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Com identificar un llop i el seu
origen a partir de femtes

El creixent interes per la conser-
vacié de la biodiversitat junta-
ment amb els avengos en la bio-
logia molecular van donar una
novadisciplina cap als anys 90, la
genética de la conservacid.
Aquesta nova eina de conserva-
ci6 ens aporta una nova visio per
gestionar les poblacions d’ani-
mals salvatgesiavaluar-ne el risc
d’extincio, mitjancant'estudide
la diversitat génica, La diversitat
génica d’una especie és la suma
de la variacid genetica entre les
seves diferents poblacions i dins
de cada poblacié. La variabilitat
entre poblacions ens indica com
sén de diferents les poblacions
enire elles, ilavariabilitat dins de
cadapoblacio ens mostra com sén
de diferents els individus d'una
mateixa poblacid. Per calcular la
diversitat génica podem fer-ho a
partir de les proteines (el pro-
ducte dels gens} o mirant direc-
tament la variabilitat a la seqlién-
cia del DNA o genoma (actual-
ment més utilitzat).

El genoma ¢s podria comparar
a un ilibre on hi ha tota la infor-
macié per crear un nou individu.
Aquest “Hibre” utilitza comallen-
guatge un codi de gquatre lletres
{Adenina (A}, Timina {T}, Citosi-
na (C) iGuanina (G)) ambel qual
representem els quatre tipus de
molécules diferents (anomena-
des nucledtids) que formen el fi-
lament del DNA. En tots els ani-
mals trobem dos tipusde DNA: el
nuclearielmitocondrial, aproxi-
madament 8.000 vegades més
petitque un cromosoma nuclear
mig. Cada cél-lula presenta dues
copies del DNA nuclear (una
d‘origen paternil'altra matern),
mentre que la majoria de cél-lules
presenten centenars o milers de
copies de DNA mitocondrial, to-
tes d'origen matern. Uexisténcia
d’aquest gran nombre de copies
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per cel-lula fa que el DNA mito-
condrial sigui molt utilitzat per a
Vestudi de mostres no invasives,
com femtes, pél, o fins i tot sali-
va, de lesquals s’obtenen pogues
cel-lules. Lavantatge de treballar
amb mostres no invasives és que
no s'ha d’entrar en contacte di-
recte ambl’'animal, is’eviten aixt
les caprures. Perant, el DNA mi-
tocondrial és ideal per a estudis
amb espécies dificils de capturar
ipereliminaries possibles conse-
qiiéncies negatives d’una captu-
a (esirds, anestésia, lesions...}
sobretot sies tracta d'espécies en
perill d'extincid.
Peraquestarad, guan en josep
M. Lépez, tecnic del Departament
de Medi Ambient i Habitatge de
la Generalitat de Catalunya, ens
vapreguntarsi al Servei Veterina-
ride Genetica Molecular (SVGM)
de la Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB) pediem deter-
minar si dues mostres de femsies
eren de gos o de llop, vam decidir
treballar amb la regid conirol del
DNA mitocondrial. Estudis gené-
tics, morfoldgics i de comporta-
ment han demostrat que el gos
s"origina a partir dela domestica-
cié del lop, fa entre uns 15.0001
100.000 anys {Vila et al. 1997;
Savolainen etal. 2002 i Leonard
et al. 2002). Evolutivament,
15.000 anys sén un periode molt
curt que no ha permeés una gran
diferenciacié; de fet, el gosielllop
sén dues espécies molt properes
que es poden encreuar i produir
descendéncia fertil. En voler di-
ferenciar dues espécies molt pro-
peres necessitem una regioé de
DNA molt variable, que presenti
una alta taxa d'evolucis. La taxa
d’evolucié enlambit nudeotidic
éseinombre de canvis {substitu-
cions o addicions/delecions)enla
seqiiéncia de DNA per unitat de
rermps. La taxa d’evolucid del
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DNA mitocondrial és entre unai
deu vegades més alta que la del
DNA nuclear (Avise et al. 1987).

Dins de! DNA mitocondrial, 1a
regio control €s la que presenta
una major taxa d'evolucid i, per
tant, la que presenta un major
nombre de canvis {Aquadro i
Greenberg 19833, Vild et al.
{1997), va utilitzar un fragment
de 261 nucledtids de laregio con-
trol, 1 va descriure 27 seqiiéncies
diferents (haplotips) en 162 llops
de 27 poblacions diferents i 23
haplotips en 140 gossos de 67 ra-
cesdiferents. Només una seqiién-
cia de gos (D6) es va trobar també
en alguns Hops de Reissia i Roma-

Figura 1. Alineament de
les posicions variables
del fragment de 261
nucledtids de la regid
control del DNA
mitocondrial de llops i
gossos. En aquesta
figura {obtinguda de Vila
et al. 1997) podem
observar ies diferencies
" entre les 27 seqiéncies
diferents (haplotips) de
la regi6 controf del DNA
mitocondrial descrites
en lops (W)iles 25
frobades en gos (D).
Els punts indiquen que
una seqléncia
determinada comparteix
ef mateix nucledtid amb
ta segliéncia de
referéncia (W12).

nia {W6); totes les altres eren e3-
pecifiques de gos o de Hop. Totes
aguestes seqitencies (Figura 1}
es poden trobar a una base de da-
des de Hiure accés, el GenBank
www.ncbi.nlm.nih.gov/. Siapar-
tir de les mostres de femies d’ori-
gen desconegut {gos o lop) podi-
em extreure DNA mitocondrial i
seqlienciar la mateixa regid, po-
driem comparar les nostres se-
giiéncies amb les ja descrites
préviament per determinar el seu
origen, gos o llop.
Enseqiienciar les dues mostres
problemai comparar-les amb les
52 seqiiéncies descrites prévia-
ment, vam veure que una era



identicaalaD11 (seqtiencia tro-
bada en diferents races de gos)
mentre que 1’altraa mostra va
resultar ser idéntica a una se-
qtiencia de llop, la W4. Aquesta
seqiiencia la mostraven unica-
ment les poblacions de llop itali-
anesifranceses, i¢sdiferentales
quatre sequencies trobades en
llops ibérics. Entre els anys 1930
i 1960 el llop va desapareixer
d’Europa occidental a excepcid
de les peninsules Ibérica, Italica,
Balcanica i Escandinava a causa
d’unaforta persecucio per part de
I'home. A Italia es va arribar, als
anys 70, a una poblacio minima
d'uns 100 individus (Lucchini et
al.2004). Aquesta drastica dismi-
nucié i el fet que les poblacions
italianes es van quedar aillades
van produir una perdua de la
variabilitat genetica, fet que ex-
plicaria que tots els Hops italians
presentin la mateixa seqiiencia
de DNA mitocondrial (W4). La
conscienciacio ambiental de fi-
nals dels anys 60 va provocar la
proteccio legal del llop, un aug-
ment de la recerca cientifica i la
cobertura favorable dels mitjans
de comunicacio amb aquesta es-
pecie. Aixd va permetre un aug-
ment general, tanta Europa com
a Nord-America, de les poblaci-
onsdellop (Mech 1995). Enel cas
de les poblacions italianes es va
estimar un augment anual del
7% des de 1973 fins a 1988
(Ciucci i Boitani 1991) i s’ha ar-
ribat a una poblacio actual d’uns
600 llops (Lucchini et al. 2004).
Aquest augment en el nombre
dindividus també va portar un
augmenten lasevaarea de distri-
bucio, i es van recolonitzar els
Alps italians, suissos i francesos
(Figura 2). La poblacio actual de
llops francesos, estimada en uns
40 individus i els llops suissos,
provenen de llops italians i per
aixo comparteixen la mateixa

Valiere et al. 2003).
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Figura 4. Genotipat de
microsateél-lits. Una vegada
aillades i marcades amb una
molécula fluorescent, aquestes
sequencies de DNA es fan cérrer
en un sequlenciador automatic el
qual en detecta el senyal i en
calcula la mida del fragment a
partir d'un patro conegut. El
resultat és un pic en un grafic
anomenat 'electroferograma’.
Com es pot observar en aquests
electroferogrames, els 4 liops
presenten un genotip diferent per
al mateix microsatel-lit.

sequencia W4, que nos’ha trobat
encap altra poblacio de llop nien
cap gos (Valiere et al. 2003).

Posteriormental SVGM es van
analitzar 16 mostres més, envia-
des pel Departament de Medi
Ambient i Habitatge de la Gene-
ralitat de Catalunya, seguint el
mateix protocol. Vuit d’aquestes
mostres varen presentar lamatei-
xasequencia de llop W4, mentre
que les altres vuit varen presen-
tar sequiencies de gos. Com que
totes les mostres analitzades que
tenien un origen de llop, fins al
moment, presentaven laseqiien-
cia W4, varem poder determinar
que elsllops provenien de Franca
i eren d’origen italia.

Figura 2. Seguiment genétic del llop a Franca
i Suissa entre els anys 1992 i 2001. Amb un
punt negre marquem la primera deteccié genética
d’un llop d'origen italia (tots presentaven la
seqleéncia W4) en diferents regions de Franca i
Suissa. Les fletxes indiquen les possibles vies de
colonitzacio de I'area pirinenca (modificat de
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Figura 3. Microsatel-lits. Sequeéncia
d’un microsatel-lit tetranucleotid, on es
repeteix el motiu format pels quatre
nucleotids TAAA 10 vegades. El fet que
el nombre de repeticions que trobem
en un mateix microsatél-lit sigui molt
variable fa que sigui un marcador

genetic molt utilitzat en conservacio.

El fet, pero, que les nou mos-
tres que s"han identificat de llop
presentin totes la mateixa se-
quenciade DNA mitocondrial, la
W4, no ens permet discriminar si
provenend’un inicanimal o no.
Es per aixo que actualment al
SVGM estem treballant per posar
apuntun protocol d'identilicacio
individual per DNA mitjangant
12 marcadors de tipus micro-
satel-lit. Els microsatel-lits son
seqliencies de DNA de 2 a 5 pa-
rells de bases repetides en tandem
quees trobenals genomes de tots
els organismes (Figura 3).
Aquests marcadors nuclears son
molt polimaorfics, o sigui, que pre-
senten una gran variabilitatd'al--
lels dins de cada poblacio. Com
que cada animal presenta unica-
ment dos al-lels (un d’origen
matern i un d'origen patern) i a
la poblacio hi ha diversos al-lels,
podem trobar diferents combina-
cionsentre els diferents individus
(Figura4). Sianalitzem un nom-
bre suficient de microsatel-lits, la
probabilitat que dos animals
comparteixin tots els al-lels pera
cadascun dels marcadors és prac-
ticament menyspreable, i es pot
arribar a un codi d'identificacio
tnic per a cada animal. Aquests
12 microsatel-lits ja han estat uti-
litzats per identificar i certificar
paternitats amb una probabilitat
d’exclusio superior a 0,995 en
gossos de diferentsraces (Altet et
al. 2001) i en poblacions de llop
iberic (Ramirez 2005). Esperem
poder mostrar aquests resultats
en breu.
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