
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

Conserv Genet

123



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
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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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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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Cataluña (foto:
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Lobo ante un grupo

de rebecos en la
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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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Francisco).

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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y 2.491 m), punto
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Parque Natural de

Cadí-Moixeró (foto:
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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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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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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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