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- Muita, muita neve!

- Mesmo?

- E gelo. Estava tudo gelado! Ou melhor, tudo ndo, havia umas zonas sem neve,
onde até havia comida e sitios para dormir.

- Refugios?

- Isso! Havia reftigios. Eram bons para as que tinham frio. As outras viviam bem
na neve. E olha que havia muita, muita neve!

Ha cerca de 21 mil anos a Peninsula Ibérica estava muito gelada e grande parte da
Europa estava mesmo coberta de neve! Estdvamos no final do Pleistoceno, a época
geologica do periodo Quaterndrio que antecedeu a actual, o Holoceno. E foi durante esta
época que uma grande parte do planeta viveu muitos eventos glaciares e é por isso que

o Quaterndrio é também conhecido como o periodo glaciar. Periodo glaciar moderno,
porque houve outros quatro! Uma das grandes consequéncias destas oscilagdes
climéticas foi a alteragdo da distribuicdo geogréfica e variabilidade genética das espécies,
principalmente daquelas que viviam nas regiées mais afectadas pelas glacia¢des.

Mas porque estamos a falar em Quaterndrio, Pleistoceno, Peninsula Ibérica, Europa
e neve? Porque vamos falar de lebres!
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DESIGNACAO CIENTIFICA
DAS LEBRES

As lebres sdo lagomorfos, ou seja, sdo
mamiferos que pertencem a ordem
Lagomorfa. Nesta ordem reconhecem-se
duas familias: os ocotonideos (Ochotonidae)
e os leporideos (Leporidae). As lebres,
assim como os coelhos, pertencem a esta
ultima familia. Esta é uma familia grande:

¢é composta por 11 géneros. As lebres
pertencem ao género Lepus, que, por sua
vez, é também bastante rico em espécies:
reconhecem-se actualmente 32 espécies

de lebres! As protagonistas desta historia
pertencem as espécies Lepus granatensis (a
lebre ibérica), Lepus castroviejoi (a lebre de
piornal), Lepus europaeus (a lebre europeia)
e Lepus timidus (a lebre variavel).
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Actualmente vivem na Peninsula Ibérica trés espécies de lebre: a lebre
ibérica, a lebre de piornal e a lebre europeia. A lebre europeia também existe
noutros paises europeus e do médio oriente, como a Alemanha ou o Iraque,
mas as lebres ibérica e de piornal apenas se encontram na Peninsula Ibérica.
A lebre ibérica ocupa quase toda a Peninsula, excepto a faixa mais a norte
entre as Asturias e a Catalunha, onde vive a lebre europeia, e a lebre de
piornal apenas se encontra na cordilheira cantébrica.

Estas sdo as espécies que habitam a Peninsula Ibérica nos nossos dias. S6
que hd muitos anos - 21 mil anos! - vivia na Peninsula Ibérica uma outra
espécie de lebre: a lebre variavel.

A lebre ibérica (verde claro) e a
lebre de piornal (verde escuro) sdo
espécies endémicas da Peninsula
Ibérica, ou seja, apenas habitam
nesta regido. A lebre ibérica
encontra-se distribuida por grande
parte do territério da Peninsula
Ibérica, enquanto a lebre do piornal
habita apenas a regido dos montes
Cantabricos. A lebre europeia
(verde médio) ocupa a regido norte

da Peninsula.



A lebre variavel é uma espécie bem adaptada para viver em regides de baixas
temperaturas e com periodos prolongados de neve. E ha cerca de 21 mil
anos, durante as glaciacdes do Quaternario, a Peninsula Ibérica oferecia
essas condicdes. Hoje esta espécie jd ndo pode ser encontrada na Peninsula
mas os seus vestigios sim.

Os registos fosseis mostram que durante o Pleistoceno a lebre variavel
viveu em zonas onde hoje ndo a encontramos, tais como a Peninsula
Ibérica ou o sul de Franga. Mostram ainda um facto curioso: as dreas onde
a lebre varidvel viveu durante os ciclos glaciares do Pleistoceno sofreram
alteragdes de tamanho. Porque € que este resultado é importante para esta
historia? Porque estas alteragdes permitiram que as lebres variaveis tivessem
oportunidade de contactar com outras lebres, aumentando a probabilidade
de cruzamentos e consequente troca de material genético entre individuos
das diferentes espécies!

A lebre varidvel é uma espécie
boreal/arctica que habita o norte da
Eurésia; na Escocia, Polonia, Alpes
e Japao encontram-se popula¢des

isoladas desta espécie.



A prova de que de facto ocorreram cruzamentos entre lebres variaveis e as
espécies que hoje vivem na Peninsula Ibérica é que, apesar de ja ndo haver
lebres variaveis nesta regido, o seu ADN persistiu. A andlise de muitos
individuos das trés espécies ibéricas mostrou que todos os individuos de
lebre de piornal e quase todos os de lebre europeia que vivem na Peninsula
Ibérica tém ADN mitocondrial de lebre varidvel. Este ADN é também muito
frequente em individuos de lebre ibérica que vivem na metade norte da
Peninsula.

. . A passagem do ADN mitocondrial
do tipo arctico - representado a
vermelho nos gréficos circulares —
para as lebres da Peninsula Ibérica
foi um fenémeno em larga escala,
que afectou as trés espécies ibéricas,
a lebre ibérica (a verde claro),

a lebre de piornal (a verde escuro)
e a lebre europeia (a verde médio).
No entanto, a frequéncia da
passagem foi superior na regido

norte da Peninsula.



LEBRES E ALTERAGOES CLIMATICAS

As rapidas alteragdes climaticas que o
planeta Terra vem sofrendo devido as
acgoes humanas irdo afectar principalmente
espécies com requisitos ecologicos

mais especificos, ou seja, espécies que
apenas conseguem viver em locais com
determinadas caracteristicas. No caso das
lebres, estas alteragdes climaticas poderdo
ter um grande impacto na sua sobrevivéncia
a longo prazo. Um exemplo disso ¢ a nossa
ja conhecida lebre variavel. A utiliza¢do

de modelos climaticos ja deixou antever
que esta espécie tem preferéncia por zonas
frias, com um marcado contraste entre
temperatura de dia e de noite e que tenham
verdes muito secos.

As espécies que tém uma maior dependéncia
pela temperatura méxima serdo as que
apresentardo maior sensibilidade para

as alteracoes climaticas porque este
limite termal ¢ altamente conservado na
natureza. E isso significa o qué? Significa
que as espécies que vivem em zonas com
temperaturas préximas das temperaturas
maximas que conseguem suportar sao as
que terdo mais dificuldade em adaptar-se
ao aquecimento do planeta.

Na verdade, o aquecimento global causado
pelo Homem jé estd a afectar a sobrevivéncia
da lebre varidvel em alguns locais, como os
Alpes e no limite sul da sua distribuicéo.
Nos dois casos, a acompanhar a diminui¢do
do habitat para lebres varidveis da-se a
chegada e progressiva substitui¢do desta
espécie por lebre europeia.

Regressando ao passado, é possivel que

0 aquecimento natural do planeta na era
pos-glaciar tenha afectado a distribuicdo

da lebre variavel da mesma forma:
diminuindo as zonas onde esta poderia viver
e favorecendo a ocupac¢io do habitat pelas
restantes espécies de lebre que habitavam

a Peninsula Ibérica.
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Porque é que dizemos que as espécies ibéricas t¢ém o ADN mitocondrial

da lebre variavel, em vez de dizer que a lebre variavel existe na Peninsula

Ibérica?

A resposta é relativamente simples: a analise do ADN nuclear das quatro
espécies mostra, em geral, quatro grupos bem distintos.
Ou seja, se usarmos como informagéo genética para classificar as espécies

o ADN do nucleo estamos na presenca de quatro espécies e a lebre varidvel

néo existe na Peninsula Ibérica. Mas se usarmos apenas

a informagdo do ADN mitocondrial, entdo a classificagdo das espécies
torna-se confusa, pois algumas lebres ibéricas ou europeias serdo
identificadas como lebres varidveis, e passaremos a dizer que existe lebre
variavel na Peninsula. O que ndo corresponde a verdade porque além da

genética se usam outras informacdes para classificar e identificar as espécies.

E, neste caso, estas espécies sdo facilmente distinguiveis do ponto de vista da

morfologia e da ecologia.

A SISTEMATICA DAS LEBRES

A sistemdtica é a ciéncia que se ocupa da
classificagio dos seres vivos tendo em conta
a sua historia e relagdes evolutivas. No caso
das lebres, a sua evolugdo tem algumas
particularidades interessantes. Por exemplo,
muitas das espécies de lebre formaram-se
mais ou menos na mesma altura - um tipo
de evolugdo chamada de “radiagio rapida”
E o caso das lebres da Peninsula Ibérica, que
se terdo originado nos tltimos 2 milhdes

de anos. Uma das consequéncias deste

tipo de diversifica¢io tdo rapida e proxima
no tempo é que as diferentes espécies
conservam muitas das caracteristicas

da espécie ancestral, partilhando uma
grande frac¢do do seu patriménio
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genético e, portanto, também muitas
caracteristicas (tais como a morfologia,
fisiologia ou ecologia). Este motivo seria
suficiente para complicar a classificagdo
destas espécies mas no caso das lebres da
Peninsula Ibérica temos uma complicagdo
adicional: a existéncia de individuos com
um ADN mitocondrial “fantasma’, o ADN
mitocondrial da lebre variavel!

Qual seré entdo a melhor maneira de
classificar os seres vivos? Para qualquer
caso, o melhor é usar sempre vérios tipos de
dados e avaliar as informagdes que cada um
nos da de forma critica.



Vamos tentar? Precisaremos de:

- cartdes com informagdo de um fragmento
do ADN mitocondrial de individuos das

4 espécies de lebre que habitavam a
Peninsula Ibérica ha cerca de 21 mil anos:
lebre varidvel, lebre ibérica, lebre europeia e
lebre de piornal

- cartdes com informagdo de um fragmento
de ADN do ntcleo que codifica o gene
albumina de individuos das mesmas 4
espécies

- cartdes com imagens de individuos

das mesmas 4 espécies

Os cartdes (em anexo) com cada tipo de
dado - ADN mitocondrial, AND nuclear e
morfologia — devem ser distribuidos a vez
por cada jogador ou equipa de jogadores.
De cada vez que recebe os cartoes, o
jogador (ou equipa) deve formar grupos
usando como critério a similaridade entre
informagdes. Por exemplo, se recebeu

os cartdes com o fragmento de ADN
mitocondrial, deve procurar fragmentos
com o menor numero de mutagdes - isto é,
de diferencas — entre eles e agrupa-los.

Depois de ter os agrupamentos feitos de
acordo com cada informacao, confrontar
os grupos com a identificagdo “real” de
cada individuo e discutir a importancia de
usar varios tipos de dados para classificar
a biodiversidade. Pode ainda aproveitar as
informagoes dadas ao longo destas paginas
para tornar a discussdo mais complexa e
discutir, por exemplo, o papel da selecgdo
natural e as diferencas de informacio que
diferentes regides genéticas nos dio.

E ainda recomendada uma discussdo sobre
a natureza da ciéncia: no exemplo das
lebres, se nos primeiros trabalhos de uso
de informagdo genética para as classificar
se recorresse apenas a0 ADN mitocondrial
qual seria o resultado? Que ha lebre variavel
na Peninsula Ibérical Mas a ciéncia é

um processo, nunca para e questiona-se
sempre. Por isso, procuram-se mais dados
e reavaliam-se as conclusoes: sabemos que
ha realmente ADN mitocondrial de lebre
variavel na Peninsula Ibérica, mas é como se
fosse um fantasma, uma impressao digital
molecular de uma espécie que ja ca viveu
mas que nio vive desde o Ultimo Maximo
Glaciar, hd aproximadamente 21 mil anos.
O que sabemos hoje néo significa que os
primeiros cientistas a trabalhar neste tema
estivessem errados; significa apenas que as
nossas conclusdes dependem dos dados e
que devemos ter espirito aberto mas critico
para incorporar novos dados e reavaliar as
nossas conclusoes.



Ha ainda um outro resultado interessante: o ADN mitocondrial arctico
presente nas lebres da Peninsula Ibérica apresenta diferencas em relagdo
ao ADN mitocondrial drctico da lebre variavel. Isto é concordante com a
hipotese deste ADN mitocondrial ter sido transferido para as populagdes
ibéricas hd muito tempo - os cerca de 21 mil anos desde o Ultimo Méximo
Glaciar! - e estar a evoluir de forma independente do ADN mitocondrial
da lebre variavel desde essa altura.

Por fim, os dados também sugerem que houve duas alturas para a
transferéncia de ADN mitocondrial da lebre varidvel para as restantes
lebres da Peninsula Ibérica: uma durante o Pleistoceno Médio, que afectou
o ancestral comum da lebre de piornal e da lebre italiana (Lepus corsicanus;
uma espécie que apenas existe no sul de Italia, Sicilia e Cérsega) e outra
durante o Ultimo Maximo Glaciar, que afectou as trés espécies que habitam
a Peninsula Ibérica.



MITOCONDRIAS E EVOLUGAO

As mitocondrias sdo organelos celulares
encontrados num grande numero de
células de quase todos os eucariontes.

A sua fungdo é vital para as células. Embora
mais conhecidas pelo seu envolvimento

na producao de energia, as mitocondrias
participam em diversos processos celulares,
tais como a diferenciagao celular, a
sinalizacdo celular ou a manutencéo do
controlo do ciclo celular e do crescimento
da célula, e hd mesmo doengas
mitocondriais provocadas pelo mau
funcionamento das mitocondrias.

Uma das caracteristicas mais particulares
deste organelo é o facto de possuir o seu
proprio genoma. A esse material genético
damos o nome de ADN mitocondrial —
ou, abreviadamente, ADNmt. Este ADN
difere do ADN do nticleo nio s6 pela sua
localizagao mas também porque tem uma

CELULA

configuragao circular e porque, ao contrdrio
do ADN nuclear, que é herdado do pai e

da mae e por isso existem duas copias de
cada informacéo nas nossas células, o ADN
mitocondrial apenas é transmitido pela mae.

Estas caracteristicas, juntamente com o
facto de ter uma taxa de muta¢io média
mais elevada que o ADN nuclear e ter sido
inicialmente considerado livre da influéncia
da selec¢do natural, tornaram o ADN
mitocondrial um marcador genético muito
utilizado, principalmente em estudos que
pretendiam reconstruir a historia evolutiva
das espécies. SO que a aparente neutralidade
do ADN mitocondrial tem sido desafiada:
comegam a aparecer muitas evidéncias

de que este marcador também é alvo de
selec¢do natural, incluindo o ADN drctico
da lebre variavel!

MITOCONDRIA

MITOCONDRIAL
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Entdo, em resumo, o que sabemos sobre a presenca da lebre variavel e

da histdria das lebres na Peninsula Ibérica? Sabemos que hd mais ADN
mitocondrial do tipo rctico nas lebres que vivem na metade norte da
Peninsula e que este ADN ¢ também mais diverso nessas populagdes.

Ha ainda alguns resultados que sugerem que a transferéncia do ADN
mitocondrial drctico para a lebre ibérica tera ocorrido quando a temperatura
comegou a aumentar, depois do Ultimo Méaximo Glaciar, e a lebre ibérica
comegou a ocupar o territdrio que a lebre variavel ocupava. Como algumas
lebres ibéricas das populagdes mais a sul da Peninsula tém ADN nuclear

de lebre varidvel, é provéavel que as lebres ibéricas tenham sobrevivido aos
periodos mais frios em refugios localizados no centro da Peninsula Ibérica e
tenham colonizado o restante territério onde hoje se encontram a partir dai.

O que ainda néo se sabe bem é se a transferéncia de ADN mitocondrial da
lebre variavel para as restantes lebres da Peninsula Ibérica foi um processo
adaptativo, isto é, se houve influéncia da selec¢do natural.

Se nao houve influéncia da selec¢do natural, entdo a transferéncia ocorreu
apenas por uma questio de distribuigdo geografica e demografia: durante
uma expansio hd normalmente apenas uns poucos individuos a liderar, a
chegar aos novos sitios. E estes normalmente encontram muitos individuos
de espécies que habitam esse sitio. No caso das lebres, como ainda terdo
muitas semelhancas, individuos da espécie que estd a chegar conseguem
reproduzir-se com individuos da espécie que 14 vive. A deriva genética,

que é muito eficaz em populagdes pequenas, faz com que a mitocondria

da espécie que ja vivia consiga passar para a espécie que esta a chegar e
substitua a sua propria mitocondria! Esta substituigdo é ainda mais eficaz se
as fémeas da espécie que se estd a expandir forem filopatricas, isto é, tiverem
propensdo para permanecer junto ao local onde nasceram, como é o caso
das lebres.

Mas devemos também considerar a hipdtese de ter havido selecgao natural a
actuar nesta transferéncia. E que apesar de nos primeiros estudos de biologia
evolutiva se ter considerado o ADN mitocondrial livre da ac¢do da seleccio
natural, hoje hd vérios casos documentados da influéncia deste mecanismo
na evolugio desta informacéo genética. Olhando para o estranho caso do
ADN mitocondrial das lebres na Peninsula Ibérica, é bem possivel pensarmos
que talvez o0 ADN mitocondrial da lebre varidvel tenha passado tantas vezes
para as outras lebres porque ¢ realmente vantajoso. Ou seja, este podera ser
um caso em que 0 ADN mitocondrial esta sob o efeito da selec¢io natural.

E a verdade ¢ que resultados recentes sugerem isto mesmo! Outro aspecto
interessante é que proteinas que participam na cadeia respiratdria — o processo



principal responsavel pela produgio da energia nas células - possuem
subunidades codificadas tanto por genes do ADN mitocondrial como por
genes do ADN nuclear. As interacgdes entre os dois genomas sdo de facto
extensas e a influéncia da selecgdo natural pode ocorrer simultaneamente
nos genes que interagem. Isto faz com que seja possivel que a passagem do
ADN mitocondrial arctico para as lebres da Peninsula Ibérica tenha sido
acompanhada por genes nucleares com os quais interagem - um processo
de co-evolugdo! Os estudos mais recentes focam-se também neste aspecto.

SELECCAO NATURAL
E DERIVA GENETICA

Selecgdo natural e deriva genética sdo dois
mecanismos que levam a uma alteragio

da frequéncia das informagoes genéticas
das populagdes e, por isso, influenciam

a sua evolugdo. A grande diferenca entre
estes dois mecanismos é que, enquanto a
deriva genética é um fenémeno puramente
neutro e afecta todas as por¢es do ADN,
mitocondrial ou nuclear, por igual, a
seleccdo natural actua especificamente sobre
determinadas informagdes.

Os dois mecanismos nao sio mutuamente
exclusivos. Pelo contrario, devemos supor
que ambos actuam em simultdneo, apenas
diferentes situagdes fardo com o resultado
da ac¢do de um ou de outro se tornem mais
visiveis.

Por exemplo, os homens estdo
continuamente a produzir espermatozdides,
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cada um com uma informagao genética
unica. No entanto, apenas um em milhares
de espermatozoides fertiliza um 6vulo, que
crescerd para um novo bebé. E este bebé
vai ter metade da sua informagéo genética
proveniente daquele inico espermatozoide.
Sera que essa informagédo genética tinha
alguma caracteristica especial? A resposta
mais simples é: ndo! Aquele espermatozdide
conseguiu fertilizar o 6vulo por acaso. E

a deriva genética é isso: 0 acaso. Mas ao
mesmo tempo pode acontecer que uma
por¢io da informagdo genética daquele
espermatozdide confere algum tipo de
vantagem ao futuro bebé. Nesse caso, essa
informacao serd alvo da selec¢ao natural

e o bebé, entretanto adulto, tera uma
maior probabilidade de sobreviver e passar
essa informacéo aos seus descendentes,
contribuindo assim para aumentar a
frequéncia dessa informagdo na populagio.



Na maior parte das vezes, a deriva genética
provoca alteragdes quase imperceptiveis nas
frequéncias genéticas de uma populagéo.
Porque na maior parte das vezes as
populagdes sdo suficientemente grandes
para que isso aconteca. S6 que por vezes

ha grandes diminui¢des no tamanho das
populagdes que fazem com que a deriva
genética passe a ser muito eficaz a provocar
alteracoes. No caso das nossas lebres, a
expansio das lebres ibéricas e colonizagio
dos territorios ocupados pela lebre varidvel
terd acontecido com poucos individuos - um
pouco a semelhan¢a de uma maratona: estio
muitos corredores juntos mas, no apito de
partida, apenas algum saem destacados.
Estes individuos terdo encontrado lebres
variaveis, com quem se terdo reproduzido.
Como as lebres fémeas sio filopétricas, isto
é, tendem a ficar proximo do local onde
nasceram, os cruzamentos terdo sido entre
machos de lebre ibérica e fémeas de lebre
variavel, o que fez com que a descendéncia
destes cruzamentos passasse a ter o ADN
mitocondrial arctico. O facto de haver mais
lebres variével do que lebres ibéricas fez com
que o numero de individuos com o ADN
mitocondrial drctico aumentasse a cada
nova geragao.

Mas também pode acontecer que o

ADN mitocondrial drctico tenha alguma
caracteristica que o torna especialmente
vantajoso, principalmente em zonas mais
frias. Nesse caso, a transmissdo deste
material genético de lebre varidvel para lebre
ibérica ndo terd sido fruto do acaso, como
faldmos antes, mas sim devido a ac¢do da
selec¢do natural.

Vamos ver como funcionam os dois
mecanismos?

Entdo vamos precisar de:

- duas caixas opacas

- contas coloridas

- discos coloridos (6 cores diferentes e uma
das cores deve ser idéntica a uma das cores
das contas)

Numa das caixas colocamos uma mistura de
contas de varias cores e na outra colocamos
contas de apenas uma cor (por exemplo,
amarelas). As contas devem encher cerca

de 2/3 da caixa. Separamos 6 discos de cada
cor (ndo esquecer de ter discos amarelos).
As contas na caixa estdo a simular um
determinado meio-ambiente, os discos
simulam individuos de uma espécie de lebre
da Peninsula Ibérica - por exemplo, a lebre
europeia - e as cores simulam um tipo de
ADN mitocondrial.

Colocamos os discos que separamos na
caixa com as contas coloridas e misturamos.
Trés participantes tém cinco segundos para,
a vez, tentarem apanhar o maior nimero

de discos que conseguirem. Depois, devem
separar estes discos — que “morreram” - e
tirar os que restam — que “sobreviveram”.
Observar os dois grupos e verificar as
diferencas entre eles: Houve alguma cor

que foi mais vezes apanhada? As cores que
“morreram” e as que “sobreviveram” tém
alguma relagio com as cores do meio? Sera
que repetindo a experiéncia teriamos grupos
com composi¢do semelhante? A resposta

a esta ultima pergunta serd: ndo. Porqué?
Porque o mecanismo evolutivo que muito
provavelmente estd a influenciar a evolugdo
desta populagdo de discos é a deriva
genética, o acaso. Para continuar a jogar,



simulamos a geragdo seguinte atribuindo

2 filhos a cada disco que “sobreviveu” e
retirando estes sobreviventes do jogo. Ou
seja, a segunda geragdo é composta apenas
pelos filhos da primeira geragao. Mais uma
vez, apanhamos os discos, observamos

os grupos dos que “morreram” e dos que
“sobreviveram” e tentamos responder as
mesmas questoes, agora podendo também
comparar as cores que foram mais e menos
apanhadas nas duas geragdes: Foram as
mesmas? (provavelmente nao!)

Para contrastar a evolugdo por deriva
genética com a evolugio por selec¢do
natural, reiniciamos o jogo mas desta vez
colocamos os discos na caixa que tem contas
de uma s6 cor.

Repetimos a caga, a observac¢io dos dois
grupos e a simulagdo da segunda geragio.
Ha diferencas em relagdo as cores que foram
sendo apanhadas no jogo com a caixa cheia
de contas coloridas? Ha alguma cor que

E agora?

foi menos apanhada? Provavelmente os
discos amarelos foram menos apanhados.
E porqué? Porque, ao contrério do jogo
anterior, em que ndo havia nenhuma
caracteristica que parecesse ser favoravel
no meio colorido, aqui a cor amarela parece
conferir uma vantagem, permitindo que
os individuos sejam menos apanhados e
tenham mais oportunidades para deixar
filhos também amarelos - a frequéncia

de discos amarelos aumenta a cada nova
gera¢do enquanto a frequéncia das outras
cores diminui. Ou seja, 0 mecanismo
evolutivo que muito provavelmente estd
a influenciar a evolugao desta populagdo
de discos ¢é a selec¢do natural.

Na histdria das nossas lebres, podemos
entdo discutir se 0 ADN mitocondrial

do tipo drctico serd a “cor amarela” num
meio “amarelo’, isto ¢, se realmente confere
vantagem aos individuos que o transportam
e que, ao se reproduzirem, o transmitem aos
seus descendentes.

Entre 2014 e 2015, um grupo de investigadores de Portugal e Espanha
dedicou-se a tentar perceber o que significava este estranho fenémeno das
“mitocondrias fantasma”. Este trabalho foi uma continuagdo natural de
estudos anteriores mas tendo como prioridade a analise biogeografica das
espécies. Isto porque, combinando a distribuigdo da informacgao genética

de uma espécie com a sua distribui¢io espacial, conseguimos compreender
melhor a histdria evolutiva dessa espécie - a esta andlise conjunta da genética

e da geografia da-se o nome de filogeografia.
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BIOGEOGRAFIA E EVOLUCAO

Ao ramo da ciéncia que estuda e procura
interpretar a distribui¢io - passada, presente
e futura - das espécies na Terra dd-se o
nome de Biogeografia. Uma componente
importante dos estudos biogeograficos

¢ a andlise das caracteristicas fisicas do
ambiente e a forma como estas influenciam
as espécies e moldam a sua distribui¢ido no
espago.

Alfred Russel Wallace, o naturalista que
apresentou com Charles Darwin a teoria

da evolugéo por selec¢io natural, foi um
dos primeiros a utilizar dados da geografia
e ecologia para, em conjunto com 0s
conceitos da teoria da evolugdo, caracterizar
os padrdes de distribuiciao das espécies.

Ao contrario da ideia predominante, de

que as espécies sao criadas de acordo com

o ambiente onde vivem, Wallace percebeu
que a geografia tem um papel importante na
distribuicdo das espécies, criando barreiras
que influenciam a evolugio de espécies
diferente em regides climdticas idénticas. As
observagdes de Wallace sobre a forma como
o clima, a geografia e a ecologia influenciam
a evolucdo e distribuicdo das espécies no
espaco sao ainda hoje aceites como validas.

Mas Wallace, como Darwin, teve
oportunidade de viajar por vdrias regides
da Terra e era muito minucioso nas suas
observagoes. E foi assim que percebeu
que a Terra tem seis grandes regioes
ecologicamente distintas. Por exemplo,
durante a sua estadia na Indonésia
encontrou grandes diferencas entre as
espécies que viviam na regido mais asidtica
e as que viviam na regido mais proxima
da Austrélia, tendo definido uma linha
que divide esta duas regides. Esta linha

¢ conhecida por “linha de Wallace” e
Wallace é hoje reconhecido como o “pai
da biogeografia”

As regides biogeograficas reconhecidas por
Wallace correspondem aproximadamente
aos seis continentes do globo. E, juntamente
com o que sabemos da deriva continental e
tectonica de placas, foram um importante
contributo para percebermos as dinamicas
de ocupagio do espago pelas espécies

ao longo do tempo e as suas relagdes
evolutivas. E assim, entre outros resultados,
sabemos que espécies de continentes que se
separaram ha menos tempo tém também
menos diferencas genéticas entre elas.

Ao estudar a estreita relagdo que existe entre
as espécies e as regides onde se encontram,
bem como as relagdes que estabelecem com
as restantes espécies que habitam a mesma
regido, a biogeografia é fundamental para
percebermos a capacidade das espécies se
manterem em casos de rapidas mudancas
no clima, como a que vivemos actualmente,
e para podermos definir medidas de
conservacgao adequadas a cada espécie

e a cada regido.

21



Para iniciar este trabalho, a equipa fez duas grandes perguntas:

1) Porque é tdo comum a transmissdo do ADN mitocondrial de uma lebre
arctica para espécies de climas temperados?

2) Seréd que este ADN drctico confere uma vantagem adaptativa as espécies
afectadas nas zonas a norte da sua distribui¢ao?

A primeira coisa que verificaram foi que, de facto, as populagoes de lebres
ibéricas que tém mais individuos com a mitocondria arctica ficam em zonas
que teriam tido um clima bom para as lebres variavel viverem quando estas
habitavam a Peninsula Ibérica. Ou seja, parece que os locais onde hoje
encontramos lebres da Peninsula Ibérica com ADN mitocondrial do tipo
arctico sdo quase os mesmos locais onde poderiamos mesmo ter visto lebres
varidveis se l4 tivéssemos estado durante o Ultimo Maximo Glaciar! Este
resultado é interessante pois sugere que talvez a passagem da mitocondria
arctica para lebres ibéricas nestas zonas possa estar relacionada com uma
adaptacdo local, ou seja, da algumas pistas que favorecem a hipétese de

que esta passagem foi alvo de selec¢io natural. E é também um resultado
importante para ficarmos a perceber melhor a relagio entre o clima e a
evolucio das lebres.

Depois de ficarem com esta sugestido dos locais onde terd habitado a lebre
variavel quando viveu na Peninsula Ibérica, olharam com mais atengédo para
os locais onde hoje vivem lebres com o ADN mitocondrial da lebre varidvel.
E viram que o numero de individuos de lebre ibérica com o ADN arctico
aumenta para norte e que ha sinais de que este aumento esta relacionado
com uma expansio de lebre ibérica para as zonas onde vivia a lebre variavel.

O que provavelmente aconteceu foi que, no final do Ultimo Maximo

Glaciar, quando as temperaturas comegaram a aumentar, individuos de lebre
ibérica que viviam num reftgio localizado no centro da Peninsula Ibérica
invadiram as zonas onde vivia a lebre variavel, entrando em competi¢do
com esta e substituindo-a. E ainda possivel que alguns dos individuos de
lebre ibérica tenham saido do reftgio para ocupar outras zonas da Peninsula
Ibérica, onde hoje encontramos o ADN drctico mas em menor frequéncia.

Como sabemos de outros trabalhos que mesmo durante o Ultimo Maximo
Glaciar a Peninsula Ibérica tinham regides a norte e a sul que seriam boas para
a lebre ibérica mas que esta espécie sobreviveu em refiigios na zona central,

a explica¢io mais provavel para esta expansao territorial da lebre ibérica
apenas no final do Ultimo Maximo Glaciar terd a ver com a presenca da lebre
variavel por toda a Peninsula. Ou seja, quando as temperaturas estavam muito
baixas, a lebre variavel estaria melhor adaptada e impedia a lebre ibérica de
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viver nesses locais; quando a temperatura comegou a aumentar, a lebre ibérica
conseguiu invadir e expulsar a lebre variavel da Peninsula - mas ndo sem antes
se reproduzir e permitir a passagem do ADN mitocondrial da lebre variavel
para a lebre ibérical O mesmo podera ter-se passado com a lebre europeia, que
deverd ter chegado a Peninsula Ibérica depois do Ultimo Méximo Glaciar e
ocupou a faixa mais a norte da Peninsula, onde ainda hoje vive.

Mas e entio, as lebres com o ADN drctico terdo mesmo alguma vantagem
em rela¢do as outras? Possivelmente sim.

E como sabemos isso?

Primeiro, tentou-se perceber se 0 ADN mitocondrial do tipo 4rctico esta
mais presente em determinados ambientes ou se a sua distribui¢éo é

apenas resultado da geografia. Estas andlises mostram que os individuos de
lebre ibérica com ADN mitocondrial do tipo rctico estio em ambientes
significativamente diferentes dos dos individuos sem este ADN. Ou seja, ha
concordancia entre a distribui¢do do ADN mitocondrial arctico e algumas
varaveis ambientais, o que é¢ mais um resultado a favor da possivel vantagem
adaptativa do ADN mitocondrial rctico.

A seguir, para ter uma ideia sobre uma possivel vantagem conferida pelo
ADN érctico, determinaram-se alguns pardmetros que ajudam a caracterizar
a capacidade reprodutiva e a condigio fisica das lebres com e sem esse tipo
de ADN. A anilise de quase 200 individuos do limite sul da distribuigdo do
ADN mitocondrial do tipo arctico mostrou que hd uma forte associagdo
entre a capacidade reprodutiva e a presenca deste ADN. Os dados também
sugerem que estes individuos tém uma dieta de melhor qualidade, o

que, por sua vez, sugere que terdo uma melhor condigéo fisica. Ou seja,

os primeiros resultados de uma anélise que testa explicitamente uma
associac¢do entre ser portador de ADN mitocondrial drctico e ter vantagem
na sobrevivéncia e reprodugio parecem indicar que esta de facto existe, que
a selec¢do natural parece ter tido influéncia sobre a evolugdo deste ADN nas
lebres ibéricas!

Como podemos confirmar estes primeiros resultados?

Bom, por um lado, ha outros indicadores de condi¢io fisica, como os niveis
de leptina ou a carga parasitaria, que podem ajudar a confirmar a existéncia
de uma relagio entre ter o ADN mitocondrial do tipo rctico e ter melhor
aptiddo fisica. A actividade das diferentes mitocondrias também pode dar
uma pista sobre a possivel vantagem da mitocdndria arctica.
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Por outro lado, sabemos que as expansdes populacionais e os cruzamentos
entre as diferentes espécies deixam sinais na variagdo genética das
populagdes ibéricas actuais. Um desses sinais foi a passagem de ADN
mitocondrial de lebres varidveis para individuos das trés espécies ibéricas.
Mas poderd ter também havido passagem de outras porgoes do genoma
nuclear - a informacédo contida em todo o material genético que se pode
encontrar no nucleo das células.

Se a passagem de material genético da espécie arctica para as espécies
ibéricas resultou numa maior aptiddo e capacidade de sobrevivéncia

e reproducdo, entdo a transferéncia do ADN nuclear devera ocorrer
preferencialmente em porg¢des do genoma envolvidas nessas fungdes e

a passagem do ADN mitocondrial podera ter influenciado a passagem

de outras partes do genoma - porque as proteinas que resultam das
informacdes contidas no ADN mitocondrial e nuclear trabalham em
conjunto em muitas fun¢des fundamentais da célula, como a produgio de
energia. Estas questdes estdo a ser investigadas usando novas tecnologias
de sequencia¢ido de ADN, que permitem olhar para toda a informagao
genética de um individuo e nio apenas para uma pequena parte. E assim, a
comparac¢do dos genomas das lebres da Peninsula Ibérica e da lebre variavel
ird ajudar a revelar situa¢des de adaptagio e co-evolugdo entre 0 ADN
mitocondrial e nuclear!
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SUGESTOES DE RECURSOS
EDUCATIVOS

Para saber mais sobre o projecto:
https://pelayoacevedo.wordpress.com/
projects/ecomito/

Para uma descri¢do mais detalhada das
actividades sobre deriva genética e selec¢do
natural:

Campos R, Sa-Pinto A (2013). Early
evolution of evolutionary thinking: teaching
evolutionary biology in elementary schools.
Evolution: Education and Outreach 6:25. [o
artigo esta disponivel em:
http://www.evolution-outreach.com/
content/6/1/25]

Sa-Pinto X, Campos R (2012). As borboletas
da floresta amarela. CIBIO, Centro de
Investigacdo em Biodiversidade e Recursos
Genéticos. Porto, Portugal. [o livro esta
disponivel em:
https://dl.dropboxusercontent.
com/u/206969216/As_Borboletas_da_
Floresta_ Amarela.pdf]

Para exemplos sobre a influéncia da deriva
genética e da selec¢do natural sobre a
evolugdo de caracteristicas humanas:
Campos et al. (2014). Somos mutantes!
[Cartazes disponiveis em:
http://cibio.up.pt/upload/filemanager/
somos-mutantes_cartazes.pdf]

Para pequenas “historias” sobre evolugéo e
biodiversidade e sugestoes de como corrigir
algumas das concepgoes alternativas mais
frequentes sobre evolugéo:

Campos et al. (2013). Um livro sobre
evolugdo. CIBIO, Centro de Investigagdo em
Biodiversidade e Recursos Genéticos. Porto,
Portugal. [o livro esta disponivel em:
https://www.dropbox.com/s/
t2iwOczeobtid5g/Um%20livro%20sobre%20
evolucao.pdf]
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Anexos






CLASSIFICAR AS ESPECIES DE
LEBRE — INFORMACAO DO ADN
NUCLEAR, FRAGMENTO DO GENE
ALBUMINA (INTRAO)

A informagéo fornecida nos cartoes é
uma sequéncia com 15 nucledtidos que
foram retirados da informacao completa.
A eliminagéo de nucledtidos da sequéncia
completa é feita apenas para facilitar as
comparagoes.

A informacdo completa, sequéncias com 611
nucledtidos, esta publicada no artigo Melo-
Ferreira J, Alves PC, Freitas H, Ferrand N,
Boursot P. (2009). The genomic legacy from
the extinct Lepus timidus to the three hare
species of Iberia: contrast between mtDNA,
sex chromosomes and autosomes. Molecular
Ecology 18(12): 2643-2658.

Esta informacdo podera ser usada para,

por exemplo, discutir a existéncia de
ambiguidades relacionadas com o facto de se
tratar de um gene nuclear - se um individuo
recebe duas informagdes diferentes de

cada progenitor para uma dada posi¢ao

na sequéncia, as duas informagdes sdo
registadas de acordo com o codigo definido
pela IUPAC - ou a existéncia de outro tipo
de informagoes - as sequéncias completas
dos individuos de lebre do piornal tem
menos 4 nucledtidos que as dos restantes
individuos, o que sugere que ocorreu uma
delecgdo de 4 pares de bases, nessa posi¢do
do fragmento, nesta espécie.

A identificagdo dos individuos nos cartdes
corresponde as seguintes espécies: L1 a L8 -
Lebre ibérica; L9 a L16 - Lebre europeia; L17
a L23 - Lebre de piornal; L24 a L29 - Lebre
variavel.
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: L1 - TAAACCTAATGTGCT L2 - TAAACCTAATGTGCT R
L4 - TAAACCTAATGTCCT L5 - TAAACCTAATGTGCT L6 - TAAACCTAATGTGCT
L TAAACCTAATATECT L8 - TAAACCTAATGTGCT L9 - TCGATCTAGTGTGTT
L10 - TCGATCTAGTGTGTT L11 - TCGATCTAGTGTGTT L12 - TCGATCTAGTGTGTT

' L13 -TCGATCTAGTGTGTT : L14-TCGATCTAGTGTGTT : L15-TCGATCTAGTGTGTT

L16 - TCGATCTAGTGTGTT L17 - TCGATCAAATGTGTC L18 - TCGATCAAATGTGTC






L19 - TCGATCAAATGGGTC : L20-TCGATCAAATGTGTC L21 - TCGATCAAATGTGTC

| L22-TCGATCAAATGTGTC | L23-TCGATCAAATGTGTC | L24 - TCGATCTAATGTGTT
! L25-TCGATCTAATGTGTT | L26-TCGATCTAATGTGTT | L27 - TCGATCTAATGTGTT
! L28 -TCGATCTAATGTGTT | L29 - TCGATCTAATGTGTT !






CLASSIFICAR AS ESPECIES DE
LEBRE — INFORMAGAO DO ADN
MITOCONDRIAL, FRAGMENTO
DO GENE CITOCROMO B

A informagéo fornecida nos cartoes é
uma sequéncia com 15 nucledtidos que
foram retirados da informacao completa.
A eliminagéo de nucledtidos da sequéncia
completa é feita apenas para facilitar as
comparagoes.

A informacdo completa, sequéncias com 616
nucledtidos, esta publicada no artigo Melo-
Ferreira J, Boursot P, Randi E. Kryukov A,
Suchentrunk E Ferrand N, Alves PC. (2007).
The rise and fall of the mountain hare (Lepus
timidus) during Pleistocene glaciations:
expansion and retreat with hybridization in
the Iberian Peninsula. Molecular Ecology
16(3): 605-618.

Esta informagao podera ser usada para, por
exemplo, discutir a existéncia de evidéncias
de diferentes tipos de ADN mitocondrial

do tipo arctico nas lebres ibéricas, o que
sugere que houve contacto entre lebre
variavel e as espécies ibéricas em diferentes
alturas — a hipdtese mais parcimoniosa
diz-nos que quanto mais parecido com

o ADN mitocondrial de individuos de

lebre variavel for o ADN mitocondrial

do tipo arctico encontrado nas espécies
ibéricas mais recente tera sido o contacto e

a introgressao (ou seja, a transferéncia do
ADN mitocondrial).

A identificagdo dos individuos nos cartdes
corresponde as seguintes espécies: L1 a

L6 - Lebre variavel; L7 a L13 - Lebre de
piornal; L14 a L21 - Lebre europeia; L22 a
L29 - Lebre ibérica. Logo, de acordo com

as sequéncias dos cartoes, os individuos L8,
120,121,122 e 126 tém ADN mitocondrial
do tipo arctico.
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Z L1 - AAGTCGAATCCCGTT L2 - AAGTCGAATCCCGTT L3 - AAGTCGAATCCCGTT :
L4 - AAGTCGAATCCCGTC | L5 - AAGTCGAATCCCGTT | L6 - AAGTCGAATCCCGTT
L AAGTCARACTCCGTT L8 - AAGTCGAATCCCGTT L9 - AAGTCAAACTCCGTT
L10 - AAGTCAAACTCCGTT | L11-AAGTCAAACTCCGTT | L12 - AAGTCAAACTTCGTT

' L13 - AAGTCAAACTTCGTT : L14-AGGCTAAACCCTATT : L15-AGGCTAAACCCTATT

L16 - AGGCTAAACCCTATT L17 - AGGCTAAACCCTACT L18 - AGGCTAAACCCTATT






L19 - AGGCTAAACCCTATT | L20-AAGTCGAATCCCGTT L21 - AAGTCGAATCCCGTT

| 122 - AAGTCGAATCCCGTT | L23 - TAGCCGAGCCCCATT L24 - TAACCGAGCCCCATT

! L25-TAGCCGAGCCCCATT ! L26 - AAGTCGGATCCCGTT ! L27 - TAGCCGAGCCCCATT

......................................................................................................

| 128 -TAGCCGAGCCCCATT | 129 - TAGCCGAGCCCCATT |






CLASSIFICAR AS ESPECIES DE LEBRE
— INFORMACAO DA MORFOLOGIA

Lebre ibérica
Lepus granatensis

Lebre de piornal
Lepus castroviejoi

Lebre europeia
Lepus europaeus

Lebre variavel
Lepus timidus

De menor tamanho

Grande mas menor que
a europeia

De grande tamanho

Grande mas menor
que a europeia,
com corpo mais
arredondado

Pelo castanho-
-amarelado

Pelo castanho e preto

Pelo castanho-amare-
-lado, avermelhado no
pescoco e zona superior
das patas

Pelo em varios
tons de castanho
(pelagem de Verao;
a maior parte dos
individuos muda
para uma pelagem
toda branca no
Inverno)

Partes superiores das
extremidades com
manchas brancas

Partes superiores das
extremidades sem
manchas brancas

Partes superiores das
extremidades sem
manchas brancas

Partes superiores
das extremidades
com manchas
brancas

Sem banda facial

Com banda facial
branco-acinzentado

Sem banda facial

Sem banda facial

Pelagem ventral
branca muito extensa,
chegando a zona
superior das patas
dianteiras, e com
contraste nitido

entre pelagem ventral
e dorsal

Pelagem ventral
branca menos extensa,
e com contraste nitido
entre pelagem ventral
e dorsal

Pelagem ventral branca
pouco extensa, e com
zona de transicdo
entre pelagem ventral
e dorsal

Pelagem ventral
branca pouco
extensa, e com zona
de transicdo entre
pelagem ventral

e dorsal

Cauda preta em cima,
branca em baixo

Cauda preta em cima,
branca em baixo

Cauda preta em cima,
branca em baixo

Cauda toda branca

Orelhas com ponta
pretas

Orelhas com ponta
pretas

Orelhas com ponta
pretas

Orelhas com ponta
pretas e rebordo
branco
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