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Introducción 

 

1 INTRODUCCIÓN  

Considerado durante siglos como un animal cruel y despiadado, el lobo, salvaje y social 

por antonomasia, ha sido el protagonista feroz de numerosos cuentos y leyendas 

populares (Lecomte y Dumort 2008). Fue la comunidad científica y autores como Murie 

(1944), Lorenz (1963), Mech (1970) o Rodríguez de la Fuente (1978) que ahondando en 

el comportamiento del cánido participaron directamente en su conservación. La 

desmitificación de su cruel figura y su protección legal a finales del siglo pasado 

impidieron que se extinguiera de gran parte de su territorio, siendo actualmente el Sur 

de Europa, el Este de Asia y el Norte de América las regiones que albergan el mayor 

número de lobos del planeta. A partir de los años 90, los estudios genéticos adquieren 

notoriedad al aportar nueva información sobre la distribución, estado y variabilidad de 

las poblaciones de lobo gris. 

 

1.1 TAXONOMÍA Y BIOLOGÍA DE LA FAMILIA CANIDAE 

Existen dos posibles ancestros para las formas modernas de los lobos y los zorros, el 

Leptocyon (Tedford 1978; Olsen 1985) y el Tomarctus (Mech 1970; Fox 1971), dos 

cánidos extintos y endémicos de Norteamérica que aparecieron hace 24.8 y 23 millones 

de años respectivamente. Procedentes del Hemisferio Oeste, los cánidos se extendieron 

por el Viejo Mundo durante el Mioceno, hace 15 millones de años según Olsen (1985) y 

12 millones según Wayne y Jenks (1991).  

La Familia Canidae pertenece a la Infraclase de los Euterios, Orden de los Carnívoros y 

Suborden de los Fisípedos que pueden clasificarse en función de su apoyo plantar en 5 

grupos (Grassé 1982): los Úrsidos que apoyan toda la cara palmar y plantar 

(plantígrados); los Mustélidos que apoyan una gran superficie palmar y plantar 

(semiplantígrados); los Vivérridos que apoyan la mitad anterior del pie y de la mano 

(semidigitígrados); y los Félidos y Cánidos que apoyan únicamente los dedos 

(digitígrados) y tienen cinco dedos en las patas delanteras y cuatro en las traseras.  

Los felinos tienen dedos acabados en garras retráctiles que pueden introducirse en 

fundas cutáneas, un cráneo globuloso, pupilas verticales y unos arcos zigomáticos 

salientes que permiten la inserción de potentes músculos masticadores (Grassé 1982). 

La Familia de los felinos incluye los géneros Felis (gatos), Lynx (linces) y Panthera 

(panteras, tigres y leones).  
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Los cánidos son carnívoros terrestres que se caracterizan por tener un encéfalo de gran 

tamaño, tímpano no tabicado, dentición con grandes colmillos, muelas carniceras, dedos 

libres y garras cortas no retráctiles ni cortantes (Grassé 1982). La Familia de los cánidos 

está constituida por 36 especies que se agrupan en cuatro grupos filogenéticos (Figura 

1.1; Wayne y Ostrander 2007): 

- Los zorros (Vulpes) son carnívoros de cuerpo esbelto y pequeño, cabeza 

triangular, orejas puntiagudas y un color de capa cambiante en función del hábitat que 

oscila desde el rojo de Vulpes vulpes hasta el negro de Vulpes fulva. Se distribuyen 

principalmente por África, Eurasia y Norteamérica y se alimentan esencialmente de 

pájaros y de pequeños y medianos mamíferos.  

- Los “falsos zorros” (Pseudalopex) habitan en Sudamérica, su tamaño es 

generalmente mayor que el de los zorros, tienen un hocico y orejas puntiagudas y un 

pelaje cambiante en función de la especie que oscila desde el grisáceo de Pseudalopex 

griseus al rojizo de Pseudalopex culpaeus.  

- Los “zorros grises” (Urocyon) tienen un color de capa gris, son de pequeño y 

mediano tamaño y endémicos de Norteamérica. 

- Los lobos, chacales, perros y dingos (Canis) son los cánidos de mayor tamaño 

y se distribuyen ampliamente por todos los continentes. Viven principalmente en 

hábitats de pastizales abiertos y están ausentes sólo en áreas aisladas como Madagascar 

o Nueva Zelanda (Clutton-Brock y col. 2001). La diferencia de tamaño corporal permite 

clasificarlos de forma general en dos grupos: 

- Menor o igual a 12 Kg.: el chacal de flancos rayados (C. adustus), el chacal dorado (C. 

aureus) y el chacal de lomo negro (C. mesomelas) del continente africano. 

- Mayor de 12 Kg.: el coyote (C. latrans) y el lobo rojo (C. rufus) de Norteamérica, el 

lobo etíope (C. simensis) del Este de África, el dingo (C. dingo) de Australia y el lobo 

gris (C. lupus), el cánido salvaje de mayor tamaño y área de distribución, y el 

antepasado del perro doméstico (C. familiaris); este último es el más variado en peso 

(entre 0,5 Kg y 100 Kg) por las múltiples razas existentes. 
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Figura 1.1 Filogenia molecular de la Familia Canidae según Wayne y Ostrander (2007). La filogenia está 
basada en 14.948 pares de bases de DNA localizado en 12 exones y 4 intrones. Los valores por encima y 
por debajo de las ramas son dos medidas (bootstrapping y probabilidad posterior Bayesiana) usadas para 
determinar la fiabilidad de las ramas del árbol, siendo muy fiables las agrupaciones cuando son > 90. Los 
principales grupos filogenéticos se diferencian por colores: en rojo y naranja los zorros (las especies 
subrayadas están dibujadas), en verde los cánidos de Sudamérica, en azul los lobos y sus parientes y en 
negro cuatro outgroups. De las 36 especies que forman la familia Canidae faltan 5 especies que son Canis 
dingo, Canis rufus, Vulpes bengalensis, Vulpes ferrilata y Vulpes velox. (MYA, millones de años). 

5 



 
Introducción 

 

1.1.1 Subespecies de lobo gris (Canis lupus) 

El lobo gris está catalogado según la Lista Roja de la IUCN (2009) como Especie 

Vulnerable y está enumerada en el Apéndice II de CITES (excepto las poblaciones de 

Bhután, India, Nepal y Pakistán que están incluidas en el Apéndice I). Actualmente 

están reconocidas 5 subespecies de Canis lupus en Norteamérica y 7 en Eurasia  (Tabla 

1.1) (Hefner y Geffen 1999; Sillero-Zubiri y col. 2004; IUCN 2010). Sin embargo, esta 

clasificación no está exenta de polémica porque se llegaron a identificar hasta 32 

subespecies de Canis lupus (Hall y Nelson 1959). Fue Nowak (1996) quien sugirió por 

primera vez reducir a 5 las 24 subespecies del continente americano. Esta clasificación 

se basa principalmente en las diferencias genéticas y morfológicas de las poblaciones en 

respuesta a la adaptación a un clima, latitud o hábitat (Crandall y col. 2000; Carmichael 

y col. 2001; Geffen y col. 2004; Musiani y col. 2007). Recientemente, estas diferencias 

deberían otorgar según algunos autores, la categoría de especie al lobo del este o Canis 

l. lycaon (Koblmüller y col. 2009; Fain y col. 2010; Rutledge y col. 2010; Wheeldon y 

col. 2010). 

En Europa Occidental, la diferenciación entre las subespecies C. l. signatus de la 

Península Ibérica y C. l. italicus de la Península Itálica responde a un aislamiento 

geográfico de ambas poblaciones (Lucchini y col. 2004; Ramírez y col. 2006; Pilot y 

col. 2010). En Eurasia, la subespecie más extendida es C. l. lupus y la más septentrional 

es C. l. albus o el lobo de la tundra. De Oriente Medio son C. l. arabs o el lobo árabe 

(Hefner y Geffen 1999) y C. l. pallipes o el lobo de la India, una subespecie que 

también se encuentra en el Sur de Asia (Aggarwal y col. 2007). Y de Asia Central es C. 

l. chanco o el lobo del Himalaya (Aggarwal y col. 2007). No obstante, Aggarwal y col. 

(2007) proponen por sus diferencias genéticas dos nuevas especies, C. himalayensis 

para la población de C. l. chanco de la zona Trans-Himalaya de la India, y C. indica 

para la población C. l pallipes de la India Central.  

Vemos, por lo tanto, que determinar el número de subespecies de lobo gris del planeta 

es un tema controvertido, no exento de dudas y de difícil consenso. 
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Tabla 1.1. Clasificación de las subespecies de Canis lupus pertenecientes al Viejo y Nuevo Mundo 
(Hefner y Geffen 1999; Sillero-Zubiri y col. 2004; Aggarwal y col. 2007; IUCN 2010). En negrita se 
muestran las subespecies europeas estudiadas en el presente trabajo. 
 

Norteamérica Localización Autor 

   

Canis l. arctos Zona Ártica de Canadá y Groenlandia Pockoc 1934 

Canis l. baileyi   México; Sudoeste de EEUU Nelson y Goldman 1929 

Canis l. lycaon   Sureste de Canadá Schreber 1775 

Canis l. nubilus   EEUU Central; Este y Centro de Canadá Say 1823 

Canis l. occidentalis   Alaska; Noroeste de Canadá Richardson 1829 

Eurasia Localización Autor 

   

Canis l. albus Extremo septentrional de Europa y Asia Kerr 1792 

Canis l. arabs Oriente Medio (Península Arábiga, Siria, 

Jordania, Israel) 

Pockoc 1934 

Canis l. chanco Asia Central (Kashmir, Tibet, China, 

Manchuria, Mongolia) 

Gray 1863 

Canis l. italicus Península Itálica, Sur de Suiza, de Francia y de 

Alemania y Norte de la Península Ibérica  

Altobello 1921 

Canis l. lupus   Eurasia (Europa del Este y del Norte; Norte y 

Centro de Asia). 

Linnaeus 1758 

Canis l. pallipes Oriente Medio; Suroeste de Asia  Sykes 1831 

Canis l. signatus Europa Occidental (Noroeste Península Ibérica) Cabrera 1907 
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1.2 DISTRIBUCIÓN DEL LOBO GRIS 

El lobo gris apareció hace aproximadamente unos 700.000 años (Kurtén 1968) y se 

expandió por toda Europa, Norteamérica y Asia hasta el último siglo, cuando empezó a 

extinguirse de gran parte de su territorio debido a la caza, la deforestación y la 

disminución de presas salvajes. A mediados del siglo pasado, la distribución del lobo 

gris quedó reducida en Europa Occidental a las penínsulas Ibérica, Itálica y Balcánica, y 

en Norteamérica a Canadá y norte de los EEUU (Mech 1970). Sin embargo, a finales de 

los años 60, una nueva concienciación ecológica y política permitió la protección legal 

del lobo, lo que dio a lugar a un aumento del tamaño de la población y del área de 

distribución, tanto en EEUU como en Europa Occidental (Mech 1995). Por el contrario, 

en Europa Oriental y en Asia Septentrional el lobo nunca estuvo protegido pero 

tampoco estuvo nunca en peligro de extinción (Bibikov 1994). En la actualidad, el 

cánido salvaje habita desde los 75ºN hasta los 12ºN, siendo la Federación Rusa y 

Canadá los países que albergan las mayores poblaciones de lobo gris del planeta (Figura 

1.2 y 1.3). 

 

 

 
Figura 1.2 Distribución mundial de Canis lupus según la IUCN 2010 (www.iucnredlist.org). En rojo, 
población histórica; en verde, población actual. 
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Figura 1.3 Estimación del número de lobos grises en función del país (Actualizado 
de Boitani 2003; Sillero-Zubiri y col. 2004). 
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1.2.1 Distribución del lobo gris en América 

Con una población que oscila entre los 52.000 y 60.000 individuos, Canadá es el 

segundo país del mundo con mayor número de lobos, y cuya variabilidad es una de las 

más elevadas del planeta (Musiani y col. 2007) (Figura 1.3). Sólo en Canadá se 

localizan cuatro de las doce subespecies de Canis lupus (ver Tabla 1.1): el lobo ártico 

(C l. arctos), el lobo del este (C. l. lycaon), el lobo de las grandes llanuras (C. l. nubilus) 

y el lobo del noroeste o de las Montañas Rocosas (C. l. occidentalis). Aunque en 

algunas zonas está protegido, en Canadá, el lobo es mayoritariamente una especie 

cinegética que se distribuye por todo el territorio, a diferencia de los EEUU, donde el 

lobo prácticamente se extinguió  a mediados del siglo pasado. 

En los años 60, el número de lobos en EEUU quedó reducido a 300-700 individuos en 

el Noreste de Minnesota, 20 individuos en Isle Royale y un millar en Alaska (Honghai 

1999). Sin embargo, la prohibición de caza y efectivos programas de reintroducción – 

e.g. Parque Nacional de Yellowstone (vonHoldt y col. 2008) – favorecieron el aumento 

de la población y su expansión territorial. Actualmente se estima que 5.500 lobos se 

distribuyen por el norte del país (Minnesota, Michigan, Montana, Idaho, Wisconsin, y 

Wyoming) y 8.000-11.000 por Alaska, cuyo inhóspito paisaje y elevado número de 

ungulados hacen de la región una gran reserva para el cánido salvaje. EEUU alberga las 

mismas subespecies que Canadá más una quinta, el lobo mexicano (C. l. baileyi), una 

subespecie reintroducida a finales del siglo pasado en Arizona y Nuevo México. C. l. 

baileyi también se distribuye por México aunque allí su situación es muy crítica al no 

haberse detectado ningún grupo reproductor desde los años 80 (Fredrickson y col. 

2007). 

 

1.2.2 Distribución del lobo gris en Eurasia 

En Eurasia, el lobo gris se localiza en 14 países asiáticos y 27 europeos (Figura 1.3). El 

estado legal de las poblaciones euroasiáticas varía en función del país, aunque 

generalmente en Europa, al ser menor su número, el lobo suele estar legalmente 

protegido a diferencia de los países asiáticos donde el lobo suele ser una especie 

cinegética. En Europa se encuentran dos subespecies aisladas, C. l. signatus y C. l. 

italicus, y una subespecie no aislada, C. l. lupus que se distribuye por Europa del Este, 

también por Asia Central y recientemente por Europa del Norte; en la Península 
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Escandinava el lobo gris se extinguió en los años 70 a pesar de su protección legal tanto 

en Suecia (1966) como en Noruega (1973) (Wabakken y col. 2001). No obstante, a 

principios de los años 80, el efecto fundador de una pareja reproductora y un tercer 

ejemplar procedentes de la población vecina ruso-finlandesa dio lugar a una 

recolonización del territorio. Actualmente, la población en Suecia consta de unos 150 

individuos (Sundqvist y col. 2001; Vilà y col. 2003a; http://skandulv.nina.no/), y en 

Finlandia la población ha alcanzado los 250-260 individuos debido a la proximidad con 

la Federación Rusa, a la caza controlada y al desarrollo de efectivos planes de 

conservación (Aspi y col. 2009).  

En Asia Central se distribuye también C. l. chanco cuya población consta de unos 1.500 

individuos y se extiende por el Tibet, China, Manchuria y Mongolia (Aggarwal y col. 

2007). En Oriente Medio se encuentran dos subespecies fragmentadas y de baja 

densidad poblacional: C. l. arabs, que se distribuye por zonas áridas y montañosas de la 

Península Arábiga, Siria, Jordania e Israel (Hefner y Geffen 1999), y C. l. pallipes, que 

es el lobo característico de la India y de algunos países de Oriente Medio como Irán o 

Israel. Diversos estudios arqueológicos y genéticos concluyen que la contribución del 

lobo al genoma del perro proviene mayoritariamente de lobos de Oriente Medio, y en el 

caso de algunas razas, de lobos europeos (Dayan 1999; Germonpre y col. 2009; 

Skoglund y col. 2010; vonHoldt y col. 2010b).  

A continuación se detallan las características propias de las tres poblaciones de lobo gris 

tratadas en este estudio. 

 

1.2.2.1 El lobo ruso (C. l. lupus) 

El número total de lobos de la Federación Rusa no ha tenido un crecimiento constante y 

estable durante la última mitad del siglo pasado; se han registrado tres severas 

fluctuaciones demográficas que no han provocado la extinción del lobo por su gran 

tamaño poblacional (Figura 1.4).  
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Figura 1.4 Evolución demográfica del lobo gris en la Federación Rusa durante la última mitad del siglo 
pasado (Bibikov y col. 1983; Gubar1996). 
 

La Federación Rusa, con una extensión de 17,1 millones Km² y dividida en 12 regiones 

económicas, es el quinto país más poblado del planeta con aproximadamente 150 

millones de habitantes. Sin embargo su densidad es una de las más bajas del mundo. Las 

regiones de Siberia Oriental y Occidental y el Extremo Oriente constituyen el 75% de la 

superficie rusa, pero la densidad poblacional en estas regiones rara vez supera la media 

federal (8 hab/Km2); y sucede lo mismo con la densidad del cánido que, según datos 

oficiales, no suele superar anualmente la densidad media federal (2 lobos/1000 Km² 

promediados desde 1981 hasta 1999) (Borisov y col. 1992; Lomanov y col. 1995; 

2000). En cambio, en la región del Cáucaso (que limita con Georgia) y la región del 

Noroeste (que incluye San Petersburgo) se encuentra, en promedio, la máxima densidad 

de lobos por Km2. Concretamente, en la región del Noroeste se registró en 1994 la 

máxima densidad de lobos (12 lobos/1000 Km²) para toda Rusia (Borisov y col. 1992; 

Lomanov y col. 1995; 2000). Es decir, existe una correlación positiva entre la densidad 

humana y la densidad del lobo en territorio ruso, aumentando en ambos casos en la zona 

europea y disminuyendo en la zona asiática. Existe otra diferenciación entre ambos 

territorios, siendo la subespecie C. l. lupus mayoritaria de la zona europea y Canis l. 

albus de la zona asiática. En la Figura 1.5 se muestra la evolución demográfica de la 
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población de lobos en las cuatro regiones muestreadas en este estudio, y que pertenecen 

a las Regiones Económicas del Norte y del Centro de la Rusia Europea. 
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Figura 1.5 Censo demográfico durante una década de C. l. lupus en 4 regiones pertenecientes a las 
Regiones Económicas del Centro y Norte de la Federación Rusa (Nobikov y col. 1992; Lomanov y col. 
1995). 
 

 

1.2.2.2 El lobo itálico (C. l. italicus) 

En 1970, la población de lobos en Italia sufrió un fuerte declive demográfico que redujo 

la población a un centenar de individuos localizados en los Apeninos Centrales (Zimen 

y Boitani1975). A partir de su protección legal en 1971 (IUCN) la población volvió a 

crecer duplicando su número y aumentó su área de distribución (Boitani 2003). Durante 

los años 80, el lobo itálico cruzó el Noroeste de los Apeninos alcanzando en los 90 el 

Suroeste de los Alpes y el Norte de los Pirineos (Lucchini y col. 2002; Figura 1.6). Por 

consiguiente, las poblaciones actuales del Sur de Alemania, de Suiza y de Francia son el 

resultado de un proceso de recolonización del territorio por parte del lobo itálico 

(Valière y col. 2003; Fabbri y col. 2007). 
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Figura 1.6 Expansión demográfica del lobo gris de la Península Itálica desde 1992 hasta 2001. 
Los círculos negros representan la primera vez que se detectó genéticamente un linaje en las 
regiones de Francia y Suiza. Las flechas indican rutas putativas de colonización y los tramos 
rayados son regiones de elevada densidad humana que podrían formar una barrera para la 
dispersión del cánido (extraído de Valière y col. 2003). 

 

1.2.2.3 El lobo ibérico (C. l. signatus) 

El lobo ibérico se distribuía por toda la Península Ibérica hasta principios del siglo XX, 

cuando empezó a desaparecer de gran parte de su territorio (Figura 1.7).  
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Figura 1.7 Evolución de las poblaciones del lobo en la Península Ibérica desde mediados del siglo XIX 
hasta finales del siglo XX (Valverde 1971; Enseñat 1996). 
 

 

Erradicado inicialmente de toda la franja mediterránea, el lobo sufrió un drástico 

descenso demográfico a principios de los años 70 y quedó aislado en el Noroeste de la 

Península y en algunas zonas fragmentadas al Sur del Duero (Valverde 1971). La baja 

densidad humana de la zona, la topografía del terreno y la abundancia de presas salvajes 

evitaron la extinción del lobo ibérico, a diferencia de lo sucedido en Francia y Centro de 

Europa, donde el lobo se extinguió a mediados del siglo XX (Valière y col. 2003). A 

partir de los años 70, las condiciones abióticas unidas a una nueva concienciación 

ecológica y una política conservacionista favorecieron la recuperación del lobo tras 

declararse especie protegida en 1973 (Grande del Brío 1984). Actualmente, el lobo 

crece y se expande por el Noroeste de la Península (Figura 1.7). Sin embargo, la 

situación del pequeño núcleo fragmentado de Sierra Morena (Andalucía) y Sierra de 
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San Pedro (Extremadura) al Sur del Duero es muy diferente. Las poblaciones de 

Extremadura se consideran extintas desde 1990 al no haberse detectado ningún grupo 

reproductor (Padial y col. 2000), y las poblaciones de Andalucía se hallan en peligro al 

contabilizarse únicamente 6-10 grupos reproductores (Palacios y col. 2006). La 

población ibérica actual se estima en 254-322 manadas o sobre unos 2.000 individuos 

(Álvares y col. 2005), siendo ésta la población de lobos grises más grande de Europa 

Occidental. 

 

1.3 BIOLOGÍA DEL LOBO GRIS 

El lobo gris tiene ojos amarillos y/o marrones (Figura 1.8), orejas y hocico alargados, un 

apoyo plantar digitígrado que le permite dejar huellas de hasta 14 cm de largo y un 

cuerpo robusto que varía en función de la subespecie, de la edad y del sexo.  

 

 

a) Foto: V. Bologov 
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b) Foto: C. Sanz c) Foto: V. Bologov 

d) Foto: V. Bologov 
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e) Foto: V. Bologov  
f) Foto: N. Sastre 

 
g) Extraído de Anderson y col. 2009. 

 
h) Extraído de Anderson y col. 2009. 

 
Figura 1.8 a) Ojos excepcionalmente dicroicos (amarillo y marrón) de un lobo ruso de 6 meses de edad.  
b) Lobo ibérico adulto. c) Lobo ruso adulto. d) Ejemplo del carácter adaptativo del color de la capa del 
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lobo a su medio natural. e) Color oscuro de la capa de un lobezno ruso con 2 meses y f) el mismo lobo 
con 6 meses de edad. g y h) Pelaje de dos lobos con 10 meses y con 10 años de edad. 
Los machos suelen ser mayores que las hembras del mismo modo que los lobos que 

viven a mayores latitudes son de mayor tamaño, cumpliéndose así la regla de Bergman 

(los lobos ibéricos no suelen sobrepasar los 70 cm de altura y 50 Kg de peso mientras 

que los lobos rusos alcanzan fácilmente los 90 cm de altura y 80 Kg de peso (Mech 

1970; Valverde 1971).  

El color de la capa del lobo varía en función de la edad y de la latitud (Figura 1.8). El 

pelaje de un lobo ruso adulto es pardogrisáceo mientras que en del lobo ibérico 

predominan los tonos marrones y rojizos. Los colores de capa más extremos son el 

blanco del lobo ártico (C. l. arctos) y del lobo de la tundra (C. l. albus) y el negro del 

lobo del este (C. l. lycaon). Para explicar el origen del color negro, Anderson y col. 

(2009) analizaron muestras de lobos y coyotes negros demostrando que la mutación del 

locus KB del gen receptor de la melanocortina (Mc1r) es consecuencia de la hibridación 

con perros domésticos hace aproximadamente 10.000 años (Skoglund y col. 2010), 

coincidiendo con la llegada de los primeros hombres a América por el estrecho de 

Bering. Sin embargo, Rutledge y col. (2009) han sugerido que el gen KB es intrínseco a 

los lobos negros del Este de Norteamérica (C. l. lycaon) y no una introgresión genética 

de C. familiaris. Sea cual sea la explicación más plausible, lo cierto es el color de la 

capa del lobo suele ser un carácter adaptativo a su medio natural (Figura 1.8). Por 

ejemplo, Musiani y col. (2007) demostraron que sin barreras físicas importantes, los 

lobos canadienses que habitaban en la tundra y migraban con el caribú eran más claros 

(93%) y genéticamente diferentes de los lobos de los bosques de coníferas, cazadores 

locales y más oscuros (62%).  

La fórmula dentaria fundamental del lobo es de I 3/3, C 1/1, Pm 4/4, M 2/3 = 42. Los 

caninos superiores o colmillos son agudos y los premolares y molares tienen cúspides 

cortantes que sirven para desgarrar y triturar la carne de la cual se alimenta (Grassé 

1982). El tamaño de las presas varía en función del hábitat, siendo también la variable 

que condicionará el número de lobos por manada. En la Península Ibérica, una manada 

contiene entre 5 y 10 individuos porque las presas (corzos, zorros, liebres, jabalíes…) 

no son excesivamente grandes, mientras que en Norteamérica una manada puede 

contener hasta 23 individuos porque sus presas (bisontes, renos, alces…)  pesan entre 6 

y 12 veces el peso de un lobo adulto (Mech 2000). La estabilidad y el orden de la 

manada se mantienen porque existe una jerarquía social muy definida que gira en torno 
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a la pareja reproductora (Murie 1944; Schenkel, 1947; Crisler 1962; Mech 1999). El 

lobo alcanza la madurez sexual a los 22 meses de edad y las hembras paren entre 4 y 7 

cachorros entre los meses de enero y abril dependiendo de la latitud (Mech 1970). El 

tiempo medio de generaciones de un lobo es de 3,4 años (Aspi y col. 2006) y su 

longevidad media de 8 años, pudiendo alcanzar hasta los 13 años de edad en estado 

salvaje y los 16 en cautividad (Mech 1988). Parásitos y patógenos causan enfermedades 

como el moquillo, la rabia, la sarna, la triquinosis, la leishmaniosis o la parvovirosis 

(Johnson y col. 1994; Mohebali y col. 2005; Mörner y col. 2005; Beck y col. 2008; 

Sobrino y col. 2008; Almberg y col. 2009; Santos y col. 2009; Stronen y col. 2011) que 

pueden, en muchos casos, ocasionarle la muerte, aunque el principal responsable de la 

muerte del cánido salvaje es el hombre. 

 

1.4 FACTORES DE RIESGO DE EXTINCIÓN DEL LOBO GRIS  

Las principales causas de mortalidad del lobo son consecuencia directa de la acción del 

hombre. En la región de Tverskaja (Federación Rusa) destacan, por ejemplo, el uso de 

armas de fuego para cazar al cánido (Figura 1.9) y el alto porcentaje de muerte por 

envenanamiento con Dieldrin, PCBs o Mercurio (Shore y col. 2001). El veneno es un 

sistema de caza ilegal pero frecuente en la Federación Rusa. La técnica consiste en 

envenenar previamente a un perro y abandonar su cadáver cerca de una guarida de 

lobos.  
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vehículo

2%

Armas de 
fuego
60%

 

20 



 
Introducción 

 

Figura 1.9 Causas de la mortalidad de 133 lobos grises por la acción directa del hombre durante 4 
inviernos en Tverskaja (Federación Rusa). Datos actualizados de Casulli (2001). 
En la Península Ibérica, el lobo está considerado una especie cinegética en Cantabria, 

Castilla y León (al Norte del Duero), Galicia, La Rioja y el País Vasco, pero su caza o 

batida debe estar previamente autorizada por la Administración. En Andalucía, Asturias, 

Castilla y la Mancha y Castilla y León (al Sur del Duero) queda terminantemente 

prohibida su caza. 

La persecución que sufre el lobo por parte del hombre se debe principalmente a que 

ambos compiten por los mismos recursos (ganado doméstico y especies cinegéticas). 

Pero esta persecución, además de reducir drásticamente el número de individuos,  

también ha desplazado al lobo a zonas marginales, fuera de su zona natural, como 

desiertos y regiones de alta montaña (Harrington y Paquet 1982). Además de la 

persecución directa, otro factor que afecta indirectamente a las poblaciones de lobos es 

la fragmentación del paisaje (e.g. construcción de infraestructuras) inducida por el 

hombre ya que destruye su hábitat.  

El hombre ha ocasionado, por lo tanto, la reducción del número de lobos (cuello de 

botella) y del número de poblaciones (fragmentación y/o aislamiento geográfico). Esto 

conlleva la pérdida de variabilidad genética y un aumento de la probabilidad de 

hibridación con perros a causa de la baja densidad de la población y de la imposibilidad 

de realizar el denominado efecto rescate, esto es, la imposibilidad de las poblaciones 

aisladas de ser recolonizadas por poblaciones vecinas (Hedrick y Fredrickson 2010). 

 

1.4.1 Cuellos de botella  

Un cuello de botella es un proceso demográfico que sufre una especie cuando 

experimenta una drástica reducción del tamaño efectivo de su población. Las causas 

suelen ser desastres naturales (terremotos, incendios...), desastres biológicos 

(pandemias, depredación, competencia…) o características propias de la población 

(desigualdad de sexos, endogamia...). Las consecuencias de este proceso son pérdida de 

variabilidad genética y aumento de la consanguinidad, de las mutaciones deletéreas y de 

la deriva genética, y por lo tanto disminuye la capacidad adaptativa de la población 

aumentando el riesgo de extinción de la especie. Los efectos genéticos del cuello botella 

dependen de su intensidad, duración y grado de aislamiento (Busch y col. 2007; 

Carmichael y col. 2008). En Europa ya hemos comentado que las poblaciones aisladas 

de lobo gris de la Península Ibérica e Itálica sufrieron un fuerte declive demográfico que 

21 



 
Introducción 

 

casi provoca su extinción (Valverde 1971; Zimen y Boitani 1975). En la Península 

Itálica, numerosos estudios describen la situación genética actual del lobo y su 

recuperación tras demostrarse que pasaron por un cuello de botella (Fabbri y col. 2007; 

Randi 2008). En cambio, en la población ibérica de lobos y en una gran población como 

la rusa (ver Figura 1.4) no se han descrito los efectos genéticos que un cuello de botella 

pudo causar en la población. Por este motivo sería conveniente realizar un estudio que 

se centrara en la detección genética del cuello de botella y los efectos que éste pudo 

causar sea cual sea el grado de aislamiento y el tamaño de la población. 

 

1.4.2 Fragmentación y/o aislamiento de las poblaciones 

Las poblaciones fragmentadas y/o aisladas, sea por causas abióticas o bióticas, tienen 

mayor riesgo de extinguirse debido a la falta de migración y a la imposibilidad de 

realizar el efecto rescate (Tallmon y col. 2004; Edmands 2007). Además, el tamaño 

efectivo de estas poblaciones suele ser muy bajo, aumentando así el riesgo de 

endogamia, de acumulación de mutaciones deletéreas y de deriva genética. Un ejemplo 

de efecto rescate es el que ha experimentado la población de lobos escandinava. En 

general, las poblaciones de lobos grises del Viejo Mundo como la ibérica y la itálica han 

sufrido más las consecuencias de la fragmentación que las poblaciones americanas. La 

falta de flujo genético entre poblaciones y la deriva genética ha provocado una gran 

diferenciación entre ambas poblaciones (Vilà y col. 1999; Pilot y col. 2010). 

 

1.4.3 Hibridación 

La hibridación es un proceso que ocurre con mayor frecuencia en poblaciones aisladas o 

de baja densidad debido al efecto Allée que rompe las barreras reproductivas entre 

especies iniciándose una introgresión genética (Courchamp 1999). La contribución de 

los híbridos en la supervivencia de una especie o población suele ser negativa (Hailer y 

Leonard 2008) porque si la frecuencia de los híbridos aumenta por cruzamientos 

posteriores, la especie o población original podría, en casos extremos, llegar a ser 

reemplazada (Konishi y Takata 2004). Los lobos, coyotes, dingos, perros y chacales 

tienen un cariotipo de 78 cromosomas (Wayne 1993) y pueden cruzarse y tener 

descendientes fértiles. Por ejemplo, se ha detectado introgesión genética de coyote en el 

lobo rojo y en lobos de Canadá (Adams y col. 2003; Kays y col. 2010) y de perro en el 

lobo etíope y en lobos de Italia y Escandinavia (Gotelli y col. 1994; Randi 2008; 
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Klütsch y col. 2011). También puede ocurrir que la integridad genética de una 

población esté amenazada por más de una especie o subespecie, como ocurre con la 

población de lobos Canis l. nubilus amenazada por la hibridación con coyotes y con C. 

l. lycaon (Leonard y Wayne 2008). En la Península Ibérica, la hibridación del lobo con 

perro es posible debido a que la población está aislada, fragmentada y en algunas zonas 

se encuentra en baja densidad, pero es muy poco frecuente (Vilà y col. 2003b). 

 

Los efectos genéticos de la hibridación, cuellos de botella y/o fragmentación son 

problemas que conciernen a la genética de la conservación y su detección debería ser 

una prioridad en cualquier programa o plan de conservación especialmente si la especie 

se encuentra en peligro de extinción. 

 

1.5 GENÉTICA DE LA CONSERVACIÓN 

La especiación y la extinción son procesos biológicos que forman parte de la dinámica 

de la Tierra. Sin embargo, el hombre está causando un aumento de las extinciones en 

detrimento de las especiaciones. Las extinciones se producen cuando por causas bióticas 

o abióticas el número efectivo de una población no es suficiente para asegurar la 

supervivencia de la especie a corto plazo (Frankham 2010). Actualmente la tasa de 

extinción de las especies es mayor que la de formación, dando origen a lo que algunos 

autores han llamado la “sexta extinción” (Leakey y Lewin 1996) o la “extinción del 

Holoceno” (Pimm y col. 1995).  

La biología de la conservación es una disciplina científica aparecida a finales del siglo 

pasado en respuesta a la acuciante pérdida de biodiversidad en el planeta. Sus 

principales objetivos son identificar los procesos bióticos y abióticos que amenazan la 

biodiversidad (genética, específica, ecosistémica) del planeta y minimizar sus efectos 

(DeSalle y Amato 2004). El prisma que utiliza la biología de la conservación es 

multidisciplinar. Concretamente, la genética de la conservación utiliza teorías y técnicas 

genéticas (Frankham y col. 2002; DeSalle y Amato 2004; Primmer 2009; Frankham 

2010; Hedrick y Fredrickson 2010) para preservar el primer nivel de la diversidad 

biológica, ocupándose de: 
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 Minimizar el coeficiente de consanguinidad (endogamia o inbreeding), la pérdida 

de variabilidad genética y la acumulación de mutaciones deletéreas, tanto en 

poblaciones in situ como ex situ. 

 Caracterizar poblaciones. 

 Estimar censos y detectar procesos demográficos históricos (e.g. cuellos de 

botella). 

 Detectar hibridación.  

 Resolver dudas taxonómicas. 

 Definir unidades de manejo (MUs). 

 Monitorizar poblaciones a partir de muestras no invasivas. 

 Identificar poblaciones o individuos de interés (e.g. parentesco, pedigrí...). 

 Seleccionar poblaciones adecuadas para una posible reintroducción. 

 Analizar muestras forenses para la identificación de especies protegidas (e.g. 

detectar capturas ilegales, decomisos). 

 Identificar parásitos y/o patógenos en poblaciones salvajes y cautivas. 

 Ampliar el conocimiento de la biología de la especie. 

 

La pérdida de variabilidad genética en una población comporta una disminución del 

potencial adaptativo de ésta, y por lo tanto, aumenta la probabilidad de extinción (Avise 

y Hamrick 1996). El riesgo de extinción de una especie se debe como ya hemos visto a 

procesos de hibridación, cuellos de botella y/o la fragmentación del paisaje (por pérdida 

de hábitat, explotación humana y/o cambios ambientales). El resultado es la 

disminución del tamaño efectivo de la población, disminución de la variabilidad 

genética, disminución de la tasa de migración, aumento de la deriva genética, aumento 

de la endogamia, mayor acumulación de mutaciones deletéreas y/o aislamiento 

geográfico de la especie o población. La genética de la conservación es una disciplina 

muy reciente - la revista Conservation Genetics se empezó a editar en el año 2000 y el 

primer libro dedicado exclusivamentente a esta disciplina data del 2002 (Frankham y 

col. 2002) – que en definitiva detecta, previene y, en la medida de lo posible, evita que 

se produzcan tales eventos, ya que si son ignorados se subestima el riesgo de extinción y 

los planes de gestión se vuelven inapropiados (Frankham 2005). 
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1.5.1 Muestreo 

El análisis genético de una población necesita en cualquier caso un mínimo número de 

muestras que pueden ser de dos tipos: invasivas (sangre, tejido muscular, dientes…) y 

no invasivas (heces, orina, pelo, saliva, plumas, cáscaras de huevo…). Las muestras 

invasivas se caracterizan por tener gran cantidad y calidad de DNA, y obtenerlas 

implica generalmente la captura del animal, que en el caso de una especie amenazada 

resulta difícil y costoso por su baja densidad y limitada observación (Dalén y col. 2004). 

Por el contrario, las muestras no invasivas son tratadas generalmente como muestras 

forenses por la baja cantidad y calidad de DNA y no implican la captura del animal. 

Este tipo de muestras se empezaron a usar a principios de los años 90 para estudios de 

identificación de la especie y de los individuos, determinación de la ratio sexual, 

estimación del tamaño de la población y su caracterización al poder determinar la 

estructura, flujo genético, y/o variabilidad (Taberlet y Bouvet 1991; 1992; Höss y col. 

1992). Además, el uso de muestras no invasivas históricas (arqueológicas o 

paleontológicas) permitió mejorar sustancialmente el conocimiento de los procesos 

demográficos históricos: e.g. cuellos de botella, extinciones y/o expansiones de las 

poblaciones (Wandeler y col. 2007; Valdiosera y col. 2008; Leonard 2008). 

Sin embargo, el uso de muestras no invasivas tiene algunas desventajas. Los problemas 

potenciales ocurren antes, durante y después de su uso en el laboratorio debido a la baja 

cantidad/calidad del DNA de este tipo de muestras (Taberlet y col. 1996). El primer 

inconveniente es que aumenta el riesgo de contaminación de la muestra con DNA 

foráneo, volviéndose inservible si se contaminara. Otro inconveniente es que aumentan 

los errores de genotipado (e.g. que un alelo no amplifique cuando sí existe, 

produciéndose un dropout, o que amplifique cuando realmente no existe, esto es, un 

falso alelo). Para evitar los problemas asociados a la baja cantidad/calidad de DNA es 

necesario trabajar con más de una réplica por muestra, se puede aumentar la cantidad de 

producto amplificado mediante una PCR nested o seminested y se debe seleccionar 

previamente el tipo de marcador molecular (en función de su polimorfismo, tamaño, 

número de copias, abundancia, distribución….) porque ello condicionará el porcentaje 

de éxito del estudio.  
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1.5.2 Marcadores moleculares 

Los marcadores genéticos están siendo de gran utilidad para evaluar el estado genético 

de las poblaciones y contribuir al entendimiento de la historia evolutiva, la demografía y 

la ecología de las especies amenazadas. Un marcador genético es cualquier tipo de 

variabilidad cuya herencia se puede rastrear. Desde el descubrimiento de las 

endonucleasas de restricción a finales de los años 60 (Linn y Arber, 1968; Meselson y 

Yuan 1968) se ha producido un extraordinario y rápido desarrollo de las técnicas 

moleculares. En 1986, Mullis y col. desarrollaron la técnica de la reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR) revolucionando con ello el mundo de la genética. Con el tiempo, 

surgieron variantes de la técnica inicial que permitieron obtener mayor cantidad de 

DNA (PCR nested) (ver apartado 3.2), economizar el estudio (PCR multiplex) (ver 

apartado 3.1) o cuantificar el material amplificado (PCR cuantitativa en tiempo real 

(qPCR) (ver apartado 3.4).  

Los proyectos de mapeo tanto del genoma humano como de otros mamíferos y especies 

modelo han aumentado considerablemente el número de marcadores moleculares 

descritos. La ventaja de los estudios genéticos del lobo sobre otras especies salvajes es 

que utilizan marcadores moleculares desarrollados con el genoma de su homólogo 

doméstico, el perro (Wayne y Ostrander 2007). A continuación presentamos un resumen 

de los marcadores moleculares más utilizados en genética de la conservación. 

 

1.5.2.1 DNA mitocondrial (mtDNA) 

Las mitocondrias son unos orgánulos que se encuentran en cientos o miles de copias en 

el interior de las células y contienen mtDNA heredado por vía materna. El mtDNA 

consiste en una cadena doble circular, haploide, no recombinante, sin intrones y que rara 

vez supera los 20.000 pares de bases (Singer y Berg 1991). La tasa de mutación del 

mtDNA dependiendo de la región es de 5 a 10 veces mayor respecto al DNA nuclear, y 

su tamaño efectivo 1/4Ne  menor, haciendo que sea más sensible al efecto de la deriva 

genética. Esto conlleva la fijación rápida de caracteres que producirán diferencias 

significativas (por la elevada tasa de mutación) entre poblaciones, especialmente si éstas 

están aisladas (Birky y col. 1983; Ballard y Whitlock 2004). Los genes de RNA 

ribosomal (12S, 16S, 18S) son las secuencias de mtDNA más usadas para establecer 

relaciones filogenéticas a nivel de orden, familia y género (Sumida y col. 2000). El 

citocromo b (cyt b) y la región no codificante o región control D-loop se utilizan para 
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diferenciar especies o poblaciones próximas entre ellas porque tienen mayor tasa de 

mutación y por lo tanto alto grado de polimorfismo (Aquadro y Greenberg 1983).  

Los estudios con mtDNA aplicados al lobo gris han permitido analizar la variabilidad 

genética de las poblaciones (Ramírez y col. 2006), elaborar filogeografías (Vilà y col. 

1999; Pilot y col. 2010), establecer filogenias (Vilà y col. 1997; Agnarsson y col. 2010), 

determinar el origen y el momento de la domesticación del perro (Vilà y col. 2007; 

Leonard y col. 2005; Pang y col. 2009) o estudiar la hibridación (Lucchini y col. 2004; 

Klütsch y col. 2011).  

En este trabajo, concretamente se han utilizado las secuencias de mtDNA para analizar 

posibles fluctuaciones demográficas poblacionales aplicando diferentes tests neutralistas 

(Ramos-Onsins y Rozas 2002): R2, Fu y Li’s F* y Tajima’s D que se basan en la 

distribución de las frecuencias de las mutaciones, Fu’s Fs que se basa en la distribución 

de las frecuencias haplotípicas, y MAE que se basa en el error medio absoluto entre los 

valores observados y esperados de la distribución mismatch. Al analizar un fragmento 

de la región control de mtDNA asumimos que el marcador es neutro y por lo tanto un 

resultado significativo > 0 del test indicará un declive poblacional, mientras que un 

resultado < 0 indicará una expansión. El programa DNASP 4.10 (Rozas y col. 2003) 

permite la realización de dichos tests además de calcular parámetros generales de 

variabilidad como la diversidad haplotípica y nucleotídica de las poblaciones.  

 

1.5.2.2 Marcadores ligados al cromosoma Y 

A principios de los años 90 se identificó el gen SRY ligado al cromosoma Y como el 

factor determinante de los testículos en mamíferos (Sinclair y col. 1990; Koopman y 

col. 1991). Desde entonces, los marcadores localizados en el cromosoma Y se han 

utilizado principalmente para sexar mamíferos (Waters y col. 2007), sin necesidad de 

capturarlos si se parte de muestras no invasivas: e.g. el lobo (Lucchini y col. 2002; 

Scandura 2005; Seddon 2005), el coyote (Canis latrans) (Kohn y col. 1999), el zorro 

(Vulpes vulpes) (Smith y col. 2006), la nutria (Lutra lutra) (Mucci y Randi 2007), el 

desmán (Galemys pyrenaicus) (Vidal y col. 2010), el oso pardo (Ursus arctos) 

(Bellemain y col. 2007), el oso panda (Ailuropoda melanoleuca) (Durnin y col. 2007), 

el leopardo del Amur (Panthera pardus orientalis) o el tigre siberiano (Panthera tigris 

altaica) (Sugimoto y col. 2006). 
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Además, los estudios con marcadores ligados al cromosoma Y sirven para trazar la línea 

evolutiva paterna (Sundqvist y col. 2001). El cromosoma Y al ser haploide y no 

recombinante, aporta una información complementaria a la que aporta el mtDNA, de 

herencia materna. Combinando esta información se puede determinar el grado de 

dispersión de cada uno de los sexos o estudiar la hibridación de las poblaciones (Vilà y 

col. 2003b; Verardi y col. 2006; Musiani y col. 2007; Hailer y Leonard 2008; Randi 

2008). En el caso del lobo es importante matizar que los apareamientos interespecíficos 

son asimétricos, esto es, más lobas se aparean con perros macho que al revés 

(Andersone y col. 2002; Randi y Lucchini 2002; Vilà y col. 2003b), y por lo tanto los 

marcadores de herencia materna (mtDNA) no son suficientes para detectar la 

hibridación. Por este motivo, en este trabajo utilizamos marcadores específicos del 

cromosoma Y de herencia exclusivamente paterna y microsatélites autosómicos (de 

herencia paterna y materna) para poder detectar los alelos del cánido doméstico en el 

genoma del lobo. 

 

1.5.2.3 Microsatélites 

Los microsatélites, también denominados STRs (Short Tandem Repeats) o SSRs 

(Simple Sequence Repeats), son secuencias de DNA que se repiten en unidades de 2 a 6 

pares de bases (Tautz 1993). Se estima que aproximadamente el 3% del genoma está 

formado por secuencias repetitivas de tipo microsatélite (International Human Genome 

Sequencing Consortium 2001). Están considerados como elementos no codificantes, sin 

función conocida y que evolucionan de forma neutra. La tasa de mutación de los 

microsatélites generalmente está comprendida entre 10-3 y 10-4 mutaciones por 

generación, siendo muy superior a la tasa de mutación de las secuencias únicas no 

codificantes (10-9) (Weber y Wong 1993; Ellegren 2000). La longitud y no tanto la 

secuencia primaria del fragmento determina el alto grado de polimorfismo de los 

microsatélites (Weber y Wong 1993; Harr y Schlotterer 2000; Xu y col. 2000; Brohede 

y col. 2002). Se han propuesto tres modelos mutacionales para explicar la dinámica 

evolutiva de los microsatélites: Infinite Allele Model (IAM; Kimura y Crow 1964), One-

Step Mutation Model (SMM; Kimura y Ohta 1978) y Two-Phase Mutation Model 

(TPM; DiRienzo y col. 1994). El fundamento que da origen a los diferentes modelos 

ocurre durante la replicación del DNA. La disociación parcial de las cadenas durante 

este proceso puede dar lugar a una ganancia o pérdida de unidades de repetición 
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dependiendo de si el giro o loop se produce en la cadena molde o en la de nueva síntesis 

(Estoup y Cornuet 1999).  

El modelo SSM postula que las mutaciones que se producen en un microsatélite son 

debidas a la pérdida o ganancia de una única unidad de repetición, y por lo tanto los 

alelos pueden mutar a formas alélicas ya presentes en la población. En contraste, el 

modelo IAM asume que las mutaciones pueden afectar a cualquier tándem de 

repeticiones y como resultado aparecen siempre nuevas combinaciones alélicas dentro 

de la población. El modelo TPM utiliza los principios de los otros dos modelos 

asumiendo que las mutaciones pueden afectar a X número de unidades de repetición, 

siendo el modelo SMM si X = 1. Se considera que TPM es el modelo mutacional más 

realista en estudios con microsatélites (Estoup y col. 2002).   

La abundancia, la amplia distribución en el genoma y el alto grado de polimorfismo de 

los microsatélites han hecho que sean uno de los marcadores más utilizados en genética 

de la conservación para: (i) realizar identificaciones individuales y establecer relaciones 

de parentesco, (ii) estudiar la diversidad genética de las poblaciones y su evolución y 

(iii) elaborar mapas genéticos. Sin embargo, existen algunas desventajas al usar 

microsatélites, por ejemplo, si se usa el modelo IAM el tamaño de los distintos alelos de 

un microsatélite no puede tomarse como referencia para establecer relaciones evolutivas 

entre los mismos. Además, existen dos posibles factores que pueden inducir a error al 

genotipar las poblaciones con microsatélites: los alelos nulos y los homoplásicos. Los 

alelos nulos son alelos que no pueden ser amplificados a causa de una mutación en la 

zona de hibridación del cebador, siendo genotipado el individuo como homocigoto para 

ese locus cuando es heterocigoto (Dawson y col. 1997). Su detección puede llevarse a 

cabo si se conoce la genealogía de la población o si se observa que un marcador no está 

en equilibrio Hardy-Weinberg mientras el resto de marcadores para esa población sí lo 

está (Oosterhout y col. 2004; Chapuis y Estoup 2007). Los alelos homoplásicos son 

alelos que tienen el mismo tamaño pero no la misma secuencia de bases (Estoup y col. 

2002). Es decir, como en el genotipado de los microsatélites se asignan los alelos en 

función de su tamaño, los alelos homoplásicos son asignados como el mismo alelo 

cuando en realidad sólo tienen en común la longitud en pares de bases. Luego para 

poder detectarlos sería necesaria la ulterior secuenciación de los alelos, algo poco viable 

porque los costes del estudio aumentarían considerablemente. 
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En estudios con lobos, los microsatélites han sido ampliamente utilizados para 

caracterizar genéticamente las poblaciones (Pilot y col. 2006; Ramírez y col. 2006; 

Carmichael y col. 2007; Musiani y col. 2007; Aspi y col. 2009; Koblmüller y col.2009); 

estimar el tamaño poblacional (Aspi y col. 2006; Marucco y col. 2009; Cubaynes y col. 

2010; Pilot y col. 2010), analizar flujos migratorios (Valière y col. 2003; vonHoldt  y 

col. 2010a), detectar casos de hibridación (Vilà y col. 2003b; Verardi y col. 2006; Randi 

2008) y de endogamia (Ellegren 1999; Liberg y col. 2005) y estudiar expansiones, 

cuellos de botella y/o extinciones de las poblaciones (Flagstad y col. 2003; Lucchini y 

col. 2004; Fabbri y col. 2007; Carmichael y col. 2008) cumpliendo en definitiva los 

principales objetivos que persigue la genética de la conservación.  

En este estudio, el análisis mediante el uso de microsatélites ha permitido estudiar 

diferentes aspectos de las poblaciones: 

 

(i) Caracterización, Fragmentación e Hibridación: La oferta de programas para 

cálculos de variabilidad genética usando microsatélites es muy amplia: GENEPOP 

4.0.10 (Raymond y Rousset 1995) no requiere la instalación del programa porque la 

consulta se puede realizar online; GENALEX (Peakall y Smouse 2006) es una 

aplicación de EXCEL de fácil uso pero con poca potencia estadística, y ARLEQUIN 

3.01 (Schneider y col. 2006) y GENETIX 4.05 (Belkhir y col. 1999) son dos programas 

con buena potencia estadística pero que no resumen la información tan bien como 

GENALEX o FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 2000).  

Los estadísticos de Wright se usan para conocer la estructura de la población, y la 

visualización de los resultados puede realizarse mediante el Análisis Factorial de 

Correspondencia (FCA) (Benzecri 1973) incorporado en el programa GENETIX y que 

usa como información el tamaño de los alelos de los diferentes loci para medir la 

diferencia genética entre y dentro de las poblaciones. El programa de inferencia 

bayesiana STRUCTURE (Falush y col. 2007) puede utilizarse para estudiar la estructura 

y la hibridación de las poblaciones. También puede ser útil el programa HYBRIDLAB 

(Nielsen y col. 2001) que simula híbridos de forma aleatoria a partir de la distribución 

de las frecuencias de los alelos de las poblaciones parentales y asumiendo neutralidad, 

equilibrio de ligamiento y apareamiento al azar.  
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(ii) Estimaciones demográficas: Existen dos números que se utilizan como medidas de 

Población Mínima Viable: 50 y 500 (Soulé 1980). El número 50 se considera el tamaño 

mínimo poblacional para evitar los efectos deletéreos de la depresión endogámica y la 

deriva genética a corto plazo. El número 500 corresponde al tamaño mínimo 

poblacional que asegura la supervivencia de la población a largo plazo. En genética de 

poblaciones estas dos medidas se refieren a la población efectiva (Ne) y no al censo real 

(N). Frankham (1995), tras analizar unas 100 especies de animales y plantas observó 

que la media de la distribución Ne/N era 0,11. Así, para garantizar la supervivencia a 

largo plazo de una población de lobos, el tamaño real de la población debería de ser N ≥ 

4.545 individuos, un valor muy superior al tamaño poblacional actual de las poblaciones 

escandinava, itálica o ibérica. En el presente estudio, calculamos el tamaño de la 

población de lobos ibéricos y rusos usando los programas NEESTIMATOR (Peel y col. 

2004) y LDNe (Waples 2006) que se basan en las frecuencias genotípicas de los 

marcadores autosómicos. 

 

(iii) Cuellos de botella: Existen tres sencillos métodos que utilizan marcadores de tipo 

microsatélite para detectar cuellos de botella en las poblaciones y son: (i) Exceso de 

heterocigotos: la diversidad alélica se pierde rápidamente durante un declive 

demográfico y por lo tanto se espera observar un exceso de heterocigotos en la 

población (Cornuet y Luikart 1996), (ii) Mode-shift: detecta una fluctuación 

demográfica por la pérdida de los alelos menos frecuentes (Luikart y col. 1998) y (iii) 

M-ratio: mide la relación entre la frecuencia alélica (k) y el tamaño alélico (r), 

perdiéndose k más rápidamente durante un declive demográfico (Garza y Williamson 

2001). El tiempo de detección de los tests abarca generaciones diferentes. M-ratio es un 

test capaz de diferenciar entre poblaciones que han sido pequeñas durante largo tiempo 

y aquellas que han sufrido cambios de Ne hace más 100 generaciones (Garza and 

Williamson 2001). En cambio, los tests Mode-shift y Exceso de heterocigotos detectan 

cuellos de botella más recientes, desde tan sólo unas docenas de generaciones con el 

primer modelo (Luikart y col. 1998) hasta mínimo [0,25 veces x 2 Ne] generaciones con 

el segundo modelo (Cornuet y Luikart 1996). 
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1.5.2.4 Single nucleotide polymorphism (SNP) 

Los SNPs o polimorfismos de base única son mutaciones puntuales que implican la 

substitución de un nucleótido por otro. Se consideran marcadores bialélicos (aunque a 

priori podrían tener hasta cuatro alelos) con tendencia a sufrir más transiciones del tipo 

sustitución purina-purina (G-A) o pirimidina-pirimidina (C-T) que transversiones 

(sustitución purina-pirimidina y viceversa) (Allendorf y Luikart 2006). La tasa 

mutacional de los SNPs es baja (aproximadamente 10-9 por generación) y por lo tanto 

son menos polimórficos que los microsatélites (la ratio trabajando con SNPs con una 

MAF (Frecuencia del Alelo Menor) ≥ 20% versus marcadores microsatélites es de 4:1). 

Sin embargo, el bajo grado de polimorfismo lo compensan siendo los marcadores más 

abundantes del genoma con una distribución de 1 cada 500 pares de bases 

aproximadamente (Brumfield y col. 2003; Morin y col. 2004).  

El lobo se ha beneficiado ampliamente de los avances con el genoma del perro donde se 

han descrito hasta el momento más de 2,5 millones de SNPs 

(http://www.broadinstitute.org/mammals/dog) y se han desarrollado chips comerciales 

con capacidad para genotipar más de 170.000 SNPs simultáneamente 

(http://www.illumina.com; http://www.affymetrix.com). Los estudios con SNPs 

aplicados al lobo se usan principalmente para ahondar en el proceso de la domesticación 

del perro (Boyko y col. 2009; Gray y col. 2010; vonHoldt y col. 2010b), establecer 

genealogías (Leblois y Slatkin 2007; vonHoldt y col. 2008), determinar el estado 

genético de las poblaciones y caracterizarlas (Seddon y col. 2005; Andersen y col. 2006; 

Gray y col. 2009) o para buscar QTLs relacionados con el tamaño del cuerpo o el color 

de la capa (Anderson y col. 2009; Hedrick 2009). 

 

1.6 GENÓMICA DE LA CONSERVACIÓN 

El futuro para la genética de la conservación es la nueva generación de tecnologías de 

secuenciación (454 de Roche; Solexa de Illumina y SOLiD e Ion Torrent de Applied 

Biosystems) que han demostrado su potencial para poder aplicar sus enfoques 

genómicos en especies no-modelo, incluyendo especies amenazadas (Primmer 2009). 

Estas nuevas tecnologías permiten salvar la tradicional limitación impuesta por la 

naturaleza neutral de la variación explorada con los marcadores genéticos tradicionales 

y ofrecer acceso a la base genética de la variación adaptativa (Allendorf y col. 2010; 

Ouborg y col. 2010). Esta perspectiva abre una nueva disciplina denominada genómica 
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de la conservación que tiene como reto la detección de genes y variaciones estructurales 

responsables de caracteres claves para la eficacia de las especies (incluyendo deletéreos 

e implicados en adaptaciones locales) (Figura 1.10). Es decir, la genómica de la 

conservación tiene el potencial para desarrollar nuevas herramientas analíticas y 

moleculares y bases de datos que permitirán conocer la historia y la adaptabilidad 

genética de las poblaciones (Kohn y col. 2006, Thompson y col. 2010). Mediante la 

cuantificación de la variabilidad genética, deletérea y adaptativa y/o la comparación 

entre poblaciones cercanas - modelo y en peligro de extinción o doméstica y salvaje - se 

podrá  por ejemplo, determinar los niveles adaptativos o perjudiciales de la variación 

genética de la especie o población (Shearin y Ostrander 2010), establecer el tiempo de 

divergencia entre especies (O’Brien y col. 2008; Skoglund y col. 2011) o estudiar 

procesos demográficos de las poblaciones (Hagenblad y col 2009; Locke y col. 2011). 

 

 
Figura 1.10 Representación esquemática de dos métodos: (a) La genética de la conservación se 
caracteriza por establecer relaciones entre el tamaño de la población y la variación neutra de las 
secuencias; en cambio, (b) La conservación genómica establece relaciones entre el tamaño 
poblacional y la variación neutra y selectiva, es decir incorpora los efectos potenciales de la 
selección porque tiene en cuenta la influencia medioambiental en la variabilidad de las secuencias 
(vía selección) y de la expresión génica (Extraido de Ouborg y col. 2010). 
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2 OBJETIVOS 
 
El principal objetivo de esta tesis ha sido ampliar el conocimiento genético del lobo con 

la finalidad última de intervenir en su conservación. Para ello, se han monitorizado 

cuatro poblaciones de lobo gris que se diferencian por su estado de conservación: 

 

1. Una población grande, no aislada y que ha sufrido severas fluctuaciones 

demográficas. 

2. Una población pequeña, aislada y que sufrió un fuerte declive demográfico.  

3. Una pre-población en proceso de recolonización de un territorio. 

4. Una población cautiva que habita en una zona endémica para la enfermedad 

leishmaniosis. 

 

Para realizar el seguimiento genético de las cuatro poblaciones se establecieron los 

siguientes objetivos específicos: 

 

1. Optimización de técnicas de extracción de DNA a partir de muestras no 

invasivas. 

2. Desarrollo de marcadores moleculares para la determinación del sexo de los 

individuos a partir de muestras no invasivas. 

3. Optimización del uso de marcadores moleculares de tipo microsatélite y 

mitocondrial para la identificación de la especie y de los individuos a partir de 

muestras no invasivas. 

4. Monitorización genética de tres poblaciones (censo, ratio sexual, estructura, 

variabilidad genética, cuellos de botella, hibridación, fragmentación).  

5. Determinación de la prevalencia de infección por Leishmania infantum en una 

población cautiva de lobos. 
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Abstract Monitoring the loss of genetic diversity in wild

populations after a bottleneck event is a priority in conser-

vation and management plans. Here, we used diverse

molecular markers to search for signatures of demographic

bottlenecks in two wolf populations; an isolated population

from the Iberian Peninsula and a non-isolated population

from European Russia. Autosomal, mtDNA and Y-chro-

mosomal diversity and the effective population size (Ne)

were significantly lower in the Iberian population. Neutrality

tests using mtDNA sequences, such as R2, Fu and Li’s F*,

Tajima’s D and Fu’s Fs, were positively significant in the

Iberian population, suggesting a population decline, but were

not significant for the Russian population, likely due to its

larger effective population size. However, three tests using

autosomal data confirmed the occurrence of the genetic

bottleneck in both populations. The M-ratio test was the only

one providing significant results for both populations. Given

the lack of consistency among the different tests, we rec-

ommend using multiple approaches to investigate possible

past bottlenecks. The small effective population size (about

50) in the Iberian Peninsula compared to the presumed extant

population size could indicate that the bottleneck was more

powerful than initially suspected or an overestimation of the

current population. The risks associated with small effective

population sizes suggest that the genetic change in this

population should be closely monitored in the future. On the

other hand, the relatively small effective population size for

Russian wolves (a few hundred individuals) could indicate

some fragmentation, contrary to what is commonly assumed.

Keywords Canis lupus � mtDNA � Neutrality �
Y-chromosome � Autosomal microsatellites � Effective

population size � European wolf

Introduction

The decline of free ranging wildlife populations is fre-

quently attributable to human persecution, degradation of

habitat, disappearance of resources and/or disease, leading

to endangerment or even to extinction. In a population that

has gone through a demographic bottleneck, the risk of

extinction is related to the reduction in genetic diversity

and subsequent increase in the detrimental effects of

inbreeding, decreasing the potential for adaptation (Sacc-

heri et al. 1999; Reed et al. 2002). Therefore, the detection

of bottlenecked populations is important for the imple-

mentation of suitable conservation and management plans.

Using molecular markers such as microsatellites, three

simple methods are commonly applied to detect past
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bottleneck events; heterozygosity excess, mode-shift and

M-ratio tests (Cornuet and Luikart 1996; Luikart and

Cornuet 1997; Garza and Williamson 2001). The hetero-

zygosity excess approach is based on the expectation that

in a bottlenecked population, as allele numbers are reduced

faster than gene diversity, the observed heterozygosity will

be higher than expected for a population at mutation-drift

equilibrium (Cornuet and Luikart 1996). Note that this

heterozygosity excess should not be confused with the

excess of heterozygotes resulting from deviations from

Hardy–Weinberg equilibrium expectations. The mode-shift

indicator approach is based on detecting changes in allele

frequency distributions considering that in a bottlenecked

population, alleles with intermediate frequency will be

most abundant because of rare allele loss (Luikart et al.

1998). Finally, the M-ratio test, relates the total number of

alleles (k) and the overall range in allele sizes (r).

Assuming that k is reduced more quickly than r during a

bottleneck event, the ratio M = k/r will be smaller in pop-

ulations that have suffered a decline than in populations that

are in mutation-drift equilibrium (Garza and Williamson

2001). The M-ratio test can distinguish between bottlenec-

ked populations and those which have been small for a

long time (Garza and Williamson 2001). Furthermore,

M-ratio test detects changes in Ne up to 100 generations ago

whereas the heterozygosity excess and mode-shift tests

detect recent bottlenecks.

However, demographic bottlenecks do not always leave

a genetic signature that can be detected using autosomally

inherited markers because migration and/or mutation may

erase bottleneck signatures in just a few generations (Keller

et al. 2001; Busch et al. 2007). Moreover, in a bottleneck

affecting each sex in a different way, an unequal reduction

might be expected in effective population size Ne

depending on the marker used (Fay and Wu 1999). For

this reason, maternally (mitochondrial) and/or paternally

(Y-chromosome) inherited genetic markers should be

analyzed simultaneously to gain a better understanding of

the population history and/or diversity. Here, we have used

mitochondrial DNA (mtDNA) sequences to detect demo-

graphic fluctuations applying several neutrality tests, such

as R2, Fu and Li’s F*, Tajima’s D, Fu’s Fs and MAE. These

tests are based on the assumption that most mutations that

contribute to the genetic variation in natural populations

are neutral (Kimura 1983). Y-chromosome markers were

used to compare paternal and maternal genetic diversity in

the surveyed populations.

In this study we compared the performance of different

analytical methods to detect the existence of past demo-

graphic bottlenecks in two European grey wolf (Canis

lupus) populations. The two populations selected were

from the Iberian Peninsula (Spain and Portugal) and

European Russia. Ecologically different, the Iberian wolf

population is isolated and has suffered a single main

demographic bottleneck in the second half of the twentieth

century, whereas the European Russia wolf population has

never been isolated and has experienced several demo-

graphic fluctuations during the last century (Aspi et al.

2009). We quantified and compared the levels of genetic

variability of both populations using microsatellite, mito-

chondrial and Y-chromosome molecular markers and

check the performance and consistency of bottleneck tests.

Both bottleneck events may have been similar in relative

intensity but since the Iberian population has a lower

effective population size and is more isolated, we expected

stronger evidence for the population decline.

Historic context of the wolf populations

The largest wolf population in Western Europe is located in

the Iberian Peninsula (Boitani 2003), and it has been iso-

lated from other European wolf populations at least since

the end of the nineteenth century, when wolves from

France and Central Europe disappeared (Valière et al.

2003). At the beginning of the twentieth century, Iberian

wolves were distributed throughout the Peninsula. How-

ever, in the middle of the century, after wolf eradication

campaigns using mainly poison, the population disap-

peared over most of its former range (Valverde 1971). In

the early 1970s, the population was reduced to an all-time

low, roughly estimated to be about 700 individuals (Grande

del Brı́o 1984). Nevertheless, new popular awareness and

conservation policies in the 1970s brought legal protection

for the wolves in Spain (IUCN 1973), increasing their

range and population size. The Iberian wolves, confined

mainly to the Northwest of the Peninsula in the 1980s,

expanded over more than 100,000 km2 reaching, at the

beginning of the twenty-first century, 254-322 packs and

over 2,000 individuals (Álvares et al. 2005).

On the other hand, the wolf is an abundant predator in

the Russian Federation (Bibikov et al. 1983). Wolves were

never protected but neither were they endangered in this

region (Bibikov 1994). Their occurrence was continuous

over an enormous area, likely due to high density of natural

prey and wide and dense boreal coniferous forests. Also,

economic and political disorders coupled with weak wolf

control programs (mainly due to the size of the wolf range)

facilitated their prevalence (Bibikov 1994). During the

twentieth century, three demographic peaks have been

reported for wolves in the previous Soviet Union. The first

peak was recorded in 1946, with an estimate of more than

40,000 individuals (Gubar 1996). After World War II an

efficient wolf eradication campaign started and between

1960 and 1970 the population of wolves decreased to an

all-time low (Bibikov et al. 1983). The second peak

occurred in the 1980s, reaching approximately the same
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number as in the 1940s (Gubar 1996). However, at the

beginning of the 1990s the number of wolves decreased to

22,000 individuals due to a new centralized extermination

campaign (Ovsyanikov et al. 1998). From that point the

number of wolves rose steadily, reaching more than 45,000

individuals at the end of the 1990s. Today, the largest wolf

populations are distributed throughout the Northwestern and

North-Caucasian regions of European Russia (Lomanov

et al. 2000). In fact, European Russia contains a larger

number of wolves than Asian Russia (Bibikov 1994;

Lomanov et al. 2000). In this study, we have chosen four

neighboring regions from European Russia, where the

number of wolves at the time of sampling was about 1,843

individuals (Borisov et al. 1992; Lomanov et al. 1995, 2000).

Materials and methods

Samples

We analyzed 47 wolf samples from four geographical con-

nected autonomous regions in Northwestern Spain, adding

up to about 139,723 Km2 (Asturias: 6 samples; Cantabria: 4;

Galicia: 2 and Castilla y León: 35), and 47 from four geo-

graphical connected regions in Northern European Russia,

covering about 308,281 km2 (Kaluzshkaya: 2; Smolenskaya:

12; Vologodskaya: 5 and Tverskaya: 28) (Fig. 1). Assuming

that the mean generation time for wolves is 3.4 years (Aspi

et al. 2006), the Iberian wolf samples were collected about

7–11 generations after the main bottleneck event (from 1994

to 2008) whereas Russian samples were collected approxi-

mately 4–8 generations after the main event (from 1984 to

1996). The Iberian samples were obtained from carcasses

sampled by local government personnel. The Russian sam-

ples corresponded to teeth from skulls deposited at the sci-

entific collection of the Central Forest National Reserve

(Zapovednik, Tverskaya region). While the Iberian samples

represent an isolated population, the Russian samples rep-

resent a portion of a much larger wolf population range.

However, here we have considered wolves from Russia as a

unique population compared to the Iberian one (see below).

Laboratory procedures

DNA was extracted from tissue and tooth samples in sep-

arate rooms and on different days according to Sastre et al.

Fig. 1 Wolf range distribution

in Eurasia according to the

IUCN (www.iucnredlist.org),

and sampling regions
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(2009). Blank DNA extractions and negative PCR controls

were used throughout the study in order to detect exoge-

nous DNA contamination. All PCR reactions were pre-

pared under a laminar flow hood. A 333 base pairs (bp)

DNA fragment of the 50 end of the mitochondrial control

region was amplified using primers LoboMit-F 50-CT

CCACCATCAGCACCCAAAG-30 and LoboMit-R 50-GT

AACCCCCACGTTAGTATG-30 as described by Ramı́rez

et al. (2006). PCR products were sequenced with BIG

DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit,

version 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

following the manufacturer’s protocol. Sequences were

purified using the Montage SEQ96 Sequencing Reaction

Cleanup Kit (Millipore, MA, USA) and separated on an

ABI PRISM 3730 automated sequencer (Applied Biosys-

tems) according to the protocol provided by the manufac-

turer. All sequences were examined with SEQSCAPE 2.1.1

(Applied Biosystems).

Five canine primer pairs, MS34A, MS34B, MS41A,

MS41B, 990 (Sundqvist et al. 2001; Bannasch et al. 2005),

were used to amplify Y chromosome microsatellites from

male wolf samples. The sex of the wolves was registered

from all carcasses by field personnel. DNA from tooth

samples was amplified in a PCR mixture containing

30–40 ng of DNA, PCR buffer (19), 2.5 mM MgCl2,

0.2 mM of each dNTP, 0.4 lM of each primer and 1 U

AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems).

In order to avoid typing errors in tooth DNA samples—

with DNA of low quality and quantity—each sample was

amplified four times (Sastre et al. 2009). DNA from blood

samples was amplified in two multiplex PCR reactions

with three (MS34A, MS41A and 990) and two markers

(MS34B, MS41B). One primer from each pair was fluo-

rescently labeled with 6-FAM, TET or HEX. All amplifi-

cations were carried out in 25-ll reactions. The thermal

cycling profile included 10 min at 94�C followed by 40

cycles of 94�C (30 s), 55�C (or 58�C for MS34A, MS34B)

(30 s) and 72�C (30 s), and completed with 10 min at

72�C. For the multiplex PCR reactions the annealing

temperature was 57�C. Two microliters of PCR amplifi-

cation product were added to a 10 ll mix of Formamide

and ROX 70-500 (10:0.4) (BioVentures, Murfreesboro,

TN, USA) and were run on an ABI PRISM 3730 and

automatically sized according to the internal size standard.

Microsatellite patterns were examined with GENEMAP-

PER 4.0 (Applied Biosystems).

We genotyped 13 unlinked autosomal microsatellite loci

including eight dinucleotide (CPH5, CPH9 CXX366,

CXX403, CXX410, CXX442, CXX459, CXX474) and five

tetranucleotide markers (CXX2001, CXX2010, CXX2130,

CXX2054, CXX2158) (Fredholm and Wintero 1995;

Ostrander et al. 1995; Francisco et al. 1996). Multiplex

PCR reactions for DNA from blood and tissue samples

were performed as described elsewhere (Ramı́rez et al.

2006). Conditions for PCR reactions for tooth samples

were the same as for blood samples but without multi-

plexing and repeating each amplification four times. As for

Y-chromosome markers, 2 ll of PCR amplification product

were added to a 10 ll mix of Formamide and ROX 70-500

(10:0.4) and genotyped on an ABI PRISM 3730. The

determination of allele lengths was performed with

GENEMAPPER 4.0.

Data analysis

Genetic diversity statistics for mtDNA sequences, such as

number of haplotypes (H), haplotype diversity (Hd),

nucleotide diversity (p) and average number of nucleotide

differences (K), as well as genetic differentiation (FST)

(Hudson et al. 1992), were estimated using DNASP 4.10

(Rozas et al. 2003). Several neutrality statistics, often used

to investigate demographic changes, were estimated by

using a coalescent-based approach in DNASP (Ramos-

Onsins and Rozas 2002). These neutrality tests were based

on the distribution of mutation frequencies (Class I; R2, Fu

and Li’s F* and Tajima’s D), on the distribution of hap-

lotype frequencies (Class II; Fu’s Fs test statistic) and

on the mean absolute error between the observed and

the theoretical mismatch distribution (Class III; MAE)

(Ramos-Onsins and Rozas 2002).

Genetic diversity for Y-chromosome microsatellites was

estimated using GENALEX 6.1 (Peakall and Smouse

2006). Phylogenetic relationships between mitochondrial

and Y-chromosome haplotypes were assessed by median-

joining networks as implemented in NETWORK 4.5

(Bandelt et al. 1999). A maximum parsimony post-pro-

cessing criterium was applied setting equal weight to each

locus (Koblmüller et al. 2009).

Genotyping errors for autosomal microsatellites due to

allelic dropout, false alleles and null alleles, were checked

using MICRO-CHECKER 2.2 (van Oosterhout et al. 2004).

Genetic variability statistics, such as number of alleles (A),

allelic richness (Rs) and observed (Ho) and expected (HE)

heterozygosities, were estimated per locus and per popu-

lation using FSTAT 2.9.3.2 (Goudet 2000). Deviations

from Hardy–Weinberg equilibrium (HWE) were estimated

from the inbreeding estimator FIS (Guo and Thompson

1992) for each locus and population using ARLEQUIN

3.01 (Schneider et al. 2006), with Markov chains of

100,000 steps following 10,000 dememorization steps.

Confidence interval values (95% CI) for FIS were calcu-

lated using GENETIX 4.05.2 (Belkhir et al. 1999). Dif-

ferences in genetic variability between the two populations

were evaluated using Wilcoxon W signed-rank tests. To

test for genetic differentiation between and within popu-

lations, pairwise FST values (Weir and Cockerham 1984)
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were estimated using GENETIX. To visualize the distri-

bution of genetic variation across individuals, we carried

out a factorial correspondence analysis (FCA) (Benzecri

1973) as implemented in GENETIX, and a Bayesian

model-based clustering approach in STRUCTURE 2.2

(Falush et al. 2007). Ignoring prior population information

and using an admixture model with independent allele

frequencies, STRUCTURE assigns individuals to popula-

tions. To assess the partition in a varying number of genetic

clusters K, we run 100,000 Markov chain Monte Carlo

repetitions and a burn-in period of 10,000 iterations for

K = 1–5, repeated 20 times. Following Evanno et al.

(2005), we chose the optimal K based on the rate of change

of the log likelihood [ln Pr(X/K)] and its variance for

K = 1–5. To estimate the effective population size (Ne)

for the two populations we used a linkage approach, as

implemented in the programs NEESTIMATOR (Peel et al.

2004) and LDNe (Waples 2006).

Three common methods were applied to detect bottle-

necks in the microsatellite data. The tests heterozygosity

excess and mode-shift indicator were performed using

BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet and Luikart 1996). Three

mutation models (IAM, TPM and SMM) could be applied

to simulate the distribution of alleles and from this estimate

expected heterozygosity, being the two-phase mutation

model (TPM) the most appropriate for microsatellite data

provided that one-step mutations (SMM) predominate over

multi-step changes (IAM) (Luikart et al. 1998). We tested

for bottleneck signatures under the TPM model assuming

pg (proportion of multi-step mutations) = 0.10, r2 (vari-

ance) = 12, and using the one-tailed Wilcoxon’s and sign

tests to check for significance of the heterozygosity excess

(Luikart and Cornuet 1997). The third method, M-ratio, was

assessed using the software M_P_Val for each locus and

averaging the value of M over loci (Garza and Williamson

2001). The significance of M was determined by comparing

to a critical value (Mc), calculated from hypothetical pop-

ulations in mutation-drift equilibrium. The statistic M sug-

gests that a population has suffered a reduction in size when

M \ Mc. The Mc thresholds were generated using CRITI-

CAL_M (Garza and Williamson 2001). We used the

parameterization suggested by Garza and Williamson

(2001) for the TPM model, where pg = 0.10, Dg (average

size of multi-step mutations) = 3.5, and l (microsatellite

mutation rate) = 5.0 9 10-4/locus/generation. The thres-

hold values are also dependent on h, which depends on Ne

according to the expression h = 4 Nel. As Ne per popula-

tion was initially unknown, we calculated the Mc for

different values of h resulting from varying Ne from 50 to

3000 (minimum and maximum Ne expected per popula-

tion; see estimates below) and obtained a range for h of

0.1–6.

Results

mtDNA sequences

We identified a total of 6 haplotypes in the Russian pop-

ulation, all of them described in previous studies; W6, W14

(Vilà et al. 1999), W11 (Valière et al. 2003), W2, W5 and

W21 (Pilot et al. 2006). We also found three (lu1, lu2, lu4)

out of four haplotypes previously reported in Iberian

wolves (Vilà et al. 1999) (Fig. 2a). Only haplotype lu3,

identified by Vilà et al. (1999) in one individual from

Portugal was not found among our samples.

Haplotype diversity and number of polymorphic sites

were larger in Russian wolves than in their Iberian coun-

terparts. Despite this, just one haplotype was predominant

in each population, W6 in Russia (present in 45% of the

samples) and lu1 in Spain (55%) (Table 1; Fig. 2a).

Genetic differentiation between populations was highly

significant (FST = 0.396; P \ 0.001) due to the fact that

they did not share haplotypes. However, the minimum

spanning network showed low level of sequence diver-

gence between populations and the haplotypes observed in

each population did not form separate clusters (Fig. 2a).

The mismatch distribution of pairwise differences

showed similar distribution patterns in both populations,

failing to indicate population expansion (data not shown).

Neutrality tests were not significant for the Russian popu-

lation (P [ 0.05 in all cases) failing to indicate a popula-

tion reduction. In contrast, in the Iberian population, class I

and II neutrality tests were significant (P \ 0.05), sug-

gesting a decline in population size due to their positive

value, while the test based on the mismatch distribution

was not significant (MAE; P [ 0.05) (Table 1).

Y-chromosome microsatellites

We identified 10 haplotypes among Russian wolves and 4

haplotypes among Iberian wolves (Table 2). No haplotypes

were shared between the populations. Haplotype YIW02

was present in half (50%) of the individuals tested in the

Iberian Peninsula. As for mtDNA data, Y-chromosomal

diversity was higher in Russian wolves than in Iberian ones

(Table 2), and, as for the mtDNA, the minimum median-

joining network did not reveal a separation between popu-

lations (Fig. 2b).

Autosomal microsatellites: preliminary analyses

The program MICRO-CHECKER identified 3 loci with

heterozygosity deficiency (P \ 0.01) in the Russian (CXX

366, CXX2130 and CXX2158) and Iberian (CXX2001,
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Fig. 2 Median-Joining network

of (a) mtDNA and

(b) Y-chromosome haplotypes

in Russian (black circles) and

Iberian (white circles) wolves.

The size of the circles is

proportional to the haplotype

frequency, and branch length is

proportional to the number of

nucleotides differences

Table 1 Mitochondrial diversity and neutrality tests for two European wolf populations

Mitochondrial DNA sequences

N H Hd p S Class I Class II Class III

R2 F* D Fs MAE

Russian wolf 47 6 0.672 ± 0.043 0.016 10 0.157 1.073 1.151 2.932 0.905

Iberian wolf 47 3 0.555 ± 0.041 0.010 6 0.211* 1.770* 2.236* 6.061* 1.083

N sample size, H haplotype number, Hd haplotype diversity, p nucleotide diversity, S number of polymorphic sites

* P \ 0.05
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CXX403 and CXX2158) populations, suggesting the

presence of null alleles in these loci. Null alleles can be

detected as an excess of homozygotes leading loci to

deviations from HWE (Carlsson 2008). The heterozygosity

excess test requires molecular markers to be in HWE

(Busch et al. 2007). For that reason, we discarded the locus

CXX2158 from further analyses because it deviated sig-

nificantly from HWE in both populations (P \ 0.001).

Moreover, to evaluate the impact of including the markers

that show significant deviation from equilibrium per pop-

ulation, bottleneck tests were repeated including and

excluding these markers (see Table 4).

Population structure and effective population size

FST showed significant differentiation between the two

wolf populations (FST = 0.131; P \ 0.05). The factorial

correspondence analysis also indicated that the Iberian

wolves were distinct from Russian wolves on the first

factorial axis, FA-I, explaining 7.86% of the total genetic

diversity (Figure not shown). In the same way, the

Bayesian model-based clustering method showed a peak in

DK (Fig. 3a, b; Evanno et al. 2005) for K = 2, which

separated in two clear clusters Russian and Iberian wolves

(Fig. 3c). FST values among the four Iberian (FST = 0.049)

and Russian regions (FST = 0.037) were very low indicating

very weak and not significant substructure within

populations.

Genetic diversity was significantly higher in Russian

wolves than in Iberian wolves (A, Rs, HE; W tests, P \ 0.05

in all cases). Both populations showed HE [ HO at almost

Table 2 Y chromosome haplotypes and diversity in Russian and

Iberian wolves for five microsatellite loci

Haplotype MS34A MS34B MS41A MS41B 990 Frequency

(%)

Russian wolves

YRW01 181 179 207 222 126 3.7

YRW02 175 179 207 228 126 18.5

YRW03 173 183 207 216 130 11.1

YRW04 181 177 207 218 124 3.7

YRW05 181 179 209 222 126 7.4

YRW06 177 179 209 224 126 7.4

YRW07 179 177 207 216 124 18.5

YRW08 179 177 207 218 124 14.9

YRW09 179 177 207 220 124 11.1

YRW10 173 181 207 214 130 3.7

Where N = 27; Na = 12; H = 10; Hd = 0.602 ± 0.095

Iberian wolves

YIW01 175 177 207 224 124 19.2

YIW02 177 179 207 222 126 50.0

YIW03 177 179 207 226 126 23.1

YIW04 175 177 207 226 124 7.7

Where N = 26; Na = 1; H = 4; Hd = 0.360 ± 0.100

N sample size, Na number of unique alleles per population, H haplo-

type number, Hd haplotype diversity

Alleles are represented by their sizes

Fig. 3 Bayesian clustering approach for two wolf populations.

a Mean likelihood L(K) over 20 runs assuming K clusters

(K = 1–5). b DK following Evano et al. 2005, where the modal

value of the distribution is the highest level of structuring. c Individual

assignment using K = 2, K = 3 and K = 4 clusters. Each individual

is represented as a vertical bar sectioned into K colored segments,

whose length is proportional to the likelihood of assignment to the K

cluster
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all loci, and positive FIS values (Table 3), not significantly

different between populations (W test, P [ 0.05). Finally,

the two programs based on the linkage disequilibrium

among the 12 microsatellite loci gave similar estimates of

Ne for the Iberian population (NEESTIMATOR, Ne =

53.8 [95% confidence interval: 41.4–73.8]; LDNe, Ne =

43.2 [29.9–68.5]) but less similar for the Russian popula-

tion (NEESTIMATOR, Ne = 312.5 [167.1–1741.6]; LDNe,

Ne = 138.0 [75.9–490.4]).

Bottleneck tests

The Wilcoxon’s test for heterozygosity excess was signifi-

cant for the Russian population (P = 0.026) (Table 4). The

Iberian wolves also showed heterozygosity excess at the

majority of loci but the sign and Wilcoxon tests were not

significant (P [ 0.05) (Table 4). However, population con-

traction in Spain was supported by the mode-shift indicator

(Table 4; Fig. 4). A loss of rare alleles was detected because

the proportion of rare alleles (q \ 0.05) was 24.4% while

the proportion of the third allele class (0.1\ q \ 0.2) was

26.8% (also higher than the frequency of alleles of the class

[0.05 \ q \ 0.1]). Thus, we inferred that the Iberian popu-

lation was not at mutation-drift equilibrium. By contrast, the

allelic frequency distribution for the Russian population was

more L-shaped, as expected for populations that have not

gone through recent bottlenecks (Fig. 4).

The M-ratio for Iberian samples was 0.615, indicating

that numerous alleles were absent from the population

relative to the total number expected under the TPM model

(Table 4). M was significantly below Mc over a wide

range of Ne values (from Ne = 50 to 3,000), consistently

indicating the occurrence of a bottleneck. The M-ratio

for Russian samples was 0.715, always slightly below

Mc-critical values although above the threshold of 0.68

suggested by (Garza and Williamson 2001) to safely infer

past bottlenecks.

To assess if the results were influenced by having

included two loci that are not in HW equilibrium within

each population, the analyses were repeated just including

10 microsatellites that did not appear to have significant

deviations from HWE. The results using 10 or 12 micro-

satellite loci were similar (Table 4). Therefore, we agree

with Carlsson (2008) that the presence of null alleles seems

not affect the tests performed.

Discussion

Mitochondrial and Y-chromosome variation were higher in

the non-isolated Russian population than in the isolated

Iberian population (Tables 1, 2). However, the variability

found in Iberian wolves was about two-fold compared to

isolated and genetically depauperate populations described

in previous studies. Pilot et al. (2006) found that wolf

populations from Eastern Europe had multiple mtDNA

haplotypes which were widely distributed, whereas wolves

from Italy, isolated like Iberian wolves, had a unique

haplotype (Randi et al. 2000). We observed three haplo-

types in the Iberian Peninsula, lu1 and lu2 haplotypes not

Table 3 Genetic diversity for each microsatellite in two wolf populations

Locus Russian wolf (n = 47) Iberian wolf (n = 47)

A Na Rs HO HE FIS (95% CI) A Na Rs HO HE FIS (95% CI)

CXX2001 7 2 6.936 0.702 0.749 0.051 6 1 6.000 0.468 0.784 0.401***

CXX2010 8 5 7.745 0.745 0.729 -0.034 3 0 2.997 0.574 0.512 -0.124

CXX2054 14 8 13.992 0.638 0.819 0.222*** 7 1 6.936 0.447 0.552 0.166

CXX403 10 5 9.809 0.702 0.864 0.179* 5 0 4.997 0.277 0.630 0.549***

CXX410 9 4 8.809 0.787 0.820 0.034 5 0 5.000 0.489 0.747 0.341***

CXX442 4 2 4.000 0.511 0.664 0.225 3 1 3.000 0.467 0.407 -0.148

CPH5 6 2 5.872 0.553 0.658 0.161 7 3 7.000 0.689 0.747 0.078**

CXX366 7 4 6.933 0.468 0.755 0.372*** 4 1 4.000 0.477 0.539 0.116

CPH9 13 7 13.000 0.841 0.870 0.033*** 6 0 6.000 0.636 0.766 0.156*

CXX2130 12 6 11.910 0.717 0.875 0.180 8 2 7.913 0.652 0.754 0.132*

CXX474 8 5 7.929 0.617 0.786 0.215* 4 1 3.936 0.468 0.488 0.011

CXX459 9 2 8.954 0.674 0.793 0.138 8 1 7.933 0.660 0.810 0.182***

Total 8.9 52 8.824 0.663 0.782 0.147 (0.07–0.20)* 5.5 11 5.476 0.525 0.645 0.177 (0.10–0.23)*

Deviations from Hardy–Weinberg equilibrium were assessed from the fixation index FIS for each locus

A allele number, Na number of unique alleles per locus and population, Rs allelic richness (n = 44), HO observed heterozygosity, HE expected

heterozygosity

* P \ 0.05; ** P \ 0.01; *** P \ 0.001
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being observed elsewhere in Europe (Valière et al. 2003).

In the same way, Sundqvist et al. (2001) reported 9–10 Y-

chromosome haplotypes among Eastern wolf populations

and only 2 haplotypes in Scandinavian wolves, which

derived from a founding event involving just two males

(see also Vilà et al. 2003). For the Iberian wolf population,

the number of Y chromosome haplotypes was intermediate

(four haplotypes).

As for uniparental markers, autosomal microsatellite

variability measures such as allelic diversity (A) and

expected heterozygosity (HE) were higher in Russian

wolves (A = 8.9; HE = 0.78) than in Iberian wolves

(A = 5.5; HE = 0.65), but both were close to values found

in non-isolated wolf populations from North America

(A = 5.9, HE = 0.74, Carmichael et al. 2007; A = 7.9,

HE = 0.67, Musiani et al. 2007; A = 7.0, HE = 0.72,

Kobmüller et al. 2009) or northwestern Russia (A = 5.7,

HE = 0.71; A = 4.7, HE = 0.64, Aspi et al. 2009), and

higher than observed for isolated populations from Italy

(A = 4.4, HE = 0.49, Lucchini et al. 2004) or Scandinavia

(A = 3.1, HE = 0.52, Flagstad et al. 2003). Therefore,

even though the genetic variability was lower in the iso-

lated Iberian population, it does not seem extremely

depleted of diversity. However, comparisons of diversity

measures derived from different sets of markers can only

be taken as a rough approximation.

The genetic evidence that a bottleneck occurred in the

Iberian population was provided by both maternal and

biparental markers: positive neutrality tests for mtDNA

sequences and significant M-ratio and mode-shift tests for

autosomal microsatellites. Only two tests failed to evidence

the demographic decline in this isolated population; the

neutrality test based on the mismatch distribution (MAE),

likely because it is very conservative (Ramos-Onsins and

Rozas 2002), and the heterozygosity excess test which

compares observed heterozygosity with the expected value

under the assumption that the population is at mutation-

Table 4 Bottleneck detection tests in two wolf populations using a mutation rate of 5.0 9 10-4

Test (12 microsatellite loci) Parameters Russian wolves (n = 47) Iberian wolves (n = 47)

Heterozygosity excess r2 = 12 pg = 0.10 Sign test 10:2 (P = 0.06)a 9:3 (P = 0.163)

Wilcoxon P = 0.026 P = 0.088

M-ratio Dg = 3.5 pg = 0.10 M = 0.715 M = 0.615

h = 0.1, Ne = 50 Mc = 0.85 P = 0.0000b P = 0.0000

h = 0.6, Ne = 300 Mc = 0.81 P = 0.0026 P = 0.0000

h = 1.0, Ne = 500 Mc = 0.79 P = 0.0029 P = 0.0000

h = 6.0, Ne = 3000 Mc = 0.72 P = 0.0422 P = 0.0001

Mode-shift Normal L-shaped distribution Shifted mode

Test (10 microsatellite loci)c

Heterozygosity excess r2 = 12 pg = 0.10 Sign test 9:1 (P = 0.032) 7:3 (P = 0.294)

Wilcoxon P = 0.042 P = 0.161

M-ratio Dg = 3.5 pg = 0.10 M = 0.710 M = 0.594

h = 0.1, Ne = 50 Mc = 0.84 P = 0.0004 P = 0.0000

h = 0.6, Ne = 300 Mc = 0.80 P = 0.0023 P = 0.0000

h = 1.0, Ne = 500 Mc = 0.78 P = 0.0049 P = 0.0000

Mode-shift Normal L-shaped distribution Shifted mode

r2 Variance, pg proportion of multi-step mutation (IAM), Dg average size of multi-step mutations, Mc critical value
a Heterozygosity excess versus heterozygosity deficit loci
b P = probability values for a greater M ratio
c CPH9 and CXX366 loci and CXX2001 and CXX403 loci deviated significantly from HWE in the Russian and Iberian populations respectively

and were discarded from the second part of the analysis
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drift equilibrium (Cornuet and Luikart 1996). As the allelic

diversity is rapidly reduced, a heterozygosity excess can be

observed following a bottleneck event. Several reasons

could contribute to the lack of significance: presence of

null alleles, inbreeding, population substructuring (Wahl-

und’s effect) and low statistical power. Null alleles do not

seem to explain the result since the same results were

observed after excluding two loci that were not in HWE in

each population (Table 4). With regard to inbreeding, this

does not seem to be the reason for the results either: we

found values of FIS that were high in both populations

(0.147 and 0.177) and not significantly different (W test,

P [ 0.05), but the test was only significant for the Russian

population. Fragmentation does not seem to explain the

results either because the samples were collected over a

relatively smaller (and continuous) area than for the Rus-

sian population. In the same way, lack of statistical power

does not seem to be the reason since the number of samples

typed falls within the range recommended by Luikart et al.

(1998) to achieve high power in the test (between 15–40

individuals and between 10–15 microsatellites). However,

it is possible that the lower number of alleles in the Iberian

population (see Table 3) has reduced the power of the test

in this population, or that the bottleneck is too recent to

produce a detectable heterozygosity excess in this popu-

lation (see Cornuet and Luikart 1996).

In the Russian population, we have detected the genetic

signature of the bottleneck using autosomal data and

despite the fact that migration and/or mutation could erase

bottleneck signatures in few generations (Keller et al. 2001;

Busch et al. 2007), but we failed to detect such signature

using mtDNA. The four Russian regions sampled have

ecological and physical continuity, the landscape not being

fragmented by noticeable topographical barriers and thus

apparently allowing high rates of gene flow. Since the

sampling locations are within a much wider distribution,

gene flow is also possible with neighbouring areas. We

found excess of heterozygosity in the population regardless

of using 10 or 12 microsatellite loci (Table 4). Further-

more, even though M (0.72) [ 0.68, and thus a reduction in

size cannot be confidently assumed (Garza and Williamson

2001), loss of alleles was evident because M \ Mc

(Table 4). However, the distribution of allele frequencies

was biased towards rare alleles (L-shaped), failing to show

a large loss of rare alleles or indicating some recovery due

to mutation or migration. In the same way, no genetic

decline was evidenced using maternal inherited markers.

Perhaps the effective population size in Russia is large

enough to make difficult the identification of the bottleneck

by using short mtDNA sequences as the ones used here.

Finally, official data showed that, from 1984 to 1995,

the total number of wolves in Kaluzskaya (178),

Smolenskaya (347), Volgodskaya (708) and Tverskaya

(635) was about 1,843 individuals (Borisov et al. 1992;

Lomanov et al. 1995, 2000). Frankham et al. (2002) esti-

mated that, on average and across a very wide range of

species, the mean value for Ne/N was 0.11. With this

estimate, and considering the size of the wolf population in

the studied region, we could expect Ne values around 203,

similar to the values that we estimated (312.5 and 138.0).

However, this is the value that should be expected if the

wolf population was isolated from the population in the rest

of Russia. If the region was widely connected by gene flow

with the rest of the Russian population, with a total pop-

ulation estimated to be close to 40,000 wolves, we would

expect a much larger effective population size. Conse-

quently, our relatively low effective population size esti-

mates are consistent with fragmentation (England et al.

2010). Similarly, the large value observed for FIS indicates

the existence of some degree of fragmentation within

the study area. More detailed population genetic studies

including samples from the entire range of wolves in

Russia would allow identifying discontinuities and proper

units for management.

In the case of the Iberian population, the estimated

effective population size is about 50 (two estimates, 53.8

and 43.2), which is about 2.5% of the mentioned estimate

of 2,000 individuals, well below the 11% (Ne/N = 0.11)

estimated by Frankham et al. (2002). In this case, our

sample can be considered to represent the entire distribu-

tion range of the wolf in the Spain (except for two very

small and isolated nuclei in the South and in the North

East; Álvares et al. 2005, Sastre et al. 2007) and the small

effective population size cannot be interpreted as a result of

a biased distribution of the samples (not representing the

entire population). This could indicate that the population

size has been overestimated (for example, by including

juveniles; Vilà 2010) and/or the genetic diversity has been

more dramatically reduced by the bottleneck than initially

suspected.

To summarize, we have detected demographic bottle-

necks in both populations regardless of the high growth

rate of the wolf populations (the Iberian population could

have experienced a two-to three-fold increase in 30 years).

Maternal markers such as mtDNA sequences were effec-

tive detecting the demographic decline in the small isolated

population but not in the large one. In contrast, biparental

markers were effective showing the effects of the bottle-

neck in both populations, the M-ratio test being useful for

both of them. However, due to the different results

obtained with the tests, we recommend carrying out mul-

tiple approaches, also using different kinds of genetic

markers, in order to detect bottlenecks. Furthermore, given

the small effective population size estimated for the Iberian

population, we suggest continuous surveillance because its

isolation can lead to a fast loss of genetic diversity and
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adaptive potential. Any fragmentation within this popula-

tion would further accelerate this loss. On the other hand,

the effective population size for Russian wolves could

indicate that some fragmentation exists indicating that the

entire Russian wolf population should not be seen as a

unique management unit.
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Vilà C, Sundqvist AK, Flagstad [ et al (2003) Rescue of a severely

bottlenecked wolf Canis lupus population by a single immigrant.

Proc R Soc 270:91–97

Waples R (2006) A bias correction for estimates of effective

population size based on linkage disequilibrium at unlinked

gene loci. Conserv Genet 7:167–184

Weir BS, Cockerham CC (1984) Estimating F-statistics for the

analysis of population structure. Evolution 38:1358–1370

Conserv Genet

123



 

  55 

 

 

 

 

 

3.2 Sex identification of wolf (Canis lupus) using non invasive samples

 



 

  56 

 



TECHNICAL NOTE

Sex identification of wolf (Canis lupus) using non-invasive samples
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Abstract We have developed new specific primers for sex

determination from forensic samples of wolves (Canis

lupus), such as hair, saliva, faecal, tooth and urine samples.

In order to improve molecular sexing, we performed a

multiplex semi-nested polymerase chain reaction (PCR)

and several replicated amplifications per sample to avoid

errors in low quantity DNA samples, such as allelic dropout

and false alleles. The sex of individuals is automatically

determined by capillary electrophoresis with a fluorescently

labelled internal sex-specific primer from each pair. Our

method yielded sex identification on 100% of invasive

samples and 93% of forensic samples, being one of the

highest success rates obtained from wild animals.

Keywords Canis lupus � Wolf � Non-invasive samples �
Sex-specific primers � Sex identification

The knowledge of population size, sex ratio, kinship or

distribution of free-ranging wildlife is critical to achieve

effective conservation strategies. Sex determination using

non-invasive samples has increased during the last decade

due to the fact that individuals are not disturbed and

samples are easily recollected (Kohn et al. 1999; Lucchini

et al. 2002; Dallas et al. 2003; Bellemain et al. 2007).

However, the use of non-invasive samples increases the

risk of sample contamination and amplification failure due

to the low quality and quantity of DNA (Taberlet et al.

1996). For that reason we have used a new technique to

improve molecular sexing from non-invasive samples of

wolf which uses specific redesigned sex-primers that

amplify short products located both on the X- (ChrX) and

Y- (ChrY) chromosomes. In contrast to previous methods

of sexing wolves, we have used a nuclear locus as a

positive control instead of a mtDNA cytochrome b region

(Scandura 2005) and a fragment of the DBY (DEAD box

polypeptide, Y) gene (Seddon 2005) that is shorter than the

ZFY fragment (Lucchini et al. 2002). Furthermore, a

combination of a semi-nested PCR (Ulrich et al. 1993)

with a multiplex preamplification method (Bellemain and

Taberlet 2004) and several replicated amplifications per

sample (multi-tubes approach; Taberlet et al. 1996) have

been applied to increase amplified DNA quantities and to

decrease scoring errors in low copy-number DNA samples

(Dewoody et al. 2006; Scandura et al. 2006; Valière et al.

2007). Finally, redesigned sex-primers have been tested not

only in faeces (Seddon 2005) but in other non-invasive

wolf tissues.

In order to develop sex-primers and to optimize PCR

conditions, DNA was isolated from invasive wolf samples

of known sex, as blood and muscular tissue. Once opti-

mized, we analysed the sex of 84 forensic samples of

known sex and 69 of unknown sex. The wolf samples such

as teeth, hair, urine on snow and faeces were found in the

Pyrenees Mountains (Spain) or collected from skulls of a

Russian Wolf Collection, and saliva and urine samples

N. Sastre (&) � O. Francino � A. Sánchez � O. Ramı́rez
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were taken from dogs. Table 1 shows DNA extraction

methods from the different tissues. Negative controls were

included in all extractions in order to detect exogenous

DNA contamination. Sample extractions were performed

on different days for each type of tissue, and carried out in

a room dedicated to genomic samples. All the PCR reac-

tions were prepared under a laminar flow.

To redesign sex-primers we used the primer pair DBY5

(Hellborg and Ellegren 2003), that amplify the intron 5 of

DBY gene in wolf, and the primer pair AHTx40 (dog ChrX)

(Spriggs et al. 2003). PCR products were sequenced by

capillary electrophoresis in an ABI PRISM 3730 (Applied

Biosystems, Foster city, CA). Sequences were aligned and

compared to design ChrY and ChrX specific primers. The

preamplification step was performed with four external

primers multiplexed in the same PCR: DBY-Fext (50-GC

AAATTTGGTTTGTAGTCACA-30)/DBY-R (50-CCATCT

CAACATCGCTGAAC-30)—AHTx40-F (Spriggs et al. 2003)

/AHTx40-Rex (50-AAAACTGGACAGCCACATGC-30). For

the reamplification step, DBY-R and AHTx40-F were multi-

plexed in the same PCR with two fluorescent primers labelled

with 6-FAM and HEX respectively: DBY-F (50-T
TGGGGGTGGTTTTATTGTC-30) and AHTx40-R (Spriggs

et al. 2003). The ChrX fragment was employed as a positive

control to detect females and possible amplification errors. The

amplified ChrY fragment was shorter than the ChrX one to

reduce false negatives due to the length of the product (Bérubé

and Palsbøll 1996; Seddon 2005; Durnin et al. 2007), (154 vs.

230 bp for external primers, 112 vs. 190 bp for internal prim-

ers, respectively).

The preamplification PCR was prepared in a 25 ll final

volume reaction containing 20 ng or 2 ll of DNA obtained

from forensic samples, PCR buffer (109), 2.5 mM MgCl2,

0.2 mM of each dNTP, 0.5 lM DBY external primers,

0.7 lM AHTx40 external primers and 1 U of AmpliTaq

Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems). PCR for the

reamplification was prepared in a 25 ll reaction containing

3 ll of preamplified product or 2 ll of DNA extraction from

invasive samples, and the same conditions of the pream-

plification step but using DBY and AHTx40 internal

primers. Thermocycling profiles for external and internal

PCR were 10 min at 94�C followed by 40 cycles of 94�C

(30 s), 55�C (30 s) and 72�C (30 s), followed by a final

extension of 10 min at 72�C. Two microlitres of PCR pre-

amplification product were added to a 10 ll mix of

Formamide and ROX 70–500 (10:0.4) (BioVentures, Mur-

freesboro, TN). The labelled PCR products were analyzed in

an ABI PRISM 3730 and sized according to the internal size

standard. Microsatellite patterns were examined with

GENEMAPPER version 4.0 (Applied Biosystems). Primers

were tested in a PCR containing genomic DNA from pos-

sible prey of wolves such as hen (Gallus gallus), wild board

(Sus scrofa), cow (Bos Taurus), sheep (Ovis aries) or rabbit

(Oryctolagus cuniculus). Amplification products were

obtained in wolf (Canis lupus) and dog (Canis familiaris)

but in no other sample, being our sex-primers canid-specific.

Two PCRs without the preamplification step were per-

formed in tooth and saliva, which are samples with a priori

sufficient amount of DNA to determine sex (Murakami

et al. 2000; Pang and Cheung 2007). The success rate

identifying sex in saliva samples was 100% (Table 2).

Nevertheless, genotyping errors such as DBY false alleles

were observed in tooth samples using a PCR without the

multiplex preamplification step, likely due to their origin

(old skull collection). In order to compare the results

between PCR and semi-nested PCRs, we carried out two

semi-nested PCRs using tooth and hair samples of known

sex. The success rate identifying sex in hair samples was

Table 1 Extraction methods depending on the tissue

Tissue Conservation Sample preparation Protocol extraction Final volume

Teeth -20�C Wash tooth surface in dilute bleach

with sterile distilled water for

15 min.

Iudica et al. (2001) 60 ll

Cut transversally the tooth with an

electric dental micromotor to

extract dental pulp tissue.

Faeces -20�C or ethanol-96� Dry fresh samples 2 h at 56�C. QIAamp DNA Stool� kit

(Qiagen, Hilden, Germany)

60 ll

Hair follicles -20�C or ethanol-96� – Pfeiffer et al. (2004) 60 ll

Saliva (on swabs) -20�C – BuccalAmp DNA extraction kit

(Epicentre, Madison, Wisconsin)

60 ll

Urine (on snow) -20�C – High Pure PCR Template Preparation Kit

(Roche, Basel, Switzerland)

60 ll

Blood -20�C – Amills et al. (2005) –

Muscle -20�C or ethanol-96� – Sambrook et al. (1989) –
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100%. In tooth samples, no false alleles were obtained but

DBY allelic dropout was still observed (Table 2).

The way to decrease the rate of allelic dropout is to

increase the number of replicates per sample. For that

reason, between four and six replicates of the semi-nested

PCRs were performed for each faecal, urine and (unknown

sex) hair samples. The rate of false negative was estimated

as the proportion of PCR performed in which a DBY

fragment was undetected in male samples (AHTx40

dropout in male samples was detected but not taken into

account because this error did not interfere with the

results). The rate of false positive was estimated as the

proportion of PCR assays in which a DBY fragment was

detected in female samples. We scored sex as male when

the DBY fragment was detected at least twice and as

female when only the AHTx40 fragment was detected at

least three times, otherwise, sexing was considered as

unsuccessful (Sugimoto et al. 2006).

After the analysis of the results, we recommend doing a

semi-nested PCR to avoid false alleles and four replicates per

non-invasive samples since this number was enough to

achieve adequate sexing in urine and faecal samples. Our

success rate identifying sex was 93%, being one of the

highest obtained from wild animals using low quantity DNA

samples. In Otters, the success rate varies between 20%

(Dallas et al. 2003) and 79% (Mucci and Randi 2007). In the

Coyote, Siberian Tiger, Amur Leopard or Wolverine this

percentage is lower than 50% (Kohn et al. 1999; Valière and

Taberlet 2000; Sugimoto et al. 2006) and approximately

90% in Giant Panda and Fox (Zhan et al. 2006; Smith et al.

2006). In Wolves, percentages vary between 64% and 88%

(Lucchini et al. 2002; Scandura 2005; Seddon 2005).

Our newly developed protocol is an efficient and simple

method for determining sex of wild wolves. Thus, this

essential non-invasive genetic data could be used to

achieve effective conservation strategies with samples

easily collected and without disturbing wild individuals.
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Cadı́-Moixerò’’ ‘‘Forestal Catalana S.A’’ and ‘‘Servei de Diagnòstic
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Zona frecuentada por

el lobo en Cataluña

(foto: Jordi Ruiz-

Olmo).

Lobo avistado en la

sierra del Cadí (foto:

Gabriel Lampreave).

E
l lobo (Canis lupus) habitó en todo el terri-
torio de Cataluña y llegó a sobrevivir en al-
gunas zonas hasta principios del siglo XX. Ya
en el siglo XVIII Francisco de Zamora co-
mentaba que es “... la especie de la gran fau-
na más citada en las respuestas a los cuestio-

narios y con una distribución territorial más amplia” (1,
2). Durante el siglo XIX aún vivía en los alrededores de la
ciudad de Barcelona y aparece citado por Manent en va-
rias zonas de Tarragona y Girona hasta 1900-1920 (1). Es
más, tenemos constancia de algún ejemplar aislado en el

Pirineo de Lleida hasta 1940. Los datos seguros más evi-
dentes se sitúan en los Puertos de Tortosa en 1928, ya que
se conservan las pieles de dos ejemplares en el Museo de
Ciencias Naturales de Barcelona. Diversas razones ex-
plican su desaparición, ya que se prolongó durante unos
ochenta años, entre ellas la disminución de sus presas sal-
vajes y la extensión del uso de veneno y armas de fuego
después de las guerras de la Independencia y Civil.
Son muy ilustrativas las detalladas estadísticas de lo-
bos capturados en los antiguos Corregimiento y Parti-
do de Girona, así como en el municipio de Lleida, que
antaño era mucho más amplio que el actual (1). Se es-
tima la captura de un mínimo de 0’6-0’8 lobos al año
por cada 100 kilómetros cuadrados en los periodos
1722-1739 y 1788-1799. Estos valores –que incluyen
tanto ejemplares adultos como una gran cantidad de sub-
adultos y lobatos– eran elevados si tenemos en cuenta
que la densidad media de lobos adultos en poblaciones
saludables actuales se sitúa en torno a los dos individuos
por la misma unidad de superficie. Sin embargo, en
1788-1852 el promedio anual ya había descendido a 0’2
lobos en el Partido de Girona. Si nos atenemos única-
mente a los adultos, en Cataluña se capturaron anual-
mente unos 0’1-0’35 lobos durante el siglo XVIII y
unos 0’05 entre finales del siglo XVIII y mediados del
siglo XIX.
Los lobos estaban bien repartidos y su abundancia era
comparable a la de los lugares donde hoy en día son co-
munes. Pero dejaron de existir en Cataluña durante
décadas y la especie cayó en el olvido. Durante este lap-
so de tiempo el paisaje fue modificado y también cam-
biaron las actividades en el medio rural. Sorprendente-
mente, en 2004 se confirmó su reaparición en Catalu-
ña después de que algunos sospecharan su presencia
desde el año 2000: teníamos excrementos congelados cu-
yo análisis arrojó resultado positivo. En el Pirineo fran-
cés ya se sabía de su retorno en 1999.
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Rastro de lobo en

una ladera nevada de

Cataluña (foto:

Gabriel Lampreave).

Lobo ante un grupo

de rebecos en la

zona del Carlit,

perteneciente al

departamento

francés de los

Pirineos Orientales

(foto: Christophe

Laubier / ONCFS).

Recogida de

excrementos de lobo

para su posterior

análisis genético

(foto: Joan Alàs).

¿De dónde proceden?
Una vez conocida su presencia, la principal duda que
nos asaltó fue: ¿de dónde vienen? Evidentemente pen-
samos en los lobos ibéricos. Llevábamos décadas mi-
rando hacia el sistema Ibérico y los Pirineos occi-
dentales esperando que la entrada procediese de allí.
Pero los análisis genéticos de pelos, excrementos, ori-
na y otras muestras han sido una potentísima herra-
mienta para comprobar que, en biología de la con-
servación, lo esperable, lo lógico e inmediato, lo apa-
rente, a menudo no es cierto. La ocasión permitió
poner en contacto al equipo de la Generalitat de Ca-

taluña y al Servicio Veterinario de Genética Molecu-
lar de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Au-
tónoma de Barcelona. En primer lugar, hacía falta con-

firmar que se trataba de lobos. Dado que el pe-
rro tiene su origen en la domesticación del lo-
bo hace entre 15.000 y 100.000 años, necesi-
tábamos utilizar un marcador genético muy
informativo para diferenciarlos.
En todos los animales encontramos dos tipos
de ADN: el nuclear (ADNn) y el mitocondrial
(ADNm), mucho más pequeño y de origen
materno. Los análisis de ADNm (3) han de-
mostrado que en Europa occidental los ha-
plotipos son exclusivos de perro o de lobo.
Hasta hoy, hemos analizado 151 muestras re-
cogidas en los Pirineos catalanes entre 2000 y
2009, con el siguiente resultado: el 45% co-
rrespondieron a lobo, el 47% a perro, el 6% a
otras especies y el 2% restante no se pudo es-
tablecer. Todas las muestras de lobo incluían el
haplotipo W4, exclusivo de las poblaciones de
lobo de la estirpe italo-francesa (C.l. italicus) y
diferente de los cuatro haplotipos presentes en
la población ibérica (C.l. signatus).
A diferencia de las interpretaciones que hi-
zo la prensa a partir de una nota nuestra, los lo-
bos no eran nacidos en Italia. Su origen es, en
efecto, la población italiana, pero sus ancestros

más cercanos son los lobos franceses de la zona de los Al-
pes Marítimos o de Suiza y otros que se fueron disper-
sando hasta alcanzar el Macizo Central francés y los
Pirineos orientales (4). En el mapa del Cuadro
1 se comprueba que, si bien una visión limi-
tada a las fronteras podría hacernos pensar
sólo en los lobos ibéricos como posibles re-
colonizadores de los Pirineos, un enfoque más
biogeográfico muestra que ambas zonas son
igualmente probables si nos atenemos a la
distancia que las separa. El rápido paso del
lobo por Francia seguramente se ha visto fa-
vorecido por su catalogación legal como es-
pecie protegida.

Una duda razonable: 
¿son realmente lobos?
El seguimiento del lobo a ambos lados de la
frontera ha permitido obtener fotos de ejem-
plares con un aspecto (fenotipo) típico del sur
de Europa. Sin embargo, las fotos y las obser-
vaciones de dos de los ejemplares de la sierra del
Cadí mostraban un patrón de pelaje poco me-
diterráneo, lo que disparó las dudas sobre si
eran lobos o híbridos. Además, uno de ellos vi-
vió unos meses en compañía de una perra
abandonada que fue sacrificada para evitar
que hibridaran. Viendo que tenían un patrón
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de pelaje más típico de lobos más boreales, nos plante-
amos si eran en verdad lobos y si habían llegado de for-
ma natural o ayudados por el hombre (reintroducidos ile-
galmente o escapados de algún núcleo zoológico). El
ADNm se transmite de abuelas y madres a hijas y nie-
tas, de manera que no podíamos descartar totalmente que
fueran híbridos con lobas como abuelas o tatarabuelas.
Pese a que nuestra estrategia de comunicación ha
mantenido siempre un canal abierto con los medios
informativos y los ganaderos sobre las novedades que
iban surgiendo, esta duda postergó toda nuestra difusión
científica y divulgativa, a pesar de que teníamos prepa-
rado el artículo desde hace casi dos años. Por esta razón,
podemos entender que a veces se produjeran impreci-
siones. En el cuaderno 291 de Quercus, Andrés Reque-
jo y Jorge Echegaray lanzaban la primicia de que el lo-
bo había reaparecido en Cataluña tras un siglo de au-
sencia, aunque en la misma nota reconocen que el he-
cho ya había sido divulgado por la Generalitat anual-
mente desde 2004 (5). La nota reproduce parte de la in-
formación que ofrecimos a la prensa y propone una se-
rie de medidas que ya se han iniciado, como se verá más
adelante. El rigor científico nos obligaba a confirmar, en
primer lugar, que no sólo las madres o las abuelas eran
lobas, sino que los ejemplares presentes en los Pirineos
pertenecían a dicha especie y no eran híbridos. Y, en se-
gundo lugar, a confirmar mediante el ADNn que eran
lobos procedentes de la población franco-italiana.
Se estableció el genotipo de la misma secuencia de mi-
crosatélites (6) utilizada para individualizar tanto a los
lobos catalanes como a 48 razas de perros, a los lobos de
la estirpe italiana (15 ejemplares escogidos para que re-
presentasen la máxima variabilidad genética, proce-
dentes de Suiza, Italia y Francia), a los lobos ibéricos (22
ejemplares) y a algunos representantes de la población
septentrional (25 lobos rusos). Los resultados confir-
maron que eran efectivamente lobos, que procedían de
la estirpe italo-francesa y que no habían sufrido ningún
proceso de hibridación.

Cuadro 1

Distribución del lobo en el suroeste 
de Europa

Mapa de distribución de las poblaciones de lobo en el suroeste de Europa, incluidos
los datos correspondientes a Cataluña que se analizan en el presente artículo. Los
datos sobre distribución están representados en cuadrículas UTM de 10 kilómetros
de lado y proceden de diversas fuentes (9, 10, 11).
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¿De dónde proceden?
Una vez conocida su presencia, la principal duda que
nos asaltó fue: ¿de dónde vienen? Evidentemente pen-
samos en los lobos ibéricos. Llevábamos décadas mi-
rando hacia el sistema Ibérico y los Pirineos occi-
dentales esperando que la entrada procediese de allí.
Pero los análisis genéticos de pelos, excrementos, ori-
na y otras muestras han sido una potentísima herra-
mienta para comprobar que, en biología de la con-
servación, lo esperable, lo lógico e inmediato, lo apa-
rente, a menudo no es cierto. La ocasión permitió
poner en contacto al equipo de la Generalitat de Ca-

taluña y al Servicio Veterinario de Genética Molecu-
lar de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Au-
tónoma de Barcelona. En primer lugar, hacía falta con-

firmar que se trataba de lobos. Dado que el pe-
rro tiene su origen en la domesticación del lo-
bo hace entre 15.000 y 100.000 años, necesi-
tábamos utilizar un marcador genético muy
informativo para diferenciarlos.
En todos los animales encontramos dos tipos
de ADN: el nuclear (ADNn) y el mitocondrial
(ADNm), mucho más pequeño y de origen
materno. Los análisis de ADNm (3) han de-
mostrado que en Europa occidental los ha-
plotipos son exclusivos de perro o de lobo.
Hasta hoy, hemos analizado 151 muestras re-
cogidas en los Pirineos catalanes entre 2000 y
2009, con el siguiente resultado: el 45% co-
rrespondieron a lobo, el 47% a perro, el 6% a
otras especies y el 2% restante no se pudo es-
tablecer. Todas las muestras de lobo incluían el
haplotipo W4, exclusivo de las poblaciones de
lobo de la estirpe italo-francesa (C.l. italicus) y
diferente de los cuatro haplotipos presentes en
la población ibérica (C.l. signatus).
A diferencia de las interpretaciones que hi-
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bos no eran nacidos en Italia. Su origen es, en
efecto, la población italiana, pero sus ancestros

más cercanos son los lobos franceses de la zona de los Al-
pes Marítimos o de Suiza y otros que se fueron disper-
sando hasta alcanzar el Macizo Central francés y los
Pirineos orientales (4). En el mapa del Cuadro
1 se comprueba que, si bien una visión limi-
tada a las fronteras podría hacernos pensar
sólo en los lobos ibéricos como posibles re-
colonizadores de los Pirineos, un enfoque más
biogeográfico muestra que ambas zonas son
igualmente probables si nos atenemos a la
distancia que las separa. El rápido paso del
lobo por Francia seguramente se ha visto fa-
vorecido por su catalogación legal como es-
pecie protegida.

Una duda razonable: 
¿son realmente lobos?
El seguimiento del lobo a ambos lados de la
frontera ha permitido obtener fotos de ejem-
plares con un aspecto (fenotipo) típico del sur
de Europa. Sin embargo, las fotos y las obser-
vaciones de dos de los ejemplares de la sierra del
Cadí mostraban un patrón de pelaje poco me-
diterráneo, lo que disparó las dudas sobre si
eran lobos o híbridos. Además, uno de ellos vi-
vió unos meses en compañía de una perra
abandonada que fue sacrificada para evitar
que hibridaran. Viendo que tenían un patrón
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de pelaje más típico de lobos más boreales, nos plante-
amos si eran en verdad lobos y si habían llegado de for-
ma natural o ayudados por el hombre (reintroducidos ile-
galmente o escapados de algún núcleo zoológico). El
ADNm se transmite de abuelas y madres a hijas y nie-
tas, de manera que no podíamos descartar totalmente que
fueran híbridos con lobas como abuelas o tatarabuelas.
Pese a que nuestra estrategia de comunicación ha
mantenido siempre un canal abierto con los medios
informativos y los ganaderos sobre las novedades que
iban surgiendo, esta duda postergó toda nuestra difusión
científica y divulgativa, a pesar de que teníamos prepa-
rado el artículo desde hace casi dos años. Por esta razón,
podemos entender que a veces se produjeran impreci-
siones. En el cuaderno 291 de Quercus, Andrés Reque-
jo y Jorge Echegaray lanzaban la primicia de que el lo-
bo había reaparecido en Cataluña tras un siglo de au-
sencia, aunque en la misma nota reconocen que el he-
cho ya había sido divulgado por la Generalitat anual-
mente desde 2004 (5). La nota reproduce parte de la in-
formación que ofrecimos a la prensa y propone una se-
rie de medidas que ya se han iniciado, como se verá más
adelante. El rigor científico nos obligaba a confirmar, en
primer lugar, que no sólo las madres o las abuelas eran
lobas, sino que los ejemplares presentes en los Pirineos
pertenecían a dicha especie y no eran híbridos. Y, en se-
gundo lugar, a confirmar mediante el ADNn que eran
lobos procedentes de la población franco-italiana.
Se estableció el genotipo de la misma secuencia de mi-
crosatélites (6) utilizada para individualizar tanto a los
lobos catalanes como a 48 razas de perros, a los lobos de
la estirpe italiana (15 ejemplares escogidos para que re-
presentasen la máxima variabilidad genética, proce-
dentes de Suiza, Italia y Francia), a los lobos ibéricos (22
ejemplares) y a algunos representantes de la población
septentrional (25 lobos rusos). Los resultados confir-
maron que eran efectivamente lobos, que procedían de
la estirpe italo-francesa y que no habían sufrido ningún
proceso de hibridación.

Cuadro 1

Distribución del lobo en el suroeste 
de Europa

Mapa de distribución de las poblaciones de lobo en el suroeste de Europa, incluidos
los datos correspondientes a Cataluña que se analizan en el presente artículo. Los
datos sobre distribución están representados en cuadrículas UTM de 10 kilómetros
de lado y proceden de diversas fuentes (9, 10, 11).
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Si nos fijamos en el pelaje de los dos ejemplares con
apariencia más boreal (ambos tienen máscara), vere-
mos que no hay duda de que son fenotípicamente lo-
bos. Incluso tienen la mancha negra longitudinal en
las patas anteriores que se ha venido utilizando como ras-
go diagnóstico del lobo ibérico (C.l. signatus). Es decir,
estos dos ejemplares (no todos los detectados en los Pi-
rineos orientales) tienen algún carácter compartido con
los lobos de la taiga o de la tundra norteamericana o si-
beriana. Y este fue el motivo de las dudas, que ahora sa-
bemos que eran injustificadas. Nuestros lobos han pa-
sado por diversos cuellos de botella genéticos y la po-
blación italiana estuvo al borde de la extinción. Su es-
caso número, sumado al aislamiento geográfico, ha cau-
sado una pérdida de variabilidad por deriva genética. Ello
explicaría por qué todos los lobos de origen italiano
tienen un único haplotipo (W4). La deriva genética es
un proceso azaroso que actúa sobre las poblaciones al-
terando la frecuencia de alelos y produciendo cambios
que no son necesariamente adaptativos. La máscara del
lobo podría ser uno de estos rasgos.
Pero hay más datos que confirman los resultados an-
teriores. Como mínimo tres de los lobos ya habían si-
do detectados en los Alpes Marítimos y en los Pirineos,
dos en la vertiente francesa y uno en la catalana. Lo
que también demuestra el movimiento de los animales
entre ambos macizos montañosos (Cuadro 2).

Situación actual
El lobo ha estado presente en Cataluña de forma regu-
lar desde el año 2000 hasta la actualidad. Tras confirmar
genéticamente su presencia en 2004 se inició un segui-
miento mediante diferentes métodos, como la búsque-
da y comprobación de indicios, observaciones y daños
al ganado y depredaciones sobre ungulados salvajes.
También se emprendieron itinerarios invernales (en
busca de rastros), esperas, trampeos fotográficos, sesio-
nes de aullidos provocados para comprobar posibles

reproducciones (sin éxito hasta la fecha) y análisis ge-
néticos de las muestras recogidas.
El lobo ocupa unos 1.400 kilómetros cuadrados en el
macizo del Cadí y otras sierras limítrofes repartidas por
las comarcas del Alt Urgell, la Cerdaña, el alto Solsonès,
el alto Berguedà y el alto Ripollès (Cuadro 3). Toda es-
ta zona mantiene una continuidad geográfica con el
área de presencia de lobo en los departamentos france-
ses de la Cataluña norte. En general, se trata de espacios
naturales protegidos incluidos en el Parque Natural del
Cadí-Moixeró, en la red europea Natura 2000, en el Plan
de espacios de interés natural y en las reservas nacionales
de caza de Cadí, Cerdaña-Alt Urgell y Freser-Setcases.
En estos territorios son abundantes el rebeco, el corzo,
el jabalí y la liebre, con puntos donde también se re-
gistran altas densidades de muflón y ciervo. Además, mu-
chos de estos parajes mantienen asimismo una impor-
tante cabaña ganadera, estante y trashumante.
Sin embargo, disponemos de unos pocos datos en
otras comarcas de Cataluña que demuestran incursiones
de muy corta duración (unas semanas) siguiendo las
sierras que discurren hacia el sur. Entre ellas destacan dos
zonas: una hacia el Moianés, comarcas del Bages y del Va-
llès Oriental, en 2002, 2003 y 2010, en una zona muy
ganadera donde los lobos llegaron a matar al menos un
ternero y algunas cabezas de ovino (confirmado); y otra
en el invierno de 2007-2008, hacia otra zona con gana-
dería al sur de las Guillerías, en la comarca de Osona. Son
trayectos de 70 y 86 kilómetros en línea recta desde la zo-
na de máxima frecuencia de datos confirmados.

Hasta trece lobos distintos
Hemos utilizado nueve microsatélites muy polimór-
ficos en el ADNn, de un banco de más de veinte se-
leccionados en la literatura científica para otras po-
blaciones de lobo y razas de perro (7, 8). Pues bien,
hasta la fecha se han individualizado genéticamente 13
lobos distintos (Cuadro 4). Algunos animales sólo se
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Cuadro 4

Trece lobos identificados 
genéticamente

Resultados de la identificación individual de las muestras de lobo, mediante aná-
lisis del ADN nuclear (microsatélites), desde el año 2000 hasta principios del
2010. Destacan los ejemplares CL01 encontrado entre 2000 y 2004, CL06 en
2007 y 2008, y CL07 entre 2007 y 2010.

Cuadro 2 

El lobo en los Pirineos franceses
El lobo reapareció en el sureste de Francia en 1992,

concretamente en los Alpes, tras la llegada 
de ejemplares procedentes de la población 
italiana. Desde allí ha recolonizado todos 

los departamentos del arco alpino.

La tendencia actual sigue siendo positiva, con un aumento
medio anual del área de distribución del 27%. El seguimiento
de la especie corresponde a la Oficina Nacional de Caza y Fau-
na Salvaje (ONCFS), estamento público que depende de los mi-
nisterios de Medio Ambiente y Agricultura. Sus principales obje-
tivos son intentar determinar la ocupación del territorio y el cre-
cimiento numérico (censo de manadas, reproducción) y, a su
vez, comprobar y cuantificar los daños a la ganadería para su
posterior indemnización.
Para acometer estas tareas se ha creado la Red Lobo, que
agrupa a personas de sectores muy diversos, como técnicos de
la Administración ambiental, naturalistas, ganaderos y cazado-
res. Dicha red recoge todos los indicios posibles sobre la pre-
sencia de lobos, ya sea de forma oportunista o a través de un
protocolo estricto (rastreo en nieve, sesiones de aullidos provo-
cados) en las “zonas de presencia permanente” de la especie.
Los criterios para definir estas zonas son la presencia de lobos
durante dos inviernos consecutivos y su confirmación mediante
análisis genéticos.
A partir de 1997 y 1998 empezaron a detectarse lobos en el
Macizo Central y finalmente llegaron a la parte oriental del Piri-
neo en 1999. Como en Cataluña, todos esos lobos tienen el
mismo origen: la población lobera italiana. En los Pirineos (la
mayor parte de los datos proceden del Departamento de los Pi-
rineos Orientales), el lobo ha estado presente desde 1998 hasta
2001 en el macizo del Madres. Más tarde fue detectado en los
macizos de Carlit-Peric y Canigó. Hasta la fecha, se han recogi-
do veinte muestras genéticas positivas y se han identificado
cuatro individuos diferentes, tres machos y una hembra.

De Italia a los Pirineos

Un macho detectado el año 2003 en el macizo de Carlit había
sido identificado genéticamente en 2002 en el Queras (Alpes
centrales). Otro macho identificado en 2007 también en Carlit,
había sido identificado en 2006 en Haute Tinée (Alpes meridio-
nales). Finalmente, un ejemplar detectado en el 1997 en Vesu-
bie-Tinée (Alpes meridionales) fue el lobo identificado en el Cadí
(Pirineo catalán) en el año 2000. Todos estos datos explican
perfectamente su origen y los desplazamientos Alpes-Pirineos
(como también ha ocurrido en el Macizo Central francés), aun-
que no el modo en que lo hacen.
Al igual que en la vertiente sur de los Pirineos, hasta la fecha no
se ha detectado ninguna manada, situación que parece confir-
marse por los escasos daños causados a la cabaña ganadera.
Entre 2005 y 2009 se han realizado ocho peritajes, cinco de los
cuales se saldaron con indemnizaciones a daños causados por
el lobo.
A partir de la reaparición de la especie, todo el seguimiento se
ha hecho de forma conjunta entre la ONCFS y la Generalitat de
Cataluña. A partir de 2004 se ha establecido una colaboración
más formal a través de reuniones periódicas para intercambiar
información y acordar todo lo referente al seguimiento. Actual-
mente se utilizan los mismos protocolos, se recogen los datos
en las mismas fichas, se ponen en común en una única base
de datos, se intentan organizar de forma simultánea las salidas
al campo y se ha conseguido unificar la metodología de los la-
boratorios que hacen los análisis genéticos de las muestras; as-
pecto que incluye también a nuestros colegas italianos y suizos.

Cuadro 3

Presencia de lobos en Cataluña 
desde el año 2004

Los cuadrados rojos indican las localizaciones de los datos que confirman la pre-
sencia de lobos en Cataluña. También aparecen reflejadas del mismo modo las dos
incursiones hacia el Moianés en 2003 y 2004, y hacia Osona en 2007-2008. Las
cuadrículas blancas de mayor tamaño muestran la distribución del lobo en la ver-
tiente francesa del Pirineo.
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Si nos fijamos en el pelaje de los dos ejemplares con
apariencia más boreal (ambos tienen máscara), vere-
mos que no hay duda de que son fenotípicamente lo-
bos. Incluso tienen la mancha negra longitudinal en
las patas anteriores que se ha venido utilizando como ras-
go diagnóstico del lobo ibérico (C.l. signatus). Es decir,
estos dos ejemplares (no todos los detectados en los Pi-
rineos orientales) tienen algún carácter compartido con
los lobos de la taiga o de la tundra norteamericana o si-
beriana. Y este fue el motivo de las dudas, que ahora sa-
bemos que eran injustificadas. Nuestros lobos han pa-
sado por diversos cuellos de botella genéticos y la po-
blación italiana estuvo al borde de la extinción. Su es-
caso número, sumado al aislamiento geográfico, ha cau-
sado una pérdida de variabilidad por deriva genética. Ello
explicaría por qué todos los lobos de origen italiano
tienen un único haplotipo (W4). La deriva genética es
un proceso azaroso que actúa sobre las poblaciones al-
terando la frecuencia de alelos y produciendo cambios
que no son necesariamente adaptativos. La máscara del
lobo podría ser uno de estos rasgos.
Pero hay más datos que confirman los resultados an-
teriores. Como mínimo tres de los lobos ya habían si-
do detectados en los Alpes Marítimos y en los Pirineos,
dos en la vertiente francesa y uno en la catalana. Lo
que también demuestra el movimiento de los animales
entre ambos macizos montañosos (Cuadro 2).

Situación actual
El lobo ha estado presente en Cataluña de forma regu-
lar desde el año 2000 hasta la actualidad. Tras confirmar
genéticamente su presencia en 2004 se inició un segui-
miento mediante diferentes métodos, como la búsque-
da y comprobación de indicios, observaciones y daños
al ganado y depredaciones sobre ungulados salvajes.
También se emprendieron itinerarios invernales (en
busca de rastros), esperas, trampeos fotográficos, sesio-
nes de aullidos provocados para comprobar posibles

reproducciones (sin éxito hasta la fecha) y análisis ge-
néticos de las muestras recogidas.
El lobo ocupa unos 1.400 kilómetros cuadrados en el
macizo del Cadí y otras sierras limítrofes repartidas por
las comarcas del Alt Urgell, la Cerdaña, el alto Solsonès,
el alto Berguedà y el alto Ripollès (Cuadro 3). Toda es-
ta zona mantiene una continuidad geográfica con el
área de presencia de lobo en los departamentos france-
ses de la Cataluña norte. En general, se trata de espacios
naturales protegidos incluidos en el Parque Natural del
Cadí-Moixeró, en la red europea Natura 2000, en el Plan
de espacios de interés natural y en las reservas nacionales
de caza de Cadí, Cerdaña-Alt Urgell y Freser-Setcases.
En estos territorios son abundantes el rebeco, el corzo,
el jabalí y la liebre, con puntos donde también se re-
gistran altas densidades de muflón y ciervo. Además, mu-
chos de estos parajes mantienen asimismo una impor-
tante cabaña ganadera, estante y trashumante.
Sin embargo, disponemos de unos pocos datos en
otras comarcas de Cataluña que demuestran incursiones
de muy corta duración (unas semanas) siguiendo las
sierras que discurren hacia el sur. Entre ellas destacan dos
zonas: una hacia el Moianés, comarcas del Bages y del Va-
llès Oriental, en 2002, 2003 y 2010, en una zona muy
ganadera donde los lobos llegaron a matar al menos un
ternero y algunas cabezas de ovino (confirmado); y otra
en el invierno de 2007-2008, hacia otra zona con gana-
dería al sur de las Guillerías, en la comarca de Osona. Son
trayectos de 70 y 86 kilómetros en línea recta desde la zo-
na de máxima frecuencia de datos confirmados.

Hasta trece lobos distintos
Hemos utilizado nueve microsatélites muy polimór-
ficos en el ADNn, de un banco de más de veinte se-
leccionados en la literatura científica para otras po-
blaciones de lobo y razas de perro (7, 8). Pues bien,
hasta la fecha se han individualizado genéticamente 13
lobos distintos (Cuadro 4). Algunos animales sólo se
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Cuadro 4

Trece lobos identificados 
genéticamente

Resultados de la identificación individual de las muestras de lobo, mediante aná-
lisis del ADN nuclear (microsatélites), desde el año 2000 hasta principios del
2010. Destacan los ejemplares CL01 encontrado entre 2000 y 2004, CL06 en
2007 y 2008, y CL07 entre 2007 y 2010.

Cuadro 2 

El lobo en los Pirineos franceses
El lobo reapareció en el sureste de Francia en 1992,

concretamente en los Alpes, tras la llegada 
de ejemplares procedentes de la población 
italiana. Desde allí ha recolonizado todos 

los departamentos del arco alpino.

La tendencia actual sigue siendo positiva, con un aumento
medio anual del área de distribución del 27%. El seguimiento
de la especie corresponde a la Oficina Nacional de Caza y Fau-
na Salvaje (ONCFS), estamento público que depende de los mi-
nisterios de Medio Ambiente y Agricultura. Sus principales obje-
tivos son intentar determinar la ocupación del territorio y el cre-
cimiento numérico (censo de manadas, reproducción) y, a su
vez, comprobar y cuantificar los daños a la ganadería para su
posterior indemnización.
Para acometer estas tareas se ha creado la Red Lobo, que
agrupa a personas de sectores muy diversos, como técnicos de
la Administración ambiental, naturalistas, ganaderos y cazado-
res. Dicha red recoge todos los indicios posibles sobre la pre-
sencia de lobos, ya sea de forma oportunista o a través de un
protocolo estricto (rastreo en nieve, sesiones de aullidos provo-
cados) en las “zonas de presencia permanente” de la especie.
Los criterios para definir estas zonas son la presencia de lobos
durante dos inviernos consecutivos y su confirmación mediante
análisis genéticos.
A partir de 1997 y 1998 empezaron a detectarse lobos en el
Macizo Central y finalmente llegaron a la parte oriental del Piri-
neo en 1999. Como en Cataluña, todos esos lobos tienen el
mismo origen: la población lobera italiana. En los Pirineos (la
mayor parte de los datos proceden del Departamento de los Pi-
rineos Orientales), el lobo ha estado presente desde 1998 hasta
2001 en el macizo del Madres. Más tarde fue detectado en los
macizos de Carlit-Peric y Canigó. Hasta la fecha, se han recogi-
do veinte muestras genéticas positivas y se han identificado
cuatro individuos diferentes, tres machos y una hembra.

De Italia a los Pirineos

Un macho detectado el año 2003 en el macizo de Carlit había
sido identificado genéticamente en 2002 en el Queras (Alpes
centrales). Otro macho identificado en 2007 también en Carlit,
había sido identificado en 2006 en Haute Tinée (Alpes meridio-
nales). Finalmente, un ejemplar detectado en el 1997 en Vesu-
bie-Tinée (Alpes meridionales) fue el lobo identificado en el Cadí
(Pirineo catalán) en el año 2000. Todos estos datos explican
perfectamente su origen y los desplazamientos Alpes-Pirineos
(como también ha ocurrido en el Macizo Central francés), aun-
que no el modo en que lo hacen.
Al igual que en la vertiente sur de los Pirineos, hasta la fecha no
se ha detectado ninguna manada, situación que parece confir-
marse por los escasos daños causados a la cabaña ganadera.
Entre 2005 y 2009 se han realizado ocho peritajes, cinco de los
cuales se saldaron con indemnizaciones a daños causados por
el lobo.
A partir de la reaparición de la especie, todo el seguimiento se
ha hecho de forma conjunta entre la ONCFS y la Generalitat de
Cataluña. A partir de 2004 se ha establecido una colaboración
más formal a través de reuniones periódicas para intercambiar
información y acordar todo lo referente al seguimiento. Actual-
mente se utilizan los mismos protocolos, se recogen los datos
en las mismas fichas, se ponen en común en una única base
de datos, se intentan organizar de forma simultánea las salidas
al campo y se ha conseguido unificar la metodología de los la-
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Presencia de lobos en Cataluña 
desde el año 2004

Los cuadrados rojos indican las localizaciones de los datos que confirman la pre-
sencia de lobos en Cataluña. También aparecen reflejadas del mismo modo las dos
incursiones hacia el Moianés en 2003 y 2004, y hacia Osona en 2007-2008. Las
cuadrículas blancas de mayor tamaño muestran la distribución del lobo en la ver-
tiente francesa del Pirineo.
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han detectado una vez, mientras que otros aparecen
y desaparecen en diferentes años. Recordemos que
los lobos se desplazan al sur de Francia y a veces lle-
gan cerca de Andorra, fuera de nuestra zona de estu-
dio. El número máximo de lobos distintos dentro de
un mismo año se registró en 2008, con cinco ejem-
plares. En 2010 hemos localizado genéticamente a
dos lobos diferentes como mínimo. Todos los ani-
males son machos, a excepción de una hembra en-
contrada también en 2008, lo que es un patrón ha-
bitual, ya que suelen ser machos jóvenes los que se dis-
persan en primer lugar. Estos datos explican en par-

te por qué hasta la fecha no hay evidencias de repro-
ducción en Cataluña.
El 5 de mayo de 2010 encontramos el cadáver de un
lobo en el Cadí. Unos excursionistas vieron su cuer-
po en avanzado estado de descomposición cerca de un
sendero. Los análisis del pelo, el cráneo y la muela car-
nicera confirmaron los resultados genéticos: sin duda,
se trataba de un lobo. Comenzó entonces el protocolo
para casos de envenenamiento por parte del Cuerpo
de Agentes Rurales y se practicó una necropsia en el
Centro de Recuperación de Torreferrussa (Barcelona).
No se apreciaron perdigones o fragmentos de pro-
yectiles, ni fracturas en ninguno de los huesos. La
abundante fauna necrófaga presente y el análisis to-
xicológico descartaron el envenenamiento. El animal
no estaba desnutrido. El análisis del ADNn permitió
identificar al cadáver como el macho CL7, que había
sido individualizado por primera vez el 10 de enero de
2007 (Cuadro 4). En estos cuatro años ocupó al me-
nos un área de campeo de 146 kilómetros cuadrados.
Además, a este lobo ya lo habíamos observado en
cuatro ocasiones y fotografiado en tres.
Otro lobo parecido nos enseñó aún más cosas. Co-
mo ya se ha comentado, detectamos un lobo que vi-
vió seis meses junto a una perra. La primera noticia la
tuvimos al comprobar un ataque a un rebaño de ove-
jas, con indicios de consumo por lobo y perro. Hici-
mos varios aguardos los días siguientes y pudimos
observar a un lobo macho acompañado de una perra
de caza cruzada. Había un vínculo fuerte: les vimos
descansar juntos, uno al lado del otro, compartir la co-
mida, caminar en pareja, llamarse (aullando) y acudir
a las llamadas, reconocerse por el olfato y lamerse la
cara. A partir de ahí la guardería se las ingenió para
capturar a la perra. La tarea no fue fácil y durante ese
tiempo se acumularon veinte observaciones de los
dos animales juntos e incluso se constataron algunos
ataques a rebaños de ovejas a plena luz del día. Fi-
nalmente, una vez capturada la perra, se comprobó que
no estaba preñada y que nunca había criado.
Estos datos son de interés para las poblaciones de lo-
bo en regresión o, como es el caso, para individuos co-
lonizadores, ya que la ausencia de lobas puede facilitar
el emparejamiento y la posible hibridación con perros.
Además, nos obliga a ser aún más cautos en los perita-
jes de daños.

Daños al ganado
El retorno del lobo resucitó el conflicto con
los ganaderos. De hecho, los daños al gana-
do fueron las primeras señales que hicieron
sospechar su presencia. En una fase inicial,
entre 1997 y 2004, los datos se obtuvieron
dialogando directamente con los ganade-
ros, pero ni son oficiales ni están compro-
bados. Todos ellos proceden del Parque Na-
tural del Cadí-Moixeró y, según los pastores,
se produjo la pérdida de hasta 557 cabezas
de ovino y caprino. Aunque el promedio
anual fue de unas 80 cabezas, en algún año
se superaron las 200. Durante este periodo
aún no se habían adoptado las medidas pre-
ventivas para evitar daños que hoy en día ya
se vienen aplicando. Esta falta de acepta-
ción no hizo más que encender los ánimos
de los ganaderos afectados. La comprobación
genética marcó un punto de inflexión. Con
un pequeño equipo especializado y en con-
tacto permanente, se empezó a trabajar con
los ganaderos, comprobando e indemnizando los ata-
ques e impulsando diversas medidas de prevención.
Gracias a tal esfuerzo, ese año sólo se contabilizaron
7 ataques de lobo, con un balance de 14 cabezas de ga-
nado afectadas. La tendencia ha ido reduciéndose en
estos últimos años hasta cifrarse en sólo 3 cabezas en
2009 y 10 en 2010 (Cuadro 5).
Esta última pérdida no se produjo en la zona de pre-
sencia del lobo en los Pirineos, sino a consecuencia de
su incursión en el Vallès Oriental, donde no se le es-
peraba. En total, gracias a las medidas de protección
adoptadas, los lobos sólo han sido responsables de la
muerte de 81 reses en los Pirineos durante estos sie-
te años, todas de ovino y caprino, a excepción de un
ternero.
Un resultado muy interesante de nuestros peritajes
se produjo en 2005. En la zona del Cadí y sus sierras
limítrofes (con gran disponibilidad de rebeco, corzo,
jabalí y liebre) se produjeron 15 ataques (Cuadro 5).
Ocho fueron protagonizados por perros (181 ovejas
muertas, heridas o desaparecidas) y siete
por lobos (14 reses). Sin nuestra inspec-
ción, todas las víctimas se habrían endo-
sado al lobo. En esta zona, los perros han
matado entre 2 y 18 veces más cabezas de
ganado que los lobos: 1’9 cabezas por ata-
que de lobo y 16’5 por ataque de perro. No
obstante, también es cierto que aún no
puede hablarse de una población estable de
lobos. Hay que destacar asimismo que los
ataques de perros al ganado han ido dis-
minuyendo a lo largo del tiempo, hecho
congruente con la presencia de más ejem-
plares de lobo y de forma continuada. Un
detalle a destacar es que los ganaderos ya no
reclaman los daños producidos por los pe-
rros cuando saben con certeza que han si-
do éstos los culpables.
En realidad, el éxito del control de daños
radica en aplicar las medidas de prevención
clásicas, como la vigilancia con mastines y
la protección de los rebaños en vallados. Es-
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tas medidas ya funcionan en otros lugares, pero las
aplicamos con una atención especial en las zonas afec-
tadas. Hasta la fecha se han entregado 22 perros de
protección de la raza Montaña de los Pirineos (a tra-
vés de la Asociación del Perro de Protección de Re-
baños, que pertenece al Club Español del Perro de
Montaña de los Pirineos) y se han instalado cuatro va-
llados temporales, cuatro móviles y uno fijo.

Otras actuaciones en apoyo de la ganadería
Pero el programa de medidas no termina aquí. Si hay
un sector que padece la convivencia con el lobo, ese
es sin duda el ganadero. Entre lobos y ganado siem-
pre habrá conflicto y esta premisa hay que tenerla
muy presente en la gestión de la especie. Nuestra
atención se ha dedicado sobre todo a mantener una es-
trecha relación con los ganaderos a través de canales
de comunicación abiertos. Se han establecido reuniones
periódicas (con un mínimo de dos al año, en primave-
ra y en otoño) con los ganaderos que han sufrido ata-

Cuadro 5

Daños de lobos y perros 
al ganado en Cataluña

Número de cabezas de ganado muertas por lobos y perros
en Cataluña desde la detección de la especie salvaje.
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se produjo la pérdida de hasta 557 cabezas
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anual fue de unas 80 cabezas, en algún año
se superaron las 200. Durante este periodo
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ventivas para evitar daños que hoy en día ya
se vienen aplicando. Esta falta de acepta-
ción no hizo más que encender los ánimos
de los ganaderos afectados. La comprobación
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tacto permanente, se empezó a trabajar con
los ganaderos, comprobando e indemnizando los ata-
ques e impulsando diversas medidas de prevención.
Gracias a tal esfuerzo, ese año sólo se contabilizaron
7 ataques de lobo, con un balance de 14 cabezas de ga-
nado afectadas. La tendencia ha ido reduciéndose en
estos últimos años hasta cifrarse en sólo 3 cabezas en
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sencia del lobo en los Pirineos, sino a consecuencia de
su incursión en el Vallès Oriental, donde no se le es-
peraba. En total, gracias a las medidas de protección
adoptadas, los lobos sólo han sido responsables de la
muerte de 81 reses en los Pirineos durante estos sie-
te años, todas de ovino y caprino, a excepción de un
ternero.
Un resultado muy interesante de nuestros peritajes
se produjo en 2005. En la zona del Cadí y sus sierras
limítrofes (con gran disponibilidad de rebeco, corzo,
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muertas, heridas o desaparecidas) y siete
por lobos (14 reses). Sin nuestra inspec-
ción, todas las víctimas se habrían endo-
sado al lobo. En esta zona, los perros han
matado entre 2 y 18 veces más cabezas de
ganado que los lobos: 1’9 cabezas por ata-
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obstante, también es cierto que aún no
puede hablarse de una población estable de
lobos. Hay que destacar asimismo que los
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minuyendo a lo largo del tiempo, hecho
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plares de lobo y de forma continuada. Un
detalle a destacar es que los ganaderos ya no
reclaman los daños producidos por los pe-
rros cuando saben con certeza que han si-
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tas medidas ya funcionan en otros lugares, pero las
aplicamos con una atención especial en las zonas afec-
tadas. Hasta la fecha se han entregado 22 perros de
protección de la raza Montaña de los Pirineos (a tra-
vés de la Asociación del Perro de Protección de Re-
baños, que pertenece al Club Español del Perro de
Montaña de los Pirineos) y se han instalado cuatro va-
llados temporales, cuatro móviles y uno fijo.

Otras actuaciones en apoyo de la ganadería
Pero el programa de medidas no termina aquí. Si hay
un sector que padece la convivencia con el lobo, ese
es sin duda el ganadero. Entre lobos y ganado siem-
pre habrá conflicto y esta premisa hay que tenerla
muy presente en la gestión de la especie. Nuestra
atención se ha dedicado sobre todo a mantener una es-
trecha relación con los ganaderos a través de canales
de comunicación abiertos. Se han establecido reuniones
periódicas (con un mínimo de dos al año, en primave-
ra y en otoño) con los ganaderos que han sufrido ata-
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ques, donde se discuten necesidades y medidas para
mejorar y facilitar su actividad, así como para reducir y
tramitar los daños.
En estas reuniones también se proporciona a los ga-
naderos toda la información disponible sobre la espe-
cie y los daños producidos, con una total claridad. Pa-
ra nosotros la transparencia es la base de la confianza y
una forma de que no se originen distorsiones de la re-
alidad. Entre estas medidas cabe destacar las siguientes:
adecuación de pistas forestales para mejorar el acceso a
las zonas de pasto, recuperación de fuentes, instala-
ción de abrevaderos, mejora de infraestructuras gana-
deras, instalación de dos casetas-refugio de madera,
cesión temporal de emisoras de radio, reconstrucción
de un corral, ayuda en la localización de animales per-
didos y soporte y asesoramiento en la tramitación de los
documentos.

Educación, formación y participación
La presencia del lobo en el Parque Natural del Cadí-
Moixeró nos llevó a plantear la necesidad de promover
una campaña de divulgación y sensibilización. Duran-
te el curso 2007-08 se elaboró un innovador material di-
dáctico, L’ Udol (“El Aullido”), encargado a la Asocia-

ción Sours. Los objetivos que persigue son conocer me-
jor al lobo y su papel biológico, desmitificarlo, relacio-
narlo con el patrimonio cultural y tomar conciencia de
su estado de conservación y su problemática social. Una
monitora especializada ha trabajado en las escuelas del
parque natural y su entorno, con tres sesiones en clase
y una cuarta en los alrededores para desarrollar con-
ceptos como territorialidad o interacción de grupos.
Hasta 2009 han participado 1.174 alumnos, desde el pri-
mer ciclo hasta la ESO, pertenecientes a 44 centros
educativos. Las encuestas realizadas demuestran un ele-
vado grado de satisfacción.
Por otro lado, desde hace dos años el Parque Natural
del Cadí-Moixeró, conjuntamente con el Consorcio
Turístico de l’Alt Berguedà, algunos ayuntamientos del
parque (Saldes, Gósol y Gisclareny), el Consejo Co-
marcal del Berguedà y la Diputación de Barcelona, or-
ganiza actividades didácticas para niños y adultos que
acuden a hacer turismo en la zona, aprovechando el
mismo material de L’ Udol. Habría que remarcar asi-
mismo que en el año 2010 se diseñó un juego de or-
denador sobre el lobo.
En noviembre de 2009 organizamos (Generalitat de
Cataluña, Consorcio Turístico de l’Alt Berguedà, Con-
sejo Comarcal del Berguedà y Ayuntamiento de Saldes)
unas jornadas técnicas sobre la coexistencia entre gran
fauna, ganadería y turismo. Además de reunir a 92 per-
sonas de los diferentes ámbitos (científico, ganadero, tu-
rístico, conservacionista y vecinal), uno de sus aciertos
fue convocarlas en el corazón de una de las zonas más
utilizadas por el lobo. Estas jornadas favorecieron un acer-
camiento entre los diferentes sectores y colectivos que
convergen en la montaña.
Sólo una información actualizada y transparente so-
bre la presencia del lobo, sus conflictos y sus beneficios,
puede contribuir a que sea posible su convivencia con
los humanos. Este trabajo pedagógico, junto al que de-
be desarrollarse en el futuro, es una de las apuestas más
claras para lograrlo. Por ello, nos hemos desdoblado
para dar charlas e impartir cursos en entidades muni-
cipales, universidades, asociaciones de ganaderos, es-
cuelas de pastores, escuelas verdes, jornadas y congresos.
También hemos colaborado con entidades privadas en
la redacción y difusión de trípticos sobre el lobo (Gru-
po FER) y hemos asesorado a los autores de una guía (9)
y de un libro aún por aparecer (Josep María Massip).
En cuanto a la formación interna, se han organizado
jornadas para los agentes rurales, que actualmente par-
ticipan en la red de seguimiento, y se mantiene una es-
trecha relación y colaboración con Castilla y León y
con Francia.

El lobo en el Catálogo de fauna amenazada
La aparición del lobo en Cataluña suscitó otro pro-
blema: su clasificación legal. Especie cinegética al
norte del Duero y protegida al sur de este río, Cata-
luña no está ni al norte ni al sur, sino bastante más al
este de su nacimiento. El lobo cuenta con un núme-
ro muy bajo de ejemplares y eso hace que dependa
mucho de las fluctuaciones. Además, hay amenazas
que ponen a la especie en peligro. Y, por supuesto, ya
se extinguió una vez en Cataluña. Pero sólo debe in-
cluirse en el Catálogo de fauna amenazada si cumple
los correspondientes criterios técnicos y de rigor cien-

tífico. Al cumplir tales criterios, en el proyecto de
decreto del nuevo Catálogo de fauna amenazada de Ca-
taluña (que superó el trámite de exposición y au-
diencia pública a mediados de junio de 2010) se ha in-
cluido al lobo en la categoría de “En peligro de ex-
tinción”. La tramitación continúa y esperamos que en
breve el decreto sea publicado.

El futuro del lobo en Cataluña
Los lobos aparecieron cuando nadie los esperaba y por
el sitio más insospechado. Uno ya ha muerto aquí.
Nos gusta pensar en ese lobo muerto como en un es-
píritu viajero que había nacido en algún lugar de los Al-
pes y llegó hasta los Pirineos para quedarse. El día en
que lo recogimos, observando su cuerpo sin vida, no pu-
dimos resistirnos a reparar en sus desgastadas almo-
hadillas plantares, que tantas veces habíamos visto im-
presas en la nieve o el barro, e imaginar todos los lugares
por donde habían pisado. Si los lobos pudiesen con-
tárnoslo, seguramente aclararíamos una de las gran-
des dudas que aún nos asaltan: ¿por dónde llegan?
El lobo ha vuelto a los Pirineos catalanes un siglo
después de que mantuviera poblaciones viables y lo ha
hecho de forma espontánea, al abrigo de los cambios
sociales y económicos que han transformado el sur de
Europa. Estos lobos son la cabeza de puente de una
importante población que se extiende ya desde el sur
de Italia hasta Alemania, está conectada con los lobos
balcánicos y llega por el sureste francés hasta el Ma-
cizo Central y los Pirineos. Son pocos, están a ambos
lados de la frontera y no tienen asegurado su futuro.
Podrían desaparecer por motivos muy diversos, entre
ellos los de tipo azaroso. Pero no debemos olvidar
que son los primeros en llegar desde esa gran pobla-
ción lobera del sur de Europa. Tampoco conviene ig-
norar a la gran población ibérica que, lentamente y no
sin dificultades, también expande sus dominios. Por
supuesto, cabe la posibilidad de un reencuentro entre
ambas poblaciones.
Como está ocurriendo en otros muchos lugares de
Europa, el lobo también acabará estableciéndose y
reproduciéndose en la cadena pirenaica. No es buen
momento, pues, para girar la cabeza y mirar hacia
otro lado. Adquirimos una gran responsabilidad, ya
que el retorno del lobo debe ser compatible con las
personas que ya viven allí y pueden padecerlo. El lo-
bo trae consigo muchas cosas buenas: turismo de na-
turaleza, curiosos y observadores y nueva actividad eco-
nómica que, de hecho, ya exploran algunos munici-
pios. Pero su futuro sólo podrá entenderse si trabaja-
mos con los ganaderos codo con codo y conseguimos
una coexistencia sin problemas.
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ques, donde se discuten necesidades y medidas para
mejorar y facilitar su actividad, así como para reducir y
tramitar los daños.
En estas reuniones también se proporciona a los ga-
naderos toda la información disponible sobre la espe-
cie y los daños producidos, con una total claridad. Pa-
ra nosotros la transparencia es la base de la confianza y
una forma de que no se originen distorsiones de la re-
alidad. Entre estas medidas cabe destacar las siguientes:
adecuación de pistas forestales para mejorar el acceso a
las zonas de pasto, recuperación de fuentes, instala-
ción de abrevaderos, mejora de infraestructuras gana-
deras, instalación de dos casetas-refugio de madera,
cesión temporal de emisoras de radio, reconstrucción
de un corral, ayuda en la localización de animales per-
didos y soporte y asesoramiento en la tramitación de los
documentos.

Educación, formación y participación
La presencia del lobo en el Parque Natural del Cadí-
Moixeró nos llevó a plantear la necesidad de promover
una campaña de divulgación y sensibilización. Duran-
te el curso 2007-08 se elaboró un innovador material di-
dáctico, L’ Udol (“El Aullido”), encargado a la Asocia-

ción Sours. Los objetivos que persigue son conocer me-
jor al lobo y su papel biológico, desmitificarlo, relacio-
narlo con el patrimonio cultural y tomar conciencia de
su estado de conservación y su problemática social. Una
monitora especializada ha trabajado en las escuelas del
parque natural y su entorno, con tres sesiones en clase
y una cuarta en los alrededores para desarrollar con-
ceptos como territorialidad o interacción de grupos.
Hasta 2009 han participado 1.174 alumnos, desde el pri-
mer ciclo hasta la ESO, pertenecientes a 44 centros
educativos. Las encuestas realizadas demuestran un ele-
vado grado de satisfacción.
Por otro lado, desde hace dos años el Parque Natural
del Cadí-Moixeró, conjuntamente con el Consorcio
Turístico de l’Alt Berguedà, algunos ayuntamientos del
parque (Saldes, Gósol y Gisclareny), el Consejo Co-
marcal del Berguedà y la Diputación de Barcelona, or-
ganiza actividades didácticas para niños y adultos que
acuden a hacer turismo en la zona, aprovechando el
mismo material de L’ Udol. Habría que remarcar asi-
mismo que en el año 2010 se diseñó un juego de or-
denador sobre el lobo.
En noviembre de 2009 organizamos (Generalitat de
Cataluña, Consorcio Turístico de l’Alt Berguedà, Con-
sejo Comarcal del Berguedà y Ayuntamiento de Saldes)
unas jornadas técnicas sobre la coexistencia entre gran
fauna, ganadería y turismo. Además de reunir a 92 per-
sonas de los diferentes ámbitos (científico, ganadero, tu-
rístico, conservacionista y vecinal), uno de sus aciertos
fue convocarlas en el corazón de una de las zonas más
utilizadas por el lobo. Estas jornadas favorecieron un acer-
camiento entre los diferentes sectores y colectivos que
convergen en la montaña.
Sólo una información actualizada y transparente so-
bre la presencia del lobo, sus conflictos y sus beneficios,
puede contribuir a que sea posible su convivencia con
los humanos. Este trabajo pedagógico, junto al que de-
be desarrollarse en el futuro, es una de las apuestas más
claras para lograrlo. Por ello, nos hemos desdoblado
para dar charlas e impartir cursos en entidades muni-
cipales, universidades, asociaciones de ganaderos, es-
cuelas de pastores, escuelas verdes, jornadas y congresos.
También hemos colaborado con entidades privadas en
la redacción y difusión de trípticos sobre el lobo (Gru-
po FER) y hemos asesorado a los autores de una guía (9)
y de un libro aún por aparecer (Josep María Massip).
En cuanto a la formación interna, se han organizado
jornadas para los agentes rurales, que actualmente par-
ticipan en la red de seguimiento, y se mantiene una es-
trecha relación y colaboración con Castilla y León y
con Francia.

El lobo en el Catálogo de fauna amenazada
La aparición del lobo en Cataluña suscitó otro pro-
blema: su clasificación legal. Especie cinegética al
norte del Duero y protegida al sur de este río, Cata-
luña no está ni al norte ni al sur, sino bastante más al
este de su nacimiento. El lobo cuenta con un núme-
ro muy bajo de ejemplares y eso hace que dependa
mucho de las fluctuaciones. Además, hay amenazas
que ponen a la especie en peligro. Y, por supuesto, ya
se extinguió una vez en Cataluña. Pero sólo debe in-
cluirse en el Catálogo de fauna amenazada si cumple
los correspondientes criterios técnicos y de rigor cien-

tífico. Al cumplir tales criterios, en el proyecto de
decreto del nuevo Catálogo de fauna amenazada de Ca-
taluña (que superó el trámite de exposición y au-
diencia pública a mediados de junio de 2010) se ha in-
cluido al lobo en la categoría de “En peligro de ex-
tinción”. La tramitación continúa y esperamos que en
breve el decreto sea publicado.

El futuro del lobo en Cataluña
Los lobos aparecieron cuando nadie los esperaba y por
el sitio más insospechado. Uno ya ha muerto aquí.
Nos gusta pensar en ese lobo muerto como en un es-
píritu viajero que había nacido en algún lugar de los Al-
pes y llegó hasta los Pirineos para quedarse. El día en
que lo recogimos, observando su cuerpo sin vida, no pu-
dimos resistirnos a reparar en sus desgastadas almo-
hadillas plantares, que tantas veces habíamos visto im-
presas en la nieve o el barro, e imaginar todos los lugares
por donde habían pisado. Si los lobos pudiesen con-
tárnoslo, seguramente aclararíamos una de las gran-
des dudas que aún nos asaltan: ¿por dónde llegan?
El lobo ha vuelto a los Pirineos catalanes un siglo
después de que mantuviera poblaciones viables y lo ha
hecho de forma espontánea, al abrigo de los cambios
sociales y económicos que han transformado el sur de
Europa. Estos lobos son la cabeza de puente de una
importante población que se extiende ya desde el sur
de Italia hasta Alemania, está conectada con los lobos
balcánicos y llega por el sureste francés hasta el Ma-
cizo Central y los Pirineos. Son pocos, están a ambos
lados de la frontera y no tienen asegurado su futuro.
Podrían desaparecer por motivos muy diversos, entre
ellos los de tipo azaroso. Pero no debemos olvidar
que son los primeros en llegar desde esa gran pobla-
ción lobera del sur de Europa. Tampoco conviene ig-
norar a la gran población ibérica que, lentamente y no
sin dificultades, también expande sus dominios. Por
supuesto, cabe la posibilidad de un reencuentro entre
ambas poblaciones.
Como está ocurriendo en otros muchos lugares de
Europa, el lobo también acabará estableciéndose y
reproduciéndose en la cadena pirenaica. No es buen
momento, pues, para girar la cabeza y mirar hacia
otro lado. Adquirimos una gran responsabilidad, ya
que el retorno del lobo debe ser compatible con las
personas que ya viven allí y pueden padecerlo. El lo-
bo trae consigo muchas cosas buenas: turismo de na-
turaleza, curiosos y observadores y nueva actividad eco-
nómica que, de hecho, ya exploran algunos munici-
pios. Pero su futuro sólo podrá entenderse si trabaja-
mos con los ganaderos codo con codo y conseguimos
una coexistencia sin problemas.
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Abstract

The aim of the present study was to determine the prevalence of Leishmania infantum infection in a wild reservoir host (Canis

lupus) throughout an endemic area for the disease (Southern Europe). For that reason, the serum and peripheral blood samples of 33

captive wolves from the European Breeding of Endangered Species Programme (EEP) were analyzed using the enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) and real-time quantitative PCR (qPCR). L. infantum was detected in three samples from Central

Portugal and Central and Northern Spain. Even though L. infantum infection in positive samples was low, surveillance of zoonotic

leishmaniosis in this population is recommended as the parasite load could be higher in other tissues due to parasite tropism and

most of the EEP institutions studied are located in endemic areas for canine leishmaniosis in Europe.
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1. Introduction

Leishmania infantum (syn. Leishmania chagasi) is

the protozoan parasite responsible for canine leishma-

niosis. Transmitted by sand flies to humans, domestic

and wild animals, L. infantum is distributed throughout

the Mediterranean basin, Middle East, Central Asia,

China and Central and South America (Gramiccia and

Gradoni, 2005). Nevertheless, climatic alterations

associated with global warming and human activities

are changing the distribution and seasonality of the

vector species, and L. infantum is now being detected in
* Corresponding author. Tel.: +34 93 5814260;

fax: +34 93 5812106.

E-mail address: nj.sastre@gmail.com (N. Sastre).

0304-4017/$ – see front matter # 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.vetpar.2008.08.008
northward areas such as North America or Central and

Northern Europe (Enserink, 2000; Lindsay et al., 2002;

Koehler et al., 2002; Capelli et al., 2004). Even though

the principal reservoir host for L. infantum is the dog

(Canis familiaris), canine leishmaniosis has been

detected in wild canids such as jackals (Canis aureus),

red foxes (Vulpes vulpes), wolves (Canis lupus) and

maned wolves (Chrysocyon brachyurus) (Baneth et al.,

1998; Criado-Fornelio et al., 2000; Mohebali et al.,

2005; Curi et al., 2006). However, no studies have

reported the prevalence of L. infantum in captive wolves

from Europe which are living in endemic areas for the

disease. In 1994, the European Breeding of Endangered

Species Programme (EEP) started a conservation

program by founding and managing captive endangered

fauna as a source for future reintroductions or

reinforcement of existing populations such as the

mailto:nj.sastre@gmail.com
http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2008.08.008
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Table 1

Detection and quantification of Leishmania infantum in European captive wolves

Sampling Wolf Leishmania qPCR ELISA

Number Localization Year Agea Sex Parasites/mL Level EU Level

L1 Lisboa (previously Lleida-Spain) 2006 14 Female 5.3ES02 Low 3 Negative

L2 Lisboa 2006 7 Male 0 Negative 1 Negative

L3 Montpellier 2006 4 Female 0 Negative 4 Negative

L4 Montpellier 2006 4 Male 0 Negative 4 Negative

L5 Montpellier 2006 3 Male 0 Negative 1 Negative

L6 Montpellier 2006 3 Female 0 Negative 3 Negative

L7 Montpellier (previously Cáceres-Spain) 2006 3 Female 0 Negative 9 Borderline

L8 Madrid 2000 8 Female 1.9ES01 Low 4 Negative

L9 Lisboa 2000 8 Male 0 Negative 8 Negative

L10 Jerez 2000 6 Male 0 Negative 1 Negative

L11 Vergel 2000 4 Male 0 Negative 6 Negative

L12 Vergel 2000 4 Male 0 Negative 3 Negative

L13 Vergel 2000 4 Male 0 Negative 4 Negative

L14 Madrid 2000 2 Female 0 Negative 0 Negative

L15 Barcelona 2000 1 Female 0 Negative 1 Negative

L16 Bizkaia 2000 1 Female 0 Negative 4 Negative

L17 Bizkaia 2000 1 Female 0 Negative 5 Negative

L18 Santillana 2000 7 Male 0 Negative 4 Negative

L19 Santillana 2000 7 Female 0 Negative 2 Negative

L20 Barcelona (previously Jerez) 2000 4 Female 1.4ES01 Low 10 Borderline

L21 Cabárceno 2006 1 Male 0 Negative 3 Negative

L22 Guadalajara 2006 2 Female 0 Negative 1 Negative

L23 Barcelona 2000 4 Female 0 Negative 7 Negative

L24 Cabárceno 2006 1 Female 0 Negative 5 Negative

L25b Madrid 2006 5 Female 0 Negative 8 Negative

L26b Madrid 2006 5 Male 0 Negative 1 Negative

L27 Madrid 2000 7 Male 0 Negative 1 Negative

L28 Madrid 2000 2 Male 0 Negative 4 Negative

L29 Bizkaia 2000 6 Female 0 Negative 1 Negative

L30b Santillana 2000 3 Female 0 Negative 4 Negative

L31b Santillana 2000 3 Male 0 Negative 0 Negative

L32b Madrid 2006 5 Female 0 Negative 2 Negative

L33 Cabárceno 2006 3 Female 0 Negative 0 Negative

Results in bold are discussed in the text. EU: ELISA units.
a Wolf ages when samples were collected.
b Wild born.
Iberian wolf (Canis lupus) (Ramı́rez et al., 2006). In

order to elucidate the status of L. infantum infection in

European EEP wolves living in endemic areas for the

disease, we have analyzed blood and serum samples

from 33 individuals. The EEP institutions studied are

localized in Spain, Portugal and Southern France where

the sero-prevalence of the parasite reaches values of

20% in domestic dogs and wolves (Jambou et al., 1986;

Nieto et al., 1992; Acedo Sánchez et al., 1996; Fisa

et al., 1999; Cardoso et al., 2004; Sobrino et al., 2008).

2. Materials and methods

Most of the European EEP wolves were born in

captivity and were from Barcelona, Madrid, Jerez,

Vergel, Bizkaia, Santillana, Cabárceno, Guadalajara
(Spain), Lisboa (Portugal) and Montpellier (France)

(Table 1). Peripheral whole blood samples were taken

by venipuncture from wolves under chemical immo-

bilization and were centrifuged 20 min at 2000 � g for

10 mL serum extraction. DNA from 0.5 mL of EDTA

blood was obtained according to Roura et al. (1999).

Blood samples from dogs, previously diagnosed as PCR

negative for L. infantum, were included in all

extractions in order to detect exogenous DNA

contamination.

The serological survey on blood serum samples was

performed by the enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) optimized in dogs and according to Riera et al.

(1999) by the ‘‘Servei de Diagnòstic Serològic de

Leishmania—Servei d’Anàlisi de Fàrmacs, Universitat

Autònoma de Barcelona (Spain)’’. The serological
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concentrations were expressed in ELISA units (EU)

related to a positive serum (used as calibrator and

arbitrarily set at 100 EU), and the following criterion

related to the infection level, was considered:

<9 EU = negative response; 9–14 EU = borderline

response; 14–80 EU = low positive response; 80–150

EU = middle positive response, >150 EU = high

positive response.

L. infantum quantification from peripheral blood

samples was performed by real-time quantitative PCR

(qPCR) as previously described (Francino et al., 2006).

Briefly, TaqMan-MGB probe and PCR primers were

designed to target the kinetoplast DNA minicircle from

L. infantum. The eukaryotic 18S RNA Pre-Developed

TaqMan Assay Reagents (Applied Biosystems, Foster

City, CA) was used as internal reference of genomic

DNA samples. A spiked sample with a known number

of parasites was used as calibrator to extrapolate the

number of parasites per each sample. The detection of

Leishmania DNA was established in seven logs, with a

correlation of 0.99 (Francino et al., 2006). The limit of

detection was 0.001 parasites per qPCR reaction.

Positive and negative controls were included in each

run. qPCR positive control was obtained from dogs

previously diagnosed with canine leishmaniosis, and

milli-Q water was used as a qPCR negative control.

3. Results and discussion

We have performed a retrospective study for

detection of L. infantum in blood samples from

European captive wolves. Three samples (9%) were

positive for L. infantum by qPCR, whereas two were

doubtful for serology (6%) (Table 1). L. infantum

infection in positive samples was low, although a higher

parasite load could be detected testing other tissues due

to parasitism tropism (Solano-Gallego et al., 2001). Due

to the divergence of the results (only one was detected

by qPCR and serology), performing the two assays in

parallel is recommended. The three positive samples

were from Central Portugal and Central and Northern

Spain, but it is unknown where the wolves became

infected as they had been exchanged between institu-

tions before the infection was discovered (Table 1). For

that reason, surveillance of zoonotic leishmaniosis in

this population is recommended to avoid the spread of

the infection and due to the fact that it is fatal for wolf if

it goes untreated (Beck et al., 2008). Furthermore, the

lifestyle of captive wolves could increase their exposure

to parasites if they spend the night outside. Zaffaroni

et al. (1999) reported higher prevalence rates of

leishmaniosis in dogs that spend the night outdoors
or living in a rural environment. A measure to prevent

the parasitaemia in captive wolves could be to keep

them indoors at night, especially during the seasonality

of L. infantum vector. Additionally, insecticide-based

preparations which include deltamethrin impregnated

collars (Gramiccia and Gradoni, 2005) could be

applied.

Our results support previous studies that detected L.

infantum infection using invasive samples from wolves

throughout an endemic area such as Southern Europe

(Macri et al., 1997; Beck et al., 2008; Sobrino et al.,

2008). Nevertheless, the challenge for conservation

programs is to evaluate the disease trends without

harming the wild species. In fact, the first record of L.

infantum infection in a wolf around Ahar city (Iran) was

not possible without shooting the individual (Mohebali

et al., 2005). For that reason, new studies should focus

on the detection of L. infantum using non-invasive

samples from canids such as faeces. In this way,

surveillance and control of zoonotic leishmaniosis in

remote endemic areas may be achieved without

disturbing free ranging wild animals.

Therefore, determining L. infantum infection in

captive wolves is necessary to protect them and thus

conserving this valuable wolf population.
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Spain. Prev. Vet. Med. 13, 173–178.
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4 DISCUSIÓN  

A pesar de que el lobo gris (C. lupus) está catalogado como Especie Vulnerable según la 

Lista Roja de la IUCN (2009) existen grandes diferencias en el estado de conservación 

de las distintas poblaciones: mientras algunas están al borde de la extinción, otras nunca 

han estado amenazadas. Estas diferencias poblacionales hacen del lobo una especie 

modelo en estudios de genética de la conservación porque permite comparar los efectos 

de la variabilidad genética en función de la viabilidad poblacional a corto, medio y largo 

plazo. En este trabajo comparamos genéticamente tres poblaciones de lobo gris 

claramente diferenciadas:  

(1) Una población de lobos no amenazada, grande y no aislada de la Federación Rusa 

que ha sufrido fuertes fluctuaciones poblacionales durante el siglo XX. 

(2) Una población del Noroeste de la Península Ibérica, pequeña, aislada y que ha 

estado amenazada como consecuencia de un fuerte declive demográfico en los años 70, 

pero que actualmente se encuentra en expansión. 

(3) Una pre-población del Noreste de la Península Ibérica que ha recolonizado 

recientemente un territorio (Cataluña) donde la especie llevaba décadas desaparecida. 

Todas las muestras para caracterizar esta población fueron del tipo no invasivo. 

Además, realizamos un estudio para comprobar la prevalencia de infección por 

Leishmania infantum en lobos ibéricos cautivos que habitan en zonas endémicas para la 

leishmaniosis canina. El uso de animales cautivos también tiene como objetivo 

optimizar la técnica para aplicarla posteriormente en poblaciones salvajes de lobo. 

 

4.1 MONITORIZACIÓN GENÉTICA DE TRES POBLACIONES DE LOBO 

GRIS 

 
4.1.1 Caracterización genética 

Las tres poblaciones de lobo gris fueron caracterizadas genéticamente mediante 

marcadores de herencia materna (mtDNA), marcadores nucleares (microsatélites) y por 

primera vez, mediante marcadores de herencia paterna (cromosoma Y) (Figura 4.1). 

 

 

 



   
Discusión 

 

  82 

a) • lobo ruso, • lobo ibérico, • lobo itálico y • perro (34 razas). 

b) • lobo ruso, • lobo ibérico, • lobo itálico y • perro (34 razas). 

Figura 4.1 Median-Joining Network de los haplotipos (a) del cromosoma Y y (b) de mtDNA en distintas 
poblaciones de lobo gris. El tamaño de los círculos es proporcional a la frecuencia haplotípica y el tamaño 
de las ramas es proporcional a la diferencia del número de nucleótidos. 
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En la población rusa encontramos el mayor número de haplotipos tanto para el 

cromosoma Y (10 haplotipos) como para el mtDNA (6 haplotipos), siendo la 

variabilidad haplotípica en ambos casos elevada y comparable al de otras poblaciones 

del Este de Europa (Sundqvist y col. 2001; Pilot y col. 2006).  

En la población ibérica encontramos 4 haplotipos para el cromosoma Y (que son el 

doble de los hallados por Sundqvist y col. (2001) en la población escandinava) y 3 de 

los 4 haplotipos de mtDNA descritos en la Península Ibérica por Vilà y col. (1999). El 

haplotipo ibérico lu3 no ha sido hallado en nuestras muestras probablemente por su baja 

presencia dentro de la población (únicamente ha sido descrito por Vilà y col. (1999) en 

un individuo de Portugal).  

En el caso de la pre-población de Cataluña fue la que presentó menor diversidad 

haplotípica con 2 haplotipos para el cromosoma Y, y para el mtDNA, un único 

haplotipo (W4) exclusivo de la Península Itálica (Vilà y col. 1997). Luego, teniendo en 

cuenta que el lobo se extinguió en Cataluña en el año 1935 (Manent 2004), nuestros 

resultados ratifican la presencia del lobo de origen italiano en territorio catalán desde el 

año 2000.  

Es decir, actualmente en la Península Ibérica existen dos poblaciones diferenciadas y no 

conectadas (por el momento) de lobo gris: el lobo ibérico y el lobo itálico. Durante el 

siglo pasado, las poblaciones de lobo de la Península Ibérica e Itálica fueron perseguidas 

por el hombre hasta casi provocar su exterminio. Ambas poblaciones quedaron aisladas 

geográficamente y sufrieron durante décadas falta de migración y fuerte deriva genética 

(Lucchini y col. 2004; Ramírez y col. 2006). La diferencia del tamaño poblacional 

después del cuello de botella de los años 70, donde NItalia ≈ 100 individuos (Valière y 

col. 2003) y NEspaña ≈ 700 (Grande del Brío 1984) explicaría por qué en la población 

itálica sólo se fijó 1 haplotipo de mtDNA y 2 del cromosoma Y versus los 4 y 4 

respectivamente de la población ibérica. 

 

En cuanto a la variabilidad genética autosómica, en la población rusa fue elevada y 

comparable a la descrita por otros autores en poblaciones no aisladas y de gran tamaño 

de Asia y Norteamérica (Tabla 4.1). De la misma manera, la variabilidad en la 

población ibérica resultó ser muy parecida a la descrita por otros autores en las 

poblaciones aisladas de España, Italia y Escandinavia (Tabla 4.1).  
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Tabla 4.1. Resultados de la variabilidad genética de diferentes poblaciones de lobo gris mediante el uso 
de marcadores moleculares de tipo microsatélite.  
 

Población M N A HO HE FIS Referencia 

Arabia Saudí 18 7 2,4 0,48 0,42 -0,14 Lucchini y col. 2004 

Canadá 14 67 6,64 0,62 0,68 - Musiani y col. 2007 

Canadá-Islas Costeras 14 36 4,19 - 0,61 0,18 Carmichael y col. 2008 

Croacia 18 24 5,4 0,63 0,69 0,09* Lucchini y col. 2004 

Escandinavia 29 13 3,1 - 0,52 - Ellegren 1999 

Escandinavia 15 9 3,1 0,45 0,52 - Flagstad y col. 2003 

España 18 32 4,7 0,50 0,60 0,17* Lucchini y col. 2004 

España 13 17 4,7 0,53 0,65 - Ramírez y col. 2006 

España – Noroeste 12 47 5,5 0,53 0,65 0,18* Presente estudio 

España – (Cataluña) 9 13 3,7 0,73 0,56 -0,32* Presente estudio 

Federación Rusa 12 47 8,9 0,66 0,78 0,15* Presente estudio 

Federación Rusa 10 14 4,7 0,63 0,64 0,05 Aspi y col. 2009 

Finlandia 18 13 5,5 0,69 0,73 0,06 Lucchini y col. 2004 

Finlandia 10 48 5,4 0,68 0,69 0,03 Aspi y col. 2006 

Grecia y Bulgaria 18 39 6,8 0,69 0,73 0,06* Lucchini y col. 2004 

Italia 18 103 4,4 0,44 0,49 0,10* Lucchini y col. 2004 

Italia 20 220 11,7 0,46 0,52 0,13 Verardi y col. 2006 

Italia  - Alpes 12 141 3,5 0,57 0,56 -0,03 Fabbri y col. 2007 

Norte América 26 58 7,0 0,69 0,72 - Kobmüller y col. 2009 

Norte América 26 550 7,0-10,3 0,64-0,72 - < 0,03 vonHoldt y col. 2010a 

República de Karelia 10 29 5,7 0,66 0,71 0,09* Aspi y col. 2009 

República de Latvia 18 38 6,8 0,71 0,73 0,03 Lucchini y col. 2004 

Turquía e Israel 18 7 3,7 0,66 0,67 0,00 Lucchini y col. 2004 

 
M: Número de marcadores; N: número de muestras; A: Número de Alelos; HO: Heterocigosidad 
observada; HE: Heterocigosidad esperada; FIS: coeficiente de endogamia. * P < 0.05 
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No obstante, la comparación entre estudios que no han usado la misma metodología es 

meramente orientativa. Por este motivo, en este estudio usamos el mismo número de 

marcadores, una amplia zona de muestreo e incluso el mismo número de muestras para 

comparar las poblaciones rusa e ibérica. En ambos casos observamos (como en la 

mayoría de los estudios) un déficit de heterocigotos no significativo (HO < HE), una FIS 

positiva que no es significativamente diferente entre poblaciones (W test, P > 0.05) y 

una diversidad genética significativamente mayor en la población rusa (A, Rs, HE; W 

tests, P < 0.05 en todos los casos) porque se trata de una gran población no aislada. 

En el caso de las muestras recogidas en los Pirineos y Pre-Pirineos Catalanes 

observamos una alta variabilidad genética con exceso de heterocigotos (HO > HE). Esto 

puede ser debido a que los lobos de Cataluña no forman una población panmíctica: hay 

carencia de hembras, de unidades reproductoras independientes y/o presencia de 

individuos que no pertenecen a la misma población. Es decir, los individuos llegados a 

Cataluña tienen un origen itálico (haplotipo W4) pero no constituyen una verdadera 

población, siendo el valor de su variabilidad genética no representativo.  

 

4.1.2 Estimaciones demográficas 

Se ha estimado mediante el censo demográfico que la población de lobos de la 

Península Ibérica es N ≈ 2.000 individuos (Álvares y col. 2005). Si asumimos que el 

tamaño efectivo de la población es Ne/N ≈ 0,11 (Frankham y col. 2002), entonces Ne ≈ 

220 individuos. Este valor es superior a los valores que hemos estimado usando dos 

programas que se basan en las frecuencias genotípicas de los marcadores microsatélites, 

y que son NEESTIMATOR (Peel y col. 2004) donde Ne = 54 y LDNe  (Waples 2006), 

donde Ne = 43. Tres causas pueden explicar la incongruencia de los resultados en 

función de si el censo tiene una base ecológica o genética: (1) Las muestras analizadas 

no representan toda la población; (2) una sobreestimación del censo demográfico de la 

población actual (que puede ocurrir si se cuentan individuos jóvenes (Vilà 2010)) y/o 

(3) los efectos del cuello de botella fueron más drásticos de lo que inicialmente se 

pensó. La primera causa es poco probable porque nuestro muestreo abarca 

prácticamente toda el área de distribución del lobo gris de la Península Ibérica. Además, 

no hemos detectado fragmentación dentro de la población analizada (Figura 4.2 y 4.3). 

La segunda causa no se puede descartar porque el último censo demográfico a nivel 

estatal fue realizado entre 1987 y 1988 por Blanco y col. (1990). Entonces se estimó que
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 la población ibérica en otoño constaba de unos 2.000 individuos. Posteriormente, en 

2005, se comunica mediante un resumen en un congreso internacional (Alváres y col. 

2005) que la población Ibérica de lobos en España y Portugal consta de unos 2.000 

individuos. Es decir, no hay ningún estudio reciente que determine el número de lobos 

en la Península Ibérica y por este motivo la población actual de lobos bien podría estar 

sobreestimada. Sea cual sea la causa, lo cierto es que nuestros resultados indican que la 

población ibérica actual puede ser tratada como una Unidad de Manejo Independiente 

(MU, Moritz 1994). 

En el caso de la población rusa, el tamaño efectivo de la población usando 

NEESTIMATOR y LDNe fue Ne = 313 y Ne = 138, respectivamente. Estos valores se 

aproximan al censo oficial para las regiones muestreadas (Kaluzshkaya, Smolenskaya, 

Vologodskaya y Tverskaya) donde en promedio Ne = 203 (Borisov y col. 1992; 

Lomanov y col. 1995; 2000). Asimismo, tampoco detectamos fragmentación dentro de 

la población (Figura 4.2 y 4.3). Por lo tanto, nuestra población puede ser tratada como 

una MU. Sin embargo, siendo el número total de lobos en Rusia N ≥ 40.000 y teniendo 

en cuenta que nuestra población no está aislada esperaríamos un valor mayor de Ne. 

Luego es probable que haya más de una MU en territorio ruso como también lo indica el 

hecho de que en la Federación Rusa co-habitan más de una subespecie de Canis lupus 

(ver Tabla 1.1). En el futuro sería recomendable realizar el estudio genético con 

muestras que abarcaran más territorio para establecer el número de MUs y de este modo 

aplicar planes de conservación de acuerdo con las poblaciones locales y no globales de 

la Federación Rusa. 

En el caso de la pre-población catalana, los marcadores nucleares sirvieron para 

identificar a los individuos y así establecer el número mínimo de individuos en territorio 

catalán desde el año 2000, esto es, N = 13 individuos. Además fue posible determinar 

otro parámetro esencial cuando no hay captura: la ratio sexual. Los trece individuos 

fueron sexados mediante dos marcadores ligados al cromosoma Y y X (este último 

como control positivo). El resultado fue la identificación de 12 machos y 1 hembra. Este 

patrón se corresponde con el de otras pre-poblaciones en fase de colonización (e.g. 

Suiza, Luca Fumagalli, comunicación personal). Debido al bajo número de individuos y 

a la escasez de hembras, esta pre-población no puede ser tratada como estable y viable a 

corto plazo y por lo tanto se recomienda continuar con las medidas de protección para 

favorecer su asentamiento y futura expansión territorial. 
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 4.1.3 Fragmentación 

Los estadísticos de Wright fueron utilizados para analizar la estructura de las 

poblaciones. La diferenciación genética entre las dos poblaciones ibérica y rusa fue 

significativa (FST = 0,131; P < 0,05), siendo éste un valor esperado dada la separación 

geográfica e histórica de las dos poblaciones. No se han incluido las muestras de 

Cataluña en la comparación por no ser una verdadera población. El coeficiente de 

endogamia de las poblaciones rusa (FIS = 0,147) e ibérica (FIS = 0,177) fue 

significativamente positivo y moderado. Estos  valores son superiores a los descritos en 

poblaciones de lobo gris no aisladas de EEUU o Asia y comparables al de otras 

poblaciones aisladas de Italia o Escandinavia (Tabla 4.1). El valor moderado de FIS 

indica por lo tanto un cierto apareamiento preferencial dentro de las poblaciones como 

causa de un aislamiento geográfico (en el caso de la población ibérica) o barreras 

geográficas y/o ecológicas que impedirían el flujo genético entre poblaciones (en el caso 

de la población rusa). 

Para estudiar la estructura entre y dentro de las poblaciones realizamos un análisis 

factorial de correspondencia (FCA). En el análisis fue incorporado un grupo formado 

por N = 62 perros pertenecientes a 48 razas y una población itálica de referencia (N = 

15). En la Figura 4.2 se observa que no hay solapamiento entre perros y lobos, y más 

concretamente, entre lobos ibéricos e itálicos. La “pre-población catalana” se agrupa 

con la población italiana de referencia y por lo tanto, se confirma de nuevo el origen 

italiano del lobo presente en Cataluña mediante el uso de marcadores autosómicos. La 

baja variabilidad explicada en los ejes (Figura 4.2) descarta la fragmentación dentro de 

las poblaciones. 

 



   
 

   

 
 
Figura 4.2 FCA usando 9 microsatélites para tres poblaciones de lobo gris. La proporción de la variación total explicada está indicada en los ejes. En esta figura se 
observa la no solapación entre perros y lobos y entre lobos itálicos e ibéricos, esto último como resultado de su aislamiento geográfico.  
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4.1.4 Hibridación 

La población ibérica es y ha sido durante casi un siglo una población aislada del resto de 

Europa del mismo modo que lo ha sido la población itálica de lobos. La fragmentación 

del paisaje debido principalmente a la construcción de infraestructuras (autopistas, 

carreteras, vías de ferrocarril….) ha potenciado dicho aislamiento. Sin embargo, el 

éxodo rural hacia las grandes ciudades y el abandono de campos de cultivo y carreteras 

ha permitido que el lobo ibérico se extienda desde el extremo Noroeste de la Península 

Ibérica hasta el País Vasco (Echegaray y Vilà 2009). Es decir, al lobo ibérico tan sólo le 

faltan unos cientos de kilómetros para alcanzar los Pirineos Catalanes, donde se 

encuentra el lobo de origen itálico. Si las condiciones abióticas se mantienen y las leyes 

que protegen al cánido no cambian, podría ocurrir que de forma natural las dos 

subespecies aisladas de Europa Occidental se encontraran y se cruzaran (outbreeding), 

favoreciendo así el aumento de la variabilidad genética de las dos poblaciones 

(Frankham 2005). Sin embargo, hay autores que no son favorables al outbreeding para 

disminuir la tasa de inbreeding porque puede perderse la condición genética que 

caracteriza a una población (Frankham 2010). Sea como sea, el tiempo y el control de 

las dos poblaciones permitirán determinar si se cruzan entre ellas. En nuestro estudio, el 

hecho de haber caracterizado las tres poblaciones con los mismos marcadores nos 

permite estudiar casos de introgresión genética, especialmente entre el lobo itálico y el 

lobo ibérico. 

Para estudiar la hibridación dentro de las poblaciones utilizamos el programa de 

inferencia bayesiana STRUCTURE (Falush y col. 2007). Como la hibridación en lobos 

también puede estar causada por la introgresión genética del perro incorporamos en el 

análisis el grupo de N = 62 perros pertenecientes a 48 razas y la población italiana de 

referencia (N = 15) al ser el origen de la pre-población catalana. Para cada individuo, el 

programa estima la proporción de ancestro de cada uno de los grupos o clusters (K) 

(Figura 4.3). También permite asignar a priori cada muestra a una población. Sólo en el 

caso de las muestras catalanas no hubo previa asignación a una población. Cuando 

agrupamos todos los individuos en tres grupos (K = 3), los perros y los lobos ibéricos se 

agrupan en dos clusters diferentes al resto. En K = 4, se diferencian las tres poblaciones 

de lobo, donde los lobos en Cataluña quedan incluidos en la población itálica de 

referencia. En K = 5 no se observa ningún  cluster nuevo. Por lo tanto, las tres 

poblaciones quedarían diferenciadas en K = 4 y con probabilidades de asignación, 
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excepto para algunos casos, superior a P ≥ 0,90. Solamente una muestra de lobo ibérico 

mostró introgresión genética por parte del perro. Sin embargo, este resultado no es 

significativo porque no hubo introgresión genética cuando se analizó por separado la 

población ibérica y la de perros (resultados no mostrados). En el resto de los casos, la 

introgresión genética se produce a partir de otras poblaciones de lobo pero no se observa 

ningún híbrido entre el lobo ibérico y el lobo itálico ni tampoco introgresión genética 

del perro en los lobos distribuidos por Cataluña, que tienen mayor riesgo de hibridación 

al ser su  número poblacional muy bajo. 
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Figura 4.3 Método Bayesiano de agrupamiento para el lobo itálico, ibérico y ruso y el perro. La 
asignación individual se realizó para K = 3, K = 4 y K = 5 grupos o clusters. Cada individuo está 
representado en forma de barra vertical seccionada en K segmentos coloreados cuya longitud es 
proporcional a la probabilidad de pertenecer a K cluster.   
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Para completar el estudio también caracterizamos las poblaciones usando marcadores 

del cromosoma Y que son complementarios y no substitutivos de los marcadores 

autosómicos porque sólo informan de los machos (herencia paterna), y al ser 

unialélicos, a igualdad de marcadores, informan menos que los autosómicos (dialélicos). 

En estudios de hibridación, los alelos más útiles son aquellos no compartidos y únicos 

de la población porque permiten asignar de forma directa el origen de una muestra. Los 

alelos que se muestran en negrita en la Tabla 4.2 son alelos únicos en función de la 

población, siendo el alelo 210 del microsatélite MS41B característico de la población 

italiana. Los lobos de origen itálico (Italia, Francia y Cataluña) a su vez presentan 2 

haplotipos que se diferencian únicamente por una repetición de dos pares de bases. Cabe 

destacar que el haplotipo YITW02 sólo se ha observado en lobos distribuidos en 

territorio catalán. Esta diferenciación podría estar causada probablemente porque las 

muestras de referencia analizadas (N = 7; Italia) no representan la totalidad de la 

variabilidad haplotípica de la población itálica y por este motivo sólo se ha detectado en 

Cataluña. Sería conveniente ampliar el área de muestreo incluyendo muestras de Italia, 

Suiza, Alemania y Francia para corroborar este hecho. En la Tabla 4.2 también se 

observa que los lobos con mayor exclusividad alélica son de origen ruso, y que el único 

haplotipo del cromosoma Y compartido entre perros y lobos lo presentan los lobos 

rusos. Este hecho también fue observado por Vilà y col. (1997) con el mtDNA; los 

lobos de Rusia y Rumania fueron los únicos que compartían un haplotipo con el perro 

(W6). 
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En negrita, alelos exclusivos de la población; *, Haplotipo compartido perro/lobo ruso 
YD05: Dogo Burdeos; Siberian Husky 
YD06: Bobtail; Irish Wolfhound; Carlino; Dogo Alemán; Fila Brasileiro; Galgo; Schnauzer Gigante; San 
Bernardo; Pastor Belga Groenendael; Pastor Malinois; Pastor Tervueren 
YD07: Terranova 
YD08: Caniche; Pastor Alemán; Rottweiler; West Highland White Terrier; Yorkshire Terrier 
YD09: Lhasa Apso; Shar-Pei 
 

Tabla 4.2 Haplotipos del cromosoma Y hallados en lobos de origen ruso (Canis lupus lupus), ibérico 
(Canis lupus signatus) e itálico (Canis lupus italicus), y en perros (Canis familiaris) usando 5 
microsatélites. Los alelos están representados en función de su tamaño. 
 

Haplotipo/Raza MS34A MS34B MS41A MS41B 990 Frecuencia 
(%) 

Canis lupus lupus (N=27)           
YRW01 181 179 207 222 126 4 
YRW02 175 179 207 228 126 18 
YRW03 173 183 207 216 130 11 
YRW04 181 177 207 218 124 4 
YRW05 181 179 209 222 126 7 
YRW06 177 179 209 224 126 7 
YRW07 179 177 207 216 124 19 
YRW08 179 177 207 218 124 15 
YRW09*  179 177 207 220 124 11 
YRW10 173 181 207 214 130 4 

Canis lupus signatus (N=26)           
YIW01 175 177 207 224 124 19 
YIW02 177 179 207 222 126 50 
YIW03 177 179 207 226 126 23 
YIW04 175 177 207 226 124 8 

Canis lupus italicus (N=11)           
YITW01 (Italia; N=7+Francia; N=2) 179 177 209 210 124 100 
YITW02 (Cataluña; N=2) 179 179 209 210 124 100 

Canis familiaris (N=34 razas)      
YD01 Briard 175 177 207 214 126 3 
YD02 Chow-Chow 175 177 207 218 126 3 
YD03 Gran Perro Japonés 175 177 207 220 126 3 
YD04 American Staffordshire Terrier 175 177 207 224 126 3 
YD05 Bullmastiff 175 179 207 216 124 9 
YD06 Mastín del Pirineo 175 179 207 218 124 35 
YD07 Golden Retrieve 175 179 207 220 124 6 
YD08 Beagle 175 179 207 222 124 17 
YD09* Boxer 179 177 207 220 124 9 
YD10 Alaskan Malamute 175 179 207 226 124 3 
YD11 Cocker Spaniel Americano 177 179 207 222 124 3 
YD12 Bulldog 181 175 207 228 124 3 
YD13 Basset Hound 175 179 207 224 124 3 
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4.1.5 Cuellos de botella 

Las poblaciones de lobos no aisladas y de gran tamaño poblacional no están exentas de 

sufrir fuertes fluctuaciones demográficas (ver Figura 1.4) que pueden afectar a su 

variabilidad genética. Los efectos genéticos de un cuello de botella en una población no 

aislada son menos drásticos que en una población aislada porque el flujo genético entre 

poblaciones es mayor y el efecto de deriva genética menor. Sin embargo, su detección 

es más difícil precisamente porque la migración y/o mutación pueden borrar sus efectos 

en pocas generaciones (Keller y col. 2001; Busch y col. 2007). 

Como no existían estudios previos que detectaran y cuantificaran los efectos de un 

cuello de botella en grandes poblaciones de lobo como la rusa, ni tampoco en la 

población ibérica de lobos, realizamos el estudio que se detalla en el apartado 3.1. 

Mediante secuencias de mtDNA y marcadores microsatélites detectamos la existencia 

del cuello de botella en ambas poblaciones, es decir, independientemente del grado de 

aislamiento y de la tasa de crecimiento de las poblaciones de lobo (e.g. la población 

ibérica ha duplicado, incluso triplicado su tamaño en 30 años).  

En el caso de la pre-población catalana no pudimos realizar el estudio porque no 

constituyen una verdadera población. No obstante, la situación del lobo italiano ha sido 

ampliamente estudiada por otros autores (Lucchini y col. 2002; Valière y col. 2003;  

Fabbri y col. 2007; Randi 2008; Marucco y col. 2009; Cubaynes y col. 2010). Como ya 

hemos mencionado, la población itálica sufrió un severo cuello de botella en los años 70 

y quedó reducida a N ≈ 100 individuos. A partir de entonces, la población aumentó de 

tamaño y se expandió recolonizando el Sur de Francia, Suiza y Alemania. Esto ha 

permitido que a principios del 2000, el lobo de origen italiano llegue a los Pirineos y 

Pre-Pirineos Catalanes procedente de Francia. 

Los tests neutralistas que usamos para detectar expansiones o declives poblacionales en 

función de los cambios mutacionales acumulados en las secuencias de DNA 

mitocondrial fueron: R2, Fu y Li’s F*, Tajima’s D, Fu’s Fs y MAE. En el caso de la 

población ibérica de lobos, los 333 pb analizados fueron suficientes para detectar por 

primera vez los efectos del cuello de botella en la población. De los tests utilizados, tan 

sólo uno (MAE) no fue significativo probablemente porque es el estadístico menos 

robusto (Ramos-Onsins y Rozas 2002). El resto de estadísticos probaron la existencia de 

un declive poblacional al ser significativos y de valor positivo. En cambio, ninguna 

prueba fue significativa en la población rusa de lobos. Esto puede ser debido a que el 
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tamaño de la secuencia de mtDNA (333 pb) no es suficiente para detectar declives 

demográficos en poblaciones grandes no aisladas.  

En contraste, los marcadores biparentales (microsatélites) mostraron los efectos 

genéticos del cuello de botella en ambas pobaciones. Los test usados fueron M-ratio, 

Exceso de heterocigotos y Mode-shift. El test M-ratio que se basa en las frecuencias del 

tamaño de los alelos para encontrar la pérdida alélica de la población detectó el cuello 

de botella en ambas poblaciones, es decir, independientemente del grado de aislamiento. 

Las dos pruebas restantes fueron significativas pero no en ambas poblaciones: El exceso 

de heterocigotos fue detectado en la población rusa mientras que la pérdida de alelos 

raros (Mode-shift) fue detectado en la población ibérica. 

Las poblaciones que han sufrido un cuello de botella suelen tener un exceso de 

heterocigotos porque la diversidad alélica se reduce con rapidez (Cornuet y Luikart 

1996). El programa BOTTLENECK (Cornuet y Luikart 1996) permite detectar dicho 

exceso. Contrariamente a lo esperado, en la población aislada ibérica no hubo 

significación pero sí la hubo en la población no aislada rusa. Existen varias razones que 

explican la falta de significación del test en la población ibérica: presencia de alelos 

nulos, endogamia, subestructuración poblacional (efecto Wahlund), bajo poder 

estadístico o que el cuello de botella es demasiado reciente.  

La presencia de alelos nulos no parece explicar la falta de significación del test porque 

obtuvimos el mismo resultado después de excluir del análisis dos marcadores que no 

estaban en HWE en la población. El efecto de la endogamia tampoco parece ser la 

explicación porque los altos valores de FIS en ambas poblaciones (0.147 and 0.177) no 

fueron significativamente diferentes entre poblaciones (W test, P > 0.05) pero el test sí 

fue significativo en la población rusa. La fragmentación tampoco parece ser el motivo si 

tenemos en cuenta que el área de muestreo de las muestras ibéricas (≈139.723 Km2) fue 

menor que el de las muestras rusas (≈308.281 km2). De la misma manera, la falta de 

poder estadístico del test no parece ser la causa debido a que el número de muestras y 

marcadores utilizados fueron los mismos en ambas poblaciones y están dentro de los 

parámetros recomendados por Luikart y col. (1998) para alcanzar alto poder estadístico 

del test (entre 15-40 individuos y 10-15 microsatélites). Sin embargo, es posible que el 

menor número de alelos hallados en la población ibérica (ver tabla 4.1) haya reducido el 

poder estadístico del test para detectar un exceso de heterocigotos, o más 

probablemente, que el cuello de botella ocurriera hace menos de [0,25 veces x 2Ne] 
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generaciones - esto es aproximadamente 85 años, donde Ne = 50 individuos y 1 

generación = 3,4 años -  y por este motivo el test no es significativo en esta población 

(Cornuet y Luikart 1996). Esto último concuerda con los datos demográficos que sitúan 

el cuello de botella de la población ibérica entorno a los años 70 (Grande del Brío 

1984). 

Después de un fuerte declive demográfico también se espera que la pérdida alélica 

afecte más a los alelos raros o poco frecuentes de la población ya que tienen mayor 

probabilidad de perderse. La prueba Mode-Shift incorporada en el programa 

BOTTLENECK detectó la pérdida alélica en la población ibérica porque se trata de un 

cuello de botella de pocas docenas de generaciones (Luikart y col. 1998), pero no en la 

rusa, probablemente debido al potencial migratorio de las poblaciones no aisladas que 

permite la incorporación rápida de alelos poco frecuentes en la población de origen y/o 

que el cuello de botella no es reciente.  

Por lo tanto, se recomienda el uso de diferentes aproximaciones y marcadores 

moleculares para detectar cuellos de botella porque los resultados varían en función de 

las características de cada población.  

 

4.1.6 Eficacia de los marcadores moleculares en muestras no invasivas 

En las muestras no invasivas, donde el DNA es de baja calidad y cantidad, la 

secuenciación de mtDNA fue muy útil porque su gran número de copias por célula y los 

pequeños fragmentos secuenciados nos permitieron identificar el 98% de las muestras 

analizadas. En este estudio usamos dos tipos de secuencias localizadas en la región 

control del DNA mitocondrial. La primera es una secuencia de 333 pb que permite la 

diferenciación entre perro y lobo e incluso en algunos casos, subespecies de lobo (Vilà y 

col. 1997). Esta secuencia y el uso de muestras no invasivas fueron fundamentales para 

monitorizar genéticamente al lobo en Cataluña sin necesidad de capturarlo. Además, 

hay otra ventaja administrativa de poder discernir genéticamente entre heces de 

perro/lobo: si el rastro está cerca del cadáver de un animal doméstico tendremos un 

indicio del causante del ataque que por sistema suele ser atribuido al lobo (hecho que 

conlleva el pago correspondiente por parte de la Administración).  

En el caso de no obtener la primera secuencia, realizamos la secuenciación de un 

segundo fragmento de menor tamaño y más conservado que posibilita la identificación 

de una gran variedad de mamíferos, entre ellos, el zorro (Protocolo desarrollado por el 
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SVGM). De esta forma también descartamos que la primera secuencia falle por la baja 

calidad/cantidad de DNA extraído. 

En cuanto a la determinación del sexo a partir de muestras no invasivas de lobo, 

siguiendo nuestra metodología (ver apartado 3.2) obtuvimos un 90% de éxito, un buen 

porcentaje si se compara con otros estudios que se sitúan entorno al 64% y 88% en el 

caso del lobo (Lucchini y col. 2002; Scandura 2005; Seddon 2005), entre el 20% y 79% 

en el caso de las nutrias (Dallas y col. 2003; Mucci y Randi, 2007) y menos del 50% en 

el caso de los coyotes (Kohn y col. 1999) y tigres (Sugimoto y col. 2006). 

Por último, para la identificación individual usamos marcadores moleculares de tipo 

microsatélite. Los estudios con muestras no invasivas tienen un mayor coste económico 

en comparación con los que usan muestras invasivas (sangre, tejido) porque el número 

de réplicas por muestra como mínimo se cuadriplica. El DNA de las muestras no 

invasivas suele estar muy degradado provocando un incremento de los errores de 

genotipado (Taberlet y col. 1996). Luego es recomendable realizar mínimo 4 réplicas 

(Figura 4.4) para detectar los dropouts (o la no amplificación de uno de los marcadores) 

y/o la presencia de falsos alelos (la amplificación de una banda que no corresponde a un 

alelo real del marcador) (Beja-Pereira y col. 2009). Para estudiar la pre-población 

catalana descartamos 4 marcadores poco polimórficos (no informativos) y de gran 

tamaño (mayor riesgo de no amplificación) de la batería de 13 microsatélites posibles 

(Altet y col. 2001; Ramírez y col. 2006). De esta manera conseguimos un 52% de éxito 

en la identificación de los lobos llegados a Cataluña, que es un resultado comparable al 

de otros estudios que usaron muestras no invasivas de lobo, oso y coyote (Kohn y col. 

1999; Lucchini y col. 2002; Smith y col. 2006; Bellemain y col. 2007). 

La gran desventaja de utilizar marcadores microsatélites es la imposibilidad de 

comparar resultados entre laboratorios si no se estandarizan previamente las medidas 

alélicas (Morin y col. 2004). Por este motivo, en el año 2008 unificamos los protocolos 

para el seguimiento del lobo entre laboratorios genéticos de distintos países, esto es, la 

utilización del mismo juego de marcadores y la secuenciación de los microsatélites más 

representativos de la población para su estandarización. El objetivo de la colaboración 

entre laboratorios es la posibilidad de identificar cualquier lobo sea cual sea su área de 

distribución. Este sistema de identificación individual usando microsatélites está 

reconocido a nivel europeo y por la ISAG (International Society of Animal Genetics) y 
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en definitiva permite controlar la población de lobos sin telemetría y sin captura en por 

ahora, cuatro países distintos como son España, Francia, Italia y Suiza. 

 

 

 
 

 
Figura 4.4 Técnica de sexado repetida 4 veces para la misma muestra. En la réplica 3 se muestra un 
dropout (el marcador del cromosoma Y no amplifica) produciéndose un error en el sexado y asignando un 
individuo como hembra cuando es un macho como indican las réplicas 1, 2 y 4. 
 

 
 

Otro sistema para identificar individuos es usando SNPs (Millar y col. 2008; Morin y 

Mccarthy 2007; vonHoldt y col. 2010b), menos polimórficos que los microsatélites pero 

que permiten la comparación directa de resultados entre laboratorios que hayan 

utilizado el mismo juego de marcadores. La mayoría de estos trabajos parten de 

muestras invasivas porque trabajan con chips que necesitan DNA de alta calidad. El 

gran reto por lo tanto sería desarrollar sistemas de genotipado de SNPs robustos que 

permitiesen el análisis de muestras no invasivas de baja calidad de DNA (e.g. heces o 

pelos caídos en trampas). Entre las ventajas de esta nueva técnica destacaríamos la 

comparación directa de los resultados entre laboratorios, la posibilidad de establecer 

relaciones filogenéticas y la rapidez para obtener resultados porque se reduce el error de 
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genotipado asociado a los microsatélites y por lo tanto el número de réplicas por 

muestra.  

 

4.2 CONTROL PARASITOLÓGICO DE UNA POBLACIÓN 

Leishmania infantum es un protozoo transmitido por los mosquitos de los géneros 

Phlebotomus y Lutzomyia y causante de la enfermedad leishmaniosis endémica en toda 

la franja mediterránea (Gramiccia y Gradoni 2005). Las muertes por leishmaniosis en 

humanos son poco frecuentes contrariamente a lo que ocurre en perros, que además de 

actuar como reservorio para el parásito, mueren si no se detecta y se trata la 

enfermedad. En lobos, fue Mohebali y col. (2005) quien detectó el primer caso en Ahar 

(Irán) donde un animal fue abatido y posteriormente diagnosticado de leishmaniosis. Sin 

embargo, no se ha evidenciado la presencia del parásito en el lobo ibérico y es por este 

motivo que realizamos un estudio (ver apartado 3.4) en lobos cautivos que habitan en 

parques zoológicos localizados en España, Portugal y el Sur de Francia, donde la tasa 

media de infección en perro es del 20% (Jambou y col. 1986; Nieto y col. 1992; Acedo 

Sánchez y col. 1996; Fisa y col. 1999; Cardoso y col. 2004, Sobrino y col. 2008). En 

nuestro estudio encontramos una prevalencia de infección en sangre periférica del 9% (3 

de 33 muestras dieron positivas para L. infantum).  

La detección del parásito se realizó usando dos técnicas independientes y 

complementarias, la técnica por inmunoabsorbancia o ELISA y la PCR cuantitativa en 

tiempo real (qPCR). La técnica de ELISA detecta anticuerpos específicos en el suero del 

cánido ante la presencia del parásito (Riera y col. 1999). La PCR en tiempo real 

cuantifica la presencia del parásito por mililitro de sangre (Francino y col. 2006). 

Aunque el parásito se localiza principalmente en la médula ósea o en el torrente 

sanguíneo, no se descarta que pueda localizarse en otros tejidos debido al tropismo 

parasitario (Solano-Gallego y col. 2001).  

Actualmente no existe una vacuna para la enfermedad pero se puede tratar y prevenir 

mediante el uso de collares anti-parasitarios o evitando la exposición nocturna al aire 

libre del lobo cautivo durante la época más prolífera del mosquito, esto es, entre los 

meses de abril y mayo. Es decir, los estudios parasitológicos en poblaciones cautivas 

son fáciles de controlar y permiten optimizar la técnica para ser aplicada, en última 

instancia, en poblaciones salvajes. El análisis rutinario de cadáveres de lobo por 

atropello o envenenamiento permitiría determinar el estado sanitario de la población 
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salvaje si se establece un programa de detección de parásitos habituales en el perro para 

las muestras invasivas de lobo que se consigan: se ha demostrado que existen lobos 

cautivos infectados por Leishmania infantum, sería interesante determinar si también la 

población salvaje está infectada y en riesgo de desarrollar la enfermedad, especialmente 

en zonas endémicas para la leishmaniosis canina como es el Sur de Europa (Gramiccia y 

Gradoni 2005). 

 

4.3 IMPLICACIONES EN GENÉTICA DE LA CONSERVACIÓN  

El trabajo realizado en el contexto de la presente tesis ha contribuido a conocer mejor el 

estado de las principales poblaciones europeas de lobo, y por tanto, aporta más 

información para definir los programas de conservación de cada una de las poblaciones. 

Además, el hecho de haber caracterizado todas las poblaciones con los mismos 

marcadores, nos permite comparar resultados y establecer una visión global de la 

situación del lobo europeo.  

A nivel local, proponemos: 

En la población rusa, detectamos por primera vez los efectos genéticos del cuello de 

botella y un valor moderado de FIS que indica una tendencia al apareamiento 

preferencial dentro de las poblaciones como causa de posibles barreras geográficas y/o 

ecológicas que impedirían el flujo genético entre poblaciones. Por lo tanto, sería 

conveniente ampliar la zona de muestreo para definir adecuadamente las MUs de la 

Federación Rusa y de este modo gestionar las poblaciones de acuerdo con sus 

características locales y no globales. 

En la población ibérica detectamos niveles de variabilidad genética comparables al de 

algunas poblaciones no aisladas. Sin embargo, aunque su tamaño poblacional es 

ligeramente superior al tamaño mínimo viable a corto plazo (Ne = 50), no es viable a 

largo plazo (Ne = 500) (Soulé 1980; Vilà 2010). Por lo tanto, sugerimos tratar a la 

población ibérica como una MU, evitar la fragmentación y favorecer la conexión entre 

la población del Noreste con los núcleos aislados del Sur. 

En el caso de la pre-población catalana, hemos determinado el número mínimo de 

individuos durante 10 años (13 individuos), la ratio sexual (12M:1H) y el origen itálico. 

Sugerimos ampliar el seguimiento genético con el fin de obtener la mayor información 

posible y continuar con las medidas de protección para favorecer su asentamiento y 

futura expansión territorial. La expansión de las poblaciones empieza por los machos 
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pero debe ser seguida por las hembras si se pretende formar unidades reproductoras 

estables. Sin éstas, una población no puede consolidarse y por lo tanto está muy 

expuesta a desaparecer. Por lo tanto, recomendamos favorecer la formación de unidades 

reproductoras y evitar cualquier tipo de fragmentación, ya sea del territorio, ya sea de la 

población original, para favorecer el flujo genético entre individuos y/o entre 

poblaciones.  

A nivel global, al haber definido las MUs y al haber estudiado las poblaciones con los 

mismos marcadores hemos podido descartar la hibridación perro/lobo, pero más 

importante podremos analizar el efecto del outbreeding si de forma natural (sin 

translocación) se cruzan el lobo ibérico y el lobo itálico,ya que el outbreeding puede 

reducir el éxito reproductivo de la especie (fitness) originándose una depresión 

exogámica, aunque también puede favorecerlo, reduciendo el coeficiente de endogamia 

de la población (Frankham 2005). 

Además, el trabajo realizado en esta tesis ha contribuido al desarrollo de protocolos 

útiles para la conservación: hemos desarrollado una técnica eficiente de sexado que no 

requiere la captura del lobo salvaje. Del mismo modo, el uso de muestras no invasivas 

nos ha permitido monitorizar una población sin captura ni telemetría. El uso de lobos 

cautivos también ha permitido optimizar una técnica que puede ser aplicada al lobo 

salvaje, como es la detección del párasito Leishmania infantum causante de la 

enfermedad Leishamiosis canina. En esta línea, sugerimos realizar un protocolo de 

actuación para prevenir enfermedades caninas de transmisión vectorial (CVBD) en 

lobos cautivos y salvajes que habitan en zonas endémicas para una enfermedad (Otranto 

y col. 2010).  
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5 CONCLUSIONES 
 
1. Se ha detectado genéticamente el cuello de botella ocurrido en las poblaciones de 

lobo gris de la Península Ibérica y de la Federación Rusa. 

2. Las poblaciones ibérica y rusa tienen un nivel actual moderado-alto de variabilidad 

genética. La estimación del tamaño poblacional en ambas poblaciones es igual o 

superior al mínimo viable poblacional a corto plazo (Ne = 50), pero inferior a largo 

plazo (Ne = 500). 

3. La población ibérica de lobos, con la excepción del núcleo aislado de Sierra 

Morena, puede considerarse como una Unidad de Manejo Independiente de la 

misma manera que la población rusa de lobos. Sin embargo, mientras las muestras 

ibéricas representan prácticamente la totalidad de la población, esto es, sólo hay una 

MU en la Península Ibérica, las muestras rusas no representan la totalidad de la 

población (≥ 40.000 individuos) y por lo tanto esperaríamos encontrar más de una 

MU en territorio ruso. 

4. Todos los lobos localizados en Cataluña tienen un origen italiano (Canis lupus 

italicus) (haplotipo W4) y no ibérico (Canis lupus signatus). 

5. Se ha confirmado genéticamente la presencia de mínimo 12 lobos macho y 1 

hembra en los Pirineos y Pre-Pirineos Catalanes desde el año 2000 hasta el 2010. 

6. No se ha encontrado ningún individuo híbrido entre lobo ibérico/itálico en la 

Península Ibérica. 

7. Los resultados obtenidos con las técnicas moleculares desarrolladas y optimizadas 

para muestras no invasivas de lobo han sido de un 98% para la identificación de la 

especie, un 90% para el sexado y un 52% para la identificación individual. 

8. El sistema estandarizado a nivel europeo y utilizado en este trabajo para identificar 

cualquier lobo gris permite actualmente seguir un ejemplar por España, Francia, 

Italia y Suiza sin capturarlo y sin telemetría. 

9. Por primera vez se ha detectado la presencia del parásito (Leishmania infantum) 

causante de la leishmaniosis canina en lobos ibéricos cautivos.  
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6 RESUMEN 

Preservar la diversidad genética es tarea de la biología de la conservación, y más 

concretamente de la genética de la conservación. Y es dentro de este marco de actuación 

que se ha desarrollado esta tesis, cuyo objetivo ha sido estudiar, desde un punto de vista 

genético, los factores de riesgo de extinción del lobo gris como son los cuellos de 

botella, la hibridación, la fragmentación y/o el aislamiento de las poblaciones. 

Para ello seleccionamos cuatro poblaciones de lobos que se diferencian por su estado de 

conservación: una población extensa y no aislada en la Federación Rusa, una población 

pequeña y aislada en la Península Ibérica, una pre-población de lobos que ha 

recolonizado recientemente un territorio (Cataluña), y un grupo de lobos cautivos de 

diferentes zoológicos del Sur de Europa y que habitan en una región endémica para la 

enfermedad leishmaniosis.  

Las muestras utilizadas fueron de dos tipos, invasivas (e.g. sangre, tejido) y no invasivas 

(e.g. heces, pelos); éstas últimas con la ventaja de que no requieren la captura del animal 

salvaje. La caracterización genética de las muestras se realizó mediante marcadores 

moleculares de herencia materna, paterna  y biparental.  

En las poblaciones ibérica y rusa de lobos detectamos genéticamente el cuello de botella 

ocurrido durante el siglo pasado y analizamos sus efectos. La variabilidad genética 

actual de ambas poblaciones es moderada-alta. Sin embargo, el tamaño poblacional de 

ambas poblaciones es inferior al mínimo viable poblacional a largo plazo (Ne > 500). 

También concluimos que la población de lobos de la Península Ibérica (con la 

excepción del núcleo aislado de Sierra Morena) puede ser tratada como una Unidad de 

Manejo Independiente (MU). En contraste, en territorio ruso es probable que haya más 

de una MU. Por lo tanto, recomendamos evitar la fragmentación, tanto de la población 

como del territorio, para facilitar el flujo genético dentro de las poblaciones, 

especialmente en la población ibérica, que al estar aislada tiene mayor riesgo de 

desaparecer. 

En cuanto a la pre-población catalana, el seguimiento genético a partir de muestras no 

invasivas nos ha permito concluir que todos los individuos llegados a Cataluña tienen 

un origen itálico y no han sufrido hibridación con perros o lobos ibéricos. También nos 

ha permitido establecer el número mínimo de individuos (13) y la ratio sexual (12:1) 

durante 10 años (2000-2010). Esta pre-población no es viable a corto plazo (Ne = 50) y 
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por lo tanto, se recomienda favorecer su expansión territorial y la formación de unidades 

reproductoras.  

Por último, en lobos cautivos, la prevalencia del parásito causante de la leishmaniosis 

canina fue del 9%. Se recomienda, por lo tanto, desarrollar un protocolo de actuación 

que permita controlar enfermedades caninas de transmisión vectorial (CVBD) en 

poblaciones salvajes de lobo en el sur de Europa (C. l. signatus y C. l. italicus) 

expuestas en este caso concreto al parásito Leishmania infantum. 

Los resultados aportados en esta tesis permiten adecuar los planes de gestión y de 

manejo a las características propias de la población y no de la especie, siendo estos 

planes más efectivos porque garantizan la supervivencia de la población y 

consecuentemente de la especie, en este caso, el lobo gris. 
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