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RESUMEN

 Durante el bienio 2003-2004 se recopilaron 136 muestras fecales susceptibles de ser de lobo 
en un área de 2.700 km2 en el País Vasco y zonas limítrofes, en el límite nororiental del área de 
distribución del lobo en la Península Ibérica. Dichas muestras fueron recogidas a lo largo de 690 
km de itinerarios de registro de indicios. En 86 casos (63% del total) identificamos la especie que 
había depositado el excremento mediante la secuenciación de un fragmento de la región control 
del ADN mitocondrial, correspondiendo 31 a lobo (Canis lupus L., 1758), 2 a zorro (Vulpes 
vulpes L., 1758) y 53 a perro (Canis familiaris L., 1758). Los métodos genéticos no invasivos 
representan una alternativa viable para el seguimiento de las poblaciones ibéricas de lobo, espe-
cialmente en zonas donde se encuentren en baja densidad o donde su presencia resulte dudosa. 
Además, el análisis de ADN permite una asignación específica de heces más fiable, tarea a menu-
do difícil en los humanizados ambientes peninsulares. Mediante el análisis de 20 microsatélites 
localizados en cromosomas no sexuales pudimos detectar un mínimo de 18 genotipos diferentes, 
que asociamos a diferentes individuos. La presencia de lobo se detectó en 13 cuadrículas UTM 
10x10 del País Vasco (12% del total; N=111), correspondiendo 11 a Álava y 2 a Vizcaya.

Palabras clave: ADN mitocondrial, cuadrículas UTM, genotipos, lobo, muestras fecales, perros, 
País Vasco. 

ABSTRACT

Use of non-invasive genetic methods to estimate the size and the distribution
of the wolf population in the Basque Country (north of Spain)

 During the years 2003 and 2004 we collected 136 faecal samples over a 2,700 km2 in the 
Basque Country and surrounding areas on the northeastern limit of wolf distribution in the 
Iberia peninsula. The samples were collected along 690 km of linear surveys. These samples were 
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preliminarily identified as belonging to wolves. However, the analysis of a fragment of the mito-
chondrial DNA control region, allowed us to identify the specie responsible for the faeces in 86 
cases (65%): 31 corresponded to wolves (Canis lupus L., 1758), 2 to red foxes (Vulpes vulpes L., 
1758) and 53 to dogs (Canis familiaris L., 1758). Genetic non-invasive methods represent a use-
ful alternative for the monitoring of Iberian wolf populations, especially in areas with low density 
and where its presence is unclear. Also, the analysis of faecal DNA enables us to unambiguously 
identify the species, a difficult task in humanized areas. Using 20 autosomal microsatellites we 
identified 19 different genotypes, corresponding to a minimum of individuals. Wolves were 
present in thirteen 100 km2 UTM grid cells of the western part of the Basque country (11,7% of 
total), 11 in Álava province and 2 in Biscay.

Key words: Basque country, mitochondrial DNA, dogs, faecal samples, genotypes, non invasive 
monitoring, UTM grid cells, wolf. 

INTRODUCCIÓN 

 El lobo es un depredador emblemático que ha dejado una profunda huella 
en la cultura y mitología vascas (Altuna 1971, Barandiarán 1972, Murga 1978), 
cuya presencia en la Comunidad Autónoma del País Vasco está sometida a fuer-
tes variaciones temporales, tanto en lo que se refiere a número de efectivos como 
a su área de distribución (Álvarez et al. 1998), debido a su conflictividad con la 
ganadería extensiva de ovino de raza “latxa” (Sáenz de Buruaga et al. 1994, Eche-
garay et al. 2003). 
 Es importante que su gestión se base en argumentos científicos y socioeco-
nómicos serios, cimentados en datos fiables e imparciales (Boitani 2000). Dentro 
de los planes de gestión es fundamental conocer el tamaño aproximado de la 
población y sus parámetros demográficos básicos (Fuller 1995). 
 El método habitualmente utilizado en el contexto internacional para estimar 
las poblaciones de lobos consiste en el conteo de grupos familiares, y evaluar 
densidades y tamaño de población durante el período otoño-invierno (Barrien-
tos y Fernández 2002, Mech y Boitani 2003), debido a la mayor cohesión de los 
grupos en esta época (Fuller y Snow 1988). 
 En España no se han utilizado estimaciones de tamaño de grupo prove-
niente de muestras de campo para la estimación del número de integrantes por 
grupo, salvo el trabajo de Barrientos y Fernández (2002). Por otra parte, en el 
País Vasco resulta difícil conocer su tamaño poblacional debido a su elevada mo-
vilidad e inestabilidad espacio-temporal en dicho territorio, como consecuencia 
de la ecología espacial de la especie y de la elevada presión humana a la que está 
sometida.
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 La búsqueda de indicios es un modo habitual para intentar detectar la pre-
sencia y abundancia de lobos en una zona, pero la existencia de perros asilvestra-
dos, incontrolados o mastines que acompañan al ganado ovino, puede dificultar 
en gran manera la identificación de los indicios. Debido al avance de las técnicas 
genéticas no invasivas durante la última década, es posible confirmar la especie 
que ha depositado un excremento, así como determinar el tamaño de una pobla-
ción aún cuando su baja densidad, su comportamiento esquivo y la humaniza-
ción del medio dificulten su detección directa. 
 Para estudiar el tamaño de la población de lobos existente en el País Vasco, 
analizamos genéticamente excrementos de cánidos recogidos en las zonas donde 
se acumulan los indicios de presencia de la especie para determinar el número 
mínimo de lobos que la habitan. Así confirmamos la elevada proporción de indi-
cios de perros presentes en dicha área.

ÁREA DE ESTUDIO

 El área de estudio ha sido seleccionada tomando en consideración los datos 
oficiales de daños al ganado atribuidos al lobo cedidos por las Diputaciones Fo-
rales de Vizcaya y Álava en el período 1999-2002 y las citas previas de presencia 
del cánido en Euskadi (Sáenz de Buruaga et al. 1994, 2000, Illana y Paniagua 
2002). A este área se han añadido otras zonas adyacentes con las mismas carac-
terísticas naturales y ecológicas donde sí era conocida previamente la presencia 
de lobos (Blanco et al. 2002).
 Se sitúa en el límite nororiental del área de distribución del lobo ibérico 
(Blanco et al. 1990, 2002) y comprende el occidente de la Comunidad Autó-
noma del País Vasco, nordeste de Burgos (Castilla y León) y sureste de Can-
tabria (incluyendo el enclave de Trucíos). Tiene una extensión total de 2.700 
km2 (Figura 1). La distribución de esta superficie corresponde al País Vasco en 
un 62%, el 35% a Castilla y León y el 3% a Cantabria. Este territorio destaca 
por la heterogeneidad de ambientes producto de la transformación humana. Las 
masas forestales representan el 46% de la superficie y están dominadas por pino 
silvestre (Pinus silvestris), haya (Fagus sylvatica), encina (Quercus ilex) y coníferas 
exóticas de repoblación. También aparecen matorrales (18%) y pastizales, tanto 
en altiplanos serranos (20%) como en fondos de valle dedicados a la agricultura 
y ganadería (12%).
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Figura 1. Distribución del lobo ibérico en España en 2001 (Blanco et al. 2002)
y área de estudio.

Iberian wolf distribution in Spain in 2001 (Blanco et al. 2002) and study area.

MATERIAL Y MÉTODOS

 Durante el bienio 2003-2004 se recorrieron 690 km en busca de excremen-
tos de lobo en un área de 2.700 km2 (Tabla 1). El esfuerzo de prospección ha sido 
mayor en las cuadrículas que engloban territorio vasco (Figura 2). Se recogieron 
136 muestras fecales atribuibles a lobos a lo largo de 400 recorridos prefijados de 
longitud variable. Éstos fueron elegidos siguiendo un muestreo dirigido (Rico et 
al. 2000). Para ello, se seleccionaron positivamente aquellos lugares querenciosos 
para el marcaje de lobos mediante excrementos, como caminos, pistas y cortafue-
gos que transcurren por los ejes de las sierras, collados y cruces (Llaneza 1996). 
La mayor parte de los transectos se muestrearon al menos dos veces por año y 
en estaciones diferentes. Se utilizaron los criterios empleados por Balmori et al. 
(2000) para atribuir los excrementos a lobo. En caso de duda, se recogieron los 
excrementos para su identificación mediante técnicas moleculares.
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TABLA 1
Kilómetros recorridos y número de excrementos atribuidos a lobo recogidos

en las cuadrículas UTM estudiadas.

Wolf transect surveys and number of scats collected in each UTM grid cells.

Cuadrícula Km recorridos Nº excrementos
VN76 5,69 4
VN87 6,08 0
VN78 6,46 2
VN68 6,47 0
VN57 6,50 7
VN74 6,64 15
VN77 6,91 0
VN75 10,99 11
VN67 12,58 5
VN88 13,28 3
WN25 13,33 0
VN93 13,94 0
VN97 17,57 0
VN95 19,80 10
VN86 25,32 5
WN03 29,59 12
VN84 30,14 12
VN96 30,87 1
VN85 39,16 28
WN06 41,60 1
WN15 45,66 3
WN26 46,41 0
WN14 47,82 0
VN94 48,05 1
WN04 50,45 5
WN05 53,97 11
WN16 54,74 0
TOTAL 690,02 136
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Figura 2. Esfuerzo de muestreo en cada una de las cuadrículas
UTM de 10x10 km del área de estudio.

Sampling effort in each UTM 10x10 km grid cells of the study area.

 Todos los excrementos fueron individualizados en bolsas y se caracterizaron 
mediante una ficha de registro que recogía sus características y las del lugar en 
el que se encontraron. De cada excremento se seleccionó un fragmento que se 
conservó en etanol al 96% y se almacenó en un congelador a -20º C hasta su 
procesamiento en el laboratorio.
 Para la descripción y delimitación cartográfica del área de estudio se utilizó 
el Sistema de Información Geográfica ArcView GIS V.3.2. 
 La extracción de ADN de los excrementos se efectuó utilizando el kit 
QIAamp® DNA Stool Mini Kits (QIAGEN Hilden, Alemania), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Para la amplificación de la región control del ADN 
mitocondrial se utilizaron cebadores descritos por Vilà et al. (1999) y Leonard et 
al. (2002), que amplifican secuencias de entre 176 y 470 pares de bases (bp). Para 
la secuenciación de los productos de PCR se utilizó un instrumento MegaBACETM 
1000 (Amersham Biosciences) siguiendo los protocolos recomendados por el 
fabricante. Las secuencias obtenidas se compararon con las depositadas en bases de 
datos públicas (GenBank) para identificar a la especie que depositó el excremento.
 Cada una de las muestras identificada como perteneciente a lobo fue anali-
zada mediante 20 microsatélites autosómicos (2001, 2006, 2010, 2017, 2054, 
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2079, 2088, 2096, 109, 250, 253, 173, 225, vWF, PEZ1, PEZ3, PEZ5, PEZ6, 
PEZ8 y PEZ 12; Vilà et al. 2003). Estos microsatélites se amplificaron mediante 
PCR siguiendo las condiciones y protocolos descritos por Vilà et al. (2003). Los 
productos de las amplificaciones fueron sometidos a electroforesis capilar en un 
secuenciador automático MegaBACETM 1000 (Amersham Biosciences) utilizan-
do los protocolos recomendados por el fabricante. La lectura e interpretación de 
los electroferogramas resultantes para cada uno de los microsatélites se realizó 
con el programa Genetic Profiler v2.0 (Amersham Biosciences). 
 El genotipo obtenido permitió la identificación de individuos. Para evitar 
los problemas de sobreestimación derivados de errores técnicos en las amplifi-
caciones de ADN de baja calidad, se realizaron 6 réplicas independientes de los 
análisis de cada excremento y se empleó el “matching approach” o método de 
emparejamiento (Creel et al. 2003) para la correcta identificación individual. 
 Para la determinación del sexo de los ejemplares se utilizó una combinación 
de dos pares de cebadores optimizada para heces de cánidos (Seddon 2005). Este 
método permite la amplificación simultánea de un fragmento del intrón 7 del 
gen DBY en el cromosoma Y y del intrón 6 de DBX en el cromosoma X. Los 
productos de esta amplificación por medio de PCR, al ser sometidos a electrofo-
resis, producen dos bandas en machos y una sola banda en hembras. Este método 
es más eficiente que métodos basados en la amplificación exclusiva de secuencias 
del cromosoma Y ya que la no amplificación podría indicar tanto que se trata de 
una hembra como que la amplificación no ha funcionado por problemas técni-
cos. En cambio, el método que utilizamos requiere la amplificación con éxito de 
secuencias tanto en machos como en hembras.
 Para el análisis de los datos genéticos se ha utilizado el programa Microsate-
llite Toolkit para Microsoft Excel (Park 2001).
 Con el objeto de analizar la evolución en la distribución del lobo en el País 
Vasco, se han comparado los datos obtenidos en este trabajo con citas previas so-
bre su presencia reflejada en cuadrículas UTM 10x10 km (Madoz 1845, Álvarez 
et al. 1985, Sáenz de Buruaga et al. 1994, 2000).

RESULTADOS

 Mediante secuencias de ADN mitocondrial se identificó la especie responsable 
del excremento en 86 casos (63%; N=136), siendo 31 muestras fecales pertenecien-
tes a lobo (36%), 2 a zorro (2%) y 53 a perro (62%). Para el resto de las muestras 
no se obtuvo la amplificación del ADN probablemente debido a estar altamente 
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degradado. Todas la secuencias de los lobos obtenidas corresponden al haplotipo 
lu4, uno de los cuatro presentes en la Península Ibérica (Vilà et al. 1999).
 Para la identificación de individuos se decidió no considerar a aquellos ge-
notipos para los que no se obtuvo amplificación de más de 8 loci. Se hallaron un 
mínimo de 18 genotipos diferentes distribuidos en 2.700 km2, que asociamos 
con distintos individuos. Cada uno de estos genotipos se identificó mediante las 
iniciales del nombre científico del lobo en latín (CL), seguidas de un número 
correlativo según fueron identificados (CL1, CL2, etc.). Además, hemos cons-
tatado la presencia de lobo en 13 cuadrículas UTM de 100 km2 del País Vasco 
(Figura 3).

Figura 3. Número de lobos identificados en cada cuadrícula UTM de 10x10 km mediante 
técnicas genéticas. Algunos individuos aparecen en varias cuadrículas.

Number of wolves identified in 10x10 km UTM grid cells using genetic no invasive methods. Some 
wolves are present in more than one cell.

 De los 18 lobos identificados mediante microsatélites (Figura 2), se ha podi-
do determinar el sexo de 12 (67%): 5 machos y 7 hembras. La relación de sexos 
está sesgada hacia las hembras, siendo de 1,4 hembras por cada macho (1:1,4). 
Sin embargo, esta relación no es significativamente diferente de la relación 1:1 
(χ2=1,800; gl=1; p=0,180).
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 Tres individuos (CL11, CL17 y CL22) fueron detectados en varias ocasiones 
(n=12). El ejemplar que aportó la información más relevante en cuanto a sus lo-
calizaciones fue la hembra CL11, que fue detectada por primera vez en primavera 
en la Sierra de Guibijo (Álava) y un mes después en la sierra de Badaya (Álava), a 
14,5 km en línea recta de distancia de la anterior localización. Ocho días después 
fue localizada en la Sierra de Árcamo, a más de 13 km de la última recaptura. 
Estos tres puntos delimitan una superficie de 3.700 ha. Durante sus movimien-
tos esta hembra tuvo que atravesar una barrera artificial “poco permeable” para 
la mastofauna, como es la Autopista A68 (Bilbao-Zaragoza), al menos en una 
ocasión.

DISCUSIÓN

 La Estrategia para la conservación y gestión del lobo en España, siguiendo 
las recomendaciones de la UICN, indica la necesidad de conocer y actualizar el 
estatus y distribución de la especie. Dentro de esta línea, hemos aplicado técnicas 
genéticas no invasivas por primera vez en España para confirmar la presencia de 
lobos, estimar su distribución, número de ejemplares e identificar su sexo en el 
País Vasco y su entorno. 
 Hasta fechas recientes, el radiomarcaje era considerado el único método de 
censo válido para especies como el lobo (Mech y Boitani 2003). Las mejoras téc-
nicas y metodológicas experimentadas en los últimos años han satisfecho las nece-
sidades específicas de los análisis genéticos y han diversificado el campo de acción 
de los estudios de la genética de la conservación de poblaciones. Además, los mé-
todos no invasivos presentan indudables beneficios frente a otros que implican un 
coste económico y humano más elevado (Ayuso y Vilà 2001) y permiten acceder 
a una gran cantidad de información sin representar una molestia a las poblaciones 
objeto de estudio. También es posible identificar y sexar a los individuos a partir 
de heces recogidas en muestreos de campo (Lucchini et al. 2002, García et al. 
2003) a pesar de que presentan un ADN altamente degradado (Kohn et al. 1999). 
La utilización de estos análisis genéticos puede ser útil para conocer algunos de los 
movimientos de estos animales, incluso en áreas muy extensas (Vilà et al. 2003, 
García et al. 2003) y resulta muy adecuado en territorios donde se pueda movilizar 
un número elevado de voluntarios (Bellemain et al. 2005). 
 Blanco y Cortés (2003) dudan de la utilidad real como método de censo de 
las técnicas genéticas. Sin embargo, y en fechas muy anteriores, algunos trabajos 
científicos habían pronosticado su utilidad como método de estima poblacional 
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(Hoss et al. 1992) y muchos grupos de investigación de todo el mundo estaban 
ya trabajando con este tipo de técnicas. Para entonces, ya habían sido utilizadas 
para censar poblaciones de especies tan dispares como osos pardos (Taberlet et al. 
1997), coyotes (Kohn et al. 1999), elefantes (Eggert et al. 2003), tejones (Wilson 
et al. 2003) e incluso lobos (Ayuso 1999, Luccini et al. 2002, Valière 2002, Creel 
et al. 2003). Además, ya se había comparado la eficacia de los muestreos gené-
ticos no invasivos como alternativa seria y menos costosa que el radiomarcaje 
masivo para censar las poblaciones de lobo (Creel et al. 2003). Desde entonces, 
estos métodos se han convertido en una herramienta habitual para el seguimien-
to de carnívoros ya que representan una alternativa viable frente a otros métodos, 
especialmente en zonas donde su presencia resulte dudosa o se hallen en baja 
densidad (Rey et al. 2000, Ayuso y Vilà 2001, Vilà y Ayuso 2001, Palomares et 
al. 2002, Eggert et al. 2003, Flagstad et al. 2004). 
 Sin embargo, todo esto no significa que el seguimiento de poblaciones ani-
males a partir de análisis genéticos no invasivos sea fácil. Las limitaciones que esta 
metodología presenta se pueden resumir en la calidad y cantidad de ADN con la 
que se trabaja en estos análisis, siendo en el caso de excrementos un ADN frag-
mentado, de baja calidad, y con presencia de numerosos inhibidores enzimáticos 
de las reacciones de PCR. Esta baja calidad del ADN obtenido de excrementos 
determina diversos errores y la posibilidad de contaminación de las muestras. En 
el genotipado también existen varios errores asociados al proceso: errores de am-
plificación en la PCR, la dificultad de detección de uno de los alelos de un indi-
viduo heterocigoto o drop out, y la aparición de falsos alelos que interfieren en la 
asignación de los alelos a cada muestra (Taberlet et al. 1997). A grandes rasgos, las 
propuestas para minimizar estos errores vienen determinadas por la realización de 
múltiples réplicas (Ayuso 1999, Taberlet et al. 1999, Waits et al. 2001).
 Por otra parte, la determinación del sexo en muestras biológicas ha venido 
efectuándose gracias a los análisis con RFLP de los polimorfismos específicos de 
los cromosomas sexuales y/o autonómicos (Koopman et al. 1990, Amstrup et 
al. 1993, García-Muro et al. 1997). La ventaja del método descrito por Seddon 
(2005) es que está optimizado específicamente para cánidos (perros, lobos y 
coyotes). Además, al amplificarse ADN de cromosomas sexuales (X, Y) no es 
necesario recurrir al empleo de cebadores autosomales o nucleares, evitándose 
confusiones si fallara el proceso de amplificación del cromosoma Y y no sucediese 
lo mismo en el cromosoma X. En el caso de machos, si hubiera un sesgo por la 
amplificación del cromosoma Y al haber el mismo número de copias de los dos 
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genes sexuales (X e Y) es tan probable que fallara la amplificación del cromosoma 
X como del Y para la misma reacción de PCR. 
 En cuanto a la distribución del lobo obtenida mediante este trabajo, pode-
mos comprobar que no representa un cambio notable comparado con la obte-
nida en años previos (Madoz 1845, Álvarez et al. 1985, Sáenz de Buruaga et al. 
1994, 2000, Echegaray et al. 2005) (Figura 4). No obstante, esta información no 
se puede utilizar para caracterizar de manera detallada la evolución de la distribu-
ción del lobo en el País Vasco ya que los datos utilizados para generar los distintos 
mapas proceden de metodologías diferentes. A pesar de ello, si podemos estable-
cer una aproximación general, observándose un aumento del área de la distribu-
ción del lobo en las décadas de 1980 y 1990, tras su extinción a mediados del 
siglo XX. La distribución actual es similar a la observada en el periodo de 1994-
1997 (Sáenz de Buruaga et al. 2000), lo que sugiere un relativo estancamiento. 
Esto puede ser debido a la elevada presión a la que la especie está sometida, que 
impide su potencial expansión hacia oriente (Pirineos).
 En España es frecuente utilizar métodos basados en la identificación visual 
de excrementos en trabajos de detección, estima de la abundancia y alimentación 
de lobos. Mientras que la asignación específica visual de excrementos de lobo 
ha de tomarse con cautela en numerosos lugares, la asignación genética permite 
confirmar la identidad de los excrementos (Ayuso 1999, Ayuso y Vilà 2001). A 
tenor de los resultados obtenidos, habría que asumir la posible existencia de erro-
res en la atribución de excrementos asignados a lobo, especialmente en áreas de 
baja densidad de carnívoros, elevada antropización, abundancia de perros, etc.
 En Álava, durante el período de estudio hubo 163 registros oficiales de ata-
ques al ganado (Sáenz de Buruaga et al. 2004, 2005), siendo el 95% atribuido a 
lobos (101 en el año 2003 y 52 en 2004). Sólo 10 ataques fueron atribuidos a 
perros (6 en el año 2003 y 4 en 2004). Nuestros resultados muestran una elevada 
presencia de muestras de perros en zonas con elevada incidencia de ataques al 
ganado doméstico achacados a lobos. Debido a la elevada presencia de perros en 
el monte (incontrolados, asilvestrados, y especialmente mastines, subvencionados 
como método de prevención de ataques y cuyo número mínimo en territorio ala-
vés durante el periodo de estudio era de 153 ejemplares), convendría plantearse 
si el volumen de daños atribuido a los lobos en el área de estudio es real. La atri-
bución de daños al ganado al lobo en Álava durante el período 1994-2004 ha 
implicado que se hayan abatido 3,7 ejemplares de lobo al año y la realización de 
262 batidas específicas al lobo, el 73,4% de las cuales efectuadas fuera de la época 
hábil de caza.
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Figura 4. Evolución de la distribución del lobo en el País Vasco durante el período 1833-2004 
en cuadrículas UTM 10x10 km.

Wolf distribution in 10x10 km UTM grid cells in the Basque Country during 1833-2004.
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