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Distribuicdo geogréfica da diversidade genética e morfoldgica de Marmosa
(Micoureus) (Mammalia, Didelphimorphia) na Mata Atléntica e implicagdes
sistematicas

Resumo: As cuicas do subgénero Marmosa (Micoureus) sdo marsupiais didelfideos
neotropicais de ampla distribuicdo na América do Sul, principalmente no Brasil. Esse
subgénero sofreu grandes mudancas taxondmicas na Ultima década, sendo que sua espécie
com maior distribuicdo geografica, Marmosa (Micoureus) demerarae, foi dividida em duas
espécies:M. (M.) demerarae (ocorrendo do oeste amazonense até o sul da Bahia) e M. (M.)
paraguayana (ocorrendo do norte do Espirito Santo até o Paraguai). O subgénero Micoureus
€ um dos taxons que exibe uma clara distingdo na regido do encontro dessas duas espécies,
estabelecendo contato nesta regido (entre o norte do Espirito Santo e norte de Minas Gerais
e sul da Bahia)regido esta onde ocorre um processo de intergradagcdo nos espécimes, ou
seja, espécimes com assinatura molecular de M. (M.) demerarae possuindo caracteres
morfologicos de M. (M.) paraguayana e vice-versa. Assim, 0 presente estudo visou investigar
a diversidade genética e morfolégica de Marmosa (Micoureus) tanto na area de contato entre
0s taxons, quanto em toda extensdo da Mata Atlantica, além de tentar esclarecer a confusa
taxonomia do grupo. Foram feitas analises genéticas com dois marcadores moleculares irbp
(nuclear) e cit b (mitocondrial) em conjunto com o mapeamento de caracteres morfolégicos
para tentar elucidar a questéo da intergradacdo das espécies na regido de contato. O gene
mitocondrial recuperou dois clados monofiléticos atribuidos as duas espécies existentes no
bioma. Outros clados com estruturacdo biogeografica também foram recuperados. Foi
descoberto a presenca de um possivel pseudogene no espécime LPC 75 que poderia levar a
uma ma interpretacdo dos dados, que poderia ser o primeiro registro de simpatria para as
duas espécies. O marcador nuclear obteve topologias diferentes, ndo se mostrando eficiente
em recuperar as duas linhagens monofiléticas das espécies e nenhum dos clados mostram
alguma relagéo filogeografica. A analise concatenada recuperou as duas linhagens da Mata
Atlantica, mostrando que o cit b desse subgénero é altamente informativo, quando
comparado com o0 gene nuclear utilizado neste trabalho. Analisando a morfologia,
descobrimos quatro novos polimorfismos para o caractere diagndstico “numero de pélos nas
escamas da cauda” ainda nao descritos na literatura. Plotando os caracteres morfolégicos
nas filogenias, concluimos que os mesmo caracteres diagnésticos ndo sédo confiaveis para a
distincdo das espécies. A grande variagdo morfolodgica e a grande divergéncia génica do
DNA mitocondrial poderia nos levar a crer que M. (M.) demerarae e M. (M.) paraguayana
tratam-se de uma Unica espécie.No entanto, a alta divergéncia genética entre espécimes

parapatricos condiz com a distingéo entre duas espécies.

Palavras-chave: Marmosa (Micoureus), Mata Atlantica, filogenias multigénicas,

morfologia.



1- Introducéo

As cuicas do subgénero Marmosa (Micoureus) Lesson, 1842 sdo marsupiais
didelfideos neotropicais de pequeno tamanho, arboricolas e de habito noturno, com
ampla distribuicdo na América Latina (Charles-Dominique et al. 1981; Gardner
eCreighton 2008). Habitam desde areas deflorestas umidas e fechadas (eg. Florestas
Amazonica e Atlantica), como também areas mais secas e abertas (eg.Cerrado e
Caatinga). Atualmente sdo reconhecidas seis espécies desse subgénero: M. (M.)
alstoni J. A. Allen, 1990, M. (M.) constantiae Thomas, 1904, M. (M.) demerarae
Thomas, 1905, M. (M.) paraguayana Tate, 1931, M. (M.) phaea Thomas, 1899 e M.
(M.) regina Thomas, 1898 (Figura 1), sendo quatro delas encontradas no Brasil. Esse
taxon foi alvo de vérios estudos taxonémicos durante a Ultima década (eg. Voss et al.
2009; Dias et al. 2010; Gutiérrez et al. 2010; De La Sancha et al. 2012) e, mesmo
assim, ainda ha conflito sobre seu status taxondmico e sobre a existéncia de outras
espécies ainda ndo descritas (Costa, 2003; Dias et al. 2010). Uma revisdo para 0
subgénero ndo é feita desde Tate (1933), porém o monofiletismo para o taxon
Marmosa (Micoureus) e a existéncia de duas espécies na Mata Atlantica é consensual.

Patton et al. (2000), através de um estudo com DNA mitocondrial (mtDNA),
apontou dois grupos com divergéncia génica média de 10,7%: o primeiro grupo de
ocorréncia amazonica e o segundo na Mata Atlantica. Patton et al. (2000) sugeriram
que o clado amazonico fosse associado com Micoureus demerarae (sensu Gardner,
1993) e o clado da Mata Atlantica como Micoureus limae Thomas, 1920, desde que
este epiteto especifico (correspondente a um espécime proveniente de uma localidade
do Ceard) era 0 mais antigo disponivel para uma espécie da Mata Atlantica.

Em outros estudos, Costa (2001) e Patton & Costa (2003) re-analisaramas
afinidades filogeograficas em Marmosa(Micoureus) utilizando o mesmo gene
utilizado em Pattonet al. (2000), porém ampliando a amostragem geografica anterior,
incluindo areas do Brasil Central e da Mata Atlantica do nordeste. Os resultados
encontrados foram parcialmente similares aos de Patton et al. (2000). No entanto, os
primeiros autores supra citadosevidenciaram a existéncia de dois clados na Mata
Atlantica, com espécimes do sudeste diferenciando-se de espécimes do nordeste (que,
por sua vez, se agrupavam com espécimes da Amazonia e do Brasil Central) com
divergéncia genética de mais de 10% entre os clados. Costa (2001) argumentou que 0
epiteto sugerido por Patton et al. (2000) — limae - com localidade tipo no estado do

Ceard, ndo deveria ser empregado para denominar o grupo da Mata Atlantica do sul,



haja visto que as amostras do nordeste se agruparam com o clado amazo6nico
correspondente a Micoureus demerarae (sensu Gardner, 1993). Ainda que Costa
(2001) reconhecesse paraguayana Tate, 1931, com localidade tipo no nordeste do
Paraguai, como 0 nome mais antigo para o grupo do centro sul da América do Sul, a
autora ndo utilizou este epiteto para nomear este grupo, pelo fato dessa localidade tipo
situar-se no limite de distribuicdo entre os grupos amazonicos e da Mata Atlantica do
Sul, podendo ser também um sindnimo junior de M. demerarae, de forma anéloga a
M. limae. Portanto, tanto Costa (2001) quanto Patton & Costa (2003) sugeriram o
nome Micoureus travassosi Miranda-Ribeiro, 1936, com localidade tipo no estado do
Rio de Janeiro, para o grupo sul da Mata Atlantica. Brant et al.(2003), com base em
estudos morfolégicos e moleculares, com uma ampla amostragem geografica,
concluiu quea area de contato entre as duas espécies encontravam-se na regido de
divisa entre os estados da Bahia e Norte de Minas Gerais e Espirito Santo. Essa
conclusdo obteve respaldo, posteriormente, nos trabalhos de Dias et al. (2010) e
Neves et al. (2011), sem, no entanto, que os limites de distribuigdo entre as duas
espécies fossem bem estabelecidos.

Voss &Jansa (2003) argumentaram que 0 nome travassosi ainda precisava ser
propriamente analisado, pois a descri¢cdo de Miranda-Ribeiro, 1936 diz que a cauda
geralmente é menor do que o comprimento cabega-cauda, 0 que ndo corresponde ao
que ocorre para todas as espécies de Marmosa Micoureus, onde o comprimento da
cauda é significantementemaior que o comprimento cabeca-cauda (Voss &Jansa,
2003; Brant et al., 2003). Ao lancarem duvidas quanto a alocacdo genérica do taxon
travassosi Miranda-Ribeiro, 1936, (ainda que o espécime tipo ndo tenha sido
examinado), Voss &Jansa (2003) sugerem o nome Micoureus paraguayanus Tate,
1931, com localidade tipo no nordeste do Paraguai, como 0 epiteto mais apropriado,
desde quea descricdo morfolégica da espécie por Tate (1933) combinava quase
perfeitamente com os espécimes analisados pelos autores.De La Sancha et al. (2012),
com dados genéticos (cit b) de espécimes do Paraguai, obteve uma filogenia que
corrobora essa proposicdo, ja que esses espécimes se agruparam com outros
espécimes de Marmosa Micoureus da Mata Atlantica brasileira.

Recentemente, Voss &Jansa (2009) realocaram todo o género Micoureus dentro
do género Marmosa, como subgénero, com o intuito de deixar monofilético o clado
[Marmosa + (“Marmosa”lepida+Micoureus)]. Esseremanejamento permitiu manter o

nome Micoureus (que representa um clado monofilético), sem precisar criar outros



nomes, decisdo essa corroborada posteriormente por outros autores (De La Sancha et
al., 2012; Gutiérrez et al., 2010).

Poucos estudos abrangendo a taxonomia e sistematica do grupo utilizam
caracteres morfoldgicos. Brant et al.(2003) realizou um estudo, morfologico e
morfomeétrico, com duzentos e vinte e oito espécimes de Marmosa (Micoureus)
distribuidos em dezesseis estados brasileiros, que corroborou a distingdo dos dois
clados anteriormente constatados por Pattonet al. (2000) e Costa (2001) com base em
dados moleculares. Mas, além disso, verificou a existéncia de um processo de
intergradacdo morfoldgicade espécimes encontrados na regido de encontro geografico
dos dois clados (que representavam as especies M. demerarae e M. paraguayanus)
encontrados na analise molecular. Ou seja, no sudeste brasileiro eram encontrados
espécimes com assinatura molecular mitocondrial de uma espécie do subgénero e
caracteres morfologicos da espécie irma e vice-versa.Dado que o marcador molecular
até entdo utilizado era apenas mitocondrial, suscitou-se ddvidas quanto a este
processo de intergradacdo da morfologia. Assim, neste estudo, optou-se pela
utilizagdo de um marcador molecular nuclear na tentativa de elucidar a questéo.

Portanto, o presente estudo visou investigar a distribuicdo geografica da
diversidade genética de Marmosa (Micoureus) na Mata Atlantica, a congruéncia dos
padrBes genéticos inferidos a partir de dois marcadores moleculares (um mitocondrial
e outro nuclear) com a variagdo morfoldgica registrada para o t&xon na mesma area de
distribuicdo e discutir as implicacBes sistematicas e biogeograficas dos resultados

encontrados.

2- Materiais e Métodos

2.1 - Amostragem — Duas espécies do subgénero Marmosa (Micoureus)foram
objeto de estudo:M. (M.) demerarae e M. (M.) paraguayana. O material para analises
genéticas e morfoldgicas, em sua maioria, € proveniente, respectivamente, da Colecdo
de Tecidos e DNA da UFES e da Colecdo de Mamiferos da UFES. Outras amostras
foram cedidas pelas seguintes pesquisadores/instituicbes: Pedro Rocha e Candeléria
Estarvillo/ UFBA, Claudia Guimardes Costa/ PUC-MG, Alexandre Christorff/
ULBRA-RS e Renta Pardini/ USP. O material para as analises genéticas foi retirado
de amostras de tecidos de figado, mdsculo ou orelha crio-preservadas em etanol. No

total, obteve-se 107sequéncias para trés marcadores moleculares, dois mitocondriais



(citocromo b e a subunidade | do citocromo oxidase) e outro nuclear
(interphotoreceptorretinoidbindingprotein), sendo duas destas paraogrupo externo
(VAL 08- M. murina e JLP 15435- M. (M.) regina). Das 107 sequéncias, apenas duas
representam o marcador mitocondrial citocromo oxidase |. Essas amostragem abrange
grande parte da regido central Mata Atlantica brasileira, incluindo também algumas
amostras isoladas no nordeste e sul do pais (Tabela 1 e Figura 2). Para os estudos
morfolégicos, além dos 228 espécimes ja analisados em um estudo prévio (Brantet
al., 2003), foram analisados 85 espécimes de Marmosa (Micoureus) em preparo de

pele e/ou cranio ou em via liquida, totalizando 313 individuos.

Os pontos de amostragem de vouchers e/ou amostras de tecidos dos espécimes
estdo plotados e numerados nos mapas confeccionados usando o software Quantum
Gis 1.7.1 Wroclaw (Figura 2) e respectivas localidades especificas listadas na Tabela
1 e Apéndice Il. Areas ndo incluidas dentro dos limites do bioma Mata Atlantica,
pertencendo ao bioma cerrado (amostras do Cerrado do estado de Minas Gerais foram
incluidas nesse estudo com a finalidade de se entender melhor o processo de
intergradacdo da morfologia em conjunto com as filogenias, mesmo 0 escopo desse

trabalho sendo o bioma Mata Atlantica).

2.2 - Aspectos moleculares — Com intuito de obter sequéncias parciais dos
genes mitocondriaiscitocromo b (citb) e subunidade | da citocromo oxidase (COl), e
parte do primeiro exondo gene nuclear interphotoreceptorretinoidbindingprotein
(irbp), as amostras de tecido foram submetidas ao protocolo de extragcdo de DNA com
sal (Medranoet al. 1990). O DNA extraido foi quantificado no espectrofotometro
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc.) para a confirmacdo da extracdo e obtencédo
da concentracdo da amostra. Todas as amostras foram diluidas para uma concentracao
padrdo de aproximadamente 40ng/ul. Foram amplificados 801 pares de base do cit b,
657 pares de base do COI e 1200 pares de base do marcador nuclear (irbp),através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no termociclador, com os primers MVVZ05 e
MVZ16, LCO e HCOe os primers +IRBP217 e -IRBP1531. Os perfis de amplificacdo
se encontram listados na Tabela 2.0 produto da PCR foi purificado com a enzima
ExoSap-IT (USB Corporation), com a finalidade de eliminar residuos da PCR que
poderiam inibir o sequenciamento. A reacdo do sequenciamento foi feito nas duas

direcbes utilizando-seo kit Big Dye v3.1 no sequenciador ABI 310 (ambos da



AppliedBiosystems Inc.).Para garantir maior qualidade, foram geradas sequéncias nas
duas direces com os mesmos primers citados anteriormente.Em adicdo, algumas

sequéncias utilizadas neste trabalho foram retiradas do GenBank (Tabela 1).

O  programa  Geneiousversdo  5.5.7 criado  por  Biomatters
(HTTP://www.geneious.com/) foi utilizado para fazer o alinhamento manual das
sequéncias usando o software ClustalW. A relacdo genética e o padrdo de distribuicdo
espacial dos haplotipos foram obtidos a partir da variacdo nas sequéncias do DNA,
com o auxilio dos programas DnaSP v5 (Librado e Rozas 2009) e NetWork 4.610 de
Bandelt e Foster (1999).Redes de hapl6tipos foram construidas individualmente para
cada gene e para dados concatenados através do algoritmomedian-joining. Somente
sequéncias com hapldtipos unicos foram utilizadas nas andlises filogenéticas do gene
mitocondrial.Para as analises moleculares, foram utilizadas 53sequénciasdecith, 2
sequéncias de COlI, 40sequéncias de irbp, na analise concatenada (cit b + irbp), foram
utilizadas 37sequéncias.O programa MEGA 5.0 de Tamuraet al. (2011)foi usado para
calcular as divergéncias inter e intraespecificas, usando o modelo de substituicdo
nucleotidica de Kimura 2-parametros (k2p)(Kimura, 1980). As filogenias foram
inferidas a partir do programa PhyML 3.0, de Guindonet al. (2010), usando a
plataforma online ATCG Bioinformatics(HTTP://www.atcg-montpellier.fr) para o

método de Méaxima Verossimilhanga (MV) e o programa BEAST v1.7.4 de
Drummond e Rambault (2007)para a analise de Inferéncia Bayesiana (1B).Os modelos
de substituicdo de nucleotideos para as andlises de MV e IB foram obtidos no
JModelTest 0.1.1 de Posada (2008). O suporte estatistico dos clados para a MV foi
avaliado usando mil replicagcdes de bootstrap. Para a inferéncia das probabilidades
posteriores (BPP)da IB foram utilizadas10 milhdes de geracGes, com amostragem a
cada mil geragbes. Também foram descartada 10% da amostragem, o que corresponde

a mil arvores.

2.3 - Aspectos morfolégicos — Os individuos foram alocados as espécies
visadas no presente estudo de acordo com os caracteres morfoldgicos diagndsticos
sugeridos por Brant et al.(2003), sendo estes: comprimento do pelo dorsal, cor da
pelagem dorsal e numero de pelos nas escamas da cauda (Figura 3).Com intuito de
tentar entender o processo de intergradacdo da morfologia dos espécimes na regido de

encontro das duas espécies de Marmosa (Micoureus) (Norte do Espirito Santo e Sul


http://www.atcg-montpellier.fr/

da Bahia),os caracteres foram aferidos a olho nu ou com ajuda de uma lupa e o
comprimento dos pelos dorsais, a partir da regido posterior do corpo, com ajuda de
uma régua milimetrada,seguindo as médias das medidas feitas por Brantet al.
(2003).Esses trés caracteres foram analisados em conjunto com a filogenia e também
com a distribuicdo geografica das amostras, para verificar a congruéncia e a
contribuicdo dos dados na identificacdo das especies.Os espécimes foram ainda
classificados de acordo com as classes de idade, segundo Losset al. (2011). S&o sete
classes, sendo classes 1, 2, 3 e 4 jovens, 5 sub-adulto e 6 e 7 adultos, de acordo com o
padrdo de desgaste dos dentes. Neste estudo sé foram utilizados individuos das

classes 6 e 7.
3- Resultados

As redes de hapldtipos geradas no progrmaNetWork v4.610 (Figura 4) resultaram
em: 30haplotipos distintos, com diversidadehaplotipica de 0,9552, para 0 marcador
mitocondrial;18haplotipospara o marcador nuclear, com a diversidade haplotipica de
0,8905; e 28haplotipos na andlise concatenada, com a diversidade haplotipica de
0,9830.A lista com todos os haplétipos encontra-se no Apéndice |. A rede de
haplotipos de citb(Figura 4a)para M. (M.) demeraraeevidenciou um haplétipo
central(H7) pertencente a varios espécimes de localidades diferentes (Porto Seguro,
Itacaré, Caravelas e Andarai) que se dispersou e deu origem a outros
haplotipos. Também um outro hapl6tipo mais divergente (H8), que é associado ao
espécime LPC 898 (Alagoas), mais distante geograficamente. Para M. (M.)
paraguayana, houve estruturacdo biogeogréafica (esses agrupamentos serdo descritos
posteriormente, pois sdo analogos aos clados da filogenia do mesmo marcador
molecular), ao contrario de M. (M.) demerarae.Para a rede de irbp(Figuras 4b e 7),
houve pouca ou nenhuma estruturacdo biogeogréfica, assim como para a analise

concatenada(Figuras 4c e 8).

Os melhores modelos de evolucdo determinado para cada marcador, foram
sumarizados na Tabela 3, os quais foram aplicados para inferir as relacdes
filogenéticas. As duas metodologias empregadas para analises filogenéticas, MV e IB,
recuperam topologias semelhantes.Por isso, serdo apresentadas apenas as arvores da
IB.



A filogenia da IB recuperada a partir do DNA mitocondrial do citb, obteve varios
agrupamentos monofiléticos, conseguindo separar as duas espécies da Mata Atlantica,
com alto suporte estatistico (7,9%; Figura 5). Para M. (M.) demerarae, 0 espécime
LPC 898, do estado de Alagoas,ficou basal ao clado dos espécimes do estado da
Bahia, com uma alta divergéncia génica, de 2,6% (Figura 5). Para M. (M.)
paraguayana, muitos cladosmonofiléticos com estruturacdo biogeografica,
corroborada pela rede de haplétipos, foram recuperados, todos com alto suporte
estatistico (BPP > 0,95) (Figuras 5 e 6).Cladosdescritos por Neves et al. (2011), como
os clados Norte do Rio Mucuri (NRM) (incluindo espécimes do estado da Bahia), Sul
do Rio Doce (SRD) (envolvendo espécimes dos municipios: Guarapari, Viana e Santa
Tereza) e Sul do Rio Doce Serrana (SRDS) (abrangendo os municipios de Domingos
Martins, Cariacica e Viana), também foram recuperados neste estudo e serdo
empregados com os mesmos nomes (Figura 6). Outros clados recuperados por esta
filogenia foram descritos de acordo com a localizacdo geografica das amostras. Para
ocladode M. (M.) demeraraeobteve-se dois agrupamentos. O cladoNRMe o clado
Alagoas (AL) com um Unico espécime do mesmo estado (Figuras 5 e 6). Para M. (M.)
paraguayanafoi recuperado um grupo, aqui denominado de Centro-Minas Gerais
(CMG) abrangendo municipios de Marliéria, Paracatu, Nova Ponte, Casa Branca e
Felixlandia. Outro clado, irm&o ao CMG, foi nomeado como Centro-Sul (CSUL), que
engloba o clado SRDS; além dos municipios j& citado para este ultimo (SRDS),
também abrange municipios de Sao Paulo (Cotia, Capdo Bonito e Sorocaba), Rio de
Janeiro (Parati) e Parana (Diamante do Norte). De forma analoga, o clado SRD ¢
englobado pelo clado Norte de Minas Gerais-Centro Norte do Espirito Santo
(NMG+CNES), envolvendo amostras de municipios do estado do Espirito Santo
(Linhares e Conceicdo da Barra) e de Minas Gerais (Sdo Goncalo do Rio Preto,
Turmalina e Berilo). E, por ultimo, o clado Costa Sul com espécimes de Capéao Bonito

— SP, Gravatai — RS e Guapimirim — RJ (Figuras 5 e 6).

Dentre as amostras do municipio de Turmalina foram utilizados dois individuos
(YL 75 e LPC 75). De acordo com o mtDNA, os dois espécimes sdo alocados a
diferentes clados, relacionando os mesmos a diferentes espécies : YL 75 como M.
(M.) paraguayana, e LPC 75 M. (M.) demerarae, o que configuraria o primeiro
registro de simpatria entre as duas espécies (Figuras 9). A amostra LPC 75

recuperava-se de forma basalem relagdo aosclados NRM e AL, divergindo 4,0% dos



mesmos (separados geograficamente por uma pequena distancia) e de 4,1% da
amostra YL 75, sendo que AL diverge 2,6%de NRM em uma grande distancia
geogréfica(Figura 5).Todavia, o marcador nuclear(Figura 7) indica que os dois
espécimes pertencem a mesma espécie (recuperou-se um clado onde os dois
individuos se agrupam com uma baixa divergéncia génica, embora sem suporte
estatistico).Resultado este corroborado pela morfologia, desde que LPC 75 possui
claramente uma morfologia de M. (M.) paraguayana,(Figura 9) e pela rede de
haplotipos (Figura 4b, H3), onde os dois espécimes compartilham o mesmo haplotipo.
Objetivando-se uma comparacdo com outro marcador mitocondrial,foram analisadas
sequéncias de COI dos dois espécimes para comparacdo com as de cit b. Os dois
espécimes divergem 0,2% de acordo com COl, indicando que a sequéncia decit b de
LPC 75 possivelmente se trata de um pseudogene, assim ndo podendo ser utilizada

para as analises filogenéticas, por ndo apresentar homologia com as outras sequéncias.

O gene nuclear obteve uma filogenia com topologia diferente (Figura 7).da
encontrada para o marcador mitocondrial (Figura 5). O clado mitocondrial de M. (M.)
demerarae, ficou polifilético de acordo com o gene irbp.Porém, apresenta um clado
com espécimes da Bahia,aqui denominado de clado Bahia - embora haja espécimes
provenientes de outras localidades do estado da Bahia que ndo estdo agrupados com
esse clado (LPC 209, LPC 222, NLP 30 e RM 92)- com alto suporte (BPP = 1)
(Figura 7).Micoureus (M.) parguayanatambém mostrou-se polifilético para esse

marcador.

A arvore concatenada com os dois genes apresentou topologia semelhante a do
gene mitocondrial (Figura 8), onde as duas espécies formam agrupamentos
monofiléticos(Dias et al., 2010; De La Sanchaet al., 2012; Costa, 2003; Pattonet al.,
2000).

Dentre os caracteres diagndsticos da morfologia, no presente estudo foram
encontradosquatro padrbes de pelos em escamas (Figura 10).Um padrdo de quatro
pelos, com quatro peloslocalizados lateralmente & base da escama de
aproximadamente mesmo tamanho (Figura 9b); outro de quatro pelos com um pelo
central longo, ultrapassando a escama posterior e outros trés laterais de menor
comprimento(Figura 9c);umpadrdo com trés pelos, sendo um pelo central de maior

comprimento que ultrapassa a escama posterior e dois outros laterais de menor



tamanho(Figura 9a); e um com cinco pelos, sendo um central de maior comprimento,
ultrapassando a escama posterior e mais dois laterais de cada lado do central de menor

comprimento e tamanhos parecidos (Figura 9d).

Analisando os caracteres morfologicos diagndsticos sugeridos por Brant et
al.(2003), em conjunto com a filogenia de cit b(Figura 10), verificou-se queMarmosa
(M.)demeraraeapresentao padrdo propostocom trés pélos nas escamas da cauda
(sempre presente em todos 0s espécimes examinados), e pelagem dorsal de cor
marrom ou amarronzada, mas com variagdo consideravel no comprimento de
pelagem. J& M. (M.) parguayanando apresenta nenhum padrdo quanto ao pelos de
escamas da cauda, apesar de possuir pelagem predominantemente cinza ou

acinzentada e comprimento longo de pelos.
4- Discusséo
4.1 — Marcadores moleculares, filogenias e biogeografia
4.1.1 — Citocromo b e biogeografia

O marcador mitocondrial do citocromo b foi eficiente em recuperar os dois clados
de M. (Micoureus), como ja descritos por outros autores (Pattonet al., 2000; Costa,
2003; Dias et al. 2010; De La Sanchaet al. 2012), com alto valor de BPP (>,95) ¢ uma
divergéncia interespecifica de 7,9% entre as duas espécies da Mata Atlantica (Figura
5). Esse marcador é amplamente utilizado com alto sucesso em construir filogenias
inter e intraespecificas para diversos grupos de pequenos mamiferos (Loss& Leite,
2011; Voss&Jansa, 2009). Por possuir uma alta taxa de mutagdo (quando comparado
com genes nucleares), padrdo de heranca maternal, haploidia e ndo sofrer
recombinacdo génica (Avise, 1998), esse gene mostra uma alta resolucdo, mesmo em

nivel de espécie.

No caso do espécime LPC 75, coletado na Estacdo Ecoldgica de Acaud no
municipio de Turmalina, proximo a zona de contato das duas espécies (localidade
numero 17, Figura 2 e Tabela 1), ha a peculiaridade do possivel pseudogene. Alguns
estudos reportam erros com as analises e interpretacOes filogenéticas devido a co-

amplificacdo, atraves da PCR, de coOpias nucleares do mtDNA (paraloga) conhecidas



como Numts(Smith et al., 1992; Cracraftet al., 1998). Essas sequéncias sdo material
genético mitocondrial que foi transferido e integrado ao genoma nuclear como
material ndo-codificante, por isso sem relacdo de ancestralidade (Bensassonet al.,
2001) (j& que o DNA nuclear esta sob efeito de taxas de mutacdo mais lentas que o
mtDNA).Vérios outros casos de Numts sdo relatados pra diversos grupos de
mamiferos placentarios (e.g. Zhang et al., 2006; Triantand De Woody, 2008). Lemos
et al. (2009) reportam vérias seqiiéncias de Numts em outros marsupiais didelfideos,
sugerindo que a entrada de mtDNA no genoma nuclear ocorreu em mais de um
evento para o género Didelphis. As Unicas diferencas encontradas nas sequéncias do
espécime LPC 75 foram nos pares de base 355, 356 e 357. Ndo houve mudanca no
aminoacido codificado (lisina) e nao foi encontrado c6don de parada. Embora Numts
sejam amplamente relatados, alguns casos de mtDNA altamente conservados, as
vezes mal interpretados como Numts (Rocha et al., 2012; Zhang et al., 2006) sédo
encontrados. Ainda que haja fortes indicios de que a seqiiéncia de citb do espécime
LPC 75 seja um pseudogene, outros procedimentos, como clonagem in vitro, séo

necessarios para se obter a confirmacéo.

Na topologia de M. (M.) demerarae, um espécime proveniente de Alagoas foi
recuperado de forma basal, em relacdo ao clado NRM, LPC 898, (com uma
divergéncia génica de 2,6% do NRM) (Figuras 5 e 6). Isso pode ser explicado pelo
isolamento geografico entre populacdes de M. (M.) demerarae. A populacdo da qual
esse especime foi proveniente estd mais afastada geograficamente das populactes dos
espécimes que formam o clado NRM, no estado da Bahia, 0 que pode levar a uma
maior diversificagdo das suas moléculas de mtDNA. Ou, alternativamente, pode ser
um artefato de técnica da coleta, devido a um hiato geogréafico. O espécime mais ao
norte da Bahia (MCNM 2214) fica distante mais de 600 km do espécime do estado de
Alagoas. Novas coletas nesse hiato devem ser realizadas no nordeste a fim de tentar
esclarecer melhor as relagdes filogenéticas intraespecificas e o conhecimento sobre a
diversidade desse subgénero nessa regido tdo pouco estudada. Igualmente, a adi¢do de
novas amostras de outros biomas como a Floresta Amazénica, Chaco, Caatinga pode
ajudar a elucidar essa alta divergéncia. Rocha et al. ( 2011), utilizando a mesma
amostra (LPC 898), em uma filogenia mais abrangente com outras espécies do
subgénero, mostrou que este espécime é mais proximo filogeneticamente do clado

com amostras da Amazonia do que o clado com amostra da Bahia, resultado



semelhante encontrado por Costa (2003). Por (1992) descreveu rotas de migracao
entre Mata Atlantica e Amazonia. Costa (2003) indicou para M. (M.) demeraraeuma
rota que ligava o nordeste ao sudeste amazonense, 0 que poderia explicar esse
agrupamento. Outra possivel explicacdo seria a teoria de rios como barreira. O Rio
S8o Francisco separa os dois clados (AL e NRM), sendo uma bacia grande,
potencialmente capaz de atuar como uma barreira fisica para a interrup¢édo de troca de

fluxo génico entre essas populagodes.

Neves et al.(2011) indicou o rio Mucuri como limite distribucional entre as duas
espécies do subgénero na Mata Atlantica. Entretanto, com a maior amostragem deste
estudo, pode-se concluir que esse rio ndo é limite para as duas espécies, servindo
como barreira apenas no Corredor Central da Mata Atlantica (CCMA) (Figura 6). Isto
porque a distribuicdo das duas espécies se estendem para o interior do paise mais
zonas de contato devem existir para areas do Brasil Central, assim como a zona de
contato encontrada no CCMA. Outros rios podem influenciar localmente as
populacbes das duas espécies, assim como o rio Mucuri no CCMA (Neves et al.,
2011). Dias et al. (2010), por exemplo, destaca o rio Jequitinhonha como barreira para
populacdes do norte de Minas Gerais, 0 que ndo € corroborado pelos dados aqui
apresentados, pois observando o mapa da Figura 6, notamos que este rio separa
apenas populacdes de M. (M.) demeraraeda Bahia, ndo servindo de barreira para as

duas espécies.

Também se observou um aumento da &rea da distribuicdo conhecida para M. (M.)
paraguayana, de acordo com o mapa de localidades marginais apresentado por
Gardner e Creighton (2008), com expansdo para 0 noroeste e norte de Minas Gerais
(localidades 17, 18 e 23; Figura 2). Marmosa (M.) paraguayana ocorre o municipio
de Paracatu (noroeste do estado de Minas Gerais, proximo a divisa com Gdias), area
pertencente ao bioma Cerrado, mostrando que, assim como M. (M.) demerarae, a
espécie pode ocorrer mais comumente do que se acredita em enclaves imidos e matas
de galeria neste bioma. De fato, outros registros para M. (M.) demerarae ja foram
observados no Cerrado, (Rocha et al., 2011; Costa et al., 2003), assim como para
outra especie do subgénero e M. (M.) constantiae ao sul da distribuicdo(De La Sancha
et al., 2012). Na analise filogenética, as amostras provenientes do Cerrado ndo se

agruparam a exclusdo de amostras da Mata Atlantica. O clado CMG relne espécimes



da Floresta Atlantica e do Cerrado, por exemplo, assim como encontrado por Dias et
al.(2010), e amostras de outras localidades do Cerrado, como Turmalina (17), Sao
Gongalo do Rio Preto (20) e Berilo (23) estdo mais proximamente associadas a
amostras de localidades da Mata Atlantica do que com as demais do Cerrado
presentes nas analises (Figuras 2 e 6). Para M. (M.) demerarae, outros autores
observaram que o clado da Floresta Atlantica € mais relacionado com o Cerrado do
que com a Floresta Amazonica (Costa, 2003; Dias et al. 2010; De La Sancha et al.
2012). O acima descrito, ressalta a importancia dessas areas umidas de Cerrado, ainda
tdo pouco inventariadas e estudadas, na historia evolutiva dos mamiferos ditos como

de Mata Atlantica ou Amazonicos.

Outra hipétese que poderia explicar a atual distribuicdo do subgénero no bioma
Mata Atlantica seria a dos reflgios pleistocénicos. Carnaval & Moritz (2008), atraves
de modelos paleoclimaticos, sugerem a existéncia de refagios, ou areas de
estabilidade, na Floresta Atlantica durante os periodos de glaciacbes pleistocénicas
quando houve grandes retraces de areas florestadas. Essa hipotese, que poderia
explicar o elevado numero de endemismo de diversos taxons —aves, lagartos e
preguicas (Cabanneet al., 2007; Pellegrino et al., 2005; Moraes-Barros et al., 2006)-
para essas areas, prevé a ocorréncia de dois grandes refugios acima do rio Doce:
refugio da Bahia e acima do rio S&o Francisco: em Pernambuco. A existéncia desses
refagios poderia explicar os dois clados encontrados para M. (M.) demerarae no
nordeste da MA: NRM e AL (estados da Bahia e Pernambuco respectivamente;
Figura 6). Isso pode indicar que as glaciagdes do pleistoceno foram importantes
eventos vicariantes para separacdo das duas linhagens de Marmosa (Micoureus) neste
bioma. Rocha et al. (2011), afirma ainda que a separacdo do cladode Marmosa

(Micoureus)se deu no pleistoceno, corroborando esta hipotese.

Além desses fatores, outra varidvel a ser considerada sdo as ecorregides nas quais
os cladosde Marmosa (Micoureus)se encontram. Os clados NRM e AL de M. (M.)
demerarae se enquadram em ecorregides com fitofisionomias bem distintas na Mata
Atlantica (Figura 6). O Clado NMR, se encontra na ecorregido Floresta Costeira da
Bahia, enquanto que o espécime LPC 898 (Clado AL) se encontra na ecorregido
Floresta Costeira de Pernambuco (WWF, 2012). Para os clados de M. (M.)

paraguayanando houve o mesmo padrdo; ou seja, nenhum dos clados se engquadrou



dentro de apenas uma ecorregido, mostrando que este tdxon esta bem adaptado a
diferentes tipos de vegetacdo e clima, ja que também possui uma distribuicdo com
uma variacdo latitudinal maior que M. (M.) demerarae, que por sua vez possui uma

distribuicdo com variagédo longitudinal maior (Figura 1).

4.1.2 — Irbp e analise concatenada

A filogenia do gene nuclear recuperou topologias completamente diferentes das
do mtDNA, com clados apicais sem nenhuma estruturacdo biogeografica, nao
recuperando, portanto, os dois clados mitocondriais que assinalam a divergéncia entre
as duas espécies descritas (Figura 6). Loss & Leite (2011) também ndo obtiveram
sucesso ao empregar esse marcador para inferir filogenias de roedores equimideos,
devido a uma baixa taxa de divergéncia nucleotidica desse gene. Outros estudos
também reportam uma incongruéncia entre o mMtDNA e outros marcadores
moleculares nucleares (eg. Martins et al., 2009), alegando também uma diferente taxa
de mutacdo, padrdes diferentes de segregacdo, regulacdo da transcricdo e mecanismos

de reparo.

Para a andlise concatenada foi encontrado resultado similar ao do marcador
mitocondrial cit b. recuperando cladosmonofiléticos de M.(M.)demeraraee M. (M.)
paraguayna. Isso indica que o mtDNA de M. (Micoureus)é altamente divergente,
quando comparado com irbp, a ponto de conseguir recuperar a monofilia de grupos
mesmo com uma matriz de caractere menor que a do gene nuclear, como encontrado
por Loss& Leite (2011) em suas andlises. Outros clados também recuperados pela
filogenia do gene mitocondrial se mostraram presentes na analise concatenada
(Figuras 5 e 8), com alta BPP, como por exemplo os clados Centro Minas Gerais
(CMG) e Sul do Rio Doce (SRD).

Em analises prévias do marcador cit b, o espécime de Turmalina (LPC 75) havia
se agrupado com o clado de M. (M.) demerarae, enquanto que na analise com genes
concatenados 0 mesmo especime se agrupava com a outra espécie irma (Figura 9).
Isso mostra a importancia da utilizacdo deste tipo de anélise (concatenada) a fim de
uma abordagem mais robusta e, consequentemente, menor probabilidade de erros. De

fato, Loss& Leite (2011) sO conseguiram resolver politomias basais de roedores



equimidios com a analise de genes concatenados, evidenciando a maior robustez de

uma matriz de dados maior.
4.2 — Mapeamento morfologico —

Analisando os caracteres morfoldgicos diagndsticos em conjunto com a filogenia
obtida do marcador mitocondrial (Figura 11) podemos tirar algumas conclusdes. Os
anicos caracteres que apresentaram um padréo foram: a coloracdo dos pelos dorsais e
numero de pelos nas escamas da cauda, para M. (M.) demerarae, que possuem a cor
mais amarronzada e trés pelos nas escamas. Para a espécie da Regido Nordeste da
Mata Atlantica, o comprimento do pelo ndo apresentou padrdo esperado paraM. (M.)
demerarae, segundo Brant et al. (2003), pois espécimes distantes geograficamente da
regido de encontro com M. (M.) paraguayana(NLP 30 em Nilo Pecanha, por
exemplo), onde ndo se esperaria a intergradacdo dos caracteres morfolégicos,
possuem pelos do dorso com comprimento longo (uma caracteristica de M. (M.)
paraguayana. Para M. (M.) paraguayanao caractere mais confiavel foi o
comprimento do pelo dorsal, com excecédo de alguns espécimes (MCNU 215 e MAM
47, por exemplo). Assim, vale notar que M. (M.) paraguayana, antes considerada uma
espécie tipicamente de floresta de latitudes mais baixas, ou seja, com temperaturas
mais amenas ou sazonalidade menor, quando comparada com M. (M.) demerarae,
possui, em média, pelos dorsais mais longos —Figura 3a- (Brant et al., 2003).
Miranda-Ribeiro (1936) fazendo a descrigdo de um espécime coletado em Angra dos
Reis-RJ relata: “pelo muito mais longo (forma de montanha?)”. Esse caractere carece
de mais pesquisas, para verificar se essa associacdo entre clima mais frio e tamanho
da pelagem dorsal maior esta correta para este grupo. A coloracdo da pelagem dorsal
também se mostrou, em sua maioria, como o0 esperado (Brant et al.,, 2003;
Voss&Jansa, 2003; De La Sancha et al. 2012) para a espécie da Mata Atlantica do
sudeste (cor acinzentada). O caractere mais polimorfico e, portanto menos confiavel

foi o nimero de pelos nas escamas, ndo obtendo um padréo para esta espécie.

Tate (1933) descreveu um padrdo de pelos das escamas da cauda para o0 grupo
Marmosa cinerea, como também para outros grupos de marsupiais didelfideos, que
inclui Micoureus demerarae (sensu Gardner, 1993). Segundo Tate (1933), o grupo
possuiescamas com trés pelos, um central e dois laterais a esse de aproximadamente o

mesmo tamanho(Figura 3c), sendo esta uma das Unicas descrigdes para o caractere



publicada e amplamente utilizada por diversos autores (Voss &Jansa, 2009; Brantet
al., 2003; Rossi et al., 2010). Brant et al. (2003) relatou um novo padrdo de cinco
pelos, trés centrais de longo comprimento (ultrapassando a proxima escama) e dois
laterais a esses(Figura 3d), que atribuiu @ M. (M.) paraguayna, enquanto o arranjo
com apenas trés pelos foi relegado a M. (M.) demerarae. No presente estudo foram
apresentados mais quatro polimorfismos para o caractere pelos nas escamas da cauda
(Figura 9). Todos arranjos com mais de trés pelos por escama sdo atribuidos a M. (M.)
paraguayana. A descoberta de novos padrdes para estas espécies € de grande
relevancia para o campo da sistematica do grupo, uma vez que este caractere é
amplamente utilizado em analises, porém dificil de observar e, por isso, pouco
discutido. Nenhuma referéncia foi encontrada na literatura para quatro ou cinco pelos
nas escamas da cauda para o género Marmosa. Segundo Voss&Jansa (2009), em um
estudo com todos marsupiais didelfideos, apenas Lutreolina e Philander possuem

quatro ou mais pelos nas escamas da cauda.

Outros caracteres observados por Brant et al. (2003) também apresentaram
diferencas entre as duas espécies analisadas neste trabalho, além dos outros trés
caracteres diagnosticos ja discutidos. Sao elas: coloracdo da cauda e quatro medidas
cranianas (largura da caixa craniana, comprimento da série molar superior, distancia
transversal entre molares e largura minima ao nivel do pterigbide), embora nédo
tenham obtido significancia estatistica. Todos os caracteres analisados por Brant et al.

(2003) que mostraram diferencas entre as espéecies apresentaram excecoes.

Concluimos que os caracteres diagnosticos apontados por Brant et al. (2003),
mesmo utilizados em conjunto, ndo sdo suficientes para o reconhecimento das
espécies de forma segura, se fazendo necessaria a utilizacdo da genética para um
resultado mais embasado. Principalmente de espécimes na regido de encontro de M.
(M.) demeraraee M. (M.) paraguayana na divisa entre o norte do Espirito Santo, sul

da Bahia e nordeste de Minas Gerais.

M. (M.) demerarace M. (M.) paraguayana apresentam consideravel variacédo
morfoldgica intraespecifica e ocorrem em ampla area geografica de gradiente
latitudinal e longitudinal consideraveis. O gene nuclear utilizado ndo apresentou
resolucéo para a separagd@o entre amostras das duas especies. Assim, poderia-se supor

gque as mesmas representassem uma unica espécie com um valor de divergéncia



génica mitocondrial alta (8% em média) entre clados regionais, como observado para
outros taxons irmaos de Marmosa (Micoureus) (eg.Gracilinanus em Losset al. 2011).
Entretanto, o registro de parapatria (Nova Vigosa, localidade namero 10, e Conceicéao
da Barra, localidade numero 25, separadas por cerca de 100 km) para dois clados tdo
divergentes, e o fato de que o clado do nordeste de M.(M.) demerarae é mais
proximamente relacionado a clados da Amazonia, sugere que 0s dois agrupamentos
monofiléticos encontrados na Mata Atlantica representem realmente duas espécies
distintas.
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Apéndice |

Haplétipos do marcador mitocontrial (citb):

Haplotipol: [SLF291,YL449,SLF162,SLF169,MBML2309, LPC1189]; Haplétipo2:
[JEQO1,YL75, TAX 01, LPC61]; Hapl6tipo3: [LPC1286, LPC1288]; Hapl6tipo4:
[MCNM 2214,MCNM 2224]; Haplotipo5: [RM 120,RM 116]; Haplétipo6:
[SLF76,SLF96,SLF91];  Haplétipo7:  [SLF64,SLF66,SLF70,SLF71, LPC209,
LPC222,RM 109,RM 219,SLF22]; Hapl6tipo 8: [LPC 898]; Haplotipo 9: [CAM 50];
Hapldtipo 10: [RM 198]; Hapldtipo 11: [RM 108, RM 92]; Hapl6tipo 12: [NLP 30];
Haplétipo 13: [CRB 1287]; Haplotpo 14 [CB 01, YL 81, LPC 86]; Haplotipo 15:
[MCNM 1985]; Haplétipo 16: [RP 717, MAM 27, RP 787, RP 136]; Hapldtipo 17:
[CTX 2930]; Haplotipo 18: [LPC 1046]; Haplétipo 19: [MBML 2505]; Haplotipo 20:
[LPC 1006, LPC 986]; Haplétipo 21: [MBML 2370]; Haplétipo 22: [LPC 975];
Haplétipo 23: [MCNU 215]; Haplétipo 24: [LPC 326]; Haplétipo 25: [LPC 792];
Haplétipo 26: [AP 23]; Hapldtipo 27: [MAM 47]; Haplétipo 28: [YL39]; Haplotipo
29: [LP 47]; Haplotipo 30: [LPC 106].

Haplétipos do marcador nuclear (IRBP):


http://www.wwf.org..br/

Haplétipo 1: [MCNM 1985]; Haplotipo 2: [LPC 61]; Haplotipo 3: [LPC 75, YL 449,
LPC 1286, RP 471, RP 717, YL 75, LPC 1185, SLF 291, TAX 01, MAM 47];
Haplotipo 4: [YL 445]; Haplétipo 5: [LPC 326, YL 81]; Haplotipo 6: [LPC 1046];
Hapldtipo 7: [LPC 1006, LPC 975, LPC 986, SLF 169, LPC 86]; Hapldtipo 8: [RP
353]; Haplotipo9: [RP 787]; Haplétipo 10: [RP 136]; Haplotipo 11: [NLP 30];
Haplétipo 12: [RM 92, SLF 96,SLF 91, SLF 66, SLF 22, SLF 64, SLF 70]; Haplétipo
13: [SLF 162]; Haplotipo 14: [SLF 76]; Haplotipo 15: [LPC 1189]; Haplotipo 16:
[LPC 1288]; Haplotipo 17: [LPC 209]; Hapldtipo 18: [LPC 222].

Haplétipos dos marcadores nuclear e mitocondrial (genes concatenados):
Haplotipol: [LPC 209]; Haplétipo 2: [LPC 222]; Haplétipo 3: [SLF 96, SLF 91];
Haplotipo 4: [LPC 1185 YL 449, SLF 291]; Haplétipo 5: [MCNM 1985]; Haplétipo
6: [RP 136]; Haplétipo7: [LPC 61]; Haplétipo 8: [LPC 326]; Haplotipo 9: [YL 445];
Haplétipo 10: [SLF 70, SLF 66, SLF 22]; Haplétipo 11: [LPC 975]; Haplotipo 12:
[LPC 1046]; Haplétipo 13: [LPC 1006, LPC 986]; Haplotipold: [LPC1286];
Haplo6tipols: [LPC 86]; Haplotipole: [MAM 47]; Haplétipol7: [SLF
169];Hapl6tipol8: [TAX 01,YL75]; Haplotipol9: [LPC1189];Haplétipo20: [RP 717];
Haplétipo21: [SLF162]; Haplotipo22: [YL81]; Haplotipo23: [SLF76]; Haplotipo24:
[NLP30]; Haplotipo25: [RP787];Hapl6tipo26: [LPC1288].

Apéndice Il

Espécimes utilizados e localidades:

BRASIL - Alagoas: Sdo José da Laje, Usina de Serra Grande Mata do Brejo (LPC
898 — 8°57°207S/36°3°56”W). Amazonas: Nova Empresa, margem esquerda Rio
Jurua (JLP 15435 — 6° 48°S/70° 43 59”W). Bahia: Andarai, Fazenda Santa Rita, 8
km (LPC 209, LPC 222 — 12°48°6”S/41°15°41”); Camamu (CAM 50); Caravelas,
Fazenda Espada Ilha, Ilha da Cassumba (SLF 70); Caravelas, Fazenda Monte Castelo
(SLF 64, SLF 66 — 17°47°40”S/39°15°50”W); Itacaré, Fazenda Rio Capitdo (RM 108,
RM 109 — 14°20°377S/39°5°13”W); Itamari, Fazenda Sao Roque (RM198 -
13°51°54S/39°40°22”W); Nova Vigosa, Fazenda Elma (SLF 22, SLF 96 -
17°58°32”S/39°33°53”); Nova Vigosa, Fazenda Jodo Guardo (SLF 76 -
17°58°44S/39°34°2”W); Nova Vicosa, Fazenda Tucum (SLF 91 -
17°58°29”S/39°33°45”W); Porto Seguro, Parque Nacional do Pau Brasil (RM 219 —
16°30°44”S/39°18°13”W); Salvador (MCNM 2214, MCNM 2224); Una, Fazenda



Bolandeira, 1 kmS (LPC 106 — 15°21°’S/39°0’W); Una, Reserva Bioldgica de Uma
(RM 92 — 15°10°19”S/39°3°40”W); Uruguca, Fazenda Catitu (RM 120 -
14°25°277S/39°3°38”W); Valenga (VAL 08). Espirito Santo: Cariacica, Reserva
Bioldgica de Duas Bocas, Alto Alegre (LPC 1006, LPC 1046 -
20°16°52”S/40°31°19”W); Conceigao da Barra, Floresta Nacional do Rio Preto (LPC
1286, LPC 1288 - 18°21°19”S/39°50°39”W); Domingos Martins, Pedra Azul,
Hidrelétrica S&o Pedro (MBML 2505 — 20°21°48”S/40°39°33”); Guarapari (MBML
2309 — 20°40°S/40°29°51”); Linhares, Fazenda Bom Conselho (MBML 2370 -
19°23°28”S/40°4°20”W);Linhares, Reserva Natural da Vale do Rio Doce (TAX 01 —
19°6°42”°S/40°10°16”W); Linhares, Fazenda Santa Terezinha, 33 km NE (YL 39 —
19°8°S/39°57°W); Santa Tereza, Estacdo Bioldgica Santa Llcia (YL 445, YL 449 —
19°58°107S/40°32°24”W); Viana, Caracas (SLF 291); Viana, Fazenda Boa Baixa
(SLF 162, SLF 169 — 20°23°’S/40°27°W); Viana, Pimenta (LPC 975, LPC 986 —
20°22°44”S/40°28°5”W);  Viana, Ribeira (LPC 1185, LPC 1189 -
20°22°35”S/40°27°30”W). Minas Gerais: Berilo, Usina Hidrelétrica de Irapé (JEQ
01); Casa Branca, Rola Moga (CB 01); Felixlandia, Fazenda Santa Cruz (AP 23 —
18°46°14°S/45°8°34”W); Marliéria, Parque Estadual do Rio Doce, 13 km E (LPC 86,
YL 81 —19°43’S/42°39°W); Nova Ponte, Fazenda Cap&o da Onca, 11 km E (LPC 326
— 19°9°5”S/47°33°45”W); Paracatu, Usina Batalha ( MCNM 1985); Sdo Goncalo do
Rio Preto, Parque Estadual do Rio Doce, 15 km S (18°9°S/43°23°W); Turmalina,
Estacdo Ecoldgica de Acaud, 17 km N (LPC 75, YL 75 — 17°8°S/42°46°W). Parana:
Diamante do Norte (CTX 2930 — 22°37°S/52°51’W). Rio de Janeiro: Guapimirim,
Centro de Primatologia do Rio de Janeiro (CRB 1287); Parati, Tarituba (LP 47 —
23°13°S/44°42°W). Rio Grande do Sul: Gravatai, Morro Agudo (MCNU 215). S&o
Paulo: Capdo Bonito, Fazenda Intervales (MAM 27, MAM 47 -
24°19°597S/48°25°W);  Capao Bonito, Fazendo Sakamoto (RP 136 -
24°10°44,77S/48°14°17”W); Cotia, Big Vale (RP 717 — 23°47°4”S/47°0°19,2”W);
Cotia, Chave (RP 471 - 23°42’51”S/47°W); Cotia, Psicotica (RP 787 -
23°41°45”S/46°57°16”W); Cotia, Ruth (RP 353 - 23°40°43”S/46°59°13”W);
Sorocaba, Floresta Nacional de Ipanema 20 km NW (LPC 792 -
23°26°7°S/47°37°41”W).
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Figura 1Area de ocorréncia das seis espécies de Marmosa (Micoureus). Modificado de DelaSancha (2012).
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Figura 2. Distribuicdo das amostras de tecidos de espécimes utilizados nas analises genéticas para as duas espécies de Marmosa (Micoureus). A
lista das localidades especificas encontra-se na Tabela 1, com nimeros correspondentes. Circulos em azul identificam as amostras de M. (M.)

paraguayana e em vermelho as de M. (M.) demerarae.
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Figura 3. llustragdo de caracteres diagnosticos segundo Brant (2003). a)Comprimento do pelo dorsal. A esquerda M. (M.)demerarae (pélo curto) e & direita M. (M.)paraguayana (pélo longo). b)Coloracéo da
pelagem dorsal. A esquerda M. (M.) demerarae (pélo amarronzado) e a direita M. (M.) paraguayana (pélo acinzentado). c)e d)NUmero de pélos nas escamas da cauda (modificado de Tate, 1933). c)M. (M.)
demerarae (grupo Cinerea) (3 pélos) e d)M. (M.)paraguayana (5 pélos).
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Figura 4. Rede de haplétipos para cada marcador. a) cit b, b) irbp e c) genes concatenados. Em azul haplétipos de M. (M.) paraguayana e em vermelho haplétipos de M. (M.) demerarae, segundo o0 mtDNA. Lista com os haplétipos
encontra-se no apéndice. Asterisco no haplétipo H3 na rede ilustrada em b identifica o hapl6tipo compartilhado entre os espécimes YL75 e LPC 75.



Citb

0.02
substituigdes/sites

7,9%

ow1d)xy odnin

2,6%

1,2%

P ——_

ﬁﬁ‘%.mm

3.8%
9

T

]

Alagoas LPC 898 (1) [H]
Andarai LPC 209 (7) [H7]

Porto Sequro EM 219 (16) [H7]
Caravelas SLF 64 (12) H7]
Caravelas SLF 70 (13) [H7)

Nova Vigosa SLF 22 (9) [H7]
Nova Vigosa SLF 96 (9) [H6]
Nova Vigosa SLF 76 (10) [He]
Nova Vigosa SLF 91 (1) [He]
ltarmari RM 198 (15) [H10]
ltacaré RM 108 (14) [H7]
UnaLPC 106 (5) [H30]

Camamu CAM 50 (3) [H9]
Salvador MONM 2214 (2) [H4]
Uruguca RM 120 (8) [Hs]

ltacaré RM 108 (14) [H11]

Una RM 92 (6) [H11]

Nio Pecanha NLP 30 (4) [H12]
Viana LPC 975 (31) [H22]
CasaBrancaCB 1 (24) [H14]
Marliéria YL 81 (19) [H14]
Felidiandia AP 23 (22) [H26)]
Mariiéria LPC 86 (19) [H14]
Paracatu MCNM 1985 (18) [H15]
NovaPonte LPC 326 (21) [H24]
Domingos Martins MBML 2505 (36) [H19]
Catiacica LPC 1046 (30) [H18]
Viana LPC 986 (31) [H20]
Catiacica LPC 1006 (30) [H20]
Parati LP 47 (37) [H29]
Sorocaba LPC 792 (39) [H25]
Capao Bonito MAM 27 (40) [H16]
Parana CTX 2930 (46) [H1 7]
Cotia RP 717 (42) [H16]

Cotia RP 787 (43) [H16]

Capao Borito RP 136 (41) [H16]
Linhares YL 39 (26) [H28]
Linhares MBML 2370 (28) [H21]
Viana LPC 1189 (32) [H1]
Guarapari MBNL 2309 (35) [H1]
Viana SLF 169 (33) [H1]

Santa Tereza YL 449 (29) H1]
Viana SLF 291 (34) H1]
Conceicio da Barra LPC 1286 (25) [H3]
Séo Gongalo do Rio Preto LPC 61 (20) [H2]
Turmlina YL 75 (17) [H2]

Bero JEQ 1(23) [H2]

Linhares TAX 1 (27) [H2]
Gravatal MCNU 215 (47) [H23]
Guapimirim CRB 1287 (38) [H13]
Capao Bonito MAM 47 (40) H27]

Figura 5. Arvore de Inferéncia Bayesiana para o gene Cit b. Circulos pretos nos nos significam BPP > 0,95. Porcentagens representam as divergéncias
génicas, para esse marcador, dentro dos clados. Em azul M. (M.) paraguayana e em vermelho M. (M.) demerarae. NUmero entre parénteses representam as
localidades (Figura 2 e Tabela 1) e entre colchetes os respectivos haplétipos dos espécimes (lista com todos os haplétipos se encontra no Apéndice 1).
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Figura 6. Arvore de Inferéncia Bayesiana para o gene Cit b. Em amarelo Clado Alagoas (AL), em laranja Clado Norte do Rio Mucuri (NRM), em azul ciano Clado Centro Minas (CMG), em verde Clado Centro
Sul (CSUL), que envolve o Clado Sul do Rio Doce Serrana (SRDS), em roxo Clado Norte Minas + Centro Norte Espirito Santo, englobando o clado Sul do Rio Doce, e em rosa Clado Costa Sul. Porcentagens
mostra a divergéncia génica dentro os clados.
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Figura 7. Arvore de IB para o gene IRBP. Circulos pretos nos nds significam BPP > 0,95. Em azul M. (M.) paraguayana e em
vermelho M. (M.) demerarae, segundo o mtDNA. O asterisco chama atengéo para os espécimes YL 75 e LPC 75, que compartilham
0 mesmo haplétipo de DNA nuclear (H3 na Fig. 4b) e divergem entre si em 0,05%.Porcentagens representam as divergéncias
génicas, para esse marcador, dentro dos clados.NUmero entre parénteses representam as localidades (Figura 2 e Tabela 1) e entre
colchetes os respectivos haplétipos dos espécimes (lista com todos os haplétipos se encontra no Apéndice I).



4,6%

Genes
Concatenados

0.008
substituicoes/sites

N

oun)xy odnin

Andarai LCP 222 (7) [H2]

Nova Vigosa SLF 22 (9) [H10]
Caravelas SLF 66 (12) [H10]
Caravelas SLF 64 (12)

Caravelas SLF 70 (13) [H10]
NovaVicosaSLF96 (@) H3] | NRM
Nova Vigosa SLF 91 (11) [H3]

Nova Vigosa SLF 76 (10) [H23]

Nilo Pecanha NLP 30 (4) [H24]
Una RM 92 (6)
Andarai LPC 209 (7) [H1]

Viana LPC 1185 (32) [H4]

Viana LPC 1189 (32) [H19]

Santa Tereza YL 449 (29) [H4]

Santa Tereza YL 445 (29) [H9]

Viana SLF 169 (33) [H17]

S30 Gongalo do Rio Preto LPC 61 (20) [H7]
Turmalina YL 75 (17) [H18]
Linhares TAX 1 (27) [H18]
Conceigo da Barra LPC 1286 (25) [H14]
Viana SLF 291 (34) [H4]

Viana SLF 162 (33) [H21]
Conceigao da Barra LPC 1288 (25) [H26]

Capéo Bonito MAM 47 (40) [H16]
Cotia RP 717 (42) [H20]

Cariacica LPC 1046 (30) [H12]
Viana LPC 986 (31) [H13]
Cariacica LPC 1006 (30) [H13]
Viana LPC 975 (31) [H11]
Nova Ponte LPC 326 (21) [H8]
Paracatu MCNM 1985 (18) [H5]
Marliéria LPC 86 (19) [H15]
Marliéria YL 81 (19) [H22)]

Capdo Bonito RP 136 (41) [H6]
Cotia RP 787 (43) [H25]

SRD

CMG

Figura 8. Arvore de Inferéncia Bayesiana para os genes concatenados. Circulos pretos nos nos significam BPP > 0,95. Em azul M. (M.) paraguayana e
em vermelho M. (M.) demerarae, segundo o0 mtDNA.. NUmero entre parénteses representam as localidades (Figura 2 e Tabela 1) e entre colchetes os
respectivos haplétipos dos espécimes (lista com todos os haplétipos se encontra no Apéndice I). Porcentagens representam as divergéncias génicas, para
esse marcador, dentro dos clados.



Citb

— |
Genes
oo Concatenados
substitui¢des/sites 0.009
] substituigoes/sites
NRM
—y
{5 —e

H

demerarae

demerarae

Ccol |
0,2%
Cith
4,1%

SRDS

ITurmalina YL 75 (17)

SRDS

paraguayana

Turmalina LPC 75 {17) 1

paraguayana

3/
+ =
N R
bn =
| |
IE;;II‘
L ]

AN
=YL 75 (17)

I(:i)-j.ii.-‘]." H Capao Bonito RP 136 (41)
_{E ) I Cotia RF 787 (43)
SUL
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Figura 10. Novos polimorfismos para o caractere pelos nas escamas da cauda descobertos nesse trabalho. Padrao com trés pelos, sendo um pelo central
de maior comprimento que ultrapassa a escama posterior e dois outros laterais de menor tamanho(a).Padrdo de quatro pelos, com quatro pelos
localizados lateralmente a base da escama de aproximadamente mesmo tamanho (b). Quatro pelos com um pelo central longo, ultrapassando a escama
posterior e outros trés laterais de menor comprimento (c). E um novo estado com cinco pelos, sendo um central de maior comprimento, ultrapassando a
escama posterior e mais dois laterais de cada lado do central de menor comprimento e tamanhos parecidos (d). Os padrdes b), c) e d) foram encontrados
exclusivamente em M. (M.) paraguayana e a) emM. (M.) paraguayana e M. (M.) demerarae.
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Figura 11. Arvore de Inferéncia Bayesiana para o marcador molecular Cit b com estados de caracteres morfoldgicos plotados ao
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Tabela 1. Lista de espécimes de Marmosa (Micoureus)utilizados, com seus respectivos nimeros de coleta (Cédigo Amostra), nimero de acesso do GenBank, localidades, nomes
empregados nas arvores (Descri¢do) (niumero em parénteses € referente a localidade do espécime), espécie (de acordo com o DNA mitocondrial) e nimero das localidades usadas
nos mapas deste trabalho. Amostras em azul foram usadas exclusivamente para o Cit b e em vermelho exclusivamente para irbp. Em rosa espécime (YL 75) cujo foi sequenciado o
COl, para comparagdo com outro espécime simpatrico, além de todos os outros marcadores. Em verde, espécime (LPC 75) que possivelmente possui Numt e por isso foi excluido

das analises com o Cit b e genes concatenados. Os marcadores irbp e COI foram sequenciados para este espécime (LPC 75).

Localidade # Descricao Cédigo Amostra GenBank Espécie Localidade
1 Alagoas LPC 898 (1) LPC 898 JF281091.1 M. demerarare AL: Sdo José da Laje, Mata do Brejo
2 Salvador MCNM 2214 (2) MCNM 2214 - M. demerarare BA: Salvador
3 Camamu CAM 50 (3) CAM 50 - M. demerarare BA: Camamu
4 Nilo Pegcanha NLP 30 (4) NLP 30 - M. demerarare BA: Nilo Peganha
5 Una LPC 106 (5) LPC 106 JF281082.1 M. demerarare BA: Una, Fazenda Bolandeira
6 Una RM 92 (6) RM 92 - M. demerarare BA: Una, Reserva Bioldgica de Una
7 Andarai LPC 209 (7) LPC 209 GU112915.1 M. demerarare BA: Andarai, Fazenda Santa Rita
7 Andarai LCP 222 (7) LPC 222 JF281080.1 M. demerarare BA: Andarai, Fazenda Santa Rita
8 Urucuca RM 120 (8) RM 120 = M. demerarare BA: Uruguca, Fazenda Catitu
9 Nova Vigosa SLF 22 (9) SLF 22 - M. demerarare BA: Nova Vicosa, Fazenda EIma
9 Nova Vigosa SLF 96 (9) SLF 96 - M. demerarare BA: Nova Vigosa, Fazenda Elma
10 Nova Vigosa SLF 76 (10) SLF 76 - M. demerarare BA: Nova Vigosa, Fazenda Jodo Guardo
11 Nova Vigosa SLF 91 (11) SLF 91 o M. demerarare BA: Nova Vigosa, Fazenda Tucum
12 Caravelas SLF 64 (12) SLF 64 - M. demerarare BA: Caravelas, Fazenda Monte Castelo
12 Caravelas SLF 66 (12) SLF 66 - M. demerarare BA: Caravelas, Fazenda Monte Castelo
13 Caravelas SLF 70 (13) SLF 70 - M. demerarare BA: Caravelas, Fazenda Espada Ilha
14 Itacaré RM 108 (14) RM 108 EF587299.1 M. demerarare BA: Itacaré, Fazenda Rio Capitdo
14 Itacaré RM 109 (14) RM 109 EF587297.1 M. demerarare BA: ltacaré, Fazenda Rio Capitdo
15 Itamari RM 198 (15) RM 198 EF587300.1 M. demerarare BA: ltamari, Fazenda Sao Roque
16 Porto Seguro EM 219 (16) RM 219 EF587296.1 M. demerarare BA: Porto Seguro, Parque Nacional do Pau Brasil
17 Turmalina LPC 75 (17) LPC 75 - M. paraguayana MG: Turmalina, Estagéo Ecolégica de Acaua
17 Turmalina YL 75 (17) YL 75 GU112920.1 M. paraguayana MG: Turmalina, Estag&o Ecoldgica de Acaua
18 Paracatu MCNM 1985 (18) MCNM 1985 - M. paraguayana MG: Paracatu, Usina Batalha
19 Marliéria YL 81 (19) YL 81 JF281068.1 M. paraguayana MG: Marliéria, Parque Estadual do Rio Doce
19 Marliéria LPC 86 (19) LPC 86 = M. paraguayana MG: Marliéria, Parque Estadual do Rio Doce
20 Sé&o Gongalo do Rio Preto LPC 61 (20) LPC 61 - M. paraguayana MG: Sao Goncalo do Rio Preto, Parque Estadual do Rio Doce
21 Nova Ponte LPC 326 (21) LPC 326 GU112923.1 M. paraguayana MG: Nova Ponte, Fazenda Cap&o da Onga
22 Felixlandia AP 23 (22) AP 23 - M. paraguayana MG: Felixlandia, Fazenda Santa Cruz
23 Berilo JEQ 1 (23) JEQ 1 EF587303.1 M. paraguayana MG: Berilo, Usina Hidrelétrica de Irapé
24 Casa Branca CB 1 (24) CB 1 EF587307.1 M. paraguayana MG: Casa Branca, Rola Moca
25 Conceicédo da Barra LPC 1286 (25) LPC 1286 - M. paraguayana ES: Conceicéo da Barra, Floresta Nacional do Rio Preto
25 Conceicdo da Barra LPC 1288 (25) LPC 1288 - M. paraguayana ES: Conceigdo da Barra, Floresta Nacional do Rio Preto
26 Linhares YL 39 (26) YL 39 GU112921.1 M. paraguayana ES: Linhares, Fazenda Santa Terezinha
27 Linhares TAX 1 (27) TAX 1 - M. paraguayana ES: Linhares, Reserva Natural da Vale do Rio Doce
28 Linhares MBML 2370 (28) MBML 2370 - M. paraguayana ES: Linhares, Fazenda Bom Conselho
29 Santa Tereza YL 445 (29) YL 445 - M. paraguayana ES: Santa Tereza, Estacao Bioldgica Santa Lucia
29 Santa Tereza YL 449 (29) YL 449 - M. paraguayana ES: Santa Tereza, Estacéo Bioldgica Santa Lucia
30 Cariacica LPC 1006 (30) LPC 1006 GU112924.1 M. paraguayana ES: Cariacica: Reserva Bioldgica de Duas Bocas
30 Cariacica LPC 1046 (30) LPC 1046 GU112919.1 M. paraguayana ES: Cariacica: Reserva Biolégica de Duas Bocas
31 Viana LPC 975 (31) LPC 975 - M. paraguayana ES: Viana, Pimenta
31 Viana LPC 986 (31) LPC 986 - M. paraguayana ES: Viana, Pimenta
32 Viana LPC 1185 (32) LPC 1185 - M. paraguayana ES: Viana, Ribeira
32 Viana LPC 1189 (32) LPC 1189 = M. paraguayana ES: Viana, Ribeira
33 Viana SLF 162 (33) SLF 162 - M. paraguayana ES: Viana, Fazenda Boa Baixa
33 Viana SLF 169 (33) SLF 169 o M. paraguayana ES: Viana, Fazenda Boa Baixa
34 Viana SLF 291 (34) SLF 291 - M. paraguayana ES: Viana, Caracas
35 Guarapari MBML 2309 (35) MBML 2309 - M. paraguayana ES: Guarapari
36 Domingos Martins MBML 2505 (36) MBML 2505 - M. paraguayana ES: Pedra Azul, Hidrelétrica Sdo Pedro
37 Parati LP 47 (37) LP 47 - M. paraguayana RJ: Parati, Tarituba
38 Guapimirim CRB 1287 (38) CRB 1287 - M. paraguayana RJ: Guapimirim
39 Sorocaba LPC 792 (39) LPC 792 GU112922.1 M. paraguayana SP: Sorocaba, Floresta Nacional de Ipanema
40 Capao Bonito MAM 27 (40) MAM 27 - M. paraguayana SP: Capéo Bonito, Fazenda Intervales
40 Capao Bonito MAM 47 (40) MAM 47 AY233778.1 M. paraguayana SP: Capéao Bonito, Fazenda Intervales
41 Capéo Bonito RP 136 (41) RP 136 - M. paraguayana SP: Capao Bonito, Fazenda Sakamoto
42 Cotia RP 717 (42) RP 717 - M. paraguayana SP: Cotia, Big Vale
43 Cotia RP 787 (43) RP 787 - M. paraguayana SP: Cotia, Psicética
44 Cotia RP 353 (44) RP 353 = M. paraguayana SP: Cotia, Ruth
45 Cotia RP 471 (45) RP 471 - M. paraguayana SP: Cotia, Chave
46 Parana CTX 2930 (46) CTX 2930 = M. paraguayana PR: Diamante do Norte
47 Gravatai MCNU 215 (47) MCNU 215 - M. paraguayana RS: Gravatai, Morro Agudo
48 Grupo Externo JLP 15435 AY233779.1 M. regina AM: Nova Empresa, left bank Rio Jurua
49 Grupo Externo VAL 08 - M. murina BA: Valenca




Tabela 2. Marcadores e primers utilizados e suas respectivas sequéncias, fonte e perfis das PCR’s.

Gene Primer Sequéncia Referéncia # ciclos Ta Elongacao
Cit b MVZ 05 5'-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3' Smith and Patton, 1993 40 48° C - 45sec 72° C - 45sec
Citb MVZ 16 5'-AAATAGGAARTATCAYTCTGGTTTRAT-3' Smith and Patton, 1993 40 48° C - 45sec 72° C - 45sec
Irbp "+IRBP217" 5'-ATGGCCAAGGTCCTCTTGGATAACTACTGCTT-3' Stanhope et al., 1992 39 60° C - 90sec 72° C - 3min
Irbp "-IRBP1531" 5'-CGCAGGTCCATGATGAGGTGCTCCGTGTCCTG-3'  Stanhope et al., 1992 39 60° C - 90sec 72° C - 3min
col LCO1490 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' Herbert et al., 2003 35 44° C -90sec 72° C - 1min
col HCO2198 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3' Herbert et al., 2004 35 44° C -90sec 72° C - 1min

Tabela 3. Modelo de evolugéo, parametro gamma, proporcéo de sitios invariaveis (Pinvar), distancia genética média (K2p), nimeros de sitios varidveis e nimeros de sitios
informativos para cada marcador e analise concatenada.

Modelo de evolugéo Gamma Pinvar
Marcador Distancia K2p (%) média # Sitios variaveis # Sitios informativos
ML B ML B ML B
citb GTR HKY 0,308 0,276 - - 5,6 252 125
irbp HKY HKY 1,161 1,161 - - 7,2 833 275
concatenada GTR SYM 0,516 0,517 0,701 0,705 4,6 890 267
Tabela 4. Divergéncias génicas para o Cit b, entre e dentro dos clados, com média e desvio padréo.
Divergéncia génica entre os clados Divergéncia génica dentro dos clados
1 2 3 4 5 média desvio padrao
1-CMG - - - - - 0.3 0,002
2-NEBM 8.6 - - - - 0.4 0,001
3-COSTA SUL 4.2 8.7 - - - 1,4 0,005
4-CSUL 1.2 8.2 4.3 - - 0.5 0,002
5-CNES+MNMG 1.9 7.9 3.2 1.8 - 0.4 0,002
B-AL 9.2 2,6 8,7 8,7 8,4 - -




