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0. RESUMEN

El Lince ibérico (Lynx pardinus) es hoy una de las especies mas amenazadas de la
Peninsula Ibérica, de la que es endémica y por tanto Unica en el planeta. Por este
motivo, el seguimiento de sus poblaciones se hace de manera sistematica y precisa para
a) conocer su tendencia poblacional y b) adoptar, en consecuencia, las medidas de
gestion que garanticen que se alcanza un estado de conservacion aceptable. Ademas es
una especie considerada “prioritaria” por la Directiva 92/43/CEE, de Habitat, e incluida
en los anejos Iy V de la Ley 42/2007 del Patrimonio Natural y la Biodiversidad, y en

el Catélogo Espafiol de Especies Amenazadas.

La Comunidad Auténoma de Madrid (CAM) ha estado histéricamente dentro del
area de distribucién natural de Lynx pardinus, aunque en el afio 2006 se dio por
extinguido en su territorio. No obstante, en el Catdlogo Regional de Especies
Amenazadas la incluye en un pequefio enclave en el Suroeste de la Comunidad. Sin
embargo los avistamientos de ejemplares de esta especie han sido constantes en su

territorio, y no s6lo en el area incluida en este Catalogo Regional.

Durante 2015 y 2016 se ha realizado un muestreo sistematico del area en que se ha
tenido constancia de los avistamientos en la ultima década, que comprende el territorio
al Oeste de la N-I y la N-II1, con un total de 21 transectos por terrenos de titularidad
publica de unos 5 Km, realizados (13 en 2015 y 21 en 2016) en dos estaciones anuales
(primavera y otofio), cuyos resultados han sido la recogida de 84 muestras en 17 de
esos transectos, de las que han resultado positivas al analisis de ADN un total de 44.
En 4 de los transectos repetidos hay muestras positivas ambos afios, lo que podria ser

indicio de permanencia en la zona.



Durante estos dos afios hemos recogido algunos testimonios méas de observaciones de

lince, algunos en fincas privadas.

Trabajar con muestras de excrementos recolectados en el campo es un reto para la
aplicacion de técnicas genéticas, pues la fuente de ADN son las células epiteliales
presentes en la fina pelicula que los recubre. Después de ser depositadas los
excrementos sufren un rapido deterioro por la exposicion a las inclemencias del tiempo,
razén por la cual no se han recogido otros excrementos que eran susceptibles de
pertenecer a la especie, salvo en los 14 transectos que fueron usados para estimar la

poblacion.

Los anélisis de ADN realizados han sido corroborados por dos laboratorios ajenos, el
del IREC-CSIC, en Ciudad Real, y el de la empresa Genyca Innova, en Madrid.

La técnica de deteccion de ADN de lince ha sido mejorada mediante dos
procedimientos: a) la técnica de PCR anidada que, manteniendo la especifidad,
amplifica la respuesta, de modo que resulta mas evidente el resultado, sea positivo o
negativo; y b) deteccion de SNPs especificos de lince mediante la técnica de
SNapShot®, utilizando marcaje fluorescente. Esta Gltima técnica es altamente

especifica, eficiente y repetible, y asiduamente usada en analisis forenses.

Se han iniciado estudios genéticos de microsatélites para individualizar las
muestras de modo que se dispone de una técnica que permite distinguir un individuo de
otro. En primer lugar se utilizaron 3 muestras frescas facilitadas por el Centro de Cria en
Cautividad del Acebuche, de Dofiana, y otras 2 recogidas en Andujar. La técnica
permitio identificar individualmente los cinco individuos. Aplicada esta técnica a las
muestras recogidas en Madrid no se obtuvieron resultados debido a la degradacion de

las muestras.

Por esta razon se ha ensayado una estrategia consistente en realizar una primera
amplificacion maltiple con los cebadores sin marcar, seguida de amplificaciones
individuales de cada microsatélite con cebadores marcados. Los resultados tampoco
fueron satisfactorios. En sucesivas campafas modificaremos el método de muestreo

para conseguir excrementos mas frescos que permitan aplicar esta técnica.

También se ha tratado de caracterizar el habitat que usa el lince en el area de



estudio. Asi se tomaron un conjunto de variables a lo largo de los transectos realizados,
cruzando sus valores con la presencia de lince. La variable que mejor correlacion
muestra es la ‘cobertura de matorral menor de 50 cm de altura’. Las otras variables
que resultaron ser estadisticamente significativas muestran la preferencia de los felinos
por espacios heterogéneos, sin predominancia de una formacién vegetal concreta.
Como resultado podemos resumir que el lince selecciona el habitat, prefiriendo zonas
mas célidas, con contraste moderado entre minimas y maximas, y con menor
precipitacion. Asimismo prefiere zonas del territorio poco elevadas, ausentandose de
montafias y riscos. En cuanto a la vegetacion, prefiere zonas con baja cobertura de
herbaceas y tienden a ocupar espacios con coberturas relativamente altas de
matorral bajo, confirmando lo hasta ahora conocido.

La presencia de zorro no correlaciona con la de lince, resultando distribuciones
independientes. Es posible que esta poblacion de lince no sea tan reticente a compartir
su espacio con otras especies predadoras, debido quizé a la abundancia de alimento. Al
contrario de lo indicado por multitud de estudios previos, la probabilidad de

encontrar conejo no resulté significativa en el modelo de idoneidad de habitat.

En el mapa de habitat potencial se observa la importancia de los rios permanentes,
ya que las zonas de ‘“habitat muy favorable” se encuentran alrededor de los rios

Guadarrama, Jarama, Alberche, Cofio, Tajo y Henares.

El resultado es un mapa que muestra la idoneidad del habitat o el habitat

potencial, desde poco a muy favorable.

Se ha estimado, si bien de forma preliminar, la poblacion de linces de la CAM, con
un resultado de entre 28 y 38 ejemplares.



1. OBJETO, FINALIDAD Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

1.1. Introduccion

El Lince ibérico (Lynx pardinus) es, a dia de hoy, una de las especies mas
amenazadas de la Peninsula Ibérica, de la que es endémica y por tanto Unica en el
planeta. Probablemente es una de las preocupaciones mas importantes para la sociedad.
Asociaciones conservacionistas 'y ecologistas, cientificos y, especialmente,
administraciones publicas competentes asumen la responsabilidad de evitar este riesgo
de extincion. Ademaés, y consecuentemente, esta especie tecibe una fuerte atencidn
mediatica, y la preocupacion que suscita internacionalmente demanda grandes

esfuerzos.

Por ello, el seguimiento de sus poblaciones, su monitorizacion, se hace de manera
sistematica y precisa, para a) conocer su tendencia poblacional y b) adoptar, en
consecuencia, las medidas de gestion que garanticen el alcance de un estado de
conservacion favorable. Este es el objetivo principal de la ‘estrategia de conservacion
del lince ibérico’ aprobada en 2007, que responde al compromiso internacional
adquirido por nuestro pais, especialmente en cuanto al Convenio de Diversidad
Biologica (Rio de Janeiro, 1992) y su derivada a nivel europeo Directiva de Habitat
(UE, 1992).

El Lince ibérico es una especie de interés comunitario, considerada “prioritaria”,
incluida en los anejos Il 'y IV de la Directiva 92/43/CEE, de Habitat, y
consecuentemente en los anejos 1l 'y V de la Ley 42/2007, de 13 de diciembre, del
Patrimonio Natural y la Biodiversidad. Por ello, existe la obligacion de informar
sexenalmente a la Comision Europea en el marco del informe del art. 17 de la
mencionada directiva, sobre aspectos como el tamafio de sus poblaciones, el area de
distribucion, las amenazas que la afectan y el estado de los habitats que ocupa.

Por otra parte, el Lince ibérico esta incluido en el Catadlogo Espafiol de Especies
Amenazadas, instrumento creado por la mencionada Ley 42/2007, y desarrollado
mediante el Real Decreto 139/2011, de 4 de febrero. Segun este instrumento legal, las
especies incluidas bajo esta categoria deben disponer de seguimientos actualizados cada

tres afos, y se deben adoptar medidas activas que permitan una recuperacion de las



poblaciones por parte de las autoridades competentes. Por ello las Comunidades
Auténomas que cuentan con este felino entre su fauna deben aprobar un Plan de

Gestion, o en su caso de Conservacion, para instrumentar medidas concretas.

La mayor alerta sobre su estado de conservacion tuvo lugar en los inicios del siglo
XXI, en el que el area de distribucion de la especie parecia circunscribirse unicamente a
Dofiana y Sierra Morena, debido a que no se detectaba en sus tradicionales lugares de
presencia en toda la region biogeogréfica mediterranea. De este modo, los censos de la
especie realizados a principios de la década de 2000 mostraban la existencia de unos
200 individuos. Los factores de amenaza identificados entonces incluian a) la
persecucion de la especie por parte del hombre (control de depredadores) y b) la
disminucion de las abundancias de su presa principal, el conejo de monte (Oryctolagus
cuniculus), en amplias areas por efecto cambios en la funcionalidad de los ecosistemas
debido, probablemente, a cambios en las practicas agrarias y forestales que
disminuyeron su hébitat y aumentaron su predisposicion a sufrir enfermedades y

ecopatologias derivadas de efectos dependientes de la densidad.

Ante la urgencia de esta situacion, las distintas administraciones espafiolas pusieron
en marcha distintas medidas de conservacion. Entre ellas, se promovié un programa de
cria en cautividad, destinado al reforzamiento de las poblaciones existentes y para la
reintroduccion en areas de las que la especie desaparecio durante el siglo XXI y XX.
Asi, se vienen realizando sueltas en zonas de Portugal, Extremadura y Castilla-La
Mancha (Montes de Toledo y Sierra Morena), con indudable éxito, que ha permitido
variar la calificacion de amenaza de la especie desde ‘en peligro critico’ a ‘en peligro’ a
principios de 2015 (Rodriguez y Calzada, 2015), al constatar un aumento de la
poblacién de individuos reproductores desde el censo de 2002 al de 2010 (Garrote,
2015; Simon et al., 2012).

Ademas, el programa de suelta ha puesto de manifiesto algunas caracteristicas del
lince respecto a su comportamiento dispersivo y alimentario. Concretamente se ha
podido constatar la gran capacidad dispersiva de algunos ejemplares en su blsqueda de
un lugar para asentarse y el aprovechamiento de otras presas distintas del conejo
incluido la carrofia o0 animales de granja. Todo ello en unas condiciones que podemos
calificar de excepcionales al proceder de animales criados en cautividad, como son los

que son objeto de suelta.



En 2015 un estudio de nuestro equipo de trabajo (Lobdn-Rovira J., 2015) puso de
manifiesto la presencia de individuos de esta especie en el entorno del Sistema Central,
concretamente en la mitad occidental de la Comunidad Autonoma de Madrid (CAM),
junto a testimonios fehacientes de avistamientos practicamente ininterrumpidos, de los
gue no se tenia constancia. En consecuencia el, entonces, MAGRAMA se interesé en
profundizar en el estudio de estas hipotéticas poblaciones mediante un proyecto del que
ahora se presenta esta Memoria de los trabajos realizados.

Este trabajo presentaba algunas novedades respecto a lo conocido hasta ahora y puso
de manifiesto la dificultad de detectar al lince en espacios con alta frecuentacion,
proximidad al ser humano y alta densidad de personas. Escenario ecoldgico que viene
siendo distinto al habitual en espacios protegidos extensos, sierras con baja densidad
humana y con una intensidad de uso reducida, caracterizados por presentar un habitat
propicio en cuanto a condiciones del medio. En consecuencia podria deducirse que, si
existia una poblacion de linces, aunque fuera mas o menos escasa, podria presentar

rasgos propios de adaptacion a esas circunstancias.

La deteccion de su presencia por medio de heces, y su posterior determinacion por
métodos genéticos requeria ademas mejorar el método conocido hasta ahora, con el fin
de hacerlo mas eficaz, en unas muestras ‘criticas’ que presentan una baja densidad de
celulas del lince, como son las que se encuentran en la fina pelicula que envuelve las

deposiciones.

Otro reto de este proyecto consiste en individualizar las muestras, esto es, poder
asignar las deposiciones a individuos diferentes. Esta técnica requiere un andlisis del
ADN siguiendo patrones de microsatélites. No se oculta la gran dificultad que tiene
este tipo de analisis, y su viabilidad, cuando no se dispone de mucho material genético

original, como ocurre en el caso de muestras denominadas ‘criticas’.

Por ultimo, dados los ultimos avances en el conocimiento de la especie, de su
expansion geografica y viabilidad poblacional, fruto de los esfuerzos en conservacion
realizados, resulta necesario continuar las actuaciones para garantizar un estado de
conservacion favorable. Para ello es necesario ampliar el conocimiento del estatus en el
resto de su area de distribucion conocida y potencial, como es el entorno de la Sierra de

Guadarrama (Madrid y Castilla y Leon). El presente estudio contribuye a conocer tanto



las amenazas como el estatus poblacional con mayor precision en el area de trabajo,
permitiendo proponer las mejores soluciones de actuacion. En particular, hemos
obtenido informacion determinante acerca de la presencia de lince ibérico en el entorno
del Sistema Central, asi como informacion relevante acerca de la ecologia de la especie

en areas distintas de las bien conocidas.
1.2. Breve Historia evolutiva del género Lynx

Conocer la historia evolutiva de la especie resulta clave a la hora de desarrollar
planes de gestion adecuados (Johnson et al., 2004), asi como para definir el estatus de
conservacion de sus poblaciones (Gugolz et al., 2008). Los estudios de esta indole
también permiten discernir la diversidad genética, aspecto fundamental a la hora de
elaborar programas de conservacion (Johnson et al., 2004). Ademas, el conocimiento de
la historia evolutiva permite a) razonar cdmo una especie concreta ha respondido a
determinados eventos, ya sean estos climaticos, geologicos, etc. (Sommer & Benecke,
2005) vy, por lo tanto, b) proporcionan informacion de critica relevancia para
comprender su distribucion actual, y c) identificar sus potenciales amenazas futuras y/o

presentes.

Actualmente el género Lynx comprende cuatro especies, de las cuales dos se
encuentran en el continente americano (Lynx rufus y Lynx canadiensis) y dos en el
continente Euroasiatico (Lynx lynx y Lynx pardinus; San Miguel et al., 2006). En
Africa existe una especie de félido: el Caracal caracal, cuyo parecido con las especies
del género Lynx es tal que, durante algin tiempo se pens6 que podia pertenecer a este
género (Wenderlin, 1981).

La primera especie de lince de la que se tienen evidencias inequivocas en el registro
fosil es Lynx issiodorensis, cuyos primeros restos se considera que pertenecen al
Plioceno temprano y fueron hallados en Francia en Mt. Perrier (Wenderlin, 1981). Se
cree que esta especie es el ancestro comun del cual divergieron, hace mas de 6 millones
de afos, las cuatro especies del género Lynx que existen hoy dia (Johnson et al., 2004).
Sin embargo, las relaciones evolutivas existentes entre las especies de lince y su
reconocimiento como especies propias, nunca han estado libres de controversia
(Johnson et al., 2004).



Kurten y Granqvist defendian, en 1987, que los fdsiles encontrados en Puech-Margal
(Francia) pertenecian al extinto lince de las cavernas [Lynx pardina spelaea (Boule,
1910)], una subespecie del lince ibérico. Sin embargo, su posicion taxonomica continta
siendo un foco de debate (Ghezzo et al., 2015) al atribuir, algunos autores, la
pertenencia de los fosiles a una especie completamente diferenciada (Lynx spelaea) del
actual L. pardinus (Bonifay, 1971; Lorfévre, 2009). Asi mismo, numerosos autores
habian considerado que el lince ibérico, conocido por aquel entonces como Felis
pardina, era una subespecie del lince euroasiatico (Rodriguez & Delibes, 1992).
Posteriormente, los resultados obtenidos por Beltran et al. (1996) certificaron la
independencia del lince ibérico como especie diferenciada de sus homologos
euroasiatico (L. lynx) y norte americanos (L. canadienses y L. rufus).

Varios estudios moleculares (Fig. 1) demuestran que la primera de las cuatro
especies que se diversifico fue L. rufus, mientras que no parece existir unanimidad en la
historia evolutiva de las otras tres especies (Wenderlin, 1981; Beltran et al., 1996;
Johnson et al., 2004). Por un lado, Johnson et al. (2004) definen al lince euroasiatico y
al ibérico como taxones hermanos, mientras que otros consideran que L. pardinus
representa un linaje evolutivo que diverge del de L. lynx y L. canadiensis (Wenderlin,
1981; Beltran et al., 1996). Asi, todavia no se ha conseguido resolver la politomia

existente entre estas tres especies (Gugolz et al., 2008).

Ly pardinus
A)

Lyree e

Lymx B indorens i m— Lyrx canadiens is

Lyre rufiss

B) Lyrx pardinus

Lyrw e

Lymx ssiodorensis —
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Ly rufies

Figura 1- Representacion de las dos posibles relaciones filogenéticas entre las cuatro especies del género
Lynx consideradas en la actualidad. Elaboracién propia, a partir de los resultados obtenidos por diferentes
autores: A) representa la filogenia obtenida por Johnson et al. (2004); B) representa la filogenia defendida
por Wenderlin (1981) y Beltran et al. (1996).



1.3. Distribucion histérica de Lynx pardinus en la peninsula ibérica

Los ultimos estudios genéticos sobre el origen L. pardinus parecen ubicar sus
origenes entre 2,2 m.a. (Bininda-Emonds et al., 1999) y 1,6 m.a. (Johnson et al., 2004),
sefialando como su antepasado directo al Lynx issiodorensis (Werdelin, 1981; Johnson
et al., 2004), un lince extinguido en el Plioceno tardio o a principios del Pleistoceno.

La primera evidencia paleontoldgica de L. pardinus fue encontrada en Francia y
datada en el Pleistoceno medio (alrededor de los 2 m.a.) (Kurten y Grangvist, 1987),
donde compartieron su rango de distribucion con el Lince eurasiatico (Lynx lynx
Linnaeus, 1758).
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Figura 2- Distribucion de los fosiles de Lynx pardinus (Rodriguez-Varela et al., 2015) en la Peninsula
Ibérica. Los triangulos hacen referencia a fosiles de L. pardinus datados en el Holoceno. Los circulos

hacen referencia a fosiles de L. pardinus datados en el Pleistoceno.

Desde que comenzaron los estudios acerca de la distribucion del L. pardinus en la
Peninsula Ibérica, a finales del siglo XIX (Graells, 1897), su area de distribucion
historica ha sido siempre tema de controversia. Sin embargo, en los Gltimos afios parece
asentarse la idea de que el Lince Ibérico se encontraba distribuido por casi la totalidad
de la Peninsula (Fig. 2), al menos desde ¢l Pleistoceno (= 2 m.a.) hasta principios del
siglo XX (Cabrera, 1914; Rodriguez-Varela et al., 2015), cuando parece que Sus
poblaciones empezaron a decaer, llegando a extinguirse en todo el Norte y Este

peninsular (Cabrera, 1914).



Figura 3- Distribucién de L. pardinus en la segunda mitad del s.XX en Espafia a) segun Valverde (1963;
izquierda), y b) Rodriguez y Delibes (1990; derecha).

A mediados del siglo pasado la poblacion de Lince Ibérico se encontraba altamente
fragmentada (Fig. 3a), reduciéndose su rango de distribucion principal al Centro y Sur
de la Peninsula Ibérica, quedando algunos relictos al noreste de la peninsula (Valverde,
1963; Delibes, 1979). Desde finales de los afios 50 hasta finales de los 80 la poblacién
de L. pardinus sufrié una contraccion vertiginosa, provocando que en la década de los
80, sus poblaciones se limitasen a pequefios grupos en el Sistema Central y Montes de
Toledo, dejando el grueso de la poblacién relegada al cuadrante suroccidental de la
Peninsula Ibérica (Rodriguez y Delibes, 1990, 2002, 2003) (Fig. 3b).

Por estas fechas, Rodriguez y Delibes (1990) estimaron, mediante encuestas, que la
poblacion de Lynx pardinus contaba con una abundancia de entre 880 y 1.150
individuos, repartidos en nueve poblaciones aisladas: Sierra Central occidental, Gredos,
Alto Alberche, Sierra de San Pedro, Montes de Toledo-Villuercas-Monfragtie,
Subbéticas, Sierra Morena oriental, Sierra Morena central, Sierra Morena occidental y
Dofiana (Rodriguez y Delibes, 1990, 1992).
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Figura 4- Distribucidn del L. pardinus estimada a) para la década de los 80 en Espafia y Portugal
(Izquierda; Rodriguez y Delibes, 1990; Castro y Palma, 1996), y b) para principios del siglo XXI
(derecha; Guzman et al., 2004; Sarmiento, 2009).

A comienzos del siglo XXI Guzméan et al. (2002, 2004) realizaron un diagnostico de
la situacion de L. pardinus en la Peninsula Ibérica, limitando su distribucion a dos

nucleos: Dofana y Sierra Morena (Fig. 4), dando por extinguidas el resto de

poblaciones descritas con anterioridad.

En estos censos se localizaron, mediante la técnica de foto-trampeo, menos de 100
individuos (Garrote, 2015; Simon et al., 2010) alertando de la critica situacion del L.

pardinus en la Peninsula Ibérica a principios de este siglo.

1.4. Antecedentes del lince ibérico en la Comunidad Auténoma de
Madrid

La Comunidad Auténoma de Madrid (CAM) ha estado histéricamente dentro del
area de distribucion natural de Lynx pardinus, como queda recogido en numerosos
archivos cinegéticos, animales naturalizados y fotografias antiguas, que prueban su

presencia historica en la region.

Ya en la distribucion descrita por Rodriguez y Delibes (1990), se incluyo la ZEPA
del Alto Alberche de la CAM como area de distribucion de L. pardinus, lo cual continta

siendo tema de controversia.

A finales de los 90’ el estudio realizado por Aldama (1996) sefial6 la existencia de
una poblacion en la zona del Suroeste de la Comunidad Auténoma de Madrid,

describiendo tres sub-nucleos principales (Robledo de Chavela — Valdemaqueda;
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Embalse de Picadas — finca “El Rincon de los Canchos”; Cenicientos — finca “El
Hoyo”). Ambos autores, planteaban que quizas estas poblaciones pudiesen tener alguna
conexion con las del Sistema Central Occidental a través del Valle del Tiétar. En
cualquier caso, el pequefio tamafio de esta poblacion hizo que fuese considerada como
uno de los nucleos con mayor riesgo de desaparicion a corto plazo (Guzman et al.,
2002), aunque la CAM incluy6 la especie en su Catalogo Regional de 1992 (Decreto
18/1992, de 26 de marzo por el que se aprueba el Catdlogo Regional de especies
amenazadas de fauna y flora silvestres y se crea la categoria de arboles singulares)
aunque nunca ha dispuesto de un Plan de Recuperacion en la region, como es

preceptivo.

A partir del informe de Guzman citado, la empresa Boscaje S.L. realizd el
seguimiento de la poblacion de L. pardinus en la CAM desde 1997 hasta 2001

recopilando nuevas citas en la zona del Suroeste.

Ademas, en estos estudios se describieron nuevas areas potenciales en la CAM que
reunian a priori las condiciones minimas necesarias para albergar a esta especie, las
cuales incluian la Sierra de Hoyo de Manzanares, el Parque Regional de la Cuenca Alta

del Manzanares y el Monte del Pardo.

Sin embargo, en los censos realizados por Guzman et al., (2002, 2004) se asumio la
extincion de todas las pequefias poblaciones aisladas de la especie, incluyendo la
poblacién de la CAM. Esta conclusion fue corroborada posteriormente por dos estudios
Ilevados a cabo en este area por encargo de la CAM, donde no se encontrd ninguna

evidencia de la presencia de la especie (Gir Consulting S.L, 2006, 2007).

Si bien la poblacién de L. pardinus se considera extinguida desde principios del siglo
XXI, las citas han continuado acumulandose, sobre todo en el area de la ZEPA del rio
Alberche y Cofio, y la Cuenca Alta del Manzanares (Virgds y Casanovas, 1993). Cabe
citar como resefiable, el hallazgo de un excremento en este area durante el invierno de
2005 por investigadores de la Universidad Rey Juan Carlos (URJC), aungue entonces se
puso en duda su autenticidad. Mas recientemente, un individuo marcado del proyecto
LIFE+ cruzd por el sur de la comunidad madrilefia de Oeste a Este siguiendo el rio

Tajo, realizando movimientos dispersivos tras su suelta en los Montes de Toledo.
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A continuacion se recogen una serie de citas, basadas en testimonios fiables,

localizadas en la zona de estudio que han servido como antecedentes para establecer el

area de muestreo (Tabla 1). Se ofrece la informacion con la precision que ha podido ser

recogida de las fuentes. Conviene recordar aqui que los informantes, sobre todo de las

citas recientes, se han mostrado reacios a proporcionarlas, toda vez que al darse

oficialmente por extinto en esta &rea existe una tendencia a no comunicar el

avistamiento por temor a la opinion pablica y en general, solicitan el anonimato.

La utilidad de esta tabla ha sido poder dibujar él area en que hemos realizado el

muestreo, conforme se muestra en el apartado Métodos.

Municipio Localizacion Fecha Afio Cita
El Escorial Escorial St NAT
Robledo de Chavela Navalmufioz (M.U.P. 45) Sif OB
Valdemaqueda Finca el Endrinal Sif OB
Collado Mediano El Montecillo 1950 LAZ
Navalagamella Navalagamella 1960 OB
Valdemorillo Rio Aulencia 1960 TIR
Hoyo de Manzanares Pico Estepar o0 1965 TIR
El Escorial Valmayor 1977 TIR
Monte de Batres Batres (afios. 807) LAZ
Navas del Rey Embalse de Picadas 1987 OB
Miraflores de la Sierra Puerto de la Morcuera 1988 OB
Guadalix de la Sierra Cerro de San Pedro 1989 OB
Majada del cabrero (puente de la | aprox.
Valdemaqueda Mocha) 1989 OB
(Inicios de los
Tres Cantos Puente de la Marmota 90)1990 OB
Hoyo de Manzanares El Palancar 1993 OB
Fresnedillas de la Oliva Dehesa de Navalquejigo (MVP 36) 1994 SCA
Sevilla la Nueva Villamantilla (Rio Perales) 1994 SCA
Colmenar del Arroyo Finca Montesclaros 1995 OB
Robledo de Chavela La Almenara aprox. 1995 OB
San Martin de Valdeiglesias M.U.P. 55 Afios 90° OB
Villa del Prado Finca los Canchos 1995 OB
Navalagamella/Fresnedillas 1996 OB
Navas del Rey M-855 may” 1996 OB
Sevilla la Nueva Villamantilla (Rio Perales) invierno de 1996 SPR
Navas de Rey / Pelayos de la Presa Rio Alberche 1998 OB
Navas del Rey El Guijo 1998 SCA
Robledo de Chavela Cuatro Tablas 1998 SCA
Robledo de Chavela / Navas del Rey | Cuerda Verduguera / Fuente Aguila 1998 SPR
Robledo de Chavela M-512 1999 ATR

13



Robledo de Chavela Dehesa de Fuenteldmparas (M.U.P. 44) 2003-2004 OB
Robledo de Chavela/Colmenar del oct-

Arrollo Fuente Anguila 2005 SCA
San Martin de Valdeiglesias Embalse de San Juan 2005 OB
Valdemorillo Urbanizacion Cerro de Alarcén 2005 OB
Navalagamella Arroyo de la dehesa 2007 OB
Navas del Rey Embalse de Picadas 2007 OB
San Martin de Valdeiglesias M.U.P. 55 dic- 2007 FOT
San Martin de Valdeiglesias M.U.P. 55 dic- 2007 SPR
Sevilla la Nueva Arroyo de la Retamosa dic- 2007 OB
Valdemoro Arroyo de la Covatilla Juk 2007 OB
Navalagamella El Horcajo 2-nov 2009 OB
Peralejo Peralejo 17-nov- 2009 ATA
Navalagamella Cantera del Horcajo 2011 OB
San Martin de Valdeiglesias Urbanizacién San Ramén 25-dic- 2011 OB
Sevilla la Nueva M-523 2012 OB
San Sebastian de los Reyes Coto Pesadilla dic- 2014 OB
Aranjuez R-4 feb- 2015 MARC
Fuentiduefia del Tajo Rio Tajo feb- 2015 MARC
Navalagamella/Quijorna Finca la Cepilla mar- 2015 OB
Navalcarnero M-600 16-oct- 2015 OB
Quijorna Cafia Real Segoviana 6-oct- 2016 SCA
Valdemorillo Camino del Canal 2nov- 2016 OB

Tabla 1- Citas histdricas para L. pardinus en la CAM hasta 2015, colocadas por orden de antigliedad.
(ATA: Ataque; ATR: Atropello; FOT: Ejemplar fotografiado; LAZ: Ejemplar abatido con un lazo;
MARC: Ejemplar marcado con el proyecto IberLince; NAT: Naturalizado; OB: Avistamiento; SCA:
Heces; SPR: Huella; TIR: Ejemplar abatido con un disparo).

1.5. Habitat

A la vista de lo precedente, una vez confirmada la posible presencia del lince en la
CAM, y dado que las proximidades a la gran ciudad no parecen a priori el habitat mas
propicio para la especie, disefiamos y realizamos una caracterizacién del habitat,
relacionando presencia detectada mediante el muestreo de campo con variables del

medio que nos permitan definir sus preferencias actuales, en el area de estudio.

El territorio estudiado ha sufrido cambios importantes en los Gltimos cien afios, y
especialmente en los Gltimos cincuenta. Por un lado los cambios de usos del suelo,
especialmente el abandono agrario y la consiguiente matorralizacion, y por otro la
expansion de los nucleos poblados, tanto de los cascos urbanos como de urbanizaciones.

Estos cambios también han dado lugar a la aparicion o intensificacion de otros usos,
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como son los usos deportivos, especialmente la caza y golf. Las infraestructuras
también se han incrementado notablemente, especialmente las de comunicacion
(carreteras y autopistas), asi como los embalses y las depuradoras. Por ultimo la
presencia de personas en el medio es muy notable, si bien los usuarios actuales se
mueven mas por motivos deportivos o higiénicos, o simplemente de recreo, que por

labores vinculadas a la ganaderia o agricultura, como era tradicional.

Todos estos cambios deben haber influido en la distribucion del felino, y si bien
pareceria que en primera instancia pueden hacer que el lince abandone el territorio, no
es descartable que a medio plazo supongan una oportunidad, de modo que la especie
haya podido acomodarse y obtener ventajas de la nueva situacion. Estariamos por tanto

ante una poblacion adaptada a las nuevas circunstancias.

En este estudio se describe, de manera analitica, la estructura vegetal méas propicia o
beneficiosa para el lince ibérico, a la vez que se presenta un mapa de habitat potencial.
Esto permitira identificar nuevas zonas de estudio y/o zonas en las que, potencialmente,
se podrian realizar alguno de los programas de reintroduccion o de reforzamiento que

estan teniendo lugar por todo el territorio de la Peninsula Ibérica.
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2. METODOLOGIA

2.1. Delimitacion de las dreas de prospeccion en el entorno de la

Sierra de Guadarrama

Se han recopilado citas de presencia de la especie en el entorno de la Sierra de
Guadarrama, de fuentes fidedignas y contrastadas, como son especialmente los anélisis
genéticos de excrementos, fotografias, observaciones de agentes y personal con
suficiente capacitacion o localizaciones de ejemplares marcados con emisores
(telemetria VHF o GPS-Satélite), ejemplares naturalizados y avistamientos por personal

de campo con conocimiento contrastado.

Se han representado graficamente las localizaciones de presencia de lince ibérico en
el entorno de la Sierra de Guadarrama en distintos periodos: 1950-1990, 1991-2000,
2001-2015.

Delimitacion cartogréfica de la zona (a escala 1:25.000) en la que se van a desarrollar
los trabajos practicos de campo, que engloben las areas con mayor volumen de registros

y donde se representen los puntos exactos de muestreos.

Asi se han disefiado 21 transectos, por espacios de titularidad pablica, conforme se
indica en el Mapa 1.
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Mapa 1- Mapa llave de los transectos realizados.

2.2. Desarrollo de trabajos de muestreo de campo para deteccion de

presencia de lince ibérico y recogida de muestras biolégicas

Se ha realizado un trabajo de muestreo de campo disefiado para la recoleccién de
muestras biologicas de lince ibérico (excrementos), lo que es una técnica no invasiva.
Para ello, se realizaron los transectos lineales definidos en el apartado anterior,
poniendo especial atencién en puntos potenciales de defecacién, como son caminos y

pistas forestales. En concreto, el trabajo han seguido las siguientes pautas:

o Se han realizado 21 transectos diferentes, con una distancia media de 5 km

lineales, en el han participado 2 6 3 muestreadores.
o Los transectos se repitieron en dos ocasiones, verano y otofio.

o Se anotd la localizacion geografica UTM de todos los indicios susceptibles de
ser de Lince ibérico, encontrados durante la realizacion de los transectos,
especialmente de los excrementos atribuibles a la especie mediante una
prospeccién minuciosa de los distintos puntos potenciales de depdsito en cada
recorrido.
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o Al equipo de muestreo se sumaron dos técnicos de campo del Ministerio, Albert

Roura y Francisco Garcia Montoto, en las primeras jornadas.

Las muestras biologicas, atribuibles a lince ibérico, fueron georreferenciadas,
colectadas, trasladadas al laboratorio y guardadas en condiciones adecuadas para su
posterior andlisis genético. A fecha de hoy las muestras permanecen depositadas en los
congeladores de la Facultad de Biologia de la UCM. Durante la realizacion de los
transectos mencionados anteriormente, se recogieron indicios que pudieran ser
atribuibles al felino, especialmente las heces, pelos o cualquier otra muestra bioldgica
en los medios y caracteristicas necesarias (temperatura, solucién liquida, etc.) que
permitieran realizar los analisis discriminatorios de especies, desechando aquellos cuyo

estado de deterioro previsiblemente no lo permitiera.

2.3. Andlisis molecular de muestras bioldgicas obtenidas en campo
para identificacion especifica y desarrollo de un método de
identificacion individual
A) IDENTIFICACION ESPECIFICA
Las heces recogidas en el trabajo indicado en el punto anterior fueron trasladadas
al laboratorio de Genética de la Facultad de Biologia de la UCM para realizar una

adecuada identificacion molecular del Lince ibérico, en relacion a otras especies de

carnivoros.
B) INDIVIDUALIZACION DE EJEMPLARES

Desarrollo y puesta a punto de un método de identificacion del individuo al que
pertenece la muestra analizada a partir de muestras de heces que correspondan a
lince ibérico, y aplicacion a las muestras obtenidas en los muestreos para contrastar,

si es posible, su individualizacion.
C) CONTRASTE DE RESULTADOS

Se ha realizado un analisis de contraste en otros dos laboratorios con el objetivo de
tener réplicas para incrementar la robustez de los resultados obtenidos. Para ello se ha

realizado un acuerdo de colaboracién entre el adjudicatario del servicio y un laboratorio
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de referencia, en concreto el laboratorio del IREC (UC-LM y CSIC), en Ciudad Real,
autorizado por el Director Técnico de este contrato menor de la Direccion General de
Calidad y Evaluacion Ambiental, que cuenta con la tecnologia y medios adecuados
(materiales de laboratorio, técnicas PCR, disponibilidad de cebadores, etc.) para

contrastar los resultados obtenidos.

Asimismo, y para garantizar ain mas si cabe los resultados, se ha pedido un control
de la fiabilidad de los analisis a un laboratorio privado, concretamente de la empresa

Genyca Innova Analisis y Diagnostico Genético S.L.

Mientras que el IREC es un centro de referencia, con gran experiencia en el analisis
de muestras de animales, incluidos los linces; el laboratorio de la empresa GENYCA,
fundamentalmente dedicada a andlisis en humanos, nunca habia tratado anteriormente
con muestras de esta especie. De esta manera, se corrobora, de dos formas diferentes y

complementarias, la asignacion correcta de las muestras al lince.

Tras los analisis, los laboratorios han redactado una memoria técnica que incluye los
resultados obtenidos, con especial indicacion a la especie a la que pertenecen las
muestras analizadas, que se acompafian en los anexos 1y 2. Ambos han corroborado los

resultados.

2.4. Caracterizacion ecoldgica del drea prospectada y evaluacion de

la adecuacion de habitat para el Lince ibérico

El rea de estudio abarca casi la totalidad de la mitad occidental de la CAM (Fig. 5),
estando delimitada en el Oeste y en el Sur por los limites de la comunidad auténoma. La
parte oriental del area de estudio queda acotada por el rio Jarama, subiendo hacia el
norte hasta el rio Guadalix y su prolongacion. Esta zona ha sido seleccionada basandose
en la bibliografia ya que, la zona del suroeste de la CAM ha sido considerada como una
zona potencial para el establecimiento de poblaciones de lince por diversos autores
(Rodriguez & Delibes, 1992; Aldama, 1996; Boscaje, S.L.; 2000; Virgds & Traviani,
2005; Gil-Sanchez & McCain, 2011; Lobdn-Rovira, 2015), si bien es cierto que se

encuentra ampliada con respecto a los trabajos previos ya citados.
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Figura 5- Localizacién del area de estudio (area gris) dentro de la Peninsula Ibérica y de la CAM.

Esta zona se caracteriza por presentar unas variables ambientales relativamente
homogéneas (Virgoés & Traviani, 2005). Como la mayor parte de la Peninsula, la CAM
se encuentra en el dominio de los climas Mediterraneos siendo, la marcada
estacionalidad de las temperaturas, la sequia estival y la irregularidad de las
precipitaciones sus principales caracteristicas climaticas segun el Atlas Medio Ambiente
de la CAM (Zabia & del Olmo, 2007). En cuanto a las masas forestales (Fig. 6),
predominan las especies perennes (Quercus ilex, Pinus sp., entre otras) con matorral
xerofilo (Cistus ladanifer, Lavandula pedunculata, Rosmarinus officinalis, Thymus

vulgaris, etc.; Garcia & Pérez, 2016).

Figura 6- Fotografias de paisaje dentro del area de estudio. Se observa la tipica formacién de bosque

mediterraneo con altas coberturas de matorral y arbolado disperso.

Por otra parte, la fauna de la CAM también destaca por su elevada diversidad de
especies, muchas de las cuales requieren de medidas especificas de proteccién. Entre

ellas destacan algunos carnivoros como el gato montés (Felis sylvestris), la nutria
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(Lutra lutra) o el lince ibérico (Lynx pardinus; Catadlogo Regional de Especies

Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres, y de Arboles Singulares).

Una vez escogida el area de estudio se elaboraron 21 transectos, de aproximadamente
5 Km cada uno, basandose en la metodologia descrita por Lobon-Rovira (2015). El
muestreo se realizd dos veces en cada transecto, en dos épocas distintas del afo. La
primera toma de datos tuvo lugar entre los meses de Junio-Julio del 2016, ya que este
periodo coincide con el nacimiento de las crias del presente afio y con el comienzo del
periodo de dispersion de los individuos jovenes nacidos en las mismas fechas del afio
anterior (los individuos comienzan a dispersarse entre los 13 y los 24 meses de edad;
Ferreras et al., 2004). El segundo periodo de muestreo se llevo a cabo entre los meses
de Octubre-Noviembre de 2016, correspondiendo con la época en la que los cachorros
dejan de depender de la lactancia y, en consecuencia, comienzan a realizar

desplazamientos mas largos en busca de alimento (Ferreras et al., 2004).

La seleccion de los transectos se realizd en un mapa 1:25.000 a través de la
herramienta IBERPIX, del Instituto Geografico Nacional (IGN). Todos los transectos
debian situarse en montes de uso publico lo suficientemente extensos como para
permitir un recorrido de 7 Km de longitud. Asi, estos itinerarios transcurrieron por
caminos, cortafuegos, fronteras entre pasto y matorral, campo a través o siguiendo
estructuras del paisaje menos regulares que los caminos ya que, a menudo los linces las

utilizan para depositar sus heces. Estas estructuras pueden ser: la base de grandes rocas,

sobre vivares de conejo, antiguas carboneras, arroyos, etc. (Fig. 7; Martin et al., 2007).

Figura 7- Fotografia de dos estructuras de paisaje recorrido durante el muestreo. A la izquierda un

camino Yy, a la derecha, el cauce de un arroyo seco.
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El trabajo realizado en cada uno de los transectos consistio tanto en la busqueda y
recogida de excrementos para su posterior analisis genético, asi como en la toma de
datos que permitiesen caracterizar la estructura vegetal de cada transecto

(caracterizacion del microhabitat).

Durante la realizacion de los transectos de campo se han tomado medidas de
variables para caracterizar el &rea de presencia potencial de lince ibérico. Este trabajo
estard basado en una aproximacion paisajistica de micro y macrohéabitat, fundamentado
en las localizaciones georreferenciadas sobre presencia de indicios de Lince ibérico que
se obtengan en campo. Las variables a considerar para realizar esta caracterizacion han

sido las siguientes:
o Climatologia
o Caracteristicas del suelo
o Vegetacion
o Abundancia de presas (conejo principalmente)

o Distancia a nucleos poblados

2.5. Busqueda y Recogida de Heces

El estudio de carnivoros presenta unas importantes limitaciones que vienen
impuestas por las caracteristicas ecoldgicas y comportamentales de los organismos
objeto de estudio (Boscaje S.L., 2000). En el caso que aqui nos ocupa, hay que resaltar
la escasez de individuos existentes y que su comportamiento es sumamente discreto y
esquivo respecto al ser humano (San Miguel et al., 2006). Su organizacion social y
espacial, siendo territoriales y solitarios, dificulta considerablemente su seguimiento y
estudio (Boscaje S.L., 2000). Ademas, los individuos juveniles pasan por una etapa de
dispersion en la que se desplazan de forma erratica durante varios meses (Ferreras et al.,
2004), haciéndolos extremadamente dificiles de localizar con los métodos de estudio
convencionales. Por los motivos expuestos, se decidio emplear una metodologia basada
en indicios indirectos (excrementos recogidos). Para minimizar la subjetividad inherente
a esta metodologia, las muestras fueron analizadas por el Departamento de Genética de

la Universidad Complutense de Madrid con una técnica basada en la descrita por
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Palomares et al. (2002).

Los excrementos de lince ibérico (Fig. 8) se caracterizan por estar fragmentados, de
tal forma que la parte concava de un fragmento encaja con la parte convexa del
fragmento adyacente (Roldan, 2016). Su color puede variar entre el gris ceniza y pardo
oscuro (Rodriguez, 1993), presentando una patina mucosa uniforme que los recubre
cuando estan frescos (lglesias & Espafia, 2010). En cuanto a sus dimensiones, varian
entre los 5a 9 cm de largo y 1.5 a 2 cm de ancho (Rodriguez, 1993).

Figura 8- Fotografias de excrementos de felino recogidos en dos de los transectos recorridos. En las
imagenes se aprecia la morfologia tipica de los excrementos de felinos: a la izquierda se observa bien
cémo los fragmentos encajan unos con otros, mientras que a la derecha, se aprecia la coloracién

parduzca y la patina mucosa.

Cada transecto fue recorrido por un minimo de dos investigadores en busca de
excrementos en el propio camino o en sus proximidades. Al detectar un posible
excremento de lince, éste se georreferencio, fotografio e introdujo en un bote de plastico
estéril, utilizando para ello la propia tapa del tubo para evitar el contacto con la muestra
con el fin de minimizar el riesgo de contaminacion genética. Cada bote fue debidamente

identificado con la fecha, nombre del transecto y un cédigo de identificacion del mismo.

2.6. Caracterizacion del Microhabitat

La escala de microhabitat hace referencia a aquellas caracteristicas estructurales
seleccionadas por el organismo que afectan a su comportamiento individual y a su éxito
reproductivo (Martin, 1998).

La toma de datos de vegetacion se realizO segin la metodologia descrita por
Fernandez-Olalla (2011) y Barrull (2014). Segun ésta, cada transecto se dividio en 7
tramos de 1 Km cada uno, afiadiendo 1 al principio y otro al final. La toma de datos de
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vegetacion solo se realizo en los tramos pares (Fig. 9), ya que el primer tramo se veria
afectado por la influencia de las carreteras u otras construcciones de origen antropico.
De esta forma, los tramos pares se dividieron en 5 sub-tramos de 200 m cada uno, al
final de los cuales se estimaron las coberturas consideradas dentro de un éarea

aproximada de 25 m de radio, partiendo del borde del camino (Roldan, 2016).

25m
de radio

e e o

200m

Camino de 1Km

Figura 9- Esquema del patron de medicidn de las variables vegetales dentro de un kilémetro par del
transecto. Las secciones de color negro y blanco representan los tramos de 200 m al final de los
cuales se tomaron medidas de vegetacion. Los circulos en verde representan el area de 25 m de radio

en la que se realizaron las estimaciones de las coberturas. Tomado de Roldan (2016).

Para caracterizar la estructura vegetal se estimaron, de forma visual, las coberturas de
herbaceas, pasto, roca, suelo desnudo, cultivo, matorral menor de 50 cm de altura,
matorral mayor de 50 cm de altura y arbolado. Esta metodologia también nos permite
contabilizar los excrementos de felino (Felis sp.) y zorro (Vulpes vulpes) encontradas en
forma de IKAs (indice Kilométrico de Abundancia), proporcionando un indice de

abundancia comparable (Acevedo et al., 2008).

Con los datos recogidos mediante la metodologia que aqui se describe, se construy6
un Modelo Lineal Generalizado (GLM) con funcién de enlace “gausiana” que permitira
conocer cudles de las variables medidas presentan un efecto significativo sobre la
variable respuesta (IKA de Felis sp.) y, por lo tanto, pueden afectar en la seleccién de
habitat por parte de los individuos. También se comprobd si existe algun tipo de
correlacion entre los felinos y el zorro. Para ello se llevé a cabo la prueba de rangos de

Spearman, pues ninguna de las dos variables presentd una distribucién normal.
2.7. Evaluacion de Variables Ambientales

Las variables ambientales consideradas en este apartado se han tomado a una escala
mayor, la del macrohabitat. Esta, ha de entenderse como una unidad cuyo area minima
se corresponde con aquella en la que, de media, los individuos de una especie

determinada desarrollan sus funciones biologicas (Morris, 1987).
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Para caracterizar el macrohabitat utilizado por el lince ibérico se escogieron una serie
de variables ambientales consideradas, ‘a priori’, como relevantes (Tabla 2) y que
pueden influir en la distribucion de la especie. Dichas variables fueron escogidas
basandose en la bibliografia (VValverde, 1963; Rodriguez & Delibes, 1992; Palomares et
al., 1991; Beltran & Delibes, 1994; San Miguel et al., 2006; Lobdn-Rovira, 2015).

Cadigo Variable Fuente
Biol Temperatura media anual Hijmans et al. (2006)
Bio2 Rango de temperatura diurna (temperatura maxima — temperatura minima) Hijmans et al. (2006)
Bio3 Isothermality (A temperatura diurna/ A temperatura anual) Hijmans et al. (2006)
Bio5 Temperatura maxima en el mes mas calido Hijmans et al. (2006)
Bio6 Temperatura minima en el mes mas frio Hijmans et al. (2006)
Bio7 Rango de temperatura anual (Bio5-Bio6) Hijmans et al. (2006)
Biol2 Precipitacion media anual Hijmans et al. (2006)
Biol3 Precipitacion en el mes mas humedo Hijmans et al. (2006)
Biol4 Precipitacion en el mes mas seco Hijmans et al. (2006)
Rad_Sol Radiacion solar incidente Hijmans et al. (2006)
Cota Altitud (m) NEO (2016)
PPB Productividad primaria (gC/m“/dia) NEO (2016)
Poblacion Poblacion (Personas/Km®) NEO (2016)
Oryctolagu Probabilidad de encontrar conejo Lobén-Rovira, J. (2015)
%Arbolado Cobertura de arbolado (%) Sexton et al. (2013)
%Suelo Cobertura de suelo desnudo (%) MDA Federal (2004)
%Herbéaceas Cobertura de herbaceas (%) MDA Federal (2004)

Tabla 2- Cddigo, descripcion y fuente de las variables ambientales consideradas en la elaboracion

del modelo de idoneidad de habitat.

Ademas, se calcularon las distancias al nucleo urbano (NucUrb), a la via de

comunicacion (carretera, vias del tren, autopista, etc.; VC) y al rio méas cercano (Rios).

De esta forma nos enfrentamos a un elevado nimero de variables que, ademas,
presentan fuertes correlaciones entre si. Con el objetivo de eliminar la correlacion y de
reducir su nimero, al mismo tiempo que se mantiene la mayor cantidad de informacion
posible, se recurrio a un Analisis de Componentes Principales (ACP 0 PCA). Para evitar
la influencia excesiva de ciertas variables, debida a su escala o a la varianza de las

variables originales, el ACP se realiz6 partiendo de la matriz de correlaciones.

Este analisis descriptivo inicial nos permitird identificar las variables que mas

informacion aportan para, posteriormente, poder elaborar apropiadamente un modelo de
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habitat potencial de la especie dentro de los limites de la CAM.
2.8. Mapa de Habitat Potencial

En primer lugar se recopilaron los datos conocidos sobre la distribucion dela especie.
Aqui se trataron dos tipos de datos: los datos recogidos en el campo, tanto en el presente
trabajo como en el del afio anterior, y las citas histéricas recopiladas (Aldama, 1996;
Boscaje S.L., 2000). En el caso de los datos de campo, Unicamente se tuvieron en
cuenta aquellos excrementos cuyo analisis genético resultase positivo. En segundo lugar
se escogieron aquellas variables que habian demostrado aportar una mayor informacién

en el analisis exploratorio realizado en el apartado anterior.

Una vez registrados los datos necesarios se procedi6 a la construccion de un modelo
matematico, modelo de idoneidad de héabitat, que permitiese predecir qué zonas de la
CAM presentan unas caracteristicas mas adecuadas para albergar una posible poblacion
de esta especie. Asi, se elabor6 un GLM, concretamente un modelo de Regresion
Logistica en el que las variables ambientales son las variables explicativas y la
probabilidad de encontrar un ejemplar de lince ibérico es la variable respuesta. El
modelo resultante fue el obtenido mediante la técnica conocida como Backward
Stepwise Regression. Finalmente, se calcularon y representaron (en QGIS 2.14.3) los
valores de la variable respuesta para cada una de las celdas (1x1 Km) en las que se

dividié la CAM, dando lugar a un mapa de habitat potencial.

Pero, este modelo, no permite afirmar si existe o no un proceso de seleccion de
habitat por parte de los individuos de la especie. Para poder comprobar esto, se
construy6 un segundo modelo, modelo control, similar al anterior, con la salvedad de
que los valores de presencia o ausencia fueron asignados a celdas escogidas
estocasticamente. Una vez construidos ambos modelos se compararon a través de la
prueba de Kruskal-Wallis con el fin de saber si ambas distribuciones difieren

significativamente entre ellas.

Todos los métodos de tratamiento de datos utilizados (GLMs, ACP, Kruskal-Wallis,

etc.) en el apartado de “Material y Métodos”, fueron llevados a cabo en R 3.3.1.
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2.9. Estimas de poblacion

Medir en campo abundancias de carnivoros es muy complejo y sesgado, por los

siguientes motivos:

o Diferentes tasas de defecacion (dentro de la misma especie y entre diferentes
especies) y descomposicion en campo y dieta estacional.

o Parametros meteoroldgicos de los dias previos al muestreo, 1o que puede lavar

de restos fecales todo el terreno.

o Diferencias comportamentales de cara a la frecuencia y lugares de deposicion,
por factores dependientes de la densidad y de los recursos, como la competencia
y territorialidad, etc.

Desde los comienzos del estudio cientifico de abundancias de carnivoros en campo,
los problemas anteriores son recurrentes y muchas veces insoslayables. Por estos
motivos la comunidad cientifica dedicada al estudio de Mamiferos en campo ha llegado
a un cierto consenso o estandarizacion en protocolos de medida de abundancia, lo que
implica un cierto grado de madurez dentro de la comunidad de investigadores. Esto no
quiere decir que haya un aparato de medida estdndar, y por tanto calibrado, y las

comparaciones entre estudios -metaanalisis- sean siempre fiables.

Para evitar ese sesgo se procura entrenamiento previo en la basqueda de indicios y en
las estimas en campo de todas las variables por un mismo equipo de personas que no

introduzcan sesgo en las mediciones (“de visu”™).

Al menos en este estudio si podemos comparar resultados con los obtenidos para
otros territorios, ya que la metodologia se ha utilizado en al menos una Tesis Doctoral
(Barrull, 2014) y numerosos informes técnicos cuyo acceso es siempre complicado y no

es objeto aqui de recargar el texto.

El método que minimiza los errores o “fuentes de error” antes citadas (tasas de
descomposicion, meteorologia y comportamiento) no es contar excrementos en campo
sin mas, asumiendo gque cuantas mas heces se encuentren habra mas individuos, lo que

es completamente erréneo y sesgado.
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El método estandar en Carnivoros, para estimar abundancias, como un estimador del

censo, es la Frecuencia de Aparicion (“frequency of occurrence” FO).

En Bioestadistica una Frecuencia es un conteo no paramétrico, es decir, no es una
variable medida con una escala continua, que sigue una distribucion conocida, sino que
es un numero natural (0, 1, 2..., n). Si aparecen decimales es cuando se promedian las
frecuencias entre distintas réplicas, lo que si es licito siempre que el dato de origen sea
una frecuencia pura (n). Y es bueno tener varios IKA para cada transecto, y promediar

si estan distanciados para evitar tener un sesgo de pseudorreplicacion (Hurlbert 1984).

Para evaluar cuantitativamente la frecuencia de cada especie de carnivoros de cada
transecto, cada recorrido de 1 Km (IKA, o Indice Kilométrico de Abundancia) fue
dividido en 5 tramos de 200 metros, obteniendo un rango de valores de abundancia
entre (0-5). Que se interpreta como (0 en ninguno de los 5 tramos de 200 metros
aparecio la especie; 1 aparecio en un tramo, y asi hasta completar el Kilémetro con 5

tramos, por tanto tope de la variable de conteo “FO” = 5).

Para minimizar los problemas asociados con diferentes tasas de defecacion, se
registroé un positivo, en cada tramo de 200 metros, cuando la presencia de al menos una
muestra de cada especie estudiada especialmente Gato/Lince "félido™ (ya que en campo,

previamente al analisis de laboratorio, es muy dificil discriminar estos félidos).

También se cuantificdé IKA de Zorro rojo (Vulpes vulpes), con el fin de contrastar la
hipétesis de interferencia con félidos ya que marca también en caminos, sendas o

cortafuegos.

Cada 200 metros se registraron las variables de microhabitat, por tanto asociadas a
escala “micro” con cada abundancia de carnivoro. Fueron estimadas visualmente por la
misma persona entrenada previamente, en un circulo de 25 metros de radio. Siempre
que fue posible se replico el transecto de 1 Km dentro de cada cuadricula estudiada,
para obtener un IKA sin pseudorreplicacion. Este protocolo de campo ha sido aplicado
en trabajos estandarizados de carnivoros (Barrull et al. 2014).

Con los resultados obtenidos, se ha realizado una evaluacion de la idoneidad de la
zona de estudio como habitat potencial de lince ibérico, basandose en el conocimiento

previo existente al respecto de las variables mas importantes.
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También se ha realizado una estima de la poblacién, siguiendo el método
desarrollado por Garrote et al. (2014) con poblaciones de Andujar y Dofiana, aunque
consideramos que las condiciones del medio son distintas y, por tanto, habra que tomar

este resultado con las debidas precauciones.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Muestreo de campo

El modelo se ha calculado con el programa R de andlisis estadistico, de uso
estandarizado y repetible por la comunidad cientifica por ser “Software Libre” Team, R.

C. (2013).

El modelo arroja los resultados de la Tabla 3, segun el polinomio GLM
(“Generalized Linear Model”) con funcion de enlace “gausiana” variable dependiente

Frecuencia de ocurrencia o frecuencia de aparicion (FO).

Llamamos aqui, siguiendo a Barrull et al. (2014), FO a las siglas en inglés
(“frequency of occurrence” FO), lo que traducido es frecuencia de aparicion, que no es

mas que la variable de abundancia medida de la manera descrita (variando entre 0 y 5).

Se contabilizaron las FO de félidos, a menudo indistinguibles en campo entre gatos y
Lince ibérico, de Zorro rojo y las variables independientes (coberturas de cabida
cubierta) medidas en campo cada 200 metros en radios de 25 metros entorno al

observador, lo que es un procedimiento estandarizado en estudios de carnivoros.

El modelo es el siguiente, donde no se implica causalidad ni igualdad sino
correlacion (~) estadistica con las zonas de defecacion y no de otros usos para la
especie (areas de alimentacion y reproduccién), estos resultados concuerdan con lo
encontrado previamente para félidos (“wild-living cats”) en la CAM (Lozano et al
2003).
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N=14 Coeficiente | Error | Valor-t | P-Valor | Significacion |Correlacién
estandar (ver pie)
I: Punto de corte 3.491 0.965 3616 0.008 **
A:Cobertura arbérea -0.038 0.014 | -2.671 | 0032 * Negativo
B: Cobertura Cultivos -1.369 0529 | -2.587 | 0.036 * Negativo
H: Cobertura Herbaceas -0.016 0.008 | -2.040 0.081 | No significativo n.s.
M: Cobertura Matorral 0.053 0020 | 2648 | 0.033 * Positivo
P: Cobertura Pasto -0.046 0.013 | -3.384 0.012 * Negativo
S: Cobertura Suelo -0.087 0022 | -3.945 | 0.005 ** Negativo
desnudo
(*) P<0.05 (**) P<0.01 muy significativo

Tabla 3- Modelo Lineal Generalizado para el Microhabitat

significativo. Se muestran los

coeficientes de la Férmula 1, polinomial, y los valores de significacion de entrada al modelo. Destaca

la variable ‘cobertura de matorral’ como muy significativa.

Formula 1

FO Félido {rango 0-5} ~ glm (3.5*1 — 0.04*A - 1.37*B + 0.05*M — 0.05*P — 0.09*S)

Las variables de coberturas en radios de 25 metros tomadas cada 200 metros en cada

transecto (Tabla 3) muestran relaciones negativas con la frecuencia de aparicion u

ocurrencia “frequency of occurrence” FO de excrementos de “Félido” (Felis sp. o

Lynx pardinus), para todas las coberturas menos para el matorral que es preferencial en

la seleccion de habitat en este modelo. Lo que coincide con estudios previos de félidos,

realizados en la CAM (Lozano et al. 2003) con un protocolo y analisis muy similar.

En Lozano et al. (2003) se concluye la importancia del matorral para los félidos

(“wild-living cats”). Que obviamente, en este estudio grueso de Lozano (2003) sin

analisis genético, pueden ser muestras de gato doméstico, gato montes o lince ibérico,

de ahi la denominacion genérica de “gatos” o félidos silvestres “wild-/iving cats .
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Por alguna razon los félidos aparecen con mayores abundancias en zonas con
abundante matorral, evitando otros puntos de marcaje, o que requiere estudios mas
finos sobre las preferencias de alimentacion, reproduccion, etc., que no se miden
contando heces por caminos, sino estimando ecosistémicamente el funcionamiento
auto-ecoldgico, de una sola especie, 0 a nivel de comunidad, teniendo en cuenta a otras

varias especies de carnivoros que pueden interferir.
3.2. Analisis genético a partir de muestras de heces en lince ibérico

3.2.1. Identificacién de especie

Las muestras de excrementos recogidas en el campo son “muestras criticas”, es decir,
contienen muy poco DNA molde de la especie que se quiere identificar, éste se
encuentra muy degradado y, ademas, contaminado con DNA exd6geno. Por ello, los
protocolos de deteccion e identificacion mediante PCR (Reaccion en Cadena de

Polimerasa, siglas en inglés) deben ser altamente especificos y eficientes.

Partiendo del método descrito por Palomares et al. (2002), se ha realizado una
modificacion del protocolo para la identificacion especifica de heces de lince. El
proceso, hasta el momento, ha contemplado los siguientes aspectos:

3.2.1.1. Diserio de un protocolo de extraccion de DNA que minimice la probabilidad de

contaminacion.

Hemos disefiado un protocolo de extraccion de DNA para evitar en lo posible

cualquier contaminacion que desvirtle los resultados de los analisis:

o La extraccion se realiza en un laboratorio reservado para ello, se utilizan pipetas
especificas.

o La superficie de trabajo se limpia después y antes de cada tanda de extraccion
con una solucion de lejia, para eliminar los posibles resto de DNA y los
instrumentos de diseccion se lavan tras cada muestra secuencialmente en agua
con detergente y lejia, agua y alcohol de 96° y posteriormente se flamean en un
mechero de alcohol.

o La diseccién de las muestras se realiza sobre papel de filtro; tras la diseccion de

cada muestra el papel utilizado se descarta y se sustituye por uno nuevo.
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o Para el manejo del DNA se utilizan puntas de pipeta con filtro.

o Para la extraccion del ADN se utilizo el kit EZNA® Stool DNA kit de OMEGA
Bio-tek, especifico para la extraccion de ADN en excrementos, siguiendo las
instrucciones del fabricante, con ligeras modificaciones.

o Como control positivo de estos analisis, se utilizaron tres excrementos de
animales procedentes del Centro de Cria en Cautividad de EI Acebuche en
Dofiana; dos excrementos recogidos en una finca privada en Jaén y una muestra
de tejido obtenida de un cadaver; estas tres Gltimas proporcionadas por el Dr.
José Antonio DAvila, del IREC. La extraccion del ADN de estas muestras se

hizo separadamente para evitar posibles contaminaciones.

3.2.1.2. Desarrollo de un método de PCR anidada para amplificar la senal de la

primera PCR, manteniendo la especificidad.

El protocolo de amplificacién de secuencias mitocondriales por PCR descrito por
Palomares et al. (2002) es altamente especifico para identificar muestras de lince, si
bien el rendimiento de la reaccion no es 6ptimo cuando aplica a muestras degradadas.

Por ello, nos propusimos:

o Ajustar las condiciones de la reaccién para hacerla mas eficiente.

o Disefiar un protocolo de PCR anidada para amplificar la sefial de la primera
PCR. Una pequefia alicuota de esta primera PCR se utiliza como molde para la
segunda amplificacion, que produce un fragmento de menor tamafio con un
elevado rendimiento (Fig. 10). La técnica de PCR anidada proporciona una
mayor eficiencia y especificidad y se aplica a muestras con poca cantidad de
DNA molde o que contienen DNA de diversas procedencias, como en la
deteccion de parésitos en sangre y la identificacion de la composicion de
microorganismos en muestras ambientales (Chapron et al., 2000; Poirier et al.,
2016).
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Figura 10- Esquema de la amplificacion por PCR anidada.

Primeramente, se disefié una pareja de cebadores internos — Lp7U y Lp76L (tabla 2)
— contenidos en el fragmento amplificado por los cebadores DL7F y CR2bR, empleados
con éxito por Palomares et al. (2002), que generan un fragmento de 130 pares de bases
(pb). Al igual que ocurre en la primera reaccion, uno de ellos es altamente especifico de
lince. La amplificacion fue muy eficiente, pero el producto de la PCR anidada resultd
ser demasiado pequefio, 63 pb y su tamafio se confundia facilmente con los restos de
cebadores de ambas reacciones y era muy dificil obtener secuencias de calidad; no
obstante, se obtuvo un excelente rendimiento que proporciond una banda claramente
distinguible (Fig. 11).

Figura 11- Fragmentos obtenidos en la reaccion de PCR inicial con los cebadores de Palomares et al.
(2002), de 130 pb (izda.) y PCR anidada de 63 pb (dcha.). En la PCR anidada, se observan también
los fragmentos correspondientes a la primera amplificacion, asi como los correspondientes a

combinaciones de cebadores de la primera y segunda reacciones.

34



Para tratar de mejorar el rendimiento de la primera PCR vy, a la vez, disponer de un
sistema de PCR anidada que permitiera comprobar la secuencia amplificada y
contrastarla con las encontradas en las bases de datos, disefiamos una nueva reaccion,
manteniendo uno de los cebadores de Palomares et al. (2002), que es el que confiere
especificidad y sustituyendo el cebador CR2bR, que es inespecifico, por otro —
Panl16722L (Tabla 7) — que genera un fragmento ligeramente més largo, de 177pb (Fig.
12, Tabla 5), y aumenta el rendimiento de la amplificacion requiriendo menor cantidad
de DNA molde. El disefio de cebadores se ha realizado tras revisar en la base de datos
molecular GenBank (NCBI), los alineamientos de las secuencias mitocondriales
ortélogas de diversas especies que conviven con el lince y podrian confundirse con él.
Asimismo, se disefio una nueva pareja de cebadores para llevar a cabo la PCR anidada
sobre este nuevo fragmento — Lnes16577U y Lnesl6673L (Tabla 7). El primero de
estos cebadores internos en la PCR anidada es altamente especifico de lince y
parcialmente solapante con el de la primera reaccion (Fig. 10). Esta PCR anidada
amplifica eficientemente un fragmento de 114 pb (Fig. 12), que puede secuenciarse para
ser contrastado con las bases de datos moleculares. Como no se eliminan los restos de
cebadores entre la primera y la segunda amplificacién, en la PCR anidada se reamplifica
el fragmento mas grande, observdndose dos bandas (Fig. 12). En todas la
amplificaciones se utilizaron dos tipos de control negativo: un tubo con DNA genémico
de gato doméstico, para comprobar la especificidad y un tubo sin DNA (NTC, ‘non
template control’), para descartar cualquier tipo de contaminacion. Ambos controles
fueron negativos en todos los casos, aunque si Se observaron las bandas
correspondientes a la formacién de dimeros de cebadores, siempre claramente por
debajo de los 100pb.

Las PCR sencillas se realizaron con el siguiente programa: 95°C 5min; [94°C 30seg.;
60/61,5°C 45seg.; 72°C 30seg.] x 45; 72°C 5min, proporcionando bandas relativamente
tenues; los programas utilizados en las PCR anidadas por nosotros, se ajustaron para
evitar el exceso de ciclos y fueron los siguientes: para la primera PCR, 95°C 3min;
[94°C 30seg.; 61°C 45seq.; 72°C 45seg.] x 35; 72°C 5min. y para la segunda: 95°C
2min; [92°C 30seg.; 60°C 45seq.; 72°C 45seg.] x 20; 72°C 5min.
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Figura 12- Fragmentos obtenidos en las reacciones de PCR modificadas. La PCR inicial (superior)

produce un fragmento de 177 pb (flecha verde), entre 50 y 100 pb se observa una banda formada por
los dimeros de cebadores. La PCR anidada (inferior) produce un fragmento de 114 pb (flecha

naranja); en el gel se observan ambos fragmentos y, entre 50 y 100pb, los dimeros de cebadores.

La tabla 5 muestra los resultados de la identificacion de las muestras analizadas
hasta el momento. Un subconjunto de los fragmentos amplificados se ha secuenciado y
contrastado con la base de datos molecular GenBank, resultando, en todos los casos
coincidentes con las secuencias mitocondriales de lince ibérico, que no muestran

variabilidad en este fragmento (Tabla 5).
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Transecto Localidad N° Muestras  Positivos

Villar del Gato Navalagamella 2 1
Villamantilla Colmenar del Arroyo 2 1
Valdetablas Vlllanugva de Perales y 7 3
Sevila la Nueva
Navalquejigo Fresnedilla de la Oliva 2 2
. Robledo de Chavela y
Monteagudillo Navas del Rey 6 5
Monte Publico 55 San M_artm_de 8 5
Valdeiglesias
Monte de Batres Batres 11 8
LIC Guadarrama Villaviciosa de Odon 7 1
Hoyo de Manzanares Colmenar Viejo 2 2
Horcajo Navalagamella 13 7

Colmenar del Arroyo
Fuenteanguila Navas del Rey 6 4
Robledo de Chavela

San Martin de

Embalse de Picadas Valdeiglesias 1 1
Coto Pesadilla San Setg;\;tlflsn de los 4 2
Cerro de San Pedro Colmenar Viejo 2 1
Cerceda (Santillana) Manzanares el Real 2 0
Cenicientos Cenicinetos 7

Tabla 5- Muestras que han sido identificadas hasta el momento como positivas de lince mediante la
aplicacion de los métodos desarrollados. Entre paréntesis, el primer nimero indica el nimero de muestras

secuenciadas y el segundo, el de muestras diagnosticadas por SNaPshot®.

3.2.1.3 Desarrollo de un método de deteccion de SNPs especificos de lince a partir de

los fragmentos de DNA mitocondrial amplificado mediante PCR.

Otro recurso Util para identificar las especies a partir de muestras criticas, es la
deteccién de SNPs diagndstico mediante reacciones de SNaPshot®. Esta técnica
consiste en una reaccion de adicion de un didesoxirribonucleétido marcado con una
fluorescencia diferente para cada uno de ellos, al extremo 3’ de una sonda especifica
que se hibrida con fragmentos de DNA amplificados por PCR. Las sondas marcadas se
separan por tamafios en electroforesis capilar en un analizador de fragmentos estandar

(Jungerius, 2003) vy, por tanto, presenta la ventaja de que no requiere secuenciacion.
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Esta técnica es altamente especifica, eficiente y repetible y se utiliza asiduamente en
analisis forenses, tanto en humanos (Sobrino et al., 2005), como en animales (Lee et al.,
2009; Tobe y Linacre, 2010; Kitpipit et al., 2012).

Para disefiar las sondas de SNaPshot®, se buscaron en la base de datos del NCBI, las
secuencias homdlogas del segmento amplificado del DNA de lince, de varias especies
de mamiferos silvestres de la peninsula Ibérica. Dichas secuencias se alinearon y se
eligieron, dentro del fragmento amplificado por la PCR anidada, sondas de direcciones
opuestas, cuyo extremo 3’ coincidiera con SNPs diagnosticos de L. pardinus: variantes
de la secuencia fijadas en esta especie y diferentes de las de otras especies que pudieran
confundirse con ella. A este respecto, L. canadensis y L. lynx no se consideraron fuentes
de confusion ya que no viven en la peninsula Ibérica. Se disefiaron dos parejas de
sondas de direcciones opuestas que, en total, detectan tres SNPs distintos (Fig. 13). La
primera pareja de sondas, produce dos picos diagnostico claros, sin embargo, se genera
también un pico inespecifco atribuible a fenémenos de amplificacion entre los
cebadores ya que aparece también en los controles negativos (Fig. 14). Aunque no se
confunde con los picos diagnostico, si puede disminuir su efectividad, por ello, se
disefio la segunda pareja de sondas, que no presenta amplificacion inespecifica (Fig.
15).

La figura 13 muestra el alineamiento de secuencias mitocondriales homoélogas en
Lynx pardinus, L. canadensis, L. lynx, Felis silvestris y F. catus en la region que

contiene las sondas disefiadas para detectar los SNPs especificos de L. pardinus.

Partiendo de que tanto la primera PCR como la PCR anidada son especificas de L.
pardinus, la aplicacion del método de SNaPshot® supone la adquisicion de un nivel
extra de especificidad y sensibilidad. Tal como estd disefiado este ensayo, se puede
aplicar tanto tras realizar inicamente la primera PCR, como después de la PCR anidada,
asi como amplificando unicamente el fragmento menor (de 114pb) y aplicando después
el SNaPshot®. Con lo cual, se dispone de tres sistemas especificos de deteccion de
DNA de lince, que pueden combinarse entre si de la forma en que proporcionen mejores

resultados.
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Lynx pardinus TCTATGGACCTCAATTATCC AGAGGAAGCTTAGTCACCTGGTCTCGAGAAACCA

Lynxcanadensis . . C. . . . . ... ... C.G. .. i it A e e e e e e e e e e e
Lynx lynx LTC L o e C.G. .. i it A e e e e e e e e e e
Felis silvestris . . . . . . .. ... ... C..... C.A..A" G.. AC. .. .... Co i et e e
Felis catus . . . . . .. ... .... c..... C.A..A" "G....A........ Cov e

Lynx pardinus GGACCTCAATTATCC AGAGGAAGCTTAGTCACCTGGTCTCGAGAAACCAGCAATCCTTG

Lynx Iynx ......... [ e e L L I T Wi oo e SOTARE v SHSOSE RS BN ¢ R I R D R ®) e (s AN AIE) 4
Lynx canadensis + « « o+ o« 0 . CHGa s s =ws s a8 @5 &8s R 5 ke GBS Wi we R @es 859
Felis silvestris ~ + + = + « « « « - [cig P CoBa A== 0ommn AC . oo v o €lin. S o o v s mdmy w o B g e S o e R o

R R Clcalar s B = = & wow aem Boin o evices B & T T g .

Felis catus ~ * ¢ 0t

Figura 13 a-b.- Alineamiento del fragmento mitocondrial que contiene las dos parejas de sondas
utilizadas en el analisis de SNaPshot®. La sonda marcada por el segmento verde, coincide con la
secuencia mostrada; la sonda marcada en rojo, coincide con la secuencia complementaria de la
mostrada. Las flechas indican la posicion de los SNPs diagndstico. Para el disefio de las sondas, las
secuencias se alinearon con un mayor nimero de especies que las que se muestran en la figura. 13a)
La primera pareja de sondas detecta un SNP que en los linces incorpora una A (Adenina) mientras
que en el resto de las especies incorpora una G (Guanina) ya que muestran una pequefia delecion de
dos nucleétidos y otro SNP que en L. pardinus incorpora una C (Citosina) y en el resto de especies,
una T (timina); 13b) En la segunda pareja de sondas, el primer SNP detectado coincide con el
segundo de la anterior, pero en este caso, se incorpora G en L. pardinus y A en el resto de especies; la
segunda sonda detecta un SNP nuevo incorporandose A en todos los linces y G en el resto de

especies.

Las figuras 14 y 15 muestran los resultados de la aplicacion de la técnica de
SNaPshot®, utilizando dos sondas de sentidos opuestos simultaneamente, a los
productos de amplificacion por PCR anidada de varias muestras de lince, gato y control
negativo. Tanto los controles positivos, como las muestras positivas de la CAM, se
corresponden con lo esperado en el caso de tratarse de muestras de lince ibérico,
mostrando los picos correspondientes. En la figura 14 se muestran los resultados

obtenidos con la primera pareja de sondas y en la figura 15, con la segunda.
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Figura 14 (a-m) - Electroferogramas con los
resultados de la aplicacion de la técnica de
SNaPshot® a diversas muestras utilizando la
primera pareja de sondas. El pico verde que
aparece alrededor de 36 nucledtidos se
corresponde con la sonda cuya secuencia
coincide con la mostrada en la figura 14a, por
lo tanto en lince se debe incorporar un
nucledtido de adenina (verde en la reaccion de
SNaPshot®); el pico negro que aparece
alrededor de 41 nucleétidos corresponde a la
sonda cuya secuencia es complementaria de la
mostrada en la figura 4, por lo tanto en lince se
debe incorporar un nucleétido de citosina (negro
en la reaccion de SNaPshot®). 14a-d)
Controles positivos. 14e-j) Muestras positivas
de la Comunidad de Madrid. 141) Muestra
negativa de la Comunidad de Madrid. 5I) Gato
doméstico. 14m) Control negativo sin DNA

molde.
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Figura 15 (a-j) - Electroferogramas con los
resultados de la aplicacién de la técnica de
SNaPshot® a diversas muestra utilizando la
segunda pareja de sondas. El pico azul que
aparece alrededor de 35 nucledtidos se
corresponde con la sonda cuya secuencia
coincide con la mostrada en la figura 13a, por
lo tanto en lince se debe incorporar un
nucle6tido de guanina (azul en la reaccion de
SNaPshot®); el pico verde que aparece
alrededor de 43 nucleétidos corresponde a la
sonda cuya secuencia es complementaria de la
mostrada en la figura 13a, por lo tanto en
lince se debe incorporar un nucleétido de
adenina (verde en la reaccion de SNaPshot®).
15a-d) Controles positivos. 15e-j) Muestras
positivas de la CAM.
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3.2.1.4. Resultados de la aplicacién del método de PCR anidada desarrollado para la

identificacion de la especie, en otros laboratorios.

Con el fin de validar la aparicion de resultados positivos de lince en la CAM, se
solicitd el anélisis de algunas de las muestras en dos laboratorios externos: la empresa
especializada en analisis genéticos moleculares Genyca Innova (Majadahonda, Madrid)
y el laboratorio de Genética del Instituto de Recursos Cinegeticos (IREC, CSIC, Ciudad
Real). Se porporcionaron a ambos laboratorios, muestras de excrementos para la
aplicacion de la técnica de amplificacion desarrollada por nuestro laboratorio. En cada
caso, la técnica de extraccion empleada fue diferente, siendo idéntico el resto del
protocolo. Los resultados se reflejan en sendos informes adjuntos. En ambos casos se
encontraron muestras positivas de lince pertenecientes a la CAM. Los controles

positivos dieron los resultados esperados en todos los casos.

3.2.2. Desarrollo de un método identificacion individual a partir de

muestras de heces mediante amplificacion de marcadores microsatélites.

Por otro lado, a partir de la consulta de las publicaciones previas sobre marcadores
microsatélites aplicables al lince (Johnson et al., 2004; Casas-Marce et al., 2013); se
eligieron varios marcadores que presentan elevada variabilidad y cuyas condiciones de
amplificacion son similares, para incluirlos en una reaccion multiplex de PCR. Dichos
marcadores son: BCG8Th, Fca082b, Fca090, Fca559, Fcad76 y Fca096 (Tabla 7). Se
realizaron amplificaciones de cada marcador individualmente, para ajustar las
condiciones de la reaccién y comprobar la produccion de un fragmento del tamafio
esperado. Posteriormente, se utilizaron los seis marcadores elegidos en una PCR
multiplex, demostrando que existe amplificacion simultanea de todos los fragmentos
(Fig. 16).
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Figura 16- Fragmentos correspondientes a marcadores microsatélites amplificados por PCR
multiplex. Los colores de las flechas que sefialan cada fragmento se corresponden con los de los

fluorocromos utilizados.

En una primera aproximacion, las pruebas se llevaron a cabo con los cebadores sin
marcar; segun la intensidad de las bandas obtenidas se ajustaron las proporciones de

cada cebador con el fin de conseguir un rendimiento similar para todos los marcadores.

Se consiguié una amplificacion satisfactoria en las muestras bien conservadas: las
muestras de excrementos frescos de tres individuos diferentes proporcionadas por el
Centro de Cria en Cautividad del Acebuche de Dofiana y dos muestras de excrementos
frescos de animales silvestres, recogidas en el campo, procedentes de una finca
localizada en Jaén y facilitadas por el propietario. Sin embargo, no se consiguio
amplificacion en las muestras procedentes en la CAM, debido a la considerable

degradacion de las mismas.

Cada muestra presentd una combinacion Unica de alelos, lo que permitio la
identificacion de cada individuo (Tabla 6). En el total de las cinco muestras se

encontraron tres alelos para cada uno de los microsatélites.

Muestra Fca090 Fca082 Fca559 BCG8Tb Fcad76 Fca096

Adelfa fresca (Af, Dofiana) | 110.55| 110.55 | 186.65 | 186.65| 231.6 | 235.74| 158.19 | 158.19] 193.39 [ 197.17] 238.5 [ 238.5

Durillo fresca (Df, Dofiana) | 112.63 | 112.63] 180.36 | 186.72| 227.54 | 227.55] 137.04 [ 158.17] 185.76 | 193.31] 238.48 | 238.48

Jota fresca (Jf, Dofiana) 112.66 | 114.83| 180.47 | 184.72| 227.51 | 231.63| 137.17 | 158.2 | 193.55 | 193.55] 238.51 | 244.72
L1 fresca (Jaén) 110.44 | 112.65] 184.61 | 186.73 | 231.68 | 235.79| 137.09 | 158.08] 193.32 | 197.19] 238.52 [ 238.52
L2 fresca (Jaén) 110.51) 110.51] 180.36 | 180.36] 231.76 | 231.77| 156.0 | 158.18| 197.16 | 197.16] 238.49 | 242.39

Tabla 6- Genotipos para los seis marcadores microsatélites de cada uno de los cinco individuos en los
que se obtuvo amplificacion satisfactoria. Los colores indican el tipo de fluorescencia utilizada en cada
marcador. Los nameros indican el tamafio del fragmento amplificado, es decir, los alelos para cada

microsatélite. Los alelos coincidentes estan sombreados del mismo modo.
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La figura 17 (a-c), muestra los perfiles obtenidos por amplificacion de los

marcadores microsatélites de los cinco individuos de los que disponiamos de material

fresco. Los microsatélites BCG8 y Fcad76, marcados con fluorescencia verde

amplifican, en las condiciones ensayadas, con menos eficiencia que el resto, sin

embargo, la informacion obtenida es suficiente para distinguir todos los individuos por

su genotipo.
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Figura 17a.- Perfiles de cinco individuos obtenidos por amplificacion de los marcadores microsatélites

Fca090, Fca082 y Fca559. Los nimeros que identifican los picos corresponden al tamafio del fragmento

amplificado y por tanto, al alelo de cada microsatélite. Todos los individuos muestran genotipos

diferentes.
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Figura 17b- Perfiles de cinco individuos obtenidos por amplificacion de los marcadores microsatélites.

Los marcadores BCG8Tb y Fca476, marcados con fluorescencia verde amplifican,en las condiciones

ensayadas, con menos eficiencia que el resto.
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Figura 17c- Perfiles de cinco individuos obtenidos por amplificacién del marcador microsatélite Fca096,

marcado con fluorescencia roja.

Con el fin de conseguir amplificacion de los microsatélites en muestras mas
degradadas se ensayd una estrategia (Piggot et al., 2004; Bellemain et al., 2005)
consistente en realizar una primera amplificacion maltiple con los cebadores sin marcar,
seguida de amplificaciones individuales de cada microsatélite con cebadores marcados;
sin embargo, no se han obtenido resultados satisfactorios, o que indica que para la
aplicacion de este método de identificacion individual, que requiere la amplificacion de
secuencias nucleares, es necesario disponer de excrementos relativamente menos

deteriorados que los utilizados para la identificacion especifica con secuencias
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mitocondriales, siempre mas abundantes y mejor preservadas.

La tabla 7 muestra los datos de todos los cebadores utilizados hasta el momento en

este estudio.

Nombre Secuencia 5'-3' Referencia

DL7F CTTAATCGTGCATTATACCTTGT Palomares et al. (2002)
CR2bR CCGGAGCGAGAAGAGGTACA Palomares et al. (2002)
Lp7UP TATACCTTGTTCTAGAGCAGTTCT Este trabajo

Lp76L CAGGTGACTAAGCTTCCTCT Este trabajo
PanL016722L CAGATGCCAGGTATAGTTCC Este trabajo

LNes16577U TTATACCTTGTTCTAGAGCAGTT Este trabajo

Lnes16673L GGAGCGAGAAGAGGTACA Este trabajo

LinSNPaiz AAATCTATGGACCTCAATTATCCAGAGG Este trabajo

LinSNPadc AAAAAAAAAAAAAAAAATGGTTTCTCGAGACCAGGTGA Este trabajo

LinSNPaiz2 AGGACCTCAATTATCCAGAGGAAGCTTA Este trabajo

LinSNPadc2 AAAAAAAAAAAAAAAACAAGGATTGCTGGTTTCTCGAG Este trabajo

BCGS8TbUP CTGCGCCTGAAGTCATTTCT Casas-Marce et al. (2013)
BCGS8TbLO CAATAGACAAGACACATTCAAGCA Casas-Marce et al. (2013)
Fca082bUP TCACCGCTTAAGAAGAGGCTA Casas-Marce et al. (2013)
Fca082bLO GTGAAGCTTCCGAAATGAGG Casas-Marce et al. (2013)
Fca090UP ATCAAAAGTCTTGAAGAGCATGG Casas-Marce et al. (2013)
Fca090LO TGTTAGCTCATGTTCATGTGTCC Casas-Marce et al. (2013)
Fca559bUP TGCCAAAATGTTCAAGAGTGG Casas-Marce et al. (2013)
Fca559bLO ATCATGCCCTGAGCTGAGTC Casas-Marce et al. (2013)
Fcad76UP GACCTTGGAAGGAAAGGAGG Menotti-Raymond et al. (1999)
Fcad76L0 CCCTTTTCTCCATGTTGTTACT Menotti-Raymond et al. (1999)
Fca096bUP CACGCCAAACTCTATGCTGA Casas-Marce et al. (2013)
Fca096bLO CAACCAAGGTTCCAAGTGGT Casas-Marce et al. (2013)

Tabla 7- Listado de los cebadores de PCR utilizados en este estudio.
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3.3. Caracterizacion del habitat

Como se ha dicho anteriormente durante el muestreo se recogieron 84 excrementos

de los cuales 44 resultaron ser positivos tras el analisis genético.

En el Mapa 2 se muestran las localizaciones de las muestras que resultaron positivas.

Mapa 2- Localizacién de los excrementos de lince ibérico recogidos entre 2015 y 2016, que resultaron

positivos al analisis.

3.4. Estima de Poblaciones

Para la estima de la poblacion se han utilizado 14 IKAs en las que se recogieron
todos los excrementos. En cada una se recorrieron 5 Km por zona asignada a esa IKA,
por tanto habremos recorrido 70 Km en Madrid. Se han detectado 44 Excrementos
positivos genéticamente en ellos, luego aplicando la correlacion de la Figura 18,

tendriamos:
X: no.scats/lkm =44/ 70= 0.63

Y: n°individuos/100 Ha
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Figura 18- Recta de regresion propuesta por Garrote et al. (2014) que correlaciona el nimero de muestras

positivas con los Kilémetros recorridos.

Segun el modelo:
Y =0,065 + 1,056 * 0.63 = 0.73 Linces/100 Ha

Considerando la superficie del &rea potencial hallada en el mapa de hébitat potencial
de aproximadamente 5.000 Ha, habria unos 33 linces en Madrid, con una horquilla de

mas/menos 5 linces, es decir, entre 28 y 38 linces.

Este resultado hay que tomarlo con precaucién, dado que el habitat potencial
estimado y las particularidades de fragmentacién del habitat, asi como la medida de la
afectacion que tienen las actividades humanas sobre el comportamiento del lince ain no
ha sido evaluado, y el grado de acomodacion a estas circunstancias no se conoce con

precision.
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3.5. Caracterizacion del Microhabitat

El GLM construido con las variables recogidas en campo (D? = 74.3 %; Tabla 8)
muestra la importancia que tiene, para los felinos, la cobertura de matorral menor de 50
cm de altura. Esta variable resulto ser la Unica cuyo efecto es positivo sobre el IKA para
felinos.

Coeficiente p-valor
Intercept 3.489 0.008
Arb -0.038 0.032
Cul -1.374 0.036
Her -0.016 0.082
Mat 0.054 0.033
Pas -0.047 0.012
Sue -0.087 0.005

Tabla 8- Coeficientes estimados y p-valores de las variables incluidas en el modelo final para IKA de
Felis sp. Se incluyeron las siguientes coberturas: arbérea (Arb), cultivo (Cul), herbaceas (Herb), matorral

menor de 50 cm de altura (Mat), pasto (Pas) y suelo desnudo (Sue).

Las otras variables que resultaron ser estadisticamente significativas muestran la
preferencia de los felinos por espacios heterogéneos, sin predominancia de una
formacion vegetal concreta. Ademas, se observa que la cobertura de sustrato agrario
(Cul) presenta el efecto mas negativo sobre la variable respuesta, mostrando la baja

idoneidad que para los felinos tienen las zonas dominadas por este tipo de uso.

Por su parte, la abundancia de zorro no parece presentar ningan tipo de correlacion
con la de los felinos, al no ser el pardmetro p significativamente distinto de O en la
prueba de rangos de Spearman (p = 0.067 y p-valor = 0.819).

50


https://es.wikipedia.org/wiki/Ρ

3.6. Evaluacion de Variables Ambientales

Tras el ACP se decidid utilizar los 4 primeros componentes principales (CPs), ya que
con ellos se absorbe el 83.476 % de la varianza total y, ademas, presentan un autovalor
superior a 1. (Fig. 19; Tabla 9).

CP1 CP2 CP3 CP4
Varianza 11.232 2.627 1.629 1.207
% de varianza 56.160 13.135 8.147 6.033
Varianza
56.160 69.295 77.442 83.476
acumulada
Autovalor 11.232 2.627 1.629 1.207

Tabla 9- Varianza, porcentaje de varianza absorbida, varianza acumulada y autovalores de los 4 primeros

componentes principales.
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Figura 19- Gréfica de sedimentacion del ACP. En ella se muestran los autovalores de cada CP generado.

En la Figura 20 observamos que el CP1 recoge la informacién aportada por las
variables climaticas. Asi, se observa un gradiente definido por la altitud (Cota),
precipitacion en el mes mas seco (Biol4) y precipitacion media anual (Biol2) en el
extremo negativo, y la temperatura en el mes mas célido (Bio5), temperatura media

anual (Biol) y temperatura en el mes mas frio (Bio6) en la parte positiva. Por su parte,
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el CP2 define un gradiente entre la cobertura de herbaceas (Herbaceas) en la fraccion
negativa y el rango de temperaturas diurno (Bio2) en la positiva. Estos resultados
muestran la importancia que, a la escala definida, muestran las variables de tipo

climatico sobre la distribucion del lince ibérico.

Dim 2 (12.87%)

Dim 1 (58.21%)

Figura 20- Representacion de la correlacion entre las variables originales y los dos primeros CPs. La
longitud de los vectores representados indica el grado de correlacién con cada eje. Las variables utilizadas
en el ACP fueron las siguientes: temperatura media anual (Biol), rango de temperaturas diurno (Bio2),
isothermality (Bio3), temperatura maxima en el mes mas calido (Bio5), temperatura minima en el mes
mas frio (Bio6), Rango de temperatura anual (Bio7), precipitaciéon media anual (Bio12), precipitacién en
el mes més himedo (Biol3), precipitacion en el mes méas seco (Biol4), radiacién solar incidente
(Rad_Sol), productividad primaria (PPB), personas/Km? (Poblacién), altitud (Cota),probabilidad de
encontrar conejo (Oryctolagu), distancia al ndcleo urbano més cercano (NucUrb), distancia al rio méas
cercano (Rios), distancia a la via de comunicacion méas cercana (VC), cobertura de herbéceas
(Herbéceas), cobertura de arbolado (Arbolado) y cobertura de suelo desnudo (Desnudo) .

Si representamos el CP1 frente al CP2 en una gréfica de dispersion (Fig. 21), se

observa una cierta, aunque siempre debil, relacion lineal positiva entre ambos CPs.
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Figura 21- Grafica de dispersion en la que estan representadas las celdas con presencia de lince ibérico
(puntos verdes) en el espacio definido por los dos primeros CPs. La linea verde es una recta de regresion
lineal entre ambos CPs, en el extremo superior de la cual se muestra su ecuacion. En los recuadros se
indica qué variables resultaron mas representativas para cada de los CP. Estas son: temperatura media
anual (Biol), rango de temperaturas diurno (Bio2), temperatura maxima en el mes més célido (Bio5),
temperatura minima en el mes més frio (Bio6), precipitacién media anual (Bio12), precipitacion en el mes
més seco (Biol4), altitud (Cota) y cobertura de herbaceas (Herbaceas). Obtenida mediante IBM SPSS
Statistics 22.

De esta forma, parece que las zonas en las que se ha detectado la presencia de
ejemplares tienden a presentar valores ligeramente positivos en los CP1 y CP2,
mostrando una cierta preferencia por zonas con temperaturas relativamente elevadas y
con un contraste moderado entre la temperatura diurna y nocturna. También se aprecia
un pequefio grupo de puntos en los que las herbaceas parecen jugar un papel importante.
Concretamente, se observa una tendencia a ocupar zonas con baja cobertura de
herbaceas. Asimismo, se observa claramente la ausencia de la especie en las zonas con

elevados valores de precipitacion, mostrando lo desfavorables que le resultan los lugares
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con lluvias frecuentes, aunque este dato puede ser un “artefacto” del estudio dada la

mayor velocidad de descomposicion de los excrementos en zonas de alta pluviometria.

Los resultados sugieren que el lince ibérico selecciona areas con unas caracteristicas
concretas, mostrando una tendencia a ocupar las zonas con el menor régimen de
precipitaciones y temperaturas moderadas dentro de la CAM, alejandose de zonas
montafosas y asentandose en terrenos de baja altitud, donde las temperaturas son mas

suaves Yy su contraste entre el dia y la noche no es muy marcado.

3.7. Mapa de Habitat Potencial

Para el modelo de idoneidad de habitat (Tabla 10) solamente 4 de las 20 variables
consideradas inicialmente presentaron un efecto significativo: precipitacion media anual
(Biol2; p-valor = 0.0005), distancia al rio més cercano (Rios; p-valor = 0.0016),
distancia al nacleo urbano mas cercano (NucUrb; p-valor = 0.0121) y cobertura de

herbaceas (Herbaceas; p-valor = 0.1691).

Coeficiente p-valor

Intercept 7.97,10° 0.0016
Biol2 -0.105 0.0005
Rios -17.97 0.0016
NucUrb 56.20 0.0121
Herbaceas  -4.8,107 0.1691

Tabla 10- Coeficientes y p-valores de las variables incluidas en el modelo de idoneidad de habitat
ajustado. ElI modelo explica en torno al 42 % de la variabilidad total de los datos, siendo su varianza
explicada (D?) de 42.55. La variable respuesta es la probabilidad de encontrar un ejemplar de lince en
cada una de las celdas de 1x1 Km. Las variables que resultaron estadisticamente significativas son: la
precipitacién media anual (Biol12), distancia al rio mas cercano (Rios), distancia al ndcleo urbano méas

cercano (NucUrb) y cobertura de herbaceas (Herbéaceas).

Con este modelo se calcul6 la probabilidad de encontrar un ejemplar de lince ibérico
en cada una de las celdas (1x1 Km) en las que se dividio el territorio y se representd en
un mapa de hébitat potencial (Fig. 22).
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Figura 22- Mapa de habitat potencial para el lince ibérico en la CAM con una resolucion de 1x1 Km. La
idoneidad del habitat varia en un gradiente desde un hébitat muy poco favorable (azul) a uno muy
favorable (rojo).

Este mapa nos muestra cuales son las zonas con un habitat mas idoneo en el que,
potencialmente, podrian establecerse individuos de la especie. Se puede distinguir un
area amplia en el suroeste de la comunidad cuyas condiciones ambientales resultan
favorables para el lince. Esta zona coincide con el curso medio del rio Guadarrama asi
como con la ZEPA de los rios Alberche y Cofio, zona considerada histéricamente como
“lincera” (como ya se explico en los apartados “Distribucion y evolucion de sus
poblaciones en la Peninsula Ibérica” y “El Lince Ibérico en la CAM”). Ademas, se
aprecia una zona de hébitat favorable al noroeste de la ciudad de Madrid, coincidente
con El Pardo-Vifiuelas-Coto Pesadilla; otra situada al sur, en el curso bajo del rio
Jarama y el medio del rio Tajo; y dos mas en la zona oriental, una en el entorno del rio

Henares y otra en las cercanias del municipio de Valdetorres del Jarama.

La prueba de Kruskal-Wallis con la que se compararon el modelo arriba expuesto y
el modelo control resultd ser estadisticamente significativa (2 = 19.139 y p-valor =
1.22x10-5), por lo que se rechaza la hipdtesis nula de homogeneidad de medias. Es
decir, las distribuciones de probabilidad generadas con las presencias/ausencias

observadas y las asignadas de forma aleatoria difieren significativamente entre ellas,
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siendo maés frecuentes las probabilidades altas en el modelo elaborado a partir de los
datos recopilados en el campo y las citas historicas. En consecuencia, podemos afirmar
que el lince ibérico realiza un proceso de seleccién de habitat. En primer lugar ha de
tenerse en cuenta que se han obtenido resultados para dos escalas diferentes: micro y
macrohabitat. Dichos resultados han mostrado la relevancia de la escala en este tipo de
estudios. De esta forma, diferentes variables han resultado significativas para la especie
en funcion de la escala de estudio.

A nivel de microhabitat, los resultados coinciden con los obtenidos en estudios
previos tanto para lince (Valverde, 1963; Rodriguez & Delibes, 1992; Palomares et al.,
1991; San Miguel et al., 2006) como para gato montés (Felis silvestris; Lozano, 2010).
Asi, se refuerza la hipdtesis de que los felinos tienden a ocupar, preferentemente,
espacios con coberturas relativamente altas de matorral bajo. A pesar de que el modelo
obtenido explica el 74.3 % de la varianza total de los datos, debe tomarse en
consideracién el bajo tamafio muestral disponible (N = 14), por lo que los resultados
aqui expuestos han de servir Unicamente de orientacion para la realizacion de futuros
estudios y/o programas de conservacion. A pesar de esto, y como ya se ha dicho, los
resultados son coherentes con los obtenidos en estudios previos. De este modo, se
consolida la teoria de que los felinos tienden a ocupar paisajes formados por mosaicos
en los que se alternan parches de matorral y arbolado disperso con zonas abiertas de
pastos y herbaceas. Estos paisajes proporcionan simultaneamente refugio y alimento,
permitiendo a los individuos ocultarse, criar y descansar entre los matorrales, a la vez
que acechar a sus presas, que suelen pastar en areas mas abiertas (Rodriguez & Delibes,
1992).

El lince ibérico es considerado como un regulador de las poblaciones de otros
depredadores (Cobo et al., 2003). En Dofiana, se ha demostrado que los niveles de
zorros (V. vulpes), meloncillos (Herpestes ichneumon) o gineta (Genetta genetta) son
minimos en areas habitadas por esta especie (Cobo et al., 2003). Sin embargo, los
resultados aqui expuestos muestran que no existe relacion lineal entre las abundancias
relativas (IKAs) de lince ibérico y zorro. Este hecho contradice una de las teorias mas
asentadas sobre el lince. Las causas de este comportamiento “novedoso” pueden ser
varias. Podria ocurrir que la poblacion de lince fuese tan reducida que no pudiese
ejercer un “efecto regulador” apreciable. Otra posibilidad radica en una variaciéon en el

comportamiento conocido de la especie. Es posible que esta poblacién no sea tan

56



reticente a compartir su espacio con otras especies debido, por ejemplo, a la abundancia
de alimento. En este punto hay que resaltar el hecho de que la CAM es una de las
comunidades auténomas con mayor densidad relativa de conejo de monte (Oryctolagus
cunniculus) en Espana (Villafuerte, 2007). También hay que recordar que para estudiar
la relacion entre ambas especies se han utilizado todas las deposiciones encontradas, por

lo tanto, es factible pensar que esto esté afectando a los resultados.

Al aumentar la escala de estudio a toda la CAM, observamos como las variables que
resultan significativas para la especie cambian. Ahora la estructura vegetal no parece ser
un factor tan determinante. En su lugar, las variables climaticas son las que limitarian el
area de distribucion de la especie. Asi, se muestra la preferencia de los linces por las
zonas con temperaturas relativamente altas y escasa precipitacion. Esta tendencia puede
venir marcada por la disponibilidad de presas. Como se explica en el trabajo de Beltran
& Delibes (1994), el lince seria capaz de tolerar un rango de variacion ambiental mas
elevado, sin embargo, es posible que estos factores afecten de forma decisiva a sus
potenciales presas. Por ejemplo, tanto en condiciones de temperaturas bajas y/o
precipitacion abundante la actividad de las presas potenciales se ve reducida, obligando
al lince ibérico a gastar mas energia en busca de alimento y, en consecuencia,

dificultando su supervivencia.

También se aprecia la tendencia de la especie a ocupar areas con baja cobertura de
herbaceas, lo que coincide tanto con el conocimiento previo de las especie como con los
datos obtenidos en el muestreo de campo. Dicha tendencia tiene su explicacion en los ya
comentados patrones de caza de la especie, cuya arma principal es el mimetismo (San
Miguel et al., 2006).

Al contrario de lo indicado por multitud de estudios previos, la probabilidad de
encontrar conejo no resultd significativa en el modelo de idoneidad de habitat. Es bien
conocido que el lince ibérico es considerado como un especialista trofico, estrictamente
dependiente del conejo de monte (Rodriguez & Delibes, 1992; Boscaje S.L., 2000; San
Miguel et al., 2006; Garrote, 2014), especie que constituye el 80 - 90% de su dieta (San
Miguel et al., 2006). Sin embargo algunos autores ya habian sugerido la independencia
trofica del lince con respecto al conejo de monte (Real et al., 2009; Lobdn-Rovira,
2015). Podria ocurrir que la abundancia de conejo en la CAM fuese tan elevada que no

llegase a representar un factor limitante para el lince ibérico, incluso en las zonas con
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menores abundancias. Para contrastar la veracidad de estos resultados, es necesario
profundizar en la cuestion y realizar nuevos estudios dirigidos a averiguar las causas de
este posible “desacoplamiento” en la relacion de dependencia tréfica entre depredador y

presa.

En el mapa de habitat potencial se observa la importancia de los rios permanentes, ya
que las zonas de “habitat muy favorable” se encuentran alrededor de los rios
Guadarrama, Jarama, Alberche, Cofio, Tajo y Henares. Asi, se vislumbra la importancia
que, éstos, tienen como potencial via de dispersion y conectividad entre poblaciones de

lince ibérico.

Existe cierto debate sobre la interpretacion ecoldgica que se le ha de dar a los
resultados obtenidos con esta metodologia (Mateo et al., 2011). Sin embargo, aqui se ha
considerado que lo que realmente estima el modelo es el nicho fundamental o
Grinelliano (James et al., 1984) de la especie a estudiar, es decir, el “hipervolumen n-
dimensional en el que cada punto del espacio estd asociado a unas caracteristicas
ambientales que permitirian la existencia de la especie de forma indefinida”
(Hutchinson, 1987). Por lo tanto, este modelo nos estd proporcionando una
sobreestimacion del habitat potencial, ya que no se han tenido en cuenta las relaciones
inter-especificas con otros competidores, la capacidad de dispersion o la dinamica
poblacional, lo que conformaria el “nicho realizado” (Guisan & Thuiller, 2005). A pesar
de esto, el mapa construido proporciona informacion muy Gtil a la hora de focalizar los

esfuerzos tanto de futuros estudios como de posibles reintroducciones.

Conocer el habitat potencial de una especie nos ofrece la oportunidad de
implementar el conocimiento de su distribucion real. Ante la tesitura actual, en la que se
estan registrando nuevos avistamientos en zonas hasta ahora descartadas, es importante
identificar nuevas zonas donde podria estar presente la especie con el fin de tener una
percepcion mas precisa sobre la situacion en la que se encuentran sus poblaciones, que

muestran una correlacion positiva para un tipo concreto de habitat.
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4. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se muestran a continuacion corresponden a una investigacion
en una fase que podemos considerar preliminar, que comenzd en 2015, aunque
contienen datos relevantes y, en cierta forma, sorprendentes. Son, por tanto, también
preliminares, y correspondientes al estado de conocimiento que tenemos actualmente,
aunque suscitan muchas preguntas de enorme interés a cerca de la conservacion de la

naturaleza tal y como hoy generalmente se concibe.
4.1. Presencia de lince ibérico en la CAM

1. Los resultados genéticos confirman la existencia de una poblacion de lince ibérico,
hasta ahora desconocida, que parece ser estable en el tiempo, al haberse encontrado
excrementos positivos en dos afios consecutivos en los mismos lugares. Ademas, ésta,
podria suponer una fuente importante de material genético debido a la escasa
variabilidad que presentan las poblaciones ya conocidas, altamente aisladas y es posible
que sometidas a un deletéreo sindrome de “poblaciones pequenas” con efecto Allee por

ejemplo, lo que es critico de cara a la viabilidad (Packer et al. 2009).

2. La CAM ha demostrado ser un territorio propicio para la especie, presentando

grandes superficies con condiciones idoneas para su asentamiento.
4.2. Preferencias de habitat y habitat potencial

3. Con la metodologia empleada se ha corroborado que el lince ibérico realiza una
seleccion del habitat en el que asentarse. Asi, selecciona paisajes formados por teselas
de bosque mediterraneo con arbolado disperso y matorral tupido que limitan con
pastizales y/o herbazales.

4. En el territorio de la CAM el lince ibérico no parece verse tan influido por la
disponibilidad del conejo de monte. Este resultado reclama la atencion de futuras

investigaciones sobre el contenido de los excrementos recogidos.

5. La identificacion de dos zonas que, hasta la fecha no habian sido consideradas,
abren las puertas a la realizacion de futuras prospecciones con el fin de descubrir nuevos

individuos o poblaciones, asi como de verificar la idoneidad de estas areas.
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6. Ha de considerarse, también, la importancia que han demostrado los rios como

potenciales vias de dispersion y conectividad entre poblaciones.

4.3. Estima de abundancias

7. Se ha aplicado el modelo propuesto por Garrote y Telleria, con un resultado de
entre 28 y 38 linces en toda la CAM. Sin embargo no consideramos este modelo como
definitivo, ya que fue desarrollado para otras areas como Dofiana y Andujar. Se propone
desarrollar un modelo mas ajustado a la realidad de Madrid.
4.4. Individualizacion de muestras

8. Se han iniciado estudios genéticos de microsatélites para individualizar las
muestras de modo que se dispone de una técnica que permite distinguir un individuo de
otro. En primer lugar se utilizaron 3 muestras frescas facilitadas por el Centro de Cria en
Cautividad del Acebuche, de Dofiana, y otras 2 recogidas en Andujar. La técnica
permitio identificar individualmente los cinco individuos. Aplicada esta técnica a las
muestras recogidas en Madrid no se obtuvieron resultados debido a la degradacion de
las muestras.

9. En sucesivos estudios se disefiard un sistema de muestreo que permita recoger
muestras frescas, y colocar camaras para poder identificar animales por el pelaje y
determinar su sexo, de modo que puedan corroborarse los resultados de forma maés

fehaciente.
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