent des individus en provenance de divers pays au 
travers de l'Europe et d'Afrique du Nord : France, Croatie, Allemagne, Monténégro, Serbie, 
Angleterre, Italie (y compris la Sicile), Espagne et Maroc. Les analyses pour le groupe mystacinus et 
nattereri s.l. ont été effectuées ensemble car chaque espèce est utilisée comme un groupe externe 
(outgroup) pour l'autre. Le modèle le plus approprié de substitution pour chaque locus (voir la table 1) 
a été sélectionné sur la base du critère d'information d'Akaike (AIC) via le logiciel jMODELTEST. 
2.1.10 (Darriba et al. 2012). Les introns ont été partitionnés dans deux analyses Bayésiennes et une 
analyse de maximum de vraisemblance en plus d'être analysées à l'aide d'une analyse Bayésienne de 
coalescence multi-espèces. Les analyses Bayésiennes dans BEAST V.1.8 (Heled & Drummond 2010) 
ont été réalisées à l'aide de trois chaînes MCMC indépendantes de 10 millions de générations chacune, 
échantillonnés toute les 1000 générations. Les priors suivant ont été utilisés : Yule speciation, et 
l'horloge moléculaire stricte et un arbre de départ UPGMA avec les codes d'ambiguïté IUPAC utilisés 
comme caractères informatifs. La convergence des chaînes a été évaluée dans le logiciel TRACER. 
1.6 (Rambaut & Drummond 2007). Les résultats des trois chaînes ont été combinés après le retrait de 
10% de burn-in dans LOGCOMBINER v.1.8 et une arbre avec crédibilité maximale des clades a été 
généré dans le logiciel TREEANNOTATOR v. 1.8 et visualisé dans FIGTREE v.1.4 
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software). L'analyse Bayésienne dans MRBAYES v. 3.2 (Ronquist et al. 2012) 
a été réalisée en utilisant trois chaînes MCMC indépendantes de 30 millions de générations et 5 
chaînes chacune, échantillonné toutes les 1500 générations. Le modèle le plus approprié pour chaque 
partition a été choisi en fonction des résultats de jMODELTEST et la disponibilité du modèle dans 
MRBAYES. La température a été fixée à 0.23 et 20% des arbres de départ ont été rejetés comme burn-
in. La même procédure que pour BEAST a été suivie pour la convergence, l'annotation de l'arbre et la 
visualisation. L'analyse du maximum de vraisemblance dans RAXMLv. 7.4.2 (Stamatakis 2014) a été 
menée via le raxmlGUI v. 1.3 (Silvestro & Michalak 2012) avec 1000 répétitions de la méthode de 
bootstrap approfondie, le modèle GTRGAMMA de substitution pour chaque locus, et une variation du 
taux par partition. Les arbres ont été visualisés en utilisant FIGTREE. L'analyse Bayésienne de 
coalescence multi-espèces a été réalisée via *BEAST (Heled & Drummond 2010), en utilisant Yule 
speciation comme prior, un taille de population "piecewise linear", une horloge stricte avec un taux 
prior lognormal et un arbre UPGMA pour commencer. Dix chaînes indépendantes de 20 millions de 
générations, échantillonnées toutes les 500 générations ont été combinées dans LOGCOMBINER avec 
les 10% de départ enlevées comme burn-in et la convergence des chaînes confirmée dans TRACER. 
Une topologie de consensus unique a été générée dans TREEANNOTATOR comme indiqué au-dessus.  
Analyse des microsatellites 
La structure des populations a été étudiée à l'aide d'une Analyse en Composantes Principales (ACP; 
Jombart et al. 2008) implémentée dans le package adegenet (Jombart 2008) sous R (R Development 
Core Team 2016). Au vu des résultats très clairs à l'issue de cette analyses (voir Résultats), nous 
avons utilisé un analyse discriminante en composantes principales (DAPC) pour évaluer dans quelle 
mesure les données génétiques des microsatellites pouvaient nous permettre d'assigner les individus à 
leur population d'origine (population Corse versus continentale). Nous avons donc construit une 
DAPC en discriminant 2 groupes (Corse versus continent). Nous avons alors testé la précision de cette 
DAPC en utilisant la procédure du 'leave-one-out' consistant à construire une DAPC sur un nombre 
défini d'individus (ici 92 pour M. nattereri s.l. et 310 pour M. mystacinus) et en la testant sur l'individu 
restant. Cette procédure a été répétée autant de fois qu'il y avait d'individus dans le jeu de données 
(n=93 & 311 fois pour M. nattereri s.l. et M. mystacinus respectivement). L'indice de différentiation 
génétique, le Fst, a été calculé via le package Hierfstat sous R (Goudet 2005). 
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Appendice 1. Arbre phylogénétique de BEAST montrant les relations telles que reconstruites à partir 
des 5 introns. Les détails sont identiques a ceux donnes dans la légende de la figure 8. 
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Appendice 2. Arbre phylogénétique de RAXMLv montrant les relations telles que reconstruites à 
partir des 5 introns. Les détails sont identiques a ceux donnes dans la légende de la figure 8. 
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Appendice 3. Arbre phylogénétique de *BEAST montrant les relations entre clades telles que 
reconstruites à partir des 5 introns.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 


